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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue aislar bacterias solubilizadoras de fosfatos
(BSF) asociadas a la rizosfera de Chloris submutica, Deschampsia cespitosa,
Chloris virgata, Setaria adhaerens y evaluar su capacidad para solubilizar
fosfatos. Se tomaron muestras de las raices, se maceraron y se realiz6 la siembra
en medio de cultivo NBRIP modificado. Se evalué el potencial solubilizador de
fosfatos, ademas se determind su efecto de inoculacion sobre el crecimiento del
tomatillo (Physalis ixocarpa). Cada una de las cepas tuvo un efecto positivo en al
menos uno de los parametros evaluados. Las cepas Z2 y Z3 aumentaron de
manera significativa (p<0.05) el peso fresco de la planta, con un incremento de
hasta el 140.44% en comparacion con el testigo, lo que reflejo aumentos en la
biomasa. Las cepas Z2, Z3 y Z4 aumentaron el nimero de flores en comparacion
con el control absoluto y tuvieron un incremento hasta del 198.12 %
respectivamente. La cepa Z2 mostro un incremento en el nimero de ramas
seguido de la cepa Z3 y Z4. Los resultados obtenidos en el diametro del tallo no
mostraron diferencias estadisticamente significativas pero numéricamente hubo
un incremento del 26.18% por parte de la cepa Z4 seguido de la cepa Z2 con un
25.45%.

Teniendo en cuenta estos preceptos, para la selecciéon preliminar de bacterias
solubilizadoras de fosfatos, en este trabajo, se recomienda utilizar medio NBRIP
suplementado con diferentes fuentes de fésforo inorganico, en correspondencia
con el tipo de suelo donde éstas se pretendan aplicar como inoculante

microbiano.
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INTRODUCCION

El nitrégeno y el fosforo son dos de los principales nutrientes de las plantas que
se conocen como el elemento clave en la produccion de los cultivos. El fosforo
es el segundo macronutriente mas importante, es un elemento esencial para la
vida; forma parte de la estructura de numerosas moléculas de importancia
metabdlica, genética y es base de un gran numero de compuestos
(Salazar, 2005). En los suelos la disponibilidad del fésforo es esencial para el
crecimiento vegetal porque constituye mas de 0.2 % del peso seco de la planta
(Banerjee et al., 2010).

Los vegetales adquieren el fésforo por sus raices y su disponibilidad en el suelo
depende de varios factores. En general, es un elemento poco accesible debido
al tipo de ciclo biogeoquimico que presenta, en el que los reservorios son rocas
fosfatadas de naturaleza insoluble (Arzuaga et al., 2005). Las formas inorganicas
del fosforo son solubilizadas por un grupo de microorganismos altamente
especializados, de los cuales se destacan las bacterias solubilizadoras de
fosfatos (BSP) (Kaur, 2014). Estas BSP pueden solubilizar el fésforo de fuentes
organicas e inorganicas por la accibn de acidos organicos y enzimas
extracelulares (Chen et al., 2006). Actualmente numerosas BSP de los Géneros
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Aerobacter, Flavobacterium,
Azotobacter, Azospirillum, Enterobacter y Erwinia, entre otras, presentan genes
involucrados en el mecanismo de solubilizacion. Una de las principales formas
de identificar la capacidad solubilizadora de estas bacterias es mediante la
formacion de halos de solubilizacion en los medios de cultivo. Algunas especies
han sido ampliamente probados como biofertilizantes e inoculantes para
aumentar el rendimiento de los cultivos (Karpagam y Nagalakshmi, 2014). Esto
se demostr6 en el estudio realizado por Sanchez et al., (2012) que inocularon
plantas de tomate (Solanum lycopersicum) con las cepas de Pseudomona putida
y Enterobacter sp. en condiciones de invernadero, alcanzando incrementos en
los rendimientos entre el 17% y el 49% Caballero et al., (2007) reportaron que
cepas diazotréficas de Burkholderia, aisladas de la rizosfera y el rizoplano de

tomate, tienen la capacidad de solubilizar fosforo mineral en ensayos in vitro y
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sefalaron a la produccion de acidos organicos como el mecanismo responsable
de esta actividad.

Guang et al., (2008) reportaron una correlacion positiva entre el nimero de
bacterias solubilizadoras de fosfato en la rizosfera y la toma de fosfato y
rendimiento de grano en varios cultivos agricolas. Sin embargo, el incremento de
la contaminacion ambiental especificamente de suelos se debe, en gran medida,
a la aplicacion de fertilizantes sintéticos, que, si bien se utilizan para incrementar
el rendimiento de cosechas en suelos con deficiencias nutricionales, su presencia
tiene efectos residuales como la acumulacion de metales pesados y alto grado
de formacion de compuestos insolubles, principalmente fosfatos tricalcico y
fosfatos de hierro (Orozco, 2006).

Para mitigar esta probleméatica ambiental, una alternativa es el uso de
biofertilizantes a base de bacterias solubilizadoras de fosfatos ya que constituyen
un componente vital para los agroecosistemas, su utilizacion en cultivos de
interés ha proporcionado muchos beneficios econémicos, sociales y ambientales
para los agricultores y productores. Sin embargo el empleo de inoculantes
bacterianos en la agricultura aun es limitado (Berc et al.,, 2004; Christy y
Ramalingam, 2005).

Conocer y reproducir las bacterias con actividad fosfato solubilizadora presente
en los zacates representa ventajas, dado que es un recurso propio de la regién,
al igual que representan un medio econ6micamente atractivo y aceptable por la
reduccion de los costos de produccion. Esto refuerza la necesidad de trabajar
con cepas enddfitas asociadas a las raices de pastos como una alternativa
bioldgica para su uso potencial a mediano plazo como fuente de biofertilizante y

promover una agricultura sostenible.



HIPOTESIS

Al menos una bacteria aislada de raices de pastos (Poaceas) solubilizard
compuestos de fosforo inorganico y potenciara el crecimiento y desarrollo del

cultivo de tomatillo verde.

OBJETIVO GENERAL

Aislar bacterias solubilizadoras de fosfatos a partir de la rizésfera de pastos, y
evaluar su efecto por inoculacion en el crecimiento de plantas de tomatillo en

condiciones de invernadero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar bacterias solubilizadoras de fosfatos a partir de la rizosfera de
pastos.

e Caracterizar morfologicamente las bacterias solubilizadoras de fosfatos
seleccionadas.

e Evaluar en condiciones de invernadero el efecto de la inoculacién de
bacterias que demostraron mayor capacidad solubilizadora, en el cultivo

de tomatillo (Physalis ixocarpa), mediante pardmetros agronomicos.



REVISION DE LITERATURA
El presente de la agricultura

En la actualidad del area total del planeta (510 072 000 km2), el 71% corresponde
a la parte acuatica y un 29% a la parte terrestre, y soélo el 13% esta destinado a
la produccion agricola. En los udltimos afios, la tasa de crecimiento de la
produccion agricola ha disminuido, por lo cual el objetivo de esta, es lograr altos
rendimientos por unidad de superficie buscando satisfacer la creciente demanda
de alimentos, sin considerar la sostenibilidad de la produccién (viabilidad técnica,

rentabilidad econdmica y contaminacion).

Existen tres fuentes principales de crecimiento en la produccion de cultivos, el
incremento de la tierra cultivada, el aumento de la frecuencia de las cosechas y
los rendimientos. Los éxitos de esta estrategia han sido importantes, pero sus
métodos han demostrado ser ineficiente y altamente contaminantes,
ocasionando la pérdida de la diversidad biologica, disminucion de los recursos
forestales, erosion del suelo, cambios climaticos, etc. que a su vez ha contribuido
a la disminucién de la superficie apropiada para la agricultura, con graves
problemas ecolégicos, econdémicos y sociales (FAO, 2002).

Impacto de la fertilizacion quimica

La fertilizacion con nitrogeno y fésforo (P) es una practica comun dirigida a
aumentar el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, el uso indiscriminado de
estos ocasiona la perdida de la micro y macrobiota, el agotamiento acelerado de
la materia organica y un desbalance de nutrientes, que se refleja en la perdida
de la fertilidad y la baja productividad de los suelos, aunado a la contaminacion
del agua y las areas naturales. Estos impactos representan una serie de
amenazas para la salud humana y animal (Pedraza, 2008). Dado a las
dificultades de suministro de los fertilizantes en especial los fosforados, diversos
investigadores advierten sobre una inminente crisis, ya que las reservas
mundiales de P se encuentran en un proceso de agotamiento

(Cordell et al., 2009; Vaccari, 2009). La distribucion de estas reservas es

4



desigual; solo cuatro paises: Marruecos, China, Sudafrica y Jordania controlan el
83% de las reservas mundiales de fosfatos explotables (Vaccari, 2009). Tan solo
en 2005 se extrajeron a nivel mundial aproximadamente 17.5 millones de
toneladas de P y cerca de 14 millones de toneladas fueron utilizados para la
elaboracion de fertilizantes quimicos. Del total de los fertilizantes fosfatados
fabricados, casi 8 millones de toneladas se pierden por lixiviacion y erosion. A
esta desigualdad en las reservas P se afaden dificultades de suministro y
desequilibrio lo que convierte al fosforo en un recurso geoestratégico, para la
alimentacion de la humanidad (FAO, 2005).

