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Resumen

El interés mundial en desarrollar una agricultura sostenible, se busca reemplazar los fertilizantes quimicos por
microorganismos con caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal. Los microrganismos solubilizadores
de fosfatos presentan una amplia diversidad morfofisioldgica y desempeiian un importante papel en el suplemen-
to de fosforo para las plantas; por lo tanto, es de interés la seleccion de cepas nativas a los fines de optimizar el
aporte biologico de fosforo. El objetivo general de este trabajo fue estudiar la actividad de los microorganismos
solubilizadores de fosfatos en dos regiones agroecolégicas de la provincia de Tucuman. Como objetivos espe-
cificos se plantearon: determinar la presencia, aislar, evaluar la eficiencia de solubilizacion y caracterizar los
microorganismos solubilizadores de fosfatos. Se tomaron muestras compuestas de rizésfera de soja (Glicine max
L. Merr.) de dos regiones agroecoldgicas de Tucuman. Se realizaron analisis fisico-quimicos de los suelos, y la
presencia y recuento de los microorganismos solubilizadores de fosfatos se realizo por la técnica de dilucion en
placa en medio de cultivo NBRIP. Se seleccionaron las colonias que presentaron halo de solubilizacion y se puri-
ficaron en medio de cultivo TSA para la caracterizacion de morfologia, motilidad, reaccion de Gram y eficiencia
de solubilizacion. Se realizaron las pruebas bioquimicas de: hidrolisis de almidon y gelatina, catalasa, oxidasa,
fermentacion de glucosa y lactosa, citrato, ureasa, produccion de pigmentos difusibles, sider6foros e indoles.
Los aislamientos se caracterizaron como Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp.
y Serratia spp. y podrian resultar promisorios para ser usados como promotores del crecimiento vegetal.
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Abstract

The urgent need for sustainable and low environmental impact strategies in agriculture requires the develop-
ment of microbial preparations that improve plant nutrition. Phosphate solubilizing microorganisms are ubiqui-
tous in soils and could play an important role in supplying phosphorus to plants. Isolation of indigenous micro
flora is an important procedure to optimize the biological contribution of phosphorus. The aim of this work was
to study the activity of phosphate solubilizing microorganisms in two agro ecological areas of the province of
Tucuman. Other objectives were to determine presence, to isolate, to evaluate solubilization efficiency and to
characterize the phosphate solubilizing microorganisms. Rhizospheric soil samples of soybean (Glicine max L.
Merr.) were collected from two agro ecological areas of Tucuman. Physical and chemical analyses of soil were
performed and the presence and counting of phosphate solubilizing microorganisms was conducted by the plate
dilution technique in NBRIP medium. Strains that showed solubilization halo were selected and purified on
TSA medium. In order to determine the phenotypic diversity, bacteria characterization was done on the basis of
morphology, motility, Gram’s reaction, solubilization efficiency, hydrolysis of starch and gelatin, catalase, oxi-
dase, glucose and lactose fermentation, citrate, urease, diffusible pigment production, siderophores and indoles
production. The isolates were characterized as Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
spp. and Serratia spp. that could be used as plant growth promoting rhizobacteria.

Keywords: phosphate solubilization, bacteria, rhizosphere, soybean.

Introduccion

El fosforo es un nutriente esencial, absorbido
por los seres vivos como fosfato soluble en agua
(HPO,? o H,PO,"). Participa en la constitucion
de componentes celulares como acidos nucleicos,
coenzimas, fosfolipidos, fosfoproteinas y forma
parte en reacciones metabdlicas vitales, como
respiracion y sintesis de proteinas (Tate, 1984).

