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RESUMEN

El fosforo es un elemento esencial en el crecimiento y desarrollo de las plantas
al permitir que se desarrollen de manera Optima, mejorar su rendimiento,
resistencia a cambios en el medio ambiente y a enfermedades. A pesar de que
este macronutriente se encuentra alrededor del mundo, metabdlicamente no es
asimilable; por lo que es importante su trasformacion en fésforo soluble a través
de microorganismos promotores de crecimiento. Para ello, se plante6 aislar,
identificar y determinar la capacidad de bacterias solubilizadoras de fosfatos
presentes en plantas de Bromus carinatus Y Muhlenbergia macroura como una
alternativa sustentable para proporcionar fosforo soluble a plantas en
crecimiento. De muestras de raices de estos zacates, se lograron aislar y
purificar 4 cepas bacterianas en el medio de cultivo NBRID. De estos
aislamiento 2 pertenecieron al género Serratia y 2 a Pseudomonas. Estos
aislamientos demostraron capacidad para solubilizar fésforo, producir acidos
organicos, acetoina y acido indol acético, ademas se observé que su aplicaciéon
en plantas de tomate y chile en invernadero promueve el crecimiento vegetativo
y el vigor aparente de estos cultivos similarmente al del empleo de fosfato

monovalente de potasio tanto en el tallo como en el numero de hojas.

Palabras clave: Fosfatos, bacterias, promotores de crecimiento, auxinas, acido
indol acético.



ABSTRACT

RELICTS BACTERIA SUPPRESSORS OF SYMPTOMS OF DEFICIENCY OF
PHOSPHORUS IN PLANTS.

BY:

ITANDEHUI JUANITA ERENDIRA ESPARZA ARREDONDO
MASTER IN SCIENCIE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGY
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DR. GABRIEL GALLEGOS MORALES-ADVISER

Phosphorus is an essential element in the growth and development of plants. By
allowing them to develop optimally, improve their performance, resistance to
changes in the environment and disease. Although this macronutrient is found
around the world, metabolically it is not assimilable; reason why its
transformation into  soluble phosphorus through growth  promoting
microorganisms is important. It was proposed to isolate, identify and determine
the capacity of phosphate-solubilized bacteria present in Bromus carinatus and
Muhlenbergia macroura plants as a sustainable alternative to provide soluble
phosphorus in growing plants.From root samples of these grasses, 4 bacterial
strains were isolated and purified in the NBRID culture medium. Of these
isolates, 2 belonged to the genus Serratia, and 2 to Pseudomonas. These
isolates demonstrated the ability to solubilize phosphorus, produce organic
acids, acetoin, and indole acetic acid, and it is also specified that their
application in greenhouse tomato and pepper plants to favor vegetative growth
and the apparent vigor of the cropssimilarly to the use of monovalent potassium

phosphate both in the stem and in the number of leaves per plant.

Key words: Phosphates, bacteria, growth promoters, auxins, indole acetic acid.
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INTRODUCCION

El fosforo es un nutriente esencial al permitir el desarrollo y crecimiento de las
plantas. Interviene en los procesos de metabolismo, fotosintesis, trasferencia de
energia, sintesis de acidos nucleicos, entre otros. Los suelos a pesar de tener
un alto contenido de fésforo total, el 98% es insoluble y no util para la nutricion
vegetal. Influye negativamente en la cosecha, la madurez y el desarrollo de la
planta. Hoy en dia, se ha recurrido a la aplicacion de fertilizantes de sintesis
guimica que a pesar de su bajo porcentaje de eficiencia implica enfrentarse a
varios problemas de indole econ6mico y ambiental (Patifio-Torres vy
Sanclemente-Reyes, 2014; Singh et al, 2018) Tales como alteraciones fisico-
quimicas y biolégicas en plantas y suelo; resultado de la bioacumulacion,
biotransformacion y elevada toxicidad de las altas concentraciones de metales
pesados que contienen los fertilizantes fosforados, finalmente se ve reflejado
gradualmente en la reduccion de produccion y perdida de fertilidad del suelo.
(Rodriguez, 2017; Flérez y Zumagque., 2019).

En el uso de microorganismos biofertilizantes representa una alternativa
sustentable y econdmicamente factible para mantener el equilibrio en el suelo,
para dejar accesible al P (Corrales et al; 2015). Entre estos microorganismos
solubilizadores de fosfatos (PSM) estan los géneros: Pseudomonas spp,
Agrobacteirum spp, Bacillus, Azotobacter, Burkordelia, Entherobacter, Erwinia,
Rhizobium, Serratia, Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Fusarium, etc
(Dandessa y Bacha, 2018).

Estos microorganismos prometen ser una estrategia para la agricultura
sustentable; mejorando la produccion mundial de alimentos y favorecer la

agricultura organica para una alimentacion mas natural.



1.1 Objetivo general

Aislar, identificar y determinar la capacidad de solubilizacién de fosfatos y el
efecto sobre cultivos de bacterias rizosféricas obtenidas a partir de Bromus

carinatus y Muhlenbergia macroura.
1.1.1 Objetivos especificos
1. Aislar e identificar rizobacterias con potencial solubilizador de fosfatos

presentes en Bromus carinatus y Muhlenbergia macroura.

2. Seleccionar y evaluar in vitro la capacidad de las bacterias

solubilizadoras de fosfato.

3. Evaluar el efecto de la inoculacion de Bacterias solubilizadoras de fosfato

en el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate y chile.
1.2 Hipétesis

HI: Los microorganismos solubilizadoras de fésforo incrementaran
significativamente las variables agrondmicas de crecimiento y desarrollo

de las plantas de chile y tomate en condiciones de invernadero.



REVISION DE LITERATURA

2.1.- El fésforo

El fésforo es un recurso no renovable obtenido de roca fosférica, es uno de los
macronutrientes vegetales esenciales mas importante, debido a que permite
que las plantas crezcan y se desarrollen al optimizar los procesos biologicos,
genéticos y bioquimicos vitales en sus células. Es util a las plantas para
soportar inviernos, aumentar la eficiencia de agua, acelerar la madurez,
incrementar la resistencia a enfermedades etc. En la actualidad, se conoce que
el fosforo es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza, sin
embargo, del P total en el suelo, solo el 1% est4 disponible para la planta
(Munera y Meza, 2012; Mohammad, 2014). Por esta razdén, se recurre a
fertilizantes fosforados con el fin de asegurar el potencial de la expresion
genética del fésforo en el cultivo (Vargas et al., 2009; Recatume, 2016; Li et al.,
2017).

2.2.- El fésforo en el suelo

En la naturaleza el fésforo se puede encontrar en cuatro formas generales: (1)
P inorgéanico disponible, (2) P organico, (3) P absorbido y (4) P como mineral
primario (Hyland et al., 2005); no obstante, la disponibilidad y la efectividad del
fésforo en la nutricion de las plantas incide con las interacciones de otros
elementos tales como el nitrégeno (N), calcio (Ca), amonio (NH4), aluminio (Al),
magnesio (Mg), hierro (Fe) y Zinc (Zn) (Fernandez ,2007).

Estudios reportan que el fésforo se absorbe durante el crecimiento de las
plantas como aniones de ortofosfato monovalente (H,PO,) y divalente (HPO,),
cada uno en un 50% del fosforo total en la solucidon a un pH cercano a la
neutralidad (pH 6-7). La ausencia de moléculas de fosforo soluble conduce a la
utilizacion de fertilizantes fosforados que intentan cubrir la deficiencia de fésforo
en los cultivos. A pesar de ello carecen de efectividad debido a que el fosfato
soluble en agua reacciona rapidamente con los compuestos del suelo,

formando hidroxiapatita, oxiapatita, fluoroapatita, carbonatoapatita, fosfato



tricélcico, fosfato diacalcico, fosfato monocalcico, livianita, estrengita variscita
fosfato de amonio y fosfato de magnesio los cuales resultan ser poco solubles

(Zapata y Roy 2007; Bobadilla y Rincon, 2008). (Cuadro 1).

I;';?:t:: Denominacién Composicién Caracteristicas
hidroxiapatita ngzgﬂ‘ mayor abundancia
e 3Cay(PO.): Ca0
Fluorapatita 3Cas(POs); CaF; mayor abundancia
Fosfatos o Carbonaioapaliia  3c4,(pO,), CaCO;
fosfato tricalcico 3Ca,PO.)
fosfato dicalcico CaHPO, mayor solubilidad
fosfato monocalcico CaiHPO.) mayor solubilidad
- ostatos de Lo Fes(POL): BH0
Hiarro Estrengita FePO. 2H,0
F:mlzb Variscita AIPO, 2H,0

Cuadro 1. Tipos de fosfatos (Tomada de Bobadilla y Rincén, 2008)

2.3.- Fertilizantes

Los fertilizantes son sustancias aplicables, obtenidas de la mineria o procesos
industriales que ofrecen cubrir las deficiencias de nutrientes en el suelo al
proporcionar las condiciones ideales para el crecimiento, desarrollo vy
produccion de los cultivos. Los fertilizantes con fésforo difieren en sus origen,
efecto residual y eficiencia en la disponibilidad de nutrientes en el suelo. Siendo
clasificados como fertilizantes de fosfato minerales solubles, naturales y

fertilizantes organicos.

