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RESUMEN

Se evalud la rizésfera de plantas nativas de sabana
Galactia jussiaeana y Centrosema venosum basados
en la presencia de bacterias solubilizadoras de fosfatos.
El objetivo fue identificar y caracterizar las bacterias.
Se realizaron pruebas bioquimicas y tests de promocién
de crecimiento vegetal (capacidad PGPR): promocion
de la germinacion y de estimulacion del crecimiento
radical en la planta Zea mayz (variedad Turén). La
bacteria predominante en la rizosferas de G. jussiaeana
y C. venosum fue Burkholderia cepacia. Para probar
su capacidad de promover la germinacion se estable-
cieron placas de Petri con semillas de Zea mayz inocu-
ladas y sin inocular con la bacteria, obteniéndose un
100% de germinacion en las inoculadas y 71% en el
control. También se observo un crecimiento significa-
tivo de la radicula en las semillas inoculadas. La deter-
minacion de longitud radical se realiz6 en plantas de
maiz en condiciones estériles, inoculadas 6 no con la
bacteria y regadas con solucion nutritiva. Después de
3 semanas se observé que las plantas inoculadas
mostraban una longitud superior en 28% por sobre las
no inoculadas, mayor biomasa y fésforo foliar. Estos
resultados pueden atribuirse al incremento de la dispo-
nibilidad de nutrimentos minerales, como el fosforo, a
la produccidn de fitohormonas estimuladoras del creci-
miento radical y de otros metabolitos producidos por
la bacteria. Se resaltd la utilizacién potencial de
Burkholderia cepacia como bacteria con propiedades
de biofertilizante, nativa de suelos acidos tropicales.
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SUMMARY

The rhizospheres of Galactia jussiaeana and Centro-
sema venosum native plants of tropical savannas were
analized to observe the presence of phosphate solubi-
lizing bacterias. Biochemical tests were applied to the
bacteria for its characterization and identification. Our
results showed that Burkholderia cepacia was the
dominant species. Plant growth promotion tests (PGPR
capacity) of the bacteria, seed germination capacity, and
root growth promotion were applied to Zea mays (var.
Turen). To evaluate germination promotion, inoculated
and non inoculated seeds were set in sterile Petri dishes,
and we observed that inoculated seeds germinated
100%, while only 71% of non inoculated seeds
germinated. Inoculated radicles were significantively
longer than those non inoculated. Root length was
measured, under sterile conditions and nutritive
solution, in plants inoculaed or non inoculated with the
bacteria; control condition was the same without
bacteria inoculation. After three weeks, inoculated
plants showed 28% more root length, higher biomass
and foliar concentration of phosphate than those not
inoculated. An improvement of availability of phos-
phate and production of promoting root growth
hormones by the bacteria could be influencing the
results. We show out the potential of Burkholderia
cepacia, a bacteria native from tropical acid soils, as a
biofertilizer.
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INTRODUCCION

En condiciones naturales la mayoria de las plantas
tropicales adaptadas a diversos nichos ecoldgicos se
encuentran asociadas con microorganismos del suelo
los cuales juegan un papel clave en el ciclaje de
nutrimentos y en la proteccion de plantas contra el
estrés ambiental al cual pueden estar sometidas
(Bowen y Rovira 1999; Jeffries y Barea, 2000).

El fosforo (P) elemento fundamental en la nutricion
de las plantas ha sido sefialado como el principal ele-
mento limitante en el trépico, segin Sanchez y Salinas
(1983), el 82% de la extension de tierras del tropico
americano presentan esta caracteristica. En Vene-
zuela, se han realizado estudios que reflejan la baja
disponibilidad de P en los suelos. Casanova (1992)
estimo6 que aproximadamente 60 millones de hecta-
reas tienen problemas de acidez donde el P es el
principal elemento limitante.

Las sabanas del estado Guarico (Hernandez-Valencia,
1996), presentan condicion acida y baja fertilidad
natural (Lopez-Hernandez, 1977). El P es fijado
debido a su precipitacion como fosfatos de hierro y
aluminio, lo cual disminuye la disponibilidad del
elemento (Lopez-Hernandez, 1977). La deficiencia
de P es una de las caracteristicas edaficas mas
frecuentes.

