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INTRODUCCION

El fosforo (P) es un elemento esencial para el desarrollo de las plantas. Este
elemento, se encuentra en la totalidad de los suelos en formas iGnicas muy poco
solubles para el aprovechamiento de las plantas. La forma en la que se puede
encontrar el P varia dependiendo del pH del suelo, por ejemplo, en suelos &cidos
forma enlaces con el Aluminio (Al) y el Hierro (Fe) dando lugar a compuestos como
Varicita (AIPOs4 2H20) vy livianita [Fes(P04)?8H20], y; en suelos alcalinos forma
enlaces con el Calcio (Ca) formando compuestos como fosfato tricalcico
[3Cas(P0a4)?]. Por otra parte, para que en el suelo se mantenga el fésforo de manera
disponible se requiere que se encuentre en forma de iones monobasicos (H.PO41) y
dibasicos (HPO4?), una condicién de pH de 6.5 en el suelo, permitiendo de este

modo que la planta asimile este elemento de caracter eficiente.

Existen varias formas de compensar la falta de fosforo en el suelo; una de
ellas y la mas frecuentemente utilizada, consiste en el uso de fertilizantes quimicos,
sin embargo, esta opcion resulta en su mayoria en el escurrimiento del fertilizante
provocando la erosion del suelo, donde se deposita en cuerpos de agua causando la
eutrofizacion, ademas que es un recurso no renovable y de acuerdo a las reservas el
medio estaria agotandose para el afio 2035. Mas recientemente, y con el fin de
aprovechar de una manera mas eficiente el fosforo que se encuentra en el suelo se
ha recurrido al uso de mecanismos que permiten la solubilizacion de las diferentes
formas en que se encuentra este elemento, mediante la inoculacién de
microorganismos solubilizadores de fosforo (MSF), siendo ésta una opcién mas
amigable con el medio ambiente, ya que son microorganismos extraidos del suelo y
su funcion es transformar el fésforo de formas no disponibles a formas disponibles
para que las plantas lo puedan aprovechar; ademas de ser una opcidbn mas

econdmica.



En este trabajo de tesis, se llevo a cabo un estudio experimental en suelos con
clima semiarido de los estados de Durango y San Luis Potosi que nos permitiera
establecer la presencia y capacidad de microorganismos solubilizadores de fosforo.
En este estudio se trabajé con microorganismos (hongos y bacterias) extraidos de
suelos con climas semidridos, a partir de los cuales se propagaron y se aislaron los
diferentes tipos de microorganismos (hongos y bacterias) presentes en las diferentes
muestras de suelo aplicando el cultivo en placas de Petri con medio NBRIP
adicionando con fosfato tricalcico. Para cada uno de los microorganismos aislados se
aplicaron metodologias que nos permitieran conocer la capacidad de solubilizacion
de fosforo mediante la evaluacion de parametros tales como indice de solubilizacién
y su eficiencia de solubilizacion. Este trabajo fue realizado en las instalaciones del
Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) en colaboracion con la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.



MARCO TEORICO

Si bien en la actualidad la sociedad ha estado adquiriendo consciencia del
cuidado del medio ambiente, la mayoria de los esfuerzos se han enfocado en el
cuidado del agua y el aire, ya que son los recursos que mas se tienen presente en el
uso diario, ya sea para actividades recreativas, deportivas, de uso doméstico, etc. y
con los grandes trabajos realizados por grandes empresas en la conservaciéon del
agua o la pureza del aire. Dentro de este contexto, existe un recurso que deberia
considerarse a la misma altura de estos en cuestion de importancia, este recurso es

el Suelo.

De acuerdo a un documento emitido en el 2010 por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], el Suelo se define como
“La capa externa, poco compacta, de la superficie terrestre, donde se llevan a cabo
la generalidad de los procesos agricolas, por ser la region donde se sustenta la vida
en la tierra”. Un suelo esta constituido por diferentes componentes dentro de los
cuales se puede identificar: a) materia mineral, ya sean por los elementos que lo
conforman (silice, aluminio, etc.) o por el tamafio de sus particulas (arena, limo y
arcilla); b) Agua; c) Aire; d) materia organica- humus; e) Organismos vivos; siendo la
diferente proporcion de estos componentes lo que da origen a las distintas
caracteristicas y tipos de suelo dependiendo de cada ubicacién o region geografica
(Di Barbaro, et al., 2009).

Tomando en consideracion los componentes del suelo, cabe destacar que la
presencia de “organismos vivos” es de importancia fundamental debido a la funcion
gue realizan dentro de los procesos y ciclos biogeoquimicos. El término de
“organismos vivos” se refiere a todos los organismos que habitan y ayudan a los
diferentes ciclos geoquimicos que se realizan en el suelo. Todos los organismos
vivos cumplen con un papel importante en la formacién de un suelo, y esto ha
guedado demostrado a través del andlisis de las diferentes poblaciones de

organismos que lo constituyen, ya que en un gramo de suelo obtenido de un jardin
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se estima que existen entre 10 y 20 millones de bacterias, medio millon de hongos,
50 000 algas y 30 000 protozoarios y cada uno de estos cumple una funcion en
especifico liberando elementos, transformando otros y descomponiendo o creando
compuestos (Gross, et al., 1995).

Es importante considerar que la cantidad vy tipo de microorganismos
presentes en un suelo va a ser dependiente del tipo y la region geografica del mismo,
por ejemplo, si nosotros muestreamos y analizamos un gramo de suelo del
amazonas en Brasil y un gramo de suelo en el desierto de Egipto, dificilmente
podriamos esperar que se encontraria la misma cantidad de microorganismos en
ambos suelos o generalizar el resultado de alguna muestra para los demas suelos,
ya que las poblaciones de microorganismos tendran una variacion la cual estara
limitada por algunos factores como : a) la densidad de raices; b) la cantidad de
materia organica disponible proveniente de la descomposicion de las raices y restos
de plantas y; c) la profundidad a la que se analice el suelo, etc. De tal manera, los
microorganismos tienen un papel muy importante para la agricultura mediante las
diferentes funciones que realizan, ya que ayudan a la absorcion de diferentes
elementos indispensables para la nutricion vegetal como el carbono, nitrégeno,
azufre, fosforo, etc. (Biavati & Fernandez, 2012). Estos microorganismos reciben el
nombre de microorganismos promotores de crecimiento vegetal o PGPM por sus

siglas en inglés (plant growth promoting microorganism).

La forma en que los PGPM actuan sobre el desarrollo vegetal es a través de
diferentes mecanismos dentro de los cuales se pueden destacar la solubilizacion de
fosfato inorganico, disminucién de los niveles de etileno en plantas, fijacion de
nitrogeno atmosférico, bio-control de enfermedades en plantas, entre otras formas
mas (Datta, et al., 2011). Los PGPM solubilizadores de fésforo no solo incluyen
bacterias, si no también hongos y actinomicetos que tienen la capacidad de
solubilizar fosfato inorganico el cual se encuentra fijado en el suelo, es por esto que

su rol ecologico es esencial.



