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Resumen

El fósforo (P) es un elemento esencial en la producción agrícola, pero debido a su compleja dinámica en el 
suelo, solo una pequeña cantidad es aprovechable para las plantas, ya que la mayoría del P se encuentra en 

formas insolubles, especialmente, en suelos Andisoles de origen volcánico. Los microorganismos con capacidad 
solubilizadora de fósforo (MSF) son una alternativa para transformar el P a formas solubles y aprovechables por 
las plantas; además de brindar múltiples beneficios ambientales. Este trabajo identificó y evaluó in vitro, aislados 
nativos de Pseudomonas fluorescens Mingula, obtenidos de regiones guatemaltecas con suelos Andisoles que 
limitan la producción agrícola por la alta fijación de P. Se realizaron cultivos in vitro de la bacteria en medio  
National Botanical Research Instituteís phosphate growth (NBRIP), con fosfato tricálcico Ca3(PO4)2 como fuente 
de P insoluble y se midió el índice de solubilización de fósforo (ISF). Un total de 35 aislados de P. fluorescens 
fueron identificados y confirmados por PCR específico. El análisis de relaciones genéticas con el marcador AFLP, 
mostró dos grupos: el grupo A incluyó a los aislados con ISF mayores a 1.75, mientras el grupo B incluyó a aquellos 
con ISF menor a 1.75. La comparación de ISF entre los aislados y departamentos, demostró diferencia estadísti-
camente significativa (p < .001), con el aislado Pf_33 como más eficiente. Debido al potencial de solubilización 
de los aislados nativos del grupo genético A (ISF > 1.75), estos se recomiendan para futuras investigaciones que 
determinen su respuesta a condiciones de campo y estrategias para el desarrollo de biofertilizantes.
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Abstract

Phosphorus (P) is an essential element in agricultural production, but due to its complex dynamics in the soil, 
only a tiny amount is usable by plants. This is because most P is in insoluble forms, especially in volcanic 

Andisol soils. Microorganisms with phosphorus solubilizing capacity (MSF) are an alternative for transforming 
P into soluble forms usable by plants and providing multiple environmental benefits. This research identified 
and evaluated in vitro native isolates of Pseudomonas fluorescens Mingula, obtained from Guatemalan regions 
with Andisol soils that limit agricultural production due to high P fixation. In vitro cultures of the bacteria were 
grown on the National Botanical Research Instituteís phosphate medium (NBRIP), with tricalcium phosphate 
Ca3(PO4)2 as a source of insoluble P, and We measured the phosphorus solubilization index (PSI). We identified 
and confirmed a total of 35 isolates of P. fluorescens by specific PCR. Using the AFLP marker, genetic relationship 
analysis showed two groups: group A included isolates with PSI greater than 1.75, while group B included those 
with FSI less than 1.75. Comparing of PSI between isolates and departments showed statistically significant dif-
ferences (p < 0.001), respectively, with the Pf_33 isolate as the most efficient. Because of the high solubilization 
potential of the native isolates of genetic group A (FSI > 1.75), We recommend future research to determine their 
response to field conditions and strategies for biofertilizer development.
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Introducción

El fósforo (P) es el segundo nutriente más abun-
dante en el suelo después del nitrógeno (Hariprasad & 
Niranjana, 2009). Este es esencial para el desarrollo y 
crecimiento de las plantas y representa hasta el 0.2% 
del peso seco de estas (Azziz et al., 2012; Tak et al., 
2012). La deficiencia de P produce plantas atrofiadas 
con una coloración púrpura en las hojas, además de 
provocar una baja eficiencia fotosintética y retrasar los 
procesos de maduración (Kruse et al., 2015; Sharma, 
2011). Junto al nitrógeno (N), el P se considera como 
nutriente limitante en la producción agrícola en regio-
nes subtropicales (Kuhad et al., 2011) como Guatemala. 

En cuanto al origen del P, este tiene lugar a partir 
de las apatitas y depósitos de fosfato natural de donde 
se obtiene mediante los procesos de meteorización, 
lixiviación, erosión y extracción industrial como fer-
tilizante (Cerón & Aristizábal, 2012; Shen et al., 2011). 
El P presenta un ciclo dinámico y complejo en el suelo 
que involucra procesos como la adsorción/desorción, 
precipitación/disolución, mineralización/inmoviliza-
ción, meteorización y transformaciones de P en la fase 
sólida, como la difusión, penetración y recristalización 
en la fase sólida (Hou et al., 2019). Este dinamismo 
provoca que solo una pequeña porción del fósforo so-
luble en el suelo pueda ser aprovechado por las plantas, 
mientras que el resto del P queda en formas insolu-
bles o fijadas en la superficie de las arcillas coloidales  
(Espinosa-Sánchez & Sanabria, 2015; Melenya et al., 
2015). 