Por otra parte, cada dia se requiere mayores cantidades de fertilizantes por la
creciente demanda de suministros alimenticios debido al crecimiento acelerado
de la poblacion. Sin embargo, los fertilizantes aun cuando muestran efectividad
tienen poca residualidad y baja solubilidad en los suelos lo que deriva en
pérdidas econémicas y contaminacion (suelo y agua) (Ober et al., 1999; Khan et
al., 2018; Nolla et al., 2018).



2.4.- Laroca fosforica (RF)

El fosforo se encuentra en varios tipos generales de rocas: la de origen igneo,
la de origen sedimentario y la de origen metamérfico. En el caso donde el
fésforo es de origen sedimentario se les conoce como “roca fosférica” (RF)
mientras que a las demas rocas ricas en minerales de fosforo (igneas y
metamorficas) pertenecen al grupo de rocas fosféticas. De acuerdo a ello, al
hablar de roca fosforica nos estamos refiriendo al nombre colectivo que se le da
a un mineral o agregado de minerales que contienen fosforo de origen
sedimentario. (UPME, 2018; Zapata y Roy, 2007).

A pesar de que la RF, se encuentra distribuida alrededor del mundo, no todos
los yacimientos pueden ser explotados debido a las caracteristicas de las rocas
y/o tamafios de depdsito que no justifican la inversién para la industrializacion.
Por lo tanto, la roca fosférica constituye un recurso finito y no renovable,
utilizandola como materia prima para la produccion de los fertilizantes
fosfatados a través de su producto principal el acido fosférico, los fertilizantes
fosfatados mundialmente son principalmente los fosfatos de amonio ( mono y di
amonico) y el superfosfato triple. EI 80% del fésforo, proviene de la roca
fosforica explotada en el mundo debido a que los depdsitos de origen igneo a
menudo tienen bajas concentraciones de P, son poco reactivos , no son
apropiados para la aplicacién directa a cultivos y su procesamiento requiere
mas inversion de tiempo (Castro y Melgar, 2005; Acosta et al., 2019).

2.4.- Larocafosfoérica alrededor del mundo.

La produccién de fertilizantes fosfatados ocupa el segundo lugar a nivel global,
destacandose como los principales paises en tener reservas mundiales y
mayores productores de roca fosférica los paises de Marruecos, China, Estados
Unidos y Rusia (Figura 1). En el ambito mundial, un 85% de la roca fosforica se
usa en la produccion de fertilizantes incluyendo su aplicacion directa al suelo
(Acosta et al, 2019).



= Depésitos igneos 4 »
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Figura 1. Depdésitos potencialmente econdmicos de fosfatos en el mundo
(Fixen, 2009)

2.5.- El fésforo en México.

La Secretaria de Economia Nacional en 2018, menciona que cerca del 90% de
los fosfatos producidos o adquiridos en México sirven para la elaboracion de
fertilizantes en forma simple o combinada y el resto es utilizado en diversas
industrias de elaboracién de detergentes, alimentos para animales y humanos,
productos dentales, entre otros. El fosforo en México se extrae en Baja
California Sur (80%) e Hidalgo (20%) (Figura 2). También es importado de los

yacimientos de roca fosforica provenientes de Marruecos (SE, 2018).

N

ESCALA 1:20000000

GEOLOGIA

CLASES DE ROCAS

Figura 2. Clases de rocas y presencia de fosforita en México (Secretaria de
Economia de México, 2018)



2.6.- Biofertilizantes

Como se menciono anteriormente a nivel global y nacional se emplean grandes
cantidades de fésforo en la produccién de fertilizantes fosforados lo cual
ocasiona una problematica econdmica y ambiental que se incrementa afio con
afo, por lo que se considera de vital importancia la busqueda de alternativas
gue reduzcan los costos y sean amigables con el ambiente por lo que los
biofertilizantes representan una gran oportunidad de mercado. Los productos a
base de microorganismos benéficos vivos o latentes, al ser inoculados forman
interacciones simbidticas con las raices de las plantas facilitando su nutricién
y/o soporte tanto para el huésped como al hospedante permitiendo que los
ciclos biogeoquimicos mantengan el equilibrio del agroecosistemas (Gragreda-
Cabrera et al., 2012; Aguirre-Joya et al., 2014; Wyciszkiewicz et al., 2015), son
una alternativa efectiva para reducir la contaminacion ambiental de los suelos,
al promover practicas agricolas amigables con el medio ambiente, reducir los
costos y disminuir la contaminacién ambiental al evitar el uso de fertilizantes

sintéticos. (Beltran 2014, Restrepo-Franco et al., 2015).
2.7.- Interaccién suelo planta

Después de algunos afios de estudio se sabe que la principal fuente de fésforo
para las plantas es el fosfato inorganico (Pi). El cual se absorbe de la solucién
del suelo por medio de las raices en forma de ion orto fosfato primario (H,PO,)
o bien como ion fosfato secundario (HPO,4). Una vez dentro de la raiz, el P
puede quedar almacenado o trasportado a otras partes de la planta para estar
disponible para diferentes reacciones como: la incorporaciébn a compuestos
organicos como acidos nucleicos (ADN y ARN), fosfoproteinas, fosfolipidos,
enzimas y compuestos fosfatados ricos en energia como la adenosina trifosfato
(ATF); no obstante, el movimiento de este nutriente como de todos los demas

dependera del trasporte de las membranas celulares. (Munera y Meza, 2012).



2.8.- Deficiencias de fosforo en plantas

La deficiencia o exceso de nutrientes, puede reflejarse de varias maneras a lo
largo del ciclo fenologico de las plantas (Carruthers, 2017). Se ha demostrado
que la deficiencia de fosforo en los cultivos puede ocasionar la reduccion de la
cosecha hasta un 50% vy la disminucion del contenido vitaminico. A menudo
esta deficiencia se presenta con la aparicion de una coloracién verde obscura
seguida de coloraciones purpuras tanto en las hojas de la zona reproductiva
como en el tallo principal. De igual forma, se puede presentar caida de flores,
enrollamiento de hojas nuevas, frutos pequefios, retardos en la madurez,

acidificacion del fruto, menor masa radicular, asi como también puede existir

una reduccion de la resistencia de plantas a enfermedades (Figura 3 y 4)
(Martinez et al., 2009; Munera y Meza, 2012; Silva et al., 2017; Mahecha et al.,
2019).

Figura 3. Coloraciones purpuras en hojas y tallos de
tomate

Figura 4. Enrollamiento de hojas nuevas en planta de
chile

2.9.- Microorganismos solubilizadores de fésforo (MPS).

La biodiversidad microbiana del suelo juega un papel de suma importancia en el
metabolismo de moléculas complejas, ayuda a la nutricion de las plantas y

ofrece innumerables metabolitos (tiles para la productividad agrondémica.



(Sashidhar y Podile, 2010). Los microorganismos que poseen la capacidad de
solubilizar e incrementar la disponibilidad de fésforo en el suelo sirven a su vez
como suministro a las plantas (Patifio-Torres y Sanclemente-Reyes, 2014;
Cuervo 2010; Rodriguez, 2002). Los MPS son capaces de crecer en medios
con fosfato tricalcico, apatita o materiales insolubles similares como Unica
fuente de fosfato. Ademas llevan a cabo la dinamizacion del fésforo a través de
procesos como mineralizacion, inmovilizacion y solubilizacién, relacionados con
su metabolismo nutricional (Fernandez et al., 2005; Giovannini, J. 2013). Se ha
descubierto que el gen de la glucosa deshidrogenasa (gcd), conocido como la
primera enzima en la via de oxidacion directa, que contribuye significativamente
a la capacidad de solubilizaciéon de fosfato mineral en varias bacterias Gram
negativas (Muhammad et al., 2018). Cabe destacar que estos descubrimientos
dieron origen a la busqueda de microorganismos poseedores de estas
caracteristicas en diferentes nichos ecoldgicos, permitiendo identificar nuevos
aislamientos potentes (Cuadro 2) (Galindo et al.,, 2006; Sharma et al. 2013;

Restrepo- Franco et al., 2015).

MICROORGANISMO LUGAR AUTORES
Bacterias
Aeromicrobium, Aquaspirillum Manglar Colombia Castafeda et al., 2006

Bacillus megaterium, Bacillus
aeruginosa, Rhizoblum sp.