De manera general, las plantas toman sus nutrientes ya sea del suelo de
forma i6nica y de la atmosfera; en el caso especifico del fésforo, este elemento se
toma del suelo en forma inorganica en estado soluble y constituye mas del 0.2% del
peso seco de la planta (Banerjee, et al., 2010). El fésforo tiene una alta capacidad
para reaccionar con diferentes elementos, es por esto que nunca se encuentra solo.
En las rocas fosféricas (RF) se encuentra enlazado con el oxigeno formando
fosfatos, el cual se desgasta, desintegra y disgrega lentamente por accién de la
lluvia, el viento, el deshielo, etc. provocando la liberacion de los fosfatos; estos son
acarreados al fondo del mar, rios o arroyos y se depositan como sedimentos; con las
corrientes que emergen desde el fondo de las aguas, llevan parte del fésforo el cual
es aprovechado por el fitoplancton; y otra parte, permanece en el fondo marino
convirtiéndose en nuevas rocas sedimentarias. El fosfato es absorbido por las
plantas y lo usan para sus procesos vitales, donde al morir tanto plantas como
animales, son descompuestos por bacterias que disgregan la materia organica y
reintegran el fésforo al suelo de manera soluble, donde pueden transformarse en
fésforo inorganico, llegar al fondo marino o ser absorbido por las plantas. Este es uno
de los ciclos mas lentos por los procesos que se deben llevar a cabo fig. 1 (Anon.,
2016).
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Figura 1. Ciclo del fosforo.



La forma en que se puede encontrar este elemento en el suelo es como orto
fosfatos en iones monobasicos (H2PO4?) y dibasicos (HPO4?) (Khan, et al., 2007).
Sin embargo, para que el fésforo se encuentre de manera soluble y se disminuya la
precipitacion con el aluminio y el calcio, se requiere un pH de 6.5 (Sylvia, et al.,
1995). En los suelos al norte del territorio mexicano el principal problema es la
precipitacion de fésforo con el calcio, formando fosfato tricalcico (CasPO*) haciéndolo
débilmente soluble para las plantas y creando un pH de 8.0 o mayor (SMART
Fertilizer Management, 2017).

La disponibilidad del fésforo es cada vez mas limitada debido a la insuficiencia
de sus fuentes naturales, su relativa escasez edafica, elevada retencidon por parte de
la matriz del suelo, la falta de reposicion natural y su baja movilidad comparada con
la de otros nutrientes (Rubio, 2012). En general en el suelo se presentan coeficientes
de difusion del fosfato de 0.3-3.3 x 10'® m?/s y su concentracion en el suelo es de
0.02 ppm. Esto ha provocado que para compensar los requerimientos de este
elemento, se apliquen grandes cantidades de fertilizantes fosforados para suplir la
alta demanda de este nutriente; un ejemplo simple de esto se presenta en el cultivo
del ajo, el cual requiere de 50 a 65 x 10° ppm de P/Ha (Bertoni & Morard du L, 1988),
sin embargo, esto incrementa la perdida potencial por escorrentia superficial, lo cual
acelera los procesos de eutrofizacion en cuerpos de agua (Achal et al, 2007;
Banerjee et al, 2010).

Las rocas fosforicas (RF) constituyen la Unica fuente de suministro de fosfatos.
A este respecto, en la naturaleza se presentan dos tipos de RF, siendo estas las
igneas y las sedimentarias, donde estas ultimas son las de mayor explotacion de
hasta un 80% (McClellan & Kauwenbergh, 2004); Fixen, 2009). Se estima que el
recurso se acabaria en este siglo, siendo en el afio 2035 cuando la demanda de
fésforo supere a la oferta, es por esto que y por ser un recurso no renovable se debe

tener el mejor manejo posible (Fernandez, 2014).



El fésforo en el suelo se encuentra en diferentes formas y puede ser
categorizado como fésforo inorganico y orgénico. La distribucion de estas formas
depende del tipo de suelo, pH, tipo de vegetacion, actividad microbiana y entradas de
fertilizantes (Rooney & Clipson, 2009). Los compuestos de fésforo inorganico pueden
encontrarse de distintas formas tal como se puede visualizar en la Tabla 1. Es
posible encontrarlo como sales en solucion, sales cristalinas o sales absorbidas por
los coloides del suelo, en suelos con pH alcalino, también pueden formar enlaces de
gran estabilidad con hidroxido de hierro, aluminio o manganeso (Bobadilla & Rincon,
2008).

Tabla 1. Formas de fésforo inorganico presentes en los suelos.

Tipo de fosfato Denominacion Composicion Caracteristicas
Fosfatos de calcio Hidroxiapatita 3Cas3(P0O4)*Ca(OH)? Muy abundante
Oxiapatita 3Cas(P04)?Cal Menos abundante
Fluoroapatita 3Cas(P0Oas)’CaFe2 Muy abundante
Carbonatoapatita 3Cas(P04)?CaCOs Menos abundante
Fosfato tricalcico 3Casz(P0a4)? Menor solubilidad
Fosfato dicalcico CaHPO4 Mayor solubilidad
Fosfato monocalcico Ca(HPOa)? Mayor solubilidad
Fosfatos de hierro Livianita Fes(P04)28H20 Poco solubles
Estrengita FePO42H20 Poco solubles
Fosfatos de aluminio Variscita AlPO42H%0 Poco solubles

Fuente: Bobadilla et al, 2008.

Por otra parte el fésforo organico se encuentra presente en el suelo, debido a
la degradacion microbiana de la materia organica y puede llegar a representar hasta
un 50% de fosforo total insoluble dependiendo del tipo de suelo (Gyaneshwar et al,
2002; Oliviera et al, 2008).



1.1. Microorganismos solubilizadores de fosforo

Dentro del grupo de microorganismos promotores del crecimiento en plantas
(PGPM), los microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF) constituyen una
poblacion importante, ya que estan involucrados en un amplio rango de procesos que
afectan la solubilizacion del fésforo (Fankem, et al., 2006). Los MSF se encuentran
en todos los suelos y su numero varia, siendo en la rizosfera donde se encuentra una

concentracion mas alta (Paul & Sundara, 1971; Rodriguez & Fraga, 1999).

De acuerdo a un estudio desarrollado por Behera, et al (2013), las bacterias
presentes en el suelo, son los microorganismos predominantes en cuanto a la
capacidad para solubilizar fosforo, representando del 1 al 50 % del potencial de
solubilizacion de fosforo, mientras que para el caso de los hongos y actinomicetos
estos constituyen del 0.1 al 0.5 % de este potencial. En la Tabla 2 se muestran los
principales géneros de bacterias y hongos con capacidad de solubilizacion de

fosfatos.

Tabla 2. Géneros de bacterias y hongos solubilizadores de fosfatos.

Género de hongos
Género de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) solubilizadores de
fosfato (HSF)
Achromobacter Erwinia Ranhella Aspergillus
Acinobacter Flavobacterium Ralstonia Fusarium
Aereobacter Gordonia Rhodobacter Mucor
Agrobacterium Kitasatospora Rhodococcus Paecillomyces
Arthrobacter Klebsiella Serratia Penicillium
Bacillus Mesorhizobium Sinorhizobium Rhizopus
Bradyrhizobium Micrococcus Streptomyces Sclerotium
Burkholderia Mycobacterium Streptosporangium Sytalldium
Chrysobacterium Pantoea Thiobaccillus Talaromyces
Delftia Phyllobacterium Yarowia Trichocladium
Enterobacter Pseudomonas

Fuente: (Holguin Sterling, 2015)




Una de las caracteristicas que permite establecer la posibilidad de que
algunos microorganismos realizan una funcién o actividad sobre cierto tipo de
elementos es que el medio en el que se encuentran tiende a ser de pH bajo, esto se
debe a que los microorganismos producen distintos acidos que ayudan a que los
elementos sean asimilables para las plantas (Gross, et al., 1995). Estos acidos son
conocidos como &cidos organicos, tal es el caso del &cido Glucénico, Citrico, Lactico,
Malico, entre otros, los cuales ademas han encontrado otros usos diferentes en la
actualidad como saborizantes de alimentos, en la industria, polimeros, sintesis de
quimicos, etc. (Matgorzata, et al., 2016). En la Tabla 3, se muestran los distintos

acidos organicos producidos por los microorganismos.

Tabla 3. Principales acidos organicos producidos por microorganismos.

