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Prólogo

El nuevo orden económico mundial sumado a la dificultad para hacer pre-
dicciones certeras en torno a un régimen climático cada vez más cambiante, 
ha planteado la necesidad de desarrollar estrategias más holísticas para me-
jorar los niveles de producción actuales en cultivos de interés mundial como 
el arroz. En Colombia esta situación cobra gran interés por ser un país de 
vocación agrícola y del que un número importante de sus habitantes derivan 
su sustento de esta actividad, lo que a su vez, incurre en un gran impacto so-
cial, siendo el arroz un buen ejemplo de ello como lo demuestran las más de 
quinientas mil familias ubicadas en 211 municipios que derivan su sustento 
de la siembra y manejo en más de 460 000ha en promedio que se siembran 
anualmente en el país de este cereal. 

Históricamente en Colombia se ha cultivado el arroz en cuatro zonas 
geográficas: la zona Centro (Tolima, Huila y Valle del Cauca), la zona de 
los Llanos Orientales (Meta y Casanare) y las zonas conocidas como Caribe 
húmedo (Antioquia, Bolívar, Córdoba y Sucre) y Caribe seco (Cesar, La 
Guajira, Santander y Norte de Santander). Los estudios más recientes del 
Instituto Geográfico Agustín Codazzi (iGac), muestran que alrededor del 
50 % del área de Colombia tiene problemas de erosión; este 50 % se con-
centra precisamente en las áreas de mayor producción agropecuaria, las 
cuales concuerdan con las zonas Central, Caribe seco y Caribe húmedo 
mencionadas antes, y en zonas de acelerado desarrollo como los Llanos y la 
Amazonia, donde la erosión afecta más rápidamente (2 a 10 años) la capaci-
dad productiva de los suelos. 

El deterioro en las condiciones físico-químicas del suelo, sumado a la dis-
minución de la materia orgánica del mismo, tiene efectos dramáticos sobre 
la eficiencia de la nutrición vegetal, haciendo que el uso de fertilizantes quí-
micos se intensifique, al punto que en los últimos diez años la utilización de 
la fertilización nitrogenada en los cultivos de arroz pasó de 100 kg/ha a 230 
kg/ha. Este incremento en el uso de fertilización nitrogenada influye enor-
memente en los costos de producción del cultivo, ya que la sola fertilización 
de nitrógeno alcanza un valor cercano al 20 % de los costos totales de pro-
ducción, y la fertilización, en general, un costo que está alrededor del 30 %.

Hoy en día existen suficientes evidencias que indican que, independien-
temente del tipo de cultivo, los suelos ácidos y tropicales bajo explotación 
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agrícola requieren un particular seguimiento de sus propiedades biológicas, 
ya que los microorganismos determinan la disponibilidad de nutrientes, 
agua y aire para las plantas. La materia orgánica, y muy especialmente los 
microorganismos que forman parte de esta, se ven gravemente afectados por 
las prácticas agrícolas inapropiadas, al alterar los ciclos del carbono, nitróge-
no y fósforo, que determinan la salud y calidad nutricional del suelo. De allí 
se desprende que para generar una estrategia orientada a reducir los costos 
de producción, y en especial los de fertilización, es preciso conocer las carac-
terísticas biológicas de los suelos por cultivar. Entre estas características cabe 
destacar la capacidad metabólica microbiana, la cual permitirá identificar 
cuál es la capacidad de llevar a buen término un adecuado ciclaje de nutrien-
tes en el suelo y predecir cuál será su evolución bajo la influencia de un cul-
tivo como el arroz, permitiendo de esta forma hacer enmiendas microbianas 
que restituyan las propiedades biológicas del suelo.

Para efectos del desarrollo de este libro se va a hacer énfasis en un aná-
lisis que tomó como punto de referencia 16 fincas arroceras ubicadas en la 
zona Centro y de los Llanos Orientales, donde se lleva a cabo alrededor del 
70 % de la producción arrocera del país. Ambas zonas han sido selecciona-
das por presentar situaciones contrastantes desde el punto de vista de ferti-
lidad, características físico-químicas del suelo y diferencias en los sistemas 
de siembra del cultivo. En este contexto, en la zona Centro predominan sue-
los tendientes a pH neutro, bastante fértiles y con un sistema de cultivo por 
inundación. Por otra parte, en los Llanos Orientales predominan suelos áci-
dos, poco fértiles y con sistemas de producción inundado y secano.

Infortunadamente, a pesar de la importancia del componente biológico 
en el funcionamiento de los ecosistemas agrícolas, en Colombia son muy 
pocos los productores que realizan un diagnóstico inicial de las propiedades 
biológicas de los suelos que van a explotar, y mucho menos un constante 
seguimiento de sus cambios a través de los diferentes ciclos de cultivo. Sin 
embargo, es evidente que los microorganismos desempeñan un papel funda-
mental en el funcionamiento de un ecosistema agrícola, gracias a la presta-
ción de una serie de servicios ambientales, entre los que se incluye el ciclaje 
de nutrientes, como bien se explica en el primer capítulo de este libro. Por tal 
motivo, el desarrollo sostenible de la agricultura necesariamente debe incor-
porar un manejo mucho más racional del recurso suelo, dado que es uno de 
los principales patrimonios del agricultor.

Atendiendo a la necesidad de comprender la función que cumplen los 
microorganismos en el ecosistema agrícola del arroz, en el presente trabajo 
los autores se han propuesto determinar las propiedades biológicas, bioquí-
micas, físicas y químicas de 16 suelos de fincas productoras de arroz de los 
departamentos de Tolima y Meta, provenientes de sistemas de producción 
de riego y secano. De esta forma, luego del primer capítulo introductorio, 
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donde se plantea el papel fundamental que cumplen los microorganismos 
en el ecosistema agrícola, el libro se enfoca inicialmente en una descripción 
detallada de las características físico-químicas que definen los suelos de estas 
16 fincas (capítulo 2); en este contexto, cabe señalar que a partir de dicha ca-
racterización se identificaron cuatro subregiones localizadas: en el norte de 
Tolima (en los municipios de Armero y Lérida), sur de Tolima (municipios 
de Saldaña y Purificación), cultivos secanos en Meta (localizados en el mu-
nicipio de Villavicencio) y los cultivos inundados de Meta (localizados en el 
municipio de Castilla la Nueva, Acacías y Villavicencio). Partiendo de esta 
caracterización de los suelos de la región, en los capítulos 3 a 5 se describen 
los elementos biológicos y bioquímicos asociados con grupos funcionales de 
microorganismos que intervienen con los ciclos de nitrógeno, fósforo y car-
bono, respectivamente; en cada capítulo se plantea una discusión en torno al 
papel de estos grupos funcionales en los cultivos bajo estudio. 

En el capítulo 6 se hace un análisis de la estructura de la comunidad mi-
crobiana de los microorganismos procarióticos y eucarióticos no cultivables 
asociados a la rizósfera de las fincas de arroz analizadas; los resultados de 
este análisis muestran la importancia de los factores físicos, químicos y de 
manejo en la definición de dicha estructura microbiana. Posteriormente, en 
el capítulo 7, se muestran los resultados de la aplicación en campo de en-
miendas microbianas diseñadas para el mejoramiento de la nutrición en los 
cultivos de arroz, destacándose la aplicación de microorganismos celulo-
líticos en una soca en el municipio de Saldaña, que arrojó incrementos en 
producción del orden del 25 %. Por último, en el capítulo 8, se hace una 
descripción de los pasos fundamentales que se deben seguir en un proceso 
de investigación y desarrollo diseñado para el aislamiento, la evaluación, 
selección y comercialización de microorganismos con potencial biotecno-
lógico, para ser empleado como promotor de crecimiento vegetal en los 
cultivos de arroz. 
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Capítulo 1

El componente microbiano del suelo 

como una herramienta para el desarrollo 

sostenible del cultivo de arroz

Daniel Uribe-Vélez1*

1 Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional de Colombia, 
Bogotá, D.C. 

* duribev@unal.edu.co

El arroz es el segundo alimento más utilizado en todo el mundo después del 
trigo, pero posiblemente representa el cultivo más importante debido a su 
papel preponderante en la seguridad alimentaria del planeta, ya que cerca de 
2000 millones de personas dependen de este cultivo para su sustento diario. 
El arroz se cultiva en más de 100 países, con un área cultivada de alrededor 
de 153 millones de hectáreas y una producción de más de 600 millones de to-
neladas anuales en todo el mundo (Prasanna, Nain, Pandey & Nayak, 2010). 
En Colombia, según el dane, en los últimos diez años se han sembrado en 
promedio alrededor de 457 000 hectáreas, para una producción anual pro-
medio de 2 224 000 toneladas.

La agricultura global actualmente está enfrentando una serie de retos co-
yunturales para su desarrollo, debido en buena medida a los altos precios en 
los insumos básicos asociados a la agricultura. Estos altos precios se deben a 
una serie de factores cuyo desenlace ha tenido implicaciones globales. Entre 
estos factores merece destacar los altos precios de las energías fósiles genera-
dos por la crisis mundial del petróleo, la urbanización de las tierras de voca-
ción agrícola, el cambio climático, así como el alto crecimiento económico 
de países densamente poblados como China e India (Godfray et al., 2010; 
oecd-fao, 2008). Esta situación es incluso más crítica si se considera que 
para el año 2050 nuestro planeta deberá producir entre 70 y 100 % más ali-
mentos en relación con lo que en la actualidad se produce, en prácticamen-
te el mismo suelo (o menos) que hoy estamos empleando en la agricultura 
(Godfray et al., 2010). 

La situación descrita arriba plantea el reto de desarrollar estrategias ten-
dientes al incremento en los rendimientos de todos los productos agrícolas 
de primera necesidad en el corto y mediano plazo. Particularmente, en el 
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caso del arroz, estos rendimientos a nivel mundial oscilan entre 1 t.ha-1 en 
cultivos con bajo nivel de tecnificación y pobre abastecimiento de agua, has-
ta alrededor de 10 t.ha-1, en cultivos con condiciones adecuadas de irrigación 
y buen nivel de tecnificación, lo cual representa un promedio mundial de 
alrededor de 4,2 t.ha-1 (Prassana et al., 2010; Zeigler y Barclay, 2008). Para 
el caso de Colombia, el rendimiento promedio en los últimos diez años es 
de 4,87 t.ha-1, incluyendo el arroz mecanizado y manual o poco tecnificado, 
aunque este último no llega a representar más del 6 % de la producción na-
cional (Fedearroz, 2011). 

En las últimas cinco décadas la producción de los granos, en general, se 
ha más que duplicado, a pesar de que el incremento en el uso de suelo ara-
ble para la agricultura ha aumentado únicamente en un 9 % (Pretty, 2008). 
En el caso del cultivo del arroz, estos incrementos han estado sustentados 
fundamentalmente en la generación asistida por marcadores moleculares de 
nuevas variedades resistentes a factores bióticos (plagas y enfermedades) y 
abióticos (salinidad, suelos pobres), así como variedades con mejor calidad 
en el grano y variedades de ciclo corto. Por otra parte, los desarrollos han 
estado enfocados en generación de nuevos herbicidas y fertilizantes, mecani-
zación del cultivo, manejo sitio dirigido de nutrientes, manejo integrado de 
plagas, optimización del riego y del manejo poscosecha, entre otros factores 
(Zeigler y Barclay, 2008). En nuestro país este proceso ha sido liderado por 
Fedearroz (Federación Nacional de Arroceros) entidad que ha estado a tono 
con las necesidades del sector y ha cumplido las expectativas generadas para 
el cultivo a nivel mundial. 

El escenario descrito plantea un gran reto mundial para los próximos 40 
años, el cual consiste en prácticamente duplicar la producción agrícola, em-
pleando sustancialmente la misma tierra y enfrentando nuevas circunstan-
cias ecológicas generadas a expensas del cambio climático, el cual en nuestro 
país no es para nada despreciable, toda vez que en la actualidad Colombia 
está sumida en uno de los más largos y dramáticos periodos de lluvia de la 
historia reciente del país, con sus obvias consecuencias para el sector agríco-
la (El Espectador, 2011). Si bien existen grandes expectativas en los progra-
mas de fitomejoramiento vegetal, para la generación de nuevas variedades 
con genotipos de mayor rendimiento de los diferentes cultivos de interés 
mundial (Tester y Landgridge, 2010), difícilmente esta única estrategia per-
mitirá alcanzar el promedio mundial de las 10 t.ha-1, para el caso del arroz, 
necesarias para suplir la demanda estimada. 

El suelo ha sido el gran olvidado en el diseño de las políticas de mejora-
miento de los rendimientos del grano en el ámbito nacional y en el interna-
cional; de hecho, el reporte mundial publicado por el gobierno británico, 
Foresight. The Future of Food and Farming (Final Project Report, 2011), sos-
tiene que de los 11,5 billones de hectáreas con cobertura vegetal en la tierra, 
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alrededor del 24 % ha sufrido degradación del suelo inducida por algún tipo 
de actividad humana, efecto que seguramente está ligado al desarrollo, desde 
los años 1960, de la revolución verde. Es por esto que una de las prioridades 
del informe del gobierno británico mencionado con anterioridad es la nece-
sidad de generar un programa serio de manejo sostenible del suelo, en los 
diferentes cultivos a nivel mundial. Sensibles con esta situación, en nuestro 
país se han venido desarrollando proyectos tendientes a hacer un diagnós-
tico de la calidad biótica y abiótica de los suelos en las zonas de cultivo de 
importancia nacional, como el arroz. 

En este contexto, el presente libro pretende mostrar un diagnóstico del 
metabolismo edáfico asociado al nitrógeno (capítulo 3), fósforo (capítulo 
4) y carbono (capítulo 5), asociado a 16 unidades productivas de arroz, cir-
cunscritas a los departamentos de Tolima y Meta, que constituyen dos de 
las principales zonas productoras de arroz en el país. Este diagnóstico se 
hace a través de una aproximación polifásica que comprende el análisis de 
la presencia de grupos de microorganismos cultivables asociados al cicla-
je de los nutrientes de los elementos arriba mencionados, así como la acti-
vidad enzimática asociada a los suelos de donde estos han sido obtenidos. 
Igualmente, se presenta la caracterización de la estructura de la comunidad 
de microorganismos no cultivables a través de marcadores filogenéticos de 
hongos y bacterias (capítulo 6). En el presente capítulo se introduce una serie 
de conceptos que han liderado la formulación y el desarrollo de este estudio, 
con el objeto de mejorar su comprensión y, de esta forma, contribuir con lo 
que desde nuestro grupo de investigación se considera debe ser una política 
no únicamente gremial sino nacional. 

Microorganismos como componentes esenciales 

de los servicios del ecosistema

La comisión internacional denominada Millenium Ecosystem Assesment 
(Evaluación de Ecosistemas del Milenio), fue convocada por las Naciones 
Unidas en el año 2000 para dar una visión técnica por más de 1300 expertos 
a nivel mundial, en torno a las consecuencias del cambio del uso de los eco-
sistemas. En dicha comisión se llegó, entre otros conceptos, al consenso de 
que los ecosistemas proporcionan una serie de servicios al hombre, los cuales 
se pueden dividir en cuatro categorías principales, a saber: 1) la producción 
de recursos (e.g. alimento, fibras, combustible, agua); 2) la promoción de 
vida dentro del planeta (e.g. formación de suelo, ciclaje de nutrientes, poli-
nización); 3) la regulación de los procesos del ecosistema (e.g. regulación del 
clima, control de enfermedades, decodificación) y 4) los servicios culturales 
(e.g. recreación) (Millenium Ecosystem Assesment, 2003). 

Los microorganismos, como agentes determinantes de los diferentes pro-
cesos que se llevan a cabo en el suelo, desempeñan un papel preponderante 
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en cada uno de esos servicios. Por esta razón, el desarrollo de una agricultura 
sostenible en el tiempo debe involucrar el entendimiento de los factores que 
modulan el papel de estos microorganismos en el suelo, con el objeto de ma-
nipular su aplicación para el beneficio de la agricultura. De hecho, la sosteni-
bilidad ambiental depende de la salud del suelo, la cual está regulada por los 
microorganismos; así mismo la producción agrícola depende de la fertilidad 
del suelo, la cual está igualmente regulada por los microorganismos (Mocalli 
y Benedetti, 2010). A continuación se describe cómo los microorganismos 
participan en el desarrollo de los servicios asociados a las categorías 2 y 3, las 
cuales comprometen más directamente su funcionamiento en el ecosistema, 
y, además, con el objeto de facilitar la valoración del papel que los microor-
ganismos representan en cada uno de esos servicios, se clasificarán los mi-
croorganismos en grupos funcionales. 

En cuanto al servicio de promoción de la vida dentro del planeta, se en-
cuentra un amplio grupo de microorganismos asociados al ciclaje de nu-
trientes. Este grupo es particularmente importante para el soporte de las 
actividades agrícolas, ya que regulan la disponibilidad de nutrientes para la 
planta. Entre los nutrientes más importantes para la actividad agrícola está 
el nitrógeno, cuya entrada natural en el ecosistema está determinada a través 
de la fijación biológica de nitrógeno (fbn), pero su permanencia en el mismo 
está igualmente afectada por la acción de otros grupos funcionales como 
los amonificantes, nitrificantes, denitrificantes, entre otros, que ejercen una 
serie de transformaciones de este elemento en el ecosistema, las cuales inci-
den directamente sobre su disponibilidad para la planta (Myrold, 2005). El 
fósforo es otro elemento en el cual la actividad microbiana ejerce un gran 
efecto sobre la disponibilidad para la planta, a través de grupos funcionales 
como las micorrizas o microorganismos solubilizadores o mineralizadores 
de fosfato. Estos microorganismos dejan disponible dicho elemento, gracias 
a la mineralización de compuestos orgánicos o la desestabilización de las 
sales de fosfato insolubles presentes en el suelo, particularmente en agro-
ecosistemas tropicales (Scheublin et al., 2010; Smith y Read, 1997; Yarzábal, 
2010). Otro papel importante en relación con este servicio del suelo es la 
descomposición de la materia orgánica, la cual se puede entender de forma 
general como la mineralización del carbono, función que es el complemento 
catabólico del proceso de la fotosíntesis (Barrios, 2007). Este proceso, gene-
rado por la acción conjunta de bacterias, hongos, protozoarios e invertebra-
dos, consiste básicamente en la fragmentación física, degradación química 
y lixiviación de sustancias orgánicas que se convierten en una significativa 
fuente de nutrientes, no únicamente de tipo carbonados sino macro y micro-
nutrientes atrapados en la biomasa vegetal, cuya degradación permite que 
estén nuevamente disponibles para la planta (Giller et al., 1997). 
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El otro servicio en el cual los microorganismos toman parte está relacio-
nado con la regulación de los procesos del ecosistema (Barrios, 2007; Giller et 
al., 1997). En este sentido merece destacar la modificación de la estructura del 
suelo, entendiendo estructura del suelo como la cementación de partículas 
de arcilla, limo y arena, en conjunto con la materia orgánica disuelta, para 
formar agregados de diferente tamaño gracias a la acción de agentes orgá-
nicos e inorgánicos (Montenegro, 2003). Esta estructura está definida por la 
acción de exopolisacáridos de origen microbiano y vegetal, y por la acción 
de raíces, macrofauna edáfica e hifas de origen fúngico. Merece igualmente 
resaltar la acción particular de las micorrizas en este sentido, no solo por el 
gran entramado que generan sus hifas en el suelo, debido a la colonización 
de diferentes plantas, sino por la producción de la glicoproteína glomalina, 
la cual es determinante en la formación de agregados en diferentes tipos de 
suelo, además de hacer parte importante de la fracción de carbono recalci-
trante (Rilling et al., 2003).

En la regulación de procesos del ecosistema también se encuentra el 
control de plagas y enfermedades (Barrios, 2007; Giller et al., 1997). Este es 
un proceso que ocurre de forma natural dentro de los ecosistemas, al punto 
que en diferentes latitudes se ha reconocido el fenómeno de los llamados 
suelos supresivos, entendidos estos como suelos que poseen la capacidad de 
limitar el desarrollo o crecimiento de ciertos patógenos (Campbell, 1989; 
Mazzola, 2004; Garbeva et al., 2004). Este fenómeno ha sido asociado a 
diferentes factores bióticos y abióticos. Entre los abióticos se pueden men-
cionar algunas propiedades físico-químicas del suelo, debido a la acción 
de ciertas fracciones de arcillas, y entre los factores bióticos, la microflora 
nativa del suelo (Campbell, 1989; Garbeva et al., 2004). Algunos autores 
sugieren que el principal factor que determina la supresividad de un suelo 
son las comunidades microbianas del mismo, ya que luego de ser esterili-
zado, este permite más fácilmente el desarrollo del patógeno, en compara-
ción con un suelo no esterilizado, además de que esta capacidad puede ser 
transferible a otros suelos a partir de pequeños inóculos (Malajczuk, 1983; 
Cook y Baker, 1983; Campbell, 1989). 

En este contexto, es posible pensar que la manipulación de la comunidad 
microbiana nativa antagonista podría ser una estrategia viable para el ma-
nejo de enfermedades. Sin embargo, para que esto sea posible es necesario 
identificar el componente biológico asociado a dicha condición de supresivi-
dad, con el objeto de poder monitorear el impacto de las prácticas de manejo 
agrícola sobre la abundancia y actividad de la población microbiana de in-
terés. Merece mencionar que esta situación puede llegar a ser bastante com-
pleja, ya que la supresividad de un suelo podría estar relacionada, además 
de la población específica de antagonistas, con un mejor estatus nutricional 
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del cultivo, producto de la acción de microorganismos promotores de creci-
miento vegetal (Mazzola, 2004; Barrios, 2007).

La fuente más importante de diversidad microbiana en el planeta se en-
cuentra en el suelo, y es básicamente desconocida. A pesar de la relevancia de 
los microorganismos en los diferentes procesos y servicios que estos prestan 
al ecosistema en el suelo, rara vez son incluidos en los modelos globales de 
funcionamiento como una herramienta para el manejo nutricional o de en-
fermedades del ecosistema. Una de las principales razones para esta omisión 
radica en la abrumadora diversidad microbiana residente en el suelo (Allison 
y Martiny, 2008). Se ha estimado que el número total de células procarióticas 
sobre nuestro planeta oscila entre 4-6 x 1030 (Sleator et al., 2008), con 3000 a 
11 000 genomas microbianos por gramo de suelo (Schmeisser et al., 2007). 
Esa gran cantidad de microorganismos no son únicamente filogenéticamen-
te muy diversos, sino funcionalmente muy variados y con un papel crítico 
por su función ecológica (Rutigliano et al., 2004). 

La gran diversidad de microorganismos en el ecosistema ha llevado a pen-
sar que los cambios en las comunidades no altera los procesos biológicos, 
ya que las comunidades del suelo son redundantes, resilientes o resistentes 
(Allison y Martiny, 2008). Un suelo se considera redundante desde el pun-
to de vista funcional cuando varios grupos de microorganismos poseen la 
capacidad de llevar a cabo un proceso determinado a una tasa muy similar, 
bajo las mismas condiciones ambientales. En el mismo sentido, la comuni-
dad microbiana en el suelo se considera resiliente cuando posee la capacidad 
de recuperar su composición original luego de un disturbio de origen natu-
ral o antropogénico, y dicha comunidad es resistente cuando su estructura 
no se modifica a pesar de la presencia de un disturbio particular (Allison y 
Martiny, 2008). Pese a los conceptos arriba mencionados, un buen número 
de estudios ha mostrado que particularmente ante ciertos estímulos como la 
aplicación de fertilizantes, la estructura de las comunidades microbianas son 
altamente sensibles, llegando a alterar incluso su función (Allison y Mar-
tiny, 2008; Gu et al., 2009; Waldrop et al., 2000). De manera similar, se ha 
reportado que, dependiendo de la duración de un disturbio determinado y 
del grupo taxonómico bajo observación, las comunidades microbianas del 
suelo son sensibles a los cambios en su estructura y, por ende, en un grado 
u otro no son completamente resilientes. La pregunta que surge entonces es 
si esa variación en los cambios de la comunidad conduce igualmente a un 
cambio en las funciones del ecosistema. En este sentido, Giller et al. (1997) y 
Allison y Martiny (2008) indican que hay un número considerable de estu-
dios que sugieren que algunas funciones del ecosistema son llevadas a cabo 
por diversos grupos filogenéticos; sin embargo la tasa a la cual una función 
específica es llevada a cabo por esos grupos puede diferir entre ellos, lo cual 
puede incidir en el funcionamiento del ecosistema. Por otra parte, estos 
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autores igualmente señalan que hay ciertas funciones más especializadas que 
son llevadas a cabo por un grupo más limitado de especies (e.g. la fijación 
biológica de nitrógeno por Rhizobium), cuya pérdida para un ecosistema lo 
hace más sensible desde el punto de vista funcional. 

La situación planteada sustenta la importancia de llevar a cabo estudios 
relacionados con la determinación de la diversidad microbiana desde el pun-
to de vista filogenético y funcional de aquellos agro-ecosistemas en los cuales 
se pretenda dar un manejo sostenible del suelo. Sin embargo, una limitación 
para llevar a cabo estos estudios es que cerca del 99 % de los microorganis-
mos entran actualmente dentro de la categoría de no cultivables, ya que no 
es posible obtener aislamientos puros en medios de cultivo. Por esta razón, 
se ha venido desarrollando una serie de técnicas moleculares que consisten 
en el aislamiento y la caracterización del conjunto de genomas asociados a 
la comunidad microbiana del suelo (microbioma edáfico), con el objeto de 
identificar mediante el uso de marcadores moleculares de tipo filogenético 
o funcional la estructura de la comunidad microbiana asociada a un nicho 
particular, o mediante el análisis del genoma completo de esta comunidad 
(metagenoma), identificar nuevas especies, genes o moléculas que tengan 
aplicaciones puntuales para la biotecnología o la agricultura, y de esta forma 
contribuir con el desarrollo sostenible en nuestro planeta (Mocalli y Bene-
detti, 2010).

El enriquecimiento de grupos funcionales en arroz 

a través de la aplicación de inoculantes

El cultivo de arroz es un agro-ecosistema muy complejo que se puede cla-
sificar de acuerdo con los sistemas de cultivo en: inundado por irrigación, 
cultivos inundados dependientes de riego y cultivos secanos (Prasana et al., 
2010). Según esta clasificación, cerca del 75 % de los cultivos en el mundo 
se encuentran bajo el sistema de cultivo de inundación, el cual está confor-
mado por tres compartimientos: una fracción anóxica del suelo de soporte, 
donde el oxígeno es agotado luego de la inundación; luego está la fracción 
superficial del suelo, donde hay una interfase anóxica/óxica y finalmente se 
encuentra la fracción óxica asociada a la rizósfera (Liesack et al., 2000). En 
estas fracciones se puede evidenciar toda una serie de gradientes de oxíge-
no, así como de aceptores de electrones y compuestos reducidos, los cuales 
claramente tipifican un ecosistema diverso y complejo, en particular desde 
el punto de vista de la actividad microbiana (Liesack et al., 2000; Prassana 
et al., 2010). 

Esta diversidad de ambientes generados por la interfase aeróbica/anae-
róbica en el ecosistema de arroz, proporciona el hábitat para un grupo di-
verso de microorganismos. Algunos de estos son grandes movilizadores de 
nutrientes, entre los que se encuentran los fijadores biológicos de nitrógeno, 
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solubilizadores, mineralizadores y translocadores de fosfato, oxidadores de 
azufre, y microorganismos mineralizadores de carbono. El estudio de los 
diferentes grupos funcionales mediante el uso de las técnicas cultivable y no 
cultivable, ha permitido el desarrollo de inoculantes como estrategias para el 
desarrollo sostenible del cultivo, algunos de los cuales han sido exitosamente 
empleados como inoculantes en cultivos de arroz en el trópico, enmarcados 
en una estrategia de manejo sostenible de los servicios microbianos al ecosis-
tema a través de biofertilizantes (Uribe et al., 2010) (figura 1.1).

Estudio y manipulación de 
fracción biótica 

de microorganismos 
no cultivables 

- Marcadores moleculares 
filogenéticos y funcionales

- Actividad enzimática del suelo
 

Aplicación de enmiendas 
microbianas para mejorar 

la toma de nutrientes

- Promotores de crecimiento 

- Fijadores biológicos de nitrógeno

- Solubilizadores/minerales de fosfato

- Descomponedores de materia orgánica

- Controladores biológicos

 

Incorporación y 
manejo del 

componente 
biótico del suelo

Fitomejoramiento dirigido a la 
selección de genotipos eficientes 

en la promoción y actividad 
de microorganismos promotores 

de crecimiento vegetal 

Figura	1.1	 Estrategias para la incorporación del componente biótico del suelo en el desarrollo 
de una agricultura sostenible en arroz.
Fuente: autores

Microorganismos	fijadores	biológicos	de	nitrógeno

La diversidad de ambientes generados en el cultivo de arroz bajo inun-
dación permite el establecimiento de diversos grupos de microorganismos 
fijadores biológicos de nitrógeno o diazotróficos. El estudio de Wartiainen 
et al. (2008), basado en la técnica de pcr-dGGe (capítulo 6 para los detalles 
de la técnica), encontraron 33 unidades taxonómicas operativas (otU) dife-
rentes, evidenciando de esta forma una gran diversidad de este tipo de orga-
nismos asociados al cultivo de arroz. En un estudio similar, Bin et al. (2007) 
encontraron que algunos patrones son específicos de la rizósfera, mientras 
que otros son endófitos de la planta de arroz. Estos resultados indican que 
las plantas de arroz presentan un nicho adecuado para el empleo de fbn de 
nitrógeno como inoculantes comerciales.
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Diversos estudios han mostrado efectivamente que el uso de microorga-
nismos diazotróficos es una estrategia rentable en cultivos de arroz. En este 
sentido, Yanni y El-Fattah (1999) mostraron un incremento del 20 % en los 
rendimientos de un cultivo de arroz bajo condiciones de campo, al inocular 
un aislamiento de Azotobacter sp., el cual generó un incremento en la acu-
mulación de nitrógeno alrededor de 15 kg.ha-1. En otro estudio similar se 
reportó un incremento superior al 22 %, al inocular un cultivo de arroz con 
una cepa de Azospirillium lipoferun, el cual es un microorganismo diazo-
trófico heterótrofo microaerofílico, frecuentemente aislado de la rizósfera 
de arroz (Kennedy et al., 2004). Estos resultados indican un potencial de 
la inoculación de los microorganismos diazotróficos para mitigar el uso 
de fertilizantes nitrogenados en arroz. Sin embargo, algunos autores su-
gieren que este efecto está asociado al genotipo de la planta, por lo que 
es necesario introducir programas de fitomejoramiento que involucren el 
criterio de selección de genotipos vegetales más eficientes, en la asociación 
con microorganismos diazotróficos (Fuentes-Ramírez y Caballero-Mellao, 
2006). En Colombia, Castilla (2005) evaluó la respuesta de cinco genotipos 
interespecíficos de arroz, a la inoculación con una mezcla de dos inoculan-
tes diazotróficos: Azotobacter chroococcum y Azospirillum amazonense. En 
dicho estudio Castilla reportó una respuesta diferencial de los genotipos, 
destacando que en tres genotipos interespecíficos (incluyendo la variedad 
Fedearroz 50), encontraron un incremento cercano a 2 t.ha-1, cuando se 
aplicó una dosis del 100 % de nitrógeno. Estos resultados indican la impor-
tancia de hacer una selección genotípica con miras a optimizar la respuesta 
de rendimiento, producto de la aplicación de inoculantes (figura 1.1).

Microorganismos	solubilizadores	de	fosfato

La rizósfera de arroz es también un nicho adecuado para el aislamien-
to de microorganismos solubilizadores de fosfato (msf), tanto en cultivos 
inundados como en cultivos secanos (capítulo 4; Panhwar et al., 2009). Sin 
embargo, se sabe que a pesar de que se ha aislado un gran número de msf 
a partir de una diversidad de cultivos en todo el mundo, muy pocos son 
los inoculantes comerciales desarrollados para su aplicación en agricul-
tura (Yarzábal, 2010). Particularmente en arroz se han evaluado algunos 
aislamientos con relativamente buenos resultados empleando cepas únicas 
(Datta et al., 1982; Trivedi et al., 2007) o en co-inoculaciones con fbn (Kun-
du y Gaur, 1984). En Colombia, Moreno (2007) reportó el uso de un inocu-
lante solubilizador de fosfato a base del hongo Penicillium janthinellum, el 
cual permitió incrementos entre el 5 y el 38 % en rendimiento en compara-
ción con controles no inoculados.
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Microorganismos	celulolíticos

Otro nicho importante donde la aplicación de inoculantes microbianos 
puede ser empleada en el cultivo de arroz es en la degradación del material 
vegetal generado como subproducto de la cosecha. En la mayoría de los paí-
ses productores de este cereal (y Colombia no es la excepción), el tamo que 
queda luego de la cosecha es quemado, con el objeto de preparar el terreno 
para el siguiente ciclo de cultivo (Dobermann y Fairhurst, 2000). De hecho, 
en Latinoamérica como en Asia, se ha reportado que una de las principales 
fuentes de generación de gases de invernadero está asociada a los cultivos 
de arroz, no solo por la producción de metano y óxido nitroso, sino por la 
quema de los desechos vegetales obtenidos luego de la cosecha del grano (Fi-
nal Project Report, 2011). Esto ha conducido al desarrollo de prácticas que 
involucran la incorporación del tamo en el suelo, a través de estrategias más 
sostenibles como la degradación del material vegetal. Dicha incorporación 
se puede lograr gracias a la acción de microorganismos descomponedores 
como los hongos filamentosos Trichoderma spp, los cuales son conocidos 
por su gran capacidad de producción de enzimas celulolíticas (capítulo 5). 
En este sentido merece destacar el trabajo de Man y Ha (2006), quienes 
muestran cómo la incorporación del tamo en cultivos de arroz mediante el 
empleo de Trichoderma spp. tiene unos efectos en los incrementos del rendi-
miento del cultivo entre el 27 y 48 % (dependiendo del período de siembra), 
en relación con los controles no inoculados. Con dicho estudio se demuestra 
la importancia de introducir este tipo de prácticas en el manejo sostenible 
del cultivo de arroz, ya que además de mejorar la actividad microbiana del 
suelo, se mejoran los rendimientos del cultivo. Un estudio similar llevado a 
cabo en la zona productora del municipio de Saldaña (Tolima) se reporta en 
este libro en el capítulo 7.

Conclusiones

El desarrollo sostenible en el cultivo de arroz está estrechamente liga-
do al conocimiento de la actividad microbiana en los suelos, ya que los 
microorganismos prestan una serie de servicios que son esenciales para 
la promoción de la vida y la regulación de procesos biológicos dentro del 
ecosistema. La gran mayoría de microorganismos que toman parte en estos 
procesos no pueden ser cultivados mediante las técnicas microbiológicas 
convencionales, por lo que son desconocidos para el hombre. Por consi-
guiente, es importante llevar a cabo el seguimiento de estos microorganis-
mos no cultivables a través de técnicas moleculares o enzimáticas, con el 
objeto de manipular y optimizar los procesos que ellos dirigen en el eco-
sistema edáfico, ya que funciones esenciales para el cultivo del arroz, como 
el ciclaje de nutrientes (nitrógeno, fósforo, azufre, carbono) y el control de 
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plagas y enfermedades dentro del cultivo, son llevadas a cabo en buena 
medida por dicha comunidad microbiana. 

La aplicación de grupos funcionales puntuales, como los fijadores bio-
lógicos de nitrógeno, los solubilizadores, mineralizadores o translocadores 
de fosfato, así como los descomponedores de material vegetal, ofrecen otra 
oportunidad para el desarrollo de estrategias ambiental y económicamente 
más sostenibles, a través del desarrollo de inoculantes que permitan opti-
mizar la toma de nutrientes para el cultivo de arroz. Finalmente, en la inte-
racción planta-microorganismo (inoculante), la planta desempeña un papel 
muy importante, y por tal motivo se deben generar programas de fitomejo-
ramiento, con el objeto de seleccionar genotipos vegetales que favorezcan 
la interacción con inoculantes promotores de crecimiento vegetal eficientes 
(figura 1.1). 
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La productividad de un suelo es el resultado de la interacción de diversos 
factores químicos, físicos, biológicos y climáticos, y así mismo, su fertilidad 
depende de una dinámica ecológicamente favorable y equilibrada de todos 
los elementos que forman parte del mismo. Sin embargo, es importante tener 
en cuenta que el uso del suelo para la agricultura modifica necesariamente 
este equilibrio; por tanto, la fertilidad y el manejo del suelo se deben evaluar 
de manera integral, de forma que se asegure su sostenibilidad para el futuro 
de la humanidad. El manejo de los suelos para la agricultura ha de obedecer 
a los requerimientos de los cultivos dentro de una determinada condición 
climática, y optimizar las relaciones físicas, químicas y biológicas del suelo. 
En la agricultura sostenible, uno de los mayores retos es la búsqueda de alter-
nativas biológicas de factibilidad económica, práctica y ecológica, considera-
da una prioridad en los programas de investigación agrícola.

