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Resumen 

El presente trabajo tuvo como objetivo reproducir colonias bacterianas 

solubilizadoras de fósforo de la cepa Burkholderia caledonica a nivel laboratorio 

para desarrollar una propuesta de biofertilizante, para el uso de los productores de 

la Mixteca Oaxaqueña.  

Se realizó la identificación bioquímica y molecular de la cepa Burkholderia 

caledonica por ser una cepa muy activa en crecimiento y en solubilizar el medio 

selectivo de fosforo. Así mismo, se determinó el máximo crecimiento de la bacteria 

por medió de la absorbancia en el espectrofotómetro y se realizó el cálculo de 

UFC/ml del biofertilizante con los datos del factor de dilución (1x10-6) las UFC 

contadas en cajas (283) y la cantidad de mililitros con la que se inocularon las cajas 

sembradas (0.5 ml) dando como resultado que el biofertilizante preparado tuvo una 

cantidad de 5.6x108 UFC/ml de la cepa Burkholderia caledonica. Dicho 

biofertilizante se usó posterioremente en un experimento en condiciones de 

invernadero con el cultivo de jitomate.  

Introducción  

Los biofertilizantes son preparados de microorganismos aplicados al suelo y/o a la 

planta con el fin de sustituir parcial o totalmente la fertilización sintética lo que 

ayudaría a disminuir la contaminación generada por los agroquímicos sintéticos 

(Armenta-Bojórquez et al., 2010). 

Una de las grandes alternativas que se están haciendo más presentes y utilizadas 

en producciones agrícolas enfocadas en la sustentabilidad es el uso de 

biofertilizantes (Bizzozero, 2006). Algunas de las bacterias que se utilizan para estos 

biofertilizantes se les conoce como solubilizadoras de fósforo, ya que estos 

microorganismos posibilitan que el fósforo presente en el suelo este disponible para 

las plantas, sobre todo en suelo cálcareo con valores de pH arriba de 8 (Santillán, 

2016). 

Los biofertilizantes desempeñan un papel crucial en la promoción de la agricultura 

sostenible y en la mejora de la productividad agrícola de manera respetuosa con el 



medio ambiente. Su adopción puede ser fundamental para abordar los desafíos 

relacionados con la fertilidad del suelo, la seguridad alimentaria y la sostenibilidad 

agrícola, siempre y cuando se acompañan con otras prácticas de conservación de 

suelos como el uso de mejoradores orgánicos. 

Objetivo  

Reproducir colonias bacterianas solubilizadoras de fósforo en laboratorio para 

desarrollar un biofertilizante con la bacteria Burkholderia caledonica (solubilizadora 

de P), para el uso de los productores de la Mixteca Oaxaqueña.  

Objetivos específicos 

1.- Caracterizar molecular y bioquímicamente la bacteria Burkholderia caledonica. 

2.- Desarrollar una técnica para la reproducción de la bacteria Burkholderia 

caledonica a mayor escala para su utilización en campo. 

Marco Teórico 
 

Biofertilizantes 

El biofertilizante se define como una sustancia que contiene microorganismos vivos 

que coloniza la rizosfera o el interior de la planta y promueve crecimiento 

aumentando el suministro o la disponibilidad de nutrientes primarios y/o estímulos 

de crecimiento cuando se aplica a las semillas, la superficie de las plantas y el suelo. 

Los biofertilizantes contienen bacterias y hongos que mejoran las características 

químicas y biológicas del suelo, las soluciones de fosfato y la producción agrícola 

(Obid et al. 2016). 

Microorganismos benéficos para el suelo 

Los microorganismos presentes en el suelo son objeto de atención debido a su 

potencial para proporcionar alternativas biológicas que sean respetuosas con el 

medio ambiente como sustitutos al uso intensivo de agroquímicos sintéticos. Estos 

microorganismos desempeñan un papel crucial en la regulación de la fertilidad del 



suelo, la gestión de diversos ciclos de nutrientes y contribuyen a la preservación de 

la diversidad de plantas en los ecosistemas (INECOL, 2021). 

