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Resumen: La disponibilidad de fésforo (P) en la corteza terrestre esta limitada por la composicion quimica del suelo, y por
factores antropogénicos en el caso de ambientes perturbados. Debido a que solo el 0.1% de P esté disponible para ser absorbido
directamente por las plantas, se requiere de una interaccién positiva con bacterias solubilizadoras de fésforo (BSF) para convertir
el P insoluble a su forma soluble, y hacerlo disponible para las plantas. Aun siendo esta asociacion de gran importancia, existe
poca informacién sobre la presencia de BSF en especies arbdreas, especialmente de ambientes montanos andinos. EL objetivo
de esta investigacion fue identificar la presencia de BSF en la rizosfera de dos individuos de cedro andino (Cedrela montana),
provenientes de bosque secundario (BS) y zona de pastizal (ZP), respectivamente, de la localidad de Intag (norte de la Cordillera
Occidental del Ecuador). Se recolectaron un total de tres muestras de suelo de cada rizésfera, las cuales fueron enriquecidas con
fosfato tricalcico, y cultivadas en medio selectivo NBRIP para determinar la presencia de BSF. Se obtuvieron 54 aislados de BS
y 46 de ZP, con capacidad de solubilizacion de fésforo. Los aislados BS-5, BS-6 y ZP-10 alcanzaron los indices de solubilizacién
de fosfato mas altos, con valores de 4.63, 2.75 y 2.08, respectivamente. Los resultados sugieren que las BSF, procedentes de
suelo rizosférico de C. montana, estén presentes en ambos habitats (BS y ZP), donde fueron encontrados aislados promisorios;
sin embargo, aquellos provenientes de BS mostraron una mayor capacidad solubilizadora de fésforo inorgdnico. La informacién
obtenida en este estudio servird de base para el desarrollo futuro de bioindculos especificos que permitan la propagacién del
cedro andino en condiciones de invernadero.

Palabras clave: Aislados promisorios, bacterias solubilizadoras de fésforo, bosque montano, bosque secundario, zona de
pastizal, Cedrela montana.

Abstract: The availability of phosphorus (P) in the earth's crust is limited by the chemical composition of the soil, and by
anthropogenic factors in disturbed environments. Only 0.1% of P is available to be absorbed directly by plants, positive interaction
with phosphorus solubilizing bacteria (PSB) is required to convert P insoluble to its soluble form and make it available to plants.
Although this association is of great importance, there is little information over presence on BSF in tree species from Andean
montane forests. The objective of this research was to identify the presence of BSF in the rhizosphere of two individuals of
Andean cedar (Cedrela montana), from the secondary forest (BS) and grassland zone (ZP), located in Intag (north of the
Western Cordillera of Ecuador). A total of three samples were collected from the soil of each rhizosphere, which was enriched
with tricalcium phosphate, and cultured in NBRIP selective medium to determinate the presence of BSF. We obtained 54 BS
isolates and 46 ZP isolates, with phosphorus solubilization capacity. The BS-5, BS-6, and ZP-10 reached the highest phosphate
solubilization indices, with values of 4.63, 2.75, and 2.08. The results suggest that BSF, from rhizospheric soil of C. montana, is
present in both habitats (BS and ZP), where we found promising isolates; however, those from BS showed a greater solubilizing
capacity of inorganic phosphorus. The information obtained in this study will serve as the basis for the future development of
specific hioinoculants that allow the propagation of Andean cedar under greenhouse conditions.
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|
Introduccion

El fosforo (P) es un nutriente esencial para las plantas,
ya que es parte integral de sus actividades metabdlicas y de
desarrollo™. EL P tiene un ciclo sedimentario y su presencia
es limitada en el suelo; al no estar disponible en la atmdsfera,
los microorganismos son esenciales para mantener su ciclo
natural. Este importante elemento quimico es absorbido por
las plantas a través de procesos de solubilizacién y minerali-
zacion®, en los cuales intervienen los microorganismos. Estos
actian como mediadores de la disponibilidad de P, al liberar-
lo desde las reservas inorgdnicas y orgdnicas del suelo para
aprovechamiento de las plantas. La solubilizacion del P media-

da por microorganismos es un proceso relevante y complejo,
que depende de las condiciones nutricionales vy fisioldgicas de
cada individuo®. Los principales microorganismos asociados a
esta importante actividad son las bacterias solubilizadoras de
fésforo (BSF).