Existen dos formas de fosforo en el suelo: fos-
fatos organicos e inorganicos (Black, 1975). Las
formas organicas provienen de residuos vege-
tales, animales, microorganismos y de residuos
urbanos (Cross y Schlessinger, 1995). La mayo-
ria son ésteres de acido ortofosforico y han sido
identificados como inositol fosfato, fosfolipidos
y acidos nucleicos (Tisdale et al., 1993; Sylvia
et. al., 2005). El fosforo inorganico incluye dos
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grupos, por un lado los que contienen hierro y
aluminio y por otro lado, los que contienen cal-
cio. Los primeros predominan en suelos acidos,
ya que el fosforo soluble precipita como fosfato
de hierro (estrengita) y como fosfato de aluminio
(variscita). Los que contienen calcio, son mas so-
lubles y tienden a desaparecer en suelos acidos,
pero no en suelos alcalinos (Epple, 2000).

Los microorganismos realizan algunas trans-
formaciones de los compuestos orgéanicos e in-
organicos del fosforo (Alexander, 1987), lo que
representa una alternativa fundamental para in-
crementar la cantidad de nutriente disponible
en el suelo para las plantas (Illmer y Schinner,
1992).

Las rizobacterias estimulan el crecimiento de
las plantas y son generalmente denominadas,
rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas o PGPR “Plant Growth Promoting Rhizo-
bacteria” (Davison, 1988; Kloepper et al., 1989).
El término rizobacterias se refiere a la capacidad
de dichos microorganismos para colonizar prefe-
rencialmente las interfases suelo-raiz (Kloepper
et al., 1991; Barea et al., 2008).

Entre las rizobacterias se pueden encontrar es-
pecies que pertenecen a los géneros: Azotobac-
ter, Azospirillum, Azoarcus, Klebsiella, Baci-
llus, Pseudomonas, Arthrobacter, Enterobacter,
Burkholderia, Serratia 'y Rhizobium (Burdman et
al., 1998). Entre los mecanismos por los cuales
las PGPR promueven el crecimiento de las plan-
tas se pueden mencionar: producciéon de fitohor-
monas (Patten y Glick, 1996; Shaharoona, 2006;
Egamberdiyeva, 2007), fijacion bioldgica de ni-
trogeno (Haahtela, 1985; Roper y Ladha, 1995;
Salantur et al., 2006), produccion de sideroforos
(Cox et al. 1981; Shah et al., 1992; Fang et al.,
2009), sintesis de antibioticos, enzimas y/o de
compuestos antifungicos (Bharathi et al., 2004;
Jeun et al., 2004; Ahmad et al., 2006) y la solubi-
lizacion de nutrientes, principalmente la de fosfa-
tos (Kloepper et al., 1989; Cattelan et al., 1999).

Se han reportado incrementos significativos en
el crecimiento y rendimientos de numerosos cul-
tivos de importancia agrondémica, en respuesta a
la inoculacién con PGPR (Biswas et al., 2000;
Asghar et al., 2002; Bashan et al., 2004). La apli-
cacion de este tipo de rizobacterias ha dado como
resultado la promocion evidente del crecimiento
en plantas. Se observo un incremento en la emer-
gencia, vigor, biomasa, desarrollo en sistemas
radiculares y aumentos de hasta un 30% en la
produccion de cultivos de interés comercial, ta-
les como sorgo (Raju et al., 1999; Vikram, 2007),
tomate (Siddiqui y Shaukat, 2002; Gravel et al.,
2007), maiz (Hebbar et al., 1998; Kozdroja et al.,
2004), trigo (Germida y Siciliano, 2001; Ozturk

et al., 2003; Khalid et al., 2004) y distintos gra-
nos (Dobbelaere et al., 2001).

Existen microorganismos que solubilizan el
fosfato insoluble a través de diferentes mecanis-
mos, como la produccion de acidos organicos, de
fosfatasas y quelacion e intercambio de reaccio-
nes (Johnson y Loeppert, 2006; Onthong et al.,
2007). La solubilizacion del fosforo inorganico
por microorganismos del suelo ha sido estudia-
da por numerosos investigadores, quienes pos-
tularon diversos mecanismos para explicar este
fenomeno. La capacidad solubilizadora esta fre-
cuentemente asociada a la produccion de acidos,
es decir, con la disminucion del pH del medio se
produce un aumento en la solubilizacion del {os-
foro (Mikinova y Kubat, 1994; Kim et al., 1997).