El fésforo

El P es uno de los tres macronutrientes esenciales de la vida en la tierra,
componente clave de molécula como &cidos nucleicos, fosfolipidos y ATP;
ademas juega un papel importante en la regulacién postraduccional de enzimas
y el control de cascadas de sefializacion durante la transduccion, participa en la
fosforilacion y desfosforilizacion en la sefializacion de proteinas, lo que hace del
P el segundo factor nutricional limitante después del nitrégeno en las plantas
(White y Hammond, 2008).

La demanda de P es dependiente del cultivo y del estado de desarrollo y se
genera en funcion del rendimiento a alcanzar del cultivo, el indice de cosecha y
su requerimiento interno. Por su parte, el suministro se entiende como aporte de
nutriente por parte del suelo. Segun Rodriguez et al., (2001) el suministro de P
en el suelo depende de dos parametros: la disponibilidad del P y la eficiencia de

absorcion radicular de P en el cultivo.

Importancia del fésforo en el suelo

Este elemento lo podemos encontrar de cuatro formas en la solucién del suelo
(asimilable), fijado como arcillo hiumico (cambiable o labil), formando parte de la
materia organica (precipitado como fosfato calcico y adsorbido en geles de
aluminio y hierro) y finalmente formando parte de la roca madre (no asimilable).

Mas del 90% del P total en el sistema suelo-planta-animal esta en los suelos, y
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menos del 10% en el resto de sistemas bioldgicos. El contenido de P en la
litosfera es de aproximadamente 1200 mg kg?, mientras en los suelos se
presenta en un rango de 200 mg Kg*. En las rocas primarias y en los suelos
jovenes, el P se encuentra unido principalmente al Ca y Mg, dando al P una
solubilidad tipica cercana a 0.5 mg -. La meteorizacion de los minerales cambia
la solubilidad del P, dado que los compuestos del Ca se lavan de manera
preferencial, incrementandose la abundancia relativa del Fe y Al, por cuanto la
solubilidad del P llega a ser controlada por los fosfatos de Fe (Fe-P) y de aluminio
(Al-P), la cual es mucho méas baja que la de los fosfatos de calcio (Ca-P)
(Arai y Sparks, 2007).

En la hidrosfera, las concentraciones tipicas de P total en las aguas negras, en
el drenaje agricolay en las aguas superficiales de los lagos son, respectivamente,
3-15, 0.05-1.0 y 0.01-0.04 mg - (Arai y Sparks, 2007).

El fosforo como elemento esencial en la nutricién de las plantas

El P es el segundo nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las
plantas. Los principales procesos bioquimicos, la fotosintesis y la respiracion, son
activados por el P inorganico y/o sus derivados organicos. Los esteres de fosfato
actlan, en general, como portadores energéticos en varias rutas metabdlicas y
como precursores de los acidos nucleicos, mientras los fosfolipidos juegan un
papel importante en la integridad y funcién de las membranas celulares
(Calderédn et al., 2009; Maathuis, 2009; Sanchez, 2007).

En el cloroplasto, la homeostasis del fosfato regula el transporte de los azUcares
fosforilados a través de la membrana y la sintesis de almidén (Raghothama y
Karthikeyan, 2005). Este elemento apoya el almacenamiento de energia obtenida
a partir de la fotosintesis y del metabolismo de carbohidratos en forma de
polifosfatos, los cuales son usados para el crecimiento y la reproduccion vegetal
(Prada, 2013). La mayor parte del P las plantas lo absorben en forma de fosfato
diacido (PO4H2) y en menor proporcion como fosfato monoéacido (POsH) De

hecho, la absorcion del primero es diez veces mas rapida que el segundo, aunque



hay que tener en cuenta que en ello influye notablemente el pH del suelo
(Navarro y Navarro, 2003). Una concentracion adecuada de P es responsable de
un aumento en el crecimiento de las raices, lo que significa que la planta pueda
explorar mas el suelo por los nutrientes y la humedad, por estas razones este
elemento se presenta en la mayoria de las plantas en concentraciones entre 0,5
y 1% de materia seca. Por el contrario, con una deficiencia de P se desacelerara
el crecimiento de la planta, debido a los cambios en la tasa de division celular,
elongacion, reducciébn en el numero y tamafo de semillas y flores
(Prada, 2013; Navarro y Navarro, 2003), también hay cambios fenolégicos y
dormancia en las plantas, lo que disminuye en gran medida el desarrollo vegetal.
La insuficiencia de este elemento se evidencia en muchas ocasiones por cambios
en la arquitectura de la raiz, lo cual implica su morfologia, topologia y patrones
de distribucién. De igual manera el P interviene en la formacién de azlcares de
cinco carbonos (ciclo de las pentosas), por tal motivo cuando hay falta de este
elemento los carbonos utilizados en este ciclo no pueden formar azlcares. Estos
carbonos son desviados a la formacién excesiva de antocianinas lo que se
observa fenotipicamente por un cambio gradual en la coloracién del follaje
empezando desde un verde oscuro en las hojas jévenes a un purpura en las
hojas mayores, como consecuencia de la acumulacién de dichos compuestos
(White et al., 2008).

Ciclo del fésforo

El ciclo del P en el suelo es un sistema dinamico y complejo que involucra la
acumulacion del elemento en la biomasa microbiana, materia organica y formas
inorganicas e incluyen fuentes de fosforo en cuatro formas generales: (1) P
inorganico disponible, (2) P organico, (3) P absorbido, y (4) P como mineral
primario (Hyland et al., 2005). La distribucion de las diferentes formas de P en el
suelo depende de factores que incluyen tipo de suelo, pH, tipo de vegetacion,

actividad microbiana y entradas de fertilizantes (Rooney y Clipson, 2009).



Fosforo orgénico

La cantidad de fésforo presente en forma organica (Po) en los suelos varia de
unos pocos miligramos a casi 0.5 g Kg-1 de suelo (20 a 80% del total) (Arai y
Sparks, 2007). El contenido de Po depende de varios factores: clima, vegetacion,
textura, practicas de fertilizacién, riegos, drenaje y uso del suelo; siendo varios
de estos factores interdependientes. El tiempo de residencia media del Po en el
suelo se ha estimado entre 350 y 2000 afios (Kogel, 2006).

Tres grupos de compuestos forman la reserva de Po en el suelo: los inositol
fosfato (ésteres de inositol fosfato), acidos nucleicos y fosfolipidos. Estas formas
dan cuenta del 50 al 70% del Po del suelo (Kogel, 2006). Debido a su gran
estabilidad en el suelo, el inositol fosfato (acido fitico o fitato), almacena mas del
50% del Po, mientras el contenido de fosfolipidos comprende entre 0.5 — 7% del
Po total. Los &cidos nucleicos, los cuales se originan a partir de la
descomposicion de microorganismos, animales y restos vegetales, es la fraccidon

mas pequefa (< 3% del Po total) (Arai y Sparks, 2007).
Fosforo inorganico

El fésforo inorganico (Pi) se encuentra formando parte de minerales de calcio,
hierro y aluminio originados por mecanismos de precipitacién y pueden liberar P
muy lentamente por medio de la meteorizacién. Los compuestos de Pi pueden
encontrarse en forma de sales en solucion, sales cristalinas o sales absorbidas
por los coloides del suelo (Cuadro 1); también pueden formar enlaces de gran
estabilidad con hidroxidos de hierro, aluminio 0 manganeso y son menos solubles

que los compuestos de fésforo organico (Bobadilla y Rincén, 2008).

El fésforo disponible para las plantas se encuentra en el suelo en forma de
ortofosfatos, que son formas inorganicas solubles, encontrandose iones
monobasicos (H2P0a4?) y dibasicos (HPO4?) (Banerjee et al., 2010). Las formas
ionicas del Pi son dependientes del pH. A valores de pH entre 4.0 y 6.0, la
mayoria del Pi esta presente como i6n H2PO4* forma que puede ser absorbida

por las plantas, debido a su solubilidad en agua. A pH entre 6.5y 7.5, el Pien la



solucién del suelo esta presente principalmente como H2POs! y HPO4 2, forma
esta ultima la cual también puede ser absorbida por las raices de las plantas,
pero en menor proporciéon que la primera. A pH entre 8.0 y 10.0, el ion HPO4 2 es

dominante.