Mcrioorganismos solubilizadores de fósforo 

Después del nitrógeno, el fósforo se considera como el elemento más demandante 

para la producción agropecuaria. Sin embargo, su disponibilidad se ve cada vez 

más restringida debido a la disminución gradual de sus fuentes naturales, su 

escasez relativa en el suelo, la alta retención por parte de la matriz del suelo, la 

ausencia de reposición natural y su movilidad limitada en comparación con otros 

nutrientes (Beltrán Pineda, 2014). 

Los microorganismos que están involucrados en la transformación de fósforo del 

suelo principalmente son bacterias y hongos, los cuales impulsan el proceso 

mediante la mineralización, solubilización e inmovilización, para que estas fuentes 

orgánicas de fósforo sean utilizadas deben hidrolizarse por enzimas fosfatasas que 

secretan estos microorganismos (Rodríguez et al., 2018).  

Se ha demostrado que cepas de bacterias pertenecientes al género Burkholderia 

son más eficientes en la solubilización de fosfatos minerales en comparación a otros 

géneros, debido a la secreción al medio extracelular de ácidos orgánicos como 

mecanismos de solubilización (Moreno-Conn et al. 2021), de allí que después de 

aislar y caracterizar 15 cepas provenientes de suelos agrícolas de la Mixteca 

Oaxaqueña, se determinó realizar el desarrollo de biofertilizantes con dicha 

bacteria. 

Metodología utilizada  
Se realizó el aislamiento, identificación (biología molecular y pruebas bioquímicas) 

y reproducción de 12 cepas de bacterias solubilizadoras de P extraídas de un suelo 

de la Mixteca de Oaxaca, a partir de las cuales se seleccionó la bacteria 

Burkholderia caledonica para desarrollar el biofertilizante. 



Caracterización molecular de las bacterias 

Para hacer la caracterización se prepararon los medios de cultivos y se esterilizaron 

los materiales de laboratorio para hacer el aislamiento de las cepas microbianas con 

la capacidad de solubilizar P. Se utilizaron los medios de crecimiento en fosfatos 

National Botanical Research Institute’s (NBRIP) y Medio líquido conteniendo 

Ca3(PO4)2, AlPO4 y FePO4. Se incubaron las cajas por cuatriplicado a una 

temperatura de 28ºC durante 7 días, hasta la aparición de halos claros alrededor de 

las UFC solubilizadoras de fosfatos. Se aislaron las colonias que producen zonas 

claras en el medio (NBRIP) solido con agar. Cada colonia se pasó a nuevas placas 

con el mismo medio para incubar por 7 días a una temperatura de 30°C. Para 

identificar las bacterias solubilizadoras de Fósforo se extrajo el ADN genómico de 

los cultivos celulares y se realizó la amplificación del ADN ribosomal 16S (16S ADN) 

usando dos iniciadores. Por último, se secuenciaron los fragmentos genómicos 

amplificados y se analizaron las secuencias obtenidas comparándolas en Genbank. 

Pruebas bioquímicas 

Se realizó una identificación morfológica macroscópica y microscópica de las 

colonias de bacterias cultivadas en agar, que fueron recolectadas de la zona de 

estudio y sembradas en agar para su identificación en laboratorio y se determinó si 

las bacterias eran grampositivas o gramnegativas. 

Crecimiento y conteo bacteriano 

Se realizaron diluciones seriadas 1x10-1 a 1x10-8 a partir de un matraz con 100ml 

de caldo nutritivo que se dejó en la incubadora con movimiento a una temperatura 

de 28 °C y a 95 revoluciones por minuto (rpm) por 48 horas inoculado con 1 ml de 

la cepa Burkholderia caledonica. 

Para el conteo de UFC se trazó una cuadrícula en la tapa de una caja petri (0.5 cm 

x 0.5 cm). 