Suelo calcareo Florida Liuetal, 2015
Acinetobacter sp.
Pseudomona Oryzihabitans
Pseudomonas spp., Pseudomonas
urantiaca, Serratia fonticola.
Argentina Garcia etal., 2015

Proteus spp, Bacillus sublilis,
Bagcillus megaterium. Bacillus spp

Ao kG Cundinamarca, Colombia Becora et al, 2041
Rahnella aquatilis,

Arthrobacter ureafaciens

Phyllobacterium myrsinacearum Taiwén, China chen etal. 2006
Rhodococcus erythropolis e

Delftiasp

Kushneniasp. YCWA18 Dagqiao, China Zhu et al,, 2011

Hongos

Aspergillus niger Manglar Colombia Castafeda et al., 2006
Aspergillus P. Micheli, Penicillium Romero et al., 2019
Tricoderma Pers, Fusarium Soahule. eudco
Ascomicetes: Manglar Colombia Castaheda et al., 2006

Dabaryomyces Cf. Hansenii

Streptomyces, Microbacterium,
Angustibacter. Kocuria, Isla de Chorao. provincia de Dastager et al., 2013
e, Goa, India
Isoptericola, Agromyces.
Levadura :
Cundinamarca Colombia Becerra et al, 2011

Candida famata

Cuadro 2.- Biodiversidad de microorganismos solubilizadores de fosfatos
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2.10.- Procesos microbianos de solubilizacién de fésforo

Los microorganismos que llevan a cabo la solubilizacion de fosforo emplean
tres mecanismos:(1) Liberacion de compuestos complejos p.ej. aniones acidos
organicos, sideroforos, protones, iones hidroxilo, CO2, (2) liberacién de enzimas
extracelulares o también se conoce como mineralizacion bioquimica del P y (3)
la liberacion de P durante la degradacion de sustrato (McGill y Cole 1981), a su
vez generando diferentes procesos como acidificacion del medio, formacién de
complejos metalicos, reduccion de metales, disolucion de fosfatos mediados por
enzimas, disolucién indirecta de fosfatos y liberacion de fosforo en el suelo

(Restrepo- Franco, 2015).

APLICABILIDAD
DE FOSFATOS

MECANISMO TIPO DE PROCESO TIPO DE REACCION

Reduccién del PH
Acidificacion del medio Formacién de

hidrofosfatos.

Liberacion de dcidos Fosfatos de Ca™
. . organicos o complejos Formacién de
Liberacion de
(quelantss) complejos metdlicos. | Fosfatos de Ca,
compuestos N N
. ALy Fe™
complejos .
Actividad redoxde Reduccion de
bacterias o sus metales con estados Fe™ fosfata
exudados (metabolitos de oxidaciaon
secundarios) wariables a un bajo

estado de oxidacion

Liberacion de .
X X . X Varios esteres
enzimas Hidrolisis de enzimas

Liberaciaon extracelular de fosfatos
extracelulares o . . de esteres de fosfato .
. i de enzimas especificas organicos
mineralizacion . organico pobremente
. . ( fosfatasas) (fitatos
bioguimica del solubles .
fosfolipidos)
P
Liberacion del Liberacion de
P durante Disolucién indirecta de complgjos metilicos | Fosfatos de Ca®™
degradacion de | fosfatos porinteraccion planta Ay Fe™
sustrato -microorganismao

Cuadro 3. Procesos de solubilizacién de fosfatos. Tomado de Restrepo-Franco
et al., (2015)

2.11.- Los acidos organicos y la solubilizacion de fosfatos

Uno de los mecanismos mas conocidos para la solubilizacion de P; es la
produccion de acidos organicos de bajo peso molecular producido por las
rizobacterias. Estas poseen la capacidad de no solamente acidificar la rizésfera,

sino también formar complejos con Al y Fe aumentando asi, la disponibilidad del
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P para la nutricion de las plantas. Se ha reportado que participan los &cidos
oxalico, citrico, butirico, maldnico, lactico, succinico, malico, glucénico, acético,
gliconico, fumarico, adipico, indolacético y 2—cetogluconico. Resaltan algunos
géneros bacterianos que los producen como Pseudomonas, Rhizobium,

Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Aereobacter, Flavobacterium,

Yarowia, Streptosporangium y Erwinia. (Paredes-Mendoza et al., 2010)

Acido Férmula Ruta biosintética Bacteria que lo produce Referencia

Acético CH,COH Oxidacién incompleta de Acetobacter aceii, Glucanobacter Singh ¥ Amberger
azicares | fermentacion oxydans y Pseudomonas fluorencens  (1998a)
acética)

Lactico CH,CHOH,COH {Gheohsi) Fermentacion Bacillus ligueniformis ¥ Bacillus Bano y Musarrat
lctica primaria amplofiguefaciens (2003)

Oxalico HOLCC0,H Acidos tricarboxilicos Pseudomonas flusrescens Singh v Amberger

{19%98a)
Citrico HOLCCH.COHCO,HCHOCOLH Acidos tricarboxilicos Erwinia herbicola v Yarowia Goldstein {1995);
lipalytica Vassileva et al (2000)
Butirico {'H:l('H: |:L'U:[I Oxsdacion anacrobia del Bacillus ligueniformis ¥ Bacillus Wan v Wong (2004)

Succinico

HO,CCHCH,CO-H

piruvato

Ciclo del glioxilato v acidos
tricarboxilicos

amyloliguefaciens

Prendomonas putida v Prendomonas

flworescens

Liwer all (19492)

Malico HO,CCHOHCH,CO.H Acidos tricarboxilicos Bacillus megaterium Singh v Amberger
(1998h)
Glucomico HOLC{CHOH),/CHOH Onidacion directa de la Erwinia herbicola, Pseudomonas Goldstein v Liu { 1987)
glucosa cepacia ¥ Burkholderia cepacia
Fumiérico HO,CCOCH,CO0,H Acidos tricarboxilicos Frepdomonas geruginosa Harrison et al. (1972)

2-Cetoglucénico

HOLCO(CHOH);CH.OH

Ouidacion directa de la

Rhizobium leguminosarum .

Anderson ef al. {1985)

glucosa Rhizobium meliloti vy Bacillus

firmus

Cuadro 4. Acidos organicos y sus rutas biosinteticas en bacterias
solubilizadoras de fosfatos. Tomado de Paredes-Mendoza et al., (2010)

2.12.- Bacterias solubilizadoras de fosfatos

Existen diferentes géneros bacterianos poseedores de la capacidad de
promover el crecimiento vegetal, por medio de la solubilizacién de fosfatos
efectuada al producir enzimas del tipo fosfatasas que hidrolizan los enlaces
organicos fosfatados o bien mediante la produccion de &cidos organicos.
(Anzuay et. al., 2017; Cisneros- Rojas et al., 2017; Andrés et al., 2019). Estos
microorganismos pudiesen llegar a tener

una mayor posibilidad de

adaptabilidad en el campo, siendo una alternativa agroecolégica en la
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formulacion de biofertilizantes que ayuden a disminuir el impacto ambiental
ocasionado por el uso de fertilizantes fosforados (Armenta-Bojérquez et al.,
2010). Sin embargo, se ha reportado que el éxito de estos inoculantes
dependera de la seleccion, origen, capacidad para colonizar la rizésfera y

mantener la actividad biologica de a cepa. (Abdel.Aziez et al., 2014).
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevd acabo en el Laboratorio de Microbiologia, Departamento
de Parasitologia, asi como en los invernaderos de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), de la ciudad de Saltillo, Coahuila de Zaragoza,

México.

3.1.- Aislamiento y purificacion de bacterias solubilizadoras de fosfatos

(BSF) a partir de muestras rizosféricas

Se utilizé la metodologia reportada por Patifio (2014) y Matias (2018) para el
aislamiento de BSF que consisti6 en la seleccién aleatoria de raices de
gramineas desarrolladas naturalmente en bosques de Saltillo, Coahuila,
México. Las raices colectadas y colocadas en bolsas plasticas se trasportaron
en hielera al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro.

Las raices fueron lavadas con agua corriente para quitar el exceso de suelo, se
desinfectaron con hipoclorito al 3% por 30 segundos y se lavaron con agua
destilada estéril tres veces. Las muestras fueron colocadas y maceradas en
tubos falcon con agua destilada estéril. Posteriormente con ayuda de un asa
bacteriol6gica se tom6 una muestra y se sembro en forma de estria en el medio
NBRIP (Dextrosa (10g), Caz PO, (5g), MgCl,6H,0 (5g), MgSO, 7H,0 (0,259),
KClI (0,29), (NH4),SO, (0,15g), Agar (18g))(Flores-Zarate et. al.,2014),
especifico para microorganismos solubilizadoras de fosfatos, dejandose incubar
a 28°C por 48 horas. Finalmente se purificaron las colonias que presentaban

halos de solubilizacion de fosfatos por medio de resiembra en tres cuadrantes.