El arroz se cultiva en más de cien países con un gran rango de ambien-
tes ecológicos, que van desde arroz secano a inundado, desde los 0 a 3000 
msnm, en climas templados y tropicales y suelos de condiciones físicas y 
químicas muy variadas, como suelos salinos, hasta suelos de alta montaña 
con concentraciones tóxicas de aluminio (Prassana et al., 2010). Para obtener 
rendimientos satisfactorios es necesario un suministro adecuado de nutrien-
tes al cultivo. Las condiciones más apropiadas para el arroz se presentan en 
suelos con pH entre 5 y 7, con texturas medianas a pesadas y con contenido 
moderado de materia orgánica (Fedearroz, 2000). El terreno debe poseer un 
adecuado abastecimiento de bases, una buena retención de agua y nutrientes, 
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una aceptable estabilidad estructural y un equilibrio reducción-oxidación. 
En Colombia no se encuentran suelos que puedan suministrar adecuada y 
oportunamente todos los nutrientes, así que siempre hay que recurrir a la 
fertilización para proporcionar uno o varios de los siguientes elementos: N, 
P, K, S, Mg, Zn, y en ocasiones micronutrientes como B, Cu ó Ca (Fedearroz, 
2000).

El cultivo intensivo de arroz ha conducido al deterioro constante de las 
propiedades físicas y químicas de los suelos. Esto se ve reflejado en los niveles 
de producción en lotes de 10 y 20 años de uso donde escasamente se alcanzan 
1900 kg/ha de grano de arroz, mientras que lotes relativamente recientes en 
su uso con prácticas agrícolas similares logran producciones de alrededor 
de 5800 kg/ha (Fedearroz, 2000). Las malas prácticas, como la labranza in-
tensiva, han ocasionado deterioro de los suelos, lo cual se ve reflejado en el 
taponamiento de los poros superficiales, impidiendo la infiltración del agua 
en el suelo, lo que conduce a la compactación, el aumento de la densidad 
aparente y finalmente la erosión del suelo. Esta situación ha conducido a ex-
tremos tales que en algunas fincas arroceras ha desaparecido el suelo. Otra 
característica del deterioro es el contenido de materia orgánica (mo), el cual, 
según Fedearroz, hace 20 años oscilaba entre el 3 y el 4 % en algunas zonas, 
mientras que hoy es común encontrar valores cercanos al 1 % en la mayoría 
de los suelos productores del país (Fedearroz, 2000), aunque cabe señalar 
que en los suelos bajo estudio, el contenido de mo oscila entre 2,3- 5,0 % para 
Tolima y 2,3-3,0 % para Meta (tablas 2.2a y 2.2b respectivamente).

La degradación física y química del suelo, sumada a la disminución de la 
mo, han intensificado el uso de fertilizantes químicos, al punto que en los 
últimos diez años la utilización de fertilizantes nitrogenados haya pasado 
de 100 kg/ha a 230 kg/ha de N. Este incremento influye enormemente en 
los costos de producción del cultivo, ya que la sola fertilización nitrogenada 
alcanza un valor cercano al 20 % de los costos totales de producción, mien-
tras la fertilización completa representa alrededor del 30 % de los costos de 
producción (Castilla, 2006; Quintero et al., 2004).

Fundamentos del análisis de la fertilidad de los suelos

Con el análisis químico del suelo se puede conocer el contenido de nutri-
mentos que están disponibles, hacer un diagnóstico de la fertilidad del suelo, 
determinar y seleccionar las dosis, fuentes, épocas y sistemas de aplicación 
de correctivos y fertilizantes. Las propiedades químicas del suelo, como el 
pH, la capacidad de intercambio catiónico (cic), la conductividad eléctrica 
(ce), la mo, tienen relación estrecha con la disponibilidad de los nutrimentos 
para las plantas, lo cual permite hacer un diagnóstico general de la fertili-
dad del suelo. La interpretación de los resultados del análisis de suelos se 
realiza comparándolos con rangos críticos establecidos experimentalmente, 
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que dan una apreciación tanto del contenido como de la deficiencia o exceso 
y su correspondiente probabilidad de respuesta a la fertilización. Sin em-
bargo, una interpretación completa debe considerar factores como textura, 
clase de coloides, mo, humedad, antagonismos y sinergismos, saturación en 
el complejo de cambio, reacción química del medio (pH, oxidación-reduc-
ción, presión osmótica), actividad biológica y condiciones físicas (aireación, 
compactación), lo cual puede variar tanto el “diagnóstico-pronóstico” inicial 
como la recomendación de fertilización (tabla 2.1).

Tabla	2.1	Criterios	de	interpretación	de	resultados	de	análisis	de	suelos.

Contenido Disponibilidad Probabilidad
respuesta	(%)

Rendimiento
relativo	(%)

Análisis	de
factores

Muy	bajo Muy baja Muy alta (>95) Muy bajo (<70)

Condiciones
que incrementan
o que
disminuyen
disponibilidad

Bajo Baja Alta (80 a 95) Bajo (70 a 80)
Medio Media Media (40 a 60) Medio (80 a 90)
Adecuado Suficiente Baja (5 a 20) Normal (90 -100)
Alto Alta Muy baja (<5) Alto (100)
Muy	alto Muy alta-excesiva Ninguna Subnormal (<100)
Fuente: adaptado de Frye (2001).

Tolima y Meta como zonas productoras de arroz

En Colombia se cultiva el arroz en cuatro zonas geográficas: la zona Cen-
tro (Tolima, Huila y Valle del Cauca), la zona de los Llanos Orientales (Meta 
y Casanare), la zona Caribe húmedo (Antioquia, Bolívar, Córdoba y Sucre) y 
Caribe seco (Cesar, La Guajira, Santander y Norte de Santander). Las zonas 
Centro y de los Llanos Orientales aportan el 70 % de la producción de arroz 
del país, motivo por el cual la presente investigación se desarrolló en 16 fincas 
(ocho de Tolima y ocho de Meta) representativas de estas zonas del país. 

El departamento de Tolima está ubicado en la zona andina, región so-
metida a la interacción de las placas tectónicas del Pacífico (placa de Naz-
ca) y Suramericana. Los mayores rasgos morfotectónicos son las cordilleras 
Central y Oriental y el valle del río Magdalena, accidentes relacionados con 
posibles fenómenos distensivos en el Jurásico y compresivos en el Cenozoico 
(Cortés y Malagón, 1982). En esta zona predominan suelos entre neutros a 
alcalinos, con baja concentración de mo y con suelos pertenecientes a los 
órdenes de Inceptisoles y Alfisoles con un sistema de cultivo de riego por 
gravedad. Por otra parte, el departamento de Meta, región de la Orinoquía, 
estuvo sumergido en un mar de poca profundidad, conformando la com-
pleja cuenca sedimentaria comprendida entre el escudo de la Guyana y la 
cordillera Central emergida; esta área dio origen a las rocas de la actual 
cordillera Oriental, plegadas y falladas por efecto de la orogenia andina. En 
los Llanos Orientales predominan suelos ácidos, poco fértiles, clasificados 
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taxonómicamente como Oxisoles, con sistemas de producción de riego y se-
cano (Fedearroz, 2000).

Análisis de la fertilidad de suelos de la zona arrocera de Meta y Tolima

Las 16 fincas seleccionadas para el estudio fueron tomadas de cuatro su-
bregiones, dos pertenecientes a la región central, la zona del norte de Tolima 
(municipios de Lérida y Armero) y la zona sur de Tolima correspondiente a 
los municipios de Saldaña y Purificación (tabla 2.2a). De la zona de los Llanos 
Orientales se tomaron dos sistemas contrastantes de siembra: como fueron 
el sistema secano, que depende del agua lluvia para su mantenimiento y el 
sistema inundado que depende del agua proveniente de un sistema de riego. 
Las fincas estaban localizadas en los municipios de Villavicencio, Castilla la 
Nueva y Acacías (tabla 2.2b). Típicamente el muestreo correspondió a la toma 
de quince muestras de suelo rizosférico (figura 2.1), que fueron divididas en 
tres submuestras, para así obtener tres muestras compuestas. Las muestras 
fueron tomadas en puntos diferentes realizando un desplazamiento en zig-
zag, donde cada punto estaba separado entre 15-25 metros dependiendo del 
tamaño y topografía del terreno (figura 2.1). Dichas muestras fueron alma-
cenadas y refrigeradas en neveras de icopor y transportadas al Laboratorio 
de Microbiología Agrícola de la Universidad Nacional de Colombia, donde 
fueron debidamente procesadas y almacenadas de acuerdo con el uso de la 
muestra (4 oC para el análisis de microorganismos cultivables y -20 oC para 
el análisis de	dna y actividad enzimática del suelo).

Las características generales y de fertilidad de suelos, como textura, hu-
medad, culti-variedad, fecha y densidad de siembra, área sembrada y pro-
ducción fueron registradas en las tablas 2.2a y 2.2b. Las fincas muestreadas 
fueron contrastantes en su fertilidad y producción. Por ejemplo, el pH osciló 
entre 4,5 y 6,8, y la mo presentó valores que van desde 2,0 % hasta 5,8 %. In-
cluso la tenencia de la tierra reveló una diferencia fundamental en relación 
con la situación socioeconómica de las dos regiones, siendo principalmente 
propiedad privada en la región de Tolima, mientras que en Meta es básica-
mente en arriendo, lo cual de seguro tiene implicaciones en el manejo agro-
nómico de las fincas.

Para el segundo año, el pca presenta un comportamiento similar al del 
primer año (explicando en un 70 % la variabilidad de los datos). Las dife-
rencias encontradas podrían estar asociadas a los cambios en el manejo de 
las fincas y al régimen de lluvia durante el segundo año (figura 2.2). En este 
análisis se pueden diferenciar tres grupos: las fincas de Tolima sur, que se 
agruparon nuevamente por la presencia de calcio, la cic y magnesio, las de 
Tolima norte que se agruparon por el azufre, manganeso y nitrógeno total y 
las fincas del Meta que se agruparon de una forma mas compacta en compa-
ración al primer año. 
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Figura	2.1	 Representación del patrón de los puntos de muestreo en cada una de las fincas 
evaluadas en este trabajo. Los recuadros señalan cómo se llevó a cabo la toma de muestras 
de suelo rizosférico en cada punto analizado.
Fuente: finca del norte de Tolima, fotos Daniel Uribe-Vélez

A.	Primer	año B.	Segundo	año

Figura	2.2	 Análisis de componentes principales (PCA) entre parámetros físicos y químicos, y 
16 fincas arroceras muestreadas para el primero (A) y segundo (B) año de muestreo. Tolima 
norte, fincas 1-4; Tolima sur, fincas 5-8. Meta, con sistema de cultivo inundado, fincas 11-14; 
Meta, con sistema de cultivo secano, fincas 9, 10, 15 y 16. 
Fuente: autores
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Si bien esta agrupación por cuadrantes facilita la comprensión del análi-
sis, no necesariamente todas las fincas se agrupan claramente con la zona de 
donde provienen, lo que sugiere realizar un análisis más específico por cada 
zona y finca para entender el comportamiento de estos parámetros de forma 
particular.

Para entender el efecto de las variables físicas y químicas medidas por 
zona muestreada, se realizó un análisis comparando las subregiones de las 
dos grandes regiones productoras. Se encontró que las diferencias entre los 
suelos de las zonas arroceras de Meta y Tolima obedecen al sistema de pro-
ducción de cultivo (inundado o secano), el origen parental de los suelos y las 
prácticas agrícolas llevadas a cabo en cada zona. 

Análisis de fertilidad del suelo de las fincas arroceras de Meta

En el departamento de Meta se pueden diferenciar dos sistemas de cultivo 
del arroz: inundado y secano. En los cultivos inundados el agua de riego es 
provista por intervención humana, mientras el cultivo secano es alimentado 
por lluvias sin la acumulación de agua superficial (Khush, 1997). La película 
de agua en los cultivos inundados controla las malezas, regula el microclima 
y genera ambientes químicos y microbiológicos favorables para el desarrollo 
de las plantas. Los cultivos secanos presentan menor agua intersticial; el hie-
rro y el fosfato son menos solubles; adicionalmente el nitrógeno disponible 
está bajo la forma de nitrato (Ponnamperuma, 1975). 

Los bajos rendimientos de los cultivos secanos con respecto a los inun-
dados están asociados fundamentalmente a la distribución y retención de 
humedad en el suelo. Por otra parte, las diferencias entre las zonas de cultivo 
de Tolima y Meta están determinadas en buena medida por la condición am-
biental, aspecto en el que la zona arrocera de Tolima tiene una mejor oferta 
que la zona de los Llanos Orientales; así mismo, la zona de los Llanos presen-
ta una baja fertilidad de sus suelos y poca disponibilidad de nutrientes como 
nitrógeno, fósforo, silicio, además de toxicidad por manganeso y aluminio 
típica de los suelos ácidos (Ponnamperuma, 1975). 

La tabla 2.3 muestra el análisis estadístico de las cuatro fincas objeto de 
estudio por cada sistema de cultivo en el departamento de Meta durante los 
dos años de muestreo. Este análisis se realizó con el objeto de identificar las 
variables que diferenciaron significativamente los dos sistemas de cultivo. 
Los suelos de Meta pertenecen al orden de los Oxisoles con pH ácido, altos 
contenidos de Al, Fe y Mn, bajas concentraciones de P, K, Ca y Mg, pará-
metros atribuibles a la pobreza de los materiales parentales y alto grado de 
intemperización (Malagón, 1995). Los análisis físicos y químicos indican que 
los suelos analizados son de baja fertilidad (cic menor a 10 meq/100 g), pre-
sentan pH ácido, con exceso de Fe y Mn, baja disponibilidad de K y muy baja 
disponibilidad de Ca y Mg.



42

Ecología	de	microorganismos	rizosféricos	asociados	
a	cultivos	de	arroz	de	Tolima	y	Meta

42

Para el primer año se encontraron diferencias significativas entre cultivos 
inundados y secanos en parámetros como el pH, Fe y NO3

-
 (p ≤ 0,05). Otros 

parámetros como Al, P, Zn, NT, NH4
+ y porcentaje de humedad presenta-

ron diferencias a un valor de p ≤ 0,1. Ambos sistemas de cultivo presenta-
ron pH ácido, el sistema secano pH 4,7, mientras que las fincas del sistema 
inundado pH 5,4, lo cual generó aumento en la disponibilidad de nutrientes.  
Los cultivos inundados se caracterizaron por presentar valores superiores a los 
cultivos secanos para P, Fe, NH4

+ y porcentaje de humedad, mientras que los 
cultivos secanos revelaron valores superiores que los inundados para Mg, Al, 
Zn, NT y NO3 (tabla 2.3). 

Gran parte de las diferencias encontradas en los cultivos inundados y se-
canos podrían obedecer a la columna de agua que mantienen los cultivos 
inundados. Esta columna de agua aumenta el pH, las condiciones reductoras 
y la solubilidad de diversos elementos como el fósforo (Liesack et al., 2000; 
Ponnamperuma, 1975). Por otra parte, se ha reportado que bajo el sistema 
inundado decrece sustancialmente la actividad nociva del Al, pero se incre-
menta la de Fe (Fedearroz, 2000; Vargas, 2002). Las raíces de arroz cuando 
son cubiertas por Fe pueden afectar la toma de cationes metálicos como Zn, 
Cd, Cu y Pb (Ratering y Schnell, 2000). Igualmente, los contenidos de Fe sue-
len ser menos disponibles en suelos secanos, siendo hasta el doble en suelos 
inundados con respecto a los secanos (Ratering y Schnell, 2000). De la mis-
ma manera, la baja disponibilidad de P en el sistema secano (17,91 mg/kg), en 
comparación al inundado (42,15 mg/kg) está relacionado con su interacción 
con cationes como Al, Fe y Mn. La fertilización de fósforo es más importante 
en cultivos secanos que inundados, porque el fósforo es poco disponible bajo 
condiciones aeróbicas y ácidas debido a la alta fijación del P en suelos secanos 
(Ponnamperuma, 1975) y a que el P forma complejos fuertes con el Al.

En los cultivos secanos, el promedio de amonio (27,78 mg/kg) fue mucho 
menor al de cultivos inundados (42,13 mg/kg). En suelos secos o en condicio-
nes aeróbicas el N orgánico es transformado en nitratos; sin embargo, estos 
poseen la desventaja de ser aniones fácilmente lixiviados y sufren el proceso 
de denitrificación que convierten los nitratos a formas no aprovechables por 
las plantas, perdiéndose en la atmósfera a través de gases que son nocivos 
para el ambiente (Jackson et al., 2008). De forma similar, el amonio aplicado 
al suelo seco (no inundado) se oxida pronto a nitratos por la actividad de los 
microorganismos en el suelo, por lo que estará sujeto a las mismas pérdidas 
por lixiviación y denitrificación (Frye, 1985). Por otra parte, ante las condi-
ciones anaeróbicas inducidas por la inundación en un suelo arrocero, una 
capa de oxidación se forma en la superficie del suelo, y debajo de este, una 
zona de reducción. El amonio en la zona de oxidación se convierte en nitrato, 
y sufre las mismas pérdidas mencionadas arriba. Sin embargo, si este llega a 
la zona de reducción en la forma de amonio, se fija al suelo por el cambio de 
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cationes y no es lixiviable; por tal razón, se queda en forma disponible para la 
absorción de las raíces. De acuerdo con lo anterior, bajo condiciones de inun-
dación no se forman nitratos en el arroz, sino que ocurre la acumulación de 
N en formas amoniacales, que son consideradas más provechosas debido a 
que el arroz utiliza mejor el amonio que el nitrato. 

Los cultivos secanos son menos eficientes en la asimilación del nitrógeno 
que los cultivos inundados (Shiga, 1975). Esto obedece a la activa nitrificación 
e inmovilización del fertilizante nitrogenado, y por eso se recomienda el em-
pleo de fertilizantes nitrogenados con inhibidores de nitrificación, al igual 
que fertilizantes de liberación lenta, fertilizantes orgánicos o aplicaciones 
divididas del fertilizante (Shiga, 1975).

El valor promedio de K en los cultivos de Meta fue de 0,29 meq/100 g 
(este valor es un nivel ideal); sin embargo, su disponibilidad depende de la 
concentración de otros cationes. En condiciones anaeróbicas causadas por 
la inundación, el K se desplaza de los sitios de intercambio a la solución del 
suelo; esto se debe al intercambio de K por Mn y Fe de la fase de intercam-
bio. Este proceso incrementa la concentración de K en la solución del agua 
y la difusión hacia las raíces; no obstante, aumenta el riesgo de pérdida por 
lixiviación, especialmente en suelos de textura gruesa (FAr y F) como los 
muestreados en este estudio. Igualmente, la necesidad de fertilización con K 
en dosis altas se explica por los altos requerimientos nutricionales del arroz, 
por la alta movilidad del K en el suelo y, por lo tanto mayores pérdidas por 
lavado. Además, existe la necesidad de incrementar la dosis de K propor-
cionalmente a la de N, especialmente con el objeto de hacer un adecuado 
manejo de problemas fitosanitarios (por ejemplo, Piricularia oryzae) y de 
volcamiento. Por otra parte, debe considerarse que alrededor de un 80% del 
K absorbido por la planta se encuentra en el tamo y que, al quemarlo o al 
utilizarlo como forraje para el ganado en estabulación, se aumenta la expor-
tación de K del suelo y su empobrecimiento, junto con otros elementos como 
Ca y Mg (Perdomo, 1983).

Para las fincas en sistema secano el valor promedio de Ca (1,77 meq/100 g) 
y Mg (0,59 meq/100 g), fue similar a las inundadas (1,58 meq/100 g de Ca y 
0,37 meq/100 g de Mg), datos que son bajos. La relación de Ca/Mg indica que 
existen deficiencias tanto de Ca como de Mg, lo cual puede estar asociado 
a las pérdidas por lavados de estos nutrientes en este tipo de suelos, los cua-
les en su proceso de formación pueden perder estos nutrientes debido a al-
tas precipitaciones. Por otra parte, la inundación incrementa el pH, lo cual 
puede disminuir la disponibilidad de Zn y de Cu (tabla 2.3). En este trabajo, 
el análisis de correlación entre producción y parámetros físicos y químicos 
indicó una estrecha relación entre el rendimiento y la disponibilidad de 
micronutrientes como Cu, B y Zn. En Oxisoles se ha encontrado que las 
plantas de arroz responden a la aplicación de micronutrientes como Cu y Zn 
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aumentando la biomasa (Fageria et al., 2008). Por esta razón, la fertilización 
con alguno de los elementos menores como Zn, Cu y B es una práctica que se 
viene realizando en la zona para corregir deficiencias del suelo o para mejo-
rar las condiciones fisiológicas de las plantas, especialmente en el proceso de 
formación y llenado de los granos de arroz (Sánchez y Owen, 1984).

En el segundo año de muestreo no todas las fincas estaban sembradas, 
las fincas 12 y 14 se encontraban en descanso y la finca 15 en barbecho o en 
descanso prolongado. Esto explica en parte las diferencias entre el primero y 
segundo año de muestreo. De las 21 variables físicas y químicas evaluadas, la 
cic, Mn, Mg y nt difirieron entre manejos de cultivo (p ≤ 0,05). Los cultivos 
secanos con respecto a los cultivos inundados se caracterizaron por presen-
tar mayor cic, concentración de Mn, NT y Mg. Tanto las fincas en descanso 
como las inundadas y secanas presentaron un comportamiento muy simi-
lar, que podría obedecer a una condición generalizada de inundación por 
el extenso período de lluvia en el segundo año de muestreo (julio de 2009). 
Esto explicaría igualmente el aumento de pH para los cultivos de secano en 
relación con el primer año y el aumento de la solubilidad para elementos 
como Mg, Mn e indirectamente la cic, y además, que la forma predominante 
del nitrógeno mineral fuera el amonio. Igualmente, el tiempo de descanso 
de los suelos no fue suficiente para identificar en porcentajes de mo, pero sí 
del nitrógeno orgánico. Además, se encuentra que las características físico-
químicas del suelo son muy estables y no se ven rápidamente influidas por 
los cambios en el uso de suelo. El análisis de pca entre las fincas de Meta 
separó la finca 15 de las fincas con sistema de cultivo secano, pero no mostró 
diferencias entre las fincas con sistema de cultivo inundado y las que se en-
contraban en descanso (resultados no mostrados). 

Análisis de fertilidad del suelo de las fincas arroceras de Tolima 

En la zona del norte de Tolima predominan los suelos del orden Alfisoles, 
cubiertos recientemente por lodos arenosos con altos contenidos de hierro 
y azufre, convirtiéndolos en salinos ácidos por la alta concentración de sul-
fatos (Fedearroz, 2000). Por otra parte, los suelos de Tolima sur son suelos 
ácidos a neutros, con alta cic asociada con altas concentraciones de Ca, car-
bonatos y elementos menores como el cobre (Malagón, 1995). Las zonas de 
estudio de Tolima se diferenciaron entre sí por las concentraciones de Ca, 
Ca/Mg, Ca/K, (Ca+Mg)/K, cic, Cu, limo y arcilla, siendo estos valores siem-
pre más altos en los suelos de Tolima sur, mientras que los valores de Mn, 
B y S, que también contribuyeron a establecer diferencias entre las zonas, 
presentaron valores más altos en Tolima norte (tabla 2.4). Estas relaciones no 
cambiaron entre el primer y segundo año, lo cual indica que los parámetros 
físico-químicos son muy estables en el tiempo.
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El análisis estadístico sugiere una uniformidad entre variables como % 
co, K, P y % nt para las zonas muestreadas, que podría ser reflejo de una 
constante actividad agrícola donde se reducen los contenidos de mo y se 
mantienen constantes los macronutrientes asociados a la fertilización inor-
gánica. Sin embargo, se presentaron suelos con altos y bajos contenidos de 
N y P. Lo anterior resalta la importancia de seguir las recomendaciones del 
análisis físico-químico del suelo para lograr el mayor rendimiento potencial 
del cultivo.

La disponibilidad de los nutrimentos presenta gran variabilidad en los 
suelos bajo estudio, desde suelos muy deficientes a muy fértiles. En los mi-
cronutrimentos como Zn, Cu, B se manifiesta gran variabilidad con relación 
a su disponibilidad. Elementos como Fe y Mn muestran valores altos que son 
afectados por la cantidad de agua que se presente en el suelo. Igualmente, 
la capacidad de retención de humedad en un suelo está estrechamente rela-
cionada con la textura. En suelos arenosos la retención de humedad es baja, 
mientras que en suelos arcillosos es alta (Montenegro-González, 2003). Con 
relación a la textura, los suelos están distribuidos de acuerdo con su conteni-
do de arcilla (Ar); en suelos con alto contenido de Ar hay una alta retención 
de humedad y, por tanto, una buena disponibilidad de nutrientes, mientras 
los suelos con bajo contenido de Ar presentan una tendencia de baja fertili-
dad (tabla 2.4). Con respecto a la proporción de arena, se ve la tendencia de 
dos grupos, similar a la del contenido de Ar.

Al llevar a cabo el análisis de correlación se encuentra que el pH es inver-
samente proporcional a la mo (-0,54), al ai (r2: -0,68) y al nt (r2: -0,68), pero 
directamente proporcional al Ca (r2: 0,66) y al Mg (r2: 0,61). En el caso de la 
mo, esta es directamente proporcional al contenido de nt (r2: 0,81) y a la ai 
(r2: 0,41) 

Esta información permite diferenciar los dos grupos de suelo bajo estudio 
en la zona de Tolima. Los análisis físico-químicos de Tolima sur indican que 
los suelos son de fertilidad media, ligeramente ácidos, con altos contenidos 
de materia orgánica y con altas concentraciones de Ca, Mg, Fe, Mn, Cu y Zn, 
mientras los suelos de Tolima norte son de fertilidad baja, moderadamente 
ácidos, con altos contenidos de materia orgánica y con niveles ideales de Ca, 
medios de Mg, K, Cu y con un exceso de Fe, Mn, Zn y S. 
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que: 
1. Las zonas muestreadas en Meta y Tolima fueron diferenciadas por el 

material parental, lo cual se ve reflejado en las características físicas y 
químicas y el estatus nutricional del suelo en cada zona. 

2. Los suelos de Tolima, de mayor fertilidad, presentan pH con valores 
neutros a alcalinos, con mayor concentración de nutrientes como el 
calcio, magnesio y fósforo, principalmente; sin embargo, con tenden-
cia a disminuir sus contenidos de mo debido posiblemente a malas 
prácticas como el exceso de mecanización. 

3. Los suelos para cultivo de arroz en Meta son suelos ácidos con altas 
concentraciones de Al, Fe y Mn, bajas concentraciones de Ca y Mg. 
Estos suelos fueron diferenciados por el sistema de cultivo, presen-
tándose en cultivos bajo inundación valores más altos de pH y ma-
yor concentración de Fe con respecto a los cultivos de arroz secanos. 
Igualmente, en los cultivos inundados la forma predominante del ni-
trógeno fue el amonio, mientras en los cultivos secanos predominaron 
los nitratos. Estas diferencias tienen implicaciones relevantes en la di-
námica de los ciclos biogeoquímicos en términos de la disponibilidad 
de nutrientes y, por ende, en el favorecimiento de uno u otro subpro-
ceso de cada ciclo, lo que es importante tener en cuenta en el momento 
de la aplicación de un tipo de enmienda microbiológica. 

4. La zona de Tolima pudo ser diferenciada en dos subregiones, posi-
blemente producto del material parental. Los suelos de Tolima sur 
presentaron fertilidad media, suelos ligeramente ácidos, altos con-
tenidos de mo y altas concentraciones de Ca, Mg, Fe, Mn, Cu y Zn, 
mientras que los suelos de Tolima norte son de fertilidad baja, mo-
deradamente ácidos, con altos contenidos de mo y niveles ideales de 
Ca, medios de Mg, K, Cu y un exceso de Fe, Mn, Zn y S. Las zonas 
de Tolima también se diferencian entre sí por las concentraciones de 
Ca, Ca/Mg, Ca/K, (Ca+Mg)/ K, cic, Cu, limo y arcilla, siendo estos 
valores siempre más altos en los suelos de Tolima sur. La aparente 
uniformidad en términos estadísticos entre variables como % co, 
K, P y % nt para las cuatro zonas muestreadas podría ser efecto de 
la constante actividad agrícola donde se reducen los contenidos de 
mo y se mantienen constantes los macronutrientes asociados a la 
fertilización inorgánica.
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El nitrógeno (N) es el nutriente más limitante para la producción de arroz en 
el mundo, y afecta de manera significativa los costos de producción (Quinte-
ro et al., 2004). Una de las razones asociadas a la limitación de la fertilización 
nitrogenada es la baja eficiencia en la asimilación de fertilizantes inorgánicos 
nitrogenados, la cual fluctúa entre el 34 y 40 %, dejando entre un 60-66 % 
de este nutriente libre en el ambiente (Kennedy et al., 2004). Esta baja asimi-
lación del N genera problemas ambientales como la eutroficación de aguas 
superficiales y subterráneas y la producción de gases de invernadero como 
N2O, NO y NH3 (Jackson et al., 2008; Kennedy et al., 2004).

El suelo es un ecosistema altamente complejo conformado por agua, aire, 
partículas orgánicas e inorgánicas y una gran diversidad de organismos. 
La constante interacción entre estos organismos y las variables ambientales 
tiene grandes implicaciones en la transformación de nutrientes, lo cual es 
particularmente importante en los ecosistemas agrícolas (Kennedy y Smith, 
1995). El cultivo de arroz se caracteriza por ser un agro-ecosistema que alber-
ga una amplia diversidad microbiana de grupos funcionales, debido a la zo-
nación generada por la columna de agua (Liesack et al., 2000). Esta zonación 
crea micro y macro hábitat caracterizados por diferentes potenciales redox, 
propiedades físicas, estatus nutricional y de luz, que permiten la actividad 
de un amplio grupo de microorganismos (Choudhury y Kennedy, 2004; 
Roger y Watanabe, 1986). En especial, los microorganismos fijadores de N 
(diazótrofos) aerobios, anaerobios, microaerofílicos, heterótrofos, fotótrofos, 
de vida libre y simbióticos (Choudhury y Kennedy, 2004). Estos diazótrofos 
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en cultivos inundados de arroz sin fertilización agrícola intensiva podrían 
sostener la producción agrícola y llegar a contribuir entre 15 y 50 kg de N 
por ha (Choudhury y Kennedy, 2004; Roger y Watanabe, 1986; Ueda et al., 
1995). El estudio de los diazótrofos y los mineralizadores de N son esenciales 
para complementar o remplazar la fertilización química del N en cultivos de 
arroz (Dick y Tabatabai, 1993; Kennedy et al., 2004; Ladd y Jackson, 1982) y 
desarrollar un manejo sostenible (Kennedy y Smith, 1995). 

El objetivo de este trabajo fue comparar la abundancia de diazótrofos, 
la actividad nitrogenasa y proteasa involucrados en procesos de la fijación 
y mineralización del N en 16 fincas arroceras, distribuidas en cuatro zonas 
arroceras del país (dos del departamento de Tolima y dos del departamento 
de Meta).

Estimación de la abundancia de diazótrofos en cuatro zonas 

productoras de arroz en los departamentos de Tolima y Meta

La abundancia de diazótrofos se estimó por recuentos de unidades 
formadoras de colonias (UFC) en el medio de cultivo libre de nitrógeno 
(NFb) de Rennie (1981) modificado. Este medio está compuesto por ácido 
málico (5 g.L-1), K2HPO4 (0,5 g.L-1), NaCl (0,1 g.L-1), MgS04.7H2O (0,2 g.L-1), 
CaCl2.2H2O (0,02 g.L-1), KOH (2 g.L-1), glucosa (8 g.L-1), manitol (8 g.L-1), azul 
de bromotimol (0,05 g.L-1), 2 ml de una solución de micronutrientes (Para 
200 ml: Na2MoO4.2H2O 0,02 g, Mnso4 0,235 g, H3BO3 0,280 g, CuSO4.5H2O 
0,008 g, Znso4.7H2O 0,0024 g), 4 ml de edta-Fe (Na2edta.2H2O 0,8258 g y 
Feso4.7H2O 0,556 g), 1 ml de vitaminas (biotina 0,1 g.L-1 y piridoxina 0,2 g.L-1),
Agar (14 g.L-1), se ajusta a pH 7; el manitol y la glucosa son esterilizados por 
aparte. Se usaron diluciones seriadas (hasta 10-6) a partir de 10 g de suelo 
rizosférico, los cuales fueron disueltos en 90 mL de solución estéril de NaCl 
al 0,85 % (p/v). Las diluciones seriadas fueron sembradas sobre superficie en 
medios de cultivo nfb, e incubadas a 30 oC durante 5 días. Cada muestra fue 
procesada por triplicado.

Para el primer año de estudio, los recuentos de diazótrofos no mostraron 
diferencias entre las dos zonas de Tolima; solo entre fincas. Los mayores re-
cuentos se presentaron en la finca 8 (7,49 log de ufc.g-1) y los menores valores 
en la finca 5 (6,75 log de ufc.g-1) (figura 3.1). Al hacer un análisis de correlación 
entre los recuentos de microorganismos y los factores fisicoquímicos del sue-
lo se encontró que estos recuentos correlacionaron con la disponibilidad de 
cationes (tabla 3.1). En Meta se encontraron diferencias significativas entre 
cultivos secanos (7,07 log de ufc.g-1, en promedio) e inundados (7,34 log de 
ufc.g-1, en promedio). La finca 12 presentó los mayores recuentos en el me-
dio de cultivo nfb mientras la finca 15, los menores recuentos (figura 3.1). Al 
realizar un análisis de correlación con las características fisicoquímicas del 
suelo, los recuentos solo se correlacionaron positivamente con el porcentaje 
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de humedad. Se ha reportado que los conteos bacterianos son influidos por 
el contenido de agua (Maron et al., 2006; Taylor et al., 2002), lo cual en otros 
estudios ha sido relacionado con una mayor disponibilidad de nutrientes y 
microhábitat por colonizar (Liesack et al., 2000).

Para el segundo año, los cultivos de Tolima sur presentaron valores supe-
riores a los registrados por Tolima norte, siendo la finca 7 la que evidenció 
los mayores recuentos (8,36 log de ufc.g-1) (figura 3.1). Estos se correlacio-
naron con el pH, la disponibilidad de cationes, el P, Cu, B, la textura del 
suelo, S y Mn (tabla 3.1). En el departamento de Meta, en el segundo año de 
estudio, no se hallaron diferencias significativas entre los recuentos de los 
cultivos secanos (7,41 log de ufc.g-1) e inundados (7,42 log de ufc.g-1), a pesar 
de las diferencias significativas entre fincas (figura 3.1). Estos recuentos se 
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Figura	3.1	 Recuentos en medio NFb expresado como logaritmo de UFC.g-1 de peso seco 
para los departamentos de Tolima (Tolima norte, fincas 1-4. Tolima sur, fincas 5-8) y Meta 
(Meta inundado, fincas 11-14 y Meta secano, fincas 9, 10, 15 y 16) para el primero (1) y 
segundo (2) año. Las barras corresponden al promedio con su respectivo error estándar. 
Letras diferentes indican diferencias estadísticas (p ≤ 0,05) por test de comparación de Tukey. 
Fuente: autores
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correlacionaron positivamente con el amonio y el K, y negativamente con el 
Na (tabla 3.1).

Tabla	3.1	Variables	fisicoquímicas	evaluadas	durante	dos	años	de	cultivo.	

