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TRABAJOS ORIGINALES DE LA FACULTAD

Departamento de Microbiologia. Facultad de Farmacia.
Universidad de Granada

ESTABLECIMIENTO DE INDICES PARA EL ESTUDIO DE LA
SOLUBILIZACION DE FOSFATOS POR BACTERIAS DEL SUELO

F. Ruiz BERRAQUERO, ANa M.* Bava * y A. Ramos CORMENZANA

Desde las primeras inv
mostré que determinadas bacterias del suelo tenian actividad solu-
bilizadora de fosfatos y son numerosisimos los trabajos encamina-
dos a la busqueda de microorganismos con esta actividad y a la
utilizacion de los mismos para mejorar la fertilidad de los suelos.

Segun ALEXANDER (1), de un 10 a un 50 por ciento de las bacte-
rias aisladas del suelo son capaces de solubilizar fosfatos célcicos.
Son eficaces en la transformacion,
bacterias gram negativas y Gram positivas
RoceE (11), y también muchos hongos, Ramos, CaLrao, CarvaLHO (8).
Estas bacterias y hongos crecen en medios con fosfatos bi y trical-
cicos, apatito o materiales insolubles parecidos, como unica fuente
de fosfato. Los microorganismos, no solamente asimilan el elemen-
to, sino que también hacen soluble una parte importante, liberando
cantidades en exceso de su propia demanda nutricional.

El uso de los inéculos de fosfobacterias ha sido muy discutido
por los diversos investigadores y en numerosos trabajos se exponen
las ventajas y desventajas de su aplicacion, Yunc (14), MENKINA (6),
Pisemskaya y KocHunova (7), Azcon (2).

Parece ser que se obtenian grandes ventajas si los microorga-
nismos adicionados fueran autdéctonos. De ahi, el resultado tan dife-
rente a que dan lugar la aplicacién de idénticos fertilizantes a dis-
tintos tipos de suelo. Mientras que la utilizaciéon de un fertilizante

* Actualmente en el Instituto de Ciencias Bioldgicas, Universidad Cato-
lica de Valparaiso (Chile).

Ars Pharmacéutica. Tomo XVII. Num. 4, 1976.
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obtenido a partir de cepas microbianas locales no daria lugar g yp
desequilibrio tan drastico.

En este sentido parece interesante establecer criterios de selec.
cion, asi como técnicas sencillas que permitan elegir con facilidag
aquellas bacterias que en un determinado suelo reunan las condi-
ciones mas adecuadas para formar parte del fertilizante.

En el presente trabajo pretendemos establecer unos indices de
solubilizacion y asi poder estudiar las relaciones existentes entre ]a
intensidad y el tiempo en que el efecto solubilizador se hace pre-
sente con microorganismos Gram negativos y Gram positivos aisla-
dos de diferentes suelos.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado muestras de suelos naturales y cultivados de
las provincias de Barcelona y Alicante.

El medio empleado para el aislamiento de solubilizadores es un
medio empobrecido al que se afiade como fuente de fosfato, fosfato
bicalcico insoluble: glucosa 20 g.; cloruro amoénico 7 g.; sulfato
magnésico 0,5 g.; fosfato bicdlcico 2 g.; agar 11 g.; H,O c.s.p. 1.000
ml:; pH 7,3.

En este medio, las colonias constituidas por bacterias solubili-
zadoras de fosfato bicalcico determinan la formaciéon de un halo
transparente facilmente observable al contrastar con la opacidad
del medio.

Se realiz6é un primer aislamiento de solubilizadores al final del
tercer dia de incubaciéon. A estos microorganismos se les ha deno-
minado solubilizadores
se realizaron observaciones diarias hasta un plazo de 15 dias. Las
colonias que presentan halo de solubilizacién a partir del tercer dia
son consideradas como solubilizadores tardios (ST). Los microorga-
nismos pertenecientes a colonias que pasados quince dias no pre-
sentan halo de solubilizacién visible se estiman como no solubili-
zadores (NS).

La eleccion del tercer dia para separar dos categorias de solu-
bilizadores obedece a que en las experiencias realizadas, la mayoria
de los microorganismos que pasados los tres primeros dias no pre-
sentan halo visible, tardan varios dias mas en presentarlo.

Para estimar la capacidad de solubilizacion de los microorganis-
mos aislados se procede a sembrarlos en el mismo medio mediante
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asa y masivamente en series de 5 a 6 por placa y dispuestos circu-
larmente. Se incuban a 30°C.

