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RESUMEN

El fésforo es un elemento esencial para el crecimiento y su deficiencia provoca
el retraso en el desarrollo vegetativo, baja calidad y productividad del cultivo, por
ello el uso de fertilizantes fosforados son la principal fuente de aporte, aunque
parte de éstos se tornan insolubles en suelos acidos o calcéreos. Existen
microrganismos benéficos con capacidad de solubilizar el fosfato a partir de
compuestos orgénicos e inorganicos. Por tal razén, esta investigacion tiene como
objetivo aislar, identificar y evaluar la capacidad para solubilizar fosfato de tres
cepas bacterianas aisladas de pastos y su efecto en el desarrollo del cultivo de
tomate Solanum lycopersicum. Dichas bacterias fueron identificadas morfolégica
y molecularmente como Serratia plymuthica, Enterobacter sp. y Brevibacillus
parabrevis presentes en la rizosfera de pastos ubicados en la Universidad
Autonomia Agraria Antonio Narro sede Saltillo. Al evaluar la eficiencia de
solubilizacion in vitro en medio sélido NBRIP a un pH de 6.9, la bacteria
Enterobacter sp. obtuvo la mejor eficiencia de solubilizacion de fosfato (ESF) de
1.34 mm en una concentracion de 1.5 g/L de Cas(POa)2. En medio liquido a una
concentracion de 2.5 g/L de Casz(POa4)2 con un pH de 6.9, se observo que las tres
cepas solubilizaron fosfatos entre 4.59 a 6.24 mg/L, siendo Serratia plymuthica
la cepa més eficiente en las 48 horas de incubacion. Al aplicar el fosforo soluble
producto de las cepas estudiadas en plantas de tomate, promovio el crecimiento
favorablemente, con diferencias significativas para Serratia plymuthica en el

diametro del tallo (6.25 mm) y el numero de flores (8) por planta.

Palabras clave: Bacterias, Solubilizacion de fosfato, Eficiencia de solubilizacion,

Solanum lycopersicum, Serratia plymuthica.
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l. INTRODUCCION

Entre los cultivos de mas demanda para México y el mundo se encuentra el tomate
Solanum lycopersicum, tanto por su importancia econdémica como por la fuente de
nutrientes que proporciona, por lo que se busca garantizar la calidad y productividad
de la hortaliza, dando énfasis a su correcta nutricion, evitando la deficiencia de

nutrientes (Pérez et al., 2020; Alvarez-Medina et al., 2017).

Entre los nutrientes esenciales para las plantas, destaca el fosforo (P) por ser el
segundo elemento mas importante al intervenir en el crecimiento y productividad de
las plantas, ademdas de participar en la divisién celular, procesos fotosintéticos,
almacenamiento y uso de energia, respiracion, glucdlisis, entre otros procesos
biolégicos, fisiolégicos y quimicos de la planta (Corrales et al., 2014; Fernandez,
2007), se absorbe por la planta en su forma monobasica H2PO4 y dibasica HPO4~
(Lugtenberg & Kamilova, 2009), su deficiencia provoca el retraso de floracién y el
crecimiento vegetativo, dafios en la formacién de semillas, baja germinacion, hojas

pequefias y rigidas con bordes rojizos o purpura (Chiera et al., 2002).

En la actualidad la principal fuente de fésforo como aporte nutricional para los
cultivos es el uso de fertilizantes quimicos, siendo la practica mas empleada para la
reposicion de P a los suelos cultivados (Pedraza et al., 2010), es importante
considerar que parte de los fertilizantes fosforados que se aplican, se tornan

insolubles en suelos muy acidos o calcareos (Pardo et al., 2009).

No obstante, el uso de Bacterias Solubilizadoras de Fosfatos (BSF) son una
alternativa para incrementar la disponibilidad de fosforo en la produccion agricola
(Alori et al., 2017), entre estos géneros destacan; Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Rhizobium sp., Enterobacter, Serratia, Brevibacillus entre otros (Patifio-Torres &

Sanclemente-Reyes, 2014).

Estas poblaciones microbianas del suelo estan inmersas en un marco de interaccion
involucradas en el desarrollo de las plantas y calidad del suelo, incluyendo Ila
estabilidad y productividad de ecosistemas naturales y agroecosistemas

(Richardson et al., 2009), las BSF constituyen un grupo importante de las
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rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGRP), siendo capaces de
adaptarse, colonizar y persistir en la rizosfera de la planta, favoreciendo su
crecimiento y desarrollo por medio de la solubilizacién de fosfato principalmente

bicélcico, tricalcico y de rocas fosfatadas (Buono & Ulla, 2016).

Esta investigacion busca aislar, identificar y caracterizar bacterias solubilizadoras
de fosfatos de pastos silvestres que se encuentran creciendo en condiciones
adversas, relacionando su vigorosidad al posible efecto que producen las
rizobacterias con las que cuenta, esto con el fin de utilizar la aplicacion de las
bacterias solubilizadoras de fosfatos como alternativa para cubrir la deficiencia de
fésforo de manera ecoldgica, econdmica y sustentable, mejorando la produccion y

rendimiento de los cultivos.



Objetivo General

Aislar, identificar y evaluar la capacidad para solubilizar fosfato de tres cepas
bacterianas aisladas de pastos y su efecto en el desarrollo del cultivo de tomate
Solanum lycopersicum.

Objetivos especificos

e Aislar e identificar bacterias solubilizadoras de fosfato presentes en pastos.

e Describir morfologicamente las caracteristicas de las cepas aisladas.

e Determinar cualitativa y cuantitativamente la capacidad solubilizadora de
fosfatos de cada cepa en medios de cultivo NBRIP.

e Evaluar el efecto de los fosfatos solubilizados por cada bacteria en plantas

de tomate en invernadero.

Hipotesis
Hi: Al menos una de las bacterias aisladas presentara la capacidad de solubilizar
fosfato en medio solido NBRIP en alguna de las diferentes concentraciones
utilizadas (1.5 g/L, 2.5 g/L, 3.5 g/L y 5 g/L de Ca3(P0Oa4)2), ademas el fosfato soluble

producido por alguna de las tres bacterias promovera el crecimiento vegetal al ser

aplicados en plantas de tomate.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1. El Fésforo

El fésforo (P) es un recurso no renovable, que después del nitrogeno, es el elemento
quimico considerado como un nutriente esencial para los seres vivos, formando
parte de estructuras biolégicas y diversos procesos quimicos (Hariprasad &
Niranjana, 2009), sin embargo, su presencia esté limitada en la produccién agricola,
agotandose rapidamente al ser absorbidas por las plantas, siendo casi inmovil en el

suelo, pero movil en la planta (Gorjon et al., 2009).

2.2. El Fésforo en el suelo

El fésforo es un elemento poco disponible en el suelo, se encuentra en bajas
concentraciones, siendo altamente reactivo y sumamente demandado por las
plantas, existe en el suelo de forma organica e inorganica (Kononova &
Nesmeyanova , 2002), se absorbe a través de las raices por la solucion del suelo
como ortofosfato, principalmente H2PO4" y en menor cantidad como HPO4= (Syers
et al., 2008).

2.2.1. Tipos de fésforo presentes en el suelo

En el suelo existen diferentes fuentes de fésforo que pueden ser clasificadas como
fésforo organico e inorganico, la distribucién de las diferentes formas de fésforo
presentes depende de factores que incluyen tipo de suelo, pH, tipo de vegetacion,
actividad microbiana y entradas de fertilizantes (Rooney & Clipson, 2009), al ser
aplicados, una fraccion del P es removida parcialmente por las plantas, otra fraccion
es arrastrada por el agua y el resto se acumula en el suelo en la forma inorgénica,
cuya disponibilidad depende fuertemente de la actividad microbiana y en ocasiones

llegan a contaminar rios y lagos (Sanchez de Fuentes, 2001; Abreu et al., 2014).