3.2.- Identificaciébn y caracterizacion de bacterias solubilizadoras de
fosforo

La identificacion de los aislamientos se efectud por caracterizacion morfologica,
bioquimica y molecular de los cultivos. Para su descripcion se observaron frotis

In vivo y semipermanentes al microscopio compuesto, para describir su
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morfologia celular, tincibon Gram, formacion de colonias, tamafio, pigmeto,
borde, elevacion y textura. Ademas se realizaron pruebas de crecimiento en
diferentes medios de cultivo (NBRIP, Agar nutritivo, Kb, Mc.conkey, YEM), y la
determinacion de ureasas, citratos, catalasas, oxidasas (Schaad et. al., 2001;
Molano, 2004). También se efectud las pruebas de fluorescencia en medio KB
(King et. al.,, 1954) incubado a 28°C durante 48 horas, para detectar
fluorescencia en las placas por observacion a través de un trasluminador de luz

Uv de biolmaging system.

Finalmente las cepas purificadas se enviaron por duplicado al Instituto Potosino
de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT), para ser identificadas y
caracterizadas por secuenciacion de las regiones interespecificas de DNA
gendmico (PCR-ITS).

3.3.- Pruebas de patogenicidad

Se realizaron tres pruebas de seguridad de laboratorio para detectar indicios de
riesgo fitosanitario y comprobar si alguno de los aislamientos representara o
provocara dafios vegetales en plantas de importancia agricola segun Shaad et
al, (2001) y Duarte (2007).

3.3.1.- Pudricion de tubérculo de papa

Se tomé un tubérculo de papa que se lavo, secd, desinfecté con etanol al 70% vy
flamed. Posterior se cortd rebanadas de papa de aproximadamente 5 mm de
grosor y se colocaron en cajas Petri con papel filtro estéril. A cada una de las
rebanadas se les hace una incision superficial y solo en una de ellas se inocula
la bacteria BSF. Finalmente se le adiciona unos 2-3 ml de agua estéril para
humedecer el papel y crear un ambiente humedo y se incubo a 28°C de 24-48
horas. A partir de las 24 horas, se observa el tejido de cada una de las
rebanadas y si en la papa inoculada se sintetizan enzimas pectoliticas es muy

probable que se presente la pudricion y el ennegrecimiento.



15

3.3.2.- Dihidrolisis de arginina

Cada cultivo bacteriano de BSF se inoculd por picadura en 3 tubos con medio
de cultivo arginina (peptona 1g, NaCl 5g, K2HPO4 0.3, agar 3g, rojo fenol
0.0003g, L(+) hidrocloruro de arginina 10g,agua destilada 1000ml), se introdujo
el asa recta previamente flameada al tubo no inoculado con la bacteria, se
adiciono 1ml aproximadamente de aceite mineral estéril a cada uno de los 3
tubos, se incub6 a 28°C durante 72 horas. Si la bacteria presenta arginina
desaminasa y la citrulina ureidasa, en el medio de cultivo se acumulara NHjs, el
cual lo alcalinizard, provocando que el indicador rojo de fenol vire del color rosa

violeta, por lo que la prueba seré positiva.
3.3.3.- Reaccion de hipersensibilidad

Se prepar6 una suspension bacteriana con 10’ UFC/ml de cada BSF y por
medio de una jeringa estéril, se infiltro a los espacios intercelulares de una hoja
de tabaco (Nicotiana tabacum) ya sea a través de la nervadura central o lamina

foliar.

Las plantas tratadas se mantienen a temperatura ambiente (20°- 30°C). Si
dentro de las 24 horas posteriores a la inoculacion, la zona infiltrada presenta

perdida de turgencia o necrosis, la prueba se considera positiva.
3.4.- Eficiencia de solubilizacién de fosfatos (ESF)

La eficiencia de los aislamientos bacterianos en solubilizar fosfato en placa se
cuantifico mediante la técnica de Patifio,(2010), para ello cada bacteria se
inoculo por picadura al centro de cinco cajas Petri con el medio solido NBRIP.
Las caja se incubaron a 30°C por 7 dias, al término se evalud la relacion de
eficiencia  solubilizadora de fosfatos (ESF), segun la relacién

hidrolisis/crecimiento.

ESF= Area de halo de solubilizacién /Area de crecimiento de la colonia
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Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza, bajo un arreglo
completamente al azar en el paquete estadistico JMP8 (SAS, 2002). Las
medias de los valores de eficiencia en solubilizacion de fosfato (ESF) se

compararon y estratificaron segun la prueba de Tukey (a=0.05).
3.4.1.- ESF en diferentes pHs y concentraciones de roca fosférica

Se evalu6 la capacidad de crecimiento de las bacterias en las diferentes
condiciones de pH presentes en suelos (5.5, 6, 6.5, 6.8, 7), a través de la
elaboracion de medio NBRIP, donde las diferentes cepas se inocularon por
triplicado y se evaluaron después de 168 horas en incubacion a 30°C. Una vez
obtenidos los datos, se eligi6 el medio con el pH Optimo de crecimiento,
probando con diferentes concentraciones de CazPO. (1,2.5, 3.5, 5, 6 g/L™).
Dejando en incubacion a 30°C por dias midiendo la eficiencia solubilizadora de
fosfato por medio del crecimiento de la colonia y el halo de solubilizacién de la

misma.
3.5.- Cuantificacion de solubilizacién de fosfato inorganico (IPS)

Las cepas seleccionadas de acuerdo a su eficiencia en solubilizar fosfatos se
propagaron en matraces Erlenmeyer, con 200 ml de medio liquido de NBRIP
estéril. Los cuales fueron inoculados con 1ml de inoculo de cada aislamiento.
Para ello se us6 matraces Erlenmeye bafleados de 500ml conteniendo 200
ml de medio cultivo liquido de NBRIP estéril, se utilizaron 3 repeticiones por
cada bacteria. Los matraces se mantuvieron en agitacion (150rpm) a 30°C
durante 2 dias. Posteriormente 10 ml de cada matraz se centrifugaron a 1500
rpm por 10 min, enseguida se tomaron 5 ml del sobrenadante y se mezclaron
con 800 pl de reactivo mixto (50 ml de H,SO,4 2.5 M, 15 ml de Molibdato de
amonio al 4%, 30 ml de acido ascérbico 0.01 M y 5 ml de solucion de tartrato
de potasio 0.004M). Para la cuantificacion del fésforo en el medio, se elaboré
una curva estandar en concentraciones de 0.15, 0.3 ,0.6, 0.9, 0.12, 0.5 mg/L™
a partir de una solucién madre de 50 mg/L™ de KH,PO.. La absorbancia de la

reaccion colorimétrica se leyé a 880nm en un espectrofotometro Thermo
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Spectronic (Murphy y Riley, 1962).

3.6.- Determinar la sintesis de acidos organicos

Se reporta que las rizobacterias poseen la capacidad para promover el
crecimiento vegetal a través de la sintesis de acidos organicos. Los cuales se
determinan a través de métodos colorimétricos. Para ello se prepar6 Medio-ST
(Medio Sacarosa-triptona) el cual contiene: Sacarosa (20g/l), Triptona (5g/l),
solucion de elementos trazas (SET) (10 mL). La solucion SET estuvo
compuesta por (mg por litro): Na;Mo0O4.2H,0 (20), H3BO3 (200), CuS0O4.5H,0
(20), FeCI3 (100), MnCl,.4H,0O (20), ZnCl, (280). Después de inocular cada
bacteria de manera individual e incubar en agitacion (150rpm) a 30°C durante
24hrs. Se agrego el indicador azul de bromotimol al 0.1%, una prueba positiva
cambia el indicador a color amarillo que indica la acumulacién de acidos

organicos en el medio.
3.7.-Produccién de acetoina

La produccién de acetoina se detect6 por el medio de cultivo Vorges-Proskauer
consiste en: Peptona (7g /l), Glucosa (5g /1), KH,PO4 (5 g /1), ajustando el pH 7,0
10,2 unidades. Se inocularon e incubaron las cepas por 48 horas a 30°C.
Finalmente se indujo la respuesta colorimétrica utilizando los reactivos Vorges A
(5% a-naftol) y Vorges B (KOH). Trascurridos 30 min si, se aprecia un color
rosa-rojiza en el medio indica la presencia de acetoina caso de ser positivo 0

permanece amarillo al ser negativo.
3.8.-Ensayo cualitativo de &cido indol Acético (AlA)

Se preparé 50 ml de medio liquido BT modificado (5g de glucosa, 1gr K;HPOy,
0.4g NH4NOj3;, 0.2g NaCl, 0.4g MgSO,7H,0O, 20g triptona) en matraces
bafleados de 250 ml, una vez esterilizados se inocularon con cada aislamiento
BSP y se incubaron por 48 horas a 30°C a 150 rpm. Posteriormente se tomé

1ml de solucion bacteriana, se colocé en un tubo de ensayo, agregando 1ml de
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agua estéril y 1ml de reactivo de Salkosky a partir de cloruro férrico en acido
sulfarico (Glickmann y Deessaux, 1995; Pefiin, 2017).

