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PONCE FONSECA, M.A. 2025. Aislamiento y evaluacion de microorganismos
solubilizadores de fosforo de los suelos de cuatro sitios de la Universidad Nacional de
Agricultura. Informe final de investigacién Ing. Catacamas, Hondura. Universidad Nacional
de Agricultura 71 p.

RESUMEN
La investigacion se realizo en la Universidad Nacional de Agricultura (UNAG), ubicada en
el municipio de Catacamas, Olancho, Honduras, con el proposito de aislar y evaluar
microorganismos solubilizadores de fosforo en sitios con diferentes usos de suelo. La
investigacion se desarrolld6 mediante muestreos en sitios manejos bajo un sistema agricola
convencional destinadas al cultivo de hortalizas, granos y cereales, también se tomaron
muestras dentro de un area sin intervencion humana categorizada como sitio de importancia
para la vida silvestre en la montafiita y en area verde (pino), a los cuales de le realizaron
analisis fisico-quimicos del suelo y el aislamiento se llevo a cabo utilizando el medio de
cultivo de Pikovskaya, logrando aislar 41 cepas entre ellas 39 bacterias y 2 hongos, ademas,
se realizaron pruebas bioquimicas (Catalasa, oxidasa, fermentacion de Kligler, tincion de
gram) y pruebas de solubilidad in vitro. Se midieron variables como halo, indice de
solubilizacion, pH. UFC/ml, complementados con un andlisis de datos descriptivo. Los
resultado reflejaron una gran diversidad de microorganismos con capacidad para solubilizar
fosforo, predominando microorganismos gram negativo, con catalasa y oxidasa positiva y
con potencial para fermentar glucosa y lactosa, el area de cultivo de la montafita tiene mayor
diversidad de microorganismos con un total de 16, mientras que el area de cultivo de granos
y cereales presentd un menor nimero de microorganismos pero obtuvo el indice de
solubilizacion mas alto 36.58, con concentraciones de fosforo de 956.61mg/L y un pH de
4.99 a los 6 dias de inoculacion. En conclusion, los suelos de la Universidad Nacional de
Agricultura poseen una diversidad de microorganismos solubilizadores de fdésforo con
potencial para el desarrollo y aplicacion de biofertilizantes como estrategia para suplir el uso

de fertilizantes sintéticos e impulsar practicas agricolas sostenibles.

Palabras Clave: Bacterias, Suelo, fosforo, biofertilizantes, colonias



l. INTRODUCCION

Uno de los nutrientes mas necesarios y paraddjicamente, méas deficientes para los cultivos es
el fosforo (P). A pesar de un relativo alto contenido de P total en la mayoria de los suelos, el
98% tienen una inadecuada cantidad de P disponible para la nutricién delas plantas, condicion
que induce deficiencias en distinto grado de severidad, con graves repercusiones en los
niveles de productividad y rendimiento (Patifio & Sanclemente Reyes, 2014).

La carencia de fésforo ha llevado a los agricultores a la utilizacion de fertilizantes sintéticos,
como una forma de abordar y dar solucion a la situacion, sin embargo, estos tienen una serie
de impactos tanto sociales, econdmicos y ambientales, ya que tienen un alto costo, poca
eficiencia, su uso inadecuado contamina el medio ambiente y pueden tener serias

repercusiones en la salud humana.

Una de las alternativas que favorece la disponibilidad de las fracciones de fosforo es el uso
de microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) en el suelo (Cisneros R et al.,2016).
Los microorganismos ejercen un importante rol sobre los tres principales componentes del
ciclo de P en el suelo: disolucion-precipitacion, sorcion-desorcion y mineralizacion-
inmovilizacion; debido a ello tienen un papel determinante para la disponibilidad de este

elemento para las plantas (Vargas-Barrante et al, 2019).

Los microorganismos solubilizadores de fésforo incluyen principalmente hongos y bacterias
que tienen la capacidad de transformar el fésforo insoluble en fésforo accesibley asimilable
para las plantas. Estos microorganismos ademas de aumentar la disponibilidad de
nutrientes, mejoran la estructura del suelo, su actividad biologica y fomentan un entorno mas

favorable.



La extraccién de microorganismos puede representar desafios, como una alta diversidad
microbiana que puede dificultar la identificacion y aislamiento de los microorganismos que
se encuentran en condiciones extremas y riesgos de contaminacion. A pesar de los retos, la
extraccion tiene beneficios como el hecho de estudiar y conocer la diversidaddel suelo e influir
en el desarrollo de préacticas agricolas sostenibles. No obstante, tambiénpuede presentar

desventajas tales como altos costos y tiempo.

El propdsito de este trabajo fue el aislamiento y la evaluacion de microorganismos capaces
de solubilizar fosforo presentes en los suelos de la Universidad Nacional de Agricultura,
realizando pruebas de solubilizacion in vitro que nos permitan identificar dichos
microorganismos. También, se espera promover o impulsar practicas mas sostenibles en la

produccidn agricola, que denalternativas al uso de fertilizantes sintéticos



1. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo General

Aislar y evaluar microorganismos solubilizadores de fosforo de los suelos de cuatro sitios de

la Universidad Nacional de Agricultura

2.2.0bjetivos Especificos

Aislar microorganismos de diferentes usos de suelo de la Universidad Nacional de
Agricultura, seleccionando los que muestran capacidad de solubilizacion de fésforo e

identificando las cepas con mayor capacidad

Realizar pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa, tincion de gram, fermentacion de Kligler) y
pruebas de solubilidad de fosforo in vitro a los microorganismos aislados

Caracterizar propiedades fisico-quimicas (pH, materia organica, carbono organico, textura)

del suelo de los distintos sitios muestreados de la Universidad Nacional de Agricultura.



I11.  HIPOTESIS

Hipotesis nula (Ho)

No existen diferencias significativas en la capacidad de solubilizacion de fosforo de los
microorganismos aislados de los diferentes suelos muestreados de la Universidad Nacional

de Agricultura

Hipotesis Alternativa

Existen diferencias significativas en la presencia, diversidad y capacidad de solubilizar
fosforo de los microorganismos aislados de los diferentes suelos muestreados de la

Universidad Nacional de Agricultura



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Sistema agricola Convencional

La agricultura atraveso diversas revoluciones agricolas, las cuales tenian como propdsito
minimizar limitaciones ambientales y la necesidad de trabajo. A partir de la década de 1950,
fue el periodo en el que la agricultura moderna se desarrollo significativamente centrandose
en un enfoque tecnoldgico que se enfatizd en el uso de la mecanizacion, fertilizantes
minerales altamente solubles y pesticidas, el cual es conocido como la revolucion verde.
Periodo que genero un avance el desarrollo agricola, aunque a su vez provoco impactos en el

medio ambiente (Rosset et al., 2014).

Con todo y lo anterior se puede decir que la agricultura convencional se considera como un
sistema de produccion intensivo que utiliza tecnologias a gran escala para tener una mayor
explotacion de los medios de produccion, lo que implica un alto consumo de combustible
fosiles los cuales son elementos que permiten aumentar la productividad del sistema (Gracia,
2021). Ademas, se hace uso de sustancias quimicas sintéticas de manera parcial o total, lo
que contribuye a que sea un sistema altamente artificial basado en un alto consumo de

insumos externos sin tomar en cuenta los ciclos naturales (Arce, 2020).

Como consecuencia, la actividad agricola y ganadera provoca efectos negativos
significativos en los ecosistemas, incluyendo riesgos para la salud por residuos toxicos,
escasez de agua, y resistencias en plagas a pesticidas. También se observa pérdida de
polinizadores y hébitats naturales, asi como una reduccion de la diversidad genética debido
a la uniformidad de cultivos. Ademas, la degradacion del suelo por erosion, compactacion y
pérdida de materia organica afecta la productividad y la retencion de agua, contribuyendo al

deterioro del medio ambiente (Proyecto Life Sinergia, 2017).



Ademas, los desequilibrios sociales y ambientales, junto con el aumento de la pobreza y la
marginacion, han desafiado el modelo de desarrollo que prioriza el crecimiento econémico.
Esta crisis afecta especialmente a las comunidades rurales y al sector agricola, que se ha
convertido en una fuente de degradacion del agroecosistema, evidenciada por el deterioro del
suelo, la contaminacion del aire y del agua, y la pérdida de biodiversidad. La agronomia
convencional no logra abordar de manera efectiva estos problemas, que incluyen el hambre,

la pobreza y la degradacion ambiental.(Martinez, 2005).

4.2. El Suelo

El suelo es un recurso natural no renovable, caracterizado por ser un sistema complejo,
heterogéneo, con niveles variables de materia organica (MO) y minerales, los cuales
constituyen la matriz del suelo, facilitando el flujo y retencion de aire y agua, los cuales se
mueven en los poros. Ademas, el suelo posee una poblacion activa de microorganismos
(bacterias, hongos, algas etc.), insectos y fauna con un relevante rol en la génesis del suelo,

crecimiento vegetal y el ciclo del carbono (Vistoso; Martinez, 2022).

4.2.1. Factores que influyen en su formacion

El proceso de formacién del suelo de acuerdo con Figueroa et al (2018) esta establecido por
la interaccion de seis factores que permiten su formacion que son: clima, organismos,
topografia, material parental, tiempo y uso, la magnitud de cualquiera de las propiedades del

suelo esta influenciada por la accién o interacciones de estos factores.