El fésforo organico (Po) constituyendo del 29 al 65% del fésforo presente en la
superficie del suelo, suele encontrarse en los primeros centimetros, la fuente
principal se encuentra en el seno de moléculas como ATP, &cidos nucleicos,

fosfolipidos, fosfoproteinas y fosfoglucidos que pueden provenir de restos vegetales



y animales que al degradarse por microorganismos del suelo liberan compuestos
fosfatados (Alejo-ITurvide et al., 2016; Rebollar & Mateos, 2023).

En cambio, el fosforo inorganico (Pi) se encuentra en materias primas (Cuadro 1)
con diferente solubilidad dependiendo del origen, encontranodose principalmente
como ortofosfatos y se clasifica en tres tipos segun su disponibilidad, soluble o labil,

intercambiable o moderamente labil y fosforo insoluble.

Cuadro 1. Formas de fosforo inorganico presente en suelos (adaptado de Bobadilla,
2008; Beltran, 2014).

Tipos de fosfato Denominacién Composicion Caracteristicas
Hidroxiapatita Caio0(PO4)s(OH)2  Muy abundante
Oxiapatita Caio(POa4)s° Menos abundante

Fosfatos de calcio Fluoroapatita Cas(POa4)sF Muy abundante
Fosfato tricalcico  Casz(POa4)2 Menor solubilidad
Fosfato dicalcico CaHPO4 Mayor solubilidad
Fosfato Ca(HPOa4)2 Mayor solubilidad
monocélcico

Fosfato de hierro Livianita Fe3(P04)28H20 Poco soluble
Estrengita FePO42H20 Poco soluble

Fosfato de aluminio  Variscita AlPO42H20 Poco soluble

El fésforo soluble o labil se encuentra en la solucion del suelo como ion ortofosfato
monodacido o fosfato monohidrogeno (HPO4~) y fosfato diacido o dihidrégeno
(H2PO4) (Moron, 1992), disponibles a corto o mediano plazo para las plantas y los

microorganismos del suelo (Sufier & Galantini, 2013).

El fosforo intercambiable o también llamado adsorbido posee una disponibilidad
menor a la anterior, dependiendo del pH del suelo, originado de formas
recalcitrantes unido al hierro (Fe®*), aluminio (AI**) o calcio (Ca?*) y el fésforo
insoluble compuesto a base de minerales primarios y secundarios, siendo los mas

importantes la apatita, estregita y la variscita, que pueden liberar fésforo muy
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lentamente por meteorizacion, entre las fuentes de fésforo de origen natural se
sitlan los depdsitos y rocas fosforicas las cuales desprenden fésforo, en forma de
ortofosfato, principalmente mediante la erosion (Sanchez de Fuentes, 2001; Alejo-
ITurvide et al., 2016).

2.3. Factores que influyen en la disponibilidad del fésforo

El fosforo es un elemento altamente mévil en la planta, tiene una lenta difusion y
alta fijacion en el suelo, se absorbe por las raices de la solucion del suelo y la
eficiencia con la que absorbe son los factores externos que afectan el crecimiento
de las plantas, por lo que cualquier cambio en sus propiedades afecta la
concentracion de fésforo en la solucidn del suelo, debido a esto su baja
disponibilidad es una caracteristica Unica (Shen et al., 2011; Tapia-Torres & Garcia-
Oliva, 2013).

Los factores mas importantes que controlan la disponibilidad de P para las raices
de las plantas son su concentracién en la solucion del suelo y la capacidad
amortiguadora de P del suelo, la cual controla la velocidad a la que se repone el P
soluble, también son importantes el tamafio del sistema radicular y la extension a la
qgue las raices crecen en el suelo, asi como la eficiencia con la que las raices
absorben el P (Syers, 2008), el nivel disponible en el suelo es una variable dindmica,
influenciada por las propiedades del suelo, la planta y las condiciones ambientales
(Guecaimburu et al., 2019).

2.3.1. El pHen el suelo

El pH es el principal factor que condiciona la disponibilidad del P, en condiciones
neutras a basicas se forman minerales secundarios principalmente fosfatos de
calcio, en suelos basicos se reduce la disponibilidad del H2PO4’, reaccionando el
fésforo con cationes de Ca** o Mg* aumentando la solubilidad de fosfatos de
aluminio y hierro (Dhillon et al., 2017) mientras que en suelos acidos se forman otros
compuestos con el HPO4= que se fijan al Fe**, Al** y Mn** formando fosfatos poco
solubles, disminuyendo las uniones con Calcio (Afif et al., 2013).



Al tener concentraciones elevadas de aluminio en la solucion del suelo, las raices
laterales y puntas se espesan, torndndose de color marrén, reduciendo también la
absorcion de fosforo, ademéas una gran concentracion de Al dentro de las partes
superiores de la planta disminuye la translocacion de fésforo y también interfiere
con su metabolismo (Syers, 2008), por lo que el rango de pH éptimo para la
disponibilidad del fosforo oscila entre 6 y 7, favoreciendo la presencia de los iones
H2PO4 (Hinsinger, 2001).

2.3.2. Materia organica

La materia organica (MO) es el reservorio principal de nutrientes como el P los
cuales son liberados lentamente al mineralizarse por la acciébn de los
microorganismos, que requieren condiciones Optimas de temperatura entre 25°C y
30°C y un pH neutro, este P no esta disponible para las plantas en forma inmediata,
lo que se conoce como P labil (Sufier & Galantini, 2013), para después dar lugar a
la humificacion formando macromoléculas estables. La MO presenta carga
negativa, por lo que los acidos organicos reaccionan con cationes tales como Fe
(OH)2 y Al (OH)2, que son combinaciones complejas que inmovilizan estos iones
dejando en libertad los iones fosfatos (Cross & Schlesinger, 2001).

2.3.3. Humedad

El incremento del contenido de agua en el suelo induce a un incremento y
movimiento de iones fosfato en solucion, hecho ligado a las caracteristicas de las
formas inorganicas de fésforo presentes en el suelo, de igual forma aumenta cuando

la succion de la matriz del suelo disminuye (MUnera & Meza, 2012; Rojas, 2002).

2.3.4. Textura

La FAO (2009) sefiala que la textura es la proporcidon de los componentes
inorganicos del suelo, esta propiedad influye en la fertilidad y la capacidad de
retencion de agua, aireacion y contenido de materia del suelo, por lo que influye en
la pérdida de fosforo a traves de la lixiviacion en las aguas superficiales, en los
suelos con textura gruesa el contenido de agua es menor por lo que existe una

menor difusién del fésforo hacia la raiz, es por ello que, la cantidad de fésforo Iabil



o intercambiable serd menor en los suelos de textura gruesa y mayor en suelos con
textura fina al tener una mayor capacidad de adsorcion de aniones (Aguilar-Acufia
et al., 2006; Flores et al., 2013).

2.3.5. Temperatura

Segun Munera & Meza (2012) la temperatura también influye en la absorcién
nutrimental del fésforo, donde su absorcion se incrementa cuando se eleva la
temperatura del suelo, por el contrario, cuando la temperatura es menor a 16 °C su

absorcién disminuye drasticamente.

2.4. Ciclo del fosforo

El P tiene origen a partir de las apatitas y depdsitos de fosfato natural, constituido a
base de rocas fosforicas y sedimentarias como principal deposito (Céron &
Aristizabal, 2012), su ciclo da comienzo con la erosion y meteorizacion que se dan
por la erosion edlica y solar, las lluvias y acciones del ser humano, sacando a flote
las reservas del fésforo a la superficie (Figura 1), transportdndose a los diversos

ecosistemas (Corrales et al., 2014; Cisneros et al., 2016).