Los microorganismos pueden liberar diferentes
tipos de acidos organicos, como acido glicolico,
acido 2-ceto gluconico, acido lactico, acido ci-
trico, acido fumarico, acido oxalico, acido suc-
cinico y acido tartarico (Lapeyrie et al., 1991;
Cunningham y Kuiack, 1992). Sin embargo, la
produccién de acidos orgédnicos y metabolitos
varia con las condiciones del medio, estado fi-
siologico y tipo de microorganismo. Maxwell y
Bateman (1968) observaron que la composicion
del medio afecta el crecimiento y la produccion
de 4cidos. Los acidos organicos producidos en
la rizésfera, probablemente no permanezcan in-
tactos por bastante tiempo, como para afectar la
mayor parte de fosforo liberado desde el suelo.
Sin embargo, es posible que la reduccion del pH
de la rizosfera y la complejizacion de cationes
produzcan una efectiva solubilizacion del fosfo-
ro, aumentando su incorporacién por las raices de
las plantas (Whitelaw, 2000).

La poblacion de microorganismos solubiliza-
dores de fosforo varia de 10° a 10° células por
gramo de suelo seco en leguminosas forrajeras y
de 10° a 10° en gramineas forrajeras (Barotti e
Nabhas, 2000). Kumar et al. (2001) sefialaron que
ciertas bacterias y hongos pueden solubilizar in
vitro fosfatos insolubles en cantidades superiores
a sus demandas. Los géneros de bacterias tales
como Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus,
Flavobacterium, Klebsiella, Mycobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas, Sarcina y Serratia
(Taha et al., 1969; Banik y Dey, 1982; Illmer
y Schinner, 1992) y hongos como Penicillium,
Sclerotium, Aspergillus, son efectivos en esta
conversion (Alexander, 1987).

Los microorganismos solubilizadores de fosfa-
to desarrollan un papel fundamental en la movili-
zacion de este elemento en el suelo (Chen et al.,
2006), ya que una insuficiencia de fosforo, puede
retrasar la cosecha e influir en la madurez y el de-
sarrollo de la planta, disminuyendo el rendimien-
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to del cultivo (Kobus, 1962). Numerosas investi-
gaciones han demostrado que los solubilizadores
de fosforo inorgéanico estan mas concentrados en
la rizosfera que en el resto del suelo (Hernandez
et al, 2004; Peterson et al., 2004). A su vez, es de
destacar que existe una mayor habilidad para so-
lubilizar fosfato tricalcico en los hongos, con res-
pecto a las bacterias (Kucey, 1983); esto sugiere
la posibilidad de su empleo como indculos para
suelos 4cidos (Goémez-Guifidn y Zabala, 2001).

El estudio de estos microorganismos ha sido de
gran interés en diferentes paises como Canada,
en donde se realizaron aislamientos en rizésfera
de canola, trigo, cebada y maiz (de Freitas et al.,
1997); India, donde se aislaron microorganismos
de suelos alcalinos (Nautiyal, 1999); Colombia,
donde se trabajoé con microorganismos solubili-
zadores obtenidos de la rizosfera de arroz (Torres
et al., 2000); Espana, donde se utilizaron hongos
del género Aspergillus y bacterias de la familia
Enterobactericeae obtenidos de la rizésfera de
maiz (Souchie et al., 2005). En todos los casos,
se observaron resultados favorables en el rendi-
miento de la produccion de los cultivos mencio-
nados.

En Argentina se destacan los resultados de tres
anos de ensayos llevados a cabo por el INTA Per-
gamino (INTA, 2004). Fernandez et al. (2005)
aislaron microorganismos de suelo rizosférico
de Pergamino (Buenos Aires) y Manfredi (Cor-
doba), encontrando solubilizadores de fosfatos
seleccionados a partir de halos de solubilizacion
que se formaron en el medio de cultivo NBRIP.