Glucénico Citrico L&ctico
Acético 2-cetoglucénico Butirico

Succinico Glicénico Oxdlico

Malbnico Mélico Fumarico
Adipico Indolacetico Férmico

Fuente: (Paredes & Espinosa, 2010; Pérez, et al., 2012)

La actividad solubilizadora de los microorganismos depende de la limitacion de
fésforo en el medio ya que a poca cantidad de fésforo se libera una enzima conocida
como glucosa deshidrogenasa (GDH), la cual se cree que conduce el proceso de
solubilizacion en bacterias Gram negativas y su actividad aumenta cinco veces con la

limitacion de fésforo (Muleta, et al., 2013).

En las zonas semiaridas de México, existen una gran variedad de plantas de
gran importancia econémica industrial y con un gran potencial de aprovechamiento,
sin embargo estas especies tienen algunos factores limitantes que impiden su
manejo, dentro de los cuales se puede mencionar la disponibilidad de nutrientes. Es
importante mencionar que en estas zonas semiaridas, al ser areas constituidas por
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suelos con un pH alcalino, de poca vegetacién y con climas extremos, el fosforo es
un limitante para la produccion de muchas de estas plantas, entre dichas plantas

importantes se encuentra el guayule (Parthenium argentatum).

El guayule (Parthenium argentatum), es una planta de gran importancia
econdmica ya que es muy reconocida por producir un tipo de latex hipoalergénico, el
cual ha sido utilizado como fuente de energia, como adhesivo para maderas asi
como en la industria para la fabricacion de llantas, cinturones, tuberias de hule, ropa
deportiva, entre muchas aplicaciones mas (Rodriguez, et al., 2011) (CONABIO,
2009). Siendo una planta que crece en pendientes suaves del 5 al 15 % con una
precipitacion de hasta 300 mm anuales y produce del 5 al 17% de hule (Jasso de
Rodriguez, et al., 1993). El estudio sistematico de la microflora presente en la
rizosfera asi como el analisis de la capacidad solubilizadora de los microorganismos
presentes, representa un area de oportunidad que nos permita desarrollar a futuro
sistemas de manejo de estos cultivos a través de la bioinoculacion de MSF y su

efecto sobre el crecimiento y desarrollo de la planta de guayule.

Por todo lo anterior en la presente tesis, se realizé un estudio sistematico
sobre suelos de la rizosfera del guayule de los estados de Durango y San Luis
Potosi, con la finalidad de estudiar la microflora presente asi como la capacidad
solubilizadora de fosforo de las bacterias y hongos presentes en el suelo. Es
importante mencionar que hasta el momento no se tienen registros de estudios

similares a éste, por lo que esta investigacion resulta relevante.
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OBJETIVOS

1.1. Objetivo general.

e Realizar un estudio sistematico que permita el aislamiento de
microorganismos (bacterias y hongos) de la rizosfera de Parthenium
argentatum y evaluar su capacidad para la solubilizacién de fosforo.

1.2. Objetivos especificos.

e Colectar, aislar, reproducir y purificar los MSF provenientes del suelo de la
rizosfera del guayule.
e Evaluar los parametros de indice de solubilizacion (1.S.) y eficiencia relativa de

solubilizacion (ERS) de los MSF aislados y purificados.

HIPOTESIS

= HO= p>F, no existen microorganismos con capacidad solubilizadora de fésforo
en la rizosfera del guayule.

= Ha= p<F, existen microorganismos con capacidad solubilizadora de fosforo en
la rizosfera del guayule.
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MATERIALES Y METODOS

1.1. Localizacién geogréficay muestreo edéaficos del suelo.

Se localizaron 2 sitios de muestreo en el estado de Durango en la zona de
Mapimi con coordenadas 25°49'7.97"N, 103°50'54.44"0 vy, otros 2 sitios en el estado
de San Luis Potosi, en el municipio de Vanegas con coordenadas 23°49'23.75"N,
100°55'21.71"0O tal como se puede apreciar en los mapas de la Figura 1. De la
rizosfera del guayule se recolectaron muestras de suelo a una profundidad de 10 cm,
fueron depositados en botes de plastico con capacidad de (1 Lt) y fueron trasladadas
al Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) donde fueron cribadas por un
tamiz de 2mm de diametro para homogenizar todas las muestras. En la tabla 4 se
muestran las caracteristicas fisicas del suelo.

Figura 1. Ubicacion de puntos de muestreo.
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1.2. Puesta a punto de los medios de cultivo para el aislamiento de
microorganismos a partir de la rizosfera del guayule.

Debido a la poca o nula informacién al respecto del aislamiento de MSF en
ambientes desérticos, este trabajo se inicié con la exploracion de medios de cultivo
con la finalidad de obtener el mejor medio para el aislamiento de los MSF de las
muestras a partir de la rizosfera del guayule. Después de una busqueda en la
bibliografia de estudios similares, se tomé la decision de iniciar con medio NBRIP
adicionado con fosfato tricalcico (3Cas (POa4)?) (Restrepo, et al., 2015); se le agregé
azul de bromofenol como un colorante indicador; Se ajust6 el pH del medio a 7.0 con
ayuda de un potenciometro Orion Star Alll Thermo Scietific (Figura 2) y fue
esterilizado en un autoclave semiautomatica modelo MCA Novatech (Figura 3) a
121°C x 20 min. Al termino del proceso de esterilizacion se vacio el medio en cajas
Petri de plastico dentro de una cabina de flujo laminar de la marca CHCbiolus (Figura
4) previamente esterilizada con alcohol etilico al 70% y rayos UV por 5 min, donde se

dejaron reposar las cajas hasta que el medio se solidifico.

Figura 2. Potenciémetro Orion Star Alll Thermo Scietific.
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Figura 3. Autoclave semiautomética MCA novatech.

Figura 4. Cabina de flujo laminar CHCbiolus.

Tabla 4. Caracteristicas fisicas del suelo muestreado.

Lugar de Coordenadas Textura pH Tipo de suelo
muestra
Mapimi, Durango. 25°49'7.97"N Franco Arenoso 8.6 Calcisol
103°50'54.44"0
Vanegas, SLP. 23°49'23.75"N Franco Arenoso 8.4 Calcisol
100°55'21.71"0

1.3. Inoculacién de muestras in vitro.

Como ensayo preliminar se realizaron 6 diluciones (10! hasta 10°) con las
muestras de suelos, donde fueron sembrados bajo el método por estrias, haciendo 2

repeticiones por dilucién; paralelamente se hizo otra prueba donde, se vacio 1 gr de
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suelo de cada muestra, la cual se dispersd por toda la caja como si de un salero se
tratara; se etiquetaron las muestras (Tabla 5) y se metieron en una incubadora marca
Thelco precision (Figura 5) por 4 dias con una temperatura de 28°C. Al término de
este periodo se procedié al aislamiento de aquellos microorganismos que formaban

un halo transparente, el cual indicaba su efecto solubilizador sobre el fésforo.

Figura 5. Incubadora marca Thelco precision.

Para el aislamiento o purificacion de estos microorganismos se hicieron bajo el
método por estrias en cajas Petri. Para ello, las placas se mantuvieron en la
incubadora por un periodo de 5 dias a 28°C. Este periodo se definié para comprobar

gue fueron completamente aisladas y no se contaminaran de otros microorganismos.

Tabla 5. Etiquetas de aislamientos de muestras.

Lugar de procedencia Etiqueta

Durango Dgo S-3
Dgo S-4

San Luis Potosi SLP S-5
SLP S-6
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Una vez aislados los microorganismos se conservaron dos muestras de cada
uno siguiendo el método modificado con glicerol al 80% (Arencibia, et al., 2008) y
otras dos muestras fueron liofilizadas y selladas aplicando vacio. Ya conservados, se
les asign6 una nueva etiqueta de identificacién con las cuales se trabajarian siendo
en caso de hongos etiquetados con la sigla H y el numero en forma ascendente
empezando por el 1, en el caso de bacterias con la sigla B y de igual forma
empezando por el 1 de manera ascendente. En el anexo 1 se observa como

guedaron finalmente etiquetadas las muestras.