Las BSF representan alrededor del 10% de la poblacién
microbiana del suelo'. En especies arbdreas de lotes experi-
mentales se han encontrado varias cepas de BSF del género
Bacillus y Pseudomona®. Sin embargo, existe un vacio de in-
formacion referente a BSF asociadas a especies forestales en
bosques de los Andes tropicales.
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Nuestro estudio evalla, la presencia de BSF en la rizds-
fera de una especie forestal, C. montana (cedro andino), dis-
tribuida en bosques montanos de la Cordillera Occidental de
Ecuador®. Esta especie se encuentra incluida en el apéndice Il
de la Convencidn sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora silvestres (CITES)®. Esta situa-
cion de amenaza se debe principalmente a su extraccién in-
discriminada desde dreas de distribucion natural, debido a las
cualidades de su madera’. Por otro lado, areas con presencia
de esta especie han estado expuestas a deforestacion y con-
version extensiva de bosques a pastizales, lo que ha ocasio-
nado pérdida de fertilidad, calidad y biodiversidad del suelo®®.
Por tales razones, es indispensable obtener bacterias nativas
solubilizadoras de P para incrementar a futuro la adaptacion
y crecimiento de C. montana en suelos con distinta cobertura
vegetal.

|
Materiales y métodos

Area de estudio

Las muestras de suelo rizosférico de C. montana fueron
colectadas en dos diferentes habitats, BS y ZP, en la localidad
de La Neblina - Intag, al norte de la Cordillera Occidental del
Ecuador, en las coordenadas N 0°20'06.8" y W 78°25'33.5" (Fi-
gura 1). En cada habitat se recolectaron, con un barreno y has-
ta una profundidad de 20 cm?, un total de tres muestras sim-
ples de suelo. Las muestras fueron homogeneizadas in situ,
obteniendo asi una muestra de suelo compuesta, de aproxima-
damente 1 kg, para facilitar su posterior uso en el laboratorio.

Analisis de muestras en laboratorio

Se realizaron tres tratamientos (T) sobre las muestras de
ambos hébitats: BS y ZP. Inicialmente, se tomaron 50 g de sue-
lo de cada muestra, y se aplicaron los siguientes tratamientos,
T1: con 50 g de fosfato tricalcico, T2: con 0.015 g de fosfato

Manta

Portoviejo

tricélcico, y T3: control, sin el enriquecimiento previo?®’. Los
T fueron mantenidos durante siete dias, a temperatura am-
biente, después de este tiempo se procedié a la siembra de
los microorganismos. De cada T se realizaron tres diluciones
seriadas (base 10): 10, 10°® y 10°®, se tomaron 0.1 ml de cada
dilucién, con una micropipeta, y se colocaron en cajas Petri con
medio de cultivo selectivo NBRIP (Nautiyal, 1999)'°, conside-
rando tres repeticiones para cada dilucion; obteniendo un total
de 54 cajas Petri para crecimiento de BSF, 27 por cada habitat.
Todas las cajas sembradas se incubaron a 28°C durante cuatro
dias.

Luego del tiempo de incubacion, de las 54 cajas culti-
vadas, se seleccionaron 20 aislados promisorios de BSF, 10
aislados por cada habitat, para proceder con su aislamiento
individual (cultivos puros) en medio NBRIP. El criterio de selec-
cion de los aislados de BSF, se baso en: 1.- presencia de halos
de solubilizacién de P, y 2.- diferencias morfoldgicas entre los
aislados (color, tamafio, forma y textura).

El medio NBRIP, contiene fosfatos que al ser solubilizados
por las BSF deja un halo claro alrededor de la colonia®. En los
cultivos puros de los aislados promisorios de BSF se midieron
el didmetro de la colonia y el didmetro del halo de solubili-
zacioén, con ayuda de un calibrador, durante cuatro semanas.
Estas medidas fueron utilizadas para obtener el indice de solu-
bilizacién de fosfatos (ISF), mediante la férmula propuesta por
Becerra (2012)*:

ISF = (d. + dy)/ d,

Donde, es didmetro de la colonia y es el didmetro del halo.

Todas las muestras fueron analizadas en el Centro de In-
vestigacion de Biotecnologias de Ecuador (CIBE-ESPOL), Gua-
yaquil-Ecuador.

|
Resultados y discusion

Luego de la primera semana de evaluacidn, el desarrollo

Figura 1. Area de estudio, localidad La Neblina en Intag, provincia de Imbabura (imagen Google Earth, 2020).
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del halo de solubilizacion del P se pudo medir en tres aislados
promisorios del cultivo puro, dos provenientes de BS (BS-5y
BS-6) y uno de ZP (ZP-10) (Figura 2); mientras que el resto de
aislados no mostraron un crecimiento visible del halo. Pese a
la baja cantidad de aislados, se esperaba esta diferencia debi-
do al tipo de suelo que proviene de cada habitat'?. Las mues-
tras de suelo de la rizosfera de C. montana en BS se caracte-
riza por ser negro y profundo, formado por cenizas volcanicas
jovenes®®, y un alto contenido de P, con concentraciones entre
28.27 y 29.17 ppm*. Sin embargo, perturbaciones antrdpicas
podrian alterar estas caracteristicas edéficas, y por ende la
diversidad microbiana; segun Usiche et al., la abundancia y di-
versidad de las BSF se ven altamente afectadas por el uso del
suelo entre bosque y pastizal'®.