El fenómeno de fijación de P se presenta fuerte-
mente en suelos originados a partir de cenizas volcá-
nicas, principalmente los Andisoles, lo que restringe 
la cantidad de P disponible para las plantas (Borie 
& Rubio, 2003). Por esta razón, los Andisoles tienen 
un alto requerimiento de aplicación de fertilizantes 
como fuente de P para cumplir con los requerimientos 
nutricionales de las plantas (Dahlgren et al., 2004). 
Anualmente, se estima que en todo el mundo se aplican 
alrededor de 52.3 billones de toneladas de fertilizantes 
fosfatados (Organización de las Naciones Unidas para 
la Agricultura y la Alimentación, 2019) de los cuales 
alrededor de 0.2% es aprovechado por las plantas (Is-
lam et al., 2019). El resto del P es fijado o retenido en 
formas insolubles para las plantas al formar fosfatos 
con aluminio (AlPO4) o hierro (FePO4) en suelos ácidos 
y con calcio (Ca3PO4) en suelos alcalinos o calcáreos 
(Callejas-Cañarte et al., 2018; Delfim et al., 2018). Esto 
se traduce en altas concentraciones de P en la mayoría 

de agroecosistemas desarrollados en Andisoles, del 
cual solo una pequeña porción está disponible y puede 
ser aprovechado por las plantas (Redel et al., 2007; 
Velásquez et al., 2016). 

Actualmente, las cuantificaciones de las reservas 
de P sugieren que estas podrían agotarse en un período 
de 50 a 100 años, ya que para el 2030 se pronostica 
que la demanda de fósforo llegue a su punto máximo 
(Cordell et al., 2009). Dado el incremento en la de-
manda de la producción agrícola, la disponibilidad de 
P es de vital importancia para garantizar la seguridad 
alimentaria (Cordell et al., 2011; Kamal et al., 2019)

El mal manejo de los fertilizantes tiene un alto 
impacto ambiental debido a las pérdidas por lixivia-
ción, escorrentía de nutrientes (Delfim et al., 2018;  Liu 
et al., 2018), acumulación de metales pesados, entre 
otros (AlKhader, 2015). Se ha reportado que la esco-
rrentía de P y N ha acelerado el proceso de eutrofiza-
ción y brote de algas que ponen en riesgo los ecosiste-
mas acuáticos (Chowdhury et al., 2017) tal es el caso 
del Lago de Atitlán (Rejmánková et al., 2011) y el Lago 
de Izabal (Obrist-Farner et al., 2019) en Guatemala. 
Además de los impactos ya mencionados, la produc-
ción de fertilizantes fosfatados también es costosa e 
insostenible (Situmorang et al., 2015). 

Ante este escenario, el uso de microorganismos 
solubilizadores de fósforo (MSF) surge como una al-
ternativa prometedora para tener una producción agrí-
cola con bajo impacto ambiental (Alori et al., 2017). 
Estos microorganismos incrementan la disponibilidad 
de fósforo, por lo que se consideran una opción pro-
metedora a la dependencia de fertilizantes de síntesis 
química. Los MSF han sido aislados de diversos suelos 
y cultivos existiendo numerosos reportes de su éxito al 
ser evaluados en diferentes condiciones de campo e in 
vitro (Chawngthu et al., 2020; Hii et al., 2020; Linu et 
al., 2019; Munir et al., 2019). Estos antecedentes sus-
tentan la importancia de la investigación de los MSF 
en Guatemala para lograr su futura aplicación en la 
producción agrícola. 

Entre los MSF, destacan las bacterias solubi-
lizadoras de fósforo (BSF) por su alta capacidad de 
solubilización, que incrementan la disponibilidad de 
P a través de la producción y liberación de distintos 
ácidos orgánicos en el suelo (Billah et al., 2019; Liang 
et al., 2020) por lo cual son una opción prometedora 
para ser utilizados como biofertilizantes (Batool &  
Iqbal, 2019; Kalayu, 2019). Dentro de las BSF, la especie  
Pseudomonas fluorescens es particularmente cono-
cida por sus múltiples funciones como biocontrol  
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(Pérez-Álvarez et al., 2015), estimulante de crecimiento 
en plantas (Elekhtyar, 2016; Qessaoui et al., 2019) y, 
sobre todo, por su capacidad de biofertilización por 
su acción solubilizadora de P (Breitkreuz et al., 2020; 
Rahman et al., 2017; Sarikhani et al., 2020; Yadav et 
al., 2016). 

En Guatemala se reportan agroecosistemas, 
como el Valle de Almolonga, Quetzaltenango, con va-
lores que sobrepasan los rangos óptimos (12-16 ppm) de 
P (Pérez-Reynoso, 2008). Esto es consecuencia del uso 
desmedido de fertilizantes fosfatados. A la fecha no 
existen publicaciones sobre la evaluación de microor-
ganismos solubilizadores de fósforo en el país. Como 
respuesta a la problemática de la fijación de fósforo y 
ante la falta de estrategias sostenibles a dicha situación 
a nivel nacional, esta investigación tuvo como objetivo 
evaluar la eficiencia de solubilización, bajo condiciones 
in vitro, de aislados nativos de P. fluorescens obteni-
dos de suelos Andisoles de Guatemala y vincular sus 
relaciones genéticas con la eficiencia solubilizadora.