 
Se midió la absorbancia en el espectrofotómetro para conocer a las cuantas horas 

de inocular el medio las bacterias llegaban a su pico máximo de crecimiento. Se 



tomó 1 ml de la dilución seriada del tubo número 6 (1x10-6)  y del tubo número 8 

(1x10-8), se agrega a la celda de cuarzo para medir en el espectrofotómetro 

configurado para medir la absorbancia a 650 nanómetros y calibrado con caldo 

nutritivo sin inocular (blanco) para calibrar a 0.  Se hacen las mediciones para saber 

pasadas las 24, 48 o 72 horas cuál es el punto máximo de crecimiento de la bacteria. 

Para hacer el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) se siembra 500 µl 

(0.5 ml) en cajas de medio nutritivo sólido y se distribuye con perlas de ebullición 

estériles, se realiza el mismo paso para cada dilución dejándolas por un lapso de 

24, 48 y 72 horas en la incubadora a 28 °C. 

Para obtener la cantidad de UFC/ml se necesitó el número de colonias contadas en 

cada caja, el factor de dilución y la cantidad en ml de la muestra sembrada en cada 

caja, con estos datos se utilizó la fórmula para saber los UFC/ml, se divide el número 

de colonias contadas por caja, se multiplica por el factor de dilución y se divide entre 

los ml sembrados en cada caja. 

 
Figura 1. Fórmula para el cálculo de UFC/ml. 
Se realizó 3 veces la siembra de cajas con la dilución 1x10-6. Se inocularon 3 cajas 
de medio nutritivo con 0.5 ml y se utilizaron perlas de ebullición para distribuir. 

Se realizaron diluciones de un nuevo matraz inoculado con la cepa Burkholderia 

caledonica. Se inoculó cada caja con 0.5ml. En la dilución 1x10-5  se sembró 1 caja 

que se distribuyó con perlas de ebullición y 1 caja con triangulo de vidrio, en la 

dilución 1x10-6 y 1x10-7 Se sembraron 2 cajas que se distribuyeron con triangulo de 

vidrio y 1 caja con perlas de ebullición. 

 

 



Objetivos alcanzados 

De acuerdo con el objetivo que se estableció en el informe, se logró reproducir, 

realizar una caracterización molecular y bioquímica  y utilizar la cepa Burkholderia 

caledonica aislada de suelos de la Mixteca Alta de Oaxaca para la elaboración de 

un biofertilizante. 

Discusión y Resultados 
 

Dinámica de crecimiento 

Se obtuvieron dfirentes concentraciones de colonias acorde a la dilución utilizada 
(Tabla 1). 

 

Tabla 1. Conteo de UFC. 

Conteo de UFC 
Dilución  Caja UFC 
1x10-6 1 226 
1x10-6 2 220 

1x10-6 3 308 
 

A partir de los conteos anteriores se construyó una curva de absorbancia, para de 

poder controlar la cantidad que se le agrega cuando se elabora el biofertilizante así 

como la sobreviviencia de la bacteria (tabla 2). 

Tabla 2. Medición de absorbancia del espectrofotómetro. 

 

Dilución Absorbancia K*Absorbancia 
1x10-1 0.199 0.1991 
1x10-2 0.021 0.0209 
1x10-3 0.004 0.0040 
1x10-4 0.002 0.0023 



Se midió la absorbancia de todas las diluciones seriadas en el espectrofotómetro 

con una longitud de onda de 650 nanómetros, solo se sembraron cajas de la dilución 

1x10-5, 1x10-6 y 1x10-7. 

Tabla 3. Conteo de UFC y Absorbancia del espectrofotómetro. 

Dilución Absorbancia K*Absorbancia UFC de 
Caja 1 

(Perlas) 

UFC de Caja 
2 

(Triangulo) 

UFC de Caja 
3 

(Triangulo) 
1x10-5 0.002 0.0017 Invadida Invadida Invadida 
1x10-6 0.002 0.0023 236 390 320 

1x10-7 0.002 0.0023 117 154 157 
 

Caracterización molecular  

Los análisis de las secuenciaciones tanto “forward” como “reverse” permitieron 
identificar con un 99% de probabilidad que la cepa bacteriana es Burkholderia 
caledonica, las diferentes bibliotecas del gen bank (Fig 1 y 2). 