4.2.1.1.El Clima

Es probablemente el factor més influyente en la formacion del suelo, debido a que afecta
directamente a los demas factores. Su impacto sobre el material parental es que definen la

naturalezay la intensidad de los procesos de meteorizacion que tienen lugar en extensas areas



geograficas. Ademas, influye en los organismos vivos y, en cierta medida, en el relieve y la
edad del suelo, a través de su conexion con los procesos de erosion y deposicion de
materiales. Dentro de los elementos climaticos mas importantes relacionados con las
propiedades del suelo se encuentran la efectiva y la temperatura, ya que ambos influyen en

la velocidad de los procesos fisicos, quimicos y biolégicos (Sanzano, 2019).

4.2.1.2. Organismos

Estos tienen una influencia, pueden tener origenes distintos, diferenciandose entre aquellos
de origen vegetal, como las plantas, y los de origen animal, que incluyen vertebrados,
invertebrados y microorganismos. La vegetacion desempefia un papel fundamental en
determinar las caracteristicas morfoldgicas del suelo, asi como algunas de sus propiedades
fisicas y quimicas, como la meteorizacion de las rocas, la incorporacion de materia organica
y los procesos hidroldgicos, etc. Por su parte, los organismos de origen animal contribuyen
a procesos fisicos y quimicos importantes, como la descomposicion y el aporte de materia

orgénica y la redistribucién de particulas dentro del suelo (Blanco & Senciales, 2001) .

4.2.1.3. Topografia

La topografia, que se refiere a la configuracion de la superficie terrestre, se describe en
términos de elevaciones relativas, pendientes y ubicaciones dentro del paisaje de pequefias
areas, lo que puede generar variaciones significativas en los suelos presentes en ellas. Este
factor juega un papel clave en la recepcion efectiva, ya que afecta considerablemente el
equilibrio entre infiltracién y escurrimiento(Sanzano, 2019). La topografia esta descrita en
cuatro categorias: La geoforma principal, que se refiere a la morfologia de todo el paisaje; la
posicion del sitio dentro el paisaje; la forma de la pendiente; el &ngulo de la pendiente (FAO,
2009).



4.2.1.4. Material parental

El suelo se origina a partir de la transformacion de una o varias rocas conocidas como roca
madre o material parental. El término "roca madre" se refiere a la roca de la que se deriva el

suelo, mientras que "material parental™ tiene un significado méas extenso, ya que representa

el estado inicial del suelo, es decir, desde el punto cero de su formacion. Este concepto
incluye no solo la roca consolidada que puede dar lugar al suelo, sino también una roca ya
meteorizada (saprolita), una roca no consolidada (regolita) o incluso un suelo previo que

comienza a desarrollarse bajo nuevas condiciones del medio (Bienes, 2009).

4.2.1.5.Tiempo

Los suelos son sistemas dindmicos, estan en constante transformacién. Algunas de sus
propiedades, como la temperatura y el contenido de humedad, cambian de forma perceptible
a lo largo del dia. Sin embargo, los procesos de formacion del suelo, conocidos como
edafogenéticos, ocurren en escalas de tiempo muy prolongados, por lo que sus
transformaciones no son cambios no con visibles a escala humana. Ademas, el desarrollo del
suelo atraviesa distintas etapas: primero la juventud, seguida por la madurez y, finalmente,
la vejez (Bienes, 2009).

4.2.1.6.Uso

El uso de la tierra se refiere a como se utiliza actualmente el terreno ya sea para fines agricolas
0 no. Este uso tiene una gran influencia en la direccion y velocidad de la formacion del suelo,
y su registro mejora significativamente la interpretacion del valor de los datos del suelo. En
el caso de tierras agricolas, es importante especificar los tipos de cultivos que se siembran,
asi como brindar toda la informacién disponible sobre el manejo del suelo, el uso de

fertilizantes, la duracion de los periodos de descanso, los sistemas de rotacion (FAO, 2009).



4.2.2. Importancia de la salud y fertilidad del suelo

En relacion con la salud del suelo (Geisseler, 2022) considera que es la capacidad continua
de este para funcionar como ecosistema vital. Considera caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo, que actian en forma interdependiente, asi un suelo de calidad es un
suelo rico en materia orgénica, que permite tener una mayor actividad bioldgica y una mejor

estructura, facilitando la aireacion y el almacenaje del agua.

Se debe agregar que la salud del suelo es de gran importancia para obtener cultivos con un
rendimiento elevado y que permitan cosechar productos de alta calidad. Son diversos los
factores que determinan que un suelo sano presente una mayor resiliencia a ciertas
limitaciones, como las plagas y las enfermedades. Un suelo resiliente es aquel capaz de
mantener o recuperar su condicién de suelo sano como respuesta a estas limitaciones (Houben
& Brinks, 2020).

En cuanto la fertilidad del Suelo, es una cualidad resultante de la interaccion entre las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del mismo y que consiste en la capacidad de
poder suministrar condiciones necesarias para el crecimiento y desarrollo de las
plantas.(Javier Sanchez s.f.). La fertilidad de un suelo depende principalmente de su
contenido en materia organica, de su textura y material parental. A mayor contenido de
materia organica mas fértil es el suelo, ya que es a partir de ella que los microorganismos que

viven en el suelo liberan elementos nutritivos para las plantas (INIA, 2015).

4.2.3. Indicadores de la calidad del suelo

Segun Cartes, (2013) los indicadores de la calidad del suelo pueden ser cuantificada a través
de varias de sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, las cuales permiten el

seguimiento de los cambios en el estado del suelo a mediano y largo plazo.



En cuanto a los indicadores fisicos el modelo convencional adoptado en el &mbito agricola,
que sostiene la practica de los monocultivos y las praderas, se basa en la aplicacion de
fertilizantes para lograr rendimientos econémicamente rentables. El uso de fertilizantes tanto
para la produccion como para la correccion provoca alteraciones quimicas en la capa

superficial del suelo.

Con respecto a los indicadores quimicos, el modelo tradicional empleado en la agricultura,
orientado a establecer monocultivos y praderas, se apoya en el uso de fertilizantes para
alcanzar rendimientos econdmicamente rentables. La aplicacion de fertilizantes, tanto para

la produccion como para la correccion, genera transformaciones.

Un factor crucial para evaluar la calidad del suelo es su contenido de materia organica (MO),
la cual esté relacionada con diversas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. La materia
orgénica se considera un indicador importante para valorar la calidad del suelo en sistemas
productivos. Su cantidad se ve afectada por la aplicacion de fertilizantes quimicos y
materiales organicos, los cuales favorecen los procesos bioldgicos de separaciéon y
mineralizacion de la materia orgénica del suelo. La materia organica es importante, ya que

ayuda a estabilizar los agregados formados por la interaccion de las particulas minerales.

4.2.4. Microorganismos benéficos del suelo

Los microorganismos se encuentran en todas partes, y en especial en el suelo, donde
convergen diferentes sustratos, gases, agua y sustancias vegetales que favorecen su desarrollo
y establecimiento. Participan en la mineralizacion de los materiales organicos, aportando los
compuestos inorganicos asimilables por las plantas superiores; contribuyen a la continua
descomposicion, mineralizacion y humificacion de la materia orgénica, asegurando el
secuestro de carbono en el suelo (ANACAFE, 2004).

Por otro lado, Ivan Cruz-Cardenas et al (2021) afirma que las comunidades microbianas en

los suelos conducen entre el 80 y 90% de los procesos biologicos desarrollados en el suelo
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Las actividades microbianas son determinantes de la ganancia o pérdida de fertilidad de los
suelos y también de la velocidad con que se puede restaurar un suelo deteriorado, y si es que,
en efecto, puede restaurarse (Soria, 2016).

Ademaés, Jimenez et al., (2023) menciona que en los Ultimos afios ha habido un interés
creciente en los microorganismos benéficos del suelo, ya que pueden promover el
crecimiento de las plantas y en algunos casos también evitar la infeccion por parte de algunas
enfermedades. El uso de microorganismos benéficos también pude ayudar a disminuir el uso

de fertilizantes quimicos como una respuesta a una agricultura mas sostenible.

Un ejemplo seria el trabajo realizado por (Rojas & Vasquez, 2021) con el objetivo buscar
bacterias endofiticas solubilizadoras de fosforo en la variedad de café bourbon y su
evaluacion en la promocién de crecimiento. Los resultados mostraron que el café tiene
bacterias endofiticas solubilizadoras de fosforo, de las cuales se obtuvieron 18 cepas. Se
concluyo que el café variedad Borbon tiene microorganismos solubilizadores de fésforo con
habito endofitica y capacidad de estimular las plantas de café en su crecimiento, estos

resultados generan grandes expectativas para la utilizacién de las cepas como biofertilizante.

4.2.5. Suelos de Honduras

Honduras cuenta con amplias areas de suelos poco profundos, cuya formacion y
caracteristicas estan influenciadas principalmente por la roca madre (FAO, 1969). Aunque la
vocacién natural de estas tierras es mayormente forestal, el patrén agricola de la poblacion
ha llevado a que alrededor del 70% de los cultivos anuales, mas del 60% de los cultivos
perennes y entre el 40% y 45% de la ganaderia extensiva. se establecen en suelos destinados
originalmente a bosques (Soria A, 2015).