Materiales y Métodos 

Muestreo y aislamientos de P. fluorescens 

Durante los meses de abril a agosto del año 2019, 
un total de 40 muestras de suelo fueron colectadas en 
los departamentos de Sacatepéquez, Chimaltenango, 
Escuintla, Sololá, Totonicapán, Quetzaltenango y San 
Marcos; por su ubicación en la región de suelos An-
disoles (Figura 1). Cada muestra consistió en 1 Kg de 
suelo, el cual fue tomado a una profundidad de 10-15 
cm en el área de la rizófera de cultivos ubicados en las 
áreas de muestreo. También se tomaron muestras en 
zonas boscosas sin presencia de cultivos (Figura 2). 
El suelo colectado fue depositado en bolsas plásticas 
estériles y transportado al laboratorio de Biotecnología 
de la Facultad de Agronomía, USAC y posteriormente 
tamizado a 2 mm (McPherson et al., 2018). 

Figura 1 
Mapa de ubicación de las muestras de suelo colectas en la región de suelos Andisoles de Guatemala
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El proceso de aislamiento de las bacterias fue rea-
lizado mediante el método de diluciones seriadas, para 
lo cual se tomó 1g de suelo y se diluyó en 9 mL de agua 
desmineralizada estéril, obteniendo una dilución 10-1, 
a partir de esta se realizaron diluciones hasta 10-4. De 
la dilución 10-4 se tomaron 20 µl que fueron inoculados 
sobre el medio de cultivo King B reportado por King 
y colaboradores (1954) como medio diferencial para 
P. fluorescens. Las cajas de Petri fueron selladas con 
papel Parafilm y se incubaron a 28 °C en oscuridad, 
observándolas a los 3 días para identificar el desarrollo 
de colonias bacterianas y exponiéndolas a luz UV para 
la identificación de las colonias fluorescentes (Johnsen 
& Nielsen, 1999). 

Extracción de ADN 

Para la extracción del ADN se empleó el kit co-
mercial Gentra® basado en la metodología propuesta 
por el fabricante para bacterias Gram negativas. 

Identificación molecular de P. fluorescens

Para la identificación molecular se realizó una 
PCR con los cebadores 16SPSEfluF (5'- TGCATT-
CAAAACTGACTG - 3') y 16SPSER (5'- AATCA-

CACCGTGGTAACCG - 3') (Scarpellini et al., 2004). 
La reacción fue preparada para un volumen de 50 μL 
conteniendo solución de amortiguación para PCR (1X), 
DNTP's (200 μM de cada uno), MgCl2 (2mM), cebador 
(0.5 μM de cada uno), TaqDNA polimerasa (1 unidad) 
y ADN (50ng). Las condiciones para la PCR fueron las 
siguientes: Un ciclo a 94 ¼C por 5 min, seguido de 30 
ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 
2 min y una extensión final de 72 °C por 10 min. Las 
reacciones positivas generaron un fragmento de 850 pb. 
Las muestras se amplificaron en un termociclador Bio 
Rad PTC-200. Todos los productos de PCR generados 
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa 
al 1.5% teñidos con bromuro de etidio (0.1 μg/mL) en 
amortiguador TAE 1X y visualizados en un transilu-
minador de luz UV. Para la determinación del tamaño 
de los fragmentos obtenidos se utilizó un marcador de 
peso molecular 3 Kb (SibEnzyme Ltd.̈ ).

Protocolo de AFLP para la caracterización 
molecular de P. fluorescens

El marcador molecular AFLP (Vos et al., 1995) 
fue utilizado debido a su alta capacidad para identifi-
car regiones polimórficas en el genotipado de varias 
especies del género Pseudomonas (Abdul-Wahab et al., 

Figura 2
Detalle del sitio de colecta, cultivo de donde se tomaron las muestras de suelo para el aislamiento de  
Pseudomonas fluorescens y resultados de la confirmación de la especie por PCR
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2014; Kumar et al., 2014). A partir de las muestras po-
sitivas mediante PCR, se desarrolló la siguiente meto-
dología: se utilizó ADN genómico a una concentración 
de 10 ng/μL, el cual fue digerido con las enzimas de 
restricción EcoR1/ Mse1 y se incubó por 2 h a 37 °C y 
después a 70 °C por 15 min para desactivar las enzimas 
de restricción. La ligación de los adaptadores se llevó a 
cabo con los reactivos del kit AFLP® Analysis Sistem 
for Microorganism y se incubó durante 2 h a 20 °C. 
Seguidamente se realizó una preamplificación con la 
reacción en cadena de la polimerasa; el programa em-
pleado en el termociclador fue el siguiente: 94 °C por 
30 s, 56 °C por 60 s, 72 °C por 60 s, por 20 ciclos. Los 
productos amplificados se visualizaron en un gel de 
agarosa al 2%. Se hizo una amplificación selectiva con 
los cebadores M-A + E-C del kit los cuales produjeron 
mayor polimorfismo. 