1.4. Crecimiento de bacterias

Las bacterias purificadas previamente y almacenadas a una temperatura de -
80°C, se propagaron en medio LB liquido por 24 hrs a una temperatura de 28°C; al
cumplir el plazo, con ayuda de una micro pipeta, se agregd 1 ml de muestra en un
matraz de 250 ml con 10 ml de LB liquido previamente esterilizado, se pasaron las
muestras a una incubadora shaker New Brunswick Scientific (

Figura 6).

Figura 6. Incubadora Shaker New Brunswick Sbientific.
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Al termino de 6 hrs se hicieron diluciones de 1:10 logrando hacer de 10?, 102,
103 hasta 10%°, de las cuales se trabajé con 4 diluciones que fueron la 10°, 103, 108y
10%° y cada una con su respectiva repeticion obteniendo un total de 8 muestras por
bacteria; asi mismo, las placas de NBRIP con las que se trabajo se dividieron en 3
partes (Figura 8). Las cuales se les midi6 los halos cada 24 hrs hasta 72 hrs con
ayuda del programa Image Lab y un equipo especial llamado Bio-pad Gel Doc EZ
Imager (Figura 9) (en el cual se midi6é el area que ocupa la bacteria y el area que

ocupaba el halo de solubilizacion, en caso de presentarlo.

Figura 7. Divisién de cajas.
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Figura 8. Equipo Bio-pad Gel Doc EZ Imager

1.5. Esporas/ml de hongos.

En el caso de los hongos, se eligieron 4 hongos (H2, H6, H9 y H10) los cuales
presentaban halos de solubilizacion. Se resembraron en placas con medio Agar
Dextrosa y Papa (PDA ) y se dejaron incubar por 8 dias a 28°C hasta que los hongos
esporularan para posteriormente hacer un proceso de filtrado, humedeciendo el
medio con solucion fisiolégica al 0.85% y raspando la superficie con una espatula,
vaciando el sobrenadante en un matraz de 250 ml y sometido a agitacion por 30 min;
al terminar el periodo se paso6 la muestra por un embudo de vidrio con algodén

estéril, depositdndose en un matraz de 250 ml previamente esterilizado.

Para determinar el nimero de esporas/ml se realiz6 con una camara de
Neubauer (Figura 9), agregando con una micro pipeta 20ul por las orillas de la

camara y se hizo un conteo de las esporas que entraban en los cuadrantes 1y 4.
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Figura 9. Camara de Neubauer.

En caso de que la cantidad de esporas fuera muy grande, se realizaron
diluciones 1:10, hasta tener una cantidad de esporas contables por cuadrante y con
ayuda de la siguiente formula se determind cuantas esporas/ml habia y cuantos ml
se requerian para trabajar por muestra que tuvieran 10 000 esporas/ml, 50 000
esporas/ml y en unos casos (como el H2 y H9) de 100 000 esporas/ml (tabla 6). En el
caso de los hongos 6 y 10, no se trabajo con concentraciones mayores a 50 000
esporas/ml, debido a que a estas concentraciones su manejo era imposible para su

inoculacion.

Férmula para determinar las esporas/ml:

., N°esporasx10,000xdilucion
Concentracion:

N° de cuadros contados
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Tabla 6. Concentracion de esporas/ml y concentracion a utilizar.

Hongo [ ] total esporas/ml [ ] deseada ml a usar
2 437 500 10 000 0.007
50 000 0.035
100 000 0.070
6 953 125 10 000 0.010
50 000 0.052
9 2’343 750 10 000 0.004
50 000 0.021
100 000 0.043
10 750 000 10 000 0.013
50 000 0.066

Una vez obtenidas las concentraciones, se depositaron con una micro pipeta
dentro de cajas petri con medio NBRIP divididas en 3 espacios iguales, las cuales se
pusieron a incubar a 28°C, donde cada 24 hrs hasta 120 hrs se media el volumen de
la colonia del hongo y del volumen del halo en caso de presentarlo esto con ayuda

del mismo equipo.

1.6. Determinacion del indice de solubilizacién y eficiencia relativa de
solubilizacion de fosforo por Bacterias.

Para el establecimiento del indice de solubilizacion se utilizo la formula A+B/A
(A: diametro de la colonia; B: diametro del halo) (Kumar & Narula, 1999; Lara, et al.,
2011) para determinar el indice de solubilizacion (IS), a las 24, 48 y 72 hr, siendo
este un parametro cualitativo para evaluar la capacidad de solubilizacién de las

bacterias.

Mientras que para la eficiencia relativa de solubilizacién (ERS) se utilizo la
formula (A/B)*100 (donde A= didmetro de halo; B= diametro de bacteria)

(Ponmurugan & Gopi, 2006).
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1.7. Determinacién del indice de solubilizacién y eficiencia relativa de
solubilizacion de fosforo por Hongos.

Para el indice de solubilizacion en hongos, se utilizé la misma férmula
empleada para las bacterias la cual es A+B/A (A: diametro de la colonia; B: diametro
del halo) (Kumar & Narula, 1999; Lara, et al., 2011), a las 24, 48, 72y 120 hr.

Para la determinacion de eficiencia relativa de solubilizacion (ERS) se calculo

con la formula (A/B)*100 donde A= diametro del halo y B= diametro del hongo (Vera,
et al., 2002; Hernandez-Leal, et al., 2011).
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1.8. Anélisis estadistico.

1.8.1. Bacterias
Para el andlisis estadistico de bacterias, el disefio utilizado, para todas las

variables, fue factorial de 7x4 en bloques. Donde el factor A es la bacteria
(BACTERIA) con 7 niveles (B1, B2, B3, B4, B5, B6 y B7) y el factor B es cada una de
las diluciones (DILUCIONES) con 4 niveles, donde 10°= 1; 10%= 3, 10%= 6 y 10'°=10.
Lo que genera 28 tratamientos o interacciones.

1. B1-1 15.B4-6
2. B1-3 16.B4-10
3. B1-6 17.B5-1
4. B1-10 18.B5-3
5. B2-1 19.B5-6
6. B2-3 20.B5-10
7. B2-6 21.B6-1
8. B2-10 22.B6-3
9. B3-1 23.B6-6
10.B3-3 24.B6-10
11.B3-6 25.B7-1
12.B3-10 26.B7-3
13.B4-1 27.B7-6
14.B4-3 28.B-10

Asi mismo, se utiliz6 el método estadistico LSD de Fisher con un 95% de indice

de confianza para las variables I.S. y ERS.

1.8.1. Hongos

En el caso de los hongos para el anadlisis estadistico, el disefio utilizado, para
todas las variables, fue factorial de 4x3 en bloques. Donde el factor A es el hongo
(Hongo) con 4 niveles (H2, H6, H9 y H10) y el factor B es cada una de las
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concentraciones (Concentracién) con 3 niveles (10 000 esporas/ml, 50 000
esporas/ml). Lo que genera 12 tratamientos o interacciones.

1. H2-10 000 esporas/ml 7. H9-10 000 esporas/ml

2. H2-50 000 esporas/ml 8. H9-50 000 esporas/ml

3. H2-100 000 esporas/mi 9. H9-100 000 esporas/ml
4. H6-10 000 esporas/ml 10.H10-10 000 esporas/ml
5. H6-50 000 esporas/mi 11.H10-50 000 esporas/ml
6. H6-100 000 esporas/ml 12.H10-100 000 esporas/ml

Donde de igual manera, se utilizo el método estadistico LSD de Fisher con un
95% de indice de confianza para las variables |.S. y ERS.