Este dinamismo provoca que solo una pequefia porcion del fésforo soluble en el
suelo sea aprovechado por las plantas, al absorberlos por las raices
distribuyéndolas por todas sus células, al agotarse la fuente labil de fésforo, la
concentracion es determinadas por los minerales primarios y secundarios, con una
movilizacion lenta que depende de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo,
del contenido de las diferentes formas de P y de la actividad biol6gica (Sanchez &
Rubiano, 2015; Sufier & Galantini, 2013).

Finalizando con la fijacion, ambas maneras retornan al suelo de dos formas, siendo
una de ellas la descomposicion que realizan la biomasa microbiana, o bien por
sedimentacion, una via alterna mas larga, donde los restos de los animales vuelven
a formar parte de minerales sedimentarios (Corrales et al., 2014), en el caso de los
animales lo absorben al alimentarse de las plantas y asi sucesivamente

repartiéndose a lo largo de la cadena tréfica, mientras que el resto del P queda en



formas insolubles o fijadas en la superficie de las arcillas coloidales (Sanchez &
Rubiano, 2015).

Garcia-Serrano et al. (2009) describen la fijacion como la reaccion de las formas
solubles con compuestos orgénicos e inorgancios, que dan lugar a las formas
insolubles de fosforo segun el pH, produciendose por la adsorcién en las arcillas, al
haber un intercambio con grupos hidroxilo asociados o no al Fe y Al o por la
precipitacion de compuestos con estos elementos en los suelos calizos con fosfatos
bi y tricalcicos o en algunos casos por la union con la materia organica formando

humofosfatos.
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Figura 1. Ciclo del fésforo (Calcaneo et al., 2020).

2.5. Importancia del féosforo en las plantas

Segun Corrales et al. (2014) el fésforo es un macronutriente esencial para el
crecimiento y funcionamiento de la planta, teniendo un papel fundamental en la
floracion, desarrollo de la raiz y en la formacion de semillas, ademas de participar
en el metabolismo energético celular, en procesos fotosintéticos, glucolisis y
respiracion.  Ademds, constituye un componente primario responsable del

almacenamiento, transferencia de energia y componente basico de



macromoléculas como, &acidos nucleicos y fosfolipidos, entre otros procesos

fisiologicos de las plantas (Fernandez, 2007).

2.5.1. Cultivo de tomate Solanum lycopersicum

El Tomate Solanum lycopersicum es una planta dicotiledonea herbacea y perenne
gue pertenece a la familia Solanaceae, con un tallo grueso, erguido, pubescente y
largo, tiene un sistema radicular pivotante, profundo y poco ramificado, con la
produccion de raices adventicias numerosas, las flores son pequefas y se
encuentran agrupadas en inflorescencia de racimo o cimas racimosas (COVECA,
2010; SIAP, 2022), el fruto es una baya carnosa bilocular, subesférica globosa muy
coloreada, tipicamente de tonos que van del amarillento al rojo debido a la presencia
de los pigmentos licopeno y caroteno, es de forma generalmente redonda y
achatada, excepto algunas variedades de fruto alargado, como el saladette, con un
sabor ligeramente acido (Fornaris, 2007).

El tomate es originario de América del sur, sin embargo, México es considerado
como centro de domesticacién de esta especie, utilizando los materiales nativos
para programas de mejoramiento genético con el fin de desarrollar nuevas
variedades con las mejores caracteristicas para el mercado, se clasifica segun las
caracteristicas de su forma, madurez y color, puede desarrollarse en el suelo o sin
este, en invernadero, malla sombra o bien en campo abierto, se cultivan segun su
habito de crecimiento del tallo en forma determinado, indeterminado vy
semideterminado (Pérez et al., 2020; Alvarez-Medina et al., 2017).

El cultivo se adapta mejor a un clima tropical, sin embargo, se puede producir en
clima subtropical y templado, las exigencias del cultivo, en cuanto a temperatura, la
Optima oscila entre 20°C y 30°C, pudiendo desarrollarse entre 18°C y 24°C, la
humedad relativa optima se ubica entre 60 y 80% (L6pez, 2016), es exigente en
cuanto a la intensidad de luz solar pero indiferente al fotoperiodo, en cuanto a la
fenologia esta determinada por la variedad y las condiciones climatoldgicas en el
gue se establece el cultivo, iniciando con en el establecimiento de plantula,
siguiendo con el crecimiento vegetativo, la floracion al primer amarre del fruto y por

altimo la maduracion de la fruta hasta la cosecha (Zarza et al., 2018).
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2.5.1.1. Produccién de tomate en México y el mundo

El tomate es considerado la hortaliza de mayor produccién en México con un
consumo anual per capita de 12.4 kg, y una de las tres principales hortalizas
cultivadas en el mundo (Pérez et al., 2020), tanto por su importancia econémica
como por la fuente de nutrientes que proporciona a la alimentacion por lo que se
busca garantizar productividad, calidad y cantidad de la hortaliza, dando énfasis a

Su correcta nutricion, evitando la deficiencia de nutrientes (FIRA, 2017).

Segun informes del SIAP (2022) los principales estados productores de tomate son
Sinaloa, San Luis Potosi, Michoacan, Jalisco y Baja california. Desde el 2017
México ha mantenido su posicion entre los primeros 10 productores mundiales,
ocupando el 9° puesto a nivel mundial con una produccion de 3,324,263 toneladas
(Figura 2) obteniendo un valor de 31, 503, 817.27 pesos, mientras que la
comercializacion exterior logré un record en ventas con casi 1, 730, 000 toneladas,
valores significativos para México, teniendo como principales destinos a Francia,
Alemania, Pakistan, Reino Unido y Estados Unidos, este ultimo fue el mercado que

acaparoé la mayor parte del bien durante el 2020-2021.
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Figura 2. Volumen de la produccién nacional anual en 2012-2021 (SIAP, 2022).
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Para la produccion de tomate a nivel mundial arrojé un mayor niumero de toneladas
para el afio 2021 en comparacion con los 9 afios anteriores (Statista, 2023), tal como

se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Volumen de la produccion mundial anual de Tomate en 2012-2021
(Statista, 2023).

2.5.1.2. Deficiencia del fésforo

La deficiencia de fosforo provoca el retraso en el crecimiento vegetativo con un
decrecimiento de la parte aérea (Figura 4-A), disminucion de la cantidad y tamafio
de hojas, genera un retraso de floracion, baja germinacion de semillas y dafios en
su formacién (Shen et al., 2011), la deficiencia suele inhibir el crecimiento del tallo,
aunqgue el crecimiento de la parte superior se ve mas afectado que el crecimiento
de la raiz. Sin embargo, el crecimiento de las raices primarias también se reduce
marcadamente produciendo menor masa radicular para explorar el suelo por agua
y nutrientes, generando un crecimiento disparejo por lo que la planta tiene un
aspecto espigado, causando un bajo rendimiento con poca calidad del fruto y un
retraso en la madurez de forrajes, frutas, hortalizas y granos (Ramirez-Soler et al.,
2018).

Un sintoma muy notorio en algunas plantas como el tomate y el maiz es un color
intenso rojizo o bien purpura el cual se presenta inicialmente en los peciolos u hojas

viejas (Figura 4-C) por la facil movilizacion del nutriente, traslocandose de tejidos
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viejos a meristemos activos, dicha coloracion se debe por la intervencion del P en
la formacién de azlcares de cinco carbonos y en su ausencia se forman
antocianinas (pigmentos de color morado) como se muestra en las Figuras 4-B y 4-
D, posteriormente los sintomas transcienden a hojas jovenes (Chiera et al., 2002;
Zamora, 2016).

Figura 4. Sintomas de deficiencia de fésforo. A) Retraso en el crecimiento de la
parte aérea de la planta, B) Nervaduras de hojas de color morado, sintoma
caracteristico de la deficiencia de P, C) Hojas de tomate con sintomas de deficiencia
de fésforo, D) Acumulacion de antocianinas en hojas jovenes en hojas de aguacate
Hass por deficiencia de fosforo (Novoa et al., 2018).