Mas alla de un pH de 10.0, la forma i6nica dominante es el PO43y a menos que
esté presente como fosfato de sodio, el P no es disponible para las plantas. En
el otro extremo, es decir, debajo de pH 3.0, el P esta presente como H3POa4, una
forma quimica extremadamente reactiva, por lo que en suelos altamente acidos,
fosfato es bastante

la fijacion o] reversion del

(Prasad y Power, 1997, Arai y Spark, 2007).

rapida

Cuadro 1. Formas de fosforo inorganico presente en suelo

Tipo de fosfato

Denominacién

Composicion

Caracteristicas

Hidroxiapatita 3Cas3(POa)2 Muy abundante
Ca (OH)2

Oxiapatita 3Cas3(P04)2Cal Menos abundante

Fosfatos de calcio Fluoroapatita 3Cas(P0O4)2CaFe2 Muy abundante
Carbonatoapatita ~ 3Cas(P04)2CaCO Menos abundante

3
Fosfato tricalcico 3Cas(P0a)2 Menor solubilidad
Fosfato dicalcico CaHPO4 Mayor solubilidad
Fosfatos de hierro Fosfato Ca(HPOa4)2 Mayor solubilidad
monocélcico

Livianita Fes(POa4)2 8H20 Poco solubles

Estrengita FePO4 2H20 Poco solubles

Fosfato de aluminio Variscita AIPO4 2H20 Poco solubles

Fuente: Bobadilla y Rincén 2008

Dindmica del fosforo

El P en el suelo es un elemento que sufre muchas reacciones, pero las de sorcion
y precipitacion, son las que mas influyen sobre la movilidad y disponibilidad de
este elemento. En los procesos de sorcion se diferencian la adsorcion y

absorcion, en el primer proceso se forma rapidamente una capa de H2PO4 sobre



la superficie de aluminio sélido (silicatos de aluminio) o en las fracciones de
hidréxidos de hierro; mientras que en la absorcion se observa una penetracion
del P y otros compuestos por difusion lenta a través de los microporos de los
agregados del suelo (arcillas, minerales, materia organica), lo cual dificulta ain
mas la liberacion del fosforo debido a que el elemento se encuentra de manera
interna en dichas estructuras (Rossi, 2011). Los procesos de sorcién sobre la
superficie de los coloides del suelo se debe a fuerzas electrostaticas, de Van der
Walls o de tipo quimico (Rodriguez y Fraga, 1999). El pH del suelo también
influye en los procesos de sorcién, ya que en suelos &cidos se fija el doble de
cantidad de fésforo por unidad de area que en los suelos neutrales o calcareos
(Olsen y Watanabe, 1957; Holford, 1983). La disponibilidad del fésforo se ve
afectada por los procesos de precipitacion dependiendo del pH, el cual influye en
la solubilizacién de los hidroxidos de hierro y aluminio, a un valor de pH por
debajo de 6.5 se precipitan los iones H2PO4 con Fe3* y AI** generandose como
productos fosfatos amorfos de hierro y aluminio, asi mismo a un valor de pH entre
7.5y 8.5 se pueden formar sales sédicas de fosfato, las cuales aunque son mas
solubles en agua, tampoco son asimiladas por las plantas. Finalmente cuando
hay altas concentraciones de calcio, a valores de pH mayores de 7.5, la
concentracion de H2PO4 es muy baja y el ion HPO4 precipita por accion del calcio
formando fosfato dicélcico, el cual es relativamente insoluble en agua, sin
embargo estos precipitados amorfos son moderadamente disponibles para las
plantas (Holford, 1983).

Mecanismos responsables de la solubilizacion de fosfatos

Los microorganismos realizan algunas transformaciones de los compuestos
organicos e inorganicos del fésforo; tales trasformaciones se llevan a cabo por
mecanismos como alteracion en la solubilidad de los compuestos inorganicos,
mineralizacion de los compuestos organicos, inmovilizacién, oxidacién-reduccién
de los compuestos inorganicos (Alexander, 1987). Los mecanismos ampliamente
aceptados como responsables de la solubilizacion microbiana del P mineral son:

a) la produccion de acidos organicos, b) la produccién de protones (normalmente
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asociada a la asimilacion de NHa4 y/o a los procesos respiratorios), y c) la
produccién de &cidos inorganicos y COa2.

Casz(PO4)2 + 2 HNOs » 2CaHPO4 + Ca (NO3):

Fosfato tricalcico acido nitrico fosfato dicélcico nitrato de calcio

Figura 1. Solubilizacion de compuestos inorganicos del fésforo, para la produccion de
acidos orgéanicos (Alexander, 1957)

Solubilizacion

Es el proceso esencial en el cual los microorganismos son intermediarios para
las que plantas pueden llevar sus procesos de fotosintesis, ya que por medio de
este proceso las plantas pueden asimilar los compuestos inorganicos insolubles,
que se encuentran dispuestos en el suelo. La produccion de acidos organicos
como el &cido sulfarico y el acido nitrico, son el principal medio para la

solubilizacion mediante el proceso conocido como quelacion.

Hay dos formas en las que se produce la solubilizacion: mediante la quelacion de
compuestos fosfatos insolubles, o por medio de la accién de los microorganismos
con la produccion de &cidos organicos. Los procesos de solubilizacion se ven
favorecidos por niveles bajos de pH, alto contenido de materia organica, bajo

contenido de calcio y la cantidad de P disponible en el suelo (Guerrero, 1996).
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Figura 2. Diagrama esquematico de movilizacién del fésforo en el suelo e inmovilizacion
por bacterias

Produccion de acidos organicos

Los acidos orgénicos actian sobre compuestos insolubles de fosfato inorganico
como el fosfato tricalcico, fosfato dicélcico, hidroxiapatita y roca fosforica. Acidos
organicos de bajo peso molecular como el oxalico, citrico, lactico, y succinico, se
producen en el suelo como resultado de la descomposicion de la materia
organica. La cantidad y tipo de acidos organicos depende de los diferentes
grupos de microorganismos. Los &cidos organicos permiten que haya
solubilizacion debido a que su presencia cambia los valores de pH hasta valores
acidos, en donde el niumero elevado de protones provoca, por competencia en
los sitios de adsorcion del fésforo, el cambio de las cargas superficiales de los
adsorbentes, dando como resultado la solubilizacion (Bobadilla y Rincén, 2008).
Los &cidos organicos forman complejos solubles con iones de metales como el
calcio (quelatos), aluminio y hierro que estan asociados a fésforo insoluble,
haciendo que el P quede en forma disponible, reduciendo la adsorcion. La
produccion de acidos organicos se da cuando los microorganismos realizan los
procesos de solubilizacion del fésforo, los cuales actian sobre compuestos de
fosfato inorganico insoluble: fosfato dicalcico, fosfato tricalcico, roca fosférica e
hidroxiapatita. Por la descomposicion de la materia organica se producen acidos

organicos de bajo peso molecular como: acido citrico oxalico, succinico, lactico,
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aceético, isovalerico, isobutirico. El tipo y la cantidad de &cido que se produzca
van a depender de los tipos de microorganismos que intervengan en este proceso
de solubilizacién. La presencia de los acidos organicos causa un descenso de pH
aproximadamente a 2, sin embargo con estos valores se pueden llevar a cabo el
proceso de solubilizacion. Sin embargo estudios realizados, resaltan que la
produccion de acidos organicos forman complejos solubles con iones metales:
AP*Fe3* Ca?*, los cuales se encuentran asociados al fésforo soluble, reduciendo
su adsorcion y permitiendo que este quede en forma disponible (Rashid et al.,
2004).

Oxidacion- reduccion del fosforo

Los estados de oxidacion del P van desde el -3 (fosfina) hasta el +5 (ortofosfato).
Los microorganismos pueden realizar éstas transformaciones cuando al utilizar
el fosfito lo transforma en fosfatos en el interior de la célula. Este proceso puede
ser reprimido por inhibidores biolégicos tales como tolueno. A través de este
proceso se provoca la solubilizacién del fésforo al reaccionar con los iones del
suelo (Hyland et al., 2005).

Mineralizacion

Los microbios pueden convertir el fosforo organico a ortofosfato diacido (H2POa)
o fosfato monoacido (HPOa4), que son formas disponibles para las plantas. El
fésforo organico puede ser mineralizado como subproducto de la descomposicion
de la materia organica, o mediante la accion de enzimas especificas que son

reguladas por la demanda de este nutriente (Picone y Zamuner, 2002).

