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Resumen

Los Bacillus spp son microorganismos muy estudiados gracias a su capacidad de
solubilizar elementos, esta podria ser usada para elaborar compuestos sustitutos a los
fertilizantes fosforados comerciales que generan un gran impacto en los suelos donde se
aplican, en esta investigacion se elabor6 dos estudios de solubilizacion de fosforo siendo la
primera en medio solido en medio Nbrip y en medio liquido Nbrip remplazando el fosfato
tricalcico por roca fosforica (RFF); se analizo posteriormente su capacidad para solubilizar
fosforo con el indice de solubilizacion y con el método de colorimetria para el medio liquido.

Palabras clave: Bacillus spp, fosfato tricalcico, roca fosférica, indice de solubilizacién
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Introduccion

Actualmente en el mundo encontramos diversos enigmas que contintan creciendo
constantemente como los problemas climéticos, causados por el constante crecimiento
demogréafico y los desechos generados por los seres humanos; esto trae como consecuencia
la necesidad de producir mas alimento con los mismos recursos y cada vez en menor
extension de tierra, por lo anterior, es indispensable buscar alternativas de produccion y
nuevas formas de optimizar los procesos ya existentes como una forma de transicion a
cultivos que logren satisfacer las necesidades actuales y permitan la sostenibilidad de los
recursos.

El fosforo (P) es el segundo elemento clave importante después del nitrdgeno como
nutriente mineral en términos de requerimiento cuantitativo de la planta. Aunque es
abundante en suelos, tanto en formas organicas como inorganicas, su disponibilidad es
restringida, ya que se presenta principalmente en formas insolubles (Sharma, S.B., Sayyed,
R.Z., Trivedi, 2013)

Las reservas de fésforo se estan agotando, se estima que para el 2030 estemos
trabajando con los Gltimos residuos de fosforo para aplicacion en cultivos, por lo que es
fundamental convertir en disponible el fosforo atrapado en los agregados del suelo y que las
plantas no pueden absorber, siendo los microorganismos un eslabén primordial en la tarea de
solubilizar este valioso recurso, el fésforo. “Una insuficiencia de fésforo en el suelo puede
influir en el retraso de la cosecha, la madurez, el desarrollo de la planta, disminuyendo el
rendimiento en la cosecha” (Bobadilla Henao & Rincon Vanegas, 2008)

Se tiene conocimiento cientifico que el fosforo es uno de los elementos principales en
el desarrollo 6ptimo de las plantas, por lo que se procura que el cultivo cuente con la cantidad
suficiente de este nutriente en forma disponible. “En los suelos del tropico, el fosforo (P) es
el nutriente que limita la produccién, debido a la alta reactividad del elemento que le permite
interactuar quimicamente con la materia organica, con la superficie mineral de los coloides
y con las formas activas de algunos cationes presentes en la solucidn del suelo” (Martins et
al., 2012).

Por lo anterior, se realizan actualmente en varios lugares del mundo, investigaciones
con el propdsito de encontrar microrganismos que sean potenciales solubilizadores de
fosforo. “Los organismos involucrados en las transformaciones del P en el suelo incluyen
bacterias, hongos, chromista, protozoos y algunos nematodos” (Awasthi et al., 2011). Uno
de estos microorganismos que es un posible solubilizador del fésforo son las bacterias del
genero Bacillus spp, esta genero bacteriano puede ser encontrada en diversos ambientes; ha
sido aislada de medios tanto terrestres como acuaticos y se destaca por su capacidad para
sobrevivir en condiciones hostiles, por lo que puede ser una interesante especie que al ser
usada en la agricultura pueda ser resiliente ante los fendmenos del cambio climatico, por
ejemplo, sequias o inundaciones.
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Dentro de este género de bacterias encontramos un amplio espectro pero similares entre
si “Se ha registrado mas del 99 % de similitud de la secuencia de la estructura primaria del
RNAr16S entre Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides y Bacillus
thuringiensis”(Portuondo, 2012)



EVALUACION DE LA SOLUBILIZACION DEL FOSFORO 10

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la solubilizacion del fésforo mediante el uso de bacterias del género Bacillus
subtilis y Bacillus cereus tanto de manera individual como combinada, en condiciones de
laboratorio.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar el efecto de Bacillus subtiliss sobre la solubilidad del fosforo en
condiciones de laboratorio.