2.6. Eficiencia de absorcidon de fésforo

La eficiencia en la absorcién de P se refiere a la habilidad que tienen las plantas en
adquirir gran cantidad de P del suelo y su uso eficiente, convirtiendo el P en
biomasa, 0 en su caso algunos genotipos tolerantes que tienen la capacidad de
tomar P en condiciones donde el elemento es bajo (Alves et al., 2002; Cruz-Flores
et al., 2001), asi tambien Cogliatti et al. (2004) sefiala que la eficiencia de absorcién

de P ha sido definida por algunos investigadores como la cantidad de P absorbida
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en un determinado periodo o la cantidad de P presente en toda, o bien, en la parte
aérea de la planta.

2.6.1. Adaptaciones para la absorcion de fésforo

Lynch & Brown (2008) consideran de gran importancia la absorcion del P para un
completo desarrollo de las plantas, su eficiencia en la absorcion se atribuye a
diversas adaptaciones de las raices, entre ellas las morfologicas, buscando
disponibilidad espacial y una fuente de fosforo a través de la modificacion en la
arquitectura de las raices, que abarcan cantidad, densidad y longitud, o bien
mediante procesos fisiol6gicos y bioquimicos en la rizosfera, respondiendo con la
expresion y secrecion de enzimas como fosfatasas acidas y ribonucleasas, con la
sintesis y exudacion de acidos organicos o con un aumento en la sintesis de

transportadores de Pi (Zhang et al., 2014).

Sumado a esto, la fertilizacion con fuentes nitrogenadas influye en la disponibilidad
de P, produciendo respuestas dependiendo de la forma quimica en la que se
suministra; en los dos procesos anteriores, las plantas participan generando un

cambio de pH en el suelo (Neumann & R6mheld, 2002).

Por otra parte, en las investigaciones revisadas por Shane & Lambers (2005) se
menciona la adaptacién que generan las raices de algunas variedades de especies
pertenecientes a la familia Myrucaceae, Proteaceae, Casuarinaceae y Fabaceae
(Marschner et al., 2005) a la que pertenece Lupinus albus, la planta mas utilizada
para realizar estudios sobre el metabolismo de este tipo de raiz, formando raices en
racimos protoides y dauciformes con el fin de obtener nutrientes de suelos pobres
como se muestra en la Figura 5, el crecimiento de este tipo de raices mejora cuando
la planta carece de fosfatos y el suministro es muy bajo (€1 ym P), reduciendo este

tipo de raiz cuando el suministro aumenta.

Ademas, las evidencias genéticas moleculares demuestran que la punta de las raiz
detecta y responde a las bajas concentraciones de fosfato inorganico, hecho
observado en las investigaciones realizadas en Arabidopsis y mutantes de la misma,

adapta su fisiologia radicular ante un déficit de fosfato (Lambers et al., 2006) este
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crecimiento radicular esta relacionado posiblemente con el agotamiento del
meristemo de la raiz que probablemente interfiere en la circulacion de auxina en la
punta de la raiz, influyendo en la ramificacion de las raices viejas, sin embargo, alin

no se sabe con exactitud la causa (Desnos, 2008).

Figura 5. Morfologia de racimos de raices inducidas en A) Proteaceae-raices
protoides, B) Proteaceae-raiz protoide, C) Cyperaceae- raices dauciformes,
adaptadas a suelos con concentraciones extremadamente bajas de P, endémicas

de la provincia botanica del suroeste de Australia Occidental (Lambers et al., 2006).

2.7. Microorganismos presentes en el suelo

El suelo se encuentra conformado por microorganismos que interactian con las
plantas a través de las raices, como lo son los hongos, actinomicetos y bacterias
promotoras de crecimiento en las plantas, beneficiandolas a través de la fijacién de
N2, produccion de fitohormonas, sideroforos, sintesis de enzimas y en la
solubilizacion de fosfato (Holguin et al., 2003), ademas participan continuamente en
todas las transformaciones regulando la descomposicion y utilizacion del fosforo de
la solucion del suelo segun la calidad del material presente (Sufier & Galantini,
2013).

2.8. Solubilizacion de fésforo

La solubilizacion del P del suelo es el proceso por el cual las reacciones de

precipitacion se revierten, liberando P en solucién, que se absorbe y asimila por las
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raices de las plantas como fosfato inorganico (H2PO4 y HPO4%), sin embargo, se
pueden desprender grupos fosfatos de compuestos organicos, a través de la
descomposicion que es llevada a cabo por microorganismos solubilizadores de
fosfato (MSF) incluidas las bacterias, entre los géneros destacan; Bacillus sp.,
Stenotrophomonas sp., Burkholderia sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Vibrio
proteolyticus, Enterobacter, Achromobacter, Agrobacterium y Streptomyces sp,
Serratia, Flavobacterium entre otros (Tilak et al., 2005; Patifio-Torres &

Sanclemente-Reyes, 2014).

2.9. Fosfato

El fosforo se encuentra en el suelo en su estado mas oxida, es decir con una
valencia de +5 como se muestra en la Figura 6, la estructura molecular comparte
un atomo de oxigeno comun en cada uno de los extremos del tetaedro, es decir
cuatro atomos de oxigeno se unen a un solo atomo de fésforo (Sanchez de Fuentes,
2021), formando un ortofosfato PO4*, mientras que la oxidaciéon y reduccion de
compuestos de fosforo forman el fosfato, a través de reacciones de transferencia de
electrones (White & Metcalf, 2007).

(@] (@] (@]

i I i Il i I

O—P—OH O—P—OR O—P—OCH,CH_NH *
| 1 |
(@] (0] (0]

Fosfato Ester de fosfato Fosfoetanolamina

Figura 6. Compuestos de fosforo con valencia de +5 presentes en el suelo (White
& Metcalf, 2007).

2.10. Mecanismos de solubilizacion del P organico

La solubilizacion de fosfato organico en el suelo se lleva a cabo a partir de los
residuos de plantas, animales y biomasa microbiana muerta, que estan compuestos
por formas quimicas de fésforo organico (Dao, 2011), que pueden ser hidrolizados
y mineralizados bioquimicamente por accidon de enzimas de origen microbiano y
vegetal, generando la liberacion de iones fosfatos (Pi) a la en la solucién del suelo
(Tapia-Torres & Garcia-Oliva, 2013).
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La liberacion del P de estos compuestos organicos se realiza mediante exoenzimas
como fosfatasas, fitasas y C-P liasas (White & Metcalf, 2007), las enzimas
fosfatasas llevan a cabo la desfosforilacion de enlaces fosfoéster o fosfoanhidrido
en materia organica, presentan actividad hidrolasa capaz de eliminar un grupo
fosfato de un compuesto organico mediante la hidrolisis, estas enzimas han sido
clasificadas en cinco subclases diferentes: fosfatasas alcalinas, fosfatasas acidas,

fosfatasas histidinas acidas y proteinas fosfatasas (Lynch & Brown, 2008).

También participan las enzimas fitasas, encargadas de catalizar la hidrolisis del
fitato (mio-inositol hexakisfosfato) derivados del myo-inositol menos fosforilados y a
fosfato inorganico, estos compuestos son los mas abundantes y representan cerca
de 50% del fésforo organico total, siendo el fitato la principal forma de
almacenamiento de fosfato, encontrandose principalmente en las semillas de la
planta, siendo considerada por cientificos como una proteina con gran aplicacién
comercial y ambiental, (Oh et al., 2004; Kononova & Nesmeyanova, 2002).