El uso intensivo e inadecuado de estas tierras a lo largo de los afios ha provocado que
predominen suelos inestables con altos niveles de erosion. Mas del 60% de estos terrenos

estan en riesgo de gradientes, y Unicamente el 15% del territorio nacional es considerado apto
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para actividades agricolas. En este contexto, la principal problematica relacionada con los
suelos en Honduras radica en su degradacion y pérdida, resultado de la deforestacion
descontrolada, el cultivo y el pastoreo en terrenos con fuertes pendientes o en areas himedas

no aptas para estas actividades (Soria A, 2015)

A nivel nacional, los departamentos con los porcentajes mas altos de suelos con bajos niveles
de materia organica son Valle (100%), Choluteca (96%) y Atlantida (92%). En cuanto al
fosforo, los suelos con menor contenido de este nutriente se encuentran en los departamentos
de Col6n (91%), Lempira (90%), Ocotepeque (86%) e Intibuca (85%). Por otro lado, los
niveles mas bajos de potasio se registran en los departamentos de Gracias a Dios (100%),
Colon (95%) y Atlantida (89%) (SEPLAN, 2013)

4.3. El Fosforo

El fosforo (P) es uno de los principales macronutrientes esenciales requeridos por todos los
organismos vivos, pero tambien es uno de los elementos menos disponibles de la rizosfera.
Después del nitrogeno (N), el P es el nutrimento més limitante para el crecimiento de las
plantas (Mixquititla & Villegas, 2016)

Por otro lado, es un macronutriente que forma parte de las nucleoproteinas, lipoides y
fosfolipidos; desempefia un importante papel metabdlico en la respiracién y fotosintesis
(fosforilacion), en el almacenamiento y transferencia de energia (NAD, NADP y ATP) y en
la division y crecimiento celular. EI P se acumula en partes de la planta en crecimiento y en
las semillas; es determinante para el desarrollo de las raices y de los tejidos meristematicos
(Becerra et al., 2007)

En lo que respecta a la disponibilidad de fosforo a pesar de que este es uno de los diecinueve
elementos considerados como esenciales para la vida de las plantas. En lo que respecta al
sistema suelo-planta, el 90 % del fésforo esta en el suelo y menos del 10 % se encuentra

repartido fuera del suelo. Sin embargo, s6lo una pequefia parte de ese 90 % es utilizable por
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los vegetales. A diferencia otros elementos, el fosforo disponible en el suelo es insuficiente
para los vegetales y esta deficiencia solo se ha atenuado con la aplicacion de fertilizantes
fosforados (Fernandez, 2007).

Con el proposito de suplir las necesidades de P en el suelo para el desarrollo de un cultivo se
emplean fertilizantes fosfatados. Los cuales se obtienen a partir de la roca fosforica
compuesta practicamente por todos los elementos quimicos de la tabla periddica (Bastidas &
Mufoz, 2011).

Hay que mencionar que los fosfatos de roca sedimentaria se utilizan para el 87% de la
produccién de fertilizantes minerales de P. Contienen mayores concentraciones de cadmio
(Cd) y uranio (U) en comparacién con los fosfatos de roca lefiosa, que contienen
relativamente mas elementos como el titanio. En el proceso de produccion de fertilizantes,
entre el 60% y el 80% del Cd y la mayor parte del U de los fosfatos de roca se transfieren al

producto final. (Bergen et al, 2022).

Por otro lado, Bonomelli et al (2003) mencionaba que la presencia de Cd en los suelos y el
riesgo de ingreso de este elemento a la cadena alimenticia, ha generado mundialmente una
preocupacion creciente, debido al efecto toxico de este elemento en humanos y animales. En
suelos agricolas, las principales fuentes de Cd provienen de la fertilizacion fosforada, uso de

lodos y residuos industriales

4.4. Agricultura Sostenible

La agricultura sostenible segun Ulibarry, (2023) se entiende como “aquella que garantiza la
satisfaccion de las necesidades nutricionales basicas de las generaciones actuales y futuras,
y aporta diversos beneficios econdmicos, sociales y ambientales”. La agricultura sostenible
significa cultivar de forma en que se preserve la salud de la gente y de la tierra a largo plazo
Los agricultores que aplican métodos sostenibles tratan de producir los alimentos nutritivos

que sus familias y la comunidad necesitan y al mismo tiempo conservar el agua, mejorar los
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suelos y guardar las semillas para el futuro (Conan; Fadem, 2011).

La agricultura sostenible surge como respuesta a la necesidad de crear sistemas agricolas
alternativos que se alineen mejor con las exigencias de la sociedad actual, la cual requiere
métodos de produccion menos perjudiciales para el medio ambiente y que, ademas, sean
social y econémicamente aceptables. Las técnicas utilizadas en la agricultura sostenible no
siempre son novedosas, en muchos casos, se implementar métodos antiguos de manera mas
eficiente; en otros, se incorporan nuevas técnicas junto con las tradicionales; y también, se

realiza una revisién completa de los métodos de produccion (Quintana & Estrada, 1994).

4.5. Microorganismos Solubilizadores de Fosforo

La accion de los microorganismos solubilizadores de fosfato es esencial para facilitar la
adquisicion del nutriente por parte de las plantas (Beltran, 2014). Los organismos
involucrados en las transformaciones del P en el suelo incluyen bacterias, hongos, chromista,

protozoos y algunos nematodos (Patifio & Sanclemente, 2014)

En relacion a las bacterias existen 13 géneros con la capacidad de solubilizar fosfato:
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum y
Erwinia (Paredes & Espinosa, 2010). Por su parte dentro de los hongos se encuentran
principalmente los géneros Aspergillus sp. y Penicillium sp, pero se reportan méas (Pulido &
Nifio, 2015).

En cuanto a los mecanismos involucrados en la solubilizacion- mineralizacion microbiana de
las diferentes formas de fosfato insoluble incluyen procesos de acidificacion, quelacion,
reacciones de intercambio, produccion de &cidos y accion enzimatica en los que se destacan
las BSF por su eficiencia en el proceso. Lara, 2011 Sefiala incrementos en la

biodisponibilidad de P en el suelo cuando existen aumentos en la actividad microbiana.
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La produccion de &cidos organicos es el mecanismo mas usado por las poblaciones
microbianas para solubilizar el fosfato, los cuales actian sobre formas insolubles, fosfato
tricélcico, fosfato dicélcico, hidroxiapatita y roca fosférica. Los acidos organicos permiten
que haya solubilizacion debido a que la presencia de estos implica un descenso en el pH hasta
valores aproximados a 2; valores necesarios para que se pueda llevar a cabo la solubilizacion.
La produccion de acidos orgénicos a partir de la fermentacién de la glucosa da como

resultado la acidificacion de las células y sus alrededores (Lara, 2011)
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V.

MATERIALES Y METODO

5.1. Ubicacion del area de estudio

Ubicacion De Sitios De Muestreo En La Universidad Nacional De Agricultura

Catacamas

Esti, CGIAR; USGS

Leyenda

[ Olancho
[ Catacamas

Ubicacion de
las muestras

Elaborado por:
Mirna Alejandra Ponce

Sistema de Coordenadas:
UTM: WGS-84, Zona 16N

30150 30 60 90 120
e [ Kilometers

Figura 1. Ubicacion de sitios de muestreo de suelo para aislamiento de microorganismos

solubilizadores de fosforo en la Universidad Nacional de Agricultura.

La investigacién se realizd en la Universidad Nacional de Agricultura ubicado en el
municipio de Catacamas, departamento de Olancho, Honduras. Las areas especificas
seleccionadas dentro del campus fueron cuatro (Figura 1), a las cuales ademas del aislamiento
de microorganismos se le realizaron analisis fisico-quimicos del suelo (Tabla 1). Entre los
sitios muestreados esta la montafiita la cual se encuentra dentro de la categoria de sitio de
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importancia para la vida silvestre, siendo un area natural es reconocida por su relevancia para
la conservacion de la biodiversidad y conservacion de especias claves de fauna y flora. Por

ese motivo en esa area se tomaron tres muestras.

Seguidamente se muestrearon &reas destinadas cultivo de hortalizas, granos y cereales
dedicada a la produccion de maiz, arroz, frijol, manejadas bajo un sistema agricola
convencional haciendo uso de fertilizantes quimicos, pesticidas y practicas de mecanizacion.
También, se tomo6 una muestra en un area verde, junto a un arbol de pino ubicado dentro de

la universidad.

5.2. Materiales y equipo

En lo que respecta al equipo para el muestreo se necesité el barreno, bolsas plasticas ziploc,
GPS, cinta métrica, alcohol. En cuanto, a los materiales y equipo para el aislamiento se
necesitd incubadora, autoclave, agitador, microscopio, agua estéril, placas Petri, matraz

Erlenmeyer, tubos de ensayo, guantes, medios de cultivo, calibrador de Vernier.

5.3. Enfoque metodoldgico

La investigacion se realizO mediante un enfoque cuantitativo para el aislamiento de
microorganismos solubilizadores de fdsforo, este se basé en técnicas que no solamente
permiten el aislamiento y la evaluacién de estos microorganismos, sino también la
cuantificacion de su capacidad para solubilizar fosforo. Este enfoque fue fundamental para

evaluar la eficiencia de los microorganismos en la liberacion de fosforo de fuentes insolubles.
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5.4.  Procedimiento metodoldgico

5.4.1. Fase |. Muestreo

El muestreo de suelo se realizé al azar, tomando submuestras a una profundidad de 0 a5 cm,
tanto en el area de Hortalizas, granos y cereales, la montafiita y rizosfera de un pino de la
Universidad Nacional de Agricultura (Figura 1). Las muestras se depositaron en bolsas
plasticas con su debida etiqueta, inmediatamente se trasladaron al laboratorio de
microbiologia de la Universidad Nacional de Agricultura, para su respectivo procesamiento,
la otra parte de la muestra se traslado al laboratorio de suelos agricolas de la UNAG para la

caracterizacion fisico quimica.