A los tres dias de sembrados se determina la capacidad de so-
lubilizacién de los SP que son los correspondientes a las colonias
que presentan halo visible en este periodo de incubacién (i.s.) que
viene dado por la relacién entre el didmetro del halo producido al
tercer dia y el de la colonia correspondiente medido en milimetros:

& del halo (mm)

is. =
@ de la colonia (mm)

De acuerdo con los indices de solubilizacién, se han establecido
tres categorias de S.P. para estimar su poder solubilizador:

a) SP con indice de solubilizacion bajo (i.s.b.) is. < 2.
b) SP con indice de solubilizacién medio (i.s.m.) 2 < is. < 4.

c¢) SP con indice de solubilizacién elevado (i.s.e.) i.s. > 4.

Para los ST (solubilizadores tardios) se determina el is. al
tercer dia de la aparicion del halo de solubilizacién y de acuerdo
a los mismos valores. El valor del i.s. para este grupo es mas limi-
tado, ya que la apariciéon de la solubilizaciéon puede acontecer en
tiempos diferentes para los distintos solubilizadores.

En un intento de garantizar la diversidad de las cepas utilizadas
se aislaron solo aquellos microorganismos que aparecian con dis-
tinta morfologia en cada muestra de suelo. (Se realizaron pruebas
morfologicas y bioquimicas).

En la elecciéon de métodos estadisticos adecuados se han utili-
zado los tratados de DownNIE (4) y ViEbma (12).

RESULTADOS

En la Tabla 1 y graficas se exponen los resultados obtenidos tras
realizar las determinaciones de la capacidad de solubilizacion si-
guiendo los criterios anteriormente expuestos. En cada uno de los
grupos se indican los porcentajes de Gram positivos y Gram ne-
gativos.
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TABLA 1.—Disirlbucion de los miercerganismos de acuerdo con la intensidad

de la solubilizacién y tiempo empleado en produciria

N.° de
microor- 1.s.b. {.s.m. i.s:e:

ganismos | n.°| % nel % ne°| %
Bolubilizadores | Gram (+) 23 22 | 53,65 1| 4,34 0 0,00
precoces (SP) Gram (—) 50 19| 46,34 22| 95,65 9 | 109,00
Total 73 41 | 56,16 23| 31,50 9] 12,32
Solubilizadores | Gram ( +) 18 12 | 80,00 6] 54,54 0 0,00
tardios (ST Gram (—) 16 3| 20,00 5| 45,45 8/ 100,00
Total 34 15| 44,11 11| 32,35 8| 23,52
Total 107 56 | 52,33 34| 31,77 17| 15.88

Claves utilizadas en tablas y grdficas:
ST: Solubilizadores tardios
SP: Solubilizadores precoces

SP
73 (68,22%)

GRAM (—)
(61,68%)

66

i.s.b.:

indice de solubilizacion bajo

i.s.m.: indice de solubilizacion medio
ise.:

Tota] solubilizadores
- 107 —

indice de solubilizacion elevado

34 (31,779%)

GRAM (+)

41 (3831%)

107

Grafica 1

fesd
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DISCUSION

La técnica en placa para detectar y aislar microorganismos so-
lubilizadores ha sido utilizada con éxito por diversos autores, WE-
BLEY (13).

La medida de los halos de solubilizacion ha sido igualmente
empleada para estimar la capacidad de solubilizacién de una cepa
bacteriana de esta condicién, JoHNSTON (1952).

1.—Los resultados de solubilizacion (tabla 1, grafica 1), nos mues-
tran, de acuerdo a lo observado, un mayor porcentaje de solubili-
zadores Gram negativos (61,68 por ciento) que de Gram positivos
(38,31 por ciento). Igualmente resulta ser superior el porcentaje de
solubilizadores precoces (68,22 por ciento) que el de solubilizadores
tardios (31,77 por ciento).

Hemos calculado el intervalo de estimacién del pardmetro de
cada poblacién binomial con un nivel de confianza del 95 por ciento,
de acuerdo con la féormula basada en el teorema de Moivre para
muestras grandes y pardmetro no préximos ni a cero ni a uno que
es el caso que nos ocupa. Estos intervalos resultan ser por la frac-
cion de Gram negativos (0,59-0,77), lo que confirma los resultados
con el nivel de confianza del 95 por ciento empleado.