La composicién de la parte organica del suelo es muy variable por lo que su
mineralizacion es diferente, siendo los di ésteres de fosfato principalmente acidos
nucleicos y fosfolipidos los mas rapidos por impregnarse débilmente a los demas
componentes del suelo en comparacioén con los mono ésteres como el mio-inositol
hexakisfosfato (fitato) o los mononucléotidos, que son dificilmente mineralizados por
su fuerte adsorcion a los componentes del suelo debido a su carga negativa
formando moléculas complejas con hierro, aluminio y calcio, acumulandose grandes

cantidades en el suelo, sobre todo virgenes (Lim et al., 2007; Turner et al., 2002).

Kononova & Nesmeyanova (2002) sefialan que cada vez hay mas datos que
muestran la capacidad de las bacterias para utilizar los compuestos
organofosforados mas reducidos como fuentes de fosforo, en particular, fosfonatos
gue son una clase de compuestos organofosforados libres caracterizados por tener
enlaces carbano-fésforo (C-P) estables, siendo quimicamente distintos a los éster
de fosfatos con enlaces C-P-O (White & Metcalf, 2007), esta habilidad es por la
presencia de enzimas hidrolasas y C-P liasa (Figura 7) que rompen el enlace C-P,

en la revision realizada por Tapia-Torres & Garcia-Oliva (2013) mencionan a las
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fosfonoacetaldehido hidrolasa (fosfonatasa), fosfonoacetato hidrolasa vy
fosfonopiruvato hidrolasa como las 3 hidrolasas que pueden ser las encargadas de

romper dicho enlace.

®) C-P lyase
Rvp\_OH _— HEC—R + Pi
OH

R=H, CH,-, H,N-CH.-

Figura 7. Via de C-P liasa Kononova & Nesmeyanova (2002).

2.11. Mecanismos de solubilizacion del P inorganico

La solubilizacion de fosforo inorganico (Pi) se reporta desde principios de los afios
90", a través de las bacterias que transforman los fosfatos insolubles a formas
solubles, mediante la produccién y liberacion extracelular de &cidos orgénicos
producidos por los microorganismos del suelo, los cuales utilizan en su mayoria la
ruta metabdlica de la glucosa para producir dichos acidos, esta produccion tiene
accion directa en la acidificacién, quelacion, precipitacion y las reacciones de 6xido
reduccion en la rizosfera o bien por la asimilacion directa de fosfatos insolubles que
son acumulados en las células de los microorganismos para posteriormente
liberarlos (Toledo-Garcia et al., 2013; Puente, Ching, & Yoav, 2009).

De acuerdo con Paredes-Mendoza (2010) los acidos organicos son compuestos de
bajo peso molecular, al ser liberadas aumentan el pH en la rizosfera, facilitando la
absorcion del elemento e incrementando la disponibilidad de micronutrientes como
Fe, Zn y Mn en el suelo. Se encuentran formadas estructuralmente por uno o0 mas
grupos carboxilo, con cargas negativas quelatando los cationes (Ca*?, Mg*?, Fe*3,y
Al*3) unidos al fosfato convirtiéndolas en formas solubles y desplazando los aniones

en el suelo, como se muestra en la Figura 8 (Fernandez et al., 2005).
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Cas(POa4)2 + C204H2 ———— 2CaHPO4+ Ca204

Fosfato tricalcico + acido oxalico = Fosfato dicalcico + Oxalato de Ca

Figura 8. Solubilizacién de fosfatos por acidos organicos (Plaza, 2007 citado en
Corrales et al., 2014).

Los acidos organicos que actuan sobre compuestos insolubles de fosfato inorganico
son el acido butirico, malico, acético, lactico, fumarico, 2-cetogluconico,
indolacético, adiptico, y principalmente el citrico, oxalico, glucénico, asi como el

succinico (Paredes-Mendoza 2010; Restrepo-Franco et al., 2015).

Otro posible mecanismo de solubilizacion puede ser a través de la liberacion de H+
del citoplasma al exteior de la celula, por el intercambio de cationes (particularmente
el NH4+) o por el efecto de una ATPasa localizada en la envoltua celular que
trasloca el H+, utilizandolo en la hidrolisis del ATP, absorbiendo el fosfato a través

de la envoltura celular (Patifio-Torres & Sanclemente-Reyes, 2014).

Chalarca-Vélez & Gaviria (2020) exponen un medio alterno de solubilizacion dada
mayormente por bacterias Gram negativas, a través de una via de oxidacion directa
de glucosa (DOPG por sus siglas en inglés) cuyo papel fisiolégico permanece
desconocido, las enzimas de esta ruta, la quinoproteina glucosa deshidrogenasa
(GDH) y la gluconato deshidrogenasa (GADH) estan orientadas a la parte exterior
de la membrana citoplasmatica pudiendo oxidar sustratos en el espacio
periplasmico. Difundiendo los acidos organicos hacia el exterior de las células,
causando la liberacion de grandes cantidades de fésforo soluble a partir de fosfatos
minerales debido a que se proporcionan protones y aniones de &acidos organicos
que se unen al metal liberando el fosfato (Pérez et al., 2007).

Hasta la fecha se han identificado dos tipos de quinoproteina glucosa
deshidrogenasa, la primera, unida a la membrana celular interna (GDH) y la otra
presente en forma soluble (sGDH), las cuales muestran actividad en el periplasma

de bacterias negativas (An & Moe, 2016).
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2.12. Bacterias solubilizadoras de fosfato.

Las bacterias, comparados con los hongos y actinomicetos, son los
microorganismos predominantes en solubilizar fosfato mineral en los suelos, se han
aislado de distintos suelos bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia, Achromobacter, Microccocus,
Aerobacter, Flavobacterium y Erwinia (Fernandez et al., 2005), creciendo en medios
con fosfato tricalcico, apatita o0 materiales insolubles similares como Unica fuente de
fosfato y no solo asimilan el elemento, sino que solubilizan una gran proporcion del
mismo, liberdndolo en cantidades superiores a sus demandas nutricionales (Guang-
Can et al., 2008).

Las bacterias transforman los fosfatos a solubles por diferentes mecanismos de
accion, entre ellos por la accion de &cidos organicos, quelacion de los elementos y
asimilacion directa de fosfatos insolubles por microorganismos (Restrepo-Franco et
al., 2015), entre las bacterias que se asocian con la produccién de &cidos orgénicos
se encuentran generalmente rizobacterias como Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacter sp., Burkholderia, Agrobacterium, Flavobacterium, Rhizobium,
Yarowia, Streptosporangium, Aerobacter, Achromobacter, Erwinia y Serratia
(Corrales et al., 2014).

Se ha reportado al acido glucénico como el agente mas frecuente de solubilizacion
de fosfato (Velasco-Jiménez et al., 2020), el cual es producido por Pseudomonas
sp., Serratia, Erwinia herbicola, Pseudomonas cepacia y Burkholderia cepacia, otro
metabolito solubilizador de fosfato es el acido 2-cetogluconico, sintetizado por
Rhizobium leguminosarum, Rhizobium meliloti, Bacillus firmus y otras bacterias del

suelo aun no identificadas (Rodriguez et al., 2006).

Por otra parte, Idriss et al. (2002) menciona a Bacillus y Enterobacter sp., como los
microorganismos que producen actividad fitasa extracelular estimulando el
crecimiento vegetal por aumento en la disponibilidad de fosfatos, se ha reportado la
produccion de esta enzima en bacterias Gram-positivas, como es el caso de las
bacterias del género Bacillus y bacterias Gram-negativas, Klebsiella y

Pseudomonas sp. (Beltran, 2014).

20



Entre los principales microorganismos que producen a las fosfatasas extracelulares,
se encuentran Bacillus subtilis, Nostoc sp., Caulobacter crescentus, Pseudomonas
aeruginosa, Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium loti, por mencionar algunos
(Céron & Aristizabal, 2012).