Análisis forward 

GGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG
CATACGCTCTGCGGAGGAAAGCGGGGGATCCTTCGGGACCTCGCGCTACAG
GGGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC
GACGATCTGTAGCTGGTCTGAGARGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCG
CAAGSCTGATCCAGCAATGCCGSGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA
GCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACCTCGTGGTTAATACCCGTGGGGGATGACG
GTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCG
GWTCGCTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTG
TGACTGGCGGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCA
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTG
GGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTCGSGKTCTTCWTT
GACTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGTC
GCAAGATWAAAACTTCAAAGGAATTGACGGGGACCCCGCAC 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Caracterización molecular de Burkholderia caledonica “forward” 

Análisis “reverse” 

KGATCCCRCCGTGGTAAGCGCCCTCCTTGSGGTAGTCCCCTACATASTGGTG
AAACCCRYTCCSATGGKGTGACGGGCGGKGTGTACAAGACCCGGGAACGTAT
TCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCWGCTTCWCGCACT
CGAGTTGMAGAGTGCGATCCGGACTASGAKCGGWTTTCTGGGATTGGCTCC
CCCTCGSGGGKTGGCGASCCTCTGTYCSACCATTGTATGACGTGTGAARSCC
TACCCATAAGGCCATGAGGACTTGACGTMATCCCCACCTTCCTCCGKTTGTC
RCGGMRKCTCCTGGAGGGTCWTGMGAAYACTARGACAGGGTTGKCTCKTWG
RGGATTACCCAMATCTCCSAMCGAGTGACACMCCATGARACCGTGTATGGYT
CCTTYGGRACCCCMCTTTWRYWGGGTCCTAMTGYMAAGWAGKAAGGTTTTS
GGKSATSAATATYAAATATCMMMGYTGGGGGKYCCSGCAAYCYTTRATTTAW
YTGSAMGAYTCCAGGGGKMACTTCSGTWRYWCGTACMAKYAAKARACCAAA
CYATKAAAYGTWAGGKGGRCWMCAGGWACWAWCYGTGCTCCMMCTTCTGY
TAAKCRKATGCCGGGGWGCTCCMTMGTTCCCCMTYWMSTTTATGYACSGAT
TACCCCTCGCWAYTRCSSMRCMAAGATCAGGAACCGGATTMWTTGTTWKAM
CCCGSCMATCYCMTATCATASTAYCCTTTTGGCGTKMGWATRRCGGTWCTCS
GCCGYTCCGGTARSGGTCTYSGAATGTGAWCAAGYTTCACGSWGGAGTGCA
TGYATCCYGCCCGTAGGSTCTCATGGKTTTACKAGCTTAYACAYAYSGGKRGM 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterización bioquímica de la cepa Burkholderia caledonica 

Se utilizó la cepa Burkholderia caledonica por ser una cepa muy activa en 

crecimiento y en solubilizar el medio selectivo de P, se pudó observar sus 

características como el color de las colonias que son amarillas con un tamaño de 

entre 1 y 2 milímetros y la forma de las colonias son redondas, vistas en microscopio 



con tinción de gram se observó que son bacilos cortos con inclusiones, 

gramnegativas y de agrupamiento individual, de elevación convexa transparencia 

opaca, de borde regular (tablas 4 y 5), de la cual se hizo una preservación de 

biomasa de ADN en microtubos sin líquido y en microtubos con glicerol al 20% 

ambos almacenados en un ultracongelador a -78 C°. 

Tabla 4. Caracterización morfológica Burkholderia caledonica (clave 4-5 (4)). 

Clave Forma 
celular 

Agrupamiento Gram Forma 
colonia 

Tamaño Color 

4-5 (4) bacilo corto 
inclusiones 

Individual neg redonda entre 1 y 2 
mm 

amarillo 

 

Tabla 5. Pruebas bioquímicas Burkholderia caledonica (clave 4-5 (4)). 
 