Los organismos que son directamente promotores del
crecimiento, son llamados Rizobacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (o PGPR: Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). Son aquellas bacterias que
se encuentran libres en el suelo, capaces de adaptarse,
colonizar y permanecer en la rizésfera de la planta
favoreciendo el crecimiento o desarrollo de ésta con
sus actividades, como son: incrementar la solubilidad
de elementos minerales (P, K, Ca, entre otros), fijar
nitrogeno atmosférico, reducir patégenos de las raices
(por antagonismo o competencia) y producir sustan-
cias reguladoras del crecimiento de las plantas
(auxinas, citoquininas y giberelinas) que contribuyen
a incrementar el crecimiento de la raiz (Glick, 1995).

En los agroecosistemas, es deseable manejar este tipo
de organismos, ya que se estaria optimizando un
agente bioldgico que favorece la nutricion de las
plantas junto con el sistema (Toro y Ldépez-
Hernandez, 1998). Por la limitante que representa el
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P en los suelos &cidos se estudiaron las rizosferas de
plantas nativas basados en la presencia de bacterias
capaces de solubilizar fosfatos de calcio, de hierro y
Aluminio. Los objetivos de este trabajo fueron identi-
ficar y caracterizar las bacterias presentes en las
rizésferas de Galactia jussiaeana y Centrosema
venosum, y estudiar sus caracteristicas como bacterias
promotoras de crecimiento vegetal en la planta Zea
mayz.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion Geografica del Sitio de Estudio: el
estudio se realizé en la Estacion Experimental La
Iguana, en las Sabanas al Sur-Oriente del estado
Guarico (8° 25" N y 65° 25" W), con un clima
Isotérmico. Los suelos son de baja a moderada ferti-
lidad, pH ligeramente &cido (Matheus, 1986; Chacon
et al., 1991).

Aislamiento de las bacterias: se tomé 1 g de suelo
rizosférico fresco de cada una de las plantas nativas
G. jussiaeanay C. venosum. Se realizaron diluciones
seriadas y se sembr6 1 ml de la dilucion en placas de
Petri con medios selectivos que contenian fosfatos
de calcio, hierro o aluminio (YED, PS; Thomas y
Shantaram, 1986; Peix et al., 2001; Wenzel et al.,
1994). Aquellas colonias que mostraron un halo de
aclaramiento a su alrededor o el cambio de color del
medio (de morado a amarillo) fueron seleccionadas
como solubilizadoras de los fosfatos referidos y
acidificadoras del medio circundante, respectivamente.

Identificacion de las bacterias: se seleccionaron las
colonias con capacidad solubilizadora. Una vez puri-
ficadas en el medio correspondiente se realiz6 la
caracterizacion morfolégicay las pruebas bioquimicas
para su identificacion (Mac Faddin, 1980). Posterior-
mente se aplicaron las galerias y pruebas confir-
matorias para su identificacion definitiva (Patrick et al.,
1999).

Pruebas de Promocion de Crecimiento de la Planta

Promocidn de germinacion: se distribuyeron unifor-
memente 5 semillas de maiz, esterilizadas superfi-
cialmente con hipoclorito de sodio al 10%, en capsulas
de Petri estériles. Se aplicd 1 ml de Burkholderia
cepacia a cada semilla con una densidad de 108
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células/ml (Thomas y Shantaram, 1986; Peix et al.,
2001). Los tratamientos control carecian de la sus-
pension bacteriana. A los 7 dias se midio el porcen-
taje de germinacion y el tamafio de las radiculas. Se
realizaron cinco repeticiones para cada tratamiento,
calculando el promedio de cada pardmetro para su
posterior comparacion estadistica.

Promocidn de crecimiento radical: para determinar
la longitud radical se establecié un experimento en
condiciones de invernadero y esterilidad durante
21 dias (Lopez, 1997), en recipientes de plastico
(macetas) con arena, esterilizada a vapor fluente por
una hora durante tres dias consecutivos y colocando
una semilla de maiz esterilizada (segun se sefial¢ ante-
riormente). Se establecieron 2 tratamientos: inocu-
ladas y control, cada uno con 5 repeticiones. A las
plantas inoculadas se les aplicd alos 4 d y 15 d de creci-
miento, 1 ml del cultivo bacteriano (108 células/ml); a
las plantas control se afiadié 1 ml de agua estéril.
Ambos tratamientos fueron regados con solucién
nutritiva de Hewitt (1966). Cumplido el tiempo se
midid la longitud de raiz por el método de Newman
(1966), modificado por Tennant (1975) y se evaluaron
diferentes parametros en planta segln se indica a
continuacion.