2.12.1. Serratia plymuthica

El género Serratia lleva el nombre del fisico italiano Serafino Serrati, siendo un
organismo de vida libre y enddfito. Grimont et al. (1978) describieron cuatro
especies dentro del género, S. marcescens, Serratia liquefaciens, Serratia
plymuthica y S. marinorubra, asocidndose mas a S. plymuthica con plantas, el cual
se ha aislado de la rizosfera de trigo, maiz, uva, melon, cebolla, entre otros
(Vleesschauwer & Hofte, 2007).

2.12.1.1. Caracteristicas

Serratia sp., es un género que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es una
gammaproteobacteria, bacilo Gram negativo corto y recto de 0.5-0.8 um de ancho
x 0.9-2.0 um de longitud, no forman esporas, generalmente mévil por flagelos
periticos, anaerdbio facultativo, oxidasa negativa, crece bien en medios de cultivo
ordinarios sobre todo en agar sangre, agar chocolate y agar McConkey, bajo
condiciones aerobias o anaerobias, son capaces de crecer en un rango de
temperaturas entre 10 y 36°C con un pH entre 5y 9, produciendo colonias que
pueden ser pigmentadas (Mahlen, 2011; Golemi-Kotra, 2008).

Las especies de Serratia se caracterizan por tener colonias de aspecto opaco
pudiendo ser de color blanco, rosa o incluso rojo intenso (debido a los pigmentos
prodigiosina y pirimina) dependiendo del genotipo y de las condiciones en las que
se establezcan (Rafii, 2014), pueden producir quitinasas, asi como la hormona
vegetal acido indol-3-acético (AlA) para algunas especies; S. plymuthica se pueden
distinguir de otros géneros por la produccion las enzimas ADNasa, lipasa y
gelatinasa, dando positivas a las reacciones de citrato, Vogues-Proskuer y pueden

fermentar manitol y trehalosa (Weise et al., 2013).
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Algunas cepas de S. plymuthica poseen un gran potencial como agente de control
biolégico de hongos fitopatdgenos por la amplia gama de compuestos
antimicrobianos que producen, ademas de considerarse una rizobacteria promotora
de crecimiento vegetal (Vleesschauwer & Hofte, 2007), y algunas cepas pueden

crecer en temperaturas de 4-5°C (Rafii, 2014).

El principal mecanismo propuesto por Goldstein (1996) citado por Rodriguez et al.
(2006) para la solubilizaciéon de fosfato mineral es la oxidacion directa de glucosa a
acido gluconico (GA) en bacterias Gram-negativas en el que se incluye el género
Serratia, siendo corroborado por Krishnaraj & Goldstein (2001), al aislar Serratia
marcenses en una muestra endorrizosferica con un alto nivel de actividad
solubilizadora de fosfato mineral, correlacionandolo con la expresion de la via de

oxidacion directa produciendo acido glucénico para la solubilizacion.

Ademas Esparza (2020), demuestra en sus investigaciones la sintesis de acidos
organicos por Serratia sp., asi mismo Chen et al., (2006) sefala en sus estudios a
S. marcescens quien sintetizé el maximo namero de organicos entre los que se
encuentra el acido citrico, succinico, glucénico y lactico, disminuyendo el pH de 6.8

a 4.9, aumentando el nivel de solubilizacion.

2.12.2. Enterobacter sp.

Son microorganismos saprofitos en el medio ambiente ampliamente distribuidos en
la naturaleza, se les puede encontrar en el suelo, agua y como parte de la microbiota
de seres vivos, se les atribuye la capacidad de solubilizar fésforo, promoviendo el

crecimiento de las plantas (Kumar et al., 2010).

2.12.2.1. Caracteristicas

Las bacterias del género Enterobacter son bacilos Gram-negativo, anaerdbicas
facultativas, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, suelen ser bacterias
grandes que miden de 2 a 4 um, forman colonias con turbidez difusa en caldo
nutritivo después de 12 a 18 horas de incubacion, tienen la capacidad de solubilizar
fosfato  tricalcico (TCP), fermentan glucosa y son capaces de
reducir nitratos en nitritos (Davin-Regil et al., 2019; Fu-Ping et al., 2014).
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Segun lo indica Sanchez et al. (2012) en los estudios realizado en Enterobacter sp.,
la bacteria posee la habilidad de solubilizar fosfatos a través de la produccion de
acidos organicos y fosfataSas acidas, esta ultima desemperia su papel en los suelos
contienen variaciones de pH de valores acidos a neutros, donde Serratia es una de
las bacterias que sintetizan esta enzima (Vargas, 2012) y asi mismo Yi et al. (2008)
en sus investigaciones realizadas con Enterobacter sp., muestran la produccién de
al menos tres tipos de acidos organicos para disolver eficientemente el fosfato poco
soluble como el acido oxalico, glucénico, citrico, fumarico y succinico, ademas se le

atribuye la accion de la glucosa deshidrogenasa inducible por falta de fosfato (GDH).

Lo que es confirmado por Sharma et al. (2011) al evidenciar la produccion de acido
glucénico por Enterobacter asburiae y por Enterobacter cloacae (Fu-Ping et al.,
2014).

2.12.3. Brevibacillus parabrevis

El género Brevibacillus se establecio en el afio 1996, creado por la variedad de
cepas clasificadas anteriormente como Bacillus brevis en base a las caracteristicas
fenotipicas similares que poseian, pertenece a la familia Paenibacillaceae, suelen

habitar en el suelo y agua (Johnson & Dunlap, 2019).

2.12.3.1. Caracteristicas

El género pertenece al grupo de bacterias Gram-positivas mas difundidas, aunque
contiene bacterias Gram variables como B. brevis, son aerbbicas y anaerébicas
facultativas, en forma de bastoncillos ovales, con capacidad de fermentacion,
formadoras de endosporas (Panda et al., 2014), sus colonias son lisas y presentan

un color gris amarillento en medios estandar (Hooda et al., 2018).

Las investigaciones de Vivas et al. (2005) sefalan a B. brevis como positivo a la
produccion de IAA (Acido Indol Acético), solubilizacion de fosfato, reduccion de
acetileno, y actividad antifingica como agentes de biocontrol, la reactividad B.
parabrevis es positiva a la reduccion de nitrato a nitrito, utilizacion de amonio y la
produccion de acidos a partir de D-glucosa, trehalosa, D-manitol y otros
carbohidratos (Ray et al., 2020).
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Este género posee la habilidad de solubilizar fosfatos mediante la actividad de
fosfatasas acidas como es el caso de B. brevis (Vivas et al.,, 2005) ademas la
mayoria de las especies tienen la capacidad de formar acidos organicos como acido
citrico, L-malico, formico y L- butirico, sin embargo, en los estudios realizador por
Johnson & Dunlap (2019) indican que B. brevis no produce ninguno de los acidos

mencionados.

24



[I. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitio experimental

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia e Invernadero
del Departamento de Parasitologia, perteneciente a la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN) ubicado en las coordenadas 25°23'36" latitud norte,
101°00'02" longitud Oeste, en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México.

3.2. Aislamiento de Bacterias Solubilizadoras de Fosfato (BSF)

El aislamiento de las bacterias consistio en la seleccion de diferentes pastos, Chloris
gayana (Zacate Rhodes), Cenchrus ciliaris (Zacate buffel) que crecian en las
distintas areas de la UAAAN campus Saltillo, para la recoleccion de sus raices se

realizé con ayuda de guantes de latex y tijeras desinfectadas.