5.4.2. Fase Il. Aislamiento mediante el medio selectivo de Pikovskaya

Se preparé el medio de Pikovskaya (agar) disolviendo 31.3 g en 1000 ml de agua destilada,
agitando para evitar grumos y se calentd hasta su completa disolucion. La mezcla base se
esterilizo en la autoclave durante 15 min a 121 °C (Hernandez et al, 2011)

Para la inoculacion; se tomaron 10g de suelo y se disolvieron en 90 ml de agua peptonada
estéril. La mezcla se coloc en un agitador magnético durante 30 minutos para realizar la
inoculacion la cual consistio en realizar las diluciones para ello se extrajo 1 ml de la
suspension y se disolvié en 9 ml de agua destilada estéril, realizando diluciones dobles
consecutivas (figura 2) (V. Fernandez, 2015). Por cada dilucion se realizd la siembra
colocando un ml de la misma en la placa Petri y después agregar suficiente medio para cubrir

la placa las cuales se incubaron durante 5 a 7 dias a 32 °C (Karunarathna, 2023).
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Figura 2. Diluciones seriadas (Fernandez, 2015).

Posteriormente, a las colonias que produjeron halo se les medi6é diametro del mismo vy el
didmetro de la colonia utilizando un calibrador de Vernier, se resembraron en agar nutriente,
para lo cual se tomaron 28.0 g y se disolvieron en 1000 ml de agua destilada, el agar se
distribuyd en las placas Petri hasta su solidificacion, de cada colonia con halo trasparente se

tomd una porcion con un asa y se froto sobre la superficie del agar en forma de estria

5.4.3. Fase I1l. Pruebas Bioquimicas a las cepas

5.4.3.1. Catalasa

En un portaobjetos se depositaron una o dos gotas de agua oxigenada al 30%. Con un asa de
siembra se transfiri6 una porcion del hongo o bacteria del centro de la colonia de los
microorganismos aislados. Al observarse la formacion inmediata de una efervescencia o
burbujas el resultado es positivo en el caso contrario fue negativo (Corrales Ramirez et al,
2022) .

5.4.3.2.0xidasa

Se utilizaron tiras reactivas de oxidasa para realizar la prueba, se transfirié una porcion de la

colonia de los microorganismos aislados, esparciéndolos con un palillo estéril por la zona
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reactiva de la tira. La aparicion de una coloracion morada en la zona durante los primeros 30
segundos indicaron un resultado positivo, lo contrario, la ausencia de color se interpreté como

un resultado negativo a oxidasa

5.4.3.3. Fermentacion (Kligler)

Se preparo y esterilizé el medio de agar de hierro de Klingler y se distribuy6 en cada tubo de
ensayo, se esterilizarlo y una vez solidos se sembraron los microorganismos tomando parte
de ellos con un asa recta hasta tocar el fondo del tubo (zona anaerdbica) y posteriormente
haciendo estrias en la superficie del slat (zona aerdbica). Finalmente, se incubaron a una
temperatura de 28 °C de 18 a 24 horas.

5.4.3.4.Morfologia Celular: Tincién de gran

Después del aislamiento se realizd un frotis con cada cepa en un porta objetos y
posteriormente se cubrid el frotis con cristal violeta durante un minuto. Luego se lavo con
agua para eliminar exceso de colorante, después se cubrié nuevamente con Lugol durante un
minuto. Posteriormente, se lavo y se colocé alcohol-acetona por cinco segundos para lavar
nuevamente y finalmente se cubri6 el frotis con safranina durante un minuto como colorante
de contraste. Las bacterias Gram positivas se tifien de color violeta intenso, y las negativas
de color rosado. Cada prueba fue observada bajo el microscopio a 100X (Guevara et al,
2017).

5.4.4. Fase IV. Pruebas de solubilidad

Se evalud la actividad de solubilizacion de los microorganismos seleccionados cultivados en
medio liquido de Pikovskaya, para ello se prepar6 completamente mezclando los diferentes
reactivos (Ver cuadro 1), una vez mezclados se agitaron hasta su disolucién, él pH se regulo

a 6.59 al agregar NaOH.
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Tabla 1. Composicion del medio liquido de pikovskaya (Sanchez 2014)

Reactivo G/L
Glucosa 10
Fosfato de calcio 5.0
Sulfato de amonio 5.0
Cloruro de potasio 0.2
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.0001
Sulfato ferroso 0.0001
Extracto de levadura 0.5

Al tener el medio preparado se tom6 130 ml del medio de cultivo en 19 matraces y se
esterilizaron en la autoclave por 15 minutos a una temperatura de 121 °C. En 3 de ellos se
prepararon los indculos agregando media placa del microorganismo y dejandolo en agitacion
constante por tres dias, posteriormente a los 16 matraces restantes se les agrego 15 ml del
inoculo y se incubaron a 30°C por 7 dias con agitacion constante (120 rpm). Tomando dos

indculos cada dia para filtrar y medir las siguientes variables

Fésforo soluble: se determind la concentracion de fosforo liberado de algunas cepas mediante
espectrofotometria UV-Vis (Método de molibdato de amonio), el cual mide el fésforo soluble
como complejo fosfomolibdato. Para ello se realizaron diluciones de 10 y 100 de los
indculos, una vez realizadas las diluciones, se transfirieron 2ml de dicha dilucion
previamente filtrado y 25 de reactivo de molibdato y tartarato de amonio con acido ascérbico.

Se dejo reposar por una hora y se tomaron lecturas a 650 nm

Para determinar el pH, se tomaron ciertas proporciones de los indculos y se les midi6 el pH
con un peachimetro previamente calibrado. También se midieron los Grados Brix: con el
refractometro, se tomaron unas gotas del inoculo y se colocaron en el prisma, se bajo la placa

de cubierta y se observo por el ocular los grados brix que tenian.
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Unidades Formadoras de Colonias (UFC): Se extrajo 1 ml del inoculo y se disolvid en 9 ml
de agua destilada estéril, realizando diluciones hasta 10° y 10 figura 2 (Fernandez, 2015).
Por cada dilucion se iba realizando la siembra colocando 1 ml de la misma en la placa Petri
y después agregar suficiente medio para cubrir las placas las cuales se incubaron durante 5 a
7 dias a 32 °C (Karunarathna, 2023).

5.4.5. Fase V. Caracterizacion fisico quimica del suelo

5.4.5.1. Determinacion del pH en agua relacion 1:2.5

Para la determinacion del pH (SSSA, 1996), se llevo a cabo el siguiente procedimiento de
pH en agua relacion 1:2.5. Primero, se pesaron 10 gramos de suelo previamente secado al
aire y tamizado con una malla de 2.00 mm y estos fueron colocados en Beaker de plastico de
50 ml. A continuacién, se agregaron 25 ml de agua desionizada y se mezclaron bien con el
suelo. Para la agitacion, se utiliz6 una varilla de vidrio, teniendo mucho cuidado para

minimizar cualquier posible contaminacion. Esta se dejo en reposo durante 120 minutos.

El pH-metro se calibro utilizando soluciones tampén con valores de pH 4.0, 7.0 y 10.
Después, se agito la suspension en el Beaker y se introdujo el electrodo del pH-metro en el
sobrenadante transparente por encima del suelo, directamente en el suelo de sedimentos, o
toda la suspension se agitaria durante la determinacion de pH. Fue fundamental realizar las
mediciones de manera consistente para obtener resultados confiables. Finalmente, se

procedid a leer y registrar el valor del pH, enjuagando el electrodo entre cada muestra.

5.4.5.2. Determinacién de carbono organico

Para determinar en carbono organico del suelo segin Walkley & Black, (1934), se pes6 1.00
g de la muestra seca y tamizada a 2.00 mm y se depositd en un matraz Erlenmeyer de 250
ml. Posteriormente, se agreg6 10 ml de una solucion de dicromato de potasio (K-Cr.0-) 0.167
M (1 N) y se agito suavemente para integrar completamente con el suelo, posterior, se
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afiadieron 20 ml de acido sulftrico (H2SO4) concentrado. La mezcla se agito suavemente
hasta que el suelo y el reactivo se integren. Una vez homogeneizada, se dejo reposar en una
campana de extraccion de gas por 30 minutos.

Pasado el tiempo se agregaron 200 ml de agua destilada al matraz Erlenmeyer. Seguidamente,
se agregaron 3 0 4 gotas de un indicador de ferroina 0.025 M y se tituld la solucién utilizando
sulfato ferroso 0.5 M (0.5 N). El punto final fue aproximado, la solucion tomo un tinte
verdoso y después cambio a verde oscuro, momento en el cual se agrego el sulfato ferroso
gota a gota hasta que el color de la solucién paso de azul a marrén (un color rojo que pudo
observarse titulando a contraluz utilizando fondo blanco). Ademas, se titul6 un blanco
siguiendo el mismo procedimiento que la muestra, pero sin suelo, con el fin de estandarizar

el dicromato de potasio (K2Cr207).