Variables
Primer	año Segundo	año

Tolima Meta Tolima Meta
PROT  NFb PROT NFb P.ARA PROT NFb PROT NFb

pH -0,84a           0,72b    

Ca -0,91a       0,65c   0,95a    

Mg -0,74b           0,69b    

Ca/Mg -0,66c           0,78b    

Mg/K -0,61c       0,67c -0,69c      

Ca/K -0,75b -0,68b     0,65c   0,84a    

(Ca+Mg)/K -0,76b -0,68c     0,68c -0,64c 0,82a    

Na -0,83a               -0,68b

CIC -0,93a           0,79a    

P     0,66c       0,79a    

Cu     -0,78b   0,66c   0,70b 0,74b  

B 0,72b           -0,64c    

Arcilla -0,83a           0,83a    

Limo -0,84a           0,68b    

Arena 0,91a           -0,87a    

% H       0,77b       0,87a  

NH4
+ 0,71b   0,71b     -0,84a     0,64c

K                 0,63c

NO3
- 0,78b                

% NT 0,68c                

S         -0,62c   -0,71b    

Mn             -0,78b    

NFb         0,65c        
P.ARA: potencial de la actividad nitrogenasa evaluada mediante la prueba de reducción del acetileno al 

adicionar solución de azúcares; PROT: proteasa; NFb: recuentos en medio de crecimiento libre de N; a: 

p ≤ 0,001; b: p ≤ 0,05; c: p ≤ 0,010. Los espacios en blanco indican que no se presentaron correlaciones 

significativas; CIC: Capacidad de intercambio catiónico; % H: porcentaje de humedad; % NT: porcentaje 

de nitrógeno orgánico.

Fuente: autores

Determinación de la actividad nitrogenasa y proteasa en suelos arroceros 

Actividad	nitrogenasa

La actividad nitrogenasa del suelo fue determinada por la prueba de re-
ducción de acetileno según lo descrito por Zuberer y Silver (1978). Para cada 
cultivo se tomaron 15 núcleos de suelo con una jeringa de 5 cm de largo y 
1 cm de diámetro. Estos núcleos fueron depositados en frascos ámbar de 
50 mL de volumen. Los frascos fueron sellados herméticamente y el 20 % 
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de la atmósfera del frasco fue remplazado con acetileno. Luego, fueron in-
cubados durante 3 días a 30 °C. Para el segundo año, además de la actividad 
nitrogenasa, se determinó el potencial de la actividad nitrogenasa a un set de 
núcleos de suelo, entendido este potencial como la capacidad de expresar la 
actividad de la enzima si no hubiese limitación de energía para el proceso. 
En este contexto, a cada núcleo de suelo se le agregó 0,5 mL de una solución 
que contiene 8 g.L-1 de glucosa y 8 g.L-1 de manitol; posteriormente, se retiró 
1 mL de la atmósfera de los frascos y se analizó mediante un cromatógrafo 
de gases (Varian 6000 Intrument Group, Usa), equipado con un detector 
de ionización de hidrógeno por flama (fid). Las condiciones de uso fueron: 
columna de 150 x 0,2 cm empacado con Porapak N 80/100, temperatura de 
la columna de 60 °C, temperatura del inyector 50 °C, temperatura del detec-
tor de 200 °C, el N y el H fueron transportados a un flujo de 25 mL.min-1 y el 
rango del flujo de aire fue de 300 mL min-1 (Lozano, 1998).

Para el primer año no se detectó actividad nitrogenasa en ninguna de las 
16 fincas muestreadas. Esta situación puede estar relacionada con la fertili-
zación en los cultivos de arroz, ya que se ha reportado que altas concentra-
ciones de nitrógeno inhiben la actividad de esta enzima (Rao, 1976; Shrestha 
y Maskey, 2005). En este contexto, es reportado que en zonas como Tolima 
y Meta se aplican dosis hasta de 200 y 105 kg de N.ha-1, respectivamente, 
valores que están por encima de los rangos en los cuales se ha reportado que 
la fertilización nitrogenada puede tener efecto negativo sobre la actividad 
de la nitrogenasa. En este sentido, Shrestha y Maskey (2005) señalaron que 
la fertilización entre 20 a 100 kg de N.ha-1 reduce la fijación de N entre un 75 
a 85 %, mientras que Rao (1976) y Mårtensson et al. (2009) indicaron que la 
aplicación de bajos niveles de N (40 kg N ha-1), mejora la actividad de esta 
enzima. Estos resultados, aunque parecieran un poco contradictorios, cla-
ramente indican que la actividad de esta enzima en el suelo va a depender, 
entre otros factores, del tipo de suelo, el genotipo de la planta y el manejo del 
cultivo, como lo sugieren Rao et al. (1998). 

La sostenibilidad del cultivo del arroz va a depender de la implementación 
de prácticas de cultivo que conlleven a la optimización en el manejo de la fer-
tilización. Estas prácticas deben involucrar estrategias de uso de microorga-
nismos fijadores de N y la aplicación racional de fertilizantes nitrogenados a 
tasas que permitan la nutrición del cultivo, sin generar pérdidas al ambiente 
ni desperdicio del recurso. En cuanto a la aplicación de diazótrofos, las estra-
tegias deben estar dirigidas al manejo del suelo, la selección de plantas que 
favorezcan la simbiosis e innovaciones biotecnológicas que permitan asegu-
rar una relación planta microorganismo eficiente (Rao et al., 1998). En este 
sentido, cabe mencionar los aportes de Charyulu y Rao (1981), quienes encon-
traron que la incorporación de materia orgánica, además de estimular la fija-
ción de N, disminuye los efectos inhibitorios de la fertilización nitrogenada. 
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Igualmente, entre cosechas, el uso de leguminosas de rápido crecimiento 
(Sesbaniu y Crotoluria) o de corta duración (Caupí) pueden acumular entre 
40-60 kg de N ha por fijación de N (Ladha et al., 1992). 

Otras estrategias están dirigidas al empleo de cultivariedades que pre-
senten una mejor asociación con diazótrofos debido a la excreción de altas 
concentraciones de exudados rizosféricos (Gyaneshwar et al., 2002). Por otra 
parte, el empleo de diazótrofos endófitos evidencia varias ventajas frente a 
los diazótrofos rizosféricos, ya que los primeros son parcialmente afecta-
dos por las condiciones externas de fertilización de N (Reis y Döbereiner, 
1998), además de estar en un ambiente con altas concentraciones de fuentes 
de carbono, condición que les facilita la fijación de N (Sturz et al., 2000). 
Los microorganismos endófitos además poseen la ventaja de que promue-
ven el crecimiento en arroz, como lo han demostrado algunos estudios con 
Herbaspirillum seropedicae (Elbeltagy et al., 2001; Gyaneshwar et al., 2002), 
Pantoea agglomerans (Verma et al., 2001) y Burkholderia spp (Baldani et al., 
2000). Esta actividad se ha potenciado mediante la mezcla de endófitos (Go-
vindarajan et al., 2008). Otras estrategias para el manejo de inoculantes fi-
jadores de nitrógeno en cultivos de arroz incluyen el uso de diazótrofos que 
no sean inhibidos por las altas concentraciones de N (Colnaghi et al., 1997), 
la inducción de para-nódulos en plantas de arroz para ser inoculados por ri-
zhobiaceas (Senthilkumar et al., 2009) o el empleo de cepas sobre-excretoras 
de N (Christiansen-Weniger y Vanderleyden, 1994).

Para el segundo año no se detectó actividad nitrogenasa en ninguna de 
las 16 fincas muestreadas. Por ello, se evaluó el potencial de la actividad ni-
trogenasa en las 16 fincas mediante la aplicación de una enmienda energéti-
ca de glucosa-manitol (figura 3.2). Las fincas de Meta presentaron potencial 
actividad nitrogenasa con valores promedios superiores a los de las fincas 
de Tolima, destacándose las fincas 9, 10, 12 y 14 (figura 3.2). Merece destacar 
que no se encontraron diferencias, ni un patrón específico, en el potencial 
de la actividad nitrogenasa entre cultivos inundados y secanos, e incluso no 
se evidenciaron diferencias entre terrenos cultivados o en descanso. Esto 
sugiere que las diferencias encontradas entre Tolima y Meta no están rela-
cionadas con las diferencias intrínsecas en el sistema de cultivo, toda vez 
que en Tolima no hay cultivos tipo secano. Por otra parte, es importante 
mencionar que si bien en Meta se evidenció un mayor potencial de actividad 
que en Tolima, estos valores son aun bajos con respecto a estudios similares 
realizados en otros cultivos de arroz (Chen et al., 2009). Llama la atención la 
falta de diferencias entre ambos sistemas de cultivo (inundado y secano), ya 
que otros estudios han reportado que tanto la actividad nitrogenasa como 
el número de diazótrofos es mayor en cultivos inundados que en secanos 
(Barraquio et al., 1986) debido a la película de agua, la cual genera diferentes
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microhábitat que permiten el establecimiento de una mayor diversidad de 
diazótrofos (Choudhury y Kennedy, 2004; Roger y Watanabe, 1986). 

La identificación de actividad nitrogenasa durante el segundo año, debido 
a la aplicación de una enmienda energética, así como a la falta de actividad 
en el primer y segundo año sin fuentes de carbono, sugiere que a pesar de la 
inhibición de la nitrogenasa por efectos de la fertilización nitrogenada, la co-
munidad de diazótrofos sí está presente en los cultivos. Sin embargo, dicho 
grupo funcional no está activo, ya que además del aparente efecto inhibitorio 
del amonio presente en el suelo, este se encuentra bajo condiciones limitan-
tes de fuentes de carbono, de tal forma que no puede suplir la alta deman-
da energética que implica fijar N (Martínez-Argudo et al., 2005; Zuberer y
Silver, 1978). Las limitaciones en fuentes de carbono son una condición típica 
en los cultivos de arroz en el trópico, generada a expensas de la rápida mi-
neralización de carbono orgánico en suelos en estas zonas (Rao et al., 1998). 
En este sentido, la aplicación de enmiendas como melaza, la incorporación 
del tamo a suelos arroceros o la aplicación directa de materia orgánica esti-
mulan la actividad nitrogenasa gracias al incremento de fuentes de carbono 
disponibles para la actividad microbiana (Thakuria et al., 2009), además de 
la disminución de tensiones de oxígeno en el suelo debido al incremento en 
la respiración microbiana (Leganes et al., 2001). 
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Figura	3.2	 Potencial de la actividad nitrogenasa en nmoles de etileno g de peso seco de 
suelo-1 día-1 para los departamentos de Tolima (Tolima norte, fincas 1-4; Tolima sur, fincas 
5-8) y Meta (Meta inundado, fincas 11-14 y Meta secano, fincas 9, 10, 15 y 16), para el 
segundo año. Las barras corresponden al promedio con su respectivo error estándar. Letras 
diferentes indican diferencias estadísticas (p ≤ 0,05) por test de comparación de Tukey. 
Fuente: autor
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Las fincas de Tolima sur, con excepción de la finca 6 que se encontraba en 
descanso, presentaron mayor potencial de actividad nitrogenasa que las fin-
cas de Tolima norte (figura 3.2). Tolima sur mostró actividad de 5,86 nmoles 
de etileno.g-1.día-1, en promedio, mientras que en Tolima norte el promedio 
fue de 3,15 nmoles de etileno.g-1.día-1. La actividad nitrogenasa se correlacionó
con el recuento en medio nfb, S, Cu y la disponibilidad de cationes como 
el Ca (tabla 3.1). Estas correlaciones se podrían explicar en parte para el S, 
porque este es un elemento estructural de la nitrogenasa (Martínez-Argudo 
et al., 2005). Por otra parte, correlaciones positivas entre Ca2+ y la actividad 
nitrogenasa se han reportado para simbiosomas desarrollados entre legumi-
nosas y diazótrofos simbióticos (Andreev et al., 2000). En este contexto, a 
pesar de que aún no es muy evidente la relación existente entre el calcio y la 
actividad de la nitrogenasa, nuestros resultados abren la posibilidad de que 
la aplicación de enmiendas de calcio mejoren la actividad de este grupo fun-
cional en los cultivos de arroz; sin embargo, esta hipótesis debe ser evaluada 
en ensayos de campo, para poder adoptar la medida dentro de un programa 
integrado de fertilización.

Actividad	proteasa

En el suelo, cerca del 90 % del N está presente en forma de N orgánico, 
el cual no es de fácil asimilación para las plantas. De este N, cerca del 40 % 
existe en forma de compuestos proteicos tales como proteínas, glicoproteí-
nas, péptidos y aminoácidos (Schulten y Schnitzer, 1998). Estos compuestos 
actúan como sustrato para una serie de proteasas que en el suelo pueden 
ser tanto de origen vegetal como microbiano. Sin embargo, las proteasas de 
bacterias, actinomicetos y algunos hongos son las que presentan mayor ac-
tividad. La presencia de una fracción importante de N disponible en forma 
proteica sugiere que las proteasas generan una fuente significativa del N bio-
disponible en el suelo, el cual puede ser asimilado por las plantas (Geisseler 
y Horwath, 2008), lo que condujo a la evaluación de dicha actividad enzi-
mática en los suelos bajo estudio. En este contexto, la actividad proteasa se 
determinó según el método propuesto por Ladd y Butler (1970), adaptado en 
el poe (Procedimiento Operativo Estándar) núm. 6 de Avellaneda (2008), 
el cual se basa en la determinación de los aminoácidos liberados por la en-
zima tras 2 horas de incubación a 50 °C, en condiciones básicas (pH 8,1) y 
con caseína como sustrato. Los aminoácidos generados reaccionan con el 
reactivo de Folin-Ciocalteu, formando un complejo azul que es determinado 
colorimétricamente a 700 nm. La curva de calibración se realizó con tirosi-
na. Se llevaron a cabo tres repeticiones y dos blancos de reacción (muestras 
incubadas sin sustrato), para cada una de las tres réplicas de cada finca, para 
un total de nueve repeticiones y seis blancos por finca analizada.
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Para el primer año, la actividad proteasa, en general, fue mayor en las 
fincas de Tolima que en las de Meta (figura 3.3). En Tolima se encontró que 
la actividad proteasa promedio de las fincas de Tolima norte (504,30 µg de 
tirosina g-1.h-1) fue significativamente superior a las de Tolima sur (171,33 µg 
de tirosina g-1.h-1). Esta actividad enzimática presentó correlaciones positivas 
con todas las formas de N disponible medidas en este estudio (nH4

+, no3
- y % 

Nitrógeno Total) (tabla 3.1). Sin embargo, correlaciones con el N inorgánico 
no eran de esperar, dado que la disponibilidad de esta fuente de N podría in-
hibir la actividad proteasa en el suelo, toda vez que las formas disponibles de 
N de fácil asimilación para los microorganismos inducen a una represión en 
la síntesis y en la actividad de las proteasas (Ladd y Jackson, 1982), tal como 
se encontró para el amonio en los suelos de Tolima en el segundo año (tabla 
3.1). Las fincas del Tolima norte mostraron niveles más altos tanto de mate-
ria orgánica como de % nt (capítulo 2), lo cual sugiere, como es de esperar 
(Bonmati et al., 1991), una estrecha relación entre estas dos variables. Corre-
laciones negativas encontradas en este estudio entre la actividad proteasa y 
la disponibilidad de cationes (tabla 3.1) fueron también reportadas por Ladd 
y Butler (1970) en presencia de Mg y K.

El análisis de las 16 fincas durante el primer año mostró correlación po-
sitiva de r2: 0,59 entre la actividad de la proteasa y % mo. Se observó que las 
fincas de Tolima norte y la finca 13 de Meta, que poseen mayor actividad pro-
teasa, también tienen los valores más altos de mo con valores de 3,56 % (para 
el promedio de fincas de Tolima norte, primer año; ver capítulo 2) y de 3,31 
% (para la finca 13, resultados no mostrados). En este sentido, el porcentaje 
de mo podría ser una medida de la cantidad de sustrato disponible para di-
cha enzima. No se encontraron diferencias en la actividad proteasa para las 
fincas de Meta en el primer año, con excepción de la finca 13 (figura 3.3), que 
registró la mayor actividad proteasa (375,53 µg de tirosina g-1 h-1). Finalmente, 
cabe señalar que la actividad proteasa se correlacionó positivamente con el 
amonio y el P, y negativamente con el Cu (tabla 3.1).

Para el segundo año de muestreo no se encontraron diferencias signifi-
cativas en la actividad proteasa entre las fincas de Tolima. Por otra parte, 
merece mencionar que la actividad proteasa para las fincas del Tolima nor-
te disminuyó con respecto al primer año (figura 3.3). Así mismo, se halla-
ron correlaciones negativas entre la actividad proteasa y la relación Mg/K, 
Ca+Mg/K y nH4

+, lo cual sugiere una inhibición de la actividad proteasa por 
cationes como el Mg y K que ya ha sido previamente reportada (Ladd y But-
ler, 1970), al igual que inhibición por la disponibilidad de N mineral en el 
suelo (Ladd y Jackson, 1982). Para Meta (figura 3.3), con excepción de la finca 
15 (que durante este año se encontraba en un descanso prolongado), no se 
encontraron diferencias significativas en la actividad proteasa. La actividad 
enzimática registrada se correlacionó positivamente con el Cu y el porcentaje 
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de humedad (tabla 3.1), sugiriendo que la presencia de Cu (Wang et al., 2009) 
y altos contenidos de humedad (Sardans et al., 2008) pueden estar regulando 
la actividad de la proteasa. Por otra parte, la finca 15 no mostró actividad 
nitrogenasa en el segundo año, y su respuesta a la adición de fuentes de car-
bono fue bajo (figura 3.2), pero presentó la mayor actividad proteasa (1.151,22 
µg de tirosina g-1h-1) (figura 3.3), lo cual indica que la falta de entradas de N 
inorgánico al suelo, producto de un período relativamente prolongado sin 
actividad agrícola, favorece la mineralización de la materia orgánica, la cual 
proporciona fuentes de C y N para los microorganismos. 
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Figura	3.3	 Actividad proteasa (µg de tirosina g de peso seco de suelo-1 h-1) para los 
departamentos de Tolima (Tolima norte, fincas 1-4; Tolima sur, fincas 5-8) y Meta (Meta 
inundado, fincas 11-14; Meta secano, fincas 9, 10, 15 y 16) para el primero (1) y segundo 
año (2). Las barras corresponden al promedio con su respectivo error estándar. Letras 
diferentes indican diferencias estadísticas (p ≤ 0,05) por test de comparación de Tukey.
Fuente: autores
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que: 
1. Los recuentos en medios nfb, el potencial de la actividad nitrogenasa 

y la actividad proteasa fueron influidos por diversos parámetros fisi-
coquímicos del suelo. 

2. La actividad nitrogenasa no fue detectada en los suelos bajo estudio, 
posiblemente debido a las altas concentraciones de fertilización ni-
trogenada aplicada en los programas de fertilización de los cultivos 
analizados. 

3. La actividad proteasa se correlacionó con la presencia de materia orgá-
nica y nitrógeno orgánico, indicando una estrecha relación entre estas 
variables; así mismo el período de descanso prolongado que se dio en 
la finca 15 favoreció la actividad proteasa, posiblemente debido a la fal-
ta de fertilización nitrogenada durante este período, estimulándose la 
búsqueda de fuentes alternativas de nitrógeno en la fracción orgánica 
del suelo. 

4. El potencial de la actividad nitrogenasa indica que los suelos presentan 
limitantes energéticas que podrían ser suplidas por enmiendas orgá-
nicas como la incorporación de tamo, y 

5. Los resultados de este estudio sugieren que la aplicación de enmiendas 
microbianas diseñadas para suplir la demanda parcial de nitrógeno 
del cultivo de arroz basadas en la fijación biológica de N no es viable 
si no están acompañadas de la aplicación de otro tipo de estrategias, 
como la incorporación de materia orgánica al suelo. 
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El fósforo (P) es, después del nitrógeno, el nutriente más importante para 
lograr el desarrollo de las funciones fisiológicas en los cultivos vegetales. 
Infortunadamente, el P se encuentra muy poco disponible para la planta, ya 
que mientras que la mayoría de compuestos en el suelo están presentes en 
cantidades milimolares, la concentración de P soluble en el suelo está en el 
rango de concentraciones micromolares o menos, incluso a pH de 6,5 donde 
el P es más soluble (He et al., 2003). Esta situación es paradójica, toda vez que 
los suelos, particularmente los suelos tropicales, poseen concentraciones to-
tales de P atrapado (no disponible), varios órdenes de magnitud por encima 
de las necesidades de la planta. Una gran proporción de este P (entre el 29 % 
y el 65 % del P total insoluble) corresponde a la fracción orgánica, la cual es 
considerada poco disponible para la planta (Gyaneshwar et al., 2002; Patel et 
al., 2010). Por otra parte, está la fracción inorgánica, que tampoco se encuen-
tra muy disponible, debido a la formación de complejos con iones del suelo 
como Ca2+, Al3+, Fe2+ y Fe3+ que secuestran este elemento (Igual et al., 2001; 
Richardson, 2001; Yarzábal, 2010). La baja disponibilidad de P en el suelo ha 
conducido a la aplicación de altas cantidades de fertilizantes fosforados en 
los cultivos, generando condiciones poco amigables para el ambiente, como 
la contaminación de aguas subterráneas (Torrent et al., 2007). 

Se ha estimado que las explotaciones naturales de P, las cuales están con-
centradas en cinco países, estarán llegando a su máximo de producción 
entre el año 2034 y el año 2070, debido a una disminución de las fuentes 
conocidas de este recurso (Gross, 2009). La proximidad del desabastecimien-
to de P en el planeta se percibe aún más dramática cuando se valora la alta 
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dependencia de los procesos de extracción de este elemento en energías fósi-
les como el petróleo, lo cual tiene su incidencia en los precios de fertilizantes 
a nivel mundial (Gross, 2009). Es evidente entonces que la falta de medidas 
adecuadas tendientes a un desarrollo agrícola sostenible en función de este 
recurso tendrá un impacto devastador en el sector agrícola, toda vez que el 
90 % del P producido en el planeta está destinado para dicho sector (Gross, 
2009). Esta situación ha conducido a la necesidad de establecer un manejo 
más sostenible de la fertilización fosforada de los cultivos, lo cual supone 
comprender el papel de los microorganismos en la transformación de este 
elemento en el ambiente, con el objeto de proporcionar las condiciones que 
optimicen su asimilación para la planta. En este sentido, merece destacar que 
las bacterias y arqueas poseen la mayoría del nitrógeno y P del suelo, y cerca 
del 50 % del carbono almacenado en organismos vivos en el planeta (Allison 
y Martiny, 2008; Yarzábal, 2010), lo cual evidencia que un conocimiento del 
papel de los microorganismos en el ciclaje de estos elementos permitirá un 
manejo más sostenible de la agricultura. 

El arroz es uno de los principales cultivos a nivel mundial; sin embargo, 
su crecimiento se ve limitado por la escasa disponibilidad de P en una gran 
variedad de suelos. Esto ha llevado a que la planta desarrolle una serie de 
mecanismos como la acidificación del medio por la producción de ácidos 
orgánicos que se acomplejan con el P atrapado con metales, con el objeto de 
movilizar este elemento y así permitir su asimilación por la planta (Li et al., 
2008). En Colombia, el cultivo de arroz se ha logrado establecer en cuatro 
zonas geográficas diferentes (Centro, Llanos Orientales, Caribe húmedo y 
Caribe seco), bajo tipos de suelo diferentes (e.g. oxisoles y alfisoles), prác-
ticas y sistemas de riego contrastantes (e.g. secano e inundado) (capítulo 2) 
(Fedearroz, 2000). Estas variables poseen un efecto importante sobre las 
características biológicas, bioquímicas y fisicoquímicas relacionadas con la 
disponibilidad del P en el suelo, las cuales deben ser determinadas para op-
timizar el uso de este recurso en el sistema productivo del arroz. Los suelos 
de la zona Centro, por ejemplo, entre los que se encuentran los suelos de 
Tolima, son considerados con pocos problemas en torno a la fijación de P, 
mientras que los suelos de la Orinoquia y los de Meta poseen problemas de 
fijación debido a los altos contenidos de Al y Fe (Sánchez y Owen, 1984). Es 
fundamental entonces entender la dinámica de este nutriente en los cultivos 
de arroz, dada la importancia de este para el cultivo, particularmente en la 
fase inicial y de establecimiento del mismo.

Los microorganismos del suelo cumplen una serie de funciones dentro del 
ecosistema, que son determinantes en el establecimiento de las relaciones de 
las plantas con su entorno. La rizósfera es uno de los sitios más importantes 
para el desarrollo de dichas relaciones, y dentro de esta se pueden identificar 
los microorganismos solubilizadores y mineralizadores de fosfato, los cuales 
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contribuyen a la toma de nutrientes como el P, que de otra forma son escasos 
para la planta (Gyaneshwar et al., 2002). En cuanto a la disponibilidad del P 
orgánico, está mediada predominantemente por la actividad enzimática de 
los microorganismos del suelo, ya que a pesar de que las plantas producen 
fosfatasa ácida y fitasas (Li et al., 2008), la gran cantidad de biomasa bacte-
riana así como su alta actividad metabólica y su corta vida media, les per-
miten producir y liberar mayores cantidades de enzimas extracelulares que 
las que podrían liberar las plantas (Dick y Tibatabai, 1993; Yadav y Tarafdar 
2003). Así mismo, se ha logrado determinar que enzimas como la fosfatasa 
ácida (fac), de origen microbiano, poseen mejor actividad hidrolítica sobre 
compuestos orgánicos que enzimas homólogas de origen vegetal (Tarafdar 
et al., 2001). Por otra parte, las plantas superiores no producen la enzima 
fosfatasa alcalina (fal), por lo que su presencia en el suelo es de origen ne-
tamente microbiano (Juma y Tabatabai, 1988). Finalmente, están las fitasas, 
cuyo sustrato es el fitato o ácido fítico (mio-inositol hexafosfato), que es la 
forma predominante del P orgánico en el suelo, el cual no puede ser asi-
milado directamente por la planta (Patel et al., 2010). Por tal motivo, se ha 
sugerido que las fitasas de origen microbiano (bacterias, hongos y levaduras, 
principalmente) estén involucradas en la promoción de crecimiento vegetal, 
en suelos donde el fitato es una fuente importante de P orgánico (Ramírez y 
Kloepper, 2010; Richardson, 2001). 

En cuanto a las fuentes de P inorgánico, es ampliamente aceptado que un 
número considerable de bacterias y hongos poseen la capacidad de solubili-
zar/liberar el P atrapado en la fracción inorgánica del suelo (Gyaneshwar et 
al., 2002; Yarzábal, 2010). Diversos mecanismos han sido descritos, que con-
tribuyen a esta capacidad y la posterior toma de este elemento por la planta, 
entre los que merece destacar: 

a. la acidificación por medio de protones (H+) y ácidos orgánicos que, 
además de acidificar el medio, a su vez quelan el P atrapado en la frac-
ción inorgánica; 

b. la absorción de P a través de las membranas celulares y su posterior 
acumulación en estructuras como las biopelículas, que a expensas de 
los exopolisacáridos que los forman, aparentemente acumulan el P ob-
tenido de la fracción mineral; 

c. la movilización de P asimilado por la biomasa microbiana, producto 
de su descomposición; 

d. la reducción de óxido férrico bajo condiciones anaerobias, típica de 
cultivos de arroz, que libera el P atrapado y el ion Fe2+, y 

e. una serie de mecanismos indirectos, como la producción de sustancias 
reguladoras de crecimiento vegetal, que incrementan el crecimiento 
de la raíz y sus pelos radicales, así como la toma de nutrientes a par-
tir de micorrizas o incluso bacterias “ayudadoras de micorrizas”, que 
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mejoran la colonización de los hongos micorrícicos, enriqueciendo así 
la relación planta-microorganismo y, por ende, sus beneficios para la 
planta (Frey-Klett et al., 2005; Marshner et al., 2011; Rodríguez y Fraga, 
1999; Yarzábal, 2010). 

Si bien es ampliamente aceptado que los microorganismos pueden des-
empeñar un papel importante en la toma de nutrimentos como el fósforo 
para la planta, estos también pueden interferir disminuyendo su asimilación 
por diversos mecanismos. En este sentido cabe destacar: a) la inmovilización 
de P en la biomasa microbiana; b) la interferencia en los mecanismos de so-
lubilización de P propios de la planta, como la degradación de ácidos orgá-
nicos de origen vegetal o el consumo de protones de la fracción mineral del 
suelo, para llevar a cabo procesos como la amonificación, de tal forma que 
en lugar de lograr una disminución en el pH, se logre un efecto contrario; 
y c) afectando negativamente el crecimiento de la raíz o incluso la relación 
planta-micorriza (Marshner et al., 2011). 

Teniendo en cuenta todas las consideraciones arriba mencionadas, y dada 
la importancia del P para el cultivo del arroz y el potencial de los microor-
ganismos para afectar la disponibilidad de este nutriente para la planta, el 
objetivo de este trabajo consistió en la evaluación global del papel de algu-
nos microorganismos solubilizadores de fosfato cultivables, así como de la 
actividad microbiana asociada a la mineralización del P orgánico mediante 
la evaluación de la actividad de las enzimas fac y fal en los suelos bajo 
estudio, así como la relación con las variables fisicoquímicas relevantes que 
determinan el ciclaje del P en los suelos arroceros bajo estudio.

Estimación de la población de microorganismos 

solubilizadores y mineralizadores de fosfato en suelos 

productores de arroz de Tolima y Meta

Con el fin de determinar la población de microorganismos solubilizado-
res y mineralizadores de fosfato, se realizaron diferentes salidas de campo, 
en donde se recolectaron muestras representativas de 16 fincas arroceras, ocho 
de Tolima y ocho de Meta (capítulo 2), las cuales fueron evaluadas durante 
el primer período de siembra de los años 2008 y 2009. La metodología para 
la toma de muestras de suelo, así como la descripción general de las fincas se 
menciona con más detalle en el capítulo 2. Las submuestras empleadas para 
los recuentos fueron homogeneizadas y almacenadas a 4 °C. 

Con el fin de tener una estimación de la población global de microorga-
nismos solubilizadores de fosfato cultivables, se llevó a cabo una serie de di-
luciones seriadas en el medio selectivo nbrip (National Botanical Research 
Institute Phosphate growth medium) (Nautiyal, 1999), suplementado con di-
ferentes fuentes de fosfato inorgánico como Ca3(PO4)2 al 0,5 %, AlPO4 al 0,3 
%, FePO4 al 0,5 %, según el tipo de microorganismos solubilizadores de fosfa-
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to que se estaba analizando. Posteriormente, se incubaron a 28 °C durante 14 
días para el caso de los medios de cultivo crecidos en presencia de fosfato de 
calcio, hasta la aparición de halos claros alrededor de las colonias de micro-
organismos solubilizadores de fosfato. Para el caso de los microorganismos 
solubilizadores de fosfato de aluminio y hierro no se lograron evidenciar 
halos de solubilización; por tal motivo, se asumió que aquellos organismos 
que crecían en este medio tenían la capacidad de asimilar el P insoluble, y 
por ello se realizó un recuento de las colonias totales obtenidas en dichos 
medios (figura 4.1). La población de microorganismos mineralizadores de P 
fue determinada empleando el medio nbrip con ácido fítico (C6H18O24.xNa.
H2O) al 1 % (Phytic acid sodium salt hidrate siGma®) como única fuente de P 
orgánico (figura 4.1). 

Los resultados encontrados en los diferentes recuentos de los grupos fun-
cionales evaluados en este trabajo indican que existen diferencias puntuales 
entre las fincas analizadas. Esto sugiere que la distribución de los microorga-
nismos cultivables solubilizadores de fosfato obedece a una serie de factores 
específicos de cada finca, que se escapan a diferencias globales enmarcadas 
por ejemplo por el tipo de suelo. Esta situación cobra importancia en el mar-
co de este trabajo, ya que los análisis presentados en el capítulo 2 permitieron 
describir dos grandes regiones, Tolima y Meta, con dos subregiones cada 
una, Tolima norte, Tolima sur y Meta con sistemas de cultivo de arroz seca-
no e inundado, respectivamente. A pesar de lo mencionado arriba, se pue-
den observar algunas tendencias específicas como la presencia de mayores 
recuentos de microorganismos solubilizadores de fosfato de aluminio en la 
zona de Meta, particularmente para el año 2. Igualmente, se puede observar 
la presencia de mayores recuentos de microorganismos solubilizadores de 
fosfato de hierro en las fincas de Tolima norte en relación con las de Tolima 
sur, e incluso la presencia de mayores recuentos de microorganismos que 
crecen en ácido fítico como única fuente de P en las fincas de Meta con res-
pecto a las de Tolima (figura 4.1). Es posible que estos patrones obedezcan a 
factores intrínsecos relacionados con el tipo de suelo, como por ejemplo, el 
mayor contenido de aluminio en los suelos de la zona de Meta; sin embargo, 
el análisis de correlación no mostró alguna tendencia específica. También es 
probable que la falta de definición en términos de un patrón de distribución 
de estos grupos en función de las zonas bajo estudio obedezca al bajo poder 
de definición intrínseco de la técnica de recuento en placa, además del he-
cho de que un alto porcentaje de los microorganismos identificados como 
solubilizadores de P son hongos, los cuales, al contrario de las bacterias, no 
permitieron evidenciar diferencias muy marcadas entre subregiones según el 
análisis de los microorganismos no cultivables (capítulo 6). 
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Figura	4.1	 Recuentos microbianos de bacterias asimiladoras de diferentes fuentes de fósforo 
insoluble: Fosfato de calcio (A–B), Fosfato de aluminio (C–D), Fosfato de hierro (E–F), Ácido 
fítico (G–H), para el departamento de Tolima (Columna izquierda A–G) y Meta (Columna 
derecha B–H). Para las fincas de Meta (fincas 9-10 y 15-16 corresponden a cultivos secanos, 
y las fincas 11-14 a cultivos inundados). Los datos mostrados con la misma letra no son 
significativamente diferentes entre sí, de acuerdo con el test por pares de Kruskal Wallis a un 
P < 0,05. 
Fuente: autores
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A pesar de lo mencionado arriba, el análisis de las correlaciones de los 
recuentos de microorganismos solubilizadores de fosfato, particularmente 
para la zona de Meta, mostraron una relación entre las bacterias solubi-
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lizadores de fosfato de calcio (bsf) y los microorganismos que crecen en 
fosfato de calcio (cfc), fosfato de aluminio (cfa) y fosfato de hierro (fH) 
(tabla 4.2). Así mismo, se encontró una correlación entre los microorganis-
mos que crecen en presencia de ácido fítico (af) y aquellos que cfc	y fH 
(tabla 4.1) y particularmente en Meta aquellos que cfa y cfc para el año 1
(tabla 4.1) y los que cfa y las bsf y los microorganismos que crecen en 
fH (tabla 4.2). Estos resultados indican que especialmente para la zona de 
Meta existe una estrecha relación entre los diferentes grupos de microor-
ganismos asociados a la solubilización de fosfato inorgánico y orgánico, 
sugiriendo que estos grupos podrían estar relacionados e incluso podrían 
ser un mismo grupo funcional, si se tiene en cuenta que los mecanismos de 
acción involucrados en la solubilización de P de todas estas fuentes es muy 
similar (Marshner et al., 2011; Patel et al., 2010; Rodríguez y Fraga, 1999; 
Yarzábal, 2010).

Las tablas 4.1 y 4.2 de las correlaciones de los diferentes grupos funciona-
les muestran que los diferentes cationes tipo Ca2+, Mg2+, K+, Na+ y algunas de 
sus relaciones poseen marcada influencia sobre los recuentos de los grupos 
de microorganismos que crecen sobre fH (en Tolima, Mg2+, K+ y Na+, año 1, 
y Ca2+, año 2, y para Meta, Ca2+ y Mg2+, año 1), cfa (Tolima, Ca2+, Mg2+ y K+, 
año 2) y af (en Tolima, Ca2+, Mg2+ y Na+, año 1, y Mg2+ y K+, año 2, y para 
Meta, Ca2+, año 1, y Ca2+ y Mg2+, año 2) como única fuente de P, los cuales 
están conformados básicamente por hongos filamentosos. En este sentido, 
llama particularmente la atención la correlación negativa entre los que cre-
cen fH y af y el calcio (tablas 4.1 y 4.2), fenómeno que fue igualmente evi-
denciado entre el recuento general de hongos y el Ca2+ (r2 = -0,48, p < 0,1). 
Muy posiblemente, la razón para este hecho yace en el efecto del Ca2+ sobre 
el incremento en el pH, que en los suelos bajo estudio presentó una corre-
lación de r2 = 0,75 (P < 0,05), ya que como es bien sabido, un incremento 
en el pH del suelo conduce a un detrimento de las poblaciones de hongos 
(Weyman-Kaczmarkowa y Pedziwilk, 2000). Estos resultados sugieren que 
incrementos en los valores de pH pueden ejercer efecto sobre la regulación 
de las poblaciones de este grupo de microorganismos en el cultivo de arroz, 
lo cual estaría en detrimento de los grupos funcionales arriba mencionados, 
pero igualmente podría ejercer efecto sobre las poblaciones de hongos fito-
patógenos en estos cultivos, ya que incrementos en el pH es una estrategia 
actualmente empleada para el control de hongos fitopatógenos en otras cir-
cunstancias (Abdulkadir y Aminu, 2007). 

Los resultados encontrados en este estudio indican una fuerte correlación 
entre el N-no3 y los microorganismos que crecen en af (Tolima, años 1 y 2, 
Meta, año 2), fH (Tolima, año 1) y cfa (Tolima, año 2) como única fuente de 
P (tablas 4.1 y 4.2). 
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Estos resultados sugieren que la distribución de estos grupos funcionales 
en el agro-ecosistema de arroz, particularmente en Tolima, está determina-
da en buena medida por la disponibilidad de nitrógeno (N-no3) en el suelo, 
lo cual está en concordancia con diversos estudios que han mostrado que la 
abundancia y la estructura de la comunidad fúngica están estrechamente 
relacionadas con la calidad y disponibilidad de nutrientes (e.g. nitrógeno) 
en el ambiente (Allison et al., 2007; Lauber et al., 2008). La identificación de 
este tipo de relaciones es importante para tener en cuenta en el momento de 
aplicar enmiendas microbianas tendientes a mejorar la disponibilidad de P 
en cultivos de arroz, a través de la mineralización o solubilización de com-
puestos orgánicos o fracciones inorgánicas, respectivamente. 

Finalmente, cabe mencionar las correlaciones encontradas (algunas posi-
tivas y otras negativas), entre los diferentes grupos funcionales analizados y 
factores de la física de suelos, como el porcentaje de limo, arena y arcilla (ta-
blas 4.1 y 4.2). Estos factores que determinan la estructura del suelo han sido 
documentados por sus efectos en la distribución de microorganismos en el 
ambiente edáfico, particularmente para las comunidades fúngicas (Lauber et 
al., 2008; Quesada-Moraga et al., 2007). El efecto mencionado tiene relación 
con algunos grupos funcionales, y además difiere en relación con la zona o 
tipo de suelo, ya que, por ejemplo, en el caso de microorganismos que crecen 
en af, se evidencia una correlación negativa con el contenido de arcilla en los 
suelos de Tolima (r2 = -0,77, p ≤0,05) para el primer año, mientras que para el 
mismo grupo funcional y mismo año, en Meta se observa correlación positi-
va (r2 = 0,68, p < 0,1). Situación similar se presenta para los microorganismos 
que crecen en fosfato de hierro pero en años diferentes (tablas 4.1 y 4.2). 

Determinación de la actividad fosfatasa ácida y alcalina

La actividad enzimática del suelo ha sido identificada como uno de los 
parámetros bioquímicos más relevantes como indicador de la calidad y sa-
lud del suelo (Dick, 1992). Esto se debe a su papel en diferentes funciones 
dentro del ecosistema, como el procesamiento y ciclaje de nutrientes, su 
influencia en la eficiencia en el uso de fertilizantes, su papel como indi-
cador de la actividad biológica de los microorganismos y de cambios en 
las condiciones físico-químicas del suelo (Dick et al., 2000). Las fosfatasas 
corresponden a un amplio grupo de enzimas que catalizan la hidrólisis de 
ésteres y anhidros de ácido fosfórico, siendo las fosfatasas ácidas y alcalinas 
hidrolasas de ácidos monoéster fosfóricos (Deng y Tabatabai, 1997). Estas 
enzimas son de gran valor agronómico, puesto que transforman compues-
tos de fósforos orgánicos en fósforos inorgánicos que pueden ser asimilados 
por la planta; por tanto, las variaciones en la actividad fosfatasa no solo 
son indicadores de cambios en la cantidad y calidad de sustratos fosfora-
dos del suelo, sino que son indicadores del estado biológico de los mismos 
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(Pascual et al., 1997, 2002). Particularmente, la relación enzimática entre la 
fosfatasa alcalina y la fosfatasa ácida (fal/fac) ha sido sugerida como un 
indicador del estatus del pH en el suelo, condición que es muy importante 
para determinar la condición de fertilización y el potencial productivo en 
el suelo (Dick et al., 2000). 

Para evaluar la actividad enzimática de la fac y la fal de las 16 fincas de 
arroz ubicadas en Tolima y Meta, se siguió el método propuesto por Tabata-
bai y Bremner (1969) y Eivazi y Tabatabai (1977), adaptado en el poe (Proce-
dimiento Operativo Estándar) núm. 5 de Avellaneda (2008). Brevemente este 
procedimiento consiste en la determinación del p-nitrofenol liberado por la 
enzima tras una hora de incubación a 37 °C, en condiciones ácidas (pH 6,5) 
y alcalinas (pH 11), respectivamente. El p-nitrofenol se extrae y colorea con 
hidróxido de sodio para ser determinado colorimétricamente a 400 nm. La 
curva de calibración se realizó con p-nitrofenol, y se llevaron a cabo tres re-
peticiones y dos blancos de reacción (muestras incubadas sin sustrato), para 
cada una de las tres réplicas por finca, para un total de nueve repeticiones y 
seis blancos por finca analizada.

La figura 4.2 muestra la actividad enzimática de fac y fal asociada a las 
16 fincas analizadas en este estudio durante los dos años de muestreo. En 
general, se observa mayor actividad en términos de la fac respecto a la fal, 
lo cual es de esperar, toda vez que la actividad de la primera posee un origen 
microbiano y vegetal, mientras que la fal, un origen netamente microbiano 
(Dinkelaker y Marschner, 1992; Juma y Tabatabai, 1988). El análisis estadísti-
co no mostró correlación entre la actividad de estas dos enzimas y el porcen-
taje de la materia orgánica (% mo) de los suelos bajo estudio, correlaciones 
que eran de esperar y que además han sido reportadas en otros estudios si-
milares (Deng y Tabatabai, 1997). La falta de correlación entre estas variables 
es producto de los estrechos rangos en las variaciones en términos del % mo 
presentes en los suelos bajo estudio que durante los dos años oscilaron entre 
5,8 y 2,5 % mo para los suelos de Tolima y entre 3,4 y 2,0 % mo para los suelos 
de Meta (capítulo 2). A pesar de la falta de correlación con % mo, sí se pudo 
observar alta correlación positiva entre la cic y la fal para Tolima y con la 
fac para el caso de Meta (particularmente en el primer año de muestreo 
para esta última enzima) (tabla 4.3). Es importante resaltar esta correlación 
al momento de definir marcadores funcionales de calidad del suelo ya que, 
tanto la cic como la actividad enzimática de las fosfatasas, se consideran 
indicadores del estado de fertilización y están estrechamente relacionados 
(Lara, 2003; Pascual et al., 2002). 

El pH es reconocido como un factor que posee gran influencia sobre 
los procesos biológicos, incluyendo la actividad microbiana, los cuales a 
su vez ejercen efecto sobre la fertilización y productividad en los cultivos 
(Dick et al., 2000). En este estudio se encontró correlación negativa entre la 
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fac y el pH para los suelos de Meta (r2 = -0,67, p < 0,1) y Tolima (r2 = -0,7,
p < 0,1) en el primer y segundo año, respectivamente. Esta correlación era 
de esperar, toda vez que la actividad enzimática óptima para esta enzima se 
encuentra, como su nombre lo indica, a pH ácidos (Acosta-Martínez y Taba-
tabai, 2000; Dick et al., 2000). Así mismo, se halló un efecto importante (P ≤ 
0,05) del pH sobre la actividad de la fal tanto para los suelos de Tolima como 
de Meta. Para el caso de los suelos de Tolima, esta correlación, como era de 
esperar, fue positiva (Acosta-Martínez y Tabatabai, 2000); sin embargo, para 
Meta la correlación fue negativa (r2 = -0,89). Se observa que los valores más 
altos de la fosfatasa alcalina (figura 4.2) coinciden con las fincas que se en-
cuentran bajo sistema de riego secano, las cuales a su vez tienen los valores 
más bajos de pH, oscilando entre 4,5 y 4,9, mientras que las fincas inundadas 
presentan rangos de pH entre 5,2 y 5,7 (resultados no mostrados). Estos re-
sultados sugieren que, a pesar de que el pH tiene efecto importante sobre la 
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Figura	4.2	 Actividad fosfatasa de las fincas arroceras de estudio en los departamentos de 
Tolima (Columna A–C) y Meta (Columna B–D), para el primer año de muestreo (Fila A–B) y 
el segundo año de muestreo (Fila C–D). Fincas 1-8 y 11-14, cultivos en sistema inundado; 
fincas 9, 10, 15 y 16, cultivos en sistema secano. Las barras corresponden al promedio de 
la actividad, expresada en µg de p-nitrofenol por gramo de suelo seco por hora. Los datos 
mostrados con la misma letra no son significativamente diferentes entre sí, de acuerdo con 
Kruskal Wallis (P < 0,05).
Fuente: autores
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actividad enzimática de la fal, bajo las condiciones de cultivo secano, exis-
ten otros factores diferentes que están favoreciendo esta actividad enzimáti-
ca. Estas diferencias, como bien se mencionó antes, muy posiblemente están 
relacionadas con mayor disponibilidad de oxígeno en el suelo, que favorece 
la distribución de microorganismos aeróbicos que, como los hongos, con-
tribuyen notablemente a la actividad de la fal en el suelo, e incluso son más 
tolerantes a pH ácido que las mismas bacterias, las cuales, por el contra-
rio, toleran más fácilmente las condiciones de anaerobiosis presentes en los 
suelos bajo inundación. Tal interpretación está igualmente sustentada por 
la correlación negativa entre fosfatasa alc y % Humedad (r2 = -0,63, p < 0,1) 
presente en el primer año de muestreo para las fincas de Meta (tabla 4.3).

En particular, para Tolima se observa alta correlación entre la presencia 
de diferentes cationes como el Ca2+, Mg2+ y K+ con la actividad de la fal	
(tablas 3 y 4). Esta correlación posiblemente está asociada con el efecto de di-
chos cationes sobre el pH, toda vez que para ambos años se observó una alta 
correlación entre Ca2+ (r2 = 0,75, P < 0,05) y Mg2+ (r2 = 0,68, P < 0,05) con el 
pH. Esta situación podría incluso explicar las diferencias entre ambas zonas 
de Tolima en términos de la actividad de fal, ya que, como se observó en el 
capítulo 2, la zona de Tolima sur, que aquí presenta las actividades más altas 
de la enzima, también manifiesta los valores más altos de Ca2+, Mg2+ y pH, a 
pesar de que los últimos dos valores no son estadísticamente significativos 
(capítulo 2). 

La actividad enzimática reportada en este trabajo no mostró correlación 
directa con el P disponible para el primer año; sin embargo, para el segundo 
año mostró correlación positiva entre la fal y el P (r2 = 0,71, p < 0,05) en el 
caso de Tolima, mientras que para Meta mostró correlación negativa (r2 = 
-0,76, p < 0,05). De cualquier forma, se está evidenciando un efecto impor-
tante de la actividad de la fal sobre la disponibilidad de P en los suelos bajo 
estudio, la cual podría estar determinada a su vez por el efecto de la materia 
orgánica, ya que el análisis de las características físicas y químicas del suelo 
para el segundo año mostró correlación negativa (r2 = -0,76, p < 0,1) entre la 
mo y el P para el segundo año. Estos resultados sugieren que el contenido 
de mo está “secuestrando” el P en el suelo, que podría estar siendo libera-
do gracias a la acción de los microorganismos vía mineralización, producto 
de la acción de la fal, particularmente en el caso de Tolima. Para el caso 
de Meta, posiblemente la mineralización del P a través de la actividad de la 
fal esté teniendo efecto sobre la baja disponibilidad de P, a expensas de la 
inmovilización de este elemento en la biomasa microbiana; sin embargo, 
mediciones más detalladas en términos de la presencia de P inmovilizado 
deben ser realizadas para poder llegar a ese tipo de conclusiones. 

Finalmente, cabe mencionar las correlaciones negativas entre la fal y al-
gunos grupos funcionales en el primer año para el caso de Tolima, como las 
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Tabla	4.3	Correlaciones	Tolima	y	Meta,	primer	año,	entre	la	actividad	enzimática	de	las	
enzimas	fosfatasa	ácida	(FAC)	y	fosfatasa	alcalina	(FAL)	y	las	variables	fisicoquímicas	y	
biológicas	asociadas	al	ciclaje	de	P	con	un	P	>	0,1	(sin	asterisco)	y	con	un	P	>	0,05	(con	
asterisco).	

Variables

Primer	año

Tolima Meta

FAC FAL FAC FAL

pH 0,73* -0,67 -0,89*

Ca 0,87*

Mg 0,65 0,744

Ca/Mg -0,67

K 0,76*

CIC 0,72* 0,67

Zn -0,69 0,088 0,88*

Al 0,65

Fe -0,63

NT -0,67

N-NH4 -0,85* -0,71*

N-NO3 -0,67 0,87*

% Humedad -0,63

Limo 0,71* 0,75*

Arena -0,67

ARA -0,76* -0,65

PROT -0,71*

BCEL -0,65

PDA -0,67

BSF 0,64

HCEL 0,86*

AN -0,92*

ACT 0,76*

FH -0,65 -0,75*

AF -0,77*

Los espacios en blanco equivalen a relaciones que no tienen significancia estadística.

Ca: calcio; Mg: magnesio; K: potasio; CIC: capacidad de intercambio catiónico; Zn: zinc; Al: aluminio; 

Fe: hierro; NT: nitrógeno total; N-NH4: nitrógeno asociado al amonio; N-NO3: nitrógeno asociado al 

nitrato; ARA: actividad nitrogenasa; P-ARA: potencial de la nitrogenasa; PROT: actividad proteasa; BCEL: 

bacterias celulolíticas; PDA: recuento de hongos totales en medio agar papa dextrosa; BSF: bacterias 

solubilizadoras de fosfato; HCEL: hongos celulolíticos; AN: recuento de bacterias crecidas en agar 

nutritivo; ACT: actinomicetes; FH: microorganismos que crecen en fosfato de hierro;  

AF: microorganismos que crecen en ácido fítico.

Fuente: autores
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Tabla	4.4	Correlaciones	Tolima	y	Meta,	segundo	año,	entre	la	actividad	enzimática	de	las	
enzimas	fosfatasa	ácida	(FAC)	y	fosfatasa	alcalina	(FAL)	y	las	variables	fisicoquímicas	y	
biológicas	asociadas	al	ciclaje	de	P	con	un	P	>	0,1	(sin	asterisco)	y	con	un	P	>	0,05	(con	
asterisco).	Los	espacios	en	blanco	equivalen	a	relaciones	que	no	tienen	significancia	
estadística.	Las	abreviaciones	como	en	tabla	4.3.

Variables

Segundo	año

Tolima Meta

FAC FAL FAC FAL

pH -0,7

Ca 0,89*

Mg 0,74*

K 0,77*

Mg/K -0,7

Ca/K -0,69

Ca+Mg/K -0,69

P 0,71* -0,76*

N-NH4 0,64

CIC 0,79*

P. ARA -0,73*

PROT 0,68

BCEL -0,65

Fuente: autores

bacterias celulolíticas y los microorganismos proteolíticos y los fijadores de 
nitrógeno, representados, en la tabla 4.3, por la actividad enzimática de las 
proteasas (prot) y la nitrogenasa (ara), respectivamente. Situación similar 
se puede observar con el recuento de bacterias totales, los fijadores biológicos 
de nitrógeno (ara), los organismos que crecen en fosfato de hierro y ácido 
fítico como única fuente de fósforo para el caso de Meta. Estas correlaciones 
negativas sugieren una especie de competencia entre los grupos funciona-
les mencionados y aquellos relacionados con la mineralización del fósforo 
a través de la fal, e indican que el P puede ser un factor limitante para la 
actividad microbiana en los suelos bajo estudio. 

Conclusiones

Los resultados de este trabajo permitieron determinar: 
1. La presencia de un grupo importante de microorganismos asociados a 

la solubilización y mineralización de fosfato en los suelos arroceros de 
Tolima y Meta, lo que sugiere que la utilización de enmiendas micro-
bianas asociadas a dichos grupos funcionales podría tener un efecto 
positivo sobre los cultivos arroceros. 
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2. Existen características puntuales entre zonas y subzonas de muestreo, 
e incluso entre fincas, que determinan la actividad/abundancia de es-
tos grupos funcionales; en este sentido cabe destacar las diferencias 
entre cultivos secanos e inundados de Meta, que para este grupo fun-
cional en particular ejercen un efecto muy importante. 

3. Se determinó que ciertas condiciones químicas y físicas del suelo, 
como el pH y la textura, tienen efecto sobre la abundancia y actividad 
de estos grupos funcionales. 

4. Se identificó el efecto del estado nutricional del cultivo sobre la activi-
dad/abundancia de los solubilizadores y mineralizadores de fosfato, ya 
que la presencia de niveles altos de Ca2+ aparentemente está en detri-
mento, mientras que niveles altos de n-no3

- promueven su abundan-
cia/actividad en los cultivos de arroz. 
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La porción del ciclo del carbono (C) que sucede en el suelo gobierna la ma-
yoría de los procesos agronómicos. En los agro-ecosistemas, la mayor fuente 
de C son las plantas, en las que el C asociado a los cultivos entra en el sue-
lo como materia orgánica compleja en forma de tallos, hojas, raíces y exu-
dados, seguido por las enmiendas orgánicas, como compost y estiércol. La 
descomposición de los residuos orgánicos es la principal función de la po-
blación microbiana del suelo; allí los microorganismos heterótrofos oxidan 
los compuestos carbonados obteniendo así energía para crecer, multiplicarse 
y sobrevivir. Los procesos de descomposición generalmente involucran un 
amplio espectro de microorganismos que actúan de acuerdo con el sustrato; 
ellos liberan enzimas para convertir compuestos de formas complejas a sus-
tratos más simples y así ser metabolizados. Debido a estos procesos, el C pre-
sente en las estructuras vegetales se transforma progresivamente a formas 
oxidadas hasta dióxido de carbono (co2), el cual es liberado por los microor-
ganismos del suelo a la atmósfera en un proceso conocido como respiración. 
Aunque la mayor parte del C es incorporado a la biomasa microbiana o libe-
rado en forma de co2 (mineralización), una pequeña porción es modificada 
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químicamente debido a la acción microbiana y permanece en el suelo como 
materia orgá) (Scow, 1997; Wagner y Wolf, 1999; Zech et al., 1997). 

La mo es un indicador de la calidad del suelo, tanto en sus funciones agrí-
colas (p. ej. producción y economía) como en sus funciones ambientales (e.g. 
captura de carbono y calidad del aire). La mo desempeña un papel impor-
tante en la productividad del suelo, dado que representa la mayor fuente de 
nutrientes para las plantas (e.g. N, P, S); también influencia las propiedades 
químicas y físicas del suelo, como el pH, la capacidad de intercambio iónico 
y la estructura del suelo; la agregación y la estabilidad del suelo aumentan 
con el contenido de materia orgánica, incrementando a su vez la tasa de infil-
tración y la capacidad de retención del agua disponible en el suelo, así como 
la resistencia contra la erosión hídrica y eólica. La mo puede ser dividida 
en dos fracciones, una fracción lábil y una fracción estable; los componen-
tes de la primera se descomponen en pocas semanas o meses y consisten en 
residuos orgánicos parcialmente degradados y otras sustancias no húmicas 
como aminoácidos, proteínas, polisacáridos, entre otras, mientras que los 
componentes de la fracción estable pueden persistir por años, al ser resis-
tentes al ataque microbiano o encontrarse físicamente protegidos por aso-
ciación con superficies minerales. Estos componentes son conocidos como 
material húmico (ácido húmico, ácido fúlvico y humina) (Wagner y Wolf, 
1999) y consisten en macromoléculas amorfas derivadas de los precursores 
biogénicos, mencionados anteriormente. La humificación, así como la des-
composición primaria, son procesos mediados por microorganismos y están 
influidos por variables específicas del sitio, tales como temperatura, régimen 
de agua del suelo, pH y disponibilidad de nutrientes (fao, 2002; Scow, 1997; 
Wagner y Wolf, 1999; Zech et al., 1997). Por todo lo anterior, los niveles de mo 
alcanzados en un agrosistema específico resultan dependientes, además de 
las variables mencionadas previamente, de la cantidad y el tipo de residuos 
adicionados al suelo, así como de la cantidad, diversidad y actividad de la 
fauna y microfauna del suelo. 

La composición de los residuos vegetales depende del tipo de cultivo y 
de la variedad; están compuestos mayoritariamente por celulosa, seguida de 
hemicelulosa y lignina. Abou-El-Enina et al. (1999) compararon la compo-
sición química de 53 variedades de arroz, encontrando un contenido de ce-
lulosa y hemicelulosa entre 56,55 % a 68,57 %, siendo mayor el porcentaje de 
celulosa; el contenido de lignina fue < 4,9 %, con una media de 4,07 %, y un 
contenido de nitrógeno entre 0,44 % y 0,86 %. El porcentaje de cenizas obte-
nido fue de 15,32 % a 23,82 % y el porcentaje de silicio entre 10,33 % a 17,74 %. 
De los macronutrientes, el potasio (K) fue el que se halló en mayor cantidad, 
con un promedio de 1,89 %, seguido de magnesio (Mg) 0,32%, calcio (Ca) 0,17 
% y fósforo (P) 0,047 %.
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Celulosa, hemicelulosa y lignina

La celulosa y la hemicelulosa son macromoléculas construidas de diferen-
tes azúcares, cuya composición y proporción varía según la especie de plan-
ta (Sánchez, 2009). La celulosa es un polímero no ramificado formado por 
moléculas de D-glucosa unidas por enlaces glucosídicos β-1,4 (Ahmed et al., 
2001; Lasheras, 2004; Sánchez, 2009). La hemicelulosa es un polisacárido he-
terogéneo, el cual presenta una cadena principal relativamente larga con ra-
mificaciones cortas que contienen habitualmente glucosa o xilosa. La acción 
enzimática para llevar a cabo la hidrólisis de la celulosa implica la acción se-
cuencial de un grupo de enzimas llamadas celulasas. El sistema de celulasas 
típico incluye tres tipos de enzimas: la endo1,4-β-glucanasa (ec 3.2.1.6), que 
ataca los enlaces β-1,4 en las regiones amorfas internas de la macromolécu-
la dando largos fragmentos solubles (oligosacáridos); la exo1,4-β-glucanasa 
(E.C.3.2.1.91), que separa el disacárido celobiosa desde los extremos de la mo-
lécula, y la β-glucosidasa (E.C.3.2.1.21), que hidroliza la celobiosa con forma-
ción de glucosa (Ahmed et al., 2001; Sánchez, 2009). 

Las enzimas celulasas son producidas por una variedad de bacterias y 
hongos aeróbicos o anaeróbicos, mesófilos o termófilos; sin embargo, solo 
algunos de ellos son capaces de hidrolizar la celulosa por completo. Los más 
eficientes degradadores de celulosa, los hongos filamentosos Trichoderma 
viride, Trichoderma reesei, Penicillium pinophilum, Sporotrichum pulveru-
lentum, Fusarium solani, Talaromyces emersonii y Trichoderma koningii, 
presentan un sistema enzimático completo de celulasas capaces de degra-
dar parcial o totalmente la celulosa en celobiosa y glucosa. Otros microor-
ganismos productores de celulasas incluyen hongos aeróbicos termofílicos 
(Sporotrichum thermophile, Thermoascus aurantiacus y Humicola insolens), 
hongos anaeróbicos mesofílicos (Neocallimastix frontales, Piromonas com-
munis, Sphaeromonas communis), bacterias aeróbicas mesofílicas y termo-
fílicas (Bacillus sp., Cellulomonas sp., Cellvibrio sp., Microbispora bispora y 
Thermomonospora sp.) y bacterias anaeróbicas mesofílicas y termofílicas 
(Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus, 
Ruminococcus flavefaciens y Clostridium thermocellum) (Ahmed et al., 2001; 
Howard et al., 2003; Ovando-Chacón y Waliszewski, 2005; Sánchez, 2009). 

Por otro lado, la lignina es un polímero sintetizado a partir de precursores 
fenilpropanoides, que se une a la celulosa y a la hemicelulosa haciendo de la 
pared celular de las plantas una barrera física prácticamente impenetrable, 
dando soporte estructural, impermeabilidad y resistencia contra el ataque 
microbiano y el estrés oxidativo (Sánchez, 2009). La degradación de la ligni-
na es un prerrequisito para la hidrólisis de la celulosa y la hemicelulosa; los 
microorganismos no ganan energía de la degradación de la lignina, pero les 
permite el acceso a estos polisacáridos (Tuomela, 2002), que son las princi-
pales fuentes de energía para ellos y para otros microorganismos que no son 
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capaces de degradarla. Además, la estructura compleja y aleatoria de la ligni-
na, la hidrofobicidad y la carencia de enlaces fácilmente hidrolizables hacen 
que este polímero sea difícilmente degradado por la mayoría de los microor-
ganismos. Los únicos microorganismos conocidos que degradan la lignina 
eficientemente hasta CO2 y H2O son los hongos de la podredumbre blanca, 
de los cuales los más estudiados han sido Botrytis cinerea, Phanerochaete 
chrysosporium, Stropharia coronilla, Pleurotus ostreatus y Trametes versico-
lor (Howard et al., 2003; Sánchez, 2009; Swamy y Ramsay, 1999; Ullah et al., 
2000). Otros grupos como algunos deuteromycetes, e.g. Trichoderma reesei, 
Aspergillus niger y Penicillium spp (Ortiz-Moreno y Uribe-Vélez, 2010), y al-
gunas pocas especies de los géneros bacterianos, Alcaligenes, Arthrobacter, 
Nocardia, Pseudomonas y Streptomyces (Tuomela, 2002), poseen la capaci-
dad de llevar a cabo la oxidación parcial de la lignina, permitiendo la for-
mación de ácidos húmicos y fúlvicos que mejoran la estructura del suelo. La 
lignina no puede ser degradada por una sola enzima; se requieren múltiples 
enzimas. Las enzimas fúngicas usadas son las polifenol oxidasas (lacasas) y 
peroxidasas, tales como la lignina peroxidasa y peroxidasa dependiente de 
Mn (Glazer y Alexander, 1998; Howard et al., 2003; Sánchez, 2009; Tuomela, 
2002). En la figura 5.1 se muestra un esquema de la vía metabólica utilizada 
por varios de los hongos de podredumbre blanca. 

Figura	5.1	 Degradación de lignina por hongos.
Fuente: adaptada de Hofrichter (2000).
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Estimación de poblaciones microbianas con actividad 

ligninolítica y celulolítica en cultivos de arroz

La diversidad y la actividad de los microorganismos en el suelo determi-
nan en alto grado la eficiencia de un agrosistema, en este caso específico, en 
el ciclaje del C. En el presente trabajo se cuantificaron en suelos de cultivos 
de arroz las poblaciones de bacterias y hongos degradadores de celulosa y 
hemicelulosa, llamados genéricamente como celulolíticos y hongos degrada-
dores de lignina, ligninolíticos, grupos clave en los procesos de descomposi-
ción primaria y humificación. Para esto, se seleccionaron 16 fincas arroceras 
(capítulo 2), ocho fincas del departamento de Tolima y ocho fincas del de-
partamento de Meta (doce cuentan con un sistema de producción inundado 
por riego y cuatro emplean el sistema secano), las cuales fueron evaluadas 
durante el primer período de siembra de los años 2008 y 2009. 

Para el conteo de bacterias con actividad celulolítica, se pesaron 10 g de 
suelo y se disolvieron en 90 mL de solución salina estéril al 0,85 % (p/v); 
posteriormente, se realizaron diluciones seriadas hasta la dilución 10-6. De 
las diluciones 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6, 0,1 mL se sembraron por superficie en agar 
celulosa al 1 % (p/v)1. Las cajas fueron incubadas a 28 °C por 24 horas. Trans-
currido el tiempo de incubación, se adicionó a las colonias presentes en los 
medios colorante rojo congo al 1 % (p/v) como revelador, luego de quince mi-
nutos se retiró el exceso y se adicionó NaCl 0,1 M, dejando reposar por quin-
ce minutos más; al cabo de este tiempo se hizo el recuento de las colonias que 
presentaron halos de hidrólisis (Páez et al., 2001). Para el recuento de hon-
gos con actividad celulolítica, 0,1 mL de las mismas diluciones se sembraron 
por superficie en agar celulosa al 1 % (p/v) adicionado con cloranfenicol (100 
mgL-1) y penicilina (60 mgL-1), se incubaron a 28 °C por 7 días y se siguió el 
procedimiento descrito anteriormente. Para hongos ligninolíticos, 0,1 mL de 
las diluciones 10-1 y 10-2 (preparadas como se indicó anteriormente), fueron 
sembrados en agar lignina2; las cajas fueron incubadas a 28 °C por 7 días; 
transcurrido este tiempo se hizo el recuento de las colonias que presenta-
ron actividad, entendida esta como la presencia de un halo de color marrón 

1 Composición en gL-1: Celulosa, 10; extracto de levadura, 2,5; peptona universal, 
2,5; sulfato de amonio, 0,5; cloruro de calcio, 0,5; fosfato monobásico de potasio, 
0,1; fosfato dibásico de potasio, 0,1; agar, 15; pH final 7,0+/- 0,2.

2 Composición en gL-1: Lignina alcalina, 1; fosfato dibásico de potasio, 0,5; sulfato 
de magnesio heptahidratado, 0,2; nitrato de amonio, 0,1; cloruro de potasio, 0,1; 
sulfato de hierro heptahidratado, 0,02; nitrato de calcio tetrahidratado, 0,05; 
extracto de malta, 2; agar, 15. Soluciones: KoH 1 M 5 ml L-1, guayacol 0,4 ml L-1, 
dioxano 10 ml L-1. Antibióticos: clorotetraciclina 60 mlL-1, sulfato de estreptomi-
cina 30 mg L-1 y penicilina G 30 mg L-1 
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alrededor de las colonias, debido a la oxidación del guayacol presente en el medio 
(Kiiskinen et al., 2004; Thorn et al., 1996). 

En las figuras 5.2 y 5.3 se muestran los resultados promedio obtenidos 
para bacterias y hongos celulolíticos en las 16 fincas evaluadas, para los dos 
años de estudio. En general, los recuentos para bacterias celulolíticas (figu-
ra 5.2) se encuentran en un rango entre 5,23 ± 0,40 (finca 7 - año 1) y 7,67 ± 
0,03 (finca 8 - año 2) Log10Ufc.g-1 (gramo de suelo seco), con una media de 
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Figura	5.2	 Promedio del recuento de bacterias celulolíticas (n = 3). A) Tolima norte. B) Tolima 
sur. C) Meta secano. D) Meta inundado. Las ocho fincas de Tolima y las fincas 11, 12, 13 
y 14 de Meta tienen sistema de cultivo de inundación, mientras que las fincas 9, 10, 15 y 
16 están bajo el sistema de cultivo secano. Las letras diferentes representan diferencias de 
acuerdo con la prueba de Tukey con un P > 0,05. La prueba fue realizada por separado para 
el primer y segundo año.
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6,65 Log10Ufc.g-1. En cuanto a los hongos celulolíticos (figura 5.3), el rango 
se encuentra entre 3,92 ± 0,18 (finca 5 - año 1) y 5,47 ± 0,05 (finca 15 - año 2) 
Log10Ufc.g-1, con una media de 5,00 Log10Ufc.g-1. En general, se observa que 
los recuentos de bacterias celulolíticas son de 1 a 2 unidades logarítmicas más 
altos que los de hongos celulolíticos, resultado esperado para las comunida-
des microbianas en suelo (Bigelow et al., 2002). En cuanto a los resultados 
obtenidos para hongos ligninolíticos (figura 5.4), no se obtuvieron recuentos 
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para las fincas 9, 10, 12, 14 y 15 - año 1, ni para las 2, 7, 13, 15 y 16 - año 2; para 
las demás fincas los rangos oscilaron entre 0,73 + 0,60 (finca 6 - año 1) y 3,84 
+ 0,05 (finca 7 - año 1) Log10Ufc.g-1, con una media de 2,29 Log10Ufc.g -1. 

Cuando se comparan los resultados obtenidos en el presente estudio para 
bacterias y hongos celulolíticos con lo encontrado por otros autores, se ob-
serva que los recuentos se hallan dentro de los rangos reportados para este 
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Figura	5.4	 Promedio del recuento de hongos ligninolíticos (n = 3). A) Tolima norte. B) Tolima 
sur. C) Meta secano. D) Meta inundado. Las ocho fincas de Tolima y las fincas 11, 12, 13 
y 14 de Meta tienen sistema de cultivo de inundación, mientras que las fincas 9, 10, 15 y 
16 están bajo el sistema de cultivo secano. Las letras diferentes representan diferencias de 
acuerdo con la prueba de Tukey con un P > 0,05. La prueba fue realizada por separado para 
el primer y segundo año.
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tipo de microorganismos. Aon et al. (2001) reportaron en suelos agrícolas 
poblaciones de bacterias entre 6,47 y 6,90 Log10Ufc.g-1 y entre 4,70 y 5,87 
Log10Ufc.g-1 para hongos. Otros autores, en suelos de bosques, han reportado 
poblaciones (sin diferenciar bacterias de hongos) entre 6,2 a 8,6 Log10Ufc.g-1, 
con variaciones hasta de una unidad logarítmica para diferentes períodos 
estacionales (Yang et al., 2003); entre 5,40 a 7,2 Log10Ufc.g-1 para suelos de 
sabana, en donde las menores poblaciones corresponden a suelos altamente 
degradados por sobrepastoreo y las mayores a suelos en recuperación sin 
pastoreo por al menos 20 años (Abril y Bucher, 1999). En suelos de cultivos 
de arroz, Morales et al. (2004) reportaron una población promedio de 6,62 
Log10Ufc.g-1, la que consideraron ligeramente mayor (diferencia no signi-
ficativa estadísticamente) a la que se obtuvo en suelos cultivados con café 
(6,36 Log10Ufc.g-1) y pastizales (6,59 Log10Ufc.g-1). En cuanto a los hongos 
ligninolíticos, no fue posible comparar los resultados del presente estudio 
puesto que no existen reportes de estimación de poblaciones de estos mi-
croorganismos en ningún tipo de suelo; sin embargo, el no crecimiento en 
el medio específico y los bajos recuentos obtenidos (en los casos en que se 
obtuvo crecimiento), corresponden a lo esperado debido a la complejidad del 
sustrato lignina, lo que conlleva a que pocos géneros de microorganismos 
sean capaces de degradarlo. 

Las poblaciones de microorganismos celulolíticos y ligninolíticos presen-
tan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre fincas (figuras 
5.2, 5.3 y 5.4), y con el fin de analizar si se da una distribución de estos mi-
croorganismos por zona geográfica o por sistema de cultivo, se realizó un 
análisis de componentes principales (pca) para cada año entre los recuentos 
obtenidos, los parámetros fisicoquímicos evaluados en los análisis de suelos 
y las 16 fincas muestreadas (figura 5.5). Adicionalmente, se llevó a cabo un 
análisis de correlación de Pearson para establecer las correlaciones existentes 
entre los parámetros fisicoquímicos evaluados y los recuentos de bacterias, 
hongos celulolíticos y hongos ligninolíticos, cuyos resultados se presentan 
en la tabla 5.1. 

Los resultados del pca muestran una clara separación por zonas de 
muestreo (Tolima y Meta). Para el caso de Tolima, incluso se separan en 
Tolima norte y Tolima sur, lo cual está dado básicamente por las caracte-
rísticas de los suelos, tal como se analizó en el capítulo 2. En cuanto a los 
recuentos de microorganismos celulolíticos, se observa que para el primer 
año existe correlación positiva (aunque no estadísticamente significativa) 
entre los recuentos de bacterias y hongos celulolíticos, con los contenidos 
de mo y nt, mientras que para el segundo año se mantiene la correlación 
positiva entre hongos y bacterias celulolíticas, pero se observa correla-
ción negativa con los contenidos de mo y nt, siendo estadísticamente
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Tabla	5.1	Correlaciones	entre	los	parámetros	físico-químicos	y	los	recuentos	de	
microorganismos	celulolíticos	y	ligninolíticos	(solo	se	muestran	las	correlaciones	
significativas).	Coeficientes	de	correlación	de	Pearson.

Parámetros
Bacterias	celulolíticas Hongos	celulolíticos Hongos	ligninolíticos

Primer	
año

Segundo	
año

Primer	
año

Segundo	
año

Primer	
año

Segundo	
año

% MO -0,436 b

pH -0,508 a 0,548 b 0,455 a

Ca -0,484 b -0,435 b 0,432 ª

Mg -0,468 b -0,443 b -0,434 b 0,494 a

K -0,460 b 0,455 b

Mg/K
CIC -0,428 b 0,433 a

Cu -0,495 b

B -0,490 b

Al 0,464 b -0,469 a

Fe -0,498 a

Mn -0,513 a

Zn 0,429 a

N-NH4
+ 0,496 b

Limo -0,465 a

a Correlación significativa con un p < 0,05
b Correlación significativa con un p < 0,10

Fuente: autores

significativa en algunos casos, comportamiento exactamente opuesto al 
observado en el año 1 (tabla 5.1).

Este comportamiento de las bacterias y hongos celulolíticos respecto al 
contenido de mo no es sorprendente, ya que los microorganismos celulolí-
ticos y ligninolíticos son particularmente sensibles a los cambios en la dis-
ponibilidad y tipo de fuente de C, el cual puede llegar al suelo a través de 
exudados de la raíz, siendo estos compuestos de bajo peso molecular, tales 
como azúcares simples (e.g. glucosa, fructosa), aminoácidos (e.g. glicina, 
alanina) y ácidos carboxílicos (e.g. ácido cítrico, ácido láctico) (Eilers et al., 
2010), o a través de residuos de las plantas, tales como tallos, hojas y raíces. 
Por esta razón, el tipo, la cantidad y el manejo dado a los residuos de cose-
cha son factores determinantes en la dinámica de las poblaciones de estos 
microorganismos en el suelo. En el cultivo del arroz, además de la quema 
de los residuos y del pastoreo antes de la siembra, existen básicamente dos 
prácticas para su manejo: a) Después de la cosecha, los residuos son dejados 
en el campo y este es arado inmediatamente después; b) Los campos no son 
arados sino en el inicio de la siguiente cosecha (Devevre y Horwáth, 2000).

Se ha demostrado que utilizar una u otra práctica influye en las po-
blaciones de los microorganismos que degradan tales residuos. En la pri-
mera práctica, los residuos son fragmentados e incorporados al suelo en 
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condiciones aerobias, debido a que se incorpora oxígeno al suelo durante el 
procedimiento, lo que lleva a un aumento de la población de microorganis-
mos celulolíticos aerobios, aceleración de la descomposición y aumento de 
la mineralización. En el segundo caso, los tallos y las raíces quedan intac-
tos, haciendo que la descomposición sea extremadamente lenta; este tipo 
de residuos es más difícil de degradar, especialmente las raíces por su alto 
contenido de lignina. Esta circunstancia lleva a una limitación nutricional 
para los microorganismos que no son capaces de degradar tales compues-
tos; como consecuencia, las poblaciones microbianas son más bajas y, por 
ende, la tasa de mineralización del C también es baja (Devevre y Horwáth, 
2000; Lu et al., 2003). 

Para los cultivos de arroz inundados, otro factor determinante en las po-
blaciones microbianas, en general, y la de microorganismos ligninolíticos y 
celulolíticos, en particular, es el tiempo que permanecen los residuos en el 
suelo antes de la inundación. Cuando los campos de cultivo son inundados 
y los residuos permanecen sin degradar o parcialmente degradados, conti-
núa la degradación de los polisacáridos por vía anaeróbica por la acción de 
las bacterias fermentativas, las cuales secretan enzimas que hidrolizan los 
polisacáridos y convierten los azúcares resultantes en alcohol, ácidos grasos 
e hidrógeno (Liesack et al., 2000). En presencia de aceptores alternativos de 
electrones, estos sustratos son degradados completamente hasta co2, y bajo 
limitación de estos, las bacterias sintróficas degradan los alcoholes y ácidos 
grasos a acetato, formato y co2. El acetato y el formato sirven finalmente 
como sustratos para las arqueobacterias metanogénicas. Una ruta alterna-
tiva es la conversión directa de los monómeros (por ejemplo, azúcares) a 
acetato, por las bacterias homoacetogénicas; el acetato también sirve como 
sustrato para las metanógenas acetotróficas, convirtiéndolo en CH4 y CO2, 
los que finalmente salen del sistema a través del agua lixiviada hacia el sub-
suelo y por flujo hacia la atmósfera (Kimura et al., 2004, Liesack et al., 2000). 
Numerosos estudios (Bosse y Frenzel, 1998; Devevre y Horwáth, 2000; Gon 
y Neue, 1996; Johnson et al., 2006; Sass et al., 1991; Yagi et al., 1990) han 
mostrado que la incorporación de los residuos de cosecha al campo aumenta 
hasta cinco veces la emisión de cH4, haciendo del cultivo del arroz en campos 
inundados una de las más importantes fuentes antropogénicas de emisiones 
de metano a la atmósfera. 

Es evidente que el tipo y la cantidad de residuos, el manejo que se da a 
estos, el tiempo que permanecen en el suelo y el ambiente en el cual se da 
la descomposición (temperatura, humedad, niveles de oxígeno, entre otros), 
son factores no controlados bajo las condiciones de este estudio, que influyen 
en gran medida en el número y la diversidad de las poblaciones de microor-
ganismos celulolíticos y ligninolíticos. Este comportamiento es más evidente 
en algunas fincas; por ejemplo, las fincas 7 y 8 que presentan los contenidos 
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más bajos de carbono orgánico para el año 1 (1,47 y 1,27 %, respectivamente), 
muestran los valores más bajos de bacterias celulolíticas y los más altos de 
hongos ligninolíticos, sugiriendo que en estas fincas se debe estar favorecien-
do la degradación de los compuestos más recalcitrantes de la mo en relación 
con las otras fincas analizadas, producto de los menores contenidos de mo.

Hasta el momento se ha hablado del C como factor determinante en la 
cantidad y composición de las poblaciones de microorganismos celulolíti-
cos y ligninolíticos en el suelo. Sin embargo, otros factores como los mi-
croelementos ejercen una marcada influencia sobre ellas. En la tabla 5.1 se 
observa que en el primer año de muestreo se presentaron correlaciones ne-
gativas y positivas de Ca y Mg frente a las poblaciones de microorganismos 
celulolíticos y ligninolíticos. En cuanto al Ca, para bacterias celulolíticas se 
halló un r = -0,484 y un p = 0,058; para hongos celulolíticos se observó un r 
= -0,435 y un p = 0,092, mientras que estos mismos parámetros, también en 
el primer año de muestreo, se relacionaron de manera positiva en los hongos 
ligninolíticos, presentando un r = 0,432 y un p = 0,095. En cuanto al Mg 
para bacterias celulolíticas, se halló un r = -0,468 y un p = 0,068; para hon-
gos celulolíticos se observó un r = -0,434 y un p = 0,093, mientras que este 
mismo parámetro se relacionó de manera positiva, también en el primer año 
de muestreo, en los hongos ligninolíticos, presentando un r = 0,494 y un p = 
0,052, con un 90 % de significancia en todos los casos. Estos resultados con-
firman que las diferencias de disponibilidad de nutrientes manifestadas en 
los cultivos de arroz ejercen influencia positiva o negativa en las poblaciones 
presentes. Estas características son importantes porque los cationes como 
Ca y Mg desempeñan un papel fundamental en el crecimiento y la actividad 
enzimática, especialmente en los hongos. El Ca es esencial para la estabili-
dad de las membranas, mientras el Mg es un cofactor para muchas enzimas. 
En los hongos, el sistema de secreción de enzimas celulolíticas requiere la 
activación de la calmodulina, la cual es una proteína efectora cuya actividad 
depende de la concentración de Ca en el medio; el Ca también es importante 
en la morfogénesis de los hongos y en el crecimiento de las hifas. Por su par-
te, el magnesio, que es considerado un macronutriente para los hongos, es 
un cofactor esencial para la síntesis de la pared celular, para la utilización del 
atp, la reparación del adn y muchas otras reacciones metabólicas (Jellison 
et al., 1997).

Para los hongos ligninolíticos, los menores recuentos se observan en las 
ocho fincas de Meta, independientemente del sistema de cultivo, tanto para 
el año 1 como para el año 2. Según los resultados del pca (figura 5.5), esta 
tendencia puede deberse a los altos contenidos de Al en estos suelos, com-
portamiento mucho más evidente para el año 2 (figura 5.5b). Así como el 
Al es tóxico para las plantas, puede serlo para algunos grupos de microor-
ganismos, mientras que otros son capaces de desarrollar mecanismos para 
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tolerar altas concentraciones de este, lo que selecciona de alguna manera las 
comunidades microbianas en el suelo (Jorquera et al., 2010), llevando a una 
disminución de las comunidades de hongos en la rizósfera (Devevre et al., 
1996). En el presente estudio se observa el efecto sobre las poblaciones de 
hongos ligninolíticos, pero no sobre la de los hongos celulolíticos; esto se 
puede deber probablemente a que la diversidad de los ligninolíticos es mucho 
menor que la de los celulolíticos, así que la presión de selección es mucho 
mayor para los primeros que para los segundos, lo que podría afectar el flujo 
de C en estos suelos. 

Todos los factores abióticos (temperatura, pH, humedad, estructura, ta-
maño de partícula, carbono orgánico, nitrógeno, concentración de micro-
elementos, entre otros) se integran en el suelo, logrando de esa manera una 
influencia marcada sobre las poblaciones microbianas. Sin embargo, aún no 
se ha entendido del todo la respuesta fisiológica de las poblaciones microbia-
nas a los cambios en estos factores abióticos, y de alguna manera continúa 
siendo una “caja negra” en la cual los microorganismos actúan como catali-
zadores en muchas reacciones bioquímicas, siendo a su vez influidos por fac-
tores externos. Además, no solamente los factores abióticos, sino también los 
factores bióticos (interacciones dadas entre los miembros de dichas comu-
nidades) son factores relevantes en la definición de estas reacciones bioquí-
micas (Cleveland et al., 2007). Así, pues, no es posible explicar la dinámica 
de estas poblaciones únicamente a través de los parámetros fisicoquímicos 
evaluados en los análisis de suelo, tal como se observa en los resultados del 
análisis de correlación. 

Actividad enzimática b-glucosidasa en suelos 

en cultivos de arroz inundado y secano

Existe gran interés en el uso de la actividad enzimática en el suelo, como 
indicador biológico de la calidad del mismo, debido a su determinación re-
lativamente simple, a su significado ecológico y a su alta sensibilidad al es-
trés ambiental o a cambios en el manejo del suelo (Bandick y Dick, 1999; 
Lammirato et al., 2010; Turner et al., 2002). De todas las enzimas presentes 
en el suelo, son de particular interés para este estudio las involucradas en 
la degradación de mo, y de estas, la β-glucosidasa (E.C.3.2.1.21), ya que su 
actividad puede ser un paso limitante en la degradación de celulosa (Turner 
et al., 2002), lo que sugiere una fuerte correlación entre su actividad y la bio-
disponibilidad de C en el suelo (Cañizares et al., 2011).

En el presente trabajo, además de estimar las poblaciones de bacterias y 
hongos celulolíticos, se determinó la actividad β-glucosidasa (figura 5.6), por 
ser esta una enzima extracelular producida por bacterias y hongos del suelo 
que posee gran incidencia en el ciclo del carbono (Yan et al., 2010). Para 
su determinación se utilizó la metodología descrita por Avellaneda (2008), 
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la cual es una adaptación del método propuesto por Tabatabai y Bremner 
(1969). El principio de este método se basa en la determinación del p-ni-
trofenol liberado por la enzima tras una hora de incubación a 37 °C, bajo 
condiciones de pH controlado. El p-nitrofenol se determina colorimétri-
camente a 400 nm. El sustrato empleado para el análisis de la enzima es 
p-nitrofenil-β-D-glucósido. 

Los resultados de actividad β-glucosidasa (figura 5.6) se encuentran en 
el rango de 9,78 ± 0,99 (finca 14) y 40,70 ± 2,64 µg de p-nitrofenol.g-1.h-1
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Figura	5.6	 Actividad b-glucosidasa, muestreo segundo año (n = 3). A) Tolima norte. B) 
Tolima sur. C) Meta secano. D) Meta inundado. Las ocho fincas de Tolima y las fincas 11, 12, 
13 y 14 de Meta tienen sistema de cultivo de inundación, mientras que las fincas 9, 10, 15 
y 16 están bajo el sistema de cultivo secano. Las letras diferentes representan diferencias de 
acuerdo con la prueba de Tukey con un P > 0,05. La prueba fue realizada por separado para 
el primero y segundo año.
Fuente: autores
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(finca 7). Los resultados son significativamente menores a los reportados en 
la literatura para suelos cultivados con arroz y, en general, para otros tipos 
de suelos. Wang y Lu (2006) estudiaron la actividad β-glucosidasa en doce 
suelos cultivados con arroz en una zona altamente productiva de China, en-
contrando un rango de actividad entre 52,68 a 137,02 µg de p-nitrofenol.g-1.h-1. 
Trasar-Cepeda et al. (2000), en suelos cultivados con roble, reportaron acti-
vidades β-glucosidasa de 0,67 a 4,58 µmol de p-nitrofenol.g-1.h-1 (equivalente 
a un rango entre 93,13 a 636,62 µg de p-nitrofenol.g-1.h-1). Eivazi y Tabatabai 
(1998), en siete suelos con contenido de C orgánico entre 5 y 55 mg C.g-1, mi-
dieron actividades β-glucosidasa entre 0,4 a 3,78 µmol de p-nitrofenol.g-1.h-1 

(equivalente a un rango entre 55,6 y 525,42 µg de p-nitrofenol.g-1.h-1. Bandick 
y Dick (1999), en suelos de diferentes cultivos con contenidos de mo entre 23 
y 41 mg C.g-1 y bajo diferentes condiciones de aplicación de fertilizantes, mi-
dieron actividades entre 0,29 y 2,11 µmol de p-nitrofenol.g-1.h-1 (equivalente a 
40,31 a 293,29 µg de p-nitrofenol.g-1.h-1). 

En la tabla 5.2 se observan, en general, correlaciones negativas de la acti-
vidad β-glucosidasa con los diferentes parámetros evaluados en este estudio. 
Solo se obtuvo correlación positiva con el Mn; tampoco se obtuvo correla-
ción entre la actividad de la enzima y los recuentos de los microorganismos 
analizados previamente. Los ensayos enzimáticos, con frecuencia, no corre-
lacionan con los recuentos microbianos y no predicen la disponibilidad de 
nutrientes para las plantas; esto debido a la gran variedad de factores (am-
bientales y características del suelo) que pueden afectar a las comunidades 
microbianas (Knight y Dick, 2004). 

Tabla	5.2	Correlaciones	entre	los	parámetros	físicos	y	químicos,	los	recuentos	de	las	
poblaciones	de	bacterias	y	hongos	celulolíticos	y	hongos	ligninolíticos	con	los	resultados	
de	la	actividad	de	b-glucosidasa	para	el	segundo	año	de	muestreo.	(Para	los	parámetros	
fisicoquímicos	solo	se	muestran	las	correlaciones	significativas).	

Parámetro Coeficientes	de	correlación	de	Pearson

Mg -0,467 b

Ca/Mg -0,702 a

CIC -0,441 b

P -0,437 b

Fe -0,485 b

Mn 0,434 b

Zn -0,614 a

NT 0,465 b

N-NO3 0,548 a

Bacterias celulolíticas -0,335
Hongos celulolíticos -0,196
Hongos ligninolíticos -0,273

a Correlación significativa con un p < 0,05
b Correlación significativa con un p < 0,10

Fuente: autores
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Los resultados encontrados indican que la actividad β-glucosidasa en los 
suelos de las fincas muestreadas presentan variación, la cual depende proba-
blemente del manejo, sistema de cultivo y tipo de suelo, similar a lo reportado 
en otros estudios (Kandeler et al. (2001). Adicionalmente, la baja actividad
enzimática encontrada probablemente se debe a que los suelos evaluados en 
este estudio muestran bajo contenido de materia orgánica (capítulo 2) como 
se reporta en los estudios arriba mencionados. También se ha reportado que 
la β-glucosidasa refleja el estado de descomposición de la mo y que pertene-
ce al grupo de enzimas que cataliza la conversión hidrolítica de la celulosa 
a glucosa, fuente de alimento de los microorganismos del suelo (Knight y 
Dick, 2004); en consecuencia, es probable que el comportamiento de la acti-
vidad de la β-glucosidasa sea indicativo de la baja descomposición de la mo 
en los suelos analizados.  

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que: 
1. Las poblaciones de los microorganismos celulolíticos, para las 16 fin-

cas arroceras evaluadas (bacterias celulolíticas, 6,65 Log10Ufc.g-1 en 
promedio y hongos celulolíticos, 5,00 Log10Ufc. g-1 en promedio) están 
dentro del rango reportado por otros autores en estudios similares. 
Por otra parte, de acuerdo con nuestra revisión bibliográfica, este es el 
primer reporte de poblaciones cultivables de hongos ligninolíticos, los 
cuales se encontraron en 2,29 Log10Ufc.g-1 en promedio, en las zonas 
bajo estudio. Para el caso de las bacterias y los hongos celulolíticos, los 
factores más importantes para su distribución en los ambientes eva-
luados son el contenido de mo y nt en estos suelos. Adicionalmente, 
su distribución se ve afectada por el Ca y Mg. 

2. La baja actividad enzimática de la β-glucosidasa probablemente se 
debe a que los suelos evaluados en este estudio presentan bajos conte-
nidos de materia orgánica, lo que sugiere que es necesario incorporar 
mayor materia orgánica en los suelos.
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En las últimas décadas, un número considerable de trabajos han mostrado 
que la estructura y diversidad de las comunidades microbianas son afectadas 
por variables ambientales, fisicoquímicas, ecológicas y prácticas agrícolas 
asociadas al uso y manejo del suelo (Buchley y Schmidt, 2003; Garveba et al., 
2004). Estos resultados han incrementado el interés por conocer y describir 
las comunidades microbianas de un vasto número de agro-ecosistemas, con 
manejos agrícolas y condiciones diversas, con el objeto de acumular infor-
mación que permita identificar parámetros de las comunidades microbianas 
que pueden ser empleados como indicadores de calidad del suelo (Nielsen y 
Winding, 2002; Winding et al., 2005). Igualmente, se ha buscado establecer 
cómo los cambios observados en estas comunidades, producto de la imple-
mentación de prácticas agronómicas específicas, impacta positiva o negati-
vamente la productividad y sostenibilidad de los agro-ecosistemas (Shannon 
et al., 2002; Nannipieri et al., 2003; Nogueira et al., 2006; Zheng et al., 2007).

La información en esta área ha aumentado de forma significativa en los 
últimos quince años, gracias a la implementación de nuevas técnicas mo-
leculares en ecología microbiana (Uribe-Vélez y Flórez-Zapata, 2011). Estu-
dios anteriores se basaron, fundamentalmente, en técnicas dependientes de 
cultivo, las cuales resultan inadecuadas para describir las comunidades mi-
crobianas de muestras ambientales en términos de diversidad, estructura y 
dinámica. La limitación de este tipo de estudios consiste fundamentalmente 
en que la fracción cultivada no es representativa de la abundancia y rique-
za, debido, entre otras condiciones, a las dificultades para reproducir en el 
laboratorio los requerimientos ambientales y nutricionales de los microor-
ganismos. En este contexto, diversos autores estiman que el número de mi-
croorganismos cultivables no supera el 1 % del total de la población del suelo 
(Garbeva, 2004; Nannipieri et al., 2003; Nocker et al., 2007).
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Por el contrario, las técnicas moleculares han hecho posible el reconoci-
miento y la medición de la enorme diversidad genotípica microbiana del sue-
lo, gracias a la selección y al uso de moléculas marcadoras como cronómetros 
moleculares, que permiten establecer las relaciones filogenéticas entre mi-
croorganismos (DeLong y Pace, 2001; Woese, 1987; Woese et al., 1990). Por 
otra parte, el desarrollo de las técnicas de secuenciación masiva y programas 
de análisis hacen posible la obtención y comparación de un gran número 
de secuencias (Tringe et al., 2005). La conjunción de estas técnicas ha faci-
litado el desarrollo de conceptos como el de huella genética, que suministra 
información sobre comunidades microbianas (archaeas, bacterias, hongos) 
a partir de patrones o perfiles de diversidad genética, representados en la va-
riación de la secuencia de un cronómetro molecular o marcador filogenético 
específico. Estos marcadores son amplificados mediante reacción en cadena 
de la polimerasa (pcr), a partir de dna extraído directamente de muestras 
ambientales como el suelo, sin recurrir al cultivo de microorganismos. A lo 
largo del tiempo se han desarrollado diferentes técnicas de huella genética 
que permiten la comparación espacial y temporal de comunidades bajo dife-
rentes ambientes o tratamientos (Kirk et al., 2004; Singh et al., 2006). Los pa-
trones de diversidad genética se pueden obtener al resolver los fragmentos de 
dna mediante técnicas de electroforesis, siendo las diferencias de los perfiles 
electroforéticos representadas en el número, posición e intensidad de bandas 
de dna, un reflejo de las diferencias en la riqueza y abundancia de pobla-
ciones de comunidades microbianas específicas (Shannon et al., 2002; Kirk 
et al., 2004). Más recientemente se han desarrollado técnicas de secuencia-
ción masiva (e.g. pirosecuenciación), que facilitan la obtención de una gran 
cantidad de secuencias asociadas a un marcador particular, posibilitando 
la estimación de la estructura de la comunidad a través del análisis de las 
secuencias mediante aproximaciones bioinformáticas (Green y Rubin, 2005). 
Sin embargo, esta aproximación acarrea mayores costos en su ejecución, y 
limita su alcance en estudios en los que se pretende analizar un número con-
siderable de muestras.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente denaturante

Entre las técnicas de huella genética existentes, la electroforesis en gel 
en gradiente denaturante de un marcador molecular amplificado median-
te pcr (pcr-dGGe, por sus siglas en inglés), es una de las más utilizadas. 
Esta técnica, inicialmente usada en los años 1980 por la comunidad cien-
tífica médica para identificar genes mutantes (Borresen et al., 1988; Ho-
vig et al., 1991), fue adaptada en 1993 por Muyzer y colaboradores para el 
análisis de comunidades en ecosistemas naturales con una baja diversi-
dad. Posteriormente, varios grupos aplicaron el método para el análisis de 
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comunidades microbianas complejas provenientes de diferentes ambientes 
como el suelo (Duineveld et al., 2001; Heuer et al., 1997; Nakatsu et al., 2000).

El dGGe/tGGe consiste en la separación electroforética de fragmentos 
de dna de igual tamaño pero diferente secuencia, de acuerdo con su com-
posición de bases. Esta separación ocurre debido a la denaturación parcial 
que sufren los fragmentos de dna cuando migran en geles de poliacrilami-
da que presentan un gradiente lineal de agentes químicos denaturantes del 
dna (dGGe), o un gradiente lineal de temperatura (tGGe) (Muyzer, 1999). La 
denaturación de los fragmentos de dna ocurre en dominios discretos (frag-
mentos de pares de bases) con una temperatura de denaturación (o sensibi-
lidad a un agente químico) idéntica, produciendo fragmentos ramificados 
que reducen su movilidad en el gel. En este tipo de análisis se espera que 
cada banda corresponda a una secuencia de dna que representa un ribotipo 
único en la comunidad o unidad taxonómica operativa (otU, por sus siglas 
en inglés), y que la intensidad de las bandas sea un reflejo de la abundancia 
en la comunidad de cada ribotipo u otU (Shannon et al., 2002). La migra-
ción diferencial ocurre porque se necesita más concentración del compuesto 
denaturante (o temperaturas más altas), para separar las secuencias con más 
alto contenido de Gc (Guanina-Citocina), debido a las diferencias en el nú-
mero de puentes de hidrógeno entre pares de bases (tres puentes entre Gc y 
dos entre at (Adenina-Timina)) (Muyzer, 1999; Muyzer et al., 1993).

Inicialmente, el dGGe/tGGe fue diseñado para el análisis de comuni-
dades microbianas, utilizando el gen rdna 16S o 18S, consolidado como 
cronómetro molecular gracias a características como su distribución 
universal, la presencia de dominios con tasas independientes y modera-
das de cambio de secuencia, mínima transferencia horizontal y alto gra-
do de conservación estructural y funcional (Woese, 1987; Woese et al., 
1990). Estas características lo convirtieron en un marcador ampliamente 
usado para asignar de manera sistemática la mayor parte de las especies 
microbianas identificadas a la fecha. Sin embargo, cualquier gen pue-
de ser amplificado por pcr y resuelto en un gel dGGe/tGGe, lo que per-
mite el análisis no solamente de las comunidades de bacterias, hongos o 
archeas totales, sino también de grupos funcionales, de acuerdo con la 
selección y amplificación de genes específicos mediante el diseño de pri-
mers para estos genes (Kirk et al., 2004). De manera adicional, aunque la 
huella genética no puede revelar la composición taxonómica de una co-
munidad, es posible obtener información filogenética de los miembros 
más representativos por elución y posterior reamplificación y secuen-
ciación de bandas de interés (Kirk et al., 2004). Recientemente, los es-
tudios de las comunidades microbianas han sido polifásicos empleando 
métodos basados en técnicas dependientes e independientes de cultivo, 
con el objeto de producir mayor información de las comunidades, ya que los 
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grupos identificados por cada método son generalmente diferentes 
(Nannipieri et al., 2003; Uribe-Vélez y Flórez-Zapata, 2011). 

El dGGe es una técnica muy importante para el estudio de las comunida-
des microbianas no cultivables, por la posibilidad que ofrece de comparar, de 
una forma rápida y económica, muestras ambientales de diferente origen que 
se encuentran bajo diversas condiciones o tratamientos. De allí la gran acep-
tación de la comunidad científica para el desarrollo de estudios de análisis 
de comunidades microbianas en suelo, que se hace evidente por el número 
creciente de estudios realizados con este propósito desde 1997 (Garveba et 
al., 2004; Kirk et al., 2004; Singh et al., 2006; Torsvik et al., 1998; Torsvik y 
Ovreas, 2002). Igualmente, cabe mencionar que algunas técnicas recientes 
como los microarreglos o la nueva generación de técnicas de secuenciación 
de alto rendimiento, como la pirosecuenciación, permiten obtener mayor 
cantidad de información en términos de la composición taxonómica o di-
versidad funcional de las comunidades en comparación con el dGGe; sin 
embargo, dichas técnicas requieren diseños más elaborados y son más cos-
tosas en su ejecución (Nakatsu et al., 2000; Nocker et al., 2007; Uribe-Vélez 
y Flórez-Zapata, 2011).

Para el agro-ecosistema de arroz, el dGGe ha sido utilizado para determi-
nar el efecto del tipo de fertilización, mostrando que la fertilización orgánica 
e inorgánica sostenida durante más de 20 años tiene efecto sobre la diversi-
dad bacteriana, siendo la fertilización orgánica la que promueve mayor di-
versidad genética e incluso aumenta la biomasa microbiana (Gu et al., 2009). 
Por otra parte, Lopes et al. (2011) evaluaron el efecto del manejo tradicional y 
orgánico sobre la comunidad bacteriana edáfica en parcelas experimentales 
de cultivo de arroz inundado, mostrando que hay diferencias en la estruc-
tura de la comunidad bacteriana asociadas al tipo de manejo. Otros auto-
res han empleado el uso del dGGe para evaluar la aplicación de herbicidas y 
pesticidas sobre las comunidades microbianas asociadas al cultivo (Chen et 
al., 2009; Das y Debnath, 2006). Sin embargo, la mayoría de estos trabajos 
se ha realizado bajo condiciones de invernadero, microcosmos o parcelas 
experimentales y no en cultivos comerciales, con las limitaciones que estos 
ambientes presentan para sacar conclusiones reales en comparación con las 
condiciones que se desarrollan en agro-ecosistemas comerciales. Así mismo, 
cabe señalar que muy pocos trabajos han evaluado aspectos relacionados con 
la comunidad microbiana no cultivable asociada a la rizósfera de cultivos de 
arroz sembrados en ambientes secanos. 

Determinación de la estructura de las comunidades 

microbianas en cultivos de arroz

Atendiendo a la falta de información asociada a la identificación de mi-
croorganismos no cultivables en suelos arroceros del país, el presente trabajo 
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tuvo como objetivos: 1) comparar mediante pcr-dGGe la estructura y di-
versidad de las comunidades de bacterias y hongos rizosféricos de 16 fincas 
arroceras localizadas en cuatro regiones de los departamentos de Tolima y 
Meta, para dos períodos de muestreo (capítulo 2 para la descripción de las 
fincas), y 2) establecer los factores físicos y químicos o de manejo que afectan 
la estructura y diversidad de las comunidades de bacterias y hongos rizosfé-
ricos de cultivos de arroz comercial. 

Para cumplir estos objetivos metodológicamente, se desarrolló una pri-
mera etapa que consistió en la extracción del dna de 0,25 g de suelo rizos-
férico con el kit de extracción Ultra-Cleantm de MoBio (según instrucciones 
de la casa comercial) y la amplificación, a partir del dna extraído, de la re-
gión variable V3 del gen rdna 16S de bacterias y de la región del espaciador 
transcrito interno its1-its2 de hongos. La región V3 se amplificó mediante 
pcr, utilizando los iniciadores universales 338F con cola Gc (40 pb) y 507R 
(Muyzer et al., 1993). En hongos, la región its1-its2 se amplificó con una 
pcr inicial utilizando los iniciadores ef4 e its4 y una pcr anidada con los 
primers its1F con cola Gc (40 pb) e its4 (Anderson et al., 2003).

Con las secuencias de dna amplificadas, se elaboraron geles de dGGe de 
acrilamida/bisacrilamida al 8 %, con gradiente denaturante (úrea y forma-
mida) entre 45 y 60 % para el dominio bacteria, y geles al 6 % con gradiente 
denaturante (25 y 45 %) para hongos. La electroforesis se realizó utilizando 
el sistema universal de detección de mutaciones Dcode (BioRad Labora-
torios Usa), ajustando para la corrida electroforética un voltaje constante 
de 80V durante 16 horas a 60 ºC. Luego, los geles fueron teñidos con Syber 
Gold 1X durante una hora y la imagen fue capturada en un analizador 
de imágenes (BioRad Laboratorios, Usa). Con las imágenes y utilizando el 
software de análisis Quantity One, versión 4 (BioRad Laboratorios, Usa), 
se diseñaron matrices binarias de presencia–ausencia que permitieron ha-
cer análisis de clusters y matrices de distancia, mediante una estandari-
zación del patrón de bandas, asignando a cada banda una posición y una 
intensidad relativa. A partir de estas matrices se calculó la riqueza, asu-
miendo cada banda marcada como un otU, y la abundancia de acuerdo 
con la intensidad en pixeles de cada otU. Con estos valores se calcularon 
los índices de dominancia de Simpson 1/D, diversidad de Shannon-Weiner 
y equitatividad de Pielou (Magurran, 1989). 

Determinación	de	la	estructura	de	las	comunidades	bacterianas

Se realizaron geles de dGGe con los siguientes arreglos: del dominio bac-
teria, fincas de Tolima y Meta del primero y segundo año de muestreo por 
separado; fincas de Tolima del primero y segundo año; fincas de Meta del pri-
mero y segundo año, y fincas de Tolima y Meta por separado, con sus respec-
tivas réplicas de suelo. Para hongos se hicieron los mismos arreglos. De esta 
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manera, en cada gel se compararon 16 muestras que permitieron establecer 
diferencias en la estructura de las comunidades microbianas entre réplicas 
por finca, entre fincas, regiones, sistema de siembra y período de muestreo.

Inicialmente se verificó la reproducibilidad del proceso de extracción y 
pcr para una misma muestra. Los perfiles genéticos de los duplicados del 
proceso que fueron resueltos en un mismo gel tuvieron una similaridad del 
100 %, lo que permitió confirmar la reproducibilidad y confiabilidad de la 
técnica. La figura 6.1A muestra de manera cualitativa los perfiles de las répli-
cas de muestras de suelo por finca, recolectadas bajo las mismas condiciones. 
Como se puede observar, las réplicas de los perfiles genéticos de dna de las 
fincas de Meta del primer año son más parecidas entre sí que los perfiles 
genéticos entre las diferentes fincas. 

A 9.1.1	 9.1.2	 10.1.1	 10.1.2	 11.1.1	 11.1.2	 	12.1.1	 12.1.2	 13.1.1	 	13.1.2	 14.1.1	 14.1.2	 15.1.1	 15.1.2	 16.1.1	 16.1.2

B

Figura	6.1	 A. Gel de electroforesis en gradiente denaturante del patrón de bandas asociado 
al gen rDNA 16S, de fincas arroceras de Meta, primer año de muestreo, réplicas 1 y 2. B. 
Análisis de clusters del DGGE del análisis de la figura 6.1 A. El primer número representa el 
número de la finca, el segundo el año de muestreo y el tercero el número de réplica. Las fin-
cas 9, 10, 15 y 16 corresponden a cultivos secanos, y las fincas 11-14, a cultivos inundados.
Fuente: autores

Si
m

ila
rit

y

0 6 12
0

0,4

0,8

10
.1

.2

10
.1

.1

9.
1.

2

9.
1.

1

14
.1

.2

14
.1

.1

12
.1

.2

12
.1

.1

11
.1

.2

11
.1

.1

13
.1

.2

13
.1

.1

15
.1

.2

15
.1

.1

16
.1

.1

16
.1

.2



117117

	 Determinación	de	la	diversidad	de	microorganismos	rizosféricos	no	cultivables	
asociados	a	suelos	arroceros	de	los	departamentos	de	Tolima	y	Meta

El análisis de clusters (figura 6.1b) agrupó en primer lugar las réplicas de 
muestra de suelo por finca con índices de similaridad entre 0,96-0,60, y en 
segundo lugar agrupó las fincas cuyos perfiles son más parecidos entre sí, 
con índices de similaridad entre 0,50-0,29. Este mismo resultado se repitió 
para las réplicas de las fincas de Meta, segundo año y Tolima primero y se-
gundo año, lo que permite corroborar un nivel de reproducibilidad confiable 
con respecto a la muestra (datos no mostrados).

Los perfiles del dGGe para el gen rdna 16S de todas las fincas arroceras 
evaluadas (Tolima y Meta) del primero y segundo año se muestran en las 
figuras 6.2A y 6.2B, respectivamente. El análisis permitió asignar 38 bandas 
para el año 1 y 39 bandas para el año 2, en un gradiente de denaturación entre 
45 a 60 %. El análisis de clusters del dGGe rdna 16S de las fincas de Tolima 
y Meta para el primero y segundo año agrupa las fincas en dos clusters di-
ferenciando claramente el departamento de origen de las muestras (figuras 
6.2 y 6.3). En este sentido, para el primer año, las fincas de Meta están en un 
cluster y las fincas del Tolima en otro, a excepción de la finca 14 (de Meta) 
que se agrupa con las fincas de Tolima. En el análisis de clusters del dGGe del 
segundo año se separaron nuevamente las fincas de Tolima de las de Meta, y 
adicionalmente las fincas de Tolima se discriminaron en Tolima norte y To-
lima sur, con excepción de la finca 8, que se agrupa con las fincas de Tolima 
norte. En el caso de Meta, se discriminaron las fincas por sistema de siembra 
con excepción de la finca 13 (figura 6.3). Merece igualmente mencionar la 
asociación evidenciada de acuerdo con el sistema de siembra (secano e inun-
dado) para las fincas de Meta, pues las fincas secanas (9, 10, 15 y 16) están 
agrupadas en un cluster en ambos años, y las fincas inundadas en otro, con 
excepción de la finca 13 en el año 2 y de la finca 14 en el año 1 (figuras 6.3A 
y 6.3B). Estos resultados permiten evidenciar una clara diferenciación de la 
estructura de las comunidades de bacterias de las fincas arroceras asociada 
con cada región, producto posiblemente de las diferencias en términos de las 
características físico-químicas del suelo y el sistema de siembra. En este sen-
tido se destaca la finca 14 cuyo perfil de bandas presenta mayor similitud con 
las fincas 7 y 8 de Tolima sur, sugiriendo que en este caso el sistema de cultivo 
ejerce un efecto importante en la definición de la estructura de la comunidad 
microbiana (figuras 6.3A y 6.3B). 

Por otra parte, el análisis de cluster del dGGe de bacterias de todas las 
fincas (Tolima y Meta) del segundo año, se corresponde con el patrón de 
agrupación de las fincas del análisis pca de los factores fisicoquímicos para 
el mismo año (capítulo 2), lo que indica una correlación entre las propieda-
des fisicoquímicas del suelo y la estructura de las comunidades de bacterias 
asociadas a la rizósfera en cultivos de arroz. Esto sugiere que la estructura 
de esta comunidad está en gran medida modelada por los factores fisicoquí-
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A 1.1	 2.1	 3.1	 4.1	 5.1	 6.1	 7.1	 8.1	 9.1	 10.1	 11.1	 12.1	 13.1	 14.1	 15.1	 16.1

B 1.2	 2.2	 3.2	 4.2	 5.2	 6.2	 7.2	 8.2	 9.2	 10.2	 11.2	 12.2	 13.2	 14.2	 15.2	 16.2

micos, y estos, a su vez, están determinados de una forma importante por la 
región y el sistema de siembra.

Determinación	de	la	estructura	de	las	comunidades	de	hongos

Los resultados del dGGe de la región its1 e its2 del dna total del suelo 
rizosférico de todas las fincas arroceras evaluadas (Tolima y Meta) del pri-
mero y segundo año se muestran en las figuras 6.4a y 6.4b, respectivamente. 
El análisis permitió asignar 32 y 35 bandas para el año 1 y 2, respectivamente, 
en un gradiente de denaturación entre 20 a 45 %. 

Figura	6.2	 Gel de electroforesis en gradiente denaturante del patrón de bandas asociado 
al gen rDNA 16S de fincas arroceras de Tolima y Meta. A. Primer año. B. Segundo año. 
El primer número representa la finca y el segundo el año de muestreo. Las fincas 1-4 
corresponden a la región de Tolima norte; 5-8, Tolima sur; 9, 10, 15 y 16, cultivos secanos en 
Meta, y 11-14, cultivos inundados en Meta.
Fuente: autores
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Figura	6.3	 Análisis de cluster DGGE rDNA de 16S fincas arroceras de Tolima y Meta. A. 
Primer año. B. Segundo año. El primer número representa la finca y el segundo el año de 
muestreo. Las fincas 1-4 corresponden a la región de Tolima norte; 5-8, Tolima sur; 9, 10, 15 
y 16, cultivos secanos en Meta, y 11-14, cultivos inundados en Meta.
Fuente: autores

El análisis de clusters en hongos no reveló un patrón de agrupación de-
finido como en bacterias (figuras 6.5a y 6.5b). En ninguno de los dos años 
se observó una separación completa de las fincas de Meta y de Tolima, ya 
que para el primer año la finca 13 se agrupó con las fincas 4 y 5, mientras 
que para el segundo, las fincas 7 y 8 de Tolima se agruparon con las fincas 
13-16 pertenecientes a la región de Meta. Tampoco se evidenció un patrón 
claro relacionado con el sistema de siembra. Trabajos previos sugieren que 
las comunidades de hongos son más sensibles a cambios asociados a las 
prácticas agrícolas, disminuyendo así el efecto relacionado con el tipo de 
suelo (Johnson et al., 2003). 



120

Ecología	de	microorganismos	rizosféricos	asociados	
a	cultivos	de	arroz	de	Tolima	y	Meta

120

A 1.1	 2.1	 3.1	 4.1	 5.1	 6.1	 7.1	 8.1	 9.1	 10.1	 11.1	 12.1	 13.1	 14.1	 15.1	 16.1

B 1.2	 2.2	 3.2	 4.2	 5.2	 6.2	 7.2	 8.2	 9.2	 10.2	 11.2	 12.2	 13.2	 14.2	 15.2	 16.2

Figura	6.4	 Gel de electroforesis en gradiente denaturante del patrón de bandas asociado 
a la región ITS1 e ITS2 de fincas arroceras de Tolima y Meta. A. Primer año. B. Segundo 
año. El primer número representa la finca y el segundo el año de muestreo. Las fincas 1-4 
corresponden a la región del Tolima norte; 5-8, Tolima sur; 9, 10, 15 y 16, cultivos secanos 
en Meta, y 11-14, cultivos inundados en Meta.
Fuente: autores

Índices de diversidad de bacterias y hongos

Los índices de diversidad de la comunidad de bacterias y hongos no mos-
traron diferencias significativas asociadas a la región o el sistema de siembra 
en los dos años (tablas 6.1-6.2). Estos resultados indican que si bien hay di-
ferencias entre regiones, en términos de la estructura de la comunidad mi-
crobiana, determinada esta por los perfiles asociados a cada finca, dichas 
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diferencias no están definidas por el número de otU, sino por el patrón de 
estos en cada perfil. Adicionalmente, no se encontraron correlaciones entre 
estos índices y otras variables analizadas. Trabajos anteriores han discutido 
la falta de coherencia y confiabilidad de los índices de diversidad, señalando 
que es el análisis de la estructura de la comunidad, más que la diversidad 
representada en índices, la que ofrece información concluyente sobre las co-
munidades microbianas (Hartmann y Widmer, 2006).

Los estudios de las comunidades microbianas en cultivos de arroz se han 
diversificado enfocándose en evaluar aspectos puntuales como la diversidad 
y la estructura de las comunidades asociadas al suelo (rizosférico y no ri-
zosférico) y residuos vegetales como el tamo (Asakawa y Kimura, 2008). Así 
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Figura	6.5	 Análisis de cluster de DGGE, región ITS1 e ITS2, fincas arroceras de Tolima y 
Meta. A. Primer año. B. Segundo año. El primer número representa la finca y el segundo el 
año de muestreo. Las fincas 1-4 corresponden a la región de Tolima norte; 5-8, Tolima sur; 9, 
10, 15 y 16, cultivos secanos en Meta, y 11-14, cultivos inundados en Meta.
Fuente: autores
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mismo, se ha estudiado la diversidad de grupos funcionales de interés, tales 
como diazótrofos (Wartiainen et al., 2008), oxidadores de amonio (Nico-
laisen et al., 2004) y oxidadores de metano y metanógenos (Bodelier et al., 
2000; Watanabe et al., 2006). La mayoría de estos resultados han sido enfo-
cados a representantes del dominio bacteria y en algunos casos a archaeas y 
hongos. Algunos de estos trabajos han evaluado el efecto de diferentes prác-
ticas agrícolas como la aplicación de fertilizantes químicos (Gu et al., 2009; 
Wenhui et al., 2007), biofertilizantes (Muthukumarasamy et al., 2007), her-
bicidas y pesticidas (Chen et al., 2009; Das y Debnath, 2006) y los cambios 
en la estructura y diversidad de las comunidades inducida por los cambios a 
través del ciclo del cultivo (Del Castillo, 2010), mostrando que son múltiples 
los factores ecológicos, ambientales y de manejo agrícola que ejercen un efec-
to sobre las comunidades microbianas en cultivos de arroz. 

Entre los factores ecológicos, Del Castillo (2010) puso de manifiesto el efecto 
de las plantas y su estado fenológico sobre la comunidad de bacterias rizosfé-
ricas de cultivos de arroz comercial. Dicha autora propone que la rizodeposi-
ción de fotosintatos es variable a lo largo del ciclo del cultivo, lo cual modula 
los cambios en las poblaciones de bacterias rizosféricas durante el ciclo. Sin 
embargo, para un mismo estado fenológico, hay un porcentaje significativo de 
bandas diferentes asociado a cada una de las parcelas evaluadas, lo que sugiere 
que las condiciones ambientales o de manejo agronómico también ejercen un 
efecto sobre dichas comunidades. Por otra parte, Murase et al. (2006), median-
te un ensayo en microcosmos en el que simularon la condición de inundación, 
y valiéndose de las técnicas de huella genética dGGe y rflp, demostraron que 
“el pastoreo” de protistos afecta de manera significativa la diversidad y la es-
tructura de la comunidad bacteriana, y que este efecto es mayor en la capa su-
perficial óxica en comparación con la capa anóxica, mostrando la importancia 
de la disponibilidad del oxígeno en estas interrelaciones.

En cuanto a las prácticas agronómicas, se reconoce el efecto del sistema 
de siembra, pues es ampliamente conocido que los cultivos inundados tie-
nen una microflora en la que predominan grupos anaerobios o anaerobios 
facultativos, mientras que en los cultivos secanos prevalecen poblaciones de 
bacterias y hongos esencialmente aerobias (Liesack et al., 2000). Doi et al. 
(2007), utilizando el dGGe y el fisH compararon la diversidad total de bac-
terias asociadas a la rizósfera de dos cultivos de arroz, uno secano y otro 
inundado, encontrando una diversidad para bacterias más grande en el cul-
tivo secano con respecto al inundado e identificando a Klebsiella planticola 
y Bacillus fusiformis como bacterias predominantes en la condición secana 
y a Clostridium bifermentans y una bacteria no cultivable para la condición 
inundada. Por otra parte, el fisH reveló una predominancia de bacte-
rias Gram positivas con bajo contenido de Gc en ambos tipos de cultivo.
En el contexto de nuestros resultados, el sistema de siembra ejerce un efecto 
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Tabla	6.1	Índices	de	riqueza	y	diversidad	de	la	comunidad	de	bacterias	de	las	fincas	de	
Tolima	y	Meta,	primer	y	segundo	año.

Finca
Riqueza

(núm.	de	OTU)
Diversidad	
(Shannon)

Dominancia	
(Simpson_1/D)

Equitatividad	
(Pielou)

Año	1 Año2 Año	1 Año	2 Año	1 Año	2 Año	1 Año	2
1 9 12 2,19 2,47 0,84 0,91 0,99 0,99

2 10 15 2,31 2,69 0,87 0,93 1,00 0,99

3 8 16 2,08 2,58 0,85 0,90 1,00 0,93

4 12 17 2,44 2,72 0,89 0,92 0,98 0,96

5 10 13 2,28 2,52 0,88 0,92 0,99 0,98

6 10 17 2,16 2,81 0,83 0,94 0,94 0,99

7 17 19 2,71 2,92 0,91 0,94 0,96 0,99

8 16 17 2,73 2,71 0,92 0,92 0,98 0,96

9 15 10 2,71 2,19 0,92 0,87 1,00 0,95

10 12 13 2,46 2,52 0,90 0,91 0,99 0,98

11 9 10 2,16 2,19 0,86 0,87 0,98 0,95

12 11 11 2,32 2,25 0,88 0,88 0,97 0,94

13 9 9 2,19 2,15 0,87 0,88 0,99 0,98

14 10 21 2,24 2,97 0,88 0,94 0,97 0,98

15 8 20 2,09 2,90 0,85 0,94 1,00 0,97

16 10 15 2,30 2,68 0,88 0,93 0,99 0,99
Fuente: autores

Tabla	6.2	Índices	de	riqueza	y	diversidad	de	la	comunidad	de	hongos	de	las	fincas	de	
Tolima	y	Meta	primer	y	segundo	año.

Finca Riqueza
(núm.	de	OTU)

Diversidad	
(Shannon)

Dominancia	
(Simpson_1/D)

Equitatividad	
(Pielou)

Año	1 Año	2 Año	1 Año	2 Año	1 Año	2 Año	1 Año	2
1 7 11 1,88 2,38 0,84 0,90 0,97 0,99

2 10 15 2,17 2,70 0,87 0,93 0,94 1,00

3 14 9 2,51 2,18 0,91 0,89 0,95 0,99

4 16 10 2,71 2,29 0,93 0,90 0,98 0,99

5 13 18 2,52 2,88 0,92 0,94 0,98 0,99

6 12 15 2,45 2,68 0,91 0,93 0,98 0,98

7 11 15 2,37 2,68 0,90 0,93 0,99 0,99

8 13 12 2,52 2,44 0,92 0,91 0,98 0,98

9 11 15 2,39 2,70 0,91 0,93 1,00 0,99

10 14 18 2,63 2,86 0,93 0,94 1,00 0,99

11 9 11 2,16 2,38 0,88 0,90 0,98 0,99

12 12 10 2,46 2,27 0,91 0,89 0,99 0,98

13 6 14 1,73 2,61 0,81 0,92 0,96 0,99

14 12 13 2,46 2,53 0,91 0,92 0,99 0,98

15 10 13 2,28 2,54 0,90 0,92 0,99 0,99

16 11 13 2,35 2,54 0,90 0,92 0,98 0,99
Fuente: autores
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considerable en las características físico-químicas del suelo (capítulo 2); sin 
embargo, en el marco de las dos grandes regiones analizadas, pareciera que 
ejerce un factor secundario como modelador de las comunidades bacteria-
nas. Si la condición inundada o secana fuera el factor principal, el patrón 
de asociación, siguiendo este principio, habría agrupado a todas las fincas 
inundadas sin importar la región, pero ese no fue el caso. Aun cuando las 
fincas 11 a 14 de Meta están sembradas bajo el sistema de siembra inundado 
como las de Tolima, estas fueron más similares a las fincas secanas de Meta. 
Sin embargo, en el caso de Meta, claramente la estructura de la población 
bacteriana permitió el agrupamiento de los perfiles generados de acuerdo 
con el tipo de cultivo (secano e inundado) a pesar de que dichos cultivos se 
encontraban en suelos de origen similar, con la única excepción de la finca 14 
en el año 1, que incluso se agrupó con las fincas 7 y 8 de Tolima y la finca 13 
en el año 2 (figura 6.3), lo cual indica que el tipo de cultivo sí ejerce un efecto 
importante como modulador de la estructura de la población bacteriana, 
aunque dicho efecto es menor en comparación con el origen del suelo. 

Con respecto al sistema de riego, Del Castillo (2010) encontró que el agua 
es un elemento determinante de la diversidad y estructura de las comunida-
des de bacterias rizosféricas en cultivos de arroz, al evaluar los cambios en la 
diversidad y estructura de las comunidades con la entrada masiva de agua en 
parcelas que se habían mantenido secas después de la recolección del grano. 
También mostró que tipos de riego con aportes de materia orgánica diferen-
tes, tienen efecto sobre las comunidades bacterianas.

Este trabajo tuvo como objetivo hacer un diagnóstico inicial general y 
global de las comunidades de bacterias y hongos rizosféricos asociado a 16 
fincas o unidades productoras de arroz pertenecientes a cuatro regiones 
tradicionalmente arroceras de importancia para el país. Teniendo en cuen-
ta la aproximación, cabe resaltar que si bien las unidades productoras eva-
luadas presentaban condiciones variables con relación al sistema de riego, 
el grado de tecnificación, los planes de fertilización y control de malezas y 
enfermedades, fue la condición física y química del suelo la que resultó de-
terminante para explicar la estructura y diversidad total de la comunidad 
bacteriana asociada a este cultivo. De forma similar, los resultados del pca 
de los parámetros físicos y químicos que agruparon a las fincas por región y 
sistema de siembra (capítulo 2) sugieren que las características fisicoquími-
cas de los suelos de las fincas están determinadas por prácticas agronómi-
cas como el sistema de siembra, pero a su vez, y de forma más significativa, 
por la región. Trabajos como los de Gelsomino et al. (1999), Johnson et al. 
(2003), Girvan et al. (2003) y Ge et al. (2008) han puesto de relieve la impor-
tancia del tipo de suelo y material parental en la estructura y la comunidad 
de bacterias edáficas. Sin embargo, es preciso tener en cuenta que en cada 
región algunas prácticas agronómicas se han mantenido de forma histórica 
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en el tiempo, y son de cierta forma contrastantes para los dos departamen-
tos. Esto lleva a la pregunta de si las diferencias fisicoquímicas de los suelos 
entre regiones se deben fundamentalmente al material parental o, además 
del material parental, a las prácticas agronómicas que, sostenidas durante 
años, han determinado en parte las características físico-químicas que pre-
sentan los suelos actualmente.

En el caso de los hongos, el análisis de componentes principales (acp) (da-
tos no mostrados) no reveló ningún tipo de correlación entre la estructura 
de las comunidades de hongos y las variables físicas y químicas, lo que puede 
estar indicando que los hongos responden o son más sensibles a otras varia-
bles no analizadas en este estudio. Johnson et al. (2003) reportan igualmente 
la falta de correlación entre la estructura de las comunidades de hongos y las 
variables fisicoquímicas y ambientales evaluadas. 

Los hongos son microorganismos ubicuos en el suelo, los cuales llevan a 
cabo una serie de funciones importantes, particularmente aquellas relacio-
nadas con el ciclaje de nutrientes y carbono en el ecosistema edáfico (Ander-
son y Carney, 2004). Sin embargo, a pesar de su relevancia, es poco lo que 
se conoce en términos de estructura y función respecto de la comunidad. 
Esto se debe, entre otras causas, a que su estudio ha sido fundamentado en 
técnicas dependientes de cultivo o perfiles de ácidos grasos de fosfolípidos 
(Boyle et al., 2008), que dan una visión muy general y parcial de los hon-
gos en el ecosistema. Por otra parte, la relación biomasa/función no es muy 
clara, dadas las características de crecimiento micelial y producción de es-
poras, que dificultan la interpretación de los resultados en términos de la 
estimación de las poblaciones de hongos (Stricklan y Rousk, 2010). Además, 
específicamente para el ecosistema arroz, la predominancia de hongos es re-
lativamente baja, dada su condición de microorganismo aerobio, ya que bajo 
este cultivo el oxígeno es una condición limitante durante buena parte del 
período de siembra (Eickhorst et al., 2010). No obstante, cabe mencionar que 
en el presente estudio se pudo evidenciar una relativamente alta diversidad 
de hongos rizosféricos asociada al cultivo de arroz, lo cual es reflejado por el 
número de otU identificados para cada finca (tabla 6.2), los cuales, contrario 
a los resultados de otros autores (Jhonson et al., 2003), presentaron valores 
similares a los encontrados para las bacterias (tabla 6.1). 

Conclusiones

El análisis de la comunidad microbiana en cultivos de arroz en las zonas 
bajo estudio indica que: 

1. La estructura de la comunidad procariótica está determinada prin-
cipalmente por las condiciones físico-químicas del suelo, las cuales 
están determinadas, a su vez, por el origen del mismo, y en menor 
medida por las prácticas de manejo del cultivo. 
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2. El marcador molecular del gen 16S rdna es más adecuado (en compa-
ración con el marcador de its) para identificar diferencias en términos 
de las características físico-químicas del suelo o sistema de manejo, lo 
cual indica una relación más estrecha entre dichas características y la 
población de microorganismos procariotas en los suelos de cultivos de 
arroz evaluados en este estudio. 

3. Dada la estrecha relación entre los factores físicos y químicos y la dis-
tribución de microorganismos de origen bacteriano, se sugiere que la 
aplicación de enmiendas bacterianas para la mejora de la fertilización 
del cultivo de arroz debe tener en consideración las condiciones físico-
químicas del suelo para asegurar una mejor eficiencia en la acción de 
estas enmiendas. 

4. Los resultados de este trabajo permiten concluir igualmente que los 
suelos de cultivos de arroz estudiados presentan una alta diversidad de 
hongos representados por el número de otU por finca para este grupo 
de microorganismos.

Finalmente, a la luz de los resultados de este trabajo, se recomienda eva-
luar los cambios en la estructura y diversidad de bacterias y hongos median-
te la selección de diferentes marcadores moleculares funcionales (genes de: 
nitrogenasas, fosfatasas, rutas de degradación de compuestos xenobióticos, 
celulasas, entre otros), haciendo un diseño de experimentos que permitan 
responder preguntas puntuales (e.g. efecto de una estrategia de fertilización 
o de una enmienda química o microbiana sobre la producción de un cultivo 
de arroz), con el objeto de obtener información más concluyente en términos 
de los índices de rendimiento del cultivo, relacionando las comunidades de 
bacterias y hongos con sus funciones ecológicas, y estas con estrategias espe-
cíficas de manejo agrícola en cultivos de arroz comercial.
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El cultivo intensivo de arroz en Colombia ha conducido al deterioro de las 
propiedades físicas y químicas del suelo, una reducción en la productividad 
y una baja eficiencia de la fertilización (Fedearroz, 2000). Esta situación ha 
llevado al empleo de grandes cantidades de fertilizantes, lo que hoy día re-
presenta entre el 15,6 % y el 13,5 % de la inversión en el cultivo (Vallejo et 
al., 2008; Espinal et al., 2005). Una alternativa para mitigar el deterioro de 
los suelos en cultivos como el arroz ha sido la incorporación de diferentes 
prácticas que incluyen el uso de abonos verdes, la rotación de cultivos y la in-
corporación del tamo en el suelo (Doberman y Fairhurst, 2000). Así mismo, 
para aumentar la disponibilidad de nutrientes y reducir las concentraciones 
de fertilizantes, se ha implementado el uso de microorganismos promotores 
del crecimiento vegetal (pcV), solubilizadores de fosfato (msf) (Kennedy et 
al., 2004; Rodríguez y Fraga, 1999) y la aplicación de microorganismos de-
gradadores de celulosa y lignina en cultivos de arroz (Garcés y Ospina, 2009; 
Ponnamperuma, 1984).

La quema del tamo del arroz es una práctica ampliamente empleada en los 
países productores a nivel mundial, la cual, si bien presenta algunas ventajas 
en términos del mantenimiento de la sanidad del cultivo y la disminución de 
los tiempos de preparación de la cosecha, también conduce a la pérdida de 
una fracción importante de los nutrientes y al deterioro de la materia orgáni-
ca (Doberman y Fairhurst, 2000). Esta pérdida se debe fundamentalmente a 
que el tamo de arroz contiene alrededor del 40 % del N, entre el 80-85 % del 
K, el 30-35 % del P, el 40-50 % del azufre y entre el 5-6 % del silicio acumulado 
en la biomasa vegetal durante un ciclo de cultivo. De estos nutrientes, casi la 
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totalidad del N, el 25 % del P, el 20 % del K y entre el 5-60 % del S se pierden 
por la quema del tamo (Doberman y Fairhurst, 2000). En este contexto, una 
vía para disminuir el deterioro de los suelos bajo cultivo intensivo consiste 
en la incorporación de residuos vegetales como el tamo una vez terminada 
la cosecha. 

La incorporación del tamo permite la degradación de la lignina y celulosa, 
lo cual facilita la disponibilidad de nutrientes y estimula la actividad micro-
biana del suelo (Bronick y Lal, 2005; Vargas-García et al., 2010). Igualmente, 
protege el suelo de los rayos del sol y controla las malezas. Usualmente, la 
descomposición de los residuos vegetales toma bastante tiempo (Aro et al., 
2005); sin embargo, el empleo de microorganismos degradadores de celulosa 
como Trichoderma, particularmente T. viride y T. harzianum, pueden dis-
minuir estos tiempos de degradación (Royer y Nakas, 1989; Garcés y Ospina, 
2009; Kausar et al., 2010). 

Algunas inoculaciones con bacterias fijadoras de nitrógeno pueden com-
plementar los requerimientos de N en cultivos de arroz, además de promover 
su crecimiento (Choudhury y Kennedy, 2004). Resultados similares se han 
registrado para el fósforo empleando microorganismos solubilizadores de 
fosfato (Tiwari et al., 1989; Rodríguez y Fraga, 1999). Sin embargo, se han 
reportado discrepancias en los resultados de promoción de crecimiento 
por inoculaciones con microorganismos bajo condiciones de laboratorio, 
invernadero y campo (Bashan et al., 2004; Çakmakç et al., 2006; Lucy et 
al., 2004). Esto obedece a relaciones no específicas con el hospedero, dife-
rencias físico-químicas en relación con el ambiente en el que fue aislado el 
inoculante, formulación deficiente y baja capacidad de competencia ante 
poblaciones nativas del suelo donde es aplicado el inoculante microbiano 
(Lucy et al., 2004). 

Para que exista efecto positivo de la inoculación, los microorganismos 
pcV deben colonizar la raíz, sobrevivir, multiplicarse y competir en la ri-
zósfera (Barea et al., 2005; Bashan et al., 2004). La supervivencia de este tipo 
de microorganismos depende del contenido de materia orgánica, la fracción 
arcillosa (Bashan et al., 2004), el tipo de suelo, el balance de agua, las prác-
ticas agrícolas como la fertilización, el control químico de enfermedades y 
el genotipo vegetal que es inoculado (Fages, 1994). Dadas todas las interac-
ciones que se puedan dar para obtener un efecto positivo en la inoculación 
bacteriana, es necesario desarrollar ensayos que permitan caracterizar las 
condiciones favorables bajo las cuales se potencie la actividad del inoculante.

A continuación se presentan dos casos de estudio. En el primer caso, el 
objetivo fue evaluar el crecimiento y el rendimiento de un cultivo de arroz 
previamente soqueado, al incorporar tamo inoculado con un microorganis-
mo celulolítico y una posterior aplicación de microorganismos promotores 
de crecimiento vegetal en el departamento de Tolima. En el segundo caso, 
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el objetivo fue determinar el efecto de la aplicación de microorganismos pro-
motores de crecimiento vegetal sobre el crecimiento y el rendimiento de un 
cultivo de arroz en el departamento de Meta. 

Estudio de caso 1. Efecto de la incorporación del tamo con un 

microorganismo celulolítico y posterior inoculación de microorganismos 

promotores de crecimiento vegetal en un cultivo de arroz previamente 

soqueado en el departamento de Tolima, municipio de Saldaña

Este experimento se realizó en la finca “El caucho” 3°53́ 38”N, 74°59́ 47”W, 
localizada en el municipio de Saldaña, departamento de Tolima. Altitud de 
325 msnm y temperatura entre los 27,0 y 28,5 °C (Saldaña, 2010). El suelo 
de esta finca presentó textura franco arcillosa, pH ligeramente ácido y nivel 
medio de materia orgánica. Los niveles de calcio (Ca), magnesio (Mg), co-
bre (Cu), zinc (Zn), manganeso (Mn) y sodio (Na) fueron apropiados para el 
desarrollo del arroz; sin embargo, las concentraciones de azufre (S) fueron 
bajas, y se encontraron deficiencias de potasio (K), fósforo (P), hierro (Fe) y 
boro (B) de acuerdo con las relaciones entre cationes (Microfertisa, 2005). 

El ensayo fue desarrollado en un cultivo de soca (rebrote del cultivo de 
arroz después de haber recogido la primera cosecha) de la variedad Fedea-
rroz 733, cultivado bajo un sistema inundado. La soca se cortó con una gua-
daña a una altura de 10-15 cm del suelo para uniformizar el tamaño del tamo 
(figura 7.1). Posteriormente, el terreno fue dividido en dos parcelas experi-
mentales de 1.250 m2 cada una (figura 7.2). Una de estas parcelas se inocu-
ló con el hongo celulolítico Trichoderma viride (Trifesol®), el cual, además 
de su capacidad antagonista contra agentes fitopatógenos, posee actividad 
celulolítica. La aplicación se realizó bajo condiciones de campo, a la dosis 
comercial de 1 L.ha-1 a una concentración de 4 x 106 ufc.ml-1 (figura 7.1). Un 
mes después de aplicado el T. viride para degradar el tamo, se inocularon los 
microorganismos pcV y msf en las dos parcelas experimentales. El diseño 
experimental para cada parcela (con y sin Trichoderma viride) consistió en 
un diseño en bloques al azar, con cuatro réplicas por cada tratamiento; el 
área de cada réplica constó de 33 m2 (6,0 m x 5,5 m) (figura 7.2). Posterior-
mente, para identificar el efecto de la aplicación con y sin T. viride, se empleó 
un análisis de anoVa simple, comparando el tratamiento específico en cada 
parcela. El plan de fertilización seguido para ambas parcelas fue de 70 kg de 
N ha-1 y 30 kg de K2O ha-1, que fueron aplicados un mes después de cortar el 
tamo con guadaña. 

Para el desarrollo de este experimento se utilizaron dos aislamientos bac-
terianos identificados como ibUn-pGpr-6.2 (Bacillus sp.) e ibUn-pGpr-e32 
(Enterobacter sp.), los cuales se caracterizaron por promover el crecimien-
to de arroz bajo condiciones de invernadero. Igualmente, la cepa ibUn-
pGpr-6.2 presentó una producción de 73,98 µg.mL-1 de ácido indolacético,
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A B

Figura	7.1	 A: Cultivo de soca luego del corte con guadaña, empleado para realizar el 
montaje del ensayo de incorporación del tamo de arroz en Saldaña, Tolima. B: Soca de arroz 
luego de 30 días de crecida; se muestran los rebrotes de la planta de arroz a través del tamo 
en descomposición.
Fuente: Fotos Daniel Uribe-Vélez

Figura	7.2	 Diseño experimental de los tratamientos empleados en campo para la evaluación 
del efecto de la incorporación de residuos vegetales (tamo) empleando un microorganismo 
celulolítico en un cultivo de soca, y posterior suplemento con enmiendas de microorganismos 
PCV y MSF.
Fuente: autores
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mientras la cepa ibUn-pGpr-e32 manifestó una actividad nitrogenasa de 
24,44 nmoles de etileno.h-1. Los msf ibUn-13Hsfc01 e ibUn-10Hcaf03 fue-
ron seleccionados por su capacidad de solubilización de roca fosfórica como 
sustratos con valores de 87 y 59 mg de P2O5 por ml, respectivamente. Como 
tratamiento control positivo de los pcV se usó el producto comercial de Azo-
tobacter chroococcum y Azospirillum sp., que contiene los microorganismos, 
mientras que el tratamiento control positivo para los msf fue una formu-
lación comercial de Penicillium janthinellum. Al control negativo no se le 
realizó ninguna aplicación microbiana. 

Las bacterias pcV fueron crecidas en caldo lb a 30 °C a 150 rpm durante 
48 h. Luego, fueron lavadas en agua destilada estéril y resuspendidas en lb 
diluido 10 veces para su almacenamiento a 4 °C. La suspensión bacteriana 
fue aplicada en un volumen de 2 litros por parcela en forma de suspensión, 
a una concentración final de 1,73 x 107 ufc.ml-1 para ibUn-pGpr-6.2 y 4,39 x 
108 Ufc.ml-1 para ibUn-pGpr-e32. Los msf fueron crecidos en el medio agar 
Sabouraud Dextrosa a 25 °C durante 8 d y suspendidos en Tween 80® al 0,03 
%, a una concentración de 2 x 108 conidias.ml-1 por conteo en cámara de 
Neubauer. Dos litros de la suspensión de hongos para los aislamientos ibUn-
13Hsfc01 y para ibUn-10Hcaf03 fueron aplicados a una concentración final 
de 1,0 x 108 conidias.mL-1. Los controles positivos fueron aplicados de acuer-
do con las dosis sugeridas por la casa comercial, que consiste en 100 litros 
por hectárea de una concentración de 1 x 106 ufc.ml-1 para A. chroococcum y 
Azospirillum sp., y 1 x 106 conidias.ml-1 para P. janthinellum.

Como variables respuesta del efecto de la inoculación se determinó la 
altura de planta (desde el suelo hasta el extremo superior de la hoja ban-
dera), el rendimiento del grano en 4 m2 y los siguientes componentes de ren-
dimiento: número de granos por panícula, peso de 1.000 granos, porcentaje 
de vaneamiento.m-2 (medido en un cuadrante de 0,25 m x 0,25 m) y número 
de panículas.m-2 (0,5 m x 0,5 m). Igualmente, se determinaron los parámetros 
de calidad molinera como índice de pilada o porcentaje de grano entero, por-
centaje de grano partido, porcentaje de grano yesado y porcentaje de grano 
con centro blanco. En ningún tratamiento se encontraron daños significati-
vos por agentes patógenos.

Los datos obtenidos fueron analizados con los paquetes estadísticos Mi-
nitab 16 Statistical Software (1986) y statGrapHics Plus Versión 5.1 (2001) 
a través de un análisis de varianza (p ≤ 0,05), verificando el cumplimiento 
de las premisas del anoVa, como la normalidad y la homogeneidad de la va-
rianza. Las medias de los tratamientos con diferencias significativas fueron 
comparadas por la prueba de medias de Duncan (p ≤ 0,05). Los datos que no 
cumplieron con las premisas del anoVa, fueron comparados por la prueba 
no paramétrica de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis, 1952).
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Resultados	de	crecimiento,	rendimiento	y	calidad	molinera

Los resultados muestran que los tratamientos con el hongo celulolíti-
co T. viride presentaron incrementos en todas las variables de crecimiento, 
rendimiento y de molinería (tablas 7.1 y 7.2), con excepción del número de 
panículas.m-2 con la cepa ibUn13Hsfc01 (tabla 7.1). Es posible que la falta de 
incremento en el tratamiento con este aislamiento haya sido producto de una 
acción antagónica entre T. viride y la cepa ibUn13Hsfc01, lo que pudo generar 
un efecto contrario al observado en los demás tratamientos. 

Todos los tratamientos inoculados con T. viride presentaron incremen-
tos significativos en la altura de la planta en relación con los mismos trata-
mientos no inoculados con T. viridae. Los incrementos oscilaron entre 9,01 % 
(control) y 15,94 % (A. chroococcum y Azospirillum sp.). Similares resultados 
se presentaron para el número de panículas.m-2, con incrementos significa-
tivos entre 13,4 % para el tratamiento con Azotobacter y Azospirillum sp., y 
36,7 % para el tratamiento con el aislamiento ibUn-pGpr-e32. La excepción la 
mostraron los tratamientos inoculados con los aislamientos ibUn-pGpr-6.2 e 
ibUn13Hsfc01, que si bien evidenciaron un mayor número de panículas.m-2 
en relación con el tratamiento sin T. viridae, estas diferencias no fueron esta-
dísticamente significativas. Estos resultados sugieren que la inoculación de T. 
viride al tamo mejoró el vigor de las plantas de arroz, posiblemente debido a 
una mejor disponibilidad de nutrientes producto de la liberación de los mis-
mos por la degradación del tamo. Merece mencionar que muy posiblemente 
dicho efecto se vio favorecido por los bajos niveles de fertilización aplicados 
durante el ciclo de cultivo.

El peso de 1.000 granos y el número de granos por panícula indicaron 
incrementos en todos los tratamientos inoculados con T. viride, aunque 
únicamente en la aplicación de los aislamientos ibUn-pGpr-6.2 (7,4 %) e 
ibUn-pGpr E32 (26,0 %) dichas diferencias fueron estadísticamente signifi-
cativas, para el número de granos por panícula (tabla 7.1). En otros estudios 
se ha demostrado que el aumento en el número de granos por panícula 
puede ser debido al incremento de N durante diferentes estados de desa-
rrollo del arroz (Kumura, 1956; Matsuo et al., 1995). Igualmente, Wilson et 
al. (1998), reportaron que el número de panículas y el número de granos 
por panícula en arroz están determinados por las aplicaciones de fertilizan-
tes antes de la inundación permanente del cultivo. En este contexto, es pro-
bable que la descomposición acelerada del tamo por el hongo T. viride haya 
aportado una proporción significativa de nutrientes en la fase inicial del cul-
tivo, en especial de N, lo cual explicaría los incrementos en el número de gra-
nos por panícula. Igualmente, los microorganismos pcV ibUn-pGpr-e32 e 
ibUn-pGpr6.2 podrían contribuir a mejorar la asimilación de nitrógeno, bien 
sea por efecto de su capacidad de fijación de nitrógeno o por su capacidad 
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de estimular el crecimiento radicular, características que afectan positiva-
mente la capacidad de asimilación de nutrientes para la planta. 

La aplicación de T. viride no presentó efectos significativos sobre el por-
centaje de vaneamiento (tabla 7.1). Con respecto al rendimiento, se encon-
traron incrementos superiores al 8,1 %, en todos los tratamientos inoculados 
con T. viride, cuatro de los cuales fueron estadísticamente significativos con 
incrementos superiores al 21 % (tabla 7.1). 

Los resultados de este estudio indican que la inoculación de la soca con 
el hongo celulolítico T. viride tuvo incidencia positiva sobre el vigor de la 
planta, probablemente debido al efecto sobre la liberación y posterior asimi-
lación de nutrientes por la planta. En este sentido, cabe señalar que en otros 
estudios se ha logrado determinar que los microorganismos celulolíticos al 
descomponer el tamo aumentan la disponibilidad de nutrientes como el C, 
N, P, K, así como los demás macro y micronutrientes atrapados en la biomasa 
vegetal (Mirchink, 1988; Rudresh et al., 2005; Kurakov et al., 2006), nutrien-
tes que bajo prácticas como la quema son mayoritariamente perdidos para 
el cultivo (Doberman y Fairhurst, 2000). Por otra parte, una mayor dispo-
nibilidad de carbono permite mejorar la actividad microbiana asociada a la 
solubilización y translocación de fosfato, la excreción de reguladores de cre-
cimiento vegetal y la fijación de N, efectos que posiblemente se potenciaron 
en este estudio por la baja fertilización inorgánica aplicada en este cultivo 
(70 kg de N ha-1 y 30 kg de K2O ha-1). 

En cuanto a las variables de calidad de molinería, se puede mencionar que 
los tratamientos con T. viride presentaron menor índice de pilada, especial-
mente en los tratamientos inoculados con los aislamientos ibUn-pGpr-6.2 y 
P. janthinellum (tabla 7.2). Con respecto al porcentaje de grano partido, solo 
se encontraron diferencias significativas cuando se aplicó T. viride con la 
cepa ibUn-pGpr-6.2 y P. janthinellum. Para el porcentaje de grano yesado y 
grano con centro blanco no se hallaron diferencias significativas en ningún 
tratamiento. Los valores obtenidos de calidad de molinería fueron simila-
res a los reportados por Arévalo (2009) para índice de pilada (63,4-67,1) y 
porcentaje de grano yesado (menor del 3 %) en la cultivariedad Fedearroz 
733; sin embargo, los valores obtenidos para porcentaje de grano partido 
(8,5 % a 12,8 %) y grano con centro blanco (8,8 % a 27 %) fueron menores a los 
reportados por Arévalo (2009). 
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Estudio de caso 2. Evaluación de microorganismos 

promotores de crecimiento vegetal (PCV) y microorganismos 

solubilizadores de fosfato (MSF) en plantas de arroz en el 

departamento de Meta, municipio de Castilla Nueva

El segundo ensayo se estableció en el departamento de Meta, municipio de 
Castilla Nueva, en la finca “Capachos” (3°48́ 0,99N, 73°29́ 19,5¨W). En esta finca 
el cultivo de arroz es intensivo y se desarrolla bajo condiciones de inundación. 
El lote tiene un área de 20 ha, de las cuales se dispusieron 1.500 m2 para llevar 
a cabo el ensayo. La temperatura promedio anual en la zona es de 24 °C y plu-
viosidad de 2000 mm. Los suelos de la finca presentan textura franco limosa, 
pH fuertemente ácido, bajos niveles de mo y baja fertilidad por deficiencia en 
la relación iónica de Ca, K, Mg, Fe, B y Zn (Microfertisa, 2005). 

Para el ensayo en campo se evaluaron dos grupos funcionales: microor-
ganismos pcV y msf. El primer grupo incluyó la cepa ibUn-pGpr-c9 iden-
tificada mediante el marcador molecular 16Srdna como un Enterobacter 
sp, la cual produce compuestos tipo indoles a una concentración de 181,48 
µg.mL-1 en medio lb suplementado con triptófano 0,3 mM. Así mismo se 
evaluó la mezcla de los microorganismos ibUn-pGpr-C5/ibUn-pGpr-C6/
ibUn-pGpr-C7 aislados de suelos arroceros. El aislamiento ibUn-pGpr-C5 
fue identificado como Enterobacter sp., el aislamiento ibUn-pGpr-C6 como 
Lactococcus sp. y el aislamiento ibUn-pGpr-C7 como Chryseobacterium sp. 
Los aislamientos ibUn-pGpr-C5, C6 y C7 presentan producción de indoles 
de 141,08, 133,24 y 37,55 µg.mL-1, respectivamente. Estudios previos de los ais-
lamientos ibUnpGpr-C9 y la mezcla ibUnpGpr-C5, C6 y C7 mostraron pro-
moción de crecimiento en plantas de arroz bajo condiciones de invernadero 
en términos de incrementos en el peso seco en raíz con valores de 102 % y 
70 %, respectivamente. Los msf empleados en este ensayo (ibUn13Hsfc01 
e ibUn10Hcaf03) fueron los mismos del ensayo anterior, los cuales, como 
ya se mencionó, se caracterizan por presentar alta actividad en términos de 
solubilización de fosfato, con roca fosfórica como sustrato. 

El ensayo de campo se realizó empleando como control positivo de los 
aislamientos pcV una mezcla comercial de A. chroococcum y Azospirillum 
sp. a una concentración de 1 x 108 Ufc.mL-1. Como control positivo de los msf 
se empleó un inóculo comercial de P. janthinellum a una concentración de 
1 x 107 esporas mL-1. Por otra parte, se evaluó una formulación comercial de 
la micorriza Glomus intraradices, de la cual se aplicaron alrededor de 20.000 
propágulos (esporas, micelio vegetativo y trocitos de raíces micorrizadas in-
fectivas) por parcela experimental. El diseño del experimento consistió en 
bloques completos al azar con cuatro réplicas. Como unidad experimental se 
emplearon parcelas de 40 m2 (10 m x 4 m) distanciadas por 1 m entre estas. 
Para este ensayo se empleó la variedad Fedearroz 174 a una densidad de siem-
bra de 250 kg.ha-1.



141141

	 Evaluación	en	campo	de	microorganismos		
promotores	del	crecimiento	y	celulolíticos

Los inóculos fueron producidos y preparados con el mismo procedimiento 
descrito para el estudio de caso 1. Para la aplicación de los microorganismos 
se empleó 1 kg de semillas de arroz certificada por cada parcela, luego de ser 
lavadas con detergente comercial y abundante agua para eliminar el fungici-
da comercial (Vitavax®). Las semillas fueron depositadas en bolsas herméticas 
donde se inocularon con 100 mL de suspensión microbiana ajustada a una 
concentración final de 1 x 109 Ufc.mL-1. Los inóculos con los msf fueron apli-
cados de forma similar a una concentración de 2 x 109 Ufc.mL-1. Luego de 24 
h, las semillas inoculadas fueron sembradas al voleo en cada parcela. A los 25 
días de emergencia, las plántulas fueron re-inoculadas para asegurar que el 
inóculo estuviese disponible durante la fase vegetativa de la planta. En el caso 
de la re-inoculación con la cepa ibUnpGpr-C9 se aplicaron 2 L a 5 x 107 Ufc.
mL-1 por parcela. En el caso de la aplicación de la mezcla ibUnpGpr-C5, C6, 
C7, las cepas fueron llevadas a concentración final de 5 x 107 Ufc.mL-1 en 2 L. 
El control comercial de los microorganismos pcV fue aplicado en una con-
centración de 1 x 106 Ufc.mL-1 en 2 L por parcela, siguiendo la recomendación 
de la etiqueta. 

Los msf fueron aplicados en una concentración de 5 x 107 Ufc.mL-1 en 2 L 
por parcela, mientras que el control comercial de las msf, en una concentra-
ción de 1 x 107 Ufc.mL-1 en 2 L por parcela, de acuerdo con la recomendación 
del producto comercial. 

En los tratamientos con microorganismos pcV se realizó fertilización con 
70 % de fertilizante nitrogenado (101,9 kg de N por ha) recomendado para 
la zona. En los tratamientos con msf se fertilizó con la dosis completa de P 
utilizado en la zona (50,2 kg de P2O5). En los tratamientos control se aplicó 
fertilización completa de N (144,5 kg de N por ha) y P (50,2 kg de P2O5). El 
plan de fertilización se distribuyó en cinco períodos de abonada e incluye-
ron: K (150,0 kg de K2O), Ca (23,4 kg ha-1), Mg (7,8 kg ha-1), S (10,2 kg ha-1) y 
Zn (4,4 kg ha-1). 

Para determinar el efecto de la inoculación bacteriana sobre el crecimiento 
y la nutrición del arroz, se hizo un muestreo de biomasa aérea y análisis foliar 
de la hoja bandera en cada una de las parcelas. Las muestras fueron recolec-
tadas 70 días después de emergencia utilizando un cuadro de 0,5 m x 0,5 m, 
el cual fue lanzado al azar en una área representativa de la parcela. Posterior-
mente, se determinó el peso seco de la biomasa aérea luego de mantener las 
plantas por 72 h a 70 °C, y la concentración foliar de N, P y K se estimó de 
acuerdo con los protocolos del Laboratorio de Suelos de la Facultad de Agro-
nomía de la Universidad Nacional de Colombia. 

En el momento de la cosecha se midió la altura de 15 plantas (desde el sue-
lo hasta el extremo superior de la hoja bandera). El rendimiento de grano 
se determinó en un cuadro de 4 m2 en cada parcela. En un cuadro de 0,25 
m x 0,25 m se evaluó: número de granos.panícula-1, peso de 1000 granos y
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porcentaje de vaneamiento. El número de panículas.m-2 fue estimado en un 
cuadro de 0,25 m2. Igualmente, se establecieron los parámetros de calidad mo-
linera: índice de pilada o porcentaje de grano entero, porcentaje de grano 
partido, porcentaje de grano yesado y porcentaje de grano con centro blanco.

Resultados	de	crecimiento,	rendimiento	y	calidad	molinera	

Los diferentes tratamientos evaluados no presentaron diferencias sig-
nificativas en los componentes de rendimiento (tabla 7.3). Sin embargo, al 
analizar en detalle algunas variables, se lograron identificar algunos efectos 
puntuales de las inoculaciones realizadas. En primer lugar, se obtuvieron 
incrementos en el número de granos por panícula del 29,6 %, 27,8 % y 20,4 % 
para la cepas ibUnpGpr-C9, ibUn10Hcaf03 y P. janthinellum, respectiva-
mente. Estos incrementos en el número de granos por panícula podrían 
estar relacionados con una mejor asimilación de nutrientes tipo N y P por 
parte de la planta, como se ha demostrado en otros estudios similares en 
arroz (Kumura, 1956; Matsuo et al., 1995 y Wilson et al., 1998). Así mismo, 
cabe destacar el incremento en el número de panículas equivalente al 15 % 
con la cepa ibUn13Hsfc01, ya que esta característica está igualmente aso-
ciada a una mejor asimilación de nutrientes en la etapa inicial del cultivo 
(Wilson et al., 1998).

El incremento del número de granos por panícula llama la atención, par-
ticularmente para la cepa ibUnpGpr-c9, ya que el efecto sobre las panículas 
se presentó a pesar de que la fertilización en estos tratamientos correspondió 
a un 30 % menos de nitrógeno inorgánico. Estos resultados coinciden con 
otros reportes donde la aplicación de microorganismos pcV como Azospiri-
llum sp. pueden reducir el uso de fertilizantes químicos, particularmente de 
N en un rango entre el 20-50 % (Bashan et al., 2004). En el caso de la aplica-
ción de microorganismos pcV, se ha reportado que el manejo de la fertiliza-
ción es un elemento que presenta resultados contradictorios en las pruebas 
de campo, debido a que se ha encontrado que la promoción de crecimiento 
vegetal solo se da con la adición de fertilizantes (Okon y Labandera-Gon-
zález, 1994; Pedraza et al., 2009), en tanto que otros informes han indicado 
promoción de crecimiento de microorganismos con Azospirillum sp. solo 
bajo condiciones limitantes de N (Omar et al., 1992; Dobbelaere et al., 2001) 
o en lugares de baja productividad con limitaciones de crecimiento para el 
cultivo (Díaz-Zorita y Fernández-Canigia, 2009). Esta última condición es la 
que mejor tipifica los suelos evaluados en este estudio, los cuales presentan 
baja fertilidad y deficiencia en la mayoría de elementos. 

El porcentaje de vaneamiento fue alto para todos los tratamientos (24,72% 
en promedio), posiblemente relacionado con los días nublados que se pre-
sentaron durante la maduración del grano. Incluso los tratamientos con mi-
corriza y el aislamiento ibUnc9 mostraron altos valores (34,7 % y 27, 8%, 
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respectivamente), en relación con el control (tabla 7.3). El vaneamiento puede 
incrementarse por varios factores: altos niveles de N, baja radiación solar, 
muy baja o alta temperatura, vientos fuertes, salinidad en el suelo o estrés 
hídrico (Kumura, 1956; Yoshida & Parao, 1976; Yoshida, 1981), lo que puede 
ocasionar: 1) incremento en el número de granos; 2) incremento en el núme-
ro de cariópsides infértiles; 3) alta susceptibilidad a vuelco, y 4) disminución 
en la acumulación de almidones en el estado de floración (Matsuo et al.,1995). 
De estas variables, la única diferencia con respecto al control (que presen-
tó unos valores de 19,5% de vaneamiento) fue la aplicación de enmiendas 
microbianas, las que pudieron incidir en mejor asimilación de nutrientes, 
particularmente N en algunos tratamientos como la cepa ibUn-c9, lo cual 
puede llevar a bajo almacenamiento de carbohidratos no estructurales en el 
grano en tiempo de floración, y así al incremento del vaneamiento (Kumura, 
1956).

Con respecto al porcentaje de N, P y K foliar y los parámetros de calidad 
molinera, no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. 
Aun así, se hallaron incrementos hasta del 40 % en el porcentaje de P foliar 
para el aislamiento ibUn-13Hsfc01 (tabla 7.4). Este aislamiento promovió in-
cremento (no significativo) del 36 % en el peso seco de vástago y del 7 % en 
el rendimiento con respecto al control, indicando un efecto como promotor 
de crecimiento vegetal. En suelos de los Llanos Orientales, el P es un factor 
limitante para el crecimiento del arroz dado que este es atrapado por las altas 
concentraciones de Fe y Al (Cortés, 1982). Sin embargo, los msf pueden libe-
rar este P debido a la secreción de metabolitos, como algunos ácidos orgáni-
cos e inorgánicos, la producción de agentes quelantes como 2-cetoglutarato, 
citrato, oxalato y lactato, mejorando la asimilación de dicho nutriente por 
parte de la planta (Rodríguez y Fraga, 1999). El aislamiento ibUn-10Hcaf03 
mostró incrementos en el rendimiento del orden de 15 %, los cuales son con-
sistentes con los valores de número de granos por panícula y porcentaje de 
vaneamiento relativamente bajo, o al menos similar a los valores reportados 
para el control (20,1 %). 

Los rendimientos del cultivo fueron bajos con respecto a los registrados 
para la zona en el segundo semestre del año 2008, con valores promedio de 
6,5 t ha-1 de grano paddy. Esto sucedió a pesar de que el número de panícu-
las m2 y números de granos fueron aceptables para la región. Esta situación 
podría obedecer al alto porcentaje de vaneamiento, así como a los altos pe-
ríodos de lluvia y alta nubosidad registrados a lo largo del cultivo, ya que la 
presencia de otros factores como incidencia y severidad de agentes patógenos 
fue monitoreada y no registró daños significativos. De acuerdo con lo ante-
rior y con los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda hacer una 
repetición en el tiempo de este experimento que incluya controles de ferti-
lización de diferentes dosis de N y se disminuyan las concentraciones de P 
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Tabla	7.4	Análisis	foliar	(%	N,	%	P	y	%	K)	y	peso	seco	de	vástago	(PSV)	de	plantas	de	
arroz	Fedearroz	174	en	estado	de	máximo	embuchamiento	(70	DDE).

Tratamiento %	N %	P %	K PSV	(g/m2)

IBUN-C9N 2,02x ± 0,09y az 0,22 ± 0,01 a 1,60 ± 0,10 a 468,82 ± 80,18 a

IBUN-C5/C6/C7 2,05 ± 0,02 a 0,22 ±0,01 a 1,62 ± 0,08 a 506,16 ± 103,29 a

A. chroococcum y 
Azospirillum sp.

2,02 ± 0,06 a 0,21± 0,01 a 1,66 ± 0,04 a 571,75 ± 108,46 a

IBUN-13HSFC01 2,07 ± 0,06 a 0,28 ± 0,04 a 1,53 ± 0,05 a 609,33 ± 49,76 a

IBUN-10HCAF03 2,09 ± 0,12 a 0,22 ± 0,01 a 1,56 ± 0,03 a 427,88 ± 13,59 a

P. janthinellum 1,98 ± 0,05 a 0,20 ± 0,01 a 1,60 ± 0,06 a 520,31 ± 62,44 a

Micorriza 2,04 ± 0,08 a 0,22 ± 0,01 a 1,63 ± 0,11 a 482,50 ± 11,41 a

Control 2,04 ± 0,05 a 0,20 ± 0,01 a 1,50 ± 0,04 a 448,04 ± 29,14 a
1Promedio. 

2Error estándar. 
zMedias de la misma columna seguidas por la misma letra no muestran diferencias significativas entre 

ellas (p ≤ 0,05). N = 4.

Fuente: autores

para los msf y la micorriza ya que este elemento limita la actividad de dichos 
grupos funcionales (Rodríguez y Fraga, 1999). 

El desarrollo de un inoculante bacteriano requiere gran trabajo de investi-
gación y ensayos que aseguren la consistencia de los resultados (capítulo 8). En 
este sentido, para potenciar la actividad de un inoculante bacteriano es nece-
sario evaluar todos los factores asociados a la promoción de crecimiento; es-
tos factores incluyen: la selección de genotipos de arroz mejor adaptados a la 
interacción con microorganismos promotores de crecimiento (Gyaneshwar 
et al., 2002), la concentración más adecuada del inóculo (Dobbelaere et al., 
2002), los mecanismos de promoción de los microorganismos pcV (Dutta y 
Podile, 2010), la adaptabilidad del inóculo a las condiciones físicas y quími-
cas de los suelos donde dicho inóculo va a ser evaluado, prototipos de formu-
lación adecuados y la capacidad de competencia ante poblaciones nativas del 
suelo (Lucy et al., 2004). En este contexto, el desarrollo de una estrategia de 
fertilización que incluya el empleo de enmiendas microbianas es una tarea 
que exige la sincronización de varias disciplinas para que brinde los frutos 
esperados en términos de rendimiento y productividad. Por tal motivo, es 
importante seguir realizando estudios de evaluación y validación de prácti-
cas y productos a nivel de campo, que conduzcan a la optimización de este 
tipo de manejo integrado de la fertilización en las diferentes zonas arroceras 
del país. 

Conclusiones

Los resultados de este estudio permiten concluir que: 
1. En relación con el ensayo de Tolima, la aplicación de una enmien-

da microbiana con microorganismos celulolíticos, conducente a la 
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degradación del tamo para mejorar la incorporación de nutrientes 
en el cultivo de soca, permitió incrementos significativos en el rendi-
miento (superiores al 21 %), indicando que esta es una práctica impor-
tante tanto para cultivos de soca como para cultivos convencionales, la 
cual no acarrea riesgos fitosanitarios, al menos para la permanencia de 
agentes fúngicos de cosechas anteriores, ya que las formulaciones del 
hongo Trichoderma spp. son vendidas comercialmente para el control 
de las enfermedades fúngicas del arroz. 

2. En lo relativo al ensayo de Meta, los resultados de este trabajo sugieren 
que los tratamientos donde se aplicaron los microorganismos (par-
ticularmente el tratamiento con micorrizas), tuvo un efecto sobre el 
vaneamiento en el arroz. Algunos autores expresan que podría existir 
una relación entre desbalances nutricionales y el vaneamiento. Dado 
que el tratamiento con microorganismos está diseñado entre otras 
cosas para mejorar la nutrición vegetal, es relevante realizar estudios 
que permitan determinar el efecto del uso de microorganismos en esta 
enfermedad, con el objeto de mejorar las dosis de fertilizantes y mi-
croorganismos para lograr resultados óptimos. 

3. En futuros ensayos es importante modificar las dosis de fertilizan-
tes, tanto de N como de P, puesto que la optimización de este tipo 
de enmiendas (como la aplicación de micorrizas, bacterias pcV o 
msf) puede depender de la existencia de condiciones limitantes de 
nutrientes.
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El cultivo del arroz representa una serie de complejos biotipos artificiales, 
los cuales forman unos nichos microbianos únicos, producto de la interac-
ción entre la química, la física y la biología de los suelos de arroz (Prassana 
et al., 2010). Esta confluencia de nichos permite que se desarrolle una gran 
diversidad de microorganismos influidos principalmente por la zonación fí-
sico-química dada por la inundación o el anegamiento de los suelos (Liesack 
et al., 2000). Dicha compartimentalización genera un ambiente particular 
caracterizado por su gran potencial redox, propiedades físicas, estatus nutri-
cional y de luz que posibilitan la actividad de toda clase de microorganismos 
aerobios, anaerobios, microaerofílicos, heterótrofos, fotótrofos, de vida libre 
y simbióticos (Choudhury y Kennedy, 2004; Roger y Watanabe, 1986). En tal 
diversidad microbiana se favorece la actividad de grupos funcionales como 
las bacterias fijadoras de nitrógeno o diazótrofos (Piao et al., 2005; Ueda
et al., 1995) y los microorganismos solubilizadores de fosfato (msf) (Datta
et al., 1982; Kundu y Gaur, 1984).

Entre estos grupos funcionales, cabe destacar los diazótrofos, los cuales 
pueden llegar a contribuir entre 15 y 50 kg de N por cultivo en lugares donde 
no se llevan a cabo prácticas de fertilización nitrogenada intensiva (Roger 
y Watanabe, 1986; Choudhury y Kennedy, 2004). Así mismo, considerando 
que un amplio rango de procesos que afectan las transformaciones del P en 
el suelo involucran microorganismos, y que estos hacen parte integral del 
metabolismo edáfico de este elemento (Chen et al., 2006), se ha probado con 
resultados satisfactorios la utilización de enmiendas microbianas en culti-
vos de arroz a base de microorganismos que liberen P a partir de fuentes 
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tanto orgánicas (mineralizadores), como inorgánicas (solubilizadores) 
(Datta et al., 1982; Kundu y Gaur, 1984; Trivedi et al., 2007; Echeverri y 
Castilla, 2008). Las experiencias arriba mencionadas han conducido al de-
sarrollo de inoculantes microbianos tanto en el contexto nacional (Castilla, 
2006; Moreno-Sarmiento et al., 2007) como internacional (Kundu y Gaur, 
1984; Okon y Labandera-González, 1994; Trivedi et al., 2007), contribuyen-
do a mejorar la disponibilidad y toma de nutrientes para la planta, al punto 
de ser reconocidos como microorganismos promotores de crecimiento ve-
getal, los cuales cada vez tienen mayor acogida en el momento de realizar el 
diseño de protocolos de fertilización.

Para el desarrollo de un biofertilizante es importante garantizar su efecti-
vidad para la promoción de crecimiento vegetal, bajo condiciones de campo. 
Esto implica un proceso minucioso de bioprospección que comprende una 
serie de pasos que van desde el aislamiento y la selección de microorganismos 
con potencial biofertilizante, hasta la apertura de nichos comerciales, pasan-
do por el desarrollo de procesos de escalamiento y prototipos de formula-
ción a nivel de planta piloto (figura 8.1). Para ello, es necesario involucrar 
especialistas tanto del sector investigativo como comercial, que aseguren el 
éxito del futuro inoculante. Este capítulo presenta los lineamientos generales 
para el desarrollo de un inoculante microbiano en arroz, haciendo énfasis 
en los procesos relacionados con el aislamiento y la caracterización de mi-
croorganismos de los grupos funcionales asociados al metabolismo del P y 
la fijación biológica de Nitrógeno (fbn). Cabe señalar que, por considerarlo 
fuera del foco de esta revisión, se han dejado a un lado todos los elementos 
legales asociados al acceso de recursos genéticos de los microorganismos que 
entrarían a ser parte del principio activo de un biofertilizante comercial. Sin 
embargo, los autores de esta investigación consideran que este es un tema 
muy importante que debe ser tenido en cuenta antes de iniciar cualquier 
proceso de bioprospección en nuestro país. Para un análisis comprensible de 
este tema, recomiendan la lectura de revisiones recientes en relación con este 
tema (Chaparro-Giraldo, 2009; Melgarejo, 2003).

Aislamiento de microorganismos promotores 

de crecimiento vegetal (PGPR)

Microorganismos	solubilizadores	y	mineralizadores	de	fosfato

Los microorganismos solubilizadores de fosfato (msf) y mineraliza-
dores de fosfato (mmf) han sido aislados tanto de suelo rizosférico (Liu et 
al., 2011; Singh y Reddy, 2011; Reyes et al., 2007) como no rizosférico (Chen 
et al., 2006; Reyes et al., 2007), a través de la utilización de medios de cultivo 
que contienen como única fuente de crecimiento fosfatos insolubles, de tal 
forma que para que el microorganismo sea capaz de crecer y desarrollar-
se deberá solubilizar el fosfato insoluble del medio. La tabla 8.1 presenta la 
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composición de los principales medios de cultivo que han sido utilizados 
para el aislamiento y estudio de este grupo de microorganismos.

Tabla	8.1	Medios	de	cultivo	utilizados	para	la	selección	de	microorganismos	
solubilizadores	y	mineralizadores	de	fosfato.

Medio	de	cultivo Composición	por	litro

Medios	de	cultivo	para	solubilizadores	de	P

National Botanical Research  
Institute’s Phosphate 
Growth Medium (NBRIP)

Glucosa 10 g; Ca3(PO4)2 5 g; MgCl2.6H2O 5 g; MgSO4.
H2O 0,25 g; KCl 0,2 g; (NH4)2SO4 0,1 g (Nautiyal, 1999)

Pikovskaya (PVK).

Glucosa 10 g; Ca3(PO4)2 5 g; (NH4)2SO4 0,5 g; 
NaCl 0,2 g; MgSO4·7H2O 0,1 g; KCl 0,2 g; ex-
tracto de levadura 0,5 g; MnSO4·H2O 0,002 g; 
FeSO4·7H2O 0,002 g (Pikovskaya, 1948)

SRS 

Glucosa 10 g; Ca3(PO4)2 5 g; (NH4)2SO4 0,5 g; NaCl 
0,2 g; MgSO4·7H2O 0,3 g; KCl 0,2 g; extracto de le-
vadura 0,5 g; FeSO4·7H2O 0,004 g; púrpura de bro-
mocresol 0,1 g (Sundara-Rao & Sinha, 1963)

Medio para solubilizadores
NaCl 0,1 g; NH4Cl 1,0 g; KCl 0,2 g; CaCl2·2H2O 0,1 g; 
MgSO4·7H2O 1,2 g; glucosa 10,0 g; extracto de leva-
dura 0,5 g; FePO4 o AlPO4 2 g (Nahas et al., 1994)

Medio mínimo 
sintético (SMM)

Glucosa 10 g; NaNO3 2 g; MgSO4·7H2O 0,5 
g, KCl 0,5 g, FeSO4·7H2O 0,01 g; roca fos-
fórica 2,2 mM. (Hamdali et al., 2008a)

Medios	de	cultivo	para	mineralizadores	de	P

Medio yema de huevo 
(Yolk Medium-YM)

Peptona 10,0 g; NaCl 5,0 g; extracto de carne 10,0 g; 
yema de huevo fresca 1 unidad (Zhao et al., 2001)

Medio lecitina (LM)

Glucosa 10,0 g; (NH4)2SO4 0,5 g; NaCl 0,3 g; KCl 
0,3 g; MgSO4·7H2O 0,3 g; FeSO4·7H2O 0,03 g; 
MnSO4·4H2O 0,03 g; lecitina 0,2 g; CaCO3 1,0 g; 
extracto de levadura 0,5 g (Tao et al., 2008).

Medio fitato de calcio
Fitato de calcio 2 g; NH4NO3 5 g; KCl 0,5 g; 
MgSO4·7H2O 0,5 g; MnSO4·4H2O 0,3 g %;
FeSO4·7H2O 0,3 g (pH 5,7) (Howson y Davis, 1983).

Fuente: autores

La fuente de P insoluble utilizada en los medios de cultivo, relacionados 
en la tabla 8.1, y quizás la más utilizada para la selección de msf es el fosfa-
to tricálcico (Chen et al., 2006; Harris et al., 2006; Pérez et al., 2007; Rahi,
et al., 2010; Tao et al., 2008); sin embargo, otras fuentes como hidroxiapati-
ta (Barroso y Nahas, 2005; Kim et al., 1998), roca fosfórica (Singh y Reddy, 
2011; Toro et al., 1997), fosfato de hierro (Barroso y Nahas, 2005; Ogbo, 2010; 
Pérez et al., 2007) y fosfato de aluminio (Barroso y Nahas, 2005; Pérez et 
al., 2007), han sido utilizadas exitosamente para el aislamiento de msf, 
mientras que para los mmf se han usado la yema de huevo (Tao et al., 2008; 
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Zhao et al., 2001), la lecitina (Hu et al., 2009; Liu et al., 2011; Tao et al., 2008) y 
el fitato de calcio (Hariprasad et al., 2009) como fuentes de fosfato orgánico. 

El principal mecanismo que poseen los microorganismos para la solu-
bilización de fosfato es la excreción de protones o la liberación de ácidos 
orgánicos. Estos productos tienen efecto en la disminución en los niveles de 
pH, y, en el caso de los ácidos orgánicos, los grupos hidroxilo y carboxilo 
quelan los cationes unidos al fosfato, favoreciendo la desestabilización del 
complejo formado entre el P y los cationes que lo atrapan, dejando así el P so-
luble disponible para la planta (Kpomblekou y Tabatabai, 1994; Rodríguez y 
Fraga, 1999). La producción de halos claros alrededor de las colonias (debido 
a la producción de estos ácidos y a la solubilización de fosfato) es el principal 
rasgo fenotípico utilizado para la selección de msf (de Freitas et al., 1997; 
Nautiyal, 1999). No obstante, algunos microorganismos que no forman halos 
de solubilización sí pueden solubilizar diferentes fosfatos en un medio de 
cultivo líquido (Gupta et al., 1994; Nautiyal, 1999), por lo que se recomienda 
la incorporación de un indicador de pH (e.g. azul de bromofenol) al medio 
de cultivo sólido, para evidenciar más claramente la formación del halo, así 
como la producción de ácidos (halos de acidificación), los cuales, como ya se 
mencionó, podrían ser responsables del fenómeno de solubilización (Gupta 
et al., 1994; Mehta y Nautiyal, 2001). Por otro lado, la capacidad solubilizado-
ra de fosfato en el medio de cultivo depende del tiempo de incubación, el pH 
del medio de cultivo, la naturaleza de la fuente de fosfato y la naturaleza y 
concentración de las fuentes de C y N incorporadas al medio. Estos factores 
determinarán el desarrollo y crecimiento óptimo del microorganismo y, por 
tanto, su capacidad solubilizadora. 

Posterior a la selección del medio de cultivo apropiado, se pueden utilizar 
diferentes técnicas para el aislamiento de msf. El recuento de células viables 
por extensión en placa es quizás el más utilizado ya que permite aislarlos y 
purificarlos, con lo cual se pueden determinar los fenotipos de estos en for-
ma individual, y además permite amplificar la señal (fenotipo) que ha de ser 
observada (Atlas y Bartha, 1993). En esta técnica, se hacen diluciones seriadas 
en base diez de la muestra y posteriormente se realiza la siembra de las mis-
mas sobre la superficie del medio de cultivo (Clark, 1965). En algunos casos, 
se realiza un paso previo de enriquecimiento de los msf, en el cual la muestra 
ambiental es inoculada a un medio de cultivo líquido con una fuente insolu-
ble de fosfato que permite seleccionar y enriquecer a los microorganismos de 
interés; transcurrido el tiempo de incubación, los microorganismos pueden 
ser aislados realizando diluciones seriadas del enriquecimiento y siembra en 
placa (Atlas y Bartha, 1993; Pal, 1998). Por otro lado, para el aislamiento de 
hongos solubilizadores de P, se usa la siembra de partículas de suelo sobre la 
superficie del medio de cultivo previamente preparado con fuentes de fós-
foro insoluble. Luego de transcurrido el tiempo de incubación, en el que se 



156

Ecología	de	microorganismos	rizosféricos	asociados	
a	cultivos	de	arroz	de	Tolima	y	Meta

156

evidencia la formación de micelio acompañada de zonas de clarificación en 
el medio, se puede llevar a cabo el aislamiento de hongos con capacidad so-
lubilizadora de P (Vera et al., 2002). 

Durante la etapa de selección, aislamiento y caracterización de msf o 
mmf, es importante garantizar que el material de laboratorio no tenga tra-
zas de fosfatos, ya que esto disminuiría la presión de selección del medio de 
cultivo y permitiría el desarrollo de microorganismos que no tienen la capa-
cidad de utilizar las fuentes insolubles de fosfato, o bien que aquellos que tie-
nen la característica no demuestren dicho rasgo fenotípico, dado que tienen 
una fuente de fosfato disponible para su crecimiento y desarrollo. El fosfato 
adherido al material de laboratorio se elimina sumergiéndolo en Hcl al 2 % 
durante 12 horas, seguido de tres lavados con agua destilada desionizada; 
además, el material debe ser manipulado con guantes de látex para prevenir 
contaminación con fosfatos presentes en la piel (Lara, 2007).

Aislamiento	de	diazótrofos

Como se mencionó para los msf, es preciso seleccionar el medio de culti-
vo, la metodología de aislamiento y el hábitat de interés (rizósfera, rizopla-
no y endófitos). Los medios de cultivo para la selección de diazótrofos son 
medios libres de nitrógeno (nfb), que en ciertos casos han sido modificados 
para favorecer la selección de microorganismos de interés o mejor adapta-
dos al suelo de donde son aislados, a través de cambios en las fuentes de C 
(Bashan et al., 1993), las concentraciones de NaCl (Holguín et al., 1992) y pH 
(Baldani et al., 2000). Por ejemplo, el ácido málico se usa como fuente de C 
para favorecer el aislamiento de Azospirillum, y la sacarosa para endófitos 
de caña de azúcar (Bashan et al., 1993). Para el aislamiento de diazótrofos 
aerobios como Azotobacter sp, se emplean medios Nfb con manitol como 
fuente de C (Park et al., 2005). El uso de medios de cultivo con fuentes de C 
combinado (Rennie, 1981) permite recuperar un mayor número de diazótro-
fos en cultivos de arroz. Este medio ha sido modificado al agregar extrac-
tos vegetales de arroz para aislamientos de diazótrofos endófitos (Elbeltagy 
et al., 2001). Sin embargo, este medio de Rennie (1981) favorece la selección 
de Enterobacteriaceae que han sido reportadas como pGpr de arroz como 
Klebsiella, Enterobacter, Erwinia, Citrobacter, Serratia y Pantoea (Barraquio 
et al., 2000; Kennedy et al., 2004; Mehnaz et al., 2001; Verma et al., 2001), 
las cuales desempeñan un rol relevante en la rizósfera de plantas de arroz 
(Ladha y Reddy, 1995).

Con respecto a las metodologías de aislamiento, se han empleado las 
series de dilución con siembra en medios nfb, medios de enriquecimiento 
en nfb semisólidos (Döbereiner et al., 1995), el método de la espermosfera 
(Bashan et al., 1993) y la incubación de mezcla de azúcares con suelo (Aqui-
lanti et al., 2004). Para el aislamiento de bacterias microaerofílicas como
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Azospirillum sp. y Herbaspirillum sp. se utilizan enriquecimientos en medios 
nfb, JmV y lGi, luego de la evaluación de la actividad nitrogenasa (Döberei-
ner et al., 1995). 

Tabla	8.2	Medios	de	cultivo	para	la	selección	de	bacterias	fijadoras	de	nitrógeno.

Medio	y	diazótrofo Composición	del	Medio	(L)

Medio LG:
Azotobacter spp. y 
Azomonas spp.

Sacarosa 20 g; K2HPO4 0,05 g; KH2PO4 0,15 g; CaCl2 0,01g; 

MgSO4·7H2O 0,2 g; Na2MoO4.2H2O 2 mg; FeCl2 0,01 g; azul de 
bromotimol 2 mL (solución al 0,5% en etanol); CaCO3 1g; Agar 
15 g (Döbereiner et al., 1995)*.

Medio 
ASHBI:Azotobacter 
spp.

Manitol 20 g ó sacarosa 40,0 g; K2HPO4 0,2 g; Mg SO4.7H2O 0,2 
g; NaCl 0,2 g; K2SO4 0,1 g; Ca CO3 5,0 g; Agar 15,0 g; ajustar a 
pH 7 (Aquilanti et al., 2004).

Medio NFb-Az:
Azospirillium spp.