Los productos de la PCR se visualizaron en un 
gel de acrilamida al 5% para poder observar las bandas 
amplificadas. La tinción del gel se realizó con nitrato 
de plata mediante el siguiente procedimiento: inmer-
sión en solución fijadora de ácido acético glacial 10% 
v/v durante 35 min, agua destilada durante 20 min, 
solución de tinción (nitrato de plata 0.15% p/v, formal-
dehído 0.15% v/v) por 40 min, agua destilada por 10 s, 
solución de revelado de 5 a 6 min según la aparición de 
las bandas (carbonato de sodio 6% p/v, formaldehído 
0.3% v/v, tiosulfato de sodio 5 ppm), solución fijadora 
para detener el proceso durante aproximadamente 5 
min, finalmente se lavó en agua destilada. Se dejó secar 
por 2 días y posteriormente se realizó la lectura del 
perfil de las bandas (Karam et al., 2006). 

Evaluación cualitativa de la eficiencia y  
estabilidad de solubilización de P. fluorescens 
bajo condiciones in vitro

Con los aislados obtenidos en medio de cultivo 
diferencial y posteriormente confirmados por PCR, 
se realizó la evaluación de solubilización con el me-
dio de cultivo Nacional Botanical Research Instituteís 
Phosphate growth medium (NBRIP, en g/L: Glucosa, 
10; (NH4)2SO4, 0.1; KCl, 0.2; MgSO4.7H2O, 0.25; Mg-
Cl2.6H2O, 5; Agar, 14; pH 7; Ca3(PO4)2, 5)  (Nauti-
yal, 1999). Se añadió azul de bromofenol (0.025 g/L) 
como indicador de cambio de pH para identificar la 
producción de ácidos orgánicos debido al cambio de 
coloración de azul a amarillo. A partir de cada aislado 
confirmado por PCR, se prepararon soluciones a una 
concentración de 106 UFC/mL, de los cuales se toma-
ron 20 µL para realizar la inoculación en el medio 

NBRIP en cajas de Petri. Las cajas fueron selladas 
con papel Parafilm e incubadas a 28 °C durante 15 días 
(Nautiyal, 1999).

Durante dicho período se realizaron lecturas a 
los 7 y 15 días para tomar datos del diámetro del halo 
de solubilización y diámetro de crecimiento de la co-
lonia.  A partir de estos datos se calculó el índice ISF, 
el cual es una relación entre el diámetro del halo de 
solublización y diámetro de crecimiento de la colonia 
(Kumar & Narula, 1999). Cada uno de los 35 aislados 
fue replicado 3 veces en un diseño completamente al 
azar (DCA). Para verificar la estabilidad de solubiliza-
ción, cada uno de los aislados se sometió a 5 resiembras 
consecutivas en medio NBRIP con un espaciamiento 
de 2 semanas entre cada resiembra y se realizó el cál-
culo de ISF a los 15 días.

Análisis de datos 

Con el perfil de bandas obtenido del gel de polia-
crilamida, se generó una matriz binaria de presencia (1) 
ausencia (0) para cada uno de los loci amplificados. La 
matriz se exportó al programa Paleontological Statis-
tics Software Package for Education and Data Analysis 
Past v3.18 (Ryan et al., 2001) para generar una matriz 
de distancias genéticas con el índice de Dice y posterior 
agrupamiento con el método Neighbor-Joining (NJ) 
(Saitou & Nei, 1987) para generar un dendrograma en 
formato Nexus, el cual fue exportado hacia la herra-
mienta en línea iTOL v4 (Letunic & Bork, 2019) para 
una mejor visualización del dendrograma. 

Con los datos obtenidos de la evaluación de la 
eficiencia de solubilización de fósforo, a través del ISF, 
se realizaron las pruebas de Shapiro y Bartlett para 
determinar la normalidad de los residuos y homoge-
neidad de varianzas, respectivamente, obteniéndose 
valores de p < .05 para ambas pruebas. Posteriormente, 
se realizó un análisis de varianza a través de la prueba 
no paramétrica de Kruskal-Wallis con un nivel de sig-
nificancia del 5% y el cálculo del tamaño del efecto de 
los factores evaluados mediante epsilon cuadrado ϵ2. 
A continuación se realizaron comparaciones de medias 
por pares con la prueba de Dunn y 5% de significancia 
con la corrección de Bonferroni. Las pruebas anterior-
mente descritas se realizaron en el programa R v4.0.3 
con los paquetes stats (R core Team, 2020) y agricolae 
v 1.4.0 (de Mendiburu & Yessen, 2020). La visualiza-
ción de los resultados de las pruebas de t de Student, 
análisis de varianza y comparaciones pareadas, se rea-
lizaron con el paquete ggstatsplot v 0.9.0 (Patil, 2021). 



Ciencia, Tecnología y Salud, 8(2) 2021, 184-201 |   189    

José A. Ruiz-Chután ... et al.

Resultados

A partir de las muestras colectadas, se obtuvo 
un total de 40 aislados en el medio de cultivo diferen-
cial identificados por su fluorescencia al ser expuestos 
a luz UV-A. Tras la prueba de PCR, se identificaron 
35 aislados positivos (banda de 850 pb) y 5 aislados 
negativos para la presencia de P. fluorescens (Figura 
2 y 3). A partir del análisis de relaciones genéticas se 
identificaron 2 grupos principales en el dendrograma. 