3.8.1.- Cuantificacion de &cido indol acético (AlA)

La concentracion de AIA producido a partir de la fermentacion microbiana de
cada BSF, se determind por espectrofotometria utilizando el reactivo de
Salkowski (Glickmann y Deessaux, 1995) y una curva de calibracion con un
estandar de AIA (Sigma®) en concentraciones de: 100 50, 40, 30, 20, 10y 5
ppm, se usO agua desionizada y reactivo de Salkowski como indicador en
relacion 1:1.

Para cuantificar la concentracion de AIA presente en el caldo de fermentacion
obtenido a partir de la cepas bacterianas, se realizaron diluciones 1:10 y 1:100
de cada muestra con agua desionizada, posteriormente se tomaron 0.5 ml de
cada dilucién y se colocaron en tubos de ensaye de 5 ml. A cada tubo, se
adicionaron 0.5 ml de reactivo de Salkowski (1:1), permaneciendo en reposo
durante 30 minutos en condiciones de obscuridad. Se empled como blanco una
dilucién de AIA en agua desionizada. Finalmente se realiza la lectura A530nm,

haciendo uso de un espectrofotometro (Genesys 20).

3.9.- Efecto de BSF en el crecimiento Solanum lycopersicum y Capsicum

annuum.

Se emplearon plantas de 15 cm de Solanum lycopersicum y Capsicum annuum,
trasplantadas a sustrato estéril integrado con peat moss y perlita (3:1), saturado
con fosfato insoluble (CazP0Q,). La aplicaciéon de las BSF se realizé cuando las
plantas mostraron los primeros sintomas de deficiencia de fosfatos (Tablal).

La distribucion de tratamientos en el area experimental se llevo a cabo
mediante un disefio completamente al azar, la unidad experimental consto de 7
tratamientos con 6 repeticiones (3 testigos 4 tratamientos) arrojando un total de
42 unidades experimentales por cultivo. Al finalizar 60 dias, se evaluaron

diferentes parametros agronomicos(N° de hojas, longitud de tallo y raiz, peso
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fresco, peso seco) realizando una andlisis de varianza y prueba media de
Tukey, (P=0.05) con el programa estadistico JMP8 (SAS, 2002), bajo un disefio

experimental completamente al azar.

Tabla 1.Esquema experimental de tratamiento de BSF en Solanum

Lycopersicum y Capsicum annum

Control -

5 GriL CazPos

Tratamientos

1aml/L bacterias

NOMBRE DE COMPOSICION DE
TRATAMIENTO TRATAMIENTO -ta

Control 0 Agua

Control + 4.4 GIL -KHz2POs

experimentales

3.10.- Promocion de la germinacion de semillas con in6culos de BSF.

Para evaluar el porcentaje de germinacion inducida por los inoculantes
bacterianos, se llevé acabo la reproduccion de las cepas en medio KB (King et
al., 1957), las cuales fueron inoculadas y mantenidas en agitacion (150 rpm)
durante 48 horas. Al finalizar el tiempo de incubacién. Las semillas previamente
desinfectadas se dejaron imbibir en cada uno de los tratamientos durante 24
horas, seguido de esto se colocaron en cajas Petri con papel filtro estéril y
permaneciendo en incubacion durante 5 dias en condiciones de obscuridad a
27°C. Se establecio un disefio experimental completamente al azar, con de 7
tratamientos con 3 repeticiones. Para su evaluacion se calcul6 el porcentaje de
geminacion por tratamiento donde la variable a evaluar fue el N° de semillas
germinadas con cada aislamiento solubilizador de fosfato. (BSP). (Castro, 2013;
Flores-Zarate, 2018)
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- lIdentificacion y caracterizacion de bacterias solubilizadoras de
fosfatos (BSF).

A partir de la rizosfera de dos tipos de gramineas (Bromus carinatus y
Muhlenbergia macroura) de la Sierra Madre Oriental del estado de Coahuila, se
logré recuperar 4 aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) en el
medio de cultivo NBRID. La identificacion a nivel género se obtuvo
considerando las caracteristicas morfolégicas celulares, de colonia vy
bioguimicas en base a los criterios establecidos por Shaad (2001). Donde todos
los aislamientos fueron Gram negativas tal y como se muestran en el siguiente
Cuadro (5). Los aislados se caracterizaron por presentar forma bacilar y formar
colonias circulares con coloraciones blancas y cremas. Ademas de poseer la
capacidad de crecer en diferentes medios de cultivos y en diferentes
concentraciones de CazPO, que oscilan entre 1gr/L a 5gr/L bajo distintas
condiciones de pH. Los aislados presentaron la capacidad muestran tener la
capacidad para producir catalasas, oxidasas, reducir nitratos y emitir

fluorescencia.

Cuadro 5. Comportamiento bioquimico de BSF aisladas de Bromus carinatus y

Muhlenbergia macroura

c © o
c £ o m =
o © = o =] ©
= £ g S £ B > o o - I'ZI' k=]
© 8 m @ ? P o g E m E xod =
| 6 £ § 5 § 8-S 5 XX oEs2ag
= 8B g 92 © ¥ £ @ T 8 2 o Z a5 c @
5 E ®8 8 o § ®8 ¢ w 8 = £ £ o =2 o c 8
o e € 2 ¢ & 55 8B 8 o T 5 QEQE o
m S § 8 5 2 0 ¢ ¢ = & 5 2 8 T3 E o8&
o £ 3 2 ©§ 5 2 = 22=3 32
3 = i T 23 = o 2g
= - £ o [ S =
L] o o <
<
Pseudomonas sp.(P52) - + - + - + + - + + + + + + + + -
Pseudomonas sp.(C10) - - - + - - - - +* - + + + + + - -
Serratia sp.(PTS) - + - - - - + - + - + -
Serratia sp.(BP1) - + - - L + + + + - o+ -

(-)Prueba negativa; (+) Prueba positiva
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Con base en la secuenciacion de las regiones interespecificas de DNA
gendmico (PCR-ITS) y comparado estos datos con los registrados en GenBank
(NCBIR), se confirmo la presencia de los géneros: Serratia y Pseudomonas
(Cuadro 5). Estos aislados bacterianos han sido reportados por diferentes
investigadores como microorganismos altamente efectivos al momento de
incrementar la disponibilidad del P, ademés de contribuir a la modificacion del
pH del suelo. (Brito y Ulla, 2012; Farhan et al., 2019; Rezakhani et al, 2019).
Cabe mencionar que el género Serratia como lo han mencionado Alvarez et al.,
2014, y Ramirez Rojas et al.,(2016), solo algunas especies de Serratia
producen pigmento rojo (prodigiosianina) y se relaciona con la especie
patdbgena para plantas y animales, sin embargo, nuestros aislados no lo
generan .tiene la capacidad para solubilizar fosfatos y molecularmente no
coinciden con Serratia marcescens ,ademas de haberse aislado de raices de
zacates, por lo que factiblemente pudieran ser cepas no descritas o que no se
encuentran como referencia en GenBank. Algunos autores han mostrado que el
potencial de estos microorganismos dependera de su mecanismo de
solubilizacion, genética molecular y su capacidad de liberar P en el suelo
(Motsim et al., 2019).

Figura 5. Crecimiento colonial y celular de BSF. A) Medio sin inocular; (B)
Siembra por estria de BSF en medio NBRIP; (C) Prueba de fluorescencia BSF;
(D) Frotis in vivo de BSF
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4.2.- Patogenicidad de cepas bacterianas

El riesgo fitopatoldgico del uso de las BSF recuperadas de gramineas fue
descartado al realizar las pruebas de: dihidrolisis de arginina, pudricion de
tubérculo de papa y reaccion de hipersensibilidad en plantas de tabaco, al
obtener resultados negativos, con lo cual es factible poder experimentar su
empleo como inoculantes bacterianos promotores de crecimiento en plantas
(Tabla 3) Los aislamientos mostraron la ausencia de pudricion con halo obscuro
en tubérculos de papa, necrosis en hojas de tabaco y carecen de crecimiento
en medio con arginina (Guzman, 2007).
Tabla 2. Pruebas de patogenicidad de BSF

Aislado

i Pseudomonas sp.(PSZ2) Pseudomonas sp. (G10) Serratia 5p.(FTS) Serratia sp. (BP1)
bacteriano

Dihidralisis de arginina
(+-)

Pudrician de tubérculo papa
(+-)

Reaccion de hipersensibilidad
(+-)

(-)Prueba negativa; (+) Prueba positiva

Estos datos son consistentes también con Cores et al., (2016) quien reporta que
los microorganismos carentes de produccion enzimas pectoliticas y/o turgencia
0 necrosis son considerados como no fitopatdgenos, al igual que Duarte (2007),
quien reporta que las pruebas de patogenicidad representan una herramienta

eficiente para la deteccién de un agente infeccioso.
——

Figura 6. Pruebas de patogenicidad de BSF a) Dihidrolisis de arginina b)
Necrosis en tubérculo de papa c) Hipersensibilidad en planta de tabaco.