Se analizaron los datos de 1.S. y ERS a las 24 hrs, 48 hrs y 72 hrs en bacterias
donde se utilizaron (de manera representativa los datos obtenidos a las 72 hrs). Para
los hongos se analizaron los datos de 48 hrs, 72 hrs y 120 hrs en los hongos

(mostrandose de manera representativa los datos de 120 hrs para I.S. y ERS).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.1. Aislamientos de microorganismos.

De las pruebas realizadas, de la primera etapa de asilamiento se observo que
a partir de la dilucién 103, el crecimiento era muy poco o nulo, mientras que en la
prueba donde se vacio el suelo directo, se obtuvieron buenos resultados en relacion
al crecimiento de los microorganismos y por lo tanto se utilizé el segundo método de

siembra para continuar con los estudios.

En total se lograron aislar 10 hongos y 5 bacterias del suelo muestreado de
San Luis Potosi y 4 hongos y 2 bacterias del suelo muestreado en Durango. De esta
cantidad en total solo 11 presentaron accion solubilizadora, mostrando esta

caracteristica 4 hongos y 7 bacterias aisladas.

La cantidad de MSF (hongos y bacterias) encontrados por un estudio
realizado por Delgado, et al., (2014) en suelos de climas aridos fue de 11 a
comparacion de un estudio realizado por Pérez, et al (2007), en suelos con climas
tropicales donde se llegaron a aislar hasta 130 MSF, donde fueron seleccionados por
haber mostrado la formacién de halo que esta asociado a la hidrolisis del fosfato
tricalcico (TCP) (Naik, et al.,, 2008; Ahmad, et al., 2008). Estos estudios se
mencionan para recalcar que de manera general en suelos aridos la cantidad de
MSF encontrados es menor comparada con la cantidad de MSF encontrados en

suelos tropicales.
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1.2. Bacterias aisladas.

1.2.1. indice de solubilizacion de fésforo en bacterias (I.S.).

En la Grafica 1-A, y tabla 7, se puede observar, que para la dilucién (10°) las
bacterias no presentaron indice de solubilizacion (I.S.), exceptuando las bacterias 6 y
7 con valores de 2.2 y 2.3 respectivamente; en la dilucién (10%), de igual manera las
bacterias 6 y 7 fueron las Unicas que tuvieron indice de solubilizacién (1.5 y 2.2
respectivamente); sin embargo, para las diluciones 10° y 10%, las bacterias que
Unicamente presentaron |.S. fueron solamente las bacterias 2 y 3 con valores

maximos de 2.3y 1.4 respectivamente.

Con los resultados mencionados anteriormente posiblemente el tiempo
transcurrido de incubacion es determinante para usar el fésforo como fuente de
produccion de enzimas y crecimiento de bacterias (excepto para algunas bacterias,
principalmente la bacteria 7). Ya que como se sabe el P es un macronutriente
esencial para el crecimiento bacteriano y cuando existe la suficiente cantidad de
fésforo para dicho crecimiento, las bacterias no realizan ninguna actividad
solubilizadora de fésforo, sin embargo, cuando las bacterias requieren fosforo para el
desarrollo de enzimas y crecimiento, estas pueden solubilizar el fosforo insoluble

produciendo acidos organicos principalmente (Chen, et al., 2016).

Al término de las 48 hrs de incubacion (Grafica 1-B), todas las bacterias
presentaron halos de hidrolisis en las diluciones mayores (10° y 10%°), sin embargo,
la bacteria 7 fue la que presentd un mayor indice de solubilizacion de hasta 2.6 en la

dilucién 100°.

Transcurridas las 72 hrs, (Grafica 1-C) todas las bacterias (B1, B2, B3, B4, B5,
B6, B7) en todas sus diluciones (10°, 103, 108, 109 presentaron halos de hidrolisis
del fosfato tricalcico, aunque es de recalcar que nuevamente la bacteria 7 supera a

las demas bacterias, llegando a tener un indice de solubilizacién de hasta a 3.5.
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Con los resultados obtenidos en la grafica 1-C, se podria asumir que las
bacterias dependen para su crecimiento de diversos factores entre los que se
pueden mencionar la temperatura, pH y densidad celular (poblacion bacteriana) etc.,
ya que como se observa a las 72 hrs para todas las diluciones y todas las bacterias
se presenta un indice de solubilizacion. Esto posiblemente se debe a la competencia
gue se desarrolla entre las bacterias al final de su crecimiento exponencial (lafiez,
1998), en este caso se presume sea a las 72 hrs. Por otra parte lafiez (1998)
menciona que mientras la colonia va creciendo, esta va sintetizando y excretando al

medio un péptido llamado factor activador de la competencia (FAC).
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Tabla 7. Datos de medias de indice de solubilizaciéon en bacterias.

Bacteria | Dilucién Media de indice de solubilizacién (mm)
24 hrs 48 hrs 72 hrs
7 0 2.34 2.56 3.51
3 2.22 2.41 3.52
6 1.00 2.43 3.35
10 1.00 2.33 3.11
6 0 2.27 2.40 2.84
3 1.58 2.38 2.83
6 1.00 2.37 2.86
10 1.00 2.35 2.99
S 0 1.00 1.00 2.71
3 1.00 1.00 2.72
6 1.00 2.28 2.71
10 1.00 2.38 2.79
4 0 1.00 1.00 2.66
3 1.00 1.00 2.63
6 1.00 2.36 2.88
10 1.00 2.36 2.91
3 0 1.00 1.00 2.72
3 1.00 2.29 2.81
6 1.19 2.45 2.96
10 1.39 2.35 2.85
2 0 1.00 1.00 2.68
3 1.00 1.00 2.88
6 2.32 2.39 2.95
10 2.23 2.38 3.13
1 0 1.00 1.00 2.73
3 1.00 1.00 2.94
6 1.00 2.32 3.02
10 1.00 2.31 3.00

*Tabla con datos de medias de derivaciones estandar obtenidas del analisis estadistico por el metodo de Fisher de los indices de
solubilizacidn. En rojo se presentan los indices mas altos obtenidos para 24 hr, 48 hry 72 hr.

Por otra parte, es de resaltar que las bacterias 6 y 7 tienen un indice de
solubilizacion destacable desde las 24 hrs de incubacion, sin embargo, la bacteria 7
tuvo valores de hasta 3.5 a las 72 hrs de crecimiento (Grafica 1-C). Estos resultados

concuerdan con lo reportado por (1, 2, 3), quienes reportan indices de solubilizacion
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gue van desde 2 en Azootobacter sp., 3.6 de una bacteria de un cultivo de arroz y 4.1

en Pseudomonas sp.

1.2.2. Eficiencia relativa de solubilizacion en bacterias (ERS).

En la grafica 2, tabla 8, se puede observar que a partir de las 24 hrs de
incubacion la mayoria de las bacterias evaluadas no presentaron ninguna ERS sin
embargo, la bacteria 7 fue la que tuvo la mayor ERS con un valor de 134.17%
(dilucién10°) aunque a partir de las de 48 hrs todas las bacterias en algunas
diluciones presentaron ERS, la bacteria 7 se mantuvo con el mayor valor de 156.26%
(diluciéon10°). Cabe destacar que la ERS a las 72 hr. se presentd en todas las
bacterias y en todas las diluciones sin embargo, la bacteria 7 se mantuvo con la
mayor ERS alcanzando valores de hasta 252.07% (3 dias de incubacion). Estos
resultados son mayores a los reportados por (Shekar, 2006), quien obtuvé un valor
maximo de ERS de 121.6% en Pseudomonas sp., durante 14 dias de incubacion. Por
otra parte Ponmurugan & Gopi (2006) reportaron una ERS de 75% a 7 dias de
incubacion. Finalmente Delgado et al (2014) obtuvieron 80% a los tres dias de

incubacion.