El grupo A reunió un total de quince aislados, los 
cuales procedían, mayormente, del departamento de 
Escuintla (4), la región central con el departamento de 
Sacatepéquez (3) y el altiplano central con el departa-
mento de Chimaltenango (4) observándose una relación 
positiva entre la distancia geográfica y genética. En 
este grupo también se ubicaron pocos aislados (4) geo-
gráficamente más distantes, procedentes de Sololá (2), 
Quetzaltenango (1) y San Marcos (1) (Figura 4). Todos 
los aislados en este grupo mostraron una alta capacidad 
de solubilización en base a la prueba de eficiencia que 
se detallan en la Figura 6.

 El grupo B reunió un total de veinte aislados, 
los cuales procedían en su mayoría de la región del 
altiplano occidental del departamento de Sololá (2), 
Totonicapán (4), Quetzaltenango (cuatro) y San Mar-

cos (siete) manteniendo una relación positiva entre la 
distancia geográfica y genética. En este grupo también 
se ubicaron cinco aislados geográficamente más dis-
tantes procedentes de Sacatepéquez (uno), Escuintla 
(uno) y Chimaltenango (uno). Todos los aislados en 
este grupo fueron clasificados como capacidad variable 
(media-baja) de solubilización. 

 Tras realizar el análisis de varianza con los 
valores de ISF, se identificó una diferencia estadística-
mente significativa en la actividad solubilizadora entre 
los aislados evaluados con un p < .001 y un tamaño del 
efecto debido a los aislados catalogado como grande 
(ϵ2 = .94). Tras realizar la comparación de medias por 
pares, mediante la prueba de Dunn, el aislado Pf_33, 
proveniente de Sacatepéquez, se ubicó como el más 
eficiente. Seguido el Pf_24 y Pf_33 provenientes de 
Escuintla y Sacatepéquez como el segundo y tercer 
aislados más eficientes, respectivamente. El comporta-
miento de los valores de ISF de cada aislado se detalla 
en la Figura 6. Los tres aislados mencionados fueron 
colectados de la rizósfera de árboles en zonas boscosas 
(Figura 2) 

Al realizar el análisis de varianza para compa-
rar la capacidad solubilizadora a partir de su sitio de 
colecta, también existió diferencia estadísticamente 
significativa con un p < .001 con un tamaño del efec-

Figura 3
Productos amplificados por PCR con los cebadores P16SPSEfluF/16SPSER para la identificación de 
Pseudomonas fluorescens

Nota. Carrilles 1 – 6 muestras del aislado Pf_30 al Pf_35 respectivamente. Carriles 7 – 9 muestras del aislado Pf_36 
al Pf_38. CP = control positivo. CN = control negativo (agua estéril). MP = marcador de peso molecular DNA Ladder 
3 Kb (SibEnzyme Ltd.®).
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Nota. Al nombre de cada aislado se antepuso el sitio de colecta para facilitar su ubicación geográfica, Toto = Totoni-
capán, Quet = Quetzaltenango, Chimal = Chimaltenango, SnMc = San Marcos, Esc = Escuintla, Sac = Sacatepéquez, 
Sol = Sololá

Figura 4
Dendrograma tipo Neighbor-Joining (NJ) generado a partir de 35 aislados de Pseudomonas fluorescens genotipados 
con el marcador molecular amplified fragment length polymorphism (AFLP) que muestra la relación genética de los 
aislados y el vínculo con su capacidad solubilizadora de P. La capacidad de solubilización de cada grupo de aislados 
se indica en los recuadros

to debido al sitio de colecta catalogado como medio  
(ϵ2 = .32). Tras realizar la comparación de medias por 
pares, mediante la prueba de Dunn, el departamento 
con mayor valor de índice de solubilización fue Sa-
catepéquez, seguido de Escuintla y Chimaltenango. 
Posteriormente, se ubicaron los departamentos de So-
lolá, Quetzaltenago, San Marcos, mientras que el valor 
medio más bajo se obtuvo en el departamento de Toto-
nicapán. El detalle del comportamiento de los valores 
de ISF por departamento se muestra en la Figura 7.

Al evaluar la estabilidad de solubilización, se ob-
servó que el comportamiento es variado entre todos 
los aislados. No se observó ningún departamento en el 
cual todos los aislados incrementaran, mantuvieran o 
disminuyeran su capacidad de solubilización a lo largo 

de las resiembras. Un total de 10 aislados (Pf_3, Pf_5, 
Pf_10, Pf_15, Pf_20, Pf_21, Pf_23, Pf_24, Pf_33 y 
Pf_35) mostraron tendencia a incrementar su capacidad 
de solubilización durante las resiembras. En contras-
te, 7 aislados (Pf_2,Pf_6, Pf_13, Pf_14, Pf_18, Pf_22, 
Pf_32) disminuyeron su capacidad de solubilización 
en la prueba de estabilidad. Por otra parte, 5 aislados 
se mantuvieron estables (Pf_1, Pf_11, Pf_12, Pf_25, 
Pf_26). Finalmente, los restantes 13 aislados (Pf_4, 
Pf_7, Pf_8, Pf_9, Pf_16, Pf_17, Pf_19, Pf_27, Pf_28, 
Pf_29, Pf_30, Pf_31, Pf_34) no mostraron ningún pa-
trón definido en cuanto a su capacidad de solubiliza-
ción. El detalle del comportamiento de la estabilidad 
de solubilización se muestra en la Figura 8. 
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Discusión