5.4.5.3. Determinacioén de Textura

Para determinar la textura del suelo basandose en la metodologia de (Klute A, 1986), se
pesaron 60 gramos de la muestra, se colocaron en el horno durante al menos 6 horas a una
temperatura entre 75-80 °C. Tras el secado, se dej6 enfriar la muestra y se pesaron 50 gramos,
los cuales se transfirieron a un Beaker de 250 ml, agregando 100 ml de agua desionizada y
10 ml de solucion de hexametafosfato de sodio para inducir la dispersion quimica, y se
dejaron reposar en el frasco durante 12 horas. Pasado este tiempo, la mezcla se vertié en un

recipiente y se dejé en agitadores por 10 minutos.

Se transfirié la mezcla a un cilindro de vidrio aforado a 1000 ml, seguidamente se agito el
cilindro durante 1 minuto. Después se coloco el cilindro sobre una mesa y se introdujo
cuidadosamente el hidrémetro para realizar la primera lectura a los 40 segundos, cuando se
gener0 espuma, se utilizé alcohol etilico para dispersarla y tener mejor claridad. Una vez
realizada la lectura, se retird el hidrometro de la suspension y se enjuago adecuadamente
durante cada lectura. Ademas, se registrd la temperatura con el termémetro. Finalmente, dos
horas después de la primera lectura (después de los 40 segundos), se tomd una segunda

lectura.
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5.4.6. Fase VI. Variables Evaluadas

5.4.6.1. Indice de Solubilizacion

Segun el procedimiento realizado en el item 5.4.2 en el cual se midi6 el halo y colonia para
obtener el indice de solubilizacion mediante la formula que sugiere (Mayadunna et al, 2023):

Didmetro de la colonia + Didmetro del halo

indice de solubilizaciéon = — -
Didmetro de la colonia

5.4.6.2. Concentracion de Fosforo Soluble

Espectrofotometria UV-Vis (Método de molibdato de amonio)

5.4.6.3. Unidades Formadoras de Colonias UFC

De igual manera en el item 5.4.4 se abordan los pasos para obtener las UFC, para ello se

utilizé la formula:

N2 de colonias x factor de dilucién
UFC/ml =

Volumen sembrado (ml)

5.4.6.4. pH

En el item 5.4.4 se describe el procedimiento de las pruebas de solubilizacion también, se
describe la medicion del pH de los indculos y el pH del suelo haciendo uso de peachimetro

como se describe en el item 5.4.5.1, el dato que se tomé fue el de la Ultima lectura.
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5.4.6.5. Carbono organico

En cuanto al item 5.4.5.2 se encuentra el procedimiento para realizar materia organica,

procedimiento por el cual también se calcul6 carbono orgéanico, utilizando la formula:

CO% = (Vblanco - VMuestra)x MFe2+ x 0.003 x 100 xf

w

Donde:

CO% = porcentaje de carbono organico

Vianco = Volumen de titulante utilizado en el blanco, mL
Vmuestra= VOlumen de titulante utilizado en la muestra, mL

Mr.?* = concentracion de solucién estandarizada de FeSOs, molaridad

mlL de K,Cr,0, usados para titular

Fe** = L de FeSO0, gastados en el blanco

0.003 = carbono oxidado
f = factor d correccién, 1.3

W = peso de suelo, ¢

5.4.6.6. Materia Organica

Con respecto al item 5.4.5.2 sobre el procedimiento para realizar materia organica, la

férmula utilizada para calcularla fue:

% Materia Orgénica = % carbono orgénico x 1.724
Donde;
(100/58=1.724) la materia organica tiene 58% de carbono,
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5.4.6.7. Textura

En lo que concierne al item 5.4.5.3 se observa el procedimiento para hacer textura, en la cual

se determind el porcentaje de arena, limo y arcilla mediante las siguientes formulas:

1¢"® lectura corregida
% Arena = 100 — [ ( )x 100]
peso de ma muestra
. 242 lectura corregida
% Arcilla = X100
peso de la muestra

% limo = 100 — [% Arena + % Arcilla]

5.4.7. Fase VII. Andlisis estadistico

Una vez se realizo la toma de datos, se procedié a realizar el andlisis estadistico el cual
consistié en un andlisis descriptivo en cuanto a las cepas, colonias halos e indice de
solubilidad por sitio de muestreo, ademas de graficas y tablas representativas de los
resultados de las distintas pruebas realizadas por medio del analisis ANOVA para determinar
si existen diferencias significativas de los microorganismos solubilizadores de fosforo
aislados en ambas areas. También se utilizara prueba de Tukey al 5%, para la separacion de
medias (Vargas-Barrante et al, 2019).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion fisico-quimica del suelo

En la Tabla 3, se observan los pardmetros fisicos quimicos de los suelos en estudio, en cuanto
al &rea destinada al cultivo de hortalizas el suelo es franco arenoso con 78% de arena, 19.2%
de arcillay 2.8% de limo. Tiene un pH de 6.94, el carbono organico es bajo con 1.8% y un
3.1% de materia organica. Por lo contrario, el area de la montafiita donde se encuentra el
cultivo de cacao el suelo tiene una textura franco arenoso arcilloso, con 60% arena, 21.2%
de arcilla y 18.8% de limo, ademas, tiene un pH mas neutro de 6.75, con un porcentaje de
materia organica de 6.7% y un 3.1% de carbono organico. En relacion con la montafita en la
parte sureste el suelo es franco arenoso arcilloso, contiene un 70% de arena, 23.2% de arcilla,
6.8% de limo, el pH es de 6.90, el porcentaje de materia organica es de 6.4% y carbono
organico de 4.5%. Asimismo, el suelo de la montafiita en el area de cultivo de café la textura
es franco arenoso arcilloso con un 54% de arena, 23.2% de arcilla, 22.8% de limo, pH de

7.07 y un porcentaje de materia organica de 7.8 y 4.5% de carbono organico.

En el area de cultivo donde se siembran granos y cereales el suelo es franco arenoso con un
54% de arena, con el porcentaje de arcilla de 29.2% el mas alto entre todos los sitios, 12.8%
limo, ademas tiene un pH de 7.6 (ligeramente mas alcalino), 5.2% de materia organica y
3.0% de carbono orgénico, finalmente el &rea de pino tiene un suelo franco arenoso, con 70%
de arena, el nivel mas bajo de arcilla con un 17.2% y 12.8% de limo, también tiene un pH de
7.60 ligeramente alcalino y el porcentaje mas alto de materia organica con 9.5% y un

5.5%.carbono organico.
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Tabla 2. Caracterizacion fisico-quimica del suelo por sitio muestreado

Sitio %pH %CO % MO % Arena % Arcilla % Limo Textura
Hortalizas 694 1.8 3.1 78 19.2 2.8 Franco Arenoso
Montahita- — g25 39 47 60 21.2 18  Francoarenoso

Cacao arcilloso
Montahita- 597 37 64 70 23.2 g.g  ranco Arenoso
Hospital V arcilloso

Montafiita-Café 7.07 45 7.8 54 23.2 92  Franco Arenoso
arcilloso

Granos y 767 30 52 54 29.2 168  Franco Arenoso
Cereales arcilloso

Pino 760 55 9.5 70 17.2 12.8 Franco arenoso

Segun Janati et al, (2017) dentro de los factores que influyen en la abundancia de la actividad
de microorganismos solubilizadores de P se encuentra, la zona climatica, la extension de la
vegetacion, las condiciones ecoldgicas, las interacciones entre los microorganismos del
suelo, los tipos de suelo, los tipos de plantas, las practicas agricolas y las propiedades fisico-
quimicas del suelo, como el pH y la materia organica. También se ha demostrado que la

textura del suelo es importante en la estructuracion de las comunidades microbianas.

Con relacion al pH del suelo, es el principal impulsor de la estructura de la comunidad
microbiana, incluidos los miembros, bacterianos y fangicos, los valores de pH del suelo entre
5.5y 7.5 son los optimos para la disponibilidad de P, debido a que evitan que el P se fije
mediante aluminio, hierro o calcio y, pueda ser utilizado por las plantas. Los resultados
obtenidos en cuanto al pH del suelo muestran que la mayor parte de los suelos estan entre

esos rangos de pH (Janati et al, 2017).

De acuerdo con Kaur & Kaur, (2020) los suelos con alto contenido de Carbono organico
tenian un mayor nimero de PSB. Esto debido a que las PSB son bacterias heterotrépicas y el
carbono orgéanico es importante para la proliferacion, la funcionalidad, el crecimiento, y la

diversidad microbiana. El tener mayor disponibilidad de carbono conduce a un aumento de

28



la biomasa microbiana, la actividad catabdlica y, también, un incremento en la abundancia
microbiana. Ademas, el cambio de uso de suelos no cultivados a tierras agricolas disminuye
el carbono, afectando negativamente la actividad microbiana. Coincidiendo con los
resultados obtenidos, donde las areas de cultivo de Hortalizas y granos y cereales tiene el

menor contenido de carbono y son uno de los sitios con menor actividad de microbiana.