Estos procesos de mineralizacion se ven beneficiados por altas temperaturas,
acidez en los valores neutros que ayuden a la liberacion del fésforo y aumento
en el pH. Este proceso se basa en tener una relacién directamente con el
sustrato, teniendo en cuenta que depende de la cantidad de fésforo organico que
haya disponible, a mayor cantidad de sustrato el proceso de mineralizacion va a

ser mas rapido y eficiente.
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Inmovilizacién

Se basa en la absorcion de un nutriente que se encuentra en forma disponible
por parte de los microorganismos y estos se encargan de convertirlo en un

elemento organico no disponible.

Produccion de fosfatasas

En la rizosfera, la presencia de un gran depdsito de fosforo organico, el cual no
puede ser utilizado por las plantas, enfatiza el papel de la flora microbiana en la
produccion de diferentes enzimas pertenecientes al grupo de las fosfatasas.
Estas estan involucradas en la mineralizacion del fésforo, y al parecer estan
reguladas por la expresion de varios genes (Bobadilla y Rincén, 2008). Las
fosfatasas pueden ser sintetizadas, tanto por las raices de las plantas (producen
fosfatasas acidas), como por ciertos grupos de bacterias y hongos capaces de

producir fosfatasas acidas y alcalinas (Tarafdar et al., 1988).

Aungue gran parte de la actividad mineralizadora del fosforo organico ha sido
atribuida a las micorrizas, es posible encontrar microorganismos asociados al
proceso de descomposicion de materia organica, que también realizan este
proceso mediante la produccion de fosfatasas.

Existen tres tipos de fosfatasas: &cida, alcalina y las fosfatasas con alta
especificidad por el sustrato. Muchas de éstas han sido identificadas en una gran
variedad de hongos. Dada la importancia de esta caracteristica de la flora
micética, su presencia en la zona de la rizosfera resulta de gran valor para el

crecimiento de las plantas (Bobadilla y Rincén, 2008).

Caracteristicas de los suelos para un efectivo proceso de solubilizacién

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos se caracterizan por ser
aerobios, pero cabe resaltar que también existen algunos microorganismos
mesodfilos, heterétrofos y facultativos con esta capacidad de solubilizacion de
fosfato. Vargas (2012) resalta que este proceso de asimilacion de fésforo por

parte de las plantas se influencia por los niveles de pH en el suelo, a valores entre
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6.5 a 7 se considera benéfico para la ocurrencia de este proceso, en comparacion
de suelos muy &cidos, donde este proceso de fijacién de fosfato seria menor. En
la Figura 3 se observa la relacion que existe entre los diferentes rangos de pH

gue se asocian al proceso de solubilizacién por bacterias.
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Figura 3. Rangos de pH asociados a la solubilidad de fésforo por bacterias

Teniendo en cuenta investigaciones realizadas acerca del proceso de
solubilizacion de fosfato, se ha podido conocer que los factores como pH,
temperatura, tipo de suelo, concentracion de fésforo disponible y tipo de cultivo,
entre otros, incide para que este proceso pueda ocurrir de forma eficiente
(Vargas, 2012).

Los microorganismos solubilizadores de fosfato

Algunos microorganismos, especialmente los asociados con las raices, tienen la
habilidad de incrementar el crecimiento de las plantas y su productividad; estos
son reconocidos como PGPM por sus siglas en inglés (Plant growth promoting
microorganisms) (Rosas et al., 2006). Los microorganismos solubilizadores de
fosfato (MSF) constituyen un grupo importante de PGPM, pues estan
involucrados en un amplio rango de procesos que afectan la transformacion del
fésforo, siendo componentes integrales del ciclo edafico de este nutriente

(Fankem et al., 2006). En ambientes naturales, la rizosfera de diferentes especies
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de plantas es afectada por los PGPM, incluidos los MSF; estos ultimos
microorganismos movilizan fosfato inorganico insoluble desde la matriz mineral
hasta el suelo donde puede ser absorbido por las raices, y las plantas les
suministran compuestos carbonados que son metabolizados para el crecimiento
microbiano (Pérez et al.,, 2007). El papel de los MSF en la solubilizacion de
fosfatos inorgénicos se conocié hacia 1903 (Kucey, 1983) y desde entonces han
sido extensivos los estudios. La solubilizacién natural de fosfatos es un fenotipo
natural que exhiben muchos microorganismos del suelo. Los MSF se encuentran
en todos los suelos y su numero varia de uno a otro (De Freitas et al., 1997); en
la rizosfera se ha encontrado una concentracion mas alta y eficaz de MSF en
comparacion con los encontrados en el suelo no rizosférico
(Rodriguez et al., 2001). En general, parece existir un efecto rizosférico sobre
dichos organismos (Gomez y Zabala, 2001), debido a que los exudados radicales
y detritus vegetales proporcionan el sustrato energético para que sea posible la
actividad microbioldgica solubilizadora de fosfato (Valero, 2003). En esta zona de
interaccidn se encuentran cepas aerdbicas y anaerdbicas, con prevalencia de
cepas aerbbicas (Rodriguez y Fraga, 1999). Las bacterias son los
microorganismos predominantes que solubilizan fosfato mineral en los suelos si
se comparan con los hongos y los actinomicetos (Kucey, 1983; Guang et al.,
2008). Por otra parte, la mayoria de los microorganismos solubilizadores pueden
solubilizar complejos de fosfato de calcio y sélo algunos pueden solubilizar
fosfato de aluminio o hierro (Banik y Dey, 1983; Gyaneshwar et al., 2002). Estos
microorganismos del suelo estan implicados en la liberacion de P desde fuentes
inorganicas por medio de la solubilizacion y desde fuentes organicas a través de
la mineralizacién (Fankem et al., 2006). La biomasa microbiana en el suelo
contiene una cantidad significativa de fosforo inmovilizado que es potencialmente
disponible para las plantas (Oberson et al., 2001). Algunos microorganismos
solubilizadores de fosfato pueden mostrar otras actividades de promociéon de
crecimiento vegetal como produccién de &cido indol acético (AlA), acido
giberélico, citoquininas, etileno, acido cianhidrico (HCN), fijacion asimbidtica de

nitrégeno y resistencia a patdgenos del suelo; estas caracteristicas son
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necesarias para que un microorganismo sea considerado un potencial y eficiente

bioinsumo (Banerjee et al., 2010).

Bacterias endoéfitas

Las bacterias enddfitas son aquellas aisladas de tejidos de plantas desinfectadas
superficialmente o de su interior, ya que no causan sintomas visibles de
enfermedad (Pérez et al., 2010). Estudios indican que las bacterias endofitas
ejercen control biolégico sobre Fitopatdogenos (Sessitch et al., 2002), promueven
el crecimiento en las plantas hospederas, aumentan la resistencia a
enfermedades (Tsaykelova et al., 2007). Contribuyen a la solubilizacion de
fosfatos (Hameeda et al., 2008) y brindan proteccion contra patégenos mediante

la produccién y sintesis de metabolitos secundarios (Berg et al., 2005).

Bacterias solubilizadoras de fosfato

A partir del afio 2000, el conocimiento sobre los microorganismos solubilizadores
de fosfato ha aumentado significativamente. Dentro de este grupo funcional se
encuentran las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) que incluyen algunos
géneros de actinomicetos. Las BSF pueden ser de vida libre en el suelo o
establecer relaciones simbidticas con algunas plantas, son capaces de
adaptarse, colonizar y persistir en la rizosfera de la planta y favorecer su
crecimiento o desarrollo por medio de la solubilizacion de fosfato inorganico de
diferentes compuestos como son el fosfato dicélcico, fosfato tricélcico y rocas
fosforicas (Patifio, 2010).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato inorganico tienen la propiedad de revertir
los procesos de fijacion de P por lo que se han relacionado con el incremento de
este elemento en el suelo, diferentes especies bacterianas tienen la capacidad
de solubilizar compuestos fosfatados inorganicos insolubles como el fosfato
tricalcico, fosfato dicélcico, hidroxiapatita y roca fosfato (Chen et al., 2006;
Ivanova et al., 2006 y Mkanova, 2002).

Entre los géneros bacterianos mas estudiados por su capacidad para solubilizar
fosfatos se encuentran: las que solubilizan las formas organicas Bacillus
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megaterium, Bacillus mesentericus y Pseudomonas putida (Das et al., 2003). Los
gue solubilizan formas inorganicas Pseudomonas, Achromobacter, Micrococcus,
Aerobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Rhizobium, y Serratia
(Niklitschek, 2008). Constituyendo continuamente el 30% de la poblacion de
microorganismos que forman la rizosfera, (Rodas, 2006).