2. Evaluar el efecto de Bacillus cereus sobre la solubilidad del fésforo en
condiciones de laboratorio.

3. Evaluar el efecto de Bacillus subtilis y Bacillus cereus de manera combinada,
sobre la solubilidad del fésforo en condiciones de laboratorio.
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Hipotesis

Se espera una solubilizacion por parte de ambas cepas y aun mayor con el tratamiento
combinando ambas cepas de Bacillus spp, este con el fin de impulsar nuevas investigaciones
para productos aplicables al suelo para mejorar sus componentes y lograr 6ptimos desarrollos
de los cultivos.
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Area de estudio y Metodologia

El estudio fue realizado en los laboratorios de la universidad de Antioquia sede
seccional oriente a una altura aproximada de 2100 msnm. Se realiz6 un lavado previo de las
cajas de Petri y demas vidrieria con HCI durante 24 horas para eliminar posibles rastros de
P, luego se hizo el respectivo enjuague con agua destilada

Prueba cualitativa

Se prepar6 1.28L del medio de cultivo N-brip de la siguiente forma: 12.8 gr de glucosa,
6.4 gr de cloruro de magnesio (MgCl,6H20), 0.32 gr de sulfato de magnesio (MgSO47H,0),
0.256 gr (KCI), 0.128 gr sulfato de amonio ((NH4)2SO4), 20 gr agar, 0.128 gr rojo de fenol;
esta preparacion se dividié en cuatro Erlenmeyer para posteriormente adicionar el fosfato
tricalcico (Cas (PO4)2) en cuatro concentraciones 0 gr/L, 0.93 gr/L, 1.87 gr/L, 2.81 gr/L
respectivamente para ser llevado a placas de agitacion y calentamiento para su
homogeneizacion.

Con el medio listo se procedié a él servido en cajas de Petri y fueron llevadas a un
autoclave para su esterilizacion, se esperd la correcta gelificacion y se hizo la respectiva
inoculacién de las bacterias en una camara de flujo laminar como se planted en el disefio
experimental, Este fue completamente al azar 4x4; 4 variables y 2 factores, que constaba de 4
tratamientos que variaban en la concentracion del fosfato tricalcico; estas fueron inoculadas
con B. subtilis, con B. cereus, con la combinacion de ambos y el control sin bacterias; se
realizaron 4 repeticiones para un total de 64 muestras en cajas de Petri, las cuales fueron
puestas en una camara de incubacion a 37°C.

Pasados los 2 y 7 dias se fotografio las muestras, con el software image J se calculé los
didmetros de la cepa y el halo generado para poder hallar el indice de solubilizacién como lo
indica (Kalayu, 2019) con la formula

diametro de la colonia + diametro del halo

diametro de la colonia
Ecuacion 1 indice de solubilizacion

Con el programa statgraphics 18 a estos resultados se les aplico un analisis ANOVA
con un p de 0.05

Prueba cuantitativa

Para el medio liquido se ajusto el volumen a 1.6 L de N-brip asi: 16 gr de glucosa, 8 gr
de cloruro de magnesio (MgCl.6H-0), 0.4 gr de sulfato de magnesio (MgSO47H-0), 0.32 gr
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(KCl), 0.16 gr sulfato de amonio ((NH4)2SOs4), al ser medio liquido se obvio el agar, se
dividié en 4 Erlenmeyer y se usé roca fosforica como sustituto del fosfato en cuatro
concentraciones 0 gr/L,12.5gr/L, 25 gr/L, 37.5 gr/L respectivamente.

Se sirvié en envases de vidrio y posteriormente fue llevada a un autoclave para su
esterilizacion se hizo la respectiva inoculacion de las bacterias en una camara de flujo
laminar como se planted en el disefio experimental, este fue 4x4 totalmente al azar que
constaba de 4 tratamientos que variaban en la concentracion de RFF; estas fueron inoculadas
con B. subtilis, con B. cereus, con la combinacién de ambos y el control sin bacterias; se
realizaron 4 repeticiones para un total de 64 muestras en envases de vidrio.

Se procedio a llevar las muestras a un shaker de 3 niveles a 100 rpm y 37°C, pasados
los 7 dias se aplicd prueba colorimétrica siguiendo el protocolo segun (Vasquez , B & Arcos,
A, 2017) para la identificacion de fosforo disponible en medios liquidos.