Las raices fueron trasladadas por especie de pasto individualmente al laboratorio
de microbiologia en bolsas plasticas de polietileno, utilizando la metodologia de
Esparza (2020). Las muestras fueron previamente lavadas para eliminar el exceso
de suelo, posteriormente se desinfectaron con una gota jabon liquido en 40 ml de
agua destilada estéril, agitandolo por 30 seg, en seguida se enjuagé y agitd en tres
ocasiones con agua destilada estéril hasta eliminar el exceso de jabon, parte del
material recolectado se coloc6 y macero en tubos falcon con agua destilada estéril,
inmediatamente con la ayuda de un asa bacteriol6gica se sembré en forma de estria
en el medio NBRIP (National Botanical Research Institute Phosphate growth
médium) formulado por Nautiyal (1999) con modificaciones el cual contiene
Dextrosa (10g), (NH4)2S04 (0.15g), KCI (0.2g), MgS0O47H20 (0.25g), Ca3(POa)2
(2.5g) y Agar (18g). Con el restante de cada una de las muestras se continuo con el
procedimiento reportado por Campoy et al., (2020), tomando fragmentos de las
raices cortados en pequefios trozos de aproximadamente 1-2 cm sembrandolos
directamente en el medio antes mencionado. Las placas de ambos métodos se

incubaron a 28°C por 72 horas.

Pasando el periodo de incubacion, se seleccionaron los aislamientos que mostraban

la aparicién de halos claros alrededor de las colonias, caracteristica de la actividad
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solubilizadora de fosfato, finalizando con la purificacién de cada bacteria a través de

la resiembra con la técnica de estrias cruzadas (Chakraborty et al., 2010).

3.3. Pruebas para laidentificacion y caracterizacion de BSF

Se realizé la caracterizacién morfoldgica de las colonias mediante la observacién
de frotis al microscopio compuesto, describiendo morfologia celular, por forma,
pigmentacién, consistencia, borde, elevacién y textura, asimismo se realizo la
tincion Gram y pruebas bioquimicas como catalasa y KOH. Por ultimo, se enviaron
2 muestras purificadas de cada cepa al Laboratorio Nacional de Biotecnologia
Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT), para realizar la caracterizacion de cada especie
a través de la secuenciacion de las regiones internas transcriptas ITS1 e ITS4 del
DNAr amplificados a través del método de reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
(Villalobos et al., 2005).

3.3.1. Tincién Gram

La tincibn Gram es definida como una tincion diferencial, esta técnica fue creada
por el médico danés Christian Gram en 1884, quien clasifico las bacterias en gram
positivas y negativas de acuerdo a la composicién de la pared celular; las bacterias
Gram negativas esta constituida por una capa fina de peptidoglicano y una
membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram positivas poseen una
pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no cuentan con membrana
celular externa (Lopez-Jacome et al., 2014; Rodriguez, 2001).

El procedimiento consistié en realizar un frotis fijandolo al calor y se utiliz6 como
colorante primario el cristal violeta durante 1 min, posteriormente, se enjuag6 con
agua y se colocé lugol durante 30 segundos, el cual sirve como mordente que
impide la salida del cristal violeta, se lavd nuevamente y se aplicd alcohol-acetona
durante 15 segundos, la cual deshidrata la pared celular y cierra los poros de la
misma, también destruye la membrana externa de las bacterias Gram negativas,
mientras que las Gram positivas, logran contener este complejo por poseer una

gran cantidad de peptidoglicano, manteniendo un color azul a morado, por ultimo,
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se coloco safranina sobre el frotis por 1 min, como colorante de contraste para tefir
las bacterias que no pudieron retener el cristal violeta, es decir las bacterias Gram

negativas, que al observarse al microscopio muestra un color rosa o rojo.

3.3.2. Prueba de catalasa

La catalasa se puede considerar como una enzima desintoxicante, pues elimina
sustancias que se producen durante el metabolismo celular llegando a ser toxicas,
es una enzima que cataliza la descomposicion del peréxido de hidrégeno (H202) en
agua y oxigeno, dando como resultado la liberacion de burbujas de gas (Soto et al.,
2007; Ordaz, 2004).

Se tomo suficiente cantidad de la colonia fresca de un cultivo de 18 a 24 horas, con
un asa de inoculacion estéril colocandolo en el portaobjeto y sobre ella se agregé
una gota de peréxido de hidrogeno al 3%, desprendiéndose burbujas
inmediatamente al ser catalasa positiva, de lo contrario, se consideran catalasa

negativa.

3.3.3. Prueba KOH

La prueba hidréxido de potasio (KOH) consiste en la capacidad del KOH (potasa)
que tiene para disolver las paredes de bacterias Gram negativas, debido a que
poseen una pared de peptidoglicano mucho mas fina que las Gram positivas, por
tanto, al ser KOH positivos, se rompe la pared, liberandose el contenido interior
incluido el material genético, éste hara que la solucién tenga una apariencia viscosa
que al levantarse con una asa bacteriologica crea una especie de hilos o cuerdas
hialinas (Rodriguez, 2001).

Para ello se tom6 con una asa una porcion de la colonia y se colocé en un
portaobjetos, agregandole una gota de solucion de KOH removiendo y mezclandolo
por 30 segundos, si toma una apariencia mucosa que al levantar el asa se forma un

hilo, dando como positivo a la prueba, de lo contrario, se considera negativa.
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3.4. Determinacion cualitativa de Acido Indol Acético (AIA)

Se determiné la produccién de AIA por colorimetria utilizando el reactivo de
Salkowski (Glickmann & Deessaux, 1995) que permite la oxidacién de compuestos
inddlicos por sales férricas, cuando la respuesta es positiva se obtiene una
coloracion rosada que va desde el rosa claro a intenso dependiendo la

concentracion del &cido indol acético presente (Lara et al., 2011).

3.5. Eficiencia de solubilizacion de fosfatos (ESF)

Segun Kumar & Narula (1999), citado en Ruiz-Chutan et al., (2021) la ESF se
determiné a partir del diAmetro de la colonia y del halo de solubilizacién con cada
una de las cepas como se indica en la formula representada en la Figura 9, se utiliza

como instrumento un Vernier digital y se mide el diametro en mm del area de

hidrolisis.

A

B

ESF= A (Diametro del halo de solubilizacion) L—

=

B (Diametro de la colonia)

Figura 9. Férmula para calcular la eficiencia de solubilizacion de fosfatos (Sitepu et
al., 2023).

3.5.1. Evaluacién cualitativa de la solubilizacién de fosfatos

La capacidad cualitativa de solubilizacion se evalu6 en el medio NBRIP modificado,
con un pH de 6.9, se incubo cada una de las 3 cepas en distintas concentraciones
de fosfato tricalcico (CasPOa4)2 del.5, 2.5, 3.5y 5 g/L con 4 repeticiones cada uno
(Cuadro 2), se incubaron a 28°C, registrando el crecimiento de la hidrdlisis cada 24

horas por aproximadamente 17 dias, hasta notar una constante en el crecimiento.

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) bajo un disefio
completamente al azar con arreglo factorial de A X B (3x4), donde A=Bacterias y
B=Concentraciones. Para lo anterior, se utilizé el programa estadistico R version
4.2.0 (R Core Team, 2022), se compararon y estratificaron segun la prueba de

Tukey a un nivel de significancia de p <0.05, bajo el siguiente modelo lineal:
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yijk = u + Ai + Bj + (AB)ij + €ijk

Donde:

yijk= Variable respuesta en la repeticion k, nivel i de Ay nivel j de B

u= Media general

Ai= Efecto del factor A al nivel i

Bj= Efecto del factor B al nivel

(AB)ij= Efecto de la interaccion AB al nivel i,j

gijk= Error aleatorio

Cuadro 2. Tratamientos de bacterias solubilizadoras de fosfato en diferentes

concentraciones de (CasPOa)2 para determinar ESF en laboratorio.