23

4.3.- Eficiencia de solubilizacién de Fosfatos (ESF)

En el tabla 3, se proporciona una vision general de la ESF de cada uno de los
aislados bacterianos obtenidos. A partir de estos datos se puede observar que
las cepas correspondientes a los géneros Serratia (BP1) y Pseudomonas sp
(C10) poseen la mayor eficiencia de solubilizacion de fosfatos a partir de

CasP0O,, en comparacion con las demas bacterias evaluadas.

Tabla 3. Capacidad de solubilizacion de fosfatos en medio NBRIP solido de

bacterias aisladas a partir de Bromus carinatus y Muhlenbergia macroura

Similitud Gen SIN

Aislado Bacteriano GenBank ESF
(%)
Pseudomonas sp. (P52) 95% 289xz011b
Pseudomonas sp.(C10) 96% 324 + 0.06ah
Serratia sp. (PTS) 98% 291011 b

Serratia sp.(BP1) g55¢ 357+005a
(7] - .

Valores de medias estadisticas con la misma letra son similares estadisticamente segin Tukey (a=0.05)

Los pardmetros de evaluacion son consistentes con lo reportado por
Scattereggia (2016), quien determino el indice de solubilizacion de fosfatos en
medio solido permite aislar bacterias con capacidad sobresaliente para
solubilizar fosfatos, lo cual se observo al cuantificar ESF en las bacterias
aisladas que mostraron diferencias marcadas de solubilizacion que oscila desde

un 10 hasta 76% entre ellas.
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Figura 7. Vista de placa de cultivo para evaluar eficiencia solubilizadora de
fosfatos por BSF en medio de cultivo NBRIP. (A)Medio sin inocular; (B) Medio

inoculado

4.4.- Efecto del pH en la solubilizacion de fosfato.

El comportamiento de estas bacterias es muy importante para su empleo, dado
que la variacién en el pH del suelo es muy amplia dependiendo del area, region
y clima, ademas de ser determinante en la capacidad de cada bacteria para
solubilizar fosfatos. El uso del medio sélido para solubilizar fosfato representa
una medida de la capacidad de cada microorganismo para soportar
concentraciones especificas de fésforo insoluble, sin desplazarse, asi como
también sus posibilidades para movilizarse hidrolizando foésforo insoluble como
lo es el CazPO,4, que representa el compuesto mas comun de encontrar en el
suelo. Es importante observar que la capacidad de solubilizacion de las
bacterias no se incrementa o disminuye de manera gradual, tal y como se
muestra en el caso de las cepas BP1 Y PTS correspondientes al género
Serratia, Por otro lado las cepas del género Pseudomonas se ven cambios
poco significativos entre la ESF en los diferentes pH. Las cepas Pseudomonas
(C10) y Serratia (BP1) fueron los que obtuvieron un halo grande para solubilizar

al CasPO, y lo mantuvieron estadisticamente diferente a los demas
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aislamientos en todos los diferentes rangos de pH evaluados como se observa

en el tabla 4.

Tabla 4. Eficiencia de solubilizacion de fosfato de aislados bacterianos de

gramineas Bromus carinatus y Muhlenbergia macroura en diferentes pHs

ESF ESF ESF ESF ESF
pH 5.5 pHE pH 6.5 pH 6.8 pH7

Aislado Bacteriano

Pseudomonas sp. (PS2) 1.87£08 C 237008 Db 2.63 £0.36 bc 1.87 £ 0.08 bc 2.83+004c

Pseudomonas sp.(C10) 3.22:0.150 5111002a 3.76 £0.26 ab 417 £0.19a 516+003a

Serratia sp.(PTS) 1.66£0.14 C 226+£012D0 181+018 cd 235+006Db 1.91 £0.00d

Serratia sp.(BP1) 427021 a 487+017a 449+025a 442+006a 3.91 £0.03b

Valores con la misma letra son similares estadisticamente segun Tukey (a=0.05)

4.5.-Efecto de la concentracion de CazP0, sobre la capacidad

solubilizadoras de bacterias in vitro.

La capacidad de hidrolizar un sustrato esta en funcion de su concentracion, con
esta finalidad se evalu6 a las BSF al crecer bajo diferentes concentraciones de
CazPO, (Tabla 5), y poder seleccionar los aislamientos con base en su
capacidad de solubilizacion. Se observd que los géneros Serratia sp (BP1) y
Pseudomonas (C10) muestran un mayor halo de hidrolisis en el medio de
cultivo comparativamente con las demas bacterias. Los halos de solubilizacién
de fosfatos fueron muy evidentes en tamafio y concentracion, por lo que es
relativamente simple observarlos y diferenciarlo los aislamientos mas eficientes
in vitro. En su investigacion Kim et al., (1997) y Ginés y Sancho (2002) han
reportado que la caida del pH del suelo juega un papel importante en la

eficiencia de la asimilacion de nutrientes.

Tabla 5. Determinacion de la capacidad in vitro de solubilizacion de fosfatos de
aislamientos bacterianos presentes en Bromus carinatus y Muhlenbergia

macroura.
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ESF ESF ESF ESF
Aislado bacteriano CasPOs CaiPO4 CazP04 CasPOs4
1 mgL* 1.5 mgL® 2 mgL* 2.5 mgL*

Fseudomonas sp. (F25) 370+020a 311+019b 196+026b 151007c
Fseudomonas sp. (C10) 356x012a 397x018a 363+023a 313+005b
Serratia sp.(PTS) 1.450.05D0 1.47 £0.02 C 1.24 +0.08 bc 146+015¢C

Serratia sp. (BP1) 383x008a 33 +015ab 376+008a 3.61+006a

Valores con la misma letra son similares estadisticamente seguin Tukey (P=0.001)

La concentracion de fosfatos en el medio de cultivo, como su existencia de
manera insoluble en el suelo son factores limitantes del crecimiento de
microorganismos, esta variable también pudiera ser un componente selectivo
para usar aquellas bacterias que resistan altas concentraciones de roca
fosforica para poder ser considerados como idoneos en su aplicacion al suelo.
En la Tabla 5, se muestra el comportamiento de las 4 BSF en medio de cultivo
NBRID conteniendo de 1g/L hasta 2.5¢g/L de Ca3PO,4. Se observa que todas las
bacterias utilizan y solubilizan la fosforita en diferentes rangos de concentracion,
es notorio que existen diferencias numéricas y estadisticas (P= 0.05) en los
halos de solubilizaciébn entre cada bacteria, sin embargo, resaltan por su
actividad los aislamientos de Serratia sp. y Pseudomonas sp., que mantiene su
actividad de solubilizaciéon de fosfatos desde 1g hasta 2.5¢g/L de CazPO,
Negrete et al.,(2018), indican que las bacterias solubilizadoras de fosfatos
aisladas de Bromus carinatus y Muhlenbergia macroura, logran desarrollarse en
medios de cultivo hasta con 5g/L de roca fosférica, 50% mayor que la
concentracion que se empledé en este trabajo, sin embargo, los halos de
solubilizacion que se muestran en esta publicacion son apenas perceptible, no
asi en nuestros experimentos donde se aprecia hasta 2.7mm de halos de
solubilizacion muy superiores a los mostrado por este autor.

Reportes publicados sobre este tema por Patifio (2014) sobre el aislamiento de
BSF, muestran que los zacates criollos o nativos son un buen reservorio de
microorganismo biofertilizantes y dentro de ellos los fijadores de nitrégeno y los
solubilizados de fosforo, algunos de los géneros que este trabajo reporta como
activos para solubilizar fésforo Azotobacter, Azospirillum, Serratia y
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Pseudomonas, considerando que la fuente de estas bacterias fueron dos

zacates silvestre de la Sierra Madre Oriental de Saltillo.

4.6 Cuantificacion de la solubilizacion de fosfato inorganico (IPS)

Para determinar el contenido del fosforo soluble presente en caldo de
fermentacion con fésforo insoluble y BSF, se realizé primero una curva estandar
de solubilizacion de fosfatos con base en determinaciones colorimétricas
basadas en el método del azul del acido ascorbico (Rodriguez-Gamez et al.,
2013) que se muestran en la Gréfica 1.
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Gréfica 1. Curva estandar colorimétrica de fosfatos solubles basados en el

método de azul de acido ascorbico.

Alicuotas libres de células de caldos de cada aislamiento bacteriano fueron
procesadas a través del método de azul del acido ascérbico para cuantificar
fosfatos, se observd que la capacidad para solubilizar se incrementa con el
tiempo de incubacion donde los aislados de Pseudomonas sp., (PS2) y Serratia
sp., (PTS) Se destacan como los que producen mayor cantidad de fosforo
solubilizado lo que oscila entre los 0.6 y 2 pg/ml, cantidad de fosfato soluble
muy similar a la Rodriguez-Gamez et al., (2013), y Santa Cruz (2018), quienes

reportaron valores similares de concentracion de fésforo soluble producidos
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microorganismo en cultivo. Si bien todas las BSF pudieron solubilizar fosfatos
ellas se diferencian por su capacidad y rapidez en solubilizarlo tal y como se

muestra en la Grafica 2.
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Grafica 2. Capacidad de solubilizaciéon de fosfatos de bacterias aisladas de
Bromus carinatus y Muhlenbergia macroura en cultivo sumergido.