Determinaciones en planta: a las plantas cosechadas
se les determind la biomasa del vastago, previo lavado
de la parte aérea con agua destilada y secado del
material a 60 °C durante 24 h. Para la determinacion
del P foliar se aplicé una digestion acida al material
vegetal molido con mezcla binaria. Posteriormente
se determind por colorimetria el contenido de P
(Murphy y Riley, 1962).

Andlisis estadistico: se realizé una prueba de homo-
geneidad de varianza para analizar las variables peso
seco del vastago, contenido foliar de P y longitud
radical aplicando un ANOVA de una via. Las dife-
rencias significativas se evidenciaron colocando la
desviacion estandar entre paréntesis al lado de los
resultados obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Las rizosferas de G. jussiaeanay C. venosum presen-

taron colonias con capacidad de solubilizar fosfato
de calcio, hierro y aluminio (Cuadro 1), caracteristica
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de gran importancia en suelos acidos de sabanas, ya
que estos suelos son deficientes en nutrimentos como
fésforo, calcio y magnesio (Purnomo et al., 2005).
La solubilizacién quimica y/o microbiolégica de los
fosfatos inorganicos y la mineralizacion micro-
bioldgica de los fosfatos organicos, son algunos de
los principales aportes de P a la solucion del suelo,
mecanismos relevantes en suelos poco fértiles como
los que se estudian.

CUADRO 1. Capacidad de solubilizacion de
fosfatos de calcio, hierro y aluminio
y de acidificacion del medio circun-

dante de Burkholderia cepacia.

Diametro Promedio del Halo  pH del medio
. (mm)
Medio
PO,Ca PO,Fe PO, AI Inicial Final
YED 6 @ - e 7 6
PS 5 10 9 7 55

Es importante resaltar la capacidad de estas bacterias
como microorganismos capaces de solubilizar los
principales tipos de fosfatos insolubles presentes en
los suelos acidos, a través de su capacidad de acidi-
ficar el medio circundante (Cuadro 1); esta capacidad
es debida a la propiedad que poseen dichas bacterias
de producir &cidos orgéanicos que actuan solubili-
zando los fosfatos insolubles (I1lmer y Schinner,
1995; Illmer et al., 1995). Su aplicacién como biofer-
tilizante en los sistemas agricolas tropicales debe
considerarse como una alternativa agroecoldgica
(\Vessey, 2003).

De acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de las
colonias bacterianas seleccionadas en diferentes
medios y a las pruebas bioquimicas preliminares se
concluyo el predominio de una sola especie identifi-
cada como B. cepacia. Las galerias especificas y las
pruebas realizadas posteriormente (Reynaud et al.,
1988) corroboran dicha identificacion (Cuadro 2).
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CUADRO 3. Parametros de crecimiento vegetal
de Zea mayz inoculada o no con
Burkholderia cepacia.
Contenido Longitud
de P foliar Biomasa Radical
(ug/planta)  (g/planta) (m/planta)
Inoculada 5,87 (1,20) 0,42 (0,09) 7,48 (0,88)
Sin inocular 3,09 (1,36) 0,276 (0,12) 5,474 (2,24)

Se aplico un ANOVA de una via para cada analisis.
Entre paréntesis se observa la Desviacion Estandar.
Los resultados son promedio de 5 repeticiones.

Los resultados obtenidos permiten evidenciar a B.
cepacia como una bacteria capaz de promover el
crecimiento y desarrollo de Z. mayz. Es conveniente
probar su capacidad promotora sobre otros cultivos
de interés agricola nacional. La caracterizacion y
aislamiento de esta bacteria como promotora de
crecimiento vegetal permite sugerir su utilizacion
biotecnologica (Klopper et al., 1989; Pal etal., 1999),
como biofertilizante para cultivos tropicales que se
desarrollen en suelos &cidos, sin embargo, se debe
evaluar su efecto en condiciones de invernadero y
campo antes de multiplicar y masificar su uso.

CONCLUSIONES

- B. cepacia fue la especie de bacteria solubili-
zadora de fosfatos dominante en las rizdsferas
estudiadas. Mostr6 una adecuada capacidad de
solubilizar fosfato de calcio, hierro y aluminio,
estos dos ultimos predominantes en los suelos
acidos de sabanas.

- Labacteria B. cepacia favoreci6 la germinacion,
elongacion de la raiz y produccion de biomasa
promoviendo el crecimiento de Z. mayz.

- Estas caracteristicas la sefialan como una bacteria
de potencial aplicacién como biofertilizante y/o
en control bioldgico en cultivos de interés agri-
cola de los suelos acidos de sabana.
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