Rodriguez y Fraga (1999), reportan la existencia de 12 géneros de bacterias con
la capacidad solubilizar fosfato, encontrandose entre ellos: Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus,
Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillu y Erwinia.
Beneficiando en gran parte al proceso de solubilizacién de fosfato,
encontrandose la mayor parte en la rizésfera y en el suelo. Estos
microorganismos se desarrollan en medios con apatita, materiales insolubles,
fosfato tricalcico, utilizandolas como Unica fuente de carbono de igual manera
solubilizan gran parte de estos elementos y los liberan en una cantidad superior
a su demanda nutricional comun.

Hanke (2005), reporta que Pseudomonas, Bacillus, Aerobacter son Géneros
eficientes movilizadores de fosfato en la rizosfera, teniendo en cuenta sus
condiciones fisicas y la composicién organica que representa en los abonos
organicos fermentados, constituyendo asi un 10% de la poblacién bacteriana que

activamente realiza estos procesos de solubilizacion.

En el suelo, las bacterias solubilizadoras de fosfato constituyen de 1% a 50% y
los hongos con dicha actividad de 0,1% a 0,5 % del total de la poblacion
respectiva. En general, las bacterias solubilizadoras superan en nimero a los
hongos de 2 a 150 veces (Banik y Dey, 1983; Kucey et al., 1989; Gyaneshwar et
al., 2002).

Bases para la seleccion de bacterias solubilizadoras de fésforo

Para el aislamiento y seleccién de BSP, se ha reportado en la literatura diferentes
medios de cultivos que incluyen en su composicion variadas fuentes de P, tanto
de origen organico como inorganico. Uno de los mas antiguos es el Pikovskaya

(PVK) o medio Sperber el que presenta en su composicién fosfato tricalcico (Cas

18



(PO4)2) y se utiliza para aislar BSF a partir de muestras de suelo, raices y
rizosfera. En 1992, se disefié un nuevo medio de cultivo con igual fuente de Piy
finalmente, en 1999, se formulé el medio NBRIP, que ha sido uno de los mas
usados por su eficiencia para seleccionar microorganismos con alta capacidad
para solubilizar fuentes de fosforo inorganico (Pi).

Muleta et al., (2013) al respecto indican que la mayoria de los aislamientos Gram
positivos y algunos Gram negativos pueden perder su capacidad de solubilizar

fosfatos tras repetidos subcultivos.

Biofertilizantes

Los biofertilizantes o abonos bioldgicos estan basados en microorganismos que
promueven y benefician la nutricién y el crecimiento de las plantas, se trata de
microorganismos del suelo, generalmente hongos y bacterias, que se asocian de
manera natural a las raices de las plantas de una forma mas o menos intima.
Estos microorganismos pueden facilitar de manera directa o indirecta la
disponibilidad de determinados nutrientes tales como: nitrégeno el fésforo y agua
(Glick, 1995).

Las tendencias mundiales van encaminadas hacia la agricultura sostenible, para
la que se debe fomentar alin mas el uso y tratamiento efectivo de los recursos
naturales. En tal sentido, los biofertilizantes o inoculantes microbianos
constituyen un componente vital para los agroecosistemas ya que son
econdmicamente mas atractivos y aceptables para reducir el uso indiscriminado
de sustancias quimicas y mejorar la cantidad y calidad de los recursos internos
(Mejia, 1995). Su utilizacién en cultivos de interés ha proporcionado muchos
beneficios econdémicos sociales y ambientales para los agricultores y productores
por las propiedades de estos microorganismos para modificar las caracteristicas
del suelo y mantener el balance nutricional. Ellos producen metabolitos que
facilitan la descomposicion de la materia organica e incrementan el contenido de
humus en el suelo. Todo ellos incide favorablemente sobre el crecimiento de las

plantas y la calidad de las cosechas asi como en el mejoramiento de la estabilidad
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quimica fisica y bilégica de los suelos. (Berc et al., 2004; Christy y Ramalingam,
2005).

Bacterias solubilizadoras de fosfatos en diferentes cultivos

Varios ensayos han demostrado que la inoculacion con hongos y bacterias
solubilizadoras de P pueden incrementar el rendimiento el crecimiento de las
plantas en invernadero y campo (Chuang et al., 2007). Supanjani et al., (2006) y
Han et al., (2006), encontraron que la aplicacion de Bacillus megaterium var.
Phosphaticum (Bmp) junto con roca fosférica (RF) produjo incrementos en varios
pardmetros de crecimiento y rendimiento, en cultivos de aji y pepino, en
condiciones de invernadero y campo.

En Argentina en estudios realizados en la Facultad de Ciencia Exactas y
Naturales de la universidad Nacional de la Pampa sobre rizésfera de alfalfa, se
obtuvieron nueve aislamientos de bacterias solubilizadoras de fosforo que fueron
caracterizados fenotipicamente y metabdlicamente, comprobandose también su
efecto promotor de crecimiento (Grassano et al., 2003).

Por otro lado, Mohammed et al., (1998), informaron que en la Pampa Himeda la
inoculacién de trigo con Pseudomonas spp. produjo incrementos de rendimientos
de grano y que estos fueron similares a los producidos por la aplicacion de
fésforo. En el caso de Pseudomonas aurantiaca SR1, cepa aislada de la rizosfera
de soja en Rio Cuarto, Cérdoba, se observo que tiene propiedades promotoras
de crecimiento y la capacidad de inhibir el crecimiento de diversos hongos, tales
como Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Alternaria
spp., Pythium spp., Sclerotinia minor y Sclerotium rolfsii (Rosas et al., 2006).
Leaungvutiviroj et al., (2010), reportaron la inoculacién de maiz y brécoli chino
con una mezcla de una cepa solubilizadora de P de Burkholderia unamae +
Bacillus subtilis (BSK) + el diazétrofo Azotobacter tropicalis + la cepa KJB9,
productora de auxinas, generd un incremento del peso seco de 4.14 a 8.76 g
planta-1 en el caso del maiz, y de 11.1 a 40.8 g planta-1 en el caso del brocoli.
Cuando, ademas de la mezcla de los microorganismos se adicioné roca fosforica

(RF) y polvo de feldespatos, la masa seca aumentd a 10.2 g planta-1 en el maiz,
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y 79.9 g planta-1 en el caso del brécoli, un aumento de casi 4 y 7 veces,

respectivamente.

El tomatillo (Physalis ixocarpa)

En México se cultivan comercialmente alrededor de 49 hortalizas. En cuanto a
superficie sembrada, el tomate de cascara (Physalis ixocarpa) ocupa el quinto
lugar, solo superado por chile Capsicum annuum L., papa Solanum tuberosum
L., jitomate Solanum lycopersicum L. y cebolla Allium cepa L. (SIAP, 2012). El
tomate de cascara se cultiva en 29 de los 32 estados del pais, sobre una
superficie de 43.505ha en 2012, con una produccion de 595.197t, y un
rendimiento medio de 14,37t-ha (SIAP, 2014). De la superficie cultivada en 2012,
el 74.32% fue bajo condiciones de riego y el 25. 68% fue bajo temporal
(SIAP, 2014). Los principales estados productores son Sinaloa Jalisco, Sonora,
Puebla, Nayarit, Estado de México, Michoacéan, Hidalgo, Morelos, Guanajuato y
Tlaxcala (SIAP, 2014).

En los ultimos 10 afios, en México se ha venido incrementando la superficie de
cultivo de esta hortaliza en un 4,4% (Fundacion Produce Puebla, A.C. 2007),
debido a que es un buen sustituto del jitomate, por ser un cultivo que no requiere
muchos cuidados y por tener una muy buena aceptacion en el mercado nacional
y extranjero, ademas de ser una hortaliza de un ciclo vegetativo corto (Fundacion
Produce Sinaloa, A. C. 2007).

La dinamica agricola del cultivo del tomate de cascara demanda la generacion
de cultivares mejorados que se ajusten a las necesidades actuales del mercado
nacional e internacional. Entre las caracteristicas a mejorar destacan el
rendimiento, habito de crecimiento, distribucion de la produccién, asi como color,

forma y tamafio de fruto.
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MATERIALES Y METODOS

Area de trabajo

Este trabajo de investigacion se realizdé en el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN) y en Invernaderos del campo experimental “El bajio” de Mayo
2016 a 2017.

Sitio del muestreo

En el Campo Experimental “El Bajio” de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN) se realizé un muestreo aleatorio. En cada sitio se colecto una
planta completa (incluyendo raices) de diferentes especies de pastos, la planta
fue sacudida para eliminar el exceso de tierra adherida a sus raices, se depositd
en una bolsa plastica (Pérez, 2014). Para su trasladé al laboratorio de

Microbiologia del Departamento de Parasitologia.

Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado para el aislamiento de cepas y la prueba de
solubilizacion de fosfato fue el medio National Botanical Research Institute
Phosphate growth médium (NBRIP), su composicion se muestra en el Cuadro 2.
El medio fue preparado en liquido y solidificado mediante la adicion de 20 g/l de
agar bacterioldgico. El medio solido fue empleado para el aislamiento, seleccion
y caracterizacion de las bacterias solubilizadora de fosfatos. EI medio liquido para
evaluar la capacidad solubilizadora in vitro de las bacterias caracterizadas como

solubilizadoras de fosfatos.
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Cuadro 2. Composicion del medio National Botanical Research Institute
Phosphate growth médium (NBRIP)

Componente g/L
Dextrosa 10

(NH4)2 SO4 0.15
KCI 0.2

MgS0O..7H.0 0.25
MgCI26H-.0 5
Caz (PO4)2 5
Agar 20

pH 7.2

Fuente: Nautiyal, 1999

Procesamiento de las raices de las plantas

En condiciones asépticas las plantas se sometieron a un proceso de desinfeccion
superficial. Se lavaron con agua destilada estéril se cortaron en segmentos de 1
cm aproximadamente. El proceso de desinfeccion se realizd6 con base en la
metodologia propuesta por Pérez et al., (2010). Después, cada raiz se colocé en
un tubo con agua destilada estéril y posteriormente con ayuda de una varilla de
vidrio esterilizada se procedio al macerado hasta obtener un macerado fino, dicho

macerado se dejé reposar por aproximadamente una hora.

Aislamiento y purificacion de las bacterias solubilizadoras de fosfato

Una vez trascurrido el tiempo, se tomd una gota de la suspensién con el asa
bacteriol6gica y se sembrd por estria en placas, en medio de cultivo selectivo
NBRIP siguiendo la metodologia descrita por Nautiyal (1999). Las cajas se
llevaron a una incubadora a 28°C por 48 horas, al final del periodo de incubacion
se seleccionaron las bacterias que mostraron actividad solubilizadora de fosfato,
la cual estuvo representada por la aparicion de halos claros alrededor de las
colonias (Chakraborty et al., 2010). Se realizé el proceso de purificacion de los

aislamientos.
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Caracteristicas coloniales y morfolégicas de las bacterias

En la identificacion de las bacterias con mayor actividad solubilizadora de fosfato
se tuvieron en cuenta la morfologia de las colonias, tamafio, color, borde,
elevacion y la forma de la superficie (Molano, 2004). Se realizo la tincion de Gram
segun la metodologia descrita por Schaad et al., (2001), para comprobar la
pureza y determinar las caracteristicas micromorfologicas y tintoriales. Las
observaciones se hicieron entre las 24 y 48 h en un microscopio (Motic modelo:

BA210E) a 40 x y 100x acomparfiadas de registros fotograficos.

Presencia de pigmentos fluorescentes medio de cultivo B de King (KB)

La prueba fue realizada utilizando el medio KB (King et al., 1954). La composicion

del medio se muestra en el Cuadro 3

Cuadro 3. Composicion del medio KB

Componente g/L
Peptona de proteasa 20
K,HPO,3H,0 15
MgS0O,7H,0 15
Glicerol 15
pH 7.2
Agar 20

Fuente: King et al., 1954

A las cepas seleccionadas también se les realizo la prueba de fluorescencia, en
placas ya previamente preparadas con el medio de cultivo B de King (KB) se

sembraron por estria y se incubaron a 28°C (King et al., 1954).

La determinacion de fluorescencia se realizé después de 48 horas de incubacion.

Las placas fueron observadas en una camara oscura bajo luz ultravioleta.

Preparacion de los inoculantes microbianos

En condiciones asépticas los inoculantes microbianos se prepararon a partir de
los cultivos puros en placa de las cepas en evaluacion, se extrajo con un asa

bacteriol6gica, una colonia caracteristica la cual fue inoculada en 300 ml de
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medio liquido NBRIP con un pH 6.8 y posteriormente incubada por 48 horas a
28°C manteniendo una agitacién constante de 150 rpm en un agitador de marca

shaker. A estos preparados bacterianos se les llamo bioinoculantes.

Produccién de acidos organicos

Las cepas purificadas se inocularon en 300 ml de medio liquido NBRIP-ABT con
un pH de 6.8 manteniendo una agitacion constante de 150 rpm en un agitador
de marca shaker por cinco dias a 28°C el cual permitié observar la produccion de

acido por un cambio de coloracion de azul a amarillo (Muleta et al., 2013).

Evaluacion de capacidad de solubilizacion de fosforo por bacterias en el

cultivo de tomatillo (Physalis ixocarpa)

El tomatillo (Physalis ixocarpa) fue empleado como planta modelo por su
crecimiento rapido, produce cosechas en un tiempo corto y realiza una gran
absorcion de fésforo del suelo (Hewitson y Price, 1994).

Las plantas de tomatillo fueron establecidas en un invernadero del campo
experimental “El bajio” en una cama con acolchado de tres metros y medio de
largo, por un metro de ancho y con un sistema de riego por goteo. Para
determinar si las bacterias tenian efecto sobre parametros de crecimiento de
plantas de tomatillo, se realizaron tres aplicaciones del bioinoculante con ayuda
de una mochila de aspersion. En el Cuadro 4 se muestran las diferentes
diluciones utilizadas. El cultivo fue monitoreado constantemente y con riegos

periodicos para mantener el suelo a capacidad de campo.
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Cuadro 4. Diluciones de los tratamientos en agua destilada esteril

ml. del
Tratamientos  bioinoculo /L de

agua

T1 15 ml/L

T2 15 ml/L

T3 15 ml/L

T4 15 ml/L
Control absoluto Agua

Para cada uno de los tratamientos se afiadieron 60 ml de bioinoculo en cuatro litros de
agua destilada.

Disefio experimental

La distribucion de los tratamientos en el area experimental se llevé a cabo
mediante un disefio completamente al azar, la unidad experimental consto de 5
tratamientos, con 10 repeticiones, lo que arrojo un total de 50 unidades

experimentales.

A los resultados obtenidos se les realizo un andlisis de varianza y prueba media
de Tukey, (P=0.05) con el programa estadistico JMP 8.

Parametros agronémicos

Peso fresco (PF) Se desprendio la parte area de la parte radicular de la planta,
mediante un corte en la base, posteriormente las muestras se pesaron en una

bascula electronica IBN modelo B-6.

Diametro del tallo (DT) Para la medicion de este parametro, se utilizé un Vernier
digital y se hizo de la parte basal del tallo, a una altura de 2 a 3 cm, por arriba de
la superficie del suelo, la medicion se realizé en milimetros. Midiéndose diez tallos

por unidad experimental para obtener un valor medio.

Numero de flores (NF) Se realiz6 por el conteo directo, cuando la flor estuvo

completamente abierta.

Numero de ramas (NR) Se cuantifico directamente cada una de las plantas por

tratamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfato

En el proceso de aislamiento se seleccionaron 4 cepas bacterianas una de cada
pasto y se les identifico con los siguientes nombres: Z1 (Chloris submutica), Z2
(Deschampsia cespitosa), Z3 (Chloris virgata) y Z4 (Setaria adhaerens).

Figura 4. Cepa 1 Aislada desde la rizésfera de Chloris submutica

Figura 5. Cepa 2 Aislada desde la rizosfera de Deschampsia cespitosa
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Figura 7. Cepa 4 Aislada desde la rizosfera de Setaria adhaerens

Todas presentaron actividad solubilizadora de fosfato, dado que mostraron una
zona translucida que corresponde con el halo de solubilizaciéon (Figura 8) y
alcanzaron un maximo de 5 mm, resultados similares a los reportados por Gupta
et al., (2010), Yu et al., (2012) y Muleta et al., (2013), quienes encontraron que la
mayoria de las BSP asociadas a la rizésfera de plantas de café y stevia (Stevia
rebaudiana), formaron halos de solubilizacion con didmetro superior a los 5 mm
después de cinco dias de incubaciéon. Segun Whitelaw (2000), el tamafio del halo

y la colonia se correlaciona con la eficacia de la solubilizacién del fosfato.
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Figura 8. Formacion de halo de solubilidad in vitro para las cepas aisladas desde la
rizosfera de 1 Chloris submutica, 2 Deschampsia cespitosa, 3 Chloris virgata y 4 Setaria
adhaerens

Caracteristicas coloniales y morfolégicas de las bacterias

Los aislamientos Z1, Z2, Z3 y Z4 respectivamente, presentaron formas bacilares
rectas o ligeramente curvadas, mediante el uso de la coloracion de Gram, se
logré evidenciar que todas las bacterias aisladas correspondian a bacilos Gram
negativos (Cuadro 5); esto concuerda con estudios realizados por Bobadilla y
Rincon (2008) y con lo reportado por Martinez y Garcia (2010) y Lara et al.,
(2011), quienes sefalaron que las poblaciones de BSF relacionadas a la rizosfera
de guayaba agria (Psidium araca Swartz), eran predominantemente bacilos Gram

negativos.