6.2. Descripcion de microrganismos por sitio de muestreo

En la Tabla 2, se observa que, para granos y cereales, en la variable colonias la media fue de
14.3 con valores min 4.52 y max 36.58, con un CV de 105 % indicando una alta dispersion.
En cuanto al Halo el promedio fue de 1.66, con valores min de 0.51 y max de 2.9. El indice
de solubilizacion de fosforo (INDP) la media fue de 14.61, con valores min 5.16 y max 36.63,
el CV 102% lo que indica una dispersion de los datos, alta variabilidad, es decir, alto

potencial de solubilizacién, pero muy heterogéneo (Figura 3).

En el area de cultivo de cacao en la montafiita en lo que respecta a la variable colonia la
media fue 2.62 con min de 0.56 y max de 4.85, con CV de 57%. Para Halo la media fue de
2.12, min de 0.49 y max 3.85, con un CV 46% con una variabilidad moderada. En el (InDP)
indice de solubilizacion de fosforo tuvo una media de 3.78, el valor maximo 1.6 mientras que
el valor maximo 5.6, con un CV de 31% lo que sugiere una capacidad de solubilizacién

moderada y consistente.

En cuanto al sureste de la montafiita en la variable colonia la media fue de 3.38 con valor
min de 0.81y max de 7.13, y un CV de 63.7% evidenciando una alta variabilidad. La variable
halo reflejo una media de 2.02, valor min 0.48, max de 7.53, con CV de 121,6% indicando
alta heterogeneidad. En cuanto a InDP la media fue 3.92, valor min 1.90, valor max 8.19, con
CV de 58% indicando una capacidad de solubilizacion modera de los microorganismos del

sitio, pero heterogénea.
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En el area verde (Pino), la variable colonia, se obtuvo una media de 5.61, valor min 1.29y
valor max 13.37. En Halo la media 2.12, valor min 0.46, valor max 3.81, con un 'y un CV
7.9%. Asimismo, en el InDP (indice de solubilizacion) la media fue 6, valor min 1.72, valor

max 13.74, con CV 74.5% refleja una capacidad de solubilizacion intermedia.

Tabla 3. Analisis descriptivo de microorganismos aislados por sitio de muestreo

Sitio variable media sd n se min max CVv ICI ICS
Granos y Cereales Colonia 14.38 15.11 4 7.56 4.52 36.58 105.06 -0.73 29.49
Montafiita-Cacao Colonia 2.62 15 16 0.38 0.56 4.85 57.24 1.12 4.13
Montafita-HV Colonia 3.38 2.15 11 0.65 0.81 7.13 63.66 1.23 5.53
Pino Colonia 5.61 4.49 8 1.59 1.29 13.37 80.16 111 10.1
Granos y Cereales Halo 1.66 1.01 4 0.51 0.51 2.91 60.78 0.65 2.67
Montafiita-Cacao Halo 2.12 0.97 16 0.24 0.49 3.85 45.92 1.14 3.09
Montafiita-HV Halo 2.02 2.46 11 0.74 0.48 7.53 121.64 -0.44 4.48
Pino Halo 2.12 1.69 8 0.6 0.46 4.9 79.85 0.43 3.81
Granos y Cereales InDP 14.61 14.97 4 7.48 5.16 36.63 102.46 -0.36 29.58
Montafiita-Cacao InDP 3.78 1.16 16 0.29 1.6 5.64 30.83 2.61 4,94
Montafita-HV InDP 3.92 2.27 11 0.69 1.9 8.19 57.99 1.65 6.2
Pino InDP 6 4.47 8 1.58 1.72 13.74 74.54 1.53 10.47

sd; desviacion estandar, n; numero de bacterias, se; estandar error, min; valor minimo, max; valor maximo,
CV; coeficiente de variacion, ICI; intervalo de confianza inferior al 95%, ICS; intervalo de confianza superior al 95%

La agricultura convencional consiste en la utilizacion de grandes cantidades de fertilizantes
quimicos y minerales, la labranza y la aplicacién de pesticidas y herbicidas. Si bien la
agricultura convencional conlleva a un aumento de la produccion agricola también puede
provocar efectos adversos en las propiedades fisico-quimicas del suelo, lo que, a su vez puede

afectar la actividad microbiana del suelo (Azarbad, 2022).

A su vez coincidiendo con Kaur & Kaur (2020), quienes indican que las diferencias en el
namero de microorganismos solubilizadores de fosforo en suelos naturales y suelos agricolas,
lo atribuyen al uso desequilibrado de fertilizantes inorganicos que han producido una

alteracion a la composicién bacteriana y diversidad funcional.

De igual manera, en la Figura 3, se puede observar de forma méas resumida el conteo colonial
en el item A) en los cuales en el area verde (Pino), en la parte de la montafiita-sureste y en el
area al cultivo de cacao se agrupan cerca del promedio general y con barras de error cortas
indicando baja dispersion. Mientras que en granos y cereales presenta la mayor, reflejando
mas heterogeneidad entre las colonias. En item B) representa el diametro del Halo de

solubilizacion donde se observa una mayor amplitud de las barras en el area verde (Pino)
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evidenciando una mayor variabilidad en de los halos, en el sureste de la montafiita no se
observa desplazamiento en las barras y es donde se encuentran halos mas grandes, el area de
cultivo de cacao en la montafiita son intermedios, mientras que en granos y cereales son mas
pequefios. En lo que respecta a la solubilidad InDP (indice se solubilizacion) el Area verde
(Pino) y el area de la montafita donde se cultiva cacao tienen rangos promedio, el area
destinada al cultivo de granos y cereales, mostrd una gran dispersion en los datos, es decir,
los valores se encuentran muy separados entre si, lo que indica un menor nimero de aislados,

sin embargo, se encuentran cepas muy eficientes ya que es el sitio donde se encontré el InPD

as alto
A) B) C)
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| | |
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1 | 1
| 1 |
| 1 |
| | |
1 1 1
Pino I—IO—I Pino I—r—l Pino I—r—l
1 1 1
Montafiita-HV e} Montafiita-HV [} Montafiita-HV ~ |+ef{
2 | | |
%]
Montafiita-Cacao |—|I Montafiita-Cacao I—L—l Montafiita-Cacao I-!
1 1 1
1 1 1
Granos y Cereales 1 [ ] Granos y Cereales I—O-l—l Granos y Cereales 1 [ ]
1 1 1
L] 10 20 30 L] 2 4 6 L] 10 20 30
Conteo de colonia (Log UFC/ml) Diametro del halo (mm) Solubilidad de P (mg/L)

Figura 3. Comparacion por sitios de muestreo de indicadores de desempefio de
microorganismos solubilizadores de fésforo: A) conteo de colonias, B) Diametro del halo,

C) indice de solubilizacion

Con respecto al halo se observa que en el area sureste de la montafiita se encuentran halos
mas grandes, sin embargo, este método de seleccion debe limitarse a una evaluacion

preliminar ya que, aungue es un procedimiento practico debido a su aplicacion facil y rapida
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es necesario que los microorganismos aislados se analicen mediante medio liquido para una
cuantificacion precisa del fosforo soluble liberado que permita validar su actividad (Armi et
al, 2023).

Por otro lado, granos y cereales se encuentra el valor méximo respecto al indice de
solubilizacion, pero a su vez este sitio no tiene la mayor diversidad de microorganismos. Esto
puede coincidir con Ayan et al, (2021) quienes sugiere que ante las diferentes funciones que
realizan los microorganismos en los sistemas agricolas, se encuentran influenciadas por
factores tanto bi6ticos como abidticos; siendo el motivo por el cual han desarrollado una gran
capacidad de adaptacién como estrategia ante condiciones adversas en el entorno.

6.3. Morfologia Colonial de los microorganismos

En la Figura 4, se observa la forma que expresaron las colonias de los microorganismos
aislados, muestra diferentes formas de colonias segun el sitios, la que predomina mas es la
circular con un total de 36 colonias las cuales representan el 88% de las colonias aisladas,
siendo mas frecuente en la Montafiita area de cacao con 16 colonias, en el area sureste de la
Montafiita con 6, en el area verde (Pino) con 7 y en las areas de cultivo de granos y cereales,
hortalizas y café en la montafiita Gnicamente se registraron de una a dos colonias. En cuanto
a las colonias con forma cuadrada, ovalada, triangular irregular y rizoide tuvieron una

constancia baja.
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Figura 4. Forma de colonias de los microorganismos aislados por sitio de muestreo. A)

Frecuencia por sitio, B) Frecuencia total por prueba C) Porcentaje total de resultados

Las bacterias crecen en medios sélidos como colonia, estas se definen como una masa visible
de microorganismos, todos originados a partir de una célula madre. Para la identificacion de
hongos y bacterias, es de mucha importancia conocer como crece el organismo en el medio
ya que las caracteristicas de las colonias pueden ayudar a determinar su identidad. debido a
que diferentes especies de bacterias pueden producir colonias muy distintas (Reynolds,
2024).

Segun investigacion realizada por (Djuuna et al., 2022) en 31de 37 microorganismos la forma
predominante de las colonias fue circular, identificandose principalmente géneros como
Pseudomonas sp, bacillus sp. Ademas, estudios han identificado a Bacillus y Pseudomonas
como las bacterias solubilizadoras de fdésforo mas predominantes, aumentando la

biodisponibilidad del fosforo en el suelo (Shegaw & Hailu, 2024).

En medios solidos, una colonia se deriva de una sola célula, al separarlas bien de otras

colonias, tendra una forma caracteristica (tanto en elevacion como en margen), tamafio, color
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y consistencia(Breakwell et al, 2007). Por ejemplo, la colonia con forma rizoide coincide con
las caracteristicas de la bacillus mycoides, es gram negativa, presenta una morfologia
filamentosa y extendida caracteristica al ser cultivada en agar (Stratford et al, 2013) .