En la region Noroeste de Argentina se registrd
la presencia de microorganismos solubilizadores
de fosfatos en diferentes cultivos y suelos (Ulla
et al., 2006; 2007). En la provincia de Tucuman,
en investigaciones realizadas en cafia de azucar,
se encontrd que dos cepas solubilizadoras de fos-
fatos producian incrementos en el sistema radi-
cular (Gonzalez Bournonville, 2008). En ensayos
realizados en arroz inoculado con un producto
comercial de microorganismos solubilizadores
de fosfatos, se determind un aumento en los para-
metros de rendimiento (Mazza et al., 2009).

Existen diferentes métodos para seleccionar
microorganismos solubilizadores de compuestos
de fosforo inorganico. Se ha demostrado que la
seleccion, a partir de la formacion del halo de so-
lubilizacion, no es una técnica infalible (Nautiyal,
1999), como tampoco lo es la concentracion de
fosforo detectada en cultivos liquidos (Rodriguez
y Fraga, 1999). Gyaneshwar et al. (1998) demos-
traron que algunos microorganismos que solubi-
lizan fésforo, en condiciones de laboratorio, no
son capaces de hacerlo en suelos vertisoles alca-
linos. Esta incapacidad se debe, posiblemente, al

alto poder de resistencia a los cambios de pH de
los suelos alcalinos junto con la baja secrecion
de acidos organicos, por parte de los microorga-
nismos en esos ambientes. Estos investigadores
determinaron que es mejor adoptar técnicas de
seleccion de cepas a partir de ensayos que refle-
jen la capacidad amortiguadora de pH del suelo.
De este modo, serian validos so6lo aquellos méto-
dos que incorporen soluciones tamponadas a los
medios de cultivo.

Debido al creciente interés mundial en desa-
rrollar una agricultura sostenible, actualmente se
busca reemplazar los fertilizantes quimicos por
microorganismos con caracteristicas promotoras
del crecimiento de las plantas (Carcafio et al.,
2006). Esto permitiria la utilizacion de un proceso
biotecnologico amigable con el medio ambiente
y la eliminacion de problemas de contaminacion
de suelos y napas freaticas, con posteriores pro-
blemas de eutrofizacion en aguas superficiales y
contaminacion de cursos de agua para el consu-
mo (Motok et al., 2006).

En los ultimos anos, las investigaciones han
centrado su atencion en ciertas especies bacte-
rianas promisorias que habitan la rizosfera, el
area del suelo que rodea las raices de las plantas
(Okon y Vanderleyden, 1997). Se busca cultivar
el suelo conservando al maximo la calidad medio
ambiental, permitiendo ingresos adecuados a los
agricultores y generando suficientes alimentos a
los consumidores, con el fin de preservar y rege-
nerar los recursos naturales y producir alimentos
sanos y seguros (Benbrook, 1999). Para poder
implementar este tipo de agricultura sostenible,
es necesario hallar novedosas soluciones que fa-
ciliten el crecimiento de las plantas, tratando de
aliviar la carga impuesta a nuestro medio am-
biente (Bonilla et al., 2000).

Los microorganismos solubilizadores de fosfa-
tos presentan una amplia diversidad morfofisio-
logica y desempefian un importante papel en el
suplemento de fosforo para las plantas. Es de in-
terés la seleccion de cepas nativas, a los fines de
optimizar el aporte bioldgico de fosforo al suelo.
El objetivo general de este trabajo fue estudiar
la actividad de los microorganismos solubiliza-
dores de fosfatos en dos regiones agroecoldgicas
de la provincia de Tucuman, y como objetivos es-
pecificos se plantearon: determinar la presencia,
aislar, evaluar la eficiencia de solubilizacion y
caracterizar los microorganismos solubilizadores
de fosfatos.