4.7.- Sintesis de acidos organicos en bacterias solubilizadoras de fosfato.

Paredes-Mendoza et al., (2010), mencionan la sintesis de diversos acidos
organicos en rizobacterias como uno de los mecanismos mas ampliamente
conocidos para solubilizar fosfato en el suelo. De tal manera, que la presencia
de acidos organicos esta directamente relacionada con su eficiencia para
usarse con este fin. En la Tabla 6 se muestra que todas las bacterias
acidificaron el pH de crecimiento del medio de cultivo con lo cual indirectamente
se asume que producen &cidos organicos. Uno de estos acido se detectd
directamente como un factor de promocion de crecimiento, que también resulta
interesante dado que es una auxina de crecimiento vegetal y es el Acido Indol
Acético, que se detectdé mediante el reactivo de Salkowsky y donde se observo
también que todas las bacterias producen esta hormona.

Un derivado del acido acético es la acetoina, el cual se detectd6 mediante el

reactivo de Vorges Proskauer, donde solo resulto positivo solo para algunos
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aislamientos, por lo que se asume que cada bacteria pudiera solubilizar fosfato
mediante distinto tipo de sintesis de acido organico.

Tabla 6. Sintesis de &cidos organicos por bacterias solubilizadoras de fosfato
en medio de cultivo BT modificado y Vorges-Proskauer

Aislado

. Pseudomonas sp.(P52) Pseudomonas sp. (C10) Serratia sp.(PTS) Serratia sp. (BP1)
bacteriano

Acidos organicos
(+-)

AIA
(+-)

Acetoina
(+-)

(-)Prueba negativa; (+) Prueba positiva

La presencia de acetoina como un compuesto volatil es reportado como un
estimulador del crecimiento vegetal (Marin-Loaiza et al., 2007), de igual forma
se ha mencionado que pudiese llegar a participar en la resistencia del estrés
abidtico (Molina-Romero et al., 2015). Estos resultados explican la actividad de
BSF como microorganismos promotores de crecimiento como en la resistencia

a fendmenos de estrés vegetal (Pérez-Portuondo et. al., (2017).

Figura 8 .Reaccion colorimétrica de exudados de bacterias solubilizadoras de
fosfato en la sintesis de sustancias promotoras del crecimiento (A) Acidos
Organicos (B) Acido indol Acético (C) Acetoina.
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4.8.- Cuantificacion de acido indol acético (AlA)

El acido indol acético producido por microorganismos en caldos de
fermentacion podria ser una alternativa viable para favorecer la division celular
y el incremento de raiz y (Molina-Romero et al., 2015) en una agricultura mas
sustentable (Castillo et al., 2005), ya que al existir un porcentaje considerable
de produccion de AIA en la interaccion-planta-microorganismo se contribuiria al
desarrollo vegetal (Vega-Celeron et al., 2016). Para cuantificar la sintesis de
AIA en cada bacteria se realizd inicialmente una curva estandar de AIA
utilizando el reactivo de Salkowsky la cual se muestra en la Gréfica 3, mientras

gue en la Grafica 4 se muestra la capacidad de cada BSF de producir AlA.
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Gréfico 3. Curva patron de Acido Indol Acético con el reactivo de Salkowsky

Aun y cuando inicialmente se detect6 capacidad de sintesis de esta hormona,
no todas BSF, producen concentraciones elevadas de estas fitohormonas
superiores a 5ug/ml de caldo de fermentacion. Se observan diferencias de
produccion significativas particularmente entre los aislados de Pseudomonas
(C10) y Serratia (BP1). Resultados similares han sido obtenidos por Cubillos et
al., (2009), quienes estudiaron la capacidad productora in vitro de AIA en

diferentes cepas bacterianas aisladas a partir de muestras rizosfericas.
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Finalmente, los aislamientos con mayor capacidad para producir AIA también
son los que poseen la capacidad para solubilizar fosfatos.

14 ,
12

10

CONCENTRACION pg/ml

Pseudomonas sp. (PS2) Pseudomonas sp.(C10) Serratia sp.(PTS) Serratia sp.(BP1)
BSF

Gréafico 4. Cuantificacion de AlA en cultivos de BSF.

4.9.- Efecto de inoculantes bacterianos en germinacion de semillas de

Solanum lycopersicum y Capsicum annuum

La Gréfica 5, ilustra los porcentajes de germinacién obtenidos de semillas de
tomate. Estos resultados indican que el porcentaje de germinacién de semillas
de Solannum lycopersicum inoculadas con Pseudomonas (PS2) y Serratia sp.
(BP1) se incrementé hasta un 12% con respecto al tratamiento control.
Incrementando el porcentaje de germinacion un 20% mayor que el tratamiento
con fésforo insoluble (CazPO,). Los resultados son similares a los reportados
por Llanos (2017), quien menciona tener valores por encima del 50% de
germinacién en tratamientos inoculados con bacterias solubilizadoras de
fosfatos; Sin embargo, el efecto promotor de germinacion al inocular cada
bacteria individual en semillas es muy heterogéneo, en algunos casos superior

al testigo; pero en otros inferior a la germinacion sin inocular BSF.
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Grafico 5. Porcentaje de germinacion de semillas de Solanum lycopersicum

tratadas con BSF.

Por otra parte, en la Gréfica 6, muestra que las semillas de Capsicum annuum
no mostraron diferencia significativa (P= 0.05) en el porcentaje de germinacion
en comparacién al control, aunque el coeficiente de variaciéon en la germinacion
fue muy amplio. Esto coincide con lo reportado por Cendales et al., (2017),
qguien menciona que la inoculacion de algunas bacterias solubilizadoras de
fosfatos en semillas no siempre muestran diferencias significativas en la
germinacion. En general estos resultados indican que el porcentaje en la

germinacion dependera del tipo de cepa y cultivo inoculado.
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Gréfico 6. Porcentaje de germinacion de semillas de Capsicum annuum
tratadas con BSF
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4.10.- Efecto BSF en el crecimiento y desarrollo en Solanum lycopersicum y

Capsicum annuum

Al evaluar el comportamiento de plantulas de tomate a la inoculacién de BSF se
muestra en las Tablas 7. Después de 60 dias de haber inoculado estos cultivos
en maceta se observé que el diametro del tallo en tomate (Tabla 8) mostré que
estadisticamente todos los tratamientos se comportaron similares, no asi en el
crecimiento de la planta donde la mayoria de los tratamientos con BSF fue
superior en altura a las plantas tratadas con fésforo soluble y testigos., En el
tiempo de ensayo se comenz6 apreciar que la aplicacién de algunas BSF inicio
a promover un mejor desarrollo que los testigos como fue el caso de la BSF.
Serratia sp., (PTS) que promovié un mayor numero de hojas que en los demas
tratamientos. Por otra parte, la mayoria de las variables agronémicas
cuantificadas en este ensayo fue notorio apreciar que el desarrollo de plantulas
de tomate fue mejor al emplear KH2PO4 como fertilizante fosfatado soluble
universal tal y como se reporta para fertilizantes fosfatados (Vargas et al.,
2009), sin embargo, no existen diferencia significativa (P = 0.05) en grosor del
tallo, longitud de raices y altura de planta, donde la aplicacién de la mayoria de
BSF produjo un nimero de hojas en plantas significativamente mejor que los
testigos, pudiendo estar relacionado este fendmeno a la solubilizacion del
fésforo y la sintesis de AlA, que estas bacterias sintetizan y que se demostrd
con anterioridad.

Tabla 7. Comportamiento de plantas de tomate a la inoculacion de BSF bajo

cultivo en invernadero.