Con la siguiente curva de calibracion y = 0,6718x — 0,0395y R? = 0,995 se calculd
concentracion de fosforo disuelto en las muestras, posteriormente a los resultados se aplicd
un anéalisis ANOVA con un p de 0.05
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Resultados

Andlisis cualitativo

Gracias al analisis ANOVA realizado encontramos que transcurridos dos dias el mayor
indice de solubilizacion es atribuido a Bacillus Subtillis con la concentracion 2, mas sin
embargo no encontramos diferencias significativas entre tratamientos como muestra la tabla
1

Indice de solubilizacién vs tratamientos
pasados 2 dias

3.5
® concentracioén Ogr/L
T ® concentracion 0.93 gr/L
3.0 A concentracién 1.87 gr/L
2 n v concentracion 2.81 gr/L
254 ¢ | X ¥
Bacillus subtilis Bacillus cereus Bacillus subtilis +

Bacillus cereus

Tratamiento
Grafico 1 indice de solubilizacién por tratamiento transcurrido dos dias

Transcurrido 7 dias se obtuvo como resultado que el tratamiento con Bacillus subtilis
cuenta con mejor solubilizacion que los demas mas no cuenta con una diferencia estadistica
significativa, igualmente encontramos que los tratamientos con Bacillus cereus y Bacillus
cereus + Bacillus subtilis cuentan con un comportamiento similar, estando ambas por debajo
del tratamiento mencionado anteriormente como lo muestra la tabla 2
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Indice de solubilizaciéon vs tratamientos
pasados 7 dias

3.5
® concentracion 0gr/L
3.0 m concentracién 0.93 gr/L
} A concentracién 1.87 gr/L
0 254 @ v concentracion 2.81 gr/L
{ i (] E A Y g
i
2.0
Bacillus subtilis Bacillus cereus Bacillus subtilis +

Bacillus cereus
Tratamiento

Grafico 2 indice de solubilizacion por tratamiento transcurrido siete dias

Cuantitativo

Se encontrd que la mejor respuesta fue con Bacillus cereus y con la concentracion de
375 gr RFF/L

Fosforo disuelto vs tratamiento

concentracion 0gr/L
concentracion 12.5 gr/L
concentracion 25 gr/L

w

1

i
R
<« > m o

concentracion 37.5 gr/L

Fosforo disuelto

-1 T T T T
) N Rg X
&» > ¢° R
4 o © NS
~<\Q’ W N o &
2 > & NS
F . S
o Q,'?f

Tratamiento

Grafico 3 foésforo disuelto por tratamiento en distintas concentraciones de RFF
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Discusién

Se logra apreciar que el Bacillus subtilis tiene mejor solubilizacion de fosforo en el
estado fosfato tricalcico en comparacion a los otros tratamientos con Bacillus cereus y
Bacillus subtilis+ Bacillus cereus

Las cepas de Bacillus cereus tienen un mejor rendimiento siendo este el mejor
solubilizador de fosforo en estado de roca con una diferencia significativa con respecto al
tratamiento Bacillus subtilis y Bacillus subtilis + Bacillus cereus

Al contrario de lo que se creia en la hipotesis original al combinar la cepa uno con la
cepa dos no encontramos resultados de que tengan mejor solubilizacion, esto puede ser
debido a que compiten por el fésforo para esto es recomendado mas estudios que evalten la
compatibilidad de estas diferentes especies de bacillus spp

Encontramos gue a mayor concentracion de fésforo mayor solubilizacion de fosforo en
cualquiera de los tres tratamientos con Bacillus spp, es recomendable un estudio posterior
para encontrar el punto de saturacion.

Conclusiones

Se encontrd que las cepas de Bacillus spp evaluadas logran solubilizar el fosforo de
manera satisfactoria

e Las cepas de Bacillus subtilis cuenta con gran solubilizacién del fosfato tricalcico

e Las cepas de Bacillus cereus cuenta con una buena respuesta a la hora de solubilizar
roca fosforica

e Las cepas combinadas de Bacillus spp logran una solubilizacion menor que los
tratamientos de manera individual

Recomendaciones

Es recomendado que para futuras investigaciones sea modificado y ajustadas las
concentraciones, las especies de bacilos y los tiempos, con el fin de encontrar la mayor
eficacia; en lo posible usar otro indicador distinto al rojo de fenol que permita una mejor
vision del halo generado; para el medio liquido es recomendado usar otros protocolos de
colorimetria que se ajuste a este estudio.
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