Clave Amilasa Lipasa Adnasa Esculina Gelatinasa Ox. glucosa 
4-5(4) Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo 

Preparación de biofertilizante: 
 

Se inoculó un matraz con 100 ml de caldo nutritivo con 1 ml de la cepa Burkholderia 

caledonica y se dejó en una incubadora con movimiento por 48 horas a 95 rpm y 

una temperatura de 28 C°. 

Para preparar 2 litros de biofertilizante se agregó a un recipiente de vidrio de 2.5 

litros de capacidad 800 ml de caldo nutritivo, 1000 ml de caldo de carne y 200 ml de 

Clave Elevación Transparencia Borde Incrust
ación 

Halo Biomasa 
Criopres
ervada 

Biomasa 
ADN 

4-5 (4) convexa Opaca regular No no 
medible. 

si si 

Clave 
Ferm. 

glucosa 
Resp. 
NO3 

Salinidad 
0% 

Salinidad 
10% Resp. SO4 Oxidasa 

Perox. de 
H 

(catalasa) 
4-5(4) Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo 



jugo de piña. Antes de agregar la cepa (Burkholderia caledonica) al preparado se 

agitó el recipiente para que se mezclara todo de manera uniforme. 

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas con 1 ml de muestra del matraz 

inoculado y se colocaron en 9 ml de solución fisiológica dentro de tubos de ensayo 

hasta tener la dilución 1x10-6. 

Finalmente se inoculó con 4 ml de la dilución 1x10-6 de la cepa (Burkholderia 

caledonica) en el recipiente donde se agregó todo el preparado y se agitó el envase, 

se dejó a temperatura ambiente en un lugar con sombra sin luz directa del sol y 

pasadas 48 horas de inocular el preparado se guardó el biofertilizante en un 

refrigerador para ralentizar el crecimiento de la cepa. Se realizó el cálculo de UFC/ml 

del biofertilizante con los datos del factor de dilución (1x10-6) las UFC contadas en 

cajas (283) (tabla 6) y la cantidad de mililitros con la que se inocularon las cajas 

sembradas (0.5 ml) dando como resultado que el biofertilizante preparado tiene una 

cantidad de 5.6x108 UFC/ml de la cepa Burkholderia caledonica. 

Tabla 6. UFC de del biofertilizante. 

UFC de la dilución 1x10-6 Total: Promedio: 
226 220 236 320 390 308 1700 283 

 

Posterioremente se envió el biofertilizante a Oaxaca para que los productores lo 

utilizaran en la milpa, el tiempo del servicio social no alcanzó para medir el efecto 

en las plantas, sin embargo, después de dos meses, que el productor tenía el 

biofertilizanteen su casa, se volvió a medir la viabilidad del mismo y presentó mayor 

UFC por mililitro que cuando fue enviado, lo que e sun indicador de la 

superevivencia de las bacterias.  

Conclusión  

Este trabajo ha logrado identificar a nivel bioquímico y molecular una cepa de 

interés, Burkholderia caledonica, que se ha empleado en la formulación de un 

biofertilizante. La caracterización detallada de esta cepa proporciona una base 

sólida para comprender su papel en la mejora de la salud del suelo y el rendimiento 



de los cultivos. Este avance contribuye al conocimiento de la biodiversidad 

microbiana y destaca el potencial de aplicaciones prácticas en la agricultura 

sostenible a través de la implementación de biofertilizantes. 

Esto ofrece la ventaja de disminuir los costos de insumos externos para los 

agricultores y mejorar las condiciones microbiológicas del suelo mediante 

inoculaciones periódicas de estos microorganismos. 

Recomendaciones 

• Promover e informar a los productores sobre las ventajas del uso de 

microorganismos como bacterias solubilizadoras como biofertilizantes. 

• Llevar a cabo investigaciones, realizar pruebas bioquímicas y evaluar cepas que 

demuestren ser efectivas para lograr rendimientos óptimos en los cultivos y una 

interacción exitosa entre la planta y los microorganismos. 

• Comprender los requisitos alimenticios y las condiciones ambientales necesarias 

para los microorganismos presentes en los biofertilizantes sean más eficaces.  
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