2.—Los datos confirman igualmente el hecho observado de que
el nimero de bacterias Gram positivas decrece, aumentando el de
Gram negativas a medida que consideramos niveles de solubiliza-
cion maés elevados.

i.s.b. is.m. i.s.e.
% G + 53,65 4,34 0
% G — 46,34 95,65 100

Para valorar estadisticamente el crecimiento del porcentaje de
Gram negativos en las diferentes fracciones y la consiguiente dis-
minucioén del correspondiente a los Gram positivos, se han calculado
igualmente los limites de confianza de los pardmetros normales. Co-
mo en este caso, el tamafio de la muestra no es grande y los valores
de p se aproximan a 0 y 1, no se puede utilizar la misma férmula
que en el caso anterior. Para resolver este problema hay deducidas
expresiones analiticas exactas de los limites de confianza de P a
partir de la distribuciéon F de Snedecor. Puesto que el nimero de
microroganismos correspondiente a los solubilizadores de indice ele-
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vado es muy bajo, los asimilamos a los de indice medio considerando
Unicamente dos niveles de solubilizacion.

Los intervalor resultan ser para los solubilizadores precoces
Gram negativos de indice de solubilizacién bajo (0,30-0,62) y para
los de indice medio y elevado (0,79-0,99). Se observa el desplaza-
miento de los limites de confianza de las bacterias Gram negativas
al pasar de la primera fraccion (i.s.b.) a la segunda (i.s.m. o i.s.e.),
lo que nos indica que con un nivel de confianza del 95 por ciento
la primera fraccion es menor que la segunda.

Aplicados idénticos calculos a los Gram positivos los valores
son: (0,35-0,69) y (0,001-0,16). El desplazamiento de los limites de
confianza en este caso es decreciente, lo que nos indica que con el
nivel de confianza del 95 por ciento la fraccién de microorganismos
de indices medio y elevado es menor que la de indice bajo.

A resultados semejantes se llega si se realizan las mismas com-
probaciones en los solubilizadores tardios.

3.—El porcentaje de bacterias Gram negativas que son solubi-
lizadores precoces (68,49 por ciento), es menor que el correspondien-
te a los solubilizadores tardios (57,04 por ciento), al contrario que
ocurre en los Gram positivos (31,50-52,94 por ciento).

Para contrastar si estas diferencias de porcentajes observadas
(creciente en un caso y decreciente en otro) son significativas a un
nivel de significacién «, siendo los tamanos de la muestra pequefios
y distintos, y por tanto o2 / 52, existe un método en el que se cal-
cula un estadigrafo de prueba que sigue la distribucién de la “t” de
Student

En este caso se ha realizado el calculo para las bacterias Gram
negativas. Si la diferencia de porcentajes de este grupo es signifi-
cativa, también lo sera para las Gram positivas.

Los valores obtenidos son t=2.122 y t=1,670; como quiera que
2,122>1,670 la diferencia resulta significativa al nivel de significa-
cion empleado 0,05 (95 por ciento de confianza).

RESUMEN

Se ha determinado la capacidad de solubilizacion de fosfato inorga-
nico de bacterias del suelo que poseen esta condiciéon. Se establecen dife-
rentes grupos atendiendo de una parte a la intensidad solubilizadora de
las bacterias (mediante unos indices de solubilizacién) y de otra al tiempo
empleado en producirla. Posteriormente se estudian las relaciones exis-
tentes entre ambos aspectos: capacidad solubilizadora y tiempo de solu-
bilizacion y entre éstos y la Gram positividad y negatividad de las bac-
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terias. El objeto de estas relaciones es contribuir a establecer criterios de
seleccion que pueden ayudar en la eleccion de cepas solubilizadoras. Se ha
realizado igualmente un cuidadoso andlisis estadistico de los resultados.

SUMMARY

The ability to dissolve inorganic phosphate by soil bacteria was deter-
mined in these KkKind of organisms. Different groups were established
according to the intensity of the solving action using a proposed solu-
bilization parameters, and with time required to produce it. A study of
the rposible correction among the ability to dissolve phosphate, the time
used and the Gram stain was made. The purpose of the work was to
contribute in the criteria of selection of the dissolving phosphate strains.

A carefully statistical analysis of the results was also made.

RESUME

On a determiné la capacité de solubilization du phosphate inorzgani-
que des bacteries du sol qui posédent cette condition. On peut etablir
des différent groupes ayant compte d'un coté l’'intensité solubilizatrice
des bacteries (avec des indixes de solubilization) et d’autre le temps
employé en la produire. Postérieurement s’estudient les rélations qui exis-
tent entre les deux et la Gram positivité et negativité des bacteries. L’objet
de ces relations c’est de contribuer a stablir des criteriums de selection
qui nous aident a l'election de souches solubilizatrices. On a realisé
également un complet analyse statistique des résultats.
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