6.4. Color presente en las colonias de microorganismos aislados

En la figura 5, se muestran los resultados obtenidos del color de las cepas aisladas, se observa
que hay una mayor diversidad en cuanto al color en el &rea de Pino, de cultivo de cacao y en
el sureste de la Montafiita, mientras que el &rea de cultivo de granos y cereales, Hortalizas y
Café en la montafiita muestran una menor diversidad. Las colonias de color blanco y crema
tienen una frecuencia de 12 colonias respectivamente representando el 29% cada una, el color
amarillo 9 colonias las cuales representan el 22%, en cuanto a el color café claro se encuentra
5 colonias representando el 12%, 2 colonias de color verde que representan un 5% y una de

color rosa representando un 2%
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Figura 5. Diversidad de color de microorganismos aislados por sitio de muestreo. A)

Frecuencia por sitio, B) Frecuencia total por prueba C) Porcentaje total de resultados
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Las colonias suelen diferir en cuanto a tamario, color y forma, estas diferencias influyen en
la clasificacion de microorganismos Madigan et al, (2015). Ademas el color esté relacionado
con la melanina que es un término empleado para nombrar a un grupo de pigmentos, estos
mas alla de su funcién en la coloracion de hongos y bacterias, los microorganismos que
poseen melanina, la cual tiene efectos protectores contra el estrés ambiental presenta
propiedades fotoprotectoras debido a su capacidad para absorber la radiacion UV, la
melanina ademas de brindar resistencia a diversos factores ambientales inusuales y
condiciones extremas también, protege contra condiciones de estrés comunes, como las altas

temperaturas o desecacion (Solano, 2014).

A la vez, Daramola & Awojobi, (2023) menciona que las bacterias producen diversos tonos
de pigmentos de colores, como el rojo asociado a Serratia marcescens, Gordonia jacobae,
Deinococcussp. Pigmentos amarillos; Micrococcus luteus, Hymenobactersp, verdes;
Pseudomonas, Bacillus cereus, naranja; Eritrobacteriaes, Planococcus maritimus, azul
Corinebacteria insidioso, Erwinia crisantemos, Vogesella indigofera, rojo-amarillo;

Kocuriaes.,Criseobacteria, purpura; Cromobacteria livido artocarpos

6.5. Pruebas de Catalasa y Oxidasa

En relacidn con las pruebas de catalasa (Figura 6) mostraron que el mayor porcentaje de
microorganismos resultaron catalasa positiva, representando un 66% de los microorganismos
aislados, el mayor numero se encuentran en la montafita con una frecuencia de 16
organismos y en el area de pino con una frecuencia de 5 organismos, la cantidad de
microorganismos que dieron negativo a la prueba de catalasa representan 34% siendo una

menor cantidad.
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Figura 6. Resultado de pruebas de catalasa y oxidasa de aislados por sitio muestreado. A)
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Frecuencia por sitio, B) Frecuencia total por prueba C) Porcentaje total de resultados

positivos y negativos por prueba

En lo que se refiere a las pruebas de oxidasa el mayor niUmero de microorganismos resulto
ser oxidasa positiva con un numero de 22 microorganismos el cual representa el 54%,
distribuidos en el area pino, Granos y cereales, area de cultivo de cacao y sureste de la
Montafiita con una frecuencia de 14. Por otro lado, los microorganismos con oxidasa negativa

tienen una frecuencia de 19 representando el 46%.

La catalasa es un enzima que pertenece a la categoria de oxido reductores catalizando la
descomposicion del perdxido hidrogeno (H202) en agua y oxigeno (Soto Lopez et al, 2015).
Segun (Ahmad et al., 2018) en las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)
la produccion de la enzima catalasa ayudan a resistir las condiciones de estrés de las plantas
neutralizando el efecto del peroxido de hidrogeno. A su vez, el autor Hafezi & Khamar,
(2024) sefiala que “las bacterias anaerobias no poseen la enzima catalasa por lo que son

incapaces de sobrevivir en presencia de oxigeno”. El 66% de microorganismos aislados son
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catalasa positiva sugiriendo una comunidad microbiana mayormente aerobia, asi como

también, su seleccion prioritaria debido a que pueden actuar bajo niveles de estreés.

Saeed et al, (2023) menciona que las plantas necesitan un nivel éptimo de perdxido de
hidrdgeno para su crecimiento, es por ello que producen una cantidad especifica de catalasa
para su proteccion. Una estrategia para eliminar el peroxido de hidrégeno en las plantas. es
la producciéon de catalasa por microbios capaces de mantener el nivel de perdxido de
hidrogeno en ellas. Por lo tanto, las cepas microbianas con actividad catalasa pueden ser
utiles para mejorar el crecimiento de las plantas en condiciones climéaticas cambiante y a su
vez esta relacionada con la produccion de acido organico que reduce el pH y mejora la

disponibilidad de nutrientes.

En relacion con la oxidasa, Mayadunna et al (2023) sefialan que las bacterias solubilizadoras
de fésforo pueden liberar P al desintegrar el fosfato de roca, al producir &cidos organicos y
liberar protones debido al metabolismo microbiano (fermentacion, respiracion oxidativa) que
explica la disponibilidad de P del fosfato de roca. Esto indica que la mayoria de los
microorganismos aislados en esta investigacion pueden disolver el fosfato de roca al producir

acidos organicos tanto cuando respiran como cuando fermentan.

Es importante destacar que la etapa final de la respiracién bacteriana implica una serie de
componentes, conocidos como la cadena de transporte de electrones. El paso final de la
cadena puede implicar el uso de la enzima citocromo oxidasa, el cual cataliza la oxidacién
del citocromo ¢ oxidasa mientras reduce el oxigeno para formar agua (Shields & Cathcart,
2010).Ademas, Hafezi & Khamar, (2024) menciona que las enzimas oxidasas son parte
integral de dicho sistema de transporte de electrones en la respiracion aerobica, donde el
citocromo oxidasa utiliza el oxigeno como aceptor de electrones. Esto indica que los
microorganismos aislados positivos a oxidasa utilizan en citocromo oxidasa, es decir,
completan la cadena de electrones presente en la respiracion aerobica, por lo tanto, el que los

microorganismos tengan oxidasa positiva es un marcador o indicador de respiracion aerobica.
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6.6. Pruebas de Fermentacion de Kligler

De acuerdo con los resultados de las pruebas de kligler podemos observar que el 49% (20
aislados) fermentan glucosa y lactosa mientras que el 51% (21 aislados) fermenta solo
glucosa, todos los aislados de los diferentes sitios son capaces de fermentar glucosa, aun asi,
hay un nimero considerable que también fermentan lactosa en las demas areas a excepcion

de montafita-café.
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Figura 7. Resultados de pruebas de Fermentacion de Kigler de aislados por sitio. A)
Frecuencia por sitio, B) Frecuencia total por prueba C) Porcentaje total de resultados

positivos y negativos por prueba

En cuanto a la capacidad de fermentacion de glucosa y lactosa de los microorganismos los
resultados coinciden con la investigacion de Nyongesa et al, (2025) donde todos los aislados

metabolizaron glucosa en el medio de agar hierro de Kligler, pero solo el 50% lactosa, a su
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vez resalta la diversidad en las vias de utilizacion de carbono, y destaca que la flexibilidad
metabdlica es esencial para la adaptacion de los microorganismos a diversas condiciones

ambientales.

Asimismo, estos 4cidos son el producto del metabolismo microbiano, principalmente por
respiracion oxidativa o por fermentacién de carbono organico soluble, por ejemplo, la
glucosa (Osorio, 2009). Esto hace evidente que la produccion de acidos organicos esta
fuertemente regulada por la fuente de carbono y nitrégeno disponibles para la nutricion del

microorganismo (Patifio & Sanclemente, 2014).

6.7. Pruebas de Tincién de Gram

En la Figura 8 se observan los resultados obtenidos de la prueba de tincion de gran, donde el
mayor nimero de microorganismos son bacilo gram negativo con una frecuencia de 22 cepas
las cuales indican que el 54% principalmente en el area de cultivo de cacao y sureste de la
montafiita, con un 22% coco gram negativo con una frecuencia del 9 cepas principalmente
en el &rea de montafita donde se cultiva cacao el sureste de la montafiita, mientras que bacilo
gram positivo tienen una frecuencia de 5 cepas equivalente al 12% distribuidas en montafiita-
cacao y area verde (pino), los coco gram positivo también tiene una frecuencia de 5

representando el 12% encontrdndose Unicamente en el sureste de la montafiita y &rea verde

(pino).
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Figura 5. Resultados de prueba de tincién de gram de aislados por sitio A) Frecuencia por

sitio, B) Frecuencia total por prueba C) Porcentaje total de resultados positivos y negativos

por prueba

La tincidn de gram es crucial ya que constituye el primer paso para diferenciar bacterias. Las
gram positivas poseen una pared celular gruesa debido a las capas gruesas de peptidoglicano,
es por ello que se tifien de purpura, por otro lado, las gram negativas poseen capas delgadas

de peptidoglicano y se tifien de rojo o rosa (Paray et al., 2023).