Materiales y métodos

Se tomaron muestras compuestas de suelo de
la rizésfera de soja (Glicine max L. Merr.) de



34 Microorganismos solubilizadores de fosfato en Tucuman

dos explotaciones agricolas en la provincia de
Tucuman. Una ubicada en El Manantial (M),
correspondiente a la region Pedemonte Himedo
y Perhumedo; y otra en Estacion Araoz (E), que
corresponde a la region Llanura Chaco Pampeana
Semiarida de acuerdo al bosquejo agrologico de
Zucardi y Fadda (1985).

Una parte se envid al Laboratorio de Suelos
de la Facultad de Agronomia y Zootecnia (FAZ)
para los andlisis fisico—quimicos, donde se reali-
zaron las siguientes determinaciones: pH (agua
1:2,5); conductividad eléctrica (dS/m); materia
organica (%); nitrogeno total (%) y fosforo asi-
milable (ppm Bray I). Una segunda parte, se uso
para el aislamiento y recuento de los microorga-
nismos solubilizadores de fosfatos por la técnica
de dilucién en placa. Las diluciones se sembraron
en medio de cultivo NBRIP (Nautiyal, 1999) y se
incubaron en estufa a 28°C hasta la aparicion de
halos claros de solubilizacion de fosforo alrede-
dor de las colonias.

Para el analisis de los datos se utilizé el pro-
grama Statistix (Analitical software, 1996). La
dispersion de los datos respecto a la media se
analiz6 con ANOVA vy para el estudio de la me-
dia aritmética se realiz6 la prueba de las minimas
diferencias significativas (MDS p<0,05). Se se-
leccionaron las colonias predominantes y se pu-
rificaron en medio de cultivo TSA. Se determino
la eficiencia de solubilizacion (ES) de acuerdo
a lo descripto por El-komy (2005), donde ES =
diametro del halo x 100/ diametro de la colonia.
El disefio experimental y el analisis estadistico
se realizaron con tres repeticiones por cada ni-
vel del factor en estudio (aislamientos de cepas
solubilizadoras de fosforo). Los resultados se
analizaron utilizando una prueba de ANOVA de
efectos fijos. Para medir el efecto del factor en
todos los grupos, se eligio la variable de respues-
ta: eficiencia de solubilizacién. Cuando el ANO-
VA mostr6 diferencias significativas (p< 0,05),
las medias se contrastaron utilizando la prueba
de Minima Diferencia Significativa (MDS) y las
comparaciones graficas sugeridas por Gabriel.
Los analisis estadisticos se hicieron en el paquete
SPSS (SPSS, 2005). Se caracterizaron aquellos
microorganismos que presentaron ES superior a
100, a través de microscopia y propiedades bio-
quimicas, segun el Manual de Bergey (Holt et al.,
1994).

Se determin6 morfologia, motilidad y tincién
de pared celular (Bartholomew, 1962) mediante
observacion en microscopio Optico y se realiza-
ron las pruebas de hidrolisis de almidén y ge-
latina (Avendeno et al., 1984), fermentacion de
glucosa (Rojo de Metilo y Voges-Proskauer) y
lactosa, actividad catalasa y oxidasa, pruebas del

citrato, ureasa, produccion de pigmentos difusi-
bles (King et al., 1954), produccion de siderdfo-
ros (Schwyn y Neilands, 1987) e indoles (Torres
et al.,2000).

Resultados y discusion

Los resultados de los analisis fisico—quimico
del suelo rizosférico, realizado en el Laboratorio
de Suelos de la FAZ, se muestran en la Tabla 1.
Alli se puede observar que los parametros ana-
lizados son ligeramente superiores en los suelos
de El Manantial, excepto el pH y conductividad.
Los valores de pH encontrados en los suelos de
Estacion Ardoz y El Manantial, favorecerian las
formas de fosforo solubles en concordancia con
lo expuesto por Sylvia et al. (2005).

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de las mues-
tras de suelo obtenidas de El Manantial y Estacion
Araoz, Tucuman, Argentina.