Dentro de la actividad bacteriana en la rizósfe-
ra, se ha reportado la producción de ácidos orgánicos 
como un mecanismo que resulta en la solubilización de 
complejos insolubles de fósforo, volviéndolo disponible 
para el aprovechamiento de las plantas (Richardson et 
al., 2009). En las evaluaciones in vitro, se observó un 
cambio de coloración y formación de un halo alrededor 
de cada aislado, lo cual se relaciona a la producción de 
algún ácido orgánico debido al cambio del pH (Figura 
5). Dicho ácido realizó la función de volver disponible 
el fósforo insoluble del Ca3(PO4)2 utilizado en el me-
dio de cultivo. Esto indica que los aislados evaluados 
tienen la capacidad de producir ácidos orgánicos como 
estrategia eficiente en la solubilización de fósforo y de 
esta forma hacerlo aprovechable para las plantas. 

 En los reportes de la actividad bacteriana rela-
cionados a la solubilización de fósforo, se ha documen-
tado la producción de ácidos de bajo peso molecular 
que inducen la acidificación del suelo o medio de cul-
tivo (Khan et al., 2014; Richardson & Simpson, 2011). 
La producción de ácidos orgánicos en Pseudomonas 
spp. ha sido identificada y se reporta una relación po-
sitiva entre la producción de ácido glucónico, ácido 
indolacético y ácido giberélico con la alta capacidad de 
solubilización de fósforo (Oteino et al., 2015; Suleman 
et al., 2018).

Al realizar la comparación de los valores de ISF 
obtenidos (Figura 6), se observa que la mayor parte de 
aislados produjeron valores en el rango de 2 a 4, los 
cuales son similares a los reportados en cultivos como 
café y hortalizas (Restrepo-Franco et al., 2015) maíz 
y frijol (Corrales-Ramírez et al., 2014), banano (Ma-
tos et al., 2017), uchuva (Becerra et al., 2012), papaya 
(Chan-Cupul et al., 2018), solanáceas (Gayosso-Barra-
gán et al., 2017). Esto indica que los aislados bacteria-
nos con capacidad solubilizadora pueden encontrarse 
en diversos agroecosistemas, y de implementarse un 
proceso de bioaumentación de estos microorganismos, 
se puede aumentar la disponibilidad del fósforo fijado 
en el suelo para que sea aprovechado por los cultivos 
y así disminuir las altas aplicaciones de fertilizantes 
fosfatados. 

En cuanto a la estabilidad de solubilización  
(Figura 8), la cual se define como el patrón de solu-
bilización en función del tiempo, el comportamiento 
variado obtenido en esta evaluación, también ha sido 
reportado previamente (Patiño-Torres & Sánchez de 
Prager, 2012). La importancia de determinar la es-

tabilidad de solubilización radica en que, al utilizar 
aislados bacterianos como biofertilizantes, se espera 
que estos mantengan su actividad de solubilización 
en el tiempo haciendo disponible el fósforo fijado en el 
suelo para su aprovechamiento por los cultivos que se 
establezcan en suelos biofertilizados. Si la actividad de 
solubilización se incrementa o se mantiene constante, 
se reduce la necesidad de aplicaciones de fósforo a 
través de fertilizantes de síntesis química, lo que dis-
minuye la dependencia y problemas de contaminación 
ambiental asociados a estos. Por el contrario, aplicar 
biofertilizantes basados en aislados que disminuyen su 
estabilidad de solubilización, solo traerá consigo el re-
chazo de esta alternativa por parte de los productores, 
ya que la disponibilidad del fósforo irá disminuyendo 
en el tiempo, lo que obligaría a retomar las aplicaciones 
de fertilizantes de síntesis química. Ante lo expuesto, 
la determinación de la capacidad y estabilidad de so-
lubilización son factores igualmente importantes que 
deben ser evaluados previo al desarrollo de formulacio-
nes de biofertilizantes basados en aislados bacterianos. 

En cuanto a los aislados que redujeron su estabi-
lidad de solubilización, esto puede deberse a la ausen-
cia de exudados producidos por las raíces, los cuales 
regulan la capacidad de colonización y multiplicación 
de los microorganismos, así como la producción de 
compuestos orgánicos implicados en la solubilización 
de fósforo (Hassan et al., 2019).  Esta condición apunta 
a que algunos aislados son más sensibles a manifestar 
una reducción de su estabilidad de solubilización en 
ausencia de este tipo de compuestos orgánicos, por lo 
que, de ser seleccionados para el desarrollo de formu-
laciones de biofertilizantes, probablemente sean poco 
eficientes en la solubilización de fósforo. 