Los microorganismos solubilizadores de fosforo estdn compuestos por bacterias,
actinomicetos, y hongos, entre las cuales las bacterias solubilizadoras de fosforo estan
ampliamente distribuidas y representan entre el 1 y el 50 % de los microorganismos
solubilizadores de fosforo en el suelo, los actinomicetos entre el 15y el 45 % y los hongos
solubilizadores de fésforo solamente el 0,1 %y el 0,5 %. Entre las bacterias solubilizadoras
de fosforo que convierten el fosforo insoluble en fésforo disponible para las plantas; en su
mayoria son Gram negativas (Pan & Cai, 2023). Coincidiendo con Kalayu, (2019). quien
sefiala que se ha reportado que las bacterias gram negativas son mas eficientes en la

disolucién de fosfatos minerales al contrario de las gram positivas debido a la liberacion de
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diversos acidos organicos al suelo circundante.

La habilidad solubilizadora de algunas bacterias puede perderse. La mayoria de los
aislamientos gram positivos y algunos gram negativos pueden perder su capacidad de
solubilizar fosfatos tras repetidos subcultivos (Eleonora & Pineda, 2014). Esto indica que la
mejor opcion para realizar cultivos o subcultivos son los microrganismos gram negativos ya

que la probabilidad de que pierda su capacidad de solubilizacién es menor.

6.8. Solubilizacion de Fosforo en relacion con el pH del medio

En la (Figura 9), se representan las concentraciones de fosforo en relacion con el pH, en las
gréficas se observa en el inciso A, B, y C (inoculo 1, 2 y 3) que las concentraciones de fésforo
tienen un aumento significativo a partir del dia 3 al 7. El inoculo 1, alcanzando valores de
569.1 mg/L de P disponible a los 3 dias y 643.83mg/L de P disponibles a los 7 dias, asimismo,
se observa una disminucion del pH. Por lo contrario, se observa un comportamiento diferente
en el inciso D y E donde las concentraciones son elevadas y constantes hasta el dia 5y 6 por
ejemplo el inoculo 32 donde de alcanzan valores entre 8.40 mg/L a al dia 5y 956.61 al dia 6
siendo evidente el aumento en las concentraciones de fosforo y de igual forma una

disminucidn en el pH sobre todo en el D_ inoculo 32

Segun Patifio & Sanclemente (2014) se ha demostrado que la capacidad de solubilizacion de
P en la mayoria de bacterias esta relacionada con la produccién de &cidos organicos,
resultantes de la respiracion oxidativa o de procesos fermentativos microbianos. De acuerdo
con Brito et al, (2012). La liberacion de diferentes tipos de acidos, como el acido glicélico,
acido 2-ceto gluconico, acido lactico, acido citrico, acido fumarico, acido oxalico, acido
succinico y acido tartarico. En consecuencia, se produce la disminucion del pH del medio, lo
que, a su vez, genera un aumento en la solubilizacion del fésforo. Igualmente, los hallazgos
de Patifio & Sanclemente (2014) y Brito et al, (2012) concuerdan con los reportados por
(Mardad et al, 2013;Esther et al 2022; Shegaw & Hailu, 2024; Portilla et al, 2025) en que el
descenso del pH se debe a la produccion de acidos organicos que producen la acidificacion
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del medio de cultivo, sugiriendo que es el principal mecanismo de solubilizacion de los

microorganismos lo cual coincide con los resultados obtenidos en esta investigacion.

Ahora bien, la dinamica de solubilizacién de fésforo en los indculos 1,2 y 3 con respecto los
indculos 32, 41 concuerdan con (Sanchez et al, 2022) quienes sefialan que de acuerdo al
tiempo requerido para solubilizar el P las PSB se pueden clasificar en solubilizadoras
tempranas que son aquellas que alcanzan un maximo valor de solubilizacion de P a los Tres
dias (72 horas) de incubacién y las solubilizadoras tardios los que solubilizan el P después

de cuatro o cinco dias de incubacién.

Asimismo, las fluctuaciones presentes en las graficas con respecto a las concentraciones de
fosforo coinciden con los resultados de la investigacion realizada por (Mardad et al., 2013)
sefialando que algunas PSB muestran fluctuaciones en sus comportamientos durante la
incubacion debido a que una parte del ortofosfato liberado fue asimilado por el PSB para

crecer y formar biomasa microbiana
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Figura 8. Solubilidad de fosforo y los valores de pH de los diferentes indculos medidos en los dias 0, 1, 2, 3,4, 5,6y
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6.9. Cantidad de Unidades Formadoras de colonia (UFC/mI) en inéculos

La figura se observa la cuantificacion de UFC/ml, los inoculo 1, 2, 3, 32, 41 a lo largo de

varios dias. Algunas placas quedaron fuera del rango contable DNPC (demasiado numerosas

para contar) cuando excedieron las 300 colonias, como es el caso del inoculo 41, lo contrario

con las que fueron DPPC (Demasiado pocas para contar) cuando son menor de 30 colonias.

La mayoria mantuvieron cantidades altas durante los dias medido y algunos mostraron un

descenso moderado en los Gltimos dias.

Inéculo 1

Dia Dilucion Recuento UFC/ml

1 107 DPPC -
/2,
3 107 DPPC -
4 10° 239 2.39x107
5 107 79 7.9x10°
6 10° DPPC -
7 10° DPPC  ----
Indculo 3
Dia Dilucion Recuento UFC/ml
0 10° 243 2.23x 107

10° DPPC -
10° 199 1.99x 10”7
239 2.39x 107

~NOo Ok W
[EEN
o
[&]

DNPC: Demasiado numerosa para contar > 300
DPPC: Demasiado pocas para contar <30

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

Vol. Muestra=1ml

Indculo 2
Dia Dilucion Recuento UFC/ml
0 10°° 78 7.8x10°
1 107 170 1.7x 107
2 107° DPPC -
< J
4 eeeee e
5 107 112 1.12x 107
6 e e e
/N
In6culo 32
Dia Dilucion Recuento  UFC/ml
0 10° DNPC  -----
1 10° 398 3.98 x 101
2 108 249 2.49 x 1010
3 10° DNPC  -----
4 10° DNPC -

5 107 293 2.93x10°
6 10° 489 2.89 x 107
Inoculo 41
Dia  Dilucion  Recuento UFC/ml
0 10 DNPC  -----

1-6 107 DNPC -

Figura 9. Unidades Formadoras de Colonias por ml (UFC/ml) de los in6culos 1, 2, 3,32,41
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Para evaluar la calidad de diferentes tipos biofertilizantes algunos paises han establecido
ciertos parametros de calidad como ser, forma fisica, nivel de contaminacion, pH, tamafio de
particula, el maximo porcentaje de humedad en peso y el recuento minimo de células visibles,
en paises como China en este ultimo es el estandar mas importante y depende del tipo de
bacteria, la cantidad de células vivas varia entre >0.5 x 10° UFC mL' 0 >0.1 x 10° UFC g
1'y>15x10° UFC ml 0 >0.2 x 10" UFC g 'para productos liquidos y sélidos. Por otro
lado, en la India el recuento minimo de células visibles, en el caso de las bacterias, deben ser
de 5 x 10”células por gramo de portador sélido o 1 x 10-8células por ml de portador liquido.
Es por ello que la calidad de una colonia debe garantizarse para asegurar el éxito de la
inoculacién e impulsar la aceptacion de los agricultores (Malusd & Vassilev, 2014). Segun
los resultados obtenidos en la investigacion se encuentran cepas muy eficientes, pero se
deben tomar en cuenta las UFC que garanticen la calidad del inoculo al momento de llevarlo

a campo.
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VII. CONCLUCIONES

Se confirmo la presencia de microorganismos solubilizadores de fosforo en los diferentes
sitios muestrados. El area de cultivo de granos y cereales mostro una baja diversidad de
microorganismos, pero un alto el indice de solubilizacion entre los aislados. Mientras que en
la zona de cacao en la montafiita y area verde de (pino) se observé una la mayor diversidad,

sugiriendo que los tipos de usos del suelo estan relacionada actividad microbiana del mismos.

Mediante las pruebas bioguimicas se observo que los microorganismos tienen actividad
catalasa, oxidasa y la mayoria fueron gram negativo, rasgos que sugieren la presencia de
cepas que contribuyen a mejorar el proceso de solubilizacion y podrian tener una buena
capacidad adaptacion ante diferentes niveles de estrés y condiciones climaticamente

cambiantes en el suelo.

Con respecto a la capacidad de solubilizacion de fésforo se evidencio la diminucién del pH
conforme aumento la concentracion de fosforo, sugiriendo que el mecanismo de

solubilizacion més acertado es la produccion de &cidos organicos.
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Vill. RECOMENDACIONES

Realizar la identificacion de los microorganismos aislados mediante 16S rRNA, para conocer
con exactitud el tipo de microrganismo con el que se esta trabajando, asi como también
continuar realizando pruebas de solubilizacion al resto de microorganismos que muestran un

alto o moderado indice de solubilizacion.

Desarrollo de ensayos en invernadero y campo que permitan validar la capacidad de
solubilizacion de P de los macroorganismos, la absorcién de P, el crecimiento del cultivo y
su rendimiento, permitiendo obtener indculos con microorganismos resistentes, que se
adapten ante condiciones adversas del entorno y toleren condiciones de estrés, lo cual

permitira tomar mejores decisiones al seleccionar cepas para llevarlas a campo en un futuro.
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