Caracteristica El Manantial | Estacién Araoz
pH 6,3 6,9
Conductividad eléctrica

(dS/m) 0,35 0,8
Materia organica

(%) 2,67 1,83
Nitroégeno total

%) 0,11 0,09
Fosforo asimilable 1.1 8.02
(ppm)

Los resultados del recuento y aislamiento de
microorganismos solubilizadores de fosfatos se
muestran en las Figuras 1 y 2. Del andlisis esta-
distico surge que no existen diferencias signifi-
cativas en cuanto al nimero de microorganismos
encontrados en las dos localidades. Sin embargo,
se puede observar un ligero aumento en Estacion
Araoz, esta variabilidad puede responder a mul-
tiples causas. Kucey (1983) sefiald que la varia-
cion en la cantidad de solubilizadores de fosfatos
puede deberse al clima y a la historia de cultivo y
del suelo. A la vez, Kobus (1962) establecio que
la diferencia en el numero de microorganismos
solubilizadores estd influenciada por el tipo de
suelo y los cultivos, mas que por las caracteris-
ticas fisicas y quimicas del mismo. Sin embargo,
es importante remarcar que el método de enume-
racion utilizado por cada investigador, también
podria ser causa de variabilidad (Kucey, 1983).
Las UFC g! suelo de las muestras bajo estudio
fueron elevadas con respecto a los valores halla-
dos por Fernandez et al. (2005). Sin embargo, se
encuentran dentro de los rangos descriptos por
Barotti y Nahas (2000), quienes ademas postu-
lan que en tales condiciones, podrian realizarse
mayores trasformaciones de elementos quimicos
del suelo como mineralizacion, inmovilizacioén
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de minerales y solubilizacion de fosfatos, favore-
ciendo de esta manera al desarrollo de la planta,
produciendo sustancias estimulantes del creci-
miento y contribuyendo a una estructura estable
de suelo.

Fig. 1. Microorganismos solubilizadores de fosfatos
en medio de cultivo NBRIP. a) El Manantial, b) Esta-
cion Araoz. 2010.

UFC x 10000

Estacion Ardoz

El Manantial

Fig. 2. Recuento de microorganismos solubilizadores
de fosfatos.

Los resultados de las observaciones micros-
copicas de los distintos aislamientos pueden
observarse en la Tabla 2. En todos los casos las
colonias aisladas presentaron forma bacilar; solo
una cepa no tuvo movimiento (M9) y dos fueron
Gram positivas (E1 y E7).

La determinacion de la eficiencia de solubili-
zacion se observa en la Figura 3. En la grafica
de Gabriel (Figura 4) puede observarse que los
aislamientos E3, M8, M9 y M 14 presentaron di-
ferencias significativas (p < 0,05) con respecto
al resto, y a su vez, estos aislamientos no pre-
sentaron diferencias significativas entre ellos. En
investigaciones realizadas por El-Komy (2005),
el valor mas alto encontrado (350), correspondio
a Pseudomonas fluorescens. Valores superiores a
100 también fueron encontrados por Gémez-Gui-
fian y Zabala (2001) quienes obtuvieron valores
maximos para Penicillium y Aspergillus de 119,5
y 110,5, respectivamente.

Tabla 2. Movilidad y forma celular de los aislamien-
tos bajo estudio.

Aislamiento | Movilidad | Forma Tincién

de Gram
El + Bacilo +
E2 + Bacilo -
E3 + Bacilo =
E4 + Bacilo -
ES + Bacilo -
E6 + Bacilo | -
E7 + Bacilo +
M8 + Bacilo -
M9 = Bacilo -
M10 + Bacilo | -
MI11 + Bacilo =
M12 + Bacilo =
MI3 + Bacilo | -
Ml14 + Bacilo =

Halo de solubilizacion

Colonia bacteriana

Fig. 3. Colonias de los microorganismos y halos de
solubilizacion en medio de cultivo NBRIP.

Grafico de Gabriel
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Fig. 4. Eficiencia de solubilizacion de los aislamien-
tos.