Como se puede observar los resultados obtenidos en este ensayo
experimental muestran una Eficiencia Relativa de Solubillizacion (ERS) mucho mayor
a las obtenidas por otros invetigadores, ademas recalacar que los microorganismos
evaluados en este trabajo provienen de suelos aridos del desierto chihuahuense, de
los cuales se tiene poca o nula investigacion. Es importante mencionar que la ERS
se puede ver afectada por diferentes factores como lo son los nutrientes, pH,
humedad, materia organica y actividades relacionadas con las enzimas del suelo
(Ponmurugan & Gopi, 2006).
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Tabla 8. Datos de medias de eficiencia relativa de solubilizacion.

Bacteria | Dilucién Eficiencia relativa de solubilizacion (%)
24 hrs 48 hrs 72 hrs
7 1 134.17 156.26 251.64
3 122.25 141.22 252.07
6 0.00 143.10 235.22
10 0.00 133.28 211.19
6 0 127.34 149.63 184.27
3 58.45 138.94 183.32
6 0.00 137.29 186.28
10 0.00 135.99 199.43
5 0 0.00 0.00 171.61
3 0.00 0.00 172.58
6 0.00 128.25 171.42
10 0.00 129.40 179.84
4 0 0.00 0.00 166.62
3 0.00 0.00 163.35
6 0.00 136.82 188.97
10 0.00 136.52 191.73
3 0 0.00 0.00 172.51
3 0.00 129.61 181.61
6 19.03 145.15 196.87
10 39.79 135.61 185.89
2 0 0.00 0.00 168.72
3 0.00 0.00 188.33
6 132.80 139.71 195.64
10 123.80 138.85 213.15
1 0 0.00 0.00 173.56
3 0.00 0.00 194.73
6 0.00 132.43 202.10
10 0.00 131.57 200.13

*Tabla con datos de medias de derivaciones estandar obtenidas del analisis estadistico por el metodo de Fisher para las
eficiencias de solubilizacién en bacterias. En rojo se presentan los indices mas altos obtenidos para 24 hr, 48 hry 72 hr.
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1.2.3. Analisis estadistico del I.S. de las bacterias aisladas.

Andlisis de Varianza para indice de solubilizacidén (I.S.)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F p>F
Bacteria (Diluciones) 24 8.2513 0.34381 23.87 0.000

Error 140 2.0161 0.01440

Total 167 10.7423

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.120002 81.23% 77.61% 72.97%

El analisis estadistico demuestra que existen diferencias altamente

significativas entre la bacteria 7 con respecto a las demas bacterias para la variable

I.S. esto se puede corroborar con la prueba de Fisher que se muestra a continuacion.

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Bacteria (Diluciones) N Media Agrupacidén

7(3) 6 3.52075 A

7(1) 6 3.51648 A

7(6) 6 3.35221 B

2(10) 6 3.13154 C

7(10) 6 3.11191 C D

1(6) 6 3.02102 C D E

1(10) 6 3.00135 C D E F

6(10) 6 2.99439 D E F G

3(6) 6 2.96872 E F G H

2(6) 6 2.95642 E F G H I

1(3) 6 2.94734 E F G H I J

4(10) 6 2.91736 E F G H I J K

4(6) 6 2.88976 E F G H I J K

2(3) 6 2.88133 F G H I J K

6(6) 6 2.86285 G H I J K L
3(10) 6 2.85897 H I J K L
6(1) 6 2.84278 H I J K L M
6(3) 6 2.83327 I J K L M
3(3) 6 2.81618 J K L M
5(10) 6 2.79845 K L M
1(1) 6 2.73565 L M
5(3) 6 2.72580 M
3(1) 6 2.72511 M
5(1) 6 2.71615 M
5(6) 6 2.71426 M
2(1) 6 2.68726

4(1) 6 2.66624

4 (3) 6 2.63350

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Zzzz=2222

OO0 O0OO0OO0O0OO0OO0
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1.2.4. Analisis estadistico de la ERS de las bacterias aisladas.

Andlisis de Varianza para Eficiencia Relativa de Solubilizacidén (ERS)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F p>F
Bacteria (Diluciones) 24 82513 3438.1 23.87 0.000
Error 140 20161 144.0

Total 167 107423

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
12.0002 81.23% 77.61% 72.97%

El analisis estadistico muestra nuevamente, tener diferencias altamente
significativas entre la bacteria 7 con respecto a las demas bacterias para la
variable ERS esto se puede corroborar con la prueba de Fisher que se muestra a

continuacion.

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Bacteria (Diluciones) N Media Agrupacidn

7(3) 6 252.075 A

7(1) 6 251.648 A

7(6) 6 235.221 B

2(10) 6 213.154 C

7(10) 6 211.191 C D

1(6) 6 202.102 C D E

1(10) 6 200.135 C D E F

6(10) 6 199.439 D E F G

3(6) 6 196.872 E F G H

2(6) 6 195.642 E F G H

1(3) 6 194.734 E F G H I

4(10) 6 191.736 E F G H I J

4(6) 6 188.976 E F G H I J

2(3) 6 188.133 F G H I J

6(6) 6 186.285 G H I J K

3(10) 6 185.897 G H I J K L

6(1) 6 184.278 H I J K L M

6(3) 6 183.327 H I J K L M

3(3) 6 181.618 I J K L M N
5(10) 6 179.845 J K L M N O
1(1) 6 173.565 K L M N O P
5(3) 6 172.580 L M N O P
3(1) 6 172.511 L M N O P
5(1) 6 171.615 M N O P
5(6) 6 171.426 M N O P
2(1) 6 168.726 N O P
4(1) 6 166.624 O P
4 (3) 6 163.350 P

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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En las figuras 11, 12 y 13 se muestra el crecimiento de la bacteria 6 a 24 hrs,
48 hrs'y 72 hrs respectivamente. En el anexo 2 se pueden ver el crecimiento de cada
una de las bacterias.

Figura 10. Bacteria 6 con 24 hr de incubacion: A) diluciéon 10° B) dilucién 10%; C) dilucion
10°%; D) dilucién 10%.

Q)

Figura 11. Bacteria 6 con 48 hr de incubacion: A) dilucion 10° B) dilucién 10%; C) dilucion
10%; D) dilucién 10%.
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Figura 12. Bacteria 6 con 72 hr de incubacion: A) dilucién 10°; B) dilucién 103; diluciéon 1065;
D) dilucion 10%°.

1.3. Hongos aislados

1.3.1. indice de solubilizacion de fosfatos en hongos (1.S.).

Para el caso de los hongos, es importante mencionar que a las 24 hrs de
incubacion ninguna cepa evaluada presento ERS. En la gréfica 3, tabla 9, se puede
observar que en el indice de solubilizacion a las 48 hrs se resalta que las cepas 2y 9
presentaron los indices de solubilizacion mayores conforme se incremento la
concentracion de esporas, contrario a lo que muetran las cepas 6 y 10 las cuales
presentaron los mayores 1.S. conforme decrece la concentracion de esporas en el

medio de crecimiento.
A las 72 hrs la cepa 10 fue la unica que cambio su comportamiento

presentando incluso el mayor I.S. (2.47) con una mayor concentracion de esporas/ml,

en comparacion de las demas cepas evaluadas.
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Finalmente a las 120 hrs de incubacion nuevamente la cepa 10 cambia su
comportamiento, presentando ahora el mayor I.S. con 2.76 con respecto a las demas
cepas pero en este caso particular a la menor concentracién evaluada de 10000
esporas/ml. Con estos resultados obtenidos en el presente ensayo se podria inferir
gue el tiempo es un factor clave del 1.S., ya que en este estudio se obtuvo un I.S. de
hasta 2.7 en 5 dias comparado con lo reportado por Rashid et al,. (2004) donde
mencionan que a los 7 dias de incubacién se obtuvieron IS de 2.8 y 2.7 en hongos
como el Aspergillus sp y Penicillium sp respectivamente. Por otra parte Pulido & Nifio
(2015) y Lara, et al., (2011) mencionan que la capacidad solubilizadora de los
hongos esta relacionada con la especie de la cepa y la relacion que existe entre el
tamafo del micelio con la actividad solubilizadora. Lo que podria explicar el
comportamiento observado con respecto al tiempo-cepa-concentracion de las cepas

evaluadas en el presente estudio.
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Grafica 3. Indice de solubilizacion de hongos (2, 6, 9 y 10) y
concentraciones (10 000, 50 000 y 100 000) donde A) 48 hrs de
incubacién; B) 72 hrs de incubacion y; C) 120 hrs de incubacion.
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Tabla 9. Datos de media de indices de solubilizacion.