Respecto al ISF, los mayares valores se obtuvieron en los
aislados promisorios BS-5y BS-6, con 3.43 y 2.52, respectiva-
mente; seguido del aislado ZP-10 con un valor de 2.08 (Figu-
ra 3). Se ha demostrado que el ISF puede alcanzar valores de
hasta 12.0, bajo incubacion con fosfato tricélcico'. No obstan-
te, la eficiencia de solubilizacion se evalud en base a la escala
formulada por Silva Filho & Vidor', donde los valores por en-
cima de 3.0 se clasificaron como solubilizadores altos (BS-5),
y los valores de 2.0 a 3.0 como solubilizadores medios (BS-6
y ZP-1). Aun en los aislados provenientes de BS, los ISF son
distintos, posiblemente porque se trata de dos géneros bac-
terianos con diferente capacidad solubilizadora. Existen bac-
terias que utilizan diferentes mecanismos de solubilizacién de
P, como por ejemplo la produccion de dcidos organicos, siendo
el género Bacillus sp. el mas representativo de este grupo'®.

Por otro lado, dado que el ISF es directamente proporcio-
nal a la actividad de solubilizacién de P por parte de las BSF,
los aislamientos bacterianos con altos ISF resultan potencial-
mente efectivos para ser incluidos en el desarrollo de bioferti-
lizantes fosfatados®; que, a partir de esta investigacion, podrian
ser empleados en el crecimiento ex situ de C. montana. Este
podria ser el caso del aislado promisorio BS-5 que alcanzo el
mayor valor de ISF, al cual se les aplicd el T1 (50 g de fosfato
tricélcico), lo que sugiere una estrategia efectiva de selectivi-
dad al tratamiento empleado. Como menciona Sanchez et al.*®,
se puede inferir que el efecto positivo de los microorganismos
se pudo deber a un aumento en la disponibilidad de P en suelo,
en forma de fosfato tricélcico.

Por otro lado, el aislado proveniente de suelo rizosférico de
C. montana ZP no mostrd crecimiento bacteriano luego de la
primera semana de evaluacion, y su ISF se mantuvo sin incre-
mentos visibles (Figura 3); esto puede sugerir una degradacién
bioldgica del suelo por el exceso de perturbaciones generadas
en a este tipo de habitat?. Los pastizales son sistemas de rapi-
do crecimiento y por lo general son deficientes en fosfatos por
lo que los resultados obtenidos concuerdan con estudios don-
de se alteran los factores edafocliméticos de las comunidades
de bacterias solubilizadoras de fosfato inorganico??2,

|
Conclusiones

Los resultados de esta investigacion confirman la presen-
cia de BSF en la rizosfera de C. montana, en ambos habitats,

Figura 2. Aislados promisorios mostrando su halo de solubilizacién después de la primera semana de incubacion: A) BS-5, B)

BS-6y C) ZP-10.
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Figura 3. Crecimiento del halo de solubilizacién de los tres aislados promisorios y linea de tendencia del indice de solubilizacién

de fosfatos (ISF), durante la cuarta semanas de evaluacion.




Tanya Ascencio-Lino, Esther Matamoros-Alcivar, Verdnica Sandoya-Sdnchez, Milton Barcos-Arias, Jaime Naranjo-Mordn

Volumen 6 / Nimero 1 http://www.revistabionatura.com

BSy ZP. Por otro lado, el enriguecimiento con fosfato tricalcico
brinda un mejor criterio de seleccidn para la bioprospeccién de
microorganismos nativos en suelos rizosféricas de C. montana
en BS.

Es importante mencionar que, aunque nuestro estudio
muestra resultados preliminares en cuanto a la capacidad so-
lubilizadora de BSF asociadas a dos habitats de C. montana,
con distinto grado de perturbacion, nosotros podemos concluir
gue los aislados bacterianos promisorios obtenidos en los bos-
ques mas conservados tiene mayor capacidad solubilizadora
de P inorgéanico; por lo que, estos podrian servir como fuente
prometedora de bioinsumos para favorecer el crecimiento de
C. montana, y otras especies forestales, ex situ.
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