En este trabajo el criterio que se empled para
la determinacion de la ES fue el desarrollado por
El-komy (2005), el cual se selecciond por su sen-
cillez y bajo costo. Sin embargo, Nautiyal (1999)
sugiere que dicha técnica no es efectiva en su
totalidad. Los resultados muestran que del total
de microorganismos aislados, solo un 28,57 %
resultaron tener un valor superior a 100 (Figura
5). De ellos, tres correspondieron a El Manantial
(M8, M9 y M14) y uno a Estacion Ardoz (E3).
Las siguientes pruebas se realizaron sobre estos
aislamientos.
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Eficiencia de —
i, Eficiencia de
solubilizacién Aislamiento
El superior a 100 El solubilizacion
Manantial R Manantial » M8 120,5
e, o 7 3 M9 1214
e M14 116,8
14 —
Estacion Estacion Aislamiento| Eficiencia de
Araoz _— Araoz > solubilizacion
7 1 E3 125,0

Fig. 5. Numero de microorganismos aislados y criterio de seleccion de bacterias cuya
eficiencia de solubilizacion es superior a 100.

Los resultados obtenidos en las pruebas de
hidrélisis de almidon e hidrélisis de gelatina se
muestran en la Tabla 3. En ella se observa que los
aislamientos E3 y M8 no hidrolizaron el almidéon
y M9 y M14 hidrolizaron tanto el almidon como
la gelatina.

Tabla 3. Hidrolisis de almidén e hidrolisis de gelatina. Aislamiento | E3 M8 | M9 | Ml14
Aislamiento | E3 | M8 | M9 | M14 Actividad |, | | | | |
Hidrolisis de N N Catfll?sa

almidon i ) Actividad 4 N i
Hidrolisis de N N N N Oxidasa
gelatina

Los resultados que evidencian la fermentacion

de glucosa y lactosa de los cuatro aislamientos se Aislamiento | E3 M8 M9 | M14
registran en la Tabla 4. Del analisis de los resulta- -

dos se desprende que M9 presenta fermentacion Citrato + + : +
acido mixta y M14 fermentacion butilenglicolica Ureasa - - + -

y ambas fermentan lactosa.

Tabla 4. Pruebas de fermentacion de glucosa (Rojo de
Metilo y Voges-Proskauer) y de lactosa.

La evaluacion de la presencia de las enzimas
citocromo oxidasa y catalasa se pueden ver en la
Tabla 6; en todos los casos se observo actividad
catalasa positiva, y en referencia a la actividad
oxidasa, M14 y E3 fueron positivos.

La capacidad de los aislamientos para utilizar
el citrato como tUnica fuente de carbono y la pre-
sencia-ausencia de la enzima ureasa en los aisla-
mientos, se observa en la tabla 5; solo M9 no fue
capaz de utilizar esta fuente carbonada.

Los resultados de la determinacion de pigmen-

Aislamiento | E3 | M8 | M9 | M14 AISI?‘mli“O E3 | M8 | M9 | Ml4
Rojo de Metilo - - + - (Pililcrilfnina) - + . -
Voges -Proskauer | - - - + Kino B
Lactosa - - + + e + + - -
(Fluoresceina)

tos difusibles se muestran en la Tabla 7. M3 pro-
dujo pigmentos tipo piocianina y fluoresceina y
E3 tipo fluoresceina; los aislamientos M9 y M 14
no produjeron pigmentos.

Tabla 5. Actividad oxidasa y catalasa.

Tabla 6. Utilizacion de citrato como unica fuente de
carbono y presencia-ausencia de la enzima ureasa.

Tabla 7. Produccion de pigmentos difusibles en me-
dios de cultivo King A y King B.