Otro factor a considerar en la reducción de la esta-
bilidad de solubilización es que, en condiciones natura-
les, las comunidades microbianas son altamente diversas 
y mantienen complejas interacciones, lo que conlleva a 
la regulación de los procesos metabólicos de las espe-
cies implicadas en la solubilización de fósforo (Goteti et 
al., 2014). Esto apunta a que, ante la ausencia de dichas 
interacciones, propias de un ambiente in vitro, algunos 
aislados bacterianos no activan las rutas metabólicas 
que conducen a la producción de los ácidos orgánicos 
implicados en el proceso de solubilización de fósforo. 

La acumulación de metabolitos secundarios 
inhibitorios es otro factor que ha sido relacionado al 
descenso de la capacidad de solubilización en evalua-
ciones in vitro (Yadav et al., 2016). Sin embargo, este 
planteamiento podría ser refutable, ya que, en cada 
resiembra, los aislados fueron transferidos hacia me-
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dios de cultivos nuevos sin presencia de metabolitos 
secundarios. Esto sugiere que el comportamiento de la 
estabilidad se explica de mejor forma por los factores 
de compuestos orgánicos producidos por las raíces y 
la interacción de los aislados bacterianos con el resto 
del consorcio microbiano, los cuales, en conjunto, es-
timulan la actividad de solubilización de fósforo de los 
aislados bacterianos. 

A pesar de esto, existieron aislados como el 
Pf_33, Pf_18 y Pf_5, entre otros, que mantuvieron y/o 
aumentaron su capacidad de solubilización en cada 
resiembra. Esto muestra que la capacidad y estabilidad 
de solubilización de dichos aislados puede ser inde-
pendiente de los factores mencionados, lo cual podría 
ser explicado por las condiciones del sitio de origen de 
estos. Es decir, si los aislados provienen de regiones 
con poca presencia de exudados radiculares y su vez, 
una baja abundancia de otros microorganismos, los 
aislados bacterianos estarían adaptados a realizar el 
proceso de solubilización de forma aislada. Esto ex-
plicaría el hecho de que su capacidad y estabilidad 
de solubilización no se vea afectada al ser evaluados 
in vitro, en donde los factores mencionados no están 
presentes.  Esta condición de independencia a dichos 
factores, convierte a estos aislados en potenciales can-
ditados para el desarrollo de biofertilizantes.

Por otra parte, a pesar de haber trabajado con la 
misma especie de bacteria, hubo una notable diferen-

cia en la capacidad de solubilización entre los aislados 
provenientes de la región occidental y las zonas aleda-
ñas al altiplano central de Guatemala. Esta diferencia 
puede ser debida a que las comunidades microbianas 
presentan diferencia de su tasa metabólica en función 
de la temperatura. Al respecto, se ha reportado que el 
incremento de temperatura genera un aumento en la 
tasa metabólica de las comunidades microbianas mi-
crobianas (Dijkstra et al., 2011; Smith et al., 2019) por 
lo que, a pesar de que las condiciones de incubación 
oscilaron los 28 °C para todos los aislados, es probable 
que la expresión metabólica se mantuviera en función 
a las condiciones de temperatura del sitio de colecta, 
existiendo aislados naturalmente más eficientes en la 
solubilización de P. Esto puede ser el resultado de un 
proceso evolutivo de adaptación a través del cambio 
de las frecuencias alélicas en los genes implicados en 
la solubilización del P.

Al analizar los valores de ISF, es claro que existe 
una relación entre la capacidad de solubilización y la 
temperatura, es decir, a mayor ISF mayor la tempe-
ratura de la región de donde provienen el aislado y 
viceversa. A pesar de esto, el hecho de evaluar a los 
aislados en condiciones diferentes a su lugar de pro-
cedencia, también pudo ser un factor que modificó su 
eficiencia de solubilización, ya que estos se encuentran 
adaptados a condiciones abióticas, como la temperatu-
ra, distintas a las encontradas en un ambiente in vitro. 

Figura 5
Halos de solubilización de tres aislados nativos de P. fluorescens a los 15 días desde la siembra en medio NBRIP  
(a) Pf _33, (b) Pf _26 pertenecen al grupo A, (c) Pf _11 pertenece al grupo B del dendrograma NJ según su capacidad 
solubilizadora de Ca3(PO4)2.
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Por esta situación, se sugiere evaluar el efecto de la 
temperatura, durante el proceso de incubación, sobre 
la efectividad de solubilización de los aislados, como 
sugiere el estudio de Porras  y colaboradores (2002). 

Esta variación, en la eficiencia de solubilización, 
también puede deberse a las complejas interacciones 
que se presenta a nivel de las comunidades microbia-
nas en el suelo (Liu et al., 2019). Estas interacciones, 
propias de comunidades microbianas bajo un balance 
ecológico, pueden ser afectadas negativamente por fac-
tores como la fertilización química (Francioli et al., 
2016; Wang et al., 2019) y la aplicación de pesticidas 
(Al-Ani et al., 2019; Arora & Sahni, 2016) generándose 
la alteración de su diversidad y composición (Meena 
et al., 2020). Este escenario presenta una aceptable 

explicación al hecho que, los aislados más eficientes 
en la solubilización de fósforo provinieron de zonas 
boscosas naturales (Pf_33, Pf_24, Pf_32) o de sistemas 
agrícolas con cultivos de subsistencia (Pf_5, Pf_23) 
(Figura 2), y a pesar de que la evaluación in vitro se 
realizó con colonias bacterianas puras, es probable que 
los aislados de estas zonas hayan estado metabólica-
mente más activos por provenir de comunidades más 
diversas.   