Cuadro 5. Morfologia microscépica de las cepas seleccionadas

Cepa Pared celular Forma
(Gram)

Z1 Negativo Bacilar

z2 Negativo Bacilar

Z3 Negativo Bacilar

Z4 Negativo Bacilar
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Se observé morfologia colonial como se muestra en el Cuadro 6. Aunque la cepa
Z1y Z2 son similares no se descartaron ya que se tomaron de zacates diferentes
y asi comprobar su capacidad solubilizadora. Cabe mencionar que la cepa Z1
mostré mayor resistencia tras repetidas siembras, pero al cabo de 12 meses
todas la cepas perdieron la habilidad solubilizadora hecho concordante con lo
mencionado por Muleta et al., (2013) quienes reportaron que la mayoria de los
aislamientos Gram positivos y algunos Gram negativos pueden perder su

capacidad de solubilizar fosfatos tras repetidos subcultivos.

La cepa Z1. Macroscopicamente se observaron colonias de 2 a 4 mm de

diametro de forma circular, borde entero, color crema y consistencia cremosa.

Figura 9. Bacterias observadas en microscopio a 100x aisladas de la rizésfera de Chloris
submutica
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La cepa Z2. Macroscopicamente se observaron colonias de 1 a 2 mm de

didmetro de forma circular, borde entero, color crema y consistencia cremosa.

Figura 10. Bacterias observadas en microscopio a 100x aisladas de la rizosfera de
Deschampsia cespitosa

La cepa Z3. Macroscopicamente se observaron colonias de 2 a 4 mm de

diametro de forma circular, borde entero, color crema y consistencia cremosa.

Figura 11. Bacterias observadas en microscopio a 100x aisladas de la rizésfera de
Chloris virgata
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La cepa Z4. MacroscOpicamente se observaron colonias de 1 a 2 mm de
diametro de forma circular, borde entero, consistencia cremosa, color amarillo

claro y consistencia cremosa.

Figura 12. Bacterias observadas en microscopio a 100x aisladas de la rizésfera de
Setaria adhaerens

Cuadro 6. Comportamientos coloniales de las bacterias solubilizadoras de
fosfatos

Cepas Forma Borde  Aspecto Color
Z1 Circular Entero Cremosa Crema
Z2 Circular Entero Cremosa Crema
Z3 Circular Entero Cremosa Crema
Z4 Circular Entero Cremosa  Amarillo

claro

Presencia de pigmentos fluorescentes en medio de King B (KB)

La prueba se realizd en las cepas Z1, Z2, Z3 Y Z4 utilizando el medio KB (King
et al.1954). La presencia de Pseudomonas se descarté ya que ninguna de las

cepas presento pigmentacion fluorescente.

Produccién de acidos organicos

Los resultados obtenidos en la produccion de acidos organicos, las bacterias

acidificaron el medio de cultivo (Figura 13) por lo que se puede afirmar que la
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solubilizacion de fosfatos se lleva a cabo mediante un mecanismo que involucra
la produccion de acidos orgénicos; y concuerda con lo mencionado por Badia
(2011), que en varios estudios de laboratorio, demostro que la solubilizacion de
fosfatos se debe principalmente a la excrecidén de acidos organicos, que a su vez,
son los responsables de la disminucién del pH del medio. Rashid et al., (2004)
mencionan que la presencia de los acidos organicos causa un descenso de pH
aproximadamente a 2.

Muleta et al., (2013), mencionan que todas las bacterias Gram negativas tienen
la capacidad de producir acidos orgénicos, lo que explica la mayor capacidad de
solubilizacion de P de estas bacterias.

Figura 13. Cambio de pH en medio NBRIP- ABT

Evaluacion del efecto solubilizador de bacterias in vitro

Para propadsitos experimentales se realizé la modificacion del medio (Cuadro 7)
contiene fosfato tricalcico (Cas (PO.);) que constituye la fuente inorganica de
fésforo, glucosa como fuente de carbono, azul de bromotimol como indicador de
pH, sulfato de amonio ((NH4)2 SO4)y extracto de levadura como fuente de
nitrdgeno, cloruro de potasio (KCI) para regular la presion osmética y otros
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componentes como sulfato de magnesio (MgSOa4.7H20) para cofactores

enzimaticos ademas de incrementar la tasa metabdlica de los microorganismos.

Cuadro 7. Composicion del medio NBRIP modificado

Componentes g/L
Dextrosa 10
(NHa)2 SO4 0.15
KCI 0.2
MgS04.7H20 0.25
Cas (POa)2 3
Agar 20
pH 6.8

Fuente: Nautiyal,1999
pH

Kim et al., (1998) determinaron una fuerte relacion entre la caida del pH y un
aumento dréstico de la concentracion del fosfato solubilizado. En este trabajo
existe una alta relacion entre el pH y la cantidad de fosforo disuelto. El pH fue
elemental para el establecimiento del experimento. Las cepas seleccionadas
crecieron en un pH de 6.8 tal como se muestra en el Cuadro 8 y estudios
realizados por Lara et al., (2011), mencionan que se requiere de un pH no mayor
a 7 hasta valores aproximados a 2 dado que es el pH principal mecanismo por

el cual los compuestos fosfatados son solubilizados por las bacterias.

Cuadro 8. Solubilizacién del medio NBRIP en base al pH

Tratamientos pH
6.0 6.5 6.8 70 72 75

Z1 X
Z2 X
Z3 X
Z4 - X X X X

Bases para la seleccién de pH para el crecimiento de las bacterias

34



Efecto de las bacterias seleccionadas en el crecimiento y desarrollo de
plantulas de tomatillo (Physalis ixocarpa)

Después de tres meses del establecimiento del cultivo de tomatillo, se evaluaron
los datos, de la aplicacion de las BSP a través de un disefio experimental
completamente al azar y segun el analisis de varianza y prueba de Tukey, se
observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos para el peso
fresco, numero de flores y nUmero de ramas, excepto en el diametro del tallo,

como se muestra en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Efecto de la inoculacién con las cepas Z1, Z2, Z3 Y Z4 en el crecimiento
y desarrollo de plantas de Tomatillo (Physalis ixocarpa)

Tratamientos Peso fresco Diametro NUmero de NUmero

(@) del tallo Flores de Ramas
(mm)
Control absoluto 129.80 b 8.21a 42.60 b 3.30b
T1 140.60 b 8.58 a 67.90 ab 4.80 ab
T2 251.80 ab 10.30 a 126.40 a 5.20 a
T3 312.10 a 9.41 a 124 a 4.20 ab
T4 209.20 ab 10.36 a 127 a 4.20 ab

abMedias con letras iguales no son estadisticamente diferentes, con una probabilidad de
5 %, segun la prueba de Tukey, a partir de un disefio completamente al azar. TO: control
absoluto T1: Chloris submutica @Y T2: Deschampsia cespitosa @ T3: Chloris virgata @3
T4: Setaria adhaerens # de Physalis ixocarpa

Peso fresco de la planta de tomatillo

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento 3 presento diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05) sobre peso fresco en comparacion con
el testigo, (Cuadro 10), resultados que concuerdan con los obtenidos por Fan et
al., (2011) en diferentes variedades de maiz. Lo anterior es comparado con la
investigacion llevada a cabo por Garcia et al., (2015), donde observaron que con
el aislamiento de Pseudomonas spp. se obtuvieron mayor longitud, peso fresco
y seco del tallo en comparacion con tratamiento control sin inocular, resultados

gue concuerdan con los de Santillana (2006) en frijol y maiz, mostrando
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aumentos de rendimiento en grano que fueron similares a los producidos por la
aplicacion de fosforo, en ambos casos se mostrd0 un efecto promotor del
crecimiento vegetal producido por esta bacteria. Adicionalmente, Barreto et al.,
(2007), Farina et al., (2012), Yu et al., (2012) y Dash et al., (2013), sefialan que
los resultados positivos sobre el crecimiento de las raices y el aumento del peso
seco de tallos y raices de las plantulas, pueden ser debidos a la habilidad de las

cepas bacterianas para solubilizar fosfatos.

Cuadro 10. Efecto de la inoculacion con las cepas Z1, Z2, Z3 Y Z4 sobre el peso
fresco de Physalis ixocarpa

Tratamientos Nombre Peso fresco
TO Control absoluto 129.80 b
T1 Z1 Chloris submutica 140.60 b
T2 Z2 Deschampsia cespitosa 251.80 ab
T3 Z3 Chloris virgata 312.10 a
T4 Z4 Setaria adhaerens 209.20 ab

abMedias con letras iguales no son estadisticamente diferentes, con una probabilidad de
5 %, segun la prueba de Tukey, a partir de un disefio completamente al azar.