De acuerdo a las pruebas realizadas, siguiendo
los lineamientos del Manual de Bergey (Holt et
al., 1994), el aislamiento E3 se caracterizdé como
Pseudomonas fluorescens, el M8 como Pseu-
domonas aeruginosa, M9 como Klebsiella spp.
y M14 como Serratia spp. Se conoce que tanto
Serratia como Klebsiella habitan el suelo en la
region rizosférica y pueden solubilizar fosforo
inorganico en cantidades superiores a sus deman-
das (Taha et al. 1969; Banik y Dey 1982; [llmer y
Schinner, 1992; Burdman et al., 1998).

La produccion de sideroforos evaluada en este
trabajo se muestra en la Tabla 8. El empleo del



Revta. Agron. N. O. Argent. (2012) 32 (1-2): 31-40.

ISSN: 0080-2069

ISSN 2314-369X (en linea) 37

cromo azurol sulfonato (Schwyn y Neilands,
1987), conocido como un ensayo universal para
la deteccion de sideroforos, permitio establecer y
confirmar que los cuatro aislamientos bajo estu-
dio son productores de sider6foros. E3 produjo
sideroforos al igual que lo demostrado por Her-
nandez et al (2004); M8 en coincidencia con lo
descripto por Cox et al. (1981) y M14 de manera
similar a lo demostrado por Fang et al. (2009)
en aislamientos obtenidos de rizdsfera de taba-
co. M9 produjo sidero6foros en concordancia a los
resultados obtenidos por Carcafio et al. (2006).
Como otras rizobacterias, no son agentes de
control bioldgico tipicas, sin embargo, pueden
considerarse como microorganismos capaces de
multiplicarse para formar grandes poblaciones en
determinadas condiciones, o por preferencia de
algunos sustratos, por lo que podrian desplazar a
otros microorganismos, dentro de ellos a algunos
patdgenos y, en este proceso, reducir la severidad
de la enfermedad y mejorar el crecimiento de la
planta.

Tabla 8. Produccion de sider6foros de los aislamien-
tos seleccionados.

Aislamiento E3 M8 | M9 | M14
Pr(.)duc’ci(')n de N n " N
sideroforos

En la Figura 6 se muestran los resultados obte-
nidos de produccion de indoles totales detectados
en los aislamientos seleccionados. Los valores
mas altos lo produjeron E3 (Pseudomonas fluo-
rescens), 0,30 ng.mg! proteina en un medio su-
plementado con triptéfano y M8 (Pseudomonas
aeruginosa) 0,19 pg.mg"' proteina. Sin embargo,
Torres et al. (2000) consideran al género Pseudo-
monas como un bajo productor de fitohormonas,
debido a que ademas, produce otras sustancias
como los sideroforos. El valor mas bajo encon-

trado para el mismo medio fue de 0,16 pg.mg’
proteina para los aislamientos M9 (Klebsiella
spp.) y M14 (Serratia spp.).

En el medio con ausencia de triptdéfano se en-
contraron valores muy bajos: 0,02 pg.mg' pro-
teina para E3 y 0,01 pg.mg! proteina para M8,
M9 y M14. Los resultados demuestran que la
presencia de triptofano incide de manera signifi-
cativa en la biosintesis de indoles totales, lo que
concuerda con lo establecido por diversos autores
(Reynders y Vlassak, 1979; Hartman et al., 1983;
Baca et al., 1994), quienes determinaron que la
biosintesis de AIA (acido indol-3 acético) se in-
crementa cuando al medio se agrega triptéfano.

Conclusiones

Se aislaron 14 cepas de microorganismos solu-
bilizadores de fosfato, siete de Estacion Ardoz y
siete de El Manantial.

Cuatro presentaron eficiencia de solubiliza-
cion superior a 100 y fueron caracterizados como
Pseudomonas fluorescens (E3), Pseudomonas
aeruginosa (M8), Klebsiella spp. (M9) y Serra-
tia spp. (M14).

Los cuatro aislamientos seleccionados resulta-
ron ser productores de indoles y de sider6foros,
caracteristicas que junto a la eficiencia de solu-
bilizacion de fosfato, los hacen promisorios para
ser usados como promotores del crecimiento ve-
getal.
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