Cepa Concentracion g/L  Repeticién

15
Serratia plymuthica 2.5
3.5

5
15
Enterobacter sp. 2.5
3.5

5
15
Brevibacillus parabrevis 2.5
3.5

5

5

o o1 o1 o1 o1 o1 o1 o1 o1 g1 O

3.6. Evaluacion cuantitativa de la solubilizacion de fosfatos.

Se inoculo 1 ml de cada una de las cepas en matraces Erlenmeyer bafleados con

capacidad de 1000 ml, ocupando 350 ml de medio liquido estéril NBRIP modificado,
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con un pH de 6.9 a una concentracién de 2.5 g/L de Cas(POa)2, incubandolas a 12,
24, 36 y 48 horas a temperatura ambiente, manteniéndose en agitacién constante
a 150 rpm en un agitador VWR®, posteriormente se recolectaron 20 ml de cada una
de las muestras a cada una de las horas de incubacién mencionadas, se prosiguio
a dejarlas en reposo para que se sedimentara el Cas(POa4)2 y después tomar
aproximadamente 10 ml del sobrenadante, mezclandose con los reactivos del kit de
pruebas High Range Phosphorus Colorimeter Checker® HC HI706, para poder

cuantificar la absorbancia de P.

Para la cuantificacion de fosfato soluble, se requirié realizar también una curva
estandar con concentraciones de 0, 3, 6, 9 y 15 mg/L a partir de una solucion madre
de 17 mg/L de fosfato di potasico (K2HPOa).

Con ambos tipos de muestras se permitio establecer la relacion entre la absorbancia
y la concentracion de P soluble (ppm), la absorbancia de la reaccién colorimétrica
se leyé en el espectrofotometro Thermo Scientific™ Multiskan™ GO a 880nm
(Beltran, 2014; Esparza, 2020).

3.7. Efecto de las BSF en el crecimiento y desarrollo de Solanum lycopersicum

Se evalud el efecto del fosfato solubilizado por BSF aplicadas en plantas de
Solanum lycopersicum trasplantadas a un sustrato estéril compuesto por peat moss
y perlita con una proporcion 3:1 bajo invernadero, la aplicacion de fdosforo
solubilizado por BSF en un medio NBRIP con una concentracion de 2.5 g/L de
Cas(P0Oa4)2, dicha aplicacion se inici6 8 dias después del trasplante (ddt), la
aplicacion se realiz6 semanalmente, a través del riego con una dosis de 120 ml/L
de agua a pH de 6.8. Transcurridos 62 ddt se evaluaron 5 diferentes parametros
agronomicos (altura de la planta, diametro del tallo, nimero de hojas, nimero de

flores y nimero de frutos).

Se establecié un disefio experimental completamente al azar, que const6 de 3
tratamientos y un testigo, con 4 repeticiones cada uno (Cuadro 3), distribuyéndose
en un cuadro de 4 x 4, con un total de 16 unidades experimentales bajo el siguiente

modelo lineal:
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yij = p+ 11+ €ij
Donde:
yij= Es la observacion del tratamiento i en la repeticion j
u= Media general
1i= Efecto del i-ésimo tratamiento
gij= Error experimental

Los datos obtenidos fueron sometidos a un ANOVA con una prueba de Tukey
(P<0.05), a través del programa estadistico R versién 4.2.0 (R Core Team, 2022).

Cuadro 3. Tratamientos establecidos en Solanum lycopersicum

Tratamientos 120ml/L Repeticiones
1 Serratia plymuthica 4
2 Enterobacter sp. 4
3 Brevibacillus parabrevis 4
4 Testigo absoluto (agua) 4
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Bacterias aisladas

Se aislaron y purificaron tres diferentes bacterias con capacidad de solubilizar
fosfato en medio NBRIP, recuperadas de la raiz de diferentes pastos (Cuadro 4)
colectadas en la UAAAN sede Saltillo, Coahuila. Se identificaron morfol6gicamente
a nivel de género segun la caracterizacion mencionada por Valdés (2015).

Los aislamientos purificados en el medio mencionado anteriormente, fueron
enviados al LANBAMA donde se identificaron a nivel de especie mediante PCR. La
caracterizacion molecular realizada arrojé para la primera cepa asilada un 98.84%
de similitud con Serratia plymuthica teniendo el nimero de acceso al Genbank
MK530265.1, de la misma manera para la segunda cepa que mostro un 99.18% de
similitud con Enterobacter sp. con el nUmero de acceso MN719050.1 y por altimo
se obtuvo un 83.45 % de semejanza con Brevibacillus parabrevis con acceso al
Genbank con el numero MN2040651, sin embargo, para esta ultima cepa el
porcentaje de similitud obtenido mediante PCR es bajo para reafirmar que realmente
se trata de esta especie, por lo que para trabajos futuros, se podrian realizar
pruebas bioquimicas para comprobar que realmente se trate de este género y

especie.

Cuadro 4. Bacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de pastos.

Pastos Bacteria aisladas

Chloris gayana (Zacate Rhodes) | Serratia plymuthica

Chloris gayana (Zacate Rhodes) | Enterobacter sp.

Cenchrus ciliaris (Zacate buffel) Brevibacillus parabrevis

4.2. ldentificacion y caracterizacion de BSF

Una vez aisladas se realizo primeramente una identificacion morfologica de cada

bacteria tal y como se muestra en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Caracteristicas morfolégicas de las BSF.

Cepa Serratia Enterobacter Brevibacillus
Plymuthica sp. parabrevis

Caracteristica

Forma de la bacteria Bacilar Bacilar Bacilar

Forma de la colonia Irregular Circular Irregular
Pigmentacion Cremoso Cremoso Cremoso
Consistencia Mucoide Mucoide Mucoide
Borde Ondulados Enteros Ondulado
Elevacién Convexo Convexo Plano

Textura Sinuosa Conceéntrica Sinuosa

Figura 10. Colonias y halo de solubilizacion de BSF. A) S. plymuthica, B)

Enterobacter sp., C) Brevibacillus parabrevis.

La caracterizacion morfologica coincide con lo mencionado por Lara (2013)
haciendo referencia al género Enterobacter como bacilos Gramnegativos, con
colonias circulares, de color cremoso (Figura 10- B), midiendo entre 1 y 3 mm, con
un borde entero, elevado y una superficie suave y brillante, mismas caracteristicas

qgue menciona Sarkar (2018) en su investigacion.

En el caso de Serratia plymuthica autores como Neupane et al. (2012) mencionan
la formacion de colonias de color rojo a rosa, a diferencia de lo reportado en este
trabajo donde no se observa ninguna pigmentacion sino la colonia es de color marfil
a blanca (Figura 10-A), es importante considerar que la produccién de pigmento rojo

por prodigiosina depende de los ingredientes y tipo de medio.
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Los resultados presentados en el estudio realizado por Hooda et al. (2018)
corresponden con lo indicado en la morfologia presente con la cepa Brevibacillus
parabrevis, teniendo una colonia cremosa, plana y lisa, notandose también en la

cepa una consistencia mucosa e irregular (Figura 10-C).

Ademas, se realizo la prueba de tincibn Gram (Cuadro 6) con ello se ubicé a dos de
las bacterias como Gram positiva y una como Gram negativo (Figura 11- Aabc), al
igual la prueba de KOH (Figura 11- C) fue negativa para S. plymuthica (Figura 11-
Cb) y los dos restantes como positivas y de manera similar para la prueba de
catalasa (Figura 11- B), asimismo poseen la capacidad de crecer en diferentes
concentraciones de Cas(POa4)2 (1-5 g/L).

Cuadro 6. Pruebas bioquimicas de las BSF.

Cepa bacteriana Tincion Gram Catalasa KOH Medio NBRIP
Serratia plymuthica - - - +
Enterobacter sp. - + + +
Brevibacillus parabrevis + + + +

(+) Prueba positiva (-) Prueba negativa

Figura 11. Pruebas bioquimicas realizadas en BSF. A) Tincibn Gram a- S.
plymuthica (-), b- Enterobacter sp. (-), c- B. parabrevis (+), B) Prueba de Catