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Evaluacion de los cambios en algunas propiedades fisicas y

quimicas de un ultisol por efecto del Bacillus subtilis

Evaluating changes in some ultisol physical and chemical
properties caused by Bacillus subtilis

Gladys Elena Acosta Olaya', Ramiro Ramirez Pisco®

Resumen

El interés en estudios de biorremediacion de suelos deteriorados por sobreexplotacion y uso indiscriminado
de agroquimicos se debe a que alteran la microflora, el sistema de autorregulacion y la sustentabilidad en
el largo plazo. Un Ultisol, suelo de baja fertilidad quimica y sometido a reducciéon de tamafio de agregados
(<2,0 mm), solarizado para reducir la poblacién microbioldgica, fue inoculado con la bactetia Basillus subtilis
en concentraciones de 10%, 107, 10%, 10° unidades formadoras de colonias (ufc). En 120 dias se observé un
incremento importante en magnitud de: estabilidad estructural, tamafio promedio de agregados, pH, fésforo
disponible y una disminucién del aluminio intercambiable. Estas variaciones en la respuesta estuvieron rela-
cionadas con la actividad de los microorganismos en el suelo, y responden a la capacidad de solubilizacion
de minerales por la bacteria, de produccion de condiciones alcalinas y de biofilms, que unidos al aumento de
biomasa de raices de la planta, mucilagos y carbohidratos, coadyuvan en la formacion de agregados estables
y de mayor tamafio. Las propiedades fisicas y quimicas al final del experimento se estabilizaron en valores
mayores a los encontrados en el suelo inicial, produciendo un efecto positivo general sobre el mismo, desde
el punto de vista de la fertilidad global, al aumentar el fésforo disponible, disminuir la acidez intercambiable
e incrementar la estabilidad y el tamafio promedio de agregados del suelo a corto plazo.
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Abstract

Interest in bioremediation studies of deteriorated soils caused by over-exploitation and the indiscriminate
agrochemical use is due to them altering microflora, the self-regulation system and long-term sustainability.
An ultisol (soil having poor chemical properties and low fertility because of reduced aggregate size (< 2.0
mm)) was solatised to reduce the microbiological population; it was inoculated with the bacteria Basi/lus
subtilis in 10, 107, 108, 10° colony forming unit (cfu) concentrations. Thetre was a significant increase in
structural stability, average aggregate size, pH and available phosphorus duting the 120 days; interchangeable
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aluminium became reduced. Such variations in response were related to microorganism activity in the soil and

responded to minerals’ solubilisation capacity because of bacterial activity, production of alkaline conditions

and biofilms; these variations combined with increased plant root biomass, mucilage and carbohydrates in the

formation of larger sized stable aggregates. Physical and chemical properties at the end of the experiment
became stabilised at higher values than those initially found in the soil, thereby confirming a positive effect on
soil from the point of view of overall fertility by increasing available phosphorus, reducing interchangeable

acidity and increasing soil stability and average aggregate size in the short-term.

Key words: Calcified bacteria, biofilm, aggregate size.
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Introducciéon

En Colombia, al igual que en otras zonas
del mundo, se evidencian diversos procesos
de degradacion tanto fisica como quimica de
los suelos, principalmente los de uso agricola,
debido a practicas inapropiadas de labranza y
uso intensivo del recurso suelo. Esto trae como
consecuencia la disminucion drastica de su ca-
pacidad productiva.

Los efectos sobre las propiedades qui-
micas por las actividades agricolas son: acidi-
ficacion, desequilibrio y pérdida de nutrientes,
toxicidad por salinizacién y alcalinizacion.
Efectos originados por practicas de laboreo, y
uso excesivo de fertilizantes y productos fitos-
anitarios de diversa indole.

De acuerdo con reportes del Instituto
Geografico Agustin Codazzi (IGAC) (1988),
alrededor del 85% del territorio colombiano
esta constituido por suelos acidos con pH me-
nores a 5,5, y en el mundo la distribucién por-
centual de suelos acidos es 41% en América,
17% en Africa, 26% en Asia y 6% en Australia,
lo que equivale a 3.950 millones de hectareas.
Lo anterior constituye una limitante en la pro-
duccion de cultivos y en la sustentabilidad de la
seguridad alimentaria en el mundo.

En busqueda de alternativas para recupe-
rar la estructura del suelo y disminuir la acidez a
fin de mejorar la productividad agricola, se estu-
di6 el efecto de la bactetia Bacillus subtilis sobre
las propiedades fisicas y quimicas de un Ultisol

Aprobado: octubre 27 de 2010

degradado, sin estudios previos similares de apli-
cacién de esta bacteria. Teniendo en cuenta que
esta bacteria es gram positiva, aerébica, poten-
cialmente solubilizadora de carbonatos (Ham-
mes and Verstraete, 2002), y con capacidad para
formar biopolimeros (Mclean ez al., 1999), pro-
piedades que pueden contribuir en la recupera-
cion de estos suelos (Fall e al., 2004).

Se evalu6 la accion del Bacillus subtilis so-
bre propiedades fisicas como la estabilidad es-
tructural y el incremento en tamafo promedio
de agregados, y propiedades quimicas como el
contenido de aluminio, fésforo y pH.

Materiales y métodos

Inéculo de Bacillus subtilis LST
DSMZ 18595

El experimento se llev6 a cabo con un ho-
rizonte subsuperficial Bt de un Ultisol del cerro
El Volador en Medellin, Antioquia. Se extraje-
ron aproximadamente 400 kg de suelo, el cual
fue sometido a proceso de solarizado durante
dos meses en invernadero como tratamiento
de desinfeccion inicial (Streck ef al., 1996; Al-
Karaghouli and Al Kayssi, 2001; Stapleton e#
al., 2000), y no el esterilizado en autoclave con
alta temperatura y presion, porque entre los in-
tereses de las variables por evaluar estaban pro-
piedades como la estabilidad estructural, que es
afectada irreversiblemente por este proceso.

204

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XII No. 2 Diciembre 2010 203-213



El suelo se dispuso en una capa de un
espesor promedio de 5,0 cm, completamente
cubierto con una pelicula de polietileno trans-
parente de calibre 2,0 mm, donde se registrd
una temperatura promedio de 35 °C. Postetior-
mente, el suelo fue molido y tamizado, seleccio-
nando aquel con tamafio inferior a 2,0 mm,; se
homogeneizé y se tomd una submuestra para
realizar analisis de caracterizacion fisica inicial
de densidad aparente, distribucién por tamafio
de agregados, estabilidad estructural y caracteri-
zacion quimica inicial que incluyé pH, aluminio
y fosforo. Posteriormente, se adicionaron 1.200
g de suelo por maceta, para 200 macetas acordes
con el disefio experimental, el cual fue comple-
tamente al azar con cuatro concentraciones y
testigo, cinco repeticiones con y sin planta, rea-
lizando destrucciones cada mes durante cuatro
meses. Se llevé a humedad cercana a capacidad
de campo, se realizé el transplante de plantulas
de lechuga germinadas previamente en semille-
ros, se adicionaron 5,0 ml de in6culo de B. sub-
tilis (concentracion 1: 1x10° concentracion 2:
1x107, concentracion 3: 1x108, concentracion 4:
1x10” ufc) a los tratamientos con y sin planta. El
experimento se ubicé en el invernadero de la Es-
cuela de Geociencias de la Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia sede Mede-
llin, 6° 15* N, 75° 35* W y a 1.495 m de altitud.
Las macetas fueron regadas diariamente con el
fin de mantener el suelo con humedad cercana
a capacidad de campo y favorecer el desarrollo
de las plantas. El muestreo se llevo a cabo cada
30 dias y durante 120 dias, seleccionando al azar
cinco macetas de cada tratamiento. Se realizaron
los analisis fisicos y quimicos. Los resultados se
analizaron con SAS 8.0, se realiz6 analisis de va-
rianza y prueba de comparacion de Duncan de
medias de tratamientos con un o de 0,05.

Métodos

Determinacion de las propiedades
quimicas (IGAC, 2006)

El pH se midi6 por el método potencio-
métrico, en una suspension suelo:agua, en pro-
porcién volumétrica de 1:1.

P por el método de Bray 11, colorimetria
(IGAC, 2000).

Al con KCI 1M vy titulacién con Na OH
IGAC, 2000).

Determinaciones de propiedades fisicas

(IGAC, 2006).

Estabilidad estructural, método de Yoder
(IGAC, 2000).

Resultados

1. Poblacion de Bacillus subtilis presente
en macetas durante los 120 dias del
experimento en tratamientos con y
sin planta.

La concentracién del indculo adiciona-
do al inicio del experimento de B. sub-
#ilis a las macetas con y sin planta, de
106, 107, 10%, 10° ufc disminuy6 inicial-
mente hasta los treinta dias con dife-
rencias significativas entre cp10’ y tep,
luego aument6 a 1x10* hacia los sesen-
ta dias de evolucion del experimento
donde se presentaron concentraciones
similares a las iniciales; finalmente, la
poblacion de B. subtilis disminuyé a
valores cercanos a 1x10° hacia los 90
dias y permaneci6 relativamente esta-
ble hasta los 120 dias al final del expe-
rimento, con diferencias significativas
entre sp 10° y sp 10° (figura 1 a, b).

2. Variacion del didmetro medio ponde-
rado de los agregados en seco (dmps)
durante los 120 dias del experimento
en tratamientos con y sin planta.

El didmetro medio ponderado de los
agregados en seco aument6 conside-
rablemente en relacién con el inicial
que era 0,84 mm, hasta los 90 dias,
presentandose el incremento mayor
en el tratamiento sp 10° donde el dmps
fue 2,0 mm y tsp 1,9 mm, producién-
dose a partir de este momento la dis-
minucién en dmps de agregados para
todos los tratamientos hasta llegar al
dia 120, generando una ganancia en
el tamafio promedio total en relacion
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Figura 1. Comportamiento del inéculo de B. subtilis aplicado a un Ultisol en concentraciones de 10°, 107, 10%,
10° ufc, a) sin planta (sp) y b) con planta (cp). Letras iguales en las grificas significan que no hubo diferencias

significativas con un « de 0,05 en la prueba de comparacién de medias de Duncan.

con el inicial del 100% en los cuatro
meses de duracién del experimento
(figura 2a). El didmetro medio pon-
derado de los agregados en seco con
planta aumenté considerablemente en
relaciéon con el inicial, presentindose
los incrementos mayores en los trata-
mientos cp 10°2,0 mmy tcp 2,2 mm a
los 90 dias y 120 dfas respectivamente.

3.

Por ultimo, se alcanz6 un incremento
del 125% en la mayorfa de tratamien-
tos con relacién al dmp inicial, y 175%
en tcp con diferencias significativas
para este tratamiento (figura 2 b).

Variacion del didmetro medio pon-
derado de los agregados en humedo
(dmph) durante los 120 dias de trans-
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Figura 2. Didmetro medio ponderado en seco de agregados en un Ultisol, con aplicacion de B. subtilis

en concentraciones de 10°, 107, 10%, 10” ufc, a) sin planta (sp), y b) con planta (cp). Letras iguales
en las graficas significan que no hubo diferencias significativas con un a de 0,05

en la prueba de comparacién de medias de Duncan.

curso del experimento en tratamien-
tos con y sin planta.

El dmph aument6 sin diferencias sig-
nificativas entre tratamientos, presen-
tando incrementos de 160% en los
tratamientos tsp y sp10 a los 90 dias,
y disminucion al final del experimen-
to, con un 100% de incremento neto

en tamafio del dmph con relacién al
tamafio inicial de 0,55 mm, para to-
dos los tratamientos (figura 3a). Los
tratamientos a partir de los cuales
se obtuvo un aumento del 100% en
dmph de agregados en himedo fue-
ron cpl0’y cp10® a los 90 dias, gene-
randose a partir de este momento una
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Figura 3. Diametro medio ponderado en himedo de agregados en un Ultisol, con aplicacién de B. subtilis

en concentraciones de 10°, 107, 108, 10° ufc, a) sin planta (sp) y b) con planta (cp).
Letras iguales en las graficas significan que no hubo diferencias significativas con un a de 0,05

en la prueba de comparacién de medias de Duncan.

leve disminucién que conllevé un au-
mento neto en tamafio de agregados
del 54% para todos los tratamientos
con planta sin diferencias significati-
vas (figura 3b).

4. Variacion del pH durante el transcurso

del experimento en tratamientos con
y sin planta.

El pH de los tratamientos sin planta
aument6 en todos los casos, presen-
tandose un incremento mayor a los
90 dias de iniciado el experimento
en los tratamientos tsp, aumentaron
a 5,1,y en spl0° a 4,8. El tratamien-
to sp10° conservo el pH hasta el final
del experimento en 4,8 (figura 4a). En
los tratamientos con planta el pH se
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Figura 4. Cambios de pH de un Ultisol, con aplicacién de B. subtilis en concentraciones de 10°, 107, 10%, 10°
ufc, a) sin planta (sp) y b) con planta (cp). Letras iguales en las graficas significan que no hubo diferencias
significativas con un « de 0,05 en la prueba de comparacién de medias de Duncan.

increment6 a partir de los 30 dfas de 5. Variacién en la concentracion de alu-
iniciado el experimento, alcanzando minio disponible en el suelo durante
un maximo a los 90 dfas en todos los el transcurso del experimento en tra-
tratamientos, especialmente en cpl0’ tamientos con y sin planta.

de 5,1; sin embatgo, luego disminuy6 al B S
valor inicial (figura 4b). Fl rango para La concentracién de aluminio dismi-
todos los tratamientos fue entre 4,4 y nuy6 durante todo el experimento,
5.08 los valores de concentracién mas ba-

,08.
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Figura 5. Variacion en la concentracién de aluminio de un Ultisol, con aplicacion de B. subtilis
en concentraciones de 10°, 107, 10%, 10° ufc, ) sin planta (sp) y b) con planta (cp).
Letras iguales en las graficas significan que no hubo diferencias significativas con un « de 0,05
en la prueba de comparacion de medias de Duncan.

jos se encontraron en los tratamientos
tsp y spl0°a los 90 dias, equivalente
a una reduccion del 68,75 y 56,25%
respectivamente con relacion a la
concentracion inicial (figura 5a). La
concentracion de aluminio disminuy6
en el transcurso del experimento con
planta, presentando la mayor reduc-

cién en el tratamiento cp 107 a los 90
dias, equivalente al 60% del aluminio
inicial (figura 5b).

6. Variacién en la concentraciéon de fos-
foro durante el transcurso del expe-
rimento en tratamientos con y sin
planta.
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Figura 6. Variacién en la concentracion de fosforo de un Ultisol, con aplicacion de B. subtilis
en concentraciones de 10°, 107, 10%, 10° ufc, ) sin planta (sp) y b) con planta (cp). Letras iguales
en las graficas significan que no hubo diferencias significativas con un a de 0,05

en la prueba de comparacién de medias de Duncan.

La concentracién de fosforo disponi-
ble para los tratamientos en ausencia
de plantas presenté tendencia al au-
mento. Las mayores concentraciones
se detectaron a los 90 dias de iniciado
el experimento en los tratamientos tsp
y spl0° alcanzando incrementos del
450% con relacidn a la concentracion
inicial de fosforo; en el tratamiento

sp10°la concentracion aumenté hasta
los 60 dias, posteriormente permane-
ci6é constante en un valor cercano a
4,0 mg/kg equivalente a un 100% de
incremento en relacién al valor inicial
(figura 6a). En la grafica podemos
observar cémo la concentracion de
tésforo disponible aumentd significa-
tivamente en todos los tratamientos,
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en especial en cp 10" hasta los 90 dias
llegando a un valor de 11,0 mg/kg
equivalente a un incremento de 550%
con relacion a la concentracion inicial,
para luego descender hasta valores de

1,5 mg/kg (figura 6b).

Discusion

Las wvariables fisico-quimicas medidas se
incrementaron notablemente en el tiempo con
relacién a la concentracion de B. subtilis. La es-
tabilidad estructural aumenté en todos los trata-
mientos debido a la presencia de B. subtilis, ya que
estos microorganismos patticipan en la descom-
posicién de la matetia organica y la produccién
de polisacaridos extracelulares que actian como
agentes de unién entre particulas (Bronick y Lal,
2005). El tamafio promedio de agregados del sue-
lo al inicio del experimento fue 94% infetior a 2,0
mm y el 48% inferior 0,5 mm. El didmetro me-
dio ponderado de los agregados del suelo en seco
(dmps) inicial fue 0,84 y el dmph 0,55 mm. Du-
rante el desarrollo del experimento el didametro
medio ponderado en seco aument6 a 1,6 mm en
tratamientos sin planta y a 1,9 mm en tratamien-
tos con planta, debido segun Gomathi y Rama-
samy (2004), a la produccion de polisacaridos por
los microorganismos, los cuales son rapidamente
mineralizados y actian como agentes iniciadores
de agregacion; sin embargo, este estado de unién
por si s6lo no permanece en el tiempo (Tisdall y
Oades, 1982; Tisdall, 1996), por esta razon, des-
pués de los 30 dias de desarrollo del experimento
comienza la disminucion en el tamafio promedio
de agregados en seco, e inicia el proceso de estabi-
lizacion, en el cual los mucilagos de alto peso mo-
lecular de origen microbiano o de rafces ayudan
a mantener los agregados a largo plazo (Traorea
¢t al., 2000). El dmph inicial de los agregados del
suelo fue 0,55 mm, a los 90 dias de transcurso del
experimento se incrementd a 1,17 mm en tsp y
spl0%, y a 1,47 mm en tep, cpl0” y cpl0?, alcan-
zando un tamafio final de 0,81 mm en promedio,
equivalente a un aumento en el tamafio prome-
dio de agregados estables al agua del 50% en 4
meses. El incremento en estabilidad de agregados
se debié probablemente a la produccion de acido

poly r-glutamico (--PGA) que es producido por
B. subtilis, el cual presenta una alta actividad flocu-
lante. La actividad floculante del PGA en una sus-
pension de caolin es estimulada por la presencia
de Ca*", Mg, o Fe’ en la suspension (Yokoi ez
al., 1990), iones que se encontraban presentes en
el Ultisol estudiado y los cuales favorecieron este
representativo aumento del tamafio de agregados
en tan corto periodo de tiempo. El pH se incre-
menté durante el transcurso del experimento en
tratamientos con y sin planta debido a la habilidad
del B. subtilis de producir condiciones alcalinas
(Lian ez al., 2006; Fujita et al., 2000), favorecer la
precipitacioén del carbonato de calcio (Shannon e#
al., 1999; Fortin y Beveridge, 1997) y la produc-
ci6én de exudados bacteriales (Song e7 al., 2007).

Todas las cepas de Bacillus son capaces de
hidrolizar trea, la cual incrementa el pH del me-
dio (Cacchio ez al., 2003). El solarizado redujo
la carga microbiana inicial total y la de B. subtilis
apreciablemente, pero dejé una concentracion
residual de la misma, la cual durante el desarro-
llo del experimento posiblemente compitd con
el B. subtilis inoculado al suelo y pudo ser lo que
al final del experimento causara la reduccion de
las ufc de Bacillus presentes.

Conclusiones

1. El Bacillus subtilis mejoré las propieda-
des fisicas del Ultisol degradado. Con
relacion al tamafio de agregados y la
estabilidad estructural, se encontraron
cambios importantes en tiempos rela-
tivamente cortos, a pesar de realizar el
experimento con un suelo de baja fer-
tilidad y muy pobres condiciones de
agregacion.

2. Las propiedades del Bacil/us de formar
biofilms, por la produccién de biopo-
limeros, y de solubilizar minerales son
las que logran que en el corto tiempo
se presenten aumentos del 50% en el
tamafio promedio de agregados en
seco y en humedo.

3. En relacién con las caracteristicas qui-
micas lo mas importante que se en-
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contré6 —por tratarse de un elemento
limitante en el desarrollo de las plantas
y produccién de cultivos— fue el au-
mento a los 90 dias del fésforo disponi-
ble en el suelo en un 550%, en relacion
con la concentracién inicial, que al final
disminuyé por absorcién por la planta.

4. FEl pH aument6 de 4,7 a 5,0 hasta los
90 dias, y luego disminuy? al valor ini-
cial, lo que determiné el aumento en la
disponibilidad en el suelo del fésforo.

5. El aluminio disminuyd, debido a que
este elemento deja de estar disponible
en el suelo, al incrementar el pH, por
la accién del Bacillus subtilis.
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