 En ambos sistemas, la aplicación de moléculas 
químicas, con fines de fertilización o control de plagas 
y enfermedades, es inexistente o muy baja. Esto asegu-
ra que la diversidad de especies y dinámica microbiana 
no se encuentre alterada y, por lo tanto, la eficiencia 
de los microorganismos se potencialice al provenir de 

Nota. Se muestran únicamente las comparaciones de medias significativas p < .05 

Figura 6
Diagrama de cajas de la capacidad de solubilización de fósforo Ca3(PO4)2 bajo condiciones in vitro de cada uno de 
los aislados nativos de P. fluorescens. El índice de solubilización representa la relación entre el diámetro del halo de 
solublización y diámetro de crecimiento de la colonia.
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Nota. Se muestran únicamente las comparaciones de medias estadísticamente significativas p < .05. 

Figura 7
Diagrama de cajas de la capacidad de solubilización de fósforo Ca3(PO4)2 bajo condiciones in vitro de los aislados 
nativos de P. fluorescens a nivel de cada departamento de colecta. El índice de solubilización representa la relación 
entre el diámetro del halo de solublización y diámetro de crecimiento de la colonia.

suelos no contaminados (Delgado-Baquerizo et al., 
2016). Esta potencialización puede deberse a que la 
disponibilidad del P depende mayormente de la acti-
vidad microbiana, por lo cual los aislados bacterianos 
deben ser altamente eficientes para poder suplir los 
requerimientos vegetales. Por el contrario, los aislados 
que presentaron los valores más bajos de ISF provinie-
ron de sistemas de producción intensivos (Figura 2), 
en donde el balance de las comunidades microbianas 
ya ha sido alterado y los aislados bacterianos podrían 
ser menos eficientes en la solubilización debido a las 
aplicaciones externas de P para suplir los requerimien-
tos nutricionales.

Una situación relevante del estudio es que los 
aislados que mostraron mayor capacidad de solubiliza-

ción, también fueron organizados en un mismo grupo 
genético y viceversa. De tal manera, los grupos A y B 
del dendrograma estuvieron compuesto por los aislados 
con los ISF más altos y bajos, respectivamente. Este 
vínculo es sumamente importante, ya que debido al 
creciente interés en la formulación de biofertilizan-
tes, ahora se conocen los sitios geográficos de donde 
se podría realizar el aislamiento de nuevos aislados 
bacterianos con altos valores de ISF, los cuales, al ser 
genéticamente similares, se esperaría que expresaran 
una alta actividad de solubilización de P. Este tipo de 
vínculo ha sido descrito anteriormente, donde se des-
taca la importancia de establecer el grado de cercanía 
genética entre los aislados, ya que este es un factor a 
considerar para establecer las zonas con presencia de 
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Figura 8
Representación gráfica de la estabilidad en la solubilización de fósforo Ca3(PO4)2 bajo condiciones in vitro de los 
aislados nativos de P. fluorescenes a lo largo de 5 resiembras. Los aislados están representados de acuerdo con su 
lugar de colecta para una mejor visualización. Las letras en cada gráfica indican el lugar de colecta (a) Escuintla,  
(b) Chimaltenango, (c) Sacatepéquez, (d) Sololá, (e) Totonicapán, (f) Quetzaltenango, (g) Totonicapán. 
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aislados bacterianos con mayor capacidad de solubili-
zación que pueden ser aprovechados para el desarrollo 
de biofertilizantes (Browne et al., 2009; Qessaoui et 
al., 2019). 

Finalmente, los hallazgos de esta investigación 
demuestran que los aislados nativos de P. fluorescens 
tienen el potencial de ser una alternativa sostenible  al 
ser utilizados como base para el desarrollo de futuros 
biofertilizantes. Esto representa un aporte en la bús-
queda de soluciones a la problemática de la fijación del 
fósforo, de la cual resulta la actual dependencia a la 
fertilización química. Esta alternativa también resulta 
atractiva, ya que se ha demostrado, ampliamente, que 
el uso excesivo de fertilizantes de síntesis química tie-
ne numerosos efectos negativos al ambiente, situación 
que se reduciría al utilizar estos aislados bacterianos. 
Ante lo promisorio de los hallazgos in vitro, se sugie-
ren futuras investigaciones para evaluar la respuesta de 
los aislados del grupo genético A, pudiendo priorizarse 
en los aislados Pf_33, Pf_24, Pf_32, Pf_5, Pf_23 por 
su alta eficiencia y estabilidad de solubilización de P, a 
diferentes condiciones de campo y diversidad de culti-
vos. Por consiguiente, se avanzará en el desarrollo de 
formulaciones de biofertilizantes eficientes que puedan 
ser distribuídos a los productores agrícolas nacionales.  
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