Hongo Esporas/ml | indice de solubilizacion (mm)
48 hrs 72 hrs 120 hrs
10 10 000 1.55 2.23 2.76
50 000 1.39 2.47 2.45
9 10 000 1.68 2.28 2.62
50 000 1.96 2.30 2.52
100 000 2.03 2.37 2.58
6 10 000 2.14 2.10 1.67
50 000 1.93 1.65 1.47
2 10 000 1.83 2.23 2.41
50 000 2.01 2.30 2.37
100 000 2.45 2.35 2.58

*Tabla con datos de medias de derivaciones estandar obtenidas del analisis estadistico por el metodo de Fisher
de indices de solubilizaciéon en hongos. En rojo se presentan los indices mas altos obtenidos para 48 hr, 72 hr y
120 hr.

1.3.2. Eficiencia relativa de solubilizacién de fosfatos en hongos (ERS).

Se puede observar que para el ERS los valores obtenidos son similares a los
obtenidos en el I.S. donde a las 48 hrs de incubacion observando en la grafica 4,
tabla 10, que el H2 comparado con las demas cepas present6 el valor maximo de
ERS de 145.87%.

Por el contrario, a las 72 hrs y 120 hrs el H10 es la cepa con mayor ERS
obteniendo valores de 147.05% en la concentracion de 50000 esporas/ml y 176.16%
con una concentracion de 10000 esporas/ml, respectivamente. Por su parte, Pulido &
Nifio (2015) reportaron valores de hasta 406.9% en hongos obtenidos a partir de la
rizosfera de un cultivo de banano; estos datos son muy similares a los obtenidos por
Hernandez, et al (2011) quien reporto ERS de 305% en Paecilomyces lilacinus.
Mientras que para el hongo Penicilium sp, a partir de la rizosfera del cacahuate en un
estudio realizado por Gomez & Zabala (2001) obtuvieron ERS de 104.9% y 119.5%;
por el contrario en un estudio realizado por Useche, et al (2004) utilizando la misma
cepa pero en tres suelos del amazonas mencionaron ERS de 300% hasta 420%.
Posada, et al., (2013) y Pulido & Nifio (2015) mostraron ERS de 208% y 202.5%
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respectivamente en el hongo Fusarium sp. En cepas colectadas en suelos de cultivo
de café, resaltar que estas ERS se presentaron con periodos de incubacion mayores
a 10 dias. Lo que concuerda con lo mencionado por Banik & Dey (1983), donde
mencionan que la cantidad de fosforo solubilizado aumenta tras la esporulacion de
los hongos (mayor periodo transcurrido de tiempo), ya que este proceso demanda
mas fésforo para llevarse a cabo. Ademas cabe destacar que los datos reportados en
la bibliografia anteriormente mencionada fueron realizados con suelos extraidos de
cultivos intensivos tradicionales en climas tropicales o subtropicales; resaltando
entonces que las ERS obtenidas (145.87% y 176.16%) de los hongos evaluados en
este estudio son eficiencias relativamente altas si se toma en cuenta que se trabajo

con suelos obtenidos de vegetacion silvestre en ambientes deseérticos.
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Tabla 10. Datos de media de eficiencia relativa de solubilizacion.

Hongo Esporas/ml | Eficiencia relativa de solubilizacién (%)
48 hr 72 hr 120 hr
10 10 000 55.11 123.18 176.16
50 000 39.36 147.05 145.05
9 10 000 68.67 128.87 162.14
50 000 96.27 136.25 152.59
100 000 103.44 137.37 148.97
6 10 000 114.23 110.86 67.97
50 000 93.35 65.71 37.56
2 10 000 83.59 123.93 141.76
50 000 101.83 130.76 137.87
100 000 145.87 135.81 158.32

*Tabla con datos de medias de derivaciones estandar obtenidas del analisis estadistico por el metodo de Fisher con los datos
de eficiencias de solubilizacion en hongos. En rojo se presentan los indices mas altos obtenidos para 48 hr, 24 hr y 120 hr.

An&lisis de Varianza para indice de solubilizacidén

Fuente

Hongo (Esporas/ml)

Error
Total

Resumen del modelo

S
0.130863

R-cuad.

91.69%

GL SC Ajust. MC Ajust.
7 8.5486 1.22122
50 0.8563 0.01713
59 10.3097
R-cuad. R-cuad.
(ajustado) (pred)
90.20% 88.04%

Valor F
71.31

1.3.3. Analisis de varianza para |.S. en hongos.

p>F
0.000

El andlisis estadistico muestra que se tienen diferencias significativas donde la
cepa 6 es muy diferente en comparacion a las demas cepas. Esto se corrobora con

el método de Fisher.

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Hongo (Esporas/ml)

10(10000)
9(10000)
2(100000)
9(50000)
9(100000)
10(50000)
2(10000)
2(50000)
6(10000)
6(50000)

N
6
6
6
6
6
6
6
6
6

6

Media
.76126 A
.62146 A
.58321
.52599
.48970
.45059
.41769
.37845
.67972
.47568

FNDNDNDDNDNDNDDNDN

=

Agrupacién

0w ww
Q00
lolvivEvlw]

E

F

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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1.3.4. Andlisis de varianza para ERS en hongos.

Andlisis de Varianza para Eficiencia Relativa de solubilizacidén (ERS)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F p>F
Hongo (Esporas/ml) 7 85486 12212.2 71.31 0.000

Error 50 8563 171.3

Total 59 103097

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
13.0863 91.69% 90.20% 88.04%

El andlisis demuestra que existen diferencias significativas en la ERS entre
hongos. Esto se corrobora con el método de Fisher. Donde el H6, vuelve a tener

valores muy diferentes con respecto a las demas cepas.

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Hongo (Esporas/ml) N Media Agrupacién
10(10000) 6 176.126 A

9(10000) 6 162.146 A B
2(100000) 6 158.321 B C
9(50000) 6 152.599 B C D
9(100000) 6 148.970 B C D
10(50000) 6 145.059 C D
2(10000) 6 141.769 D

2 (50000) 6 137.845 D
6(10000) 6 67.972 E
6(50000) 6 47.568 F

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.
En la figuras 14 se muestra el crecimiento del H10 a 48 hrs, 72 hrs y

120 hrs respectivamente. En el anexo 3 se pueden ver el crecimiento de cada uno de
los hongos.
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Figura 13. Muestras in vitro del hongo 10 con 10 000 esp/oras/mI.A) Hongo con 24 hr de
incubacién; B) 48 hr de incubacién; C) 72 hr de incubacién; D) 120 hr de incubacion.
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CONCLUSIONES

Con este estudio se puede concluir que la bacteria 7 presento los valores mas
altos en los pardmetros evaluados (I.S. y ERS).