El peso fresco presento valores altos en los tratamientos 2 y 3. Estos tratamientos
tuvieron un incremento de hasta el 140.44% siendo la cepa Z3 quien mostro este
resultado, seguido del tratamiento 2 que corresponde a la cepa Z2 con un 93.99%
comparados con el control absoluto sin inocular. Se evidenciaron valores mas
pequefios en el tratamiento 1 con la cepa Z1 y el tratamiento 4 con la cepa Z4

como se puede observar en la Figura 14.
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Diametro del tallo

Con respecto al diametro del tallo (Cuadro 11) los tratamientos inoculados con
las cepas Z1, Z2, Z3 Y Z4 no mostraron diferencias sobre el testigo sin inocular,
en coincidencia con estudios realizados por Collavino et al., (2010) en el cultivo
de frijol ya que no encontraron efectos sobre el peso del tallo, o sobre el tamafio
del area foliar. Dato contradictorio a lo mencionado por Martinez et al., (2013),
con las cepas MAO6 y MA12 que aumentaron de manera significativa (P < 0.05)
el diametro del tallo, peso fresco y seco del vastago, lo que se reflejé en aumentos
de biomasa de 17.0 y 20.0 % en tallo y vastago, respectivamente.
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Cuadro 11. Efecto de la inoculacién con las cepas Z1, Z2, Z3 Y Z4 sobre el
diametro del tallo de Physalis ixocarpa

Tratamientos Nombre Diametro del tallo
(mm)
TO Control absoluto 8.21 a
Tl Z1 Chloris submutica 8.58 a
T2 Z2 Deschampsia cespitosa 10.30 a
T3 Z3 Chloris virgata 941 a
T4 Z4 Setaria adhaerens 10.36 a

abMedias con letras iguales no son estadisticamente diferentes, con una probabilidad de
5 %, segun la prueba de Tukey, a partir de un disefio completamente al azar.

Segun los resultados obtenidos en el diametro del tallo, estadisticamente no hubo
diferencias (P < 0.05) pero numéricamente el tratamiento 4 con la cepa Z4, tuvo
un incremento del 26.18% y el tratamiento 2 con la cepa Z2 tuvo un incremento

del 25.45% en comparacion con el control absoluto sin inocular. (Figura 15)
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Figura 15. Efecto de las bacterias solubilizadoras de fosfatos sobre el diametro del tallo
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virgata “® T4 Setaria adhaerens #¥ de Physalis ixocarpa
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NUimero de flores

Al realizar el andlisis estadistico y prueba de Tukey (Cuadro 12).para el
parametro namero de flores, el tratamiento 4 fue notoriamente superior, al
presentar un promedio de 127 flores seguido del tratamiento 2, con 126.4 flores
y el tratamiento 3 con 124 flores, los resultados presentaron diferencias
significativas (P < 0.05) en comparacion con el tratamiento 1 que tuvo 67.90 flores
y siendo el testigo el que presento menor nimero de flores, con un promedio de
42.60 unidades. Lo anterior es comparado con la investigacion llevada a cabo por
Madigan et al., (2003), donde observo, que con la inoculacion de BSF influye
positivamente en la formacion de botones que dard como resultados abertura de
flores

Cuadro 12. Efecto de la inoculacion con las cepas Z1, Z2, Z3 Y Z4 sobre el
namero de flores de Physalis ixocarpa

Tratamientos Nombre Numero de flores
TO Control absoluto 42.60 b
T1 Z1 Chloris submutica 67.90 ab
T2 Z2 Deschampsia cespitosa 126.4 a
T3 Z3 Chloris virgata 124 a
T4 Z4 Setaria adhaerens 127 a

abMedias con letras iguales no son estadisticamente diferentes, con una probabilidad de
5 %, segun la prueba de Tukey, a partir de un disefio completamente al azar.
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En el nimero de flores (Figura 16) el tratamiento 4 que corresponde a la cepa Z4,
presento los valores més altos, con un incremento del 198.12% seguido del
tratamiento 2 cepa Z2, con un incremento de 196.71% y del tratamiento 3 cepa
Z3 con un incremento del 191.07% en comparacion con el testigo, Se

evidenciaron valores mas pequefios en el tratamiento 1 con la cepa Z1.

NUmero de ramas

En cuanto al niumero de ramas, segun el analisis estadistico y prueba de Tukey
no hubo diferencia significativa (P < 0.05). Los tratamientos 1 y 2 respondieron
igual y los tratamientos 3 y 4 respectivamente. (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Efecto de la inoculacion con las cepas Z1, Z2, Z3 Y Z4 sobre el
namero de ramas de Physalis ixocarpa

Tratamientos Nombre Numero de
ramas
TO Control absoluto 3.30 b
T1 Z1 Chloris submutica 4.80 ab
T2 Z2 Deschampsia cespitosa 4.80 ab
T3 Z3 Chloris virgata 4.20 ab
T4 Z4 Setaria adhaerens 4.20 ab

abMedias con letras iguales no son estadisticamente diferentes, con una probabilidad de
5 %, segun la prueba de Tukey, a partir de un disefio completamente al azar.
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Figura 17. Efecto de las bacterias solubilizadoras de fosfatos sobre el nUmero de ramas
TO: control absoluto T1: Chloris submutica “¥ T2: Deschampsia cespitosa #? T3: Chloris
virgata ®® T4: Setaria adhaerens “* de Physalis ixocarpa

En cuanto al nimero de ramas no hubo diferencias significativas (P < 0.05) pero
numéricamente el tratamiento 2 mostro un incremento del 57% seguido del
tratamiento 1, que mostro un incremento del 45%, en comparacién con el testigo.

Los tratamientos 3 y 4 tuvieron un ligero incremento del 27%.

En cuanto al crecimiento de las plantulas, se encontré que a los tres meses de
haberse iniciado el ensayo, cada una de las cepas tuvo un efecto positivo en al
menos una de los parametros evaluados. Las cepas Z2 y Z3 aumentaron de
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manera significativa (p<0.05) el peso fresco de la planta, con un incremento de
hasta el 140.44% en comparacion con el testigo, lo que reflej6 aumentos en la
biomasa. Las cepas Z2, Z3 y Z4 aumentaron el nimero de flores en comparacion
con el control absoluto y tuvieron un incremento hasta del 198.12 %
respectivamente. La cepa Z2 mostro un incremento en el nimero de ramas
seguido de la cepa Z3 y Z4. Los resultados obtenidos en el diametro del tallo no
mostraron diferencias estadisticamente significativas pero huméricamente hubo
un incremento del 26.18% por parte de la cepa Z4 seguido de la cepa Z2 con un
25.45%.

Bashan et al. (2013) plantearon una hipotesis para el aislamiento y seleccion de
bacterias solubilizadoras de fosfatos que promueven el crecimiento de las
plantas, en la que sefalan que: i) el fosfato triclcico (Cas (PO4)2) como factor
universal para el aislamiento y evaluacion de BSF, no es un buen selector, ya
gue existen discordancias cuando se seleccionan bacterias usando este
compuesto y se inoculan plantas; ii) Se deberia reemplazar el uso de Cas (POa4)2
por una combinacion de dos o tres compuestos metal-P, como factor inicial de
seleccion; i) La seleccion de candidatos metal-P para potenciales BSP
dependera del tipo de suelo (alcalino, acido o rico en materia organica) donde las
BSF seran usadas, por lo que se sugiere la adicion de compuestos Ca-P
(incluyendo roca fosforica) para suelos alcalinos, compuestos Fe-P y Al-P para
suelos &cidos, y fitatos para suelos ricos en Po; iv) la produccion de un halo en
agar sélido no deberia ser considerada la Unica prueba para la solubilizacion de
fésforo y cuando las colonias crecen sin un halo después de varios repiques en
el medio, deberia llevarse a cabo una prueba adicional en medio liquido para
medir la disolucion de P.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en las que se desarroll6 este trabajo

podemos concluir lo siguiente:

Se aislaron 4 cepas solubilizadoras de fosfatos, todos los aislamientos
presentaron forma bacilar con tincion Gram negativa. Se identificaron como Z1,
Z2, Z3y Z4, y presentaron colonias circulares, formaron halos de solubilizacién
a partir de fosfato tricalcico en medio de cultivo NBRIP, Su principal mecanismos
de accién incluyen la produccién de acidos organicos, asimilacion directa de
fosfatos insolubles a partir de la disminucion del pH de medio, las cepas no
presentaron antagonismo, y se probaron como biofertilizantes en el cultivo de
tomatillo, desempefaron un papel fundamental en la nutriciébn de las plantas,
como peso fresco, incremento de flores y diametro del tallo, indirectamente

coincidimos que fue posible debido a la presencia bioinoculantes con base BSF.
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