DIAMETRO LONGITUD LONGITUD

TRATAMIENTO TALLO TALLO N° HOJAS RAIZ PESO FRESCO PESO SECO
(mm) {cm) {cm) (ar) (ar)

CONTROL 406+£010a 2082+294b  4360+092bc 2920:24a 1643:147ab 2841017 ab
CaiPOs 3.95+0.13a 25+2ab 3740+1.07¢ 241063a 16.78+1.29 ab 224:027b
KHzPOs 420£018a 2880£222ab  5260+285ab H.B0:146a  2134:278a 324028 ab
Pseudomonas sp.(PS2) 4.06+027a 2936+138ab  4220+392bc 2220+156a 12.78+150b 388+047a
Pseudomonas sp.(C10)  353+003a 29.04+055ab  47.80+115bc 2480+ 168a 13.68+1.01b 3.26£0.24 ab
Seratia sp.(PTS) 374+014a 2780+349zb 5040 +364a 23.40+254a 1337+118b 292 +0.15ab
Serratia sp.(BP1) 415+014a 3324+137a  4640+081bc 27+34a 13.28+1.04 b 2.79+0.30 ab

Valores con la misma letra son estadisticamente similares segiin Tukey (0=0.05)



34

La rapidez con la que el fosforo soluble puede ser aprovechado es una limitante
del crecimiento en las plantas, sin embargo, la presencia de BSF en el suelo
puede ser una variante de mantener soluble y constante este fertilizante,
mientras que estarlo afiadiendo frecuentemente en riego incrementa los costos
del cultivo en campo (Castro et al., 2005), ademas de que suelos &cidos o
alcalinos frecuentemente propician la reaccion del fésforo con Fierro, Aluminio
y Calcio, lo que inmoviliza el fésforo y su absorcién del suelo (Beltran, 2014).
Este ensayo se desarroll6 por 60 dias y es factible que un experimento con
mayor tiempo pudiera invertir las diferencias a favor BSF, dado que su
permanencia en suelo permitiria la existencia constante de fésforo soluble en
suelo (Criollo et al.,2012).

Pseudomonas sp.
(P52)

Pseudomonas sp. 1 e e
’ Serratia sp (PTS)
(€10)

Figura 9. Plantas de tomate tratadas con BSF en cultivo bajo invernadero.

AN

Serratia sp (PTS) !

El comportamiento de plantas de chile a la aplicacion de BSF se muestra en la
Tabla 8, donde se muestran que existe escasa evidencia para considerar que
las variables agronomicas cuantificadas muestren diferencias estadisticas
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apreciables de su efecto promotor al aplicarse al cultivo, en algunos casos no
existen como lo es el didmetro de tallo y el peso fresco, en otras el nUmero de
hojas fue estadisticamente mejor en plantas tratadas con BSF (Pseudomonas
(PS2),Pseudomonas(C10) Y Serratia(PTS)) y testigos fertilizados, sin embargo
en peso seco y longitud de raiz las variables tuvieron amplia variacion por lo
que estadisticamente se comportan igual al no poderlas estratificar como
diferentes. Fue notorio también que el crecimiento en el tratamiento con
Pseudomonas (PS2), que logro un crecimiento similar al de las plantas tratadas
con KH,PO, (P=0.05). Es factible que las diferencias entre los tratamientos se
hubiesen apreciado mejor al dar mayor tiempo de evaluacién, puesto que las
plantas requeririan de mayor cantidad de fésforo soluble para su crecimiento,
dado que en los primeros 60 dias las diferencias entre los tratamientos fueron
pequefias y estadisticamente idénticas. Los niameros en las variables por lo
general fueron mas altos con fosforo soluble, sin embargo, las diferencias de
aplicar BSF en el tiempo del ensayo ya se comenzaban a apreciar en altura

Pseudomonas (P2S) y numero de hojas Pseudomonas(C10).

Tabla 8.Comportamiento de plantas de chile a la aplicacibn de BSF en
invernadero.

TRATAMIENTO DIAMETRO TALLO  LONGITUD TALLO N° HOJAS LONGITUD RAiZ (cm)  PESOFRESCO  pegn sEco (gn)
(mm) (cm) (ar)

CONTROL 351+0.05b 23144 0.39 be 960+0.24b 19.60 £ 0.67 a 760058 b 234+007b
CazPOs 353:0.09a 25541075 ab 10.40 + 0.40 ab 18.9210.85a 8.76 4 0.55 ab 2504013b
KHzPO4 424+011b 2770+ 156 a 11+0.31ab 19.62+0.68 a M14:09a 3211017a
Pseudomonas sp.(P52) 338+009b 2838+028a 1240£050a 18.36 £0.74 ab T81+064b 233+013b
Pseudomonas sp.(C10} 371+011b 21324076 ¢ 12.40 £ 0.67a 15.54 £ 0.71 be 699+028b 070 +0.1c
Serratia sp.(PTS) 358+014b 2266+ 0.26 be 124024 ab 14.86 £0.82 ¢ 798+039b 082+011¢c
Serratia sp.(BP1) 341+013b 2286+ 1.14 be 11.20 +0.20 abc 1418+058 ¢ 621+066b 07+006¢c

Valores con la misma letra son estadisticamente similares segun Tukey (a=0.05).

El vigor aparente de las plantas de chile tratadas se presenta en la Figura 10,
donde se percibe que todos los tratamientos se comportan con muy poca
variacion y por lo que a simple vista no se distinguen cambios sustanciales. En
la investigacion realizada por Reyes et al., (2014), entre los 30 y 60 dias no se

muestran resultados significativos en los diferentes parametros agronomicos, lo
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cual se cree que es por el tiempo que tardan el microorganismo en colonizar y
adherirse al tejido radicular. Otro estudio reporta que la accion de BFS no solo
depende de la absorcién de nutrientes, sino también de factores ambientales y
la dinamica de solubilizacién de fésforo en el tiempo, ya que el conjunto de
estos influyen en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Sanchez et al.,
2014). Es factible también que la adaptacion de las BSF no lograsen adaptarse
completamente a los cultivos ya que fueron aisladas de rizosfera de zacates
(gramineas) y no solanaceas como es el caso del tomate, por lo que la

adaptacion pudiera requerir mayor tiempo.

Pseudomonas sp.
(P52)

KHzPO:

A il ) skl
Pseudomonas sp. Serratia sp Serratia sp
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" —
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== Wl

Figura 10. Plantas de chile tratadas con BSF en cultivo bajo invernadero.
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CONCLUSION

Se aislaron cuatro cepas bacterianas solubilizadoras de fosfatos, a partir de
Bromus carinatus y Muhlenbergia macroura. Dos de ellas identificadas
morfologicamente y molecularmente en el género Pseudomonas sp., y dos en

género Serratia spp.

Dos aislamientos Pseudomonas (C10) Y Serratia sp. (BP1) se destacan por su
eficiencia para solubilizar fosfatos, ademas de tener capacidad de producir

auxinas, acidos organicos y acetoina.

La aplicacion de BSF Pseudomonas (PS2) y Serratia (BP1) en plantas de
Solanum lycopersicum promueven favorablemente la altura y nimero de hojas,
mientras que Capsicum annuum la aplicacion de Pseudomonas (PS2)
favorecié el crecimiento de la planta, ademas todos los aislamientos fueron

promotores de un mayor niamero de hojas en ambos cultivos.

Los zacates nativos pueden ser un reservorio de bacterias solubilizadoras de
fosfatos y promotoras del crecimiento vegetal para el estudio y la elaboracion de

biofertilizantes microbianos.
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ANEXOS
Parametros evaluados
Diametro de tallo
*| Analysis of Variance
Source DF Sumof Sguares Mean Square
DESCRIPCION DE TRATAMIENTO 13 3847176 0.295937
Error 56 T7.053238 0.125951
C. Total 59 10900414

Longitud de tallo

Analysis of Variance

Source OF Sumof Sgquares Mean Sguare
DESCRIPCION DE TRATAMIENTO 13 2736.5069 214347
Error 56 8900640 16.055
C. Total 69 3685.5709

Peso seco

'| Analysis of Variance

Source DF Sumof Squares  Mean Sguare
DESCRIPCION DE TRATAMIENTO 13 25673057 1.57524
Error 56 32070800 (.57269
C. Total 69 57 748857

Chile diametro

‘| Analysis of Variance

Source DF Sumof Sqguares Mean Sguare
DESCRIPCION DE TRATAMENTO 13 5.5600800 0.427658
Error 56 3.59310400 0.071090
C. Total 69 5.5411200

Longitud de tallo chile

Analysis of Variance

Source OF Sum of Sguares Mean Sguare
DESCRIPCION DE TRATAMIENTO 13 375.26194 28.8663
Errar 35 140.89504 2.5160
C. Total 69 316.15698

Numero de hojas

F Ratic Prob=F
23456 0.013%9

F Ratioc Prob=F
13.3510 <0001

F Ratic Prob=F
3.4450 0.0006

F Ratic Prob=F
6.0163 <. 0001

F Ratio Prob=F
11.4732 <. 0001
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| Analysis of Variance

Source DF Sumof Sguares Mean Sguare F Ratio Prob=F
DESCRIPCION DE TRATAMENTO 13 54 34286 413022 3.1806 0.0013
Error 56 T3.60000 1.31429

C. Total 69 127 94286

Germinacién tomate

'[ Analysis of Variance

]

Source DF Sumof Sguares Kean Sguare F Ratioc Prob=F

Tratamiento 11 75030556 62320096 13.2838 = 0001

Error 24 6. 66667 36111

C. Total 35 836 97222

Germinacién chile

Analysis of Variance ]
Source OF Sum of Sguares Mean Sguare F Ratio Prob = F
Tratamiento 11 704 30556 64 0278 411607 =. 0001
Error 24 37.33333 1.5556

C. Total 35 T41.638659
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