La cepa 10 para el caso de los hongos resultd ser la mejor dentro de los

parametros evaluados (I.S. y ERS) en comparacion a las demas cepas.

El trabajar con microorganismos obtenidos de suelos en condiciones
semiaridas del norte del pais, representa una oportunidad de aprovechamiento de
este valioso recurso, esto debido a que la gran parte de los fertilizantes elaborados
con MSF, son aislados de ambientes tropicales y suelen ser poco eficientes en

condiciones semiaridas.

Para obtener un mayor conocimiento acerca de los MSF con los cuales se
trabajé, se recomienda realizar un analisis taxondmico para identificar el género y
especie de cada MSF y poder conocer de mejor manera su comportamiento;
ademas, realizar un andlisis de los factores fisicoquimicos (temperatura, humedad,
etc.) y bioquimicos (pH, nutrientes, etc.) que afectan a los MSF para convertir el
fosforo no asimilable a una forma asimilable; asi mismo realizar un analisis detallado
de los mecanismos utilizados por los microorganismos para solubilizar el fésforo
(quelatacion, acidos organicos, intercambio de protones, etc.); y por ultimo, conocer

los efectos de estos MSF sobre diferentes cultivos.
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RESUMEN

El fésforo (P) es un elemento esencial para el desarrollo de las plantas pero en
los suelos al norte del pais con pH alcalino se lixivia facilmente con iones de Ca
formando fosfato tricalcico (3Cas(PO4)?) haciendo el elemento poco soluble para
estas. En este estudio se trabajo con microorganismos extraidos de suelos semi
aridos de los cuales se obtuvieron 7 bacterias y 4 hongos con capacidad
solubilizadora de fosfatos, los cuales convierten el fosforo de forma insoluble a
formas solubles para la planta. En el caso de las bacterias, se realizaron diluciones
de 10%, 102, 10%...10%°, con las que se eligieron las diluciones 10°, 103, 10° y 10%°
para conocer su indice de solubilizacion (1.S.), mostradas en las Grafica 1, en la cual
la bacteria 7 en las diluciones 10° y 102 presento los indices mas altos desde las
primeras 24 hrs hasta las 72 hrs de incubacion, siendo de 2.3 a 3.5, respectivamente;
con los hongos se realizaron pruebas con 10 000 esporas/ml, 50 000 esporas/ml
para todos los hongos y de 100 000 esporas/ml para los hongos 2 y 9 (la cantidad de
ml aplicadas en los H6 y H10, provocaba contaminacion en las demas unidades),
donde el hongo con mayor I.S. fue el H10 manteniéndose de 72 hrs a 120 hrs con
2.5y 2.8 con 50 000 esporas/ml y 10 000 esporas/ml respectivamente. Ademas se
realizo la prueba de Eficiencia Relativa de Solubilizacién de fosfatos (ERS) en las
bacterias, donde la bacteria 7 con dilucién 103 obtuvo una ERS de 252.07% mucho
mayor en comparacion con las demas bacterias; en el caso de los hongos la
eficiencia relativa de solubilizacion (ERS) se obtuvieron resultados a partir de 48 hrs
donde en este caso el H2 obtuvo la mayor ERS con 146% con 100 000 esporas/ml,
pero a partir de 72 hrs a 120 hrs el H10 muestra la mejor ERS con 147% y 176%

con 50 000 esporas/ml y 10 000 esporas/ml respectivamente.

Palabras clave: microorganismos, fésforo, guayule (Parthenium
argentatum) solubilizacion de fésforo, hongos, bacterias, suelos, Indice de
solubilizacion (1S), eficiencia relativa de solubilizacion (ERS).
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ANEXOS

1. Etiquetas de muestras después de ser conservadas.

Lugar Suelo | Total Total de Muestras Nomenclatura | Observaciones
de unidades | conservadas | al conservar
pases
Durango S-3 6 15 2 H5 Procede del
hongo color
rosado de forma
llamativa, tiene
esporas
ovaladas. SAS*.

H13 Hongo color
verde, de
desarrollo lento.
SAS.

S-4 8 33 4 H6 Esporas muy
pequefas con
demasiado
desarrollo de
micelio. CAS*.

H14 Esporas en forma
de ovalada, SAS.

B6 Con fuerte CAS.

B7 Con fuerte CAS.

San Luis S-5 5 27 15 H1 Gran cantidad de

Potosi esporas,
desarrollo rapido.
CAS.

H2 Gran cantidad de
esporas,
desarrollo rapido.
CAS.

H3 Gran cantidad de
esporas,
desarrollo rapido.
CAS.

H4 Posible
alternaria. SAS.

H5 Gran cantidad de
esporas y micelio.
CAS.

H8 Buena cantidad
de esporas. CAS.

H9 CAS.

H10 CAS.

H11 Posible
alternaria. SAS.

H12 Gran cantidad de
esporas y poco
micelio. CAS.

B1 Poca CAS.

B2 Poca CAS.

B3 Poca CAS.

B4 Poca CAS.

B5 Poca CAS.

*CAS= CON CAPACIDAD SOLUBILIZADORA.*SAS= SIN CAPACIDAD SOLUBILIZADORA. H=HONGO. B=BACTERIA.

Nota: el suelo de San Luis Potosi S-6, tuvo hasta la tercera generacién, con 23
unidades, de las cuales ninguna presento el halo indicativo de accion solubilizadora
de fosforo.



2. Diluciones por bacterias cada 24 hr.

*Bacteria 1 con 24 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%°.

A

*Bacteria 1 con 48 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 1 con 72 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucién 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%.

* Bacteria 2 con 24 hr de incubacion; A) dilucion 10° B) dilucion 10%; C) dilucién 10%; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 2 con 48 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%.

*Bacteria 2 con 72 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 3 con 24 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%.

*Bacteria 3 con 48 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 3 con 72 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucién 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%°.

*Bacteria 4 con 24 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 4 con 48 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%°.

*Bacteria 4 con 72 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 5 con 24 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%.

*Bacteria 5 con 48 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 5 con 72 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%°.

*Bacteria 6 con 24 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 6 con 48 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%.

*Bacteria 6 con 72 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 7 con 24 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucion 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%.

*Bacteria 7 con 48 hr de incubacion; A) dilucion 10°; B) dilucion 103; C) dilucién 108; D)
dilucion 10%°.
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*Bacteria 7 con 72 hr de incubacion; A) diluciéon 10°; B) dilucién 10%; C) dilucién 10°; D)
dilucién 10%°.

3. Muestras de hongos cada 24 hr.

*Hongo 2 con 10 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacién; C) 72
hr de incubacion; D) 120 hr de incubacion.
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*Hongo 2 con 50 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacion; C) 72
hr de incubacion; D) 120 hr de incubacion.

*Hongo 2 con 100 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacién; C)
72 hr de incubacién; D) 120 hr de incubacién.
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*Hongo 6 con 10 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacién; B) 48 hr de incubacion; C) 72
hr de incubacion; D) 120 hr de incubacion.

*Hongo 6 con 50 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacién; C) 72
hr de incubacion; D) 120 hr de incubacion.
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*Hongo 9 con 10 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacién; C) 72
hr de incubacion; D) 120 hr de incubacion.

*Hongo 9 con 50 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacion; C) 72
hr de incubacion; D) 120 hr de incubacién.
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*Hongo 9 con 100 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacion; C)
72 hr de incubacion; D) 120 hr de incubacién.

*Hongo 10 con 10 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacién; C)
72 hr de incubacién; D) 120 hr de incubacién.
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*Hongo 10 con 50 000 UFC. A) Hongo con 24 hr de incubacion; B) 48 hr de incubacion; C)
72 hr de incubacion; D) 120 hr de incubacion.
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