Ácido málico 5 g/L; K2HPO4 0,5 g; MgSO4.7H2O 0,2 g; NaCl 
0,1 g; CaCl2.2H2O 0,02 g; solución de elementos menores 2 mL 
(preparación en g.L-1 : CuSO4.5H2O 0,4 g; ZnSO4.7H2O 0,12 g; 
H2BO4 1,4 g; Na2MoO4.2H2O 1 g; MnSO4.H2O 1,5 g); azul de 
bromotimol 2 mL (solución al 0,5% en 0,2 M KOH); solución Fe 
EDTA 1,64%; solución de vitaminas 1 mL (preparación en 100 
mL: biotina 10 mg; Piridoxol-HCl 20 mg); Agar 1,75 g; ajustar a 
pH 6,8 con KOH (Döbereiner et al., 1995)*

Medio semisólido LGI:
A. amazonese

Sacarosa 5g; K2HPO4 0,5 g; KH2PO4 0,6 g; CaCl2.2H2O 0,002 g 
MgSO4.7H2O 0,2 g; Na2MoO4.2H2O 0,002 g; FeCl3 0,01g; azul 
de bromotimol (solución al 0,5% en 0,2 M KOH); Agar 1,8 g; 
ajustar a pH 6 (Döbereiner et al., 1995)*

Medio NFb-G:
Diferentes diazó-
trofos aerobios

Manitol 5 g; ácido málico 5 g; lactato de sodio 0,5 mL (60 %, 
v/v); K2HPO4 0,8 g; KH2 PO4 0,2 g; Mg SO4.7H2O 0,2 g; CaCl2 

0,06 g; NaCl 0,1 g; extracto de levadura 0,001g; Na2MoO4.2H2O 
0,0025g; Na2 Fe EDTA 0,0028 g; Biotina 5µg; PABA (ácido 
p-aminobenzoico) 10 µg; Ca2HPO4 5,0 g; Agar 18,0 g; azul de 
bromotimol 2 ml (solución al 0,5 % con KOH al 0,2 M); ajustar 
a pH 7. Para preparar el agar semisólido, se reduce el agar a la 
décima parte y se sirve el medio de cultivo en frascos (1/3 del 
volumen), antes de esterilizar (Rennie, 1981)

Medio semisólido JNFb:
Herbaspirrilium spp.
Azoarcus spp.

Ácido málico 5 g; K2HPO4 1,5 g; Mg SO4.7H2O 0,2 g; NaCl 0,1g; 
CaCl2.2H2O 0,2g; solución de elementos menores (como en NFb-
Az); solución de vitaminas (como en NFb-Az); solución Fe-EDTA 
1,64 %; azul de bromotimol 2 ml (solución al 0,5% con KOH al 
0,2 M); Agar 2 g; ajustar a pH 6 (Döbereiner et al., 1995)*

*Los reactivos deben ser adicionados en la secuencia mencionada para evitar reacciones indeseadas.

Fuente: autores

El uso de bacterias con actividad promotora de crecimiento vegetal (pcV) 
con potencial de comercialización está limitado a un reducido número de 
especies microbianas que comprenden diazótrofos de ambientes rizosférico 
como Azospirillum, Azotobacter, y especies endófitas como Herbaspirillum 
sp, Gluconacetobacter diazotrophicus, Burkholderia sp. y Azoarcus sp., las 
cuales han sido documentadas como promotoras de crecimiento en arroz 
(Kennedy et al., 2004).
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Identificación de microorganismos promisorios

Las cepas con potencial actividad biofertilizante deben promover el creci-
miento vegetal, así como ser abundante en el suelo, tener una rápida tasa de 
crecimiento, no generar enfermedad en las raíces y poseer alta capacidad de 
colonización en la rizósfera (Kennedy et al., 2004). La colonización, compe-
tencia y persistencia son factores cruciales para la promoción de crecimiento 
vegetal (Barea et al., 2005), que pocas veces son evaluados como mecanismos 
de promoción. La mayoría de trabajos de selección de microorganismos con 
potencial biofertilizante se han enfocado en caracterizar los mecanismos 
de promoción de crecimiento de los aislamientos obtenidos. Sin embargo, 
las pruebas más importantes de una pcV son los ensayos de campo e inver-
nadero. Por esta razón, algunos autores han propuesto que los ensayos de 
invernadero sean un método de selección de pcV y no los mecanismos de 
promoción (Kloepper et al., 1988). 

Pruebas	preliminares	bajo	condiciones	de	invernadero	

como	sistema	de	selección	de	cepas	promisorias

Los ensayos preliminares en condiciones de invernadero para la selección 
de cepas promisorias son conducidos bajo la hipótesis de que aquellos mi-
croorganismos capaces de promover el crecimiento vegetal, evidenciado a 
través de variables fácilmente medibles como altura de la planta, peso fresco 
o longitud radicular, son microorganismos capaces de colonizar la rizósfera, 
el rizoplano o los tejidos internos de la planta, de manera que al establecer 
una relación con esta, expresan algún o algunos rasgos fenotípicos que pro-
mueven su crecimiento. Esta aproximación implica el desarrollo de pruebas 
de invernadero rápidas, en las cuales se recomienda iniciar el tamizaje con 
un gran número de cepas, donde solo aquellas que resulten promisorias se-
rán posteriormente caracterizadas (por ejemplo, determinación taxonómica 
e identificación de rasgos fenotípicos asociados a la actividad de promoción 
de crecimiento vegetal). En este esquema de selección, es importante la re-
petición de los ensayos, con el objeto de seleccionar las pcV que presenten 
mayor consistencia en el tiempo (Kloepper et al., 1988). Por otra parte, es 
esencial garantizar que estos ensayos se realicen en suelos no esterilizados 
para poder evaluar la capacidad de competencia ante la microflora nativa y 
colonización de la rizósfera (Cattelan et al., 1999). 

Independientemente de la ruta que se escoja como sistema de tamizaje de 
aislamientos promisorios (selección por pruebas de invernadero o por de-
terminación de rasgos fenotípicos asociados a la promoción de crecimiento 
vegetal), el proceso de selección siempre debe terminar en la elaboración de 
pruebas de invernadero y campo que validen el sistema de selección de aisla-
mientos promisorios (figura 8.1). 
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Selección	dirigida	por	mecanismos	de	promoción	de	crecimiento	vegetal

Microorganismos solubilizadores de fosfato
Determinación de rasgos fenotípicos de la capacidad  
solubilizadora o mineralizadora de fosfato

La forma más sencilla de evaluar cuantitativamente la capacidad solubi-
lizadora de fosfato es a través de la medición de los halos de solubilización 
producidos en los medios con fosfato insoluble (fosfato de calcio, fosfato de 
aluminio o fosfato de hierro), los cuales se obtienen calculando la diferencia 
entre el diámetro total y el diámetro de la colonia (Nautiyal, 1999). Posterior-
mente, se puede estimar el índice de solubilización de fosfato, como resulta-
do de la relación diámetro del halo de solubilización/diámetro de la colonia 
(Liu et al., 2011). Esta determinación puede realizarse colocando un volumen 
pequeño (5-10 µl) de la suspensión del microorganismo por evaluar a una 
concentración conocida sobre la superficie del medio de cultivo.

La estimación de la capacidad solubilizadora o mineralizadora de fosfato 
de un microorganismo puede ser más precisa al cuantificar la cantidad de 
P liberado en un medio de cultivo líquido, que contiene la fuente de fosfato 
insoluble (mineral u orgánica), en relación con el P soluble presente en un 
medio control no inoculado. Para este procedimiento, se utilizan caldos de 
cultivo como el nbrip (tabla 8.1), suplementados con la fuente de P insolu-
ble, en el que concentraciones conocidas del inóculo microbiano (por ejem-
plo, suspensiones bacterianas, trozos de micelio, suspensiones de conidias) 
son sembradas e incubadas entre 3 y 15 días en agitación constante (120 a 
150 rpm), a una temperatura óptima para el microorganismo entre 28 °C y  
30 °C, comúnmente (Behbahani, 2010; Rahi et al., 2010; Tao et al., 2008). 
Transcurrido el tiempo de incubación, se puede determinar la concentración 
de P soluble presente en el sobrenadante del medio de cultivo a través de dife-
rentes métodos colorimétricos, tales como el de cloruro de estaño (Jackson, 
1973), el de molibdato-ascorbato (Ames, 1966) y el de vanadomolibdofosfóri-
co (Koenig y Johnson, 1942).

Generalmente, la determinación del P soluble en el medio de cultivo se 
acompaña de la valoración potenciométrica del pH, ya que el principal me-
canismo asociado al fenómeno de solubilización es la producción de ácidos 
orgánicos. Se espera un descenso del pH en el medio de cultivo, e incluso 
se ha propuesto la incorporación de amortiguadores de pH (tampones) al 
medio de cultivo como una estrategia de aislamiento de microorganismos 
más eficientes, dado que estas son condiciones más astringentes para que el 
microorganismo lleve a cabo la solubilización (Gyaneshwar et al., 1998). 

El estudio de los mecanismos de solubilización de fosfato ha sido prin-
cipalmente conducido mediante la determinación y concentración de 
ácidos orgánicos producidos por los msf a través de técnicas como la cro-
matografía en capa fina (Pérez et al., 2007) y cromatografía líquida de alta
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eficiencia (Hplc). Esta última técnica permite separar e identificar un com-
puesto químico de interés en una muestra, gracias a que a medida que este 
atraviesa la columna cromatográfíca, establece diferentes interacciones fí-
sicas y químicas entre esta y los compuestos analizados, de manera que el 
tiempo que gasta el compuesto en ser eluido (tiempo de retención) es carac-
terístico e identificativo. Esta técnica posibilita identificar la producción de 
ácidos orgánicos como el láctico, acético, propiónico, pirúvico, malónico, 
maleico, tartárico, oxálico, succínico, fumárico, cítrico, fórmico, glucónico, 
galacturónico, glucorónico, glicólico, cetoglucónico, entre otros, en el sobre-
nadante del medio de cultivo de msf y mmf (Chen et al., 2006; Park et al., 
2011; Singh y Reddy, 2011). El ácido glucónico es el principal ácido orgánico 
para un número considerable de msf, como Pseudomonas sp., B. cepacia y 
Erwinia herbicola (Rodríguez y Fraga, 1999). 

Por otro lado, para los mmf, la cuantificación de la actividad de enzimas 
como las fosfatasas, que están involucradas en los procesos de mineraliza-
ción (Rodríguez y Fraga, 1999) también puede ser utilizada como una forma 
para estimar la actividad del microorganismo (de Freitas et al., 1997; Park 
et al., 2011). Para dicha medición, se emplea como sustrato el ρ-nitrofenil 
fosfato, que es hidrolizado, liberando ρ-nitrofenol, el cual es cuantificado 
espectrofotométricamente (Tabatabai y Bremner, 1969). 

Determinación de rasgos genotípicos de la capacidad  
solubilizadora o mineralizadora de fosfato

Un aspecto adicional que se ha abordado para el estudio de los mecanis-
mos asociados al fenómeno de solubilización y mineralización es el estudio 
de los genes responsables de dicho fenotipo. Cabe resaltar que el conoci-
miento de dichos genes es aún escaso; sin embargo, ha sido posible aislar 
y caracterizar genes asociados a la mineralización de P, tales como los que 
codifican para fosfatasas ácidas no específicas (napD, napE, phoC, napA) o 
fitasas (phyA), así como aquellos asociados con la capacidad solubilizado-
ra, como los relacionados con la producción de ácido glucónico (genes que 
codifican para la síntesis de la enzima glucosa dehidrogenasa (GdH) y su co-
factor la pirroloquinolina quinona sintasa (pQQ), que han facilitado la mani-
pulación genética de algunos microorganismos para aumentar su capacidad 
solubilizadora o mineralizadora de fosfato (Rodríguez et al., 2006). Por otro 
lado, el conocimiento de la genética asociada al fenotipo de solubilización de 
fosfato ha permitido utilizar la presencia de genes como el gdh y pqqE para 
el tamizaje de msf a través de su amplificación por la técnica de pcr (Pérez 
et al., 2007).
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Microorganismos fijadores biológicos de nitrógeno
Determinación de rasgos fenotípicos de la capacidad de fijación biológica de nitrógeno

El potencial de los diazótrofos se puede determinar mediante ensayos 
de reducción del acetileno, la producción de amonio en medios nfb y el 
empleo de técnicas isotópicas. El ensayo de reducción del acetileno (ara) 
ha sido ampliamente usado para evaluar indirectamente la fijación de N 
mediante la actividad de la enzima nitrogenasa, dado que esta enzima es 
inespecífica, y así como puede convertir el N molecular en amonio, puede 
tomar el acetileno y convertirlo en etileno (Hardy et al., 1968). Por tanto, en 
esta técnica se determina por cromatografía de gases el etileno producido 
por una muestra incubada en una atmósfera. Cabe señalar que la técnica 
de ara presenta una alta sensibilidad, es ampliamente empleada, y econó-
mica frente a otras técnicas como las isotópicas (Zehr y Montoya, 2007). 
Otra técnica indirecta para evaluar la capacidad de fijar N es cuantificar 
la concentración de amonio en un medio de crecimiento como los nfb 
(Christiansen-Weniger y Van Veen, 1991) o agua peptonada (Ahmad et al., 
2008) ya que es muy sencilla y no requiere instrumentos sofisticados como 
el cromatógrafo. 

Las técnicas isotópicas de 15N se consideran como las más confiables para 
suministrar valores cuantitativos e integrados del N2 fijado, ya que esta técni-
ca distingue la proporción de N en la planta que procede del suelo, un fertili-
zante y la atmósfera (Barea, 1991). Esta metodología se fundamenta en que las 
plantas inoculadas se desarrollan en un suelo que posee una proporción de 
15N/14N diferente de aquella casi constante proporción de 15N/14N de 0,3663 % 
presente en el N2 de la atmósfera. Así, la incorporación de N proveniente de la 
fbn conducirá a una proporción diferente de 15N/14N en el tejido de la planta 
respecto a otra planta que no haya sido inoculada con microorganismos fbn 
o incluso del suelo en donde crece la planta (Barea et al., 1991). De esta forma, 
el método de la dilución isotópica consiste en adicionar al suelo una fuente 
de N orgánico o inorgánico enriquecida con 15N, para incrementar artificial-
mente la proporción de 15N/14N del N disponible del suelo (Barea et al., 1991). 
Aunque este método es aceptado como el más confiable, hay relativamente 
pocos reportes en los cuales se emplea, debido a los altos costos del isótopo y 
los equipos para su detección (Campillo et al., 2002).

Determinación de rasgos genotípicos de la capacidad de FBN
Algunos autores (Bürgman et al., 2004; Demba-Diallo et al., 2008) han 

diseñado primers específicos para la amplificación de los genes asociados 
a la fbn, especialmente el gen de la nitrogenasa (nifH), que codifica para 
la hierro-proteína, también conocida como dinitrogenasa reductasa, una 
de las dos proteínas que conforman el complejo enzimático nitrogenasa, 
permitiendo de esta forma confirmar por esta ruta la presencia de los genes 
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responsables de dicho fenotipo. Sin embargo, cabe mencionar que la presen-
cia de los genes no asegura que un microorganismo particular presenta acti-
vidad de fbn, ya que dichos genes o la ruta en general pueden estar inactivos 
funcionalmente. 

Determinación de otros rasgos fenotípicos  
para la búsqueda de microorganismos más eficientes

El proceso de caracterización de microorganismos con potencial para 
el desarrollo de inoculantes microbianos generalmente se acompaña de la 
descripción de otros rasgos fenotípicos de interés, tales como la produc-
ción de ácido indolacético (Rahi et al., 2010), la producción de sideróforos 
(Hariprasad et al., 2009; Rahi et al., 2010; Pandey et al., 2006), la actividad 
biocontroladora frente a un patógeno del cultivo (Hamdali et al., 2008b; 
Hariprasad et al., 2009; Pandey et al., 2006), la producción de la enzima 
1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico (acc) deaminasa (Hariprasad
et al., 2009), entre otros. Incluso Hariprasad et al. (2009) proponen un mé-
todo de aislamiento en el que se buscan simultáneamente microorganismos 
que solubilicen fosfato y produzcan ácido indolacético, a través de un me-
dio de cultivo que permite la visualización simultánea de ambas caracterís-
ticas (Agar Pikovskaya suplementado con L-Triptófano). Por otro lado, se 
ha propuesto la búsqueda de microorganismos adaptados a las condiciones 
propias del ambiente en el cual van a ser introducidos, puesto que esto ga-
rantizará su mayor persistencia y actividad bajo las condiciones evaluadas. 
Por ejemplo, Johri et al. (1999) proponen la evaluación a la tolerancia de los 
msf a diferentes concentraciones de sal, pH y temperatura, de forma que se 
identifiquen microorganismos adaptados a las condiciones del suelo donde 
serán aplicados. Así mismo, Chang y Yang (2009) sugieren el aislamiento de 
msf termotolerantes para identificar cuáles de estos pueden ser aplicados en 
enmiendas de compost.

La susceptibilidad/resistencia de los microorganismos frente a los produc-
tos químicos aplicados para el tratamiento de la semilla o etapas posteriores 
del cultivo también debe ser tomada en cuenta, ya que de esta dependerán la 
permanencia y actividad del inoculante microbiano. Por otro lado, en caso 
que se proponga la aplicación de inoculantes mixtos, es necesario realizar un 
análisis de biocompatibilidad de los microorganismos que lo conforman, ya 
que es posible que alguno de ellos produzca antibióticos o metabolitos que 
inhiban el desarrollo de los otros (Rahi et al., 2010).

Determinación taxonómica 

La determinación de la afiliación taxonómica de un microorganismo 
es útil, porque permite relacionar si existen reportes en la literatura como 
promotor de crecimiento, como fitopatógeno o como agente causal de enfer-
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medades para el ser humano o los animales. Además, según la Normativa 
Iberoamericana para Inoculantes Formulados con Bacterias Rizosféricas Pro-
motoras del Crecimiento Vegetal (PGPR), es necesario establecer la identidad 
(origen y taxonomía) del principio activo de los inoculantes microbianos 
(Red Biofag, 2008). 

Con el objeto de lograr una adecuada determinación taxonómica, lo 
más adecuado es llevar a cabo una aproximación polifásica, la cual consis-
te en emplear diferentes técnicas tanto bioquímicas como moleculares para 
tener una mayor certeza de los resultados encontrados. El uso de técnicas 
bioquímicas tradicionales, acompañado de una asignación taxonómica por 
secuenciación de marcadores filogenéticos como el 16S dnar para los do-
minios Bacterias y Archea (Weisburg et al., 1991; Wilson et al., 1990), y las 
secuencias espaciadoras intergénicas (its por sus siglas en inglés), para el 
dominio Eucarya, son ampliamente reportadas (White et al., 1990). En el 
caso de la asignación taxonómica para bacterias, cabe resaltar que actual-
mente la secuenciación del gen 16S rnar es considerada el gold standard para 
la identificación bacteriana (Armougom y Raoult, 2009), de tal forma que 
se asume que dos secuencias que son muy similares entre sí (más del 97 %), 
deben pertenecer a la misma especie (Schloss y Handelsman, 2005).

Para llevar a cabo este proceso se requiere hacer la extracción del dna 
genómico del microorganismo de interés (Ausubel et al., 2003) y, poste-
riormente, realizar la amplificación del gen filogenético a través de la pcr 
utilizando cebadores (primers) universales diseñados para amplificar el gen 
16S dnar, tales como las parejas fD1-rP2 (Weisburg et al., 1991) y 27f-1492r 
(Drancourt et al., 2000). Para hongos se emplean parejas de cebadores uni-
versales diseñadas para la amplificación de las regiones its1 e its2 (White 
et al., 1990). Estas regiones poseen sitios altamente conservados que per-
miten el diseño de cebadores, así como regiones variables que hacen posi-
ble la discriminación taxonómica (Atkins y Clark, 2004). Además, cuando 
no existe una base de datos muy robusta asociada al microorganismo que 
se quiere caracterizar, o el taxón asociado al mismo es muy complejo, es 
importante hacer el análisis de genes constitutivos como el gyr B (que codi-
fica para una subunidad de la girasa del dna), o funcionales como el nifH, 
para lograr una identificación inequívoca de un microorganismo con po-
tencial biotecnológico. 

Ensayos bajo condiciones de invernadero y campo 

Una de las etapas más importantes durante el proceso de caracteriza-
ción de un inoculante microbiano es la validación de sus efectos sobre la 
planta en pruebas bajo condiciones de invernadero y campo, ya que se debe 
demostrar claramente que la inoculación del biofertilizante es eficaz en el 
mejoramiento del rendimiento del cultivo, y que reduce la aplicación de 
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fertilizantes químicos (Kennedy et al., 2004). En el desarrollo de dichas prue-
bas se deben realizar ensayos en campo a gran escala para determinar cómo 
se comporta el biofertilizante bajo diferentes condiciones ambientales y ma-
nejos agrícolas, y de esta forma evaluar su consistencia en el tiempo (Díaz-
Zorita y Fernández-Canigia, 2009). Según la Red Biofag (2008), se deben 
realizar por lo menos pruebas durante tres ciclos agrícolas, considerando 
la inclusión de tratamientos con niveles intermedios de dichos compuestos, 
así como controles positivos y negativos con relación al efecto declarado del 
microorganismo.

Pruebas	bajo	condiciones	de	invernadero		

con	microorganismos	solubilizadores	de	fosfato

Las pruebas bajo condiciones de invernadero de msf se han llevado a cabo 
utilizando arena (Wang et al., 2007) y suelo estéril (Hamdali et al., 2008b) 
como sustratos, aunque también se ha evaluado la utilización de suelo no 
estéril, ya que este permite además evaluar el efecto de la microflora nativa 
sobre el inoculante microbiano, factor que puede ser determinante para ga-
rantizar la competencia de colonización del microorganismo a nivel de cam-
po (Rahi et al., 2010; Behbahani, 2010). La forma como el microorganismo 
es aplicado es un factor importante que debe ser tomado en cuenta durante 
el proceso de evaluación de un inoculante microbiano. En este sentido, los 
microorganismos han sido estimados en diversas formas, entre las que se in-
cluyen: sumergiendo las raíces de la planta o las semillas en una suspensión 
del microorganismo (Rahi et al., 2010; Han et al., 2006), el cubrimiento de 
las semillas con la suspensión del microorganismo (Hamdali et al., 2008b), 
la mezcla de la suspensión bacteriana con el suelo (Behbahani, 2010) o la 
inoculación de cada plántula en la base del tallo o al sistema radical con la 
suspensión del microorganismo (Pandey et al., 2006; Toro et al., 1997; Wang 
et al., 2007). Además, algunos estudios proponen la incorporación de fuentes 
de P insoluble al sustrato de siembra, tales como fosfato tricálcico (Jain et 
al., 2010; Rahi et al., 2010) y roca fosfórica (Hamdali et al., 2008b; Toro et al., 
1997; Wang et al., 2007). 

Por último, la selección de variables para determinar la promoción de 
crecimiento es un paso fundamental que determinará el éxito de la prueba 
de invernadero o campo. Estas variables incluyen la concentración de P fo-
liar o en el grano (Hamdali et al., 2008b; Harris et al., 2006; Wu et al., 2005),
la concentración de P disponible en el suelo (Kim et al., 1998) y el peso y 
altura de la planta (Hamdali et al., 2008b; Wu et al., 2005). Igualmente, se re-
comienda monitorear la colonización del inoculante mediante la introduc-
ción de genes de bioluminiscencia (luxab de Vibrio harveyi) (Behbahani, 
2010) o resistencia intrínseca a antibióticos (Hariprasad et al., 2009). Otras 
formas de evaluar el efecto de los msf ha sido la utilización de isótopos
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radiomarcados; en este sentido se resalta el trabajo de Toro et al. (1997), quie-
nes hacen seguimiento de la solubilización y asimilación de P por la planta, 
como consecuencia de la inoculación conjunta de micorrizas y msf a través 
de la utilización de P radiomarcado (32P).

Pruebas	bajo	condiciones	de	invernadero		

con	microorganismos	fijadores	biológicos	de	nitrógeno

Las pruebas bajo condiciones de invernadero para la evaluación de micro-
organismos pcV asociados a la fbn deben centrarse en mantener un núme-
ro óptimo de células en el inoculante (Okon y Labandera-González, 1994); 
para ello, es necesario evaluar el tiempo y los métodos más adecuados de 
aplicación. Los métodos de aplicación con mayor uso son la inoculación de 
semillas y la inoculación en el suelo. El tiempo de inoculación comprende 
semillas inoculadas meses antes de la siembra, justo en el momento de la 
siembra y después de la emergencia de las plántulas (Bashan, 1998). Las se-
millas inoculadas en el momento de la siembra es el más usado por sus bajos 
costos y la facilidad en su ejecución. Sin embargo, Choudhury y Kabi (2004) 
sugieren que sumergir las plántulas es el mejor método de inoculación en 
arroz, con respecto a la aplicación de las semillas en cama o la inoculación 
de las semillas directamente. 

Otro factor crítico para obtener un efecto benéfico en la inoculación de 
fbn es la concentración del inóculo. Dobbelaere et al. (2002) encontraron 
que bajas concentraciones de Azospirillum (105-106 Ufc.planta-1) estimulan el 
desarrollo de la raíz y peso seco de la planta, mientras altas concentraciones 
(107-108 Ufc.planta-1) no presentaron efecto o inhibieron el desarrollo de la 
raíz. Igualmente, intermedios y bajos niveles de fertilización incrementaron 
el efecto de la inoculación (Dobbelaere et al., 2002). El efecto de la inocu-
lación en la promoción de crecimiento en arroz comprende parámetros de 
componentes de rendimiento y calidad molinera, los cuales son comparados 
frente a controles comerciales y tratamientos bajo diferentes concentraciones 
de fertilización nitrogenada (capítulo 7). 

Producción de inoculantes microbianos

Para la comercialización de un inoculante microbiano se requiere la pro-
ducción masiva a través de fermentaciones líquidas o sólidas para bacterias 
y hongos, respectivamente. Independientemente del tipo de fermentación 
empleada, se deben optimizar los medios de cultivo determinando las con-
diciones de crecimiento adecuadas, como disponibilidad de oxígeno disuel-
to, pH, temperatura, uso de antiespumantes y los nutrientes adecuados. En 
cuanto a los nutrientes, se debe determinar la relación carbono/nitrógeno 
óptima, así como fuentes económicas pero suficientemente definidas para 
que se permita obtener un rendimiento de cultivo adecuado y reproducible, 
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y, lo más importante, asegurando que el principio activo siempre posea una 
buena actividad biofertilizante. Existen algunos microorganismos fbn, 
como Azospirillum sp, que tienen la capacidad de formación de estructuras 
de resistencias como quistes y agregación de células (floculación), gracias 
a la presencia de altos contenidos de poli-β-hidroxibutiratos. Con el objeto 
de aprovechar esta característica del Azospirillum, es importante el diseñar 
de medios de cultivo que estimulen la formación de dichas estructuras, ya 
que aumentan la supervivencia y resistencia del inóculo en campo (Bashan 
et al., 2004). 

Formulación de inoculantes microbianos

Una formulación microbiana es una preparación que contiene una o 
más cepas bacterianas benéficas en una matriz de transporte que puede ser 
orgánica, inorgánica o sintetizada a partir de moléculas definidas (Pandey 
y Maheshwari, 2007). Esta debe garantizar un alto número de células en 
campo, asegurar la viabilidad y estabilidad fisiológica del microorganismo 
en el medio ambiente con el objeto de extender la vida del inóculo, y ade-
más debe caracterizarse por ser de fácil aplicación y bajo costo (Bashan, 
1998). En este contexto, se debe considerar que la formulación y produc-
ción comercial de un bioinoculante requieren la integración de parámetros 
físicos, químicos y biológicos que permitan la supervivencia de altas po-
blaciones del microorganismo a lo largo del tiempo y frente a condiciones 
medioambientales adversas (Pandey y Maheshwari, 2007). Por lo anterior, 
se debe buscar una formulación que garantice la estabilidad del microorga-
nismo durante las fases de producción, procesamiento y almacenamiento, 
y además facilite su aplicación en campo protegiendo este de condiciones 
ambientales desfavorables (Jones y Burges, 1998). Así, los componentes mí-
nimos de una formulación son el ingrediente activo (e.g. células vegetativas 
vivas, esporas), un material inerte que sirva como sustrato y adyuvantes de 
formulación que promuevan y sustenten el funcionamiento del ingredien-
te activo, como por ejemplo, sustancias que confieran protección frente a 
la radiación UV, la lluvia, la desecación, o que promuevan su dispersión
(Burges, 1998).

Actualmente, inoculantes comerciales están disponibles en presentacio-
nes granulares, líquidas y polvos humectables (Pandey y Maheshwari, 2007), 
en función de la matriz de soporte que se utilice para su formulación. Por 
consiguiente, es válido pensar que existen diferentes materiales que pueden 
ser utilizados como sustratos de formulación (e.g. turba, vermiculita, suelo, 
talco, esferas de alginato), los cuales deben ser fácilmente esterilizables, quí-
mica y físicamente uniformes, de fácil producción (e.g. que permitan la adi-
ción de nutrientes y el fácil ajuste del pH), económicos, fácilmente aplicables 
y compatibles con la maquinaria que utiliza el agricultor en el cultivo, y no 
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presentar características tóxicas para el principio activo o el medio ambiente 
(Bashan, 1998). 

Las formulaciones comerciales de inoculantes microbianos han emplea-
do sustratos como turba (Harris et al., 2006; Wu et al., 2005), fragmentos 
de micelio con carboximetilcelulosa en suspensión (Hamdali et al., 2008b), 
vermiculita, vermicompost y microperlas de alginato (Bashan et al., 2004). 
Sin embargo, particularmente para los promotores de crecimiento vege-
tal asociados a la solubilización de fosfato, se ha venido evaluando la in-
movilización de microorganismos en esferas de alginato de calcio, tanto en 
fermentación como en el sistema-planta suelo, encontrándose siempre un 
efecto positivo en la actividad en las células inmovilizadas (Jain et al., 2010; 
Vassileva et al., 1999). Con respecto a trabajos en campo con diazótrofos, Roy 
et al. (2010) encontraron que Azotobacter puede lograr incrementos hasta de 
un 43 % en el rendimiento de arroz, frente al control no inoculado, cuando el 
inóculo es aplicado en vermiculita. Igualmente, la inoculación de biofertili-
zantes con vermicompost bajo condiciones de campo logró incrementos sig-
nificativos en componentes de rendimiento y crecimiento en arroz (Gandhi 
y Sivakumar, 2010). 

Identificación de mercados potenciales

Las nuevas tendencias de protección al medio ambiente y de desarrollo de 
mercados ecológicos ha llevado a que los productores agrícolas vean la apli-
cación de biofertilizantes como una alternativa para disminuir los efectos 
ambientales negativos que ha traído el uso de agroquímicos, para prevenir el 
deterioro del recurso suelo y para abrirse a nuevos mercados que permitan 
suplir la demanda por productos orgánicos y libres de agroquímicos (Ar-
menta et al., 2010; Glass, 1993; Sanjuán y Moreno, 2010). No obstante, varios 
obstáculos pueden presentarse para la comercialización de nuevos produc-
tos, dentro de los cuales se destaca en primer lugar que estos, al ser com-
puestos por organismos vivos, deben ser producidos, formulados y vendidos 
de tal forma que su viabilidad y actividad biológica sean garantizadas, lo 
cual puede representar un reto técnico. Además, los biofertilizantes deben 
competir con una gran cantidad de productos químicos que son más fami-
liares para el agricultor, lo cual se acentúa si se considera la mala reputa-
ción que pueden tener para algunos agricultores los productos biológicos, 
como consecuencia de resultados contradictorios en los primeros productos 
desarrollados (Glass, 1993). Por tanto, para sobrellevar algunos de estos in-
convenientes y lograr un proceso de bioprospección exitoso es necesario el 
trabajo conjunto de los sectores académico, empresarial (nacional o interna-
cional), comunitario y gubernamental (Melgarejo, 2003). Así mismo, para el 
desarrollo de un nuevo producto se deben tener en cuenta consideraciones 
como que los costos de producción deben ser minimizados para asegurar 
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que la venta del producto sea rentable y que la presentación del producto sea 
amigable para el agricultor, de manera que no se requieran nuevos equipos, 
técnicas o tecnologías de aplicación (Glass, 1993). 

En general, la comercialización de los nuevos productos se debe realizar 
a través de los canales de distribución existentes, tales como compañías de 
semilla y sus vendedores, tiendas de agroinsumos y cooperativas de agricul-
tores. En esta fase, es importante considerar que la publicidad y el empaque 
de los biofertilizantes han de ser similares al de pesticidas y otros productos 
familiares al agricultor (Glass, 1993). Además, la recomendación del uso de 
biofertilizantes debe hacerse inicialmente como un complemento a la fertili-
zación química, con visión de sustituirla a mediano o largo plazo de acuerdo 
con las condiciones de suelo, manejo y respuesta del cultivo (Armenta et al., 
2010), de manera que no se realicen falsas promesas al agricultor que con-
tribuyan posteriormente a la mala reputación de los productos biológicos. 
Entonces, la identificación de mercados potenciales y los pasos siguientes de 
comercialización deben ser producto de un trabajo interdisciplinario, direc-
cionado principalmente para responder a las necesidades del agricultor de 
forma amigable y familiar para este.

Registro del producto para uso comercial

El registro de los productos para uso comercial dependerá de la norma-
tiva vigente de los diferentes organismos gubernamentales. Dado que los 
procesos de bioprospección involucran el empleo, con fines comerciales, de 
organismos vivos que hacen parte de la biodiversidad del país, el empleo de 
estos organismos debe estar en concordancia con las disposiciones legales 
de acceso a recursos genéticos (Chaparro-Giraldo, 2009; Melgarejo, 2003). 
Además, el proceso de registro involucra la recopilación de una gran canti-
dad de información del producto y del principio activo (microorganismo) 
que va a ser registrado, dentro de la cual se incluye: el análisis genético de 
las cepas microbianas, su pureza, el recuento mínimo de microorganismos 
viables y efectivos para la actividad que son recomendados, así como ensa-
yos de actividad en laboratorio, invernadero y en campo que demuestren 
la efectividad y que puedan ser contrastados por el ente regulador o por 
instituciones que estén avaladas (Sanjuán y Moreno, 2010). Es importan-
te incluir, además, una revisión de los posibles efectos ambientales (Glass, 
1993), así como una especificación sobre los cultivos vegetales a los cuales 
está destinado, e información acerca de las condiciones de uso y el manejo 
del inoculante y sobre la susceptibilidad/resistencia del microorganismo 
utilizado a agroquímicos usados comúnmente en la protección de la semi-
lla (Red Biofag, 2008).

En Colombia, el Instituto Colombiano Agropecuario (ica) es la entidad 
responsable de ejercer el control técnico-científico del registro, producción, 
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importación, comercialización y uso de bioinsumos agrícolas del tipo de 
agentes microbianos. A través de la Resolución 698 del 4 de febrero de 2011, 
dicha entidad establece los lineamientos necesarios para el registro de de-
partamentos técnicos de ensayos de eficacia, productores e importadores de 
bioinsumos de uso agrícola. Además, se establecen los pasos y documentos 
necesarios para el registro de nuevos productos, la realización de estudios de 
eficacia del producto por registrar e incluso de cómo deben ser los empaques 
y rótulos de los mismos. 

Conclusiones

La bioprospección de inoculantes microbianos es un proceso complejo, 
que finalmente va a depender de los investigadores responsables del diseño y 
ejecución del proceso en su conjunto. En este sentido, su éxito estará condi-
cionado por las decisiones que se tomen al momento del diseño, además del 
grado de compromiso adquirido con la rigurosidad en la ejecución de cada 
una de las fases incluidas en dicho diseño. Muchas de estas decisiones depen-
derán, a su vez, de los recursos disponibles en cada institución involucrada. 
Por este motivo, es fundamental que una vez se tome la decisión de iniciar 
un proceso de bioprospección, se haga un balance entre los objetivos plan-
teados y los recursos disponibles para cada una de las fases comprendidas en 
el diseño; y en este sentido, si no se poseen los recursos y las facilidades para 
llegar hasta la fase de producción, formulación, pruebas de campo e incluso 
comercialización, es preciso buscar alianzas que faciliten la culminación del 
proceso. Esto con el objeto de evitar que los ejercicios iniciados se queden en 
cepas con potencial biotecnológico, muy bien caracterizadas, guardadas en 
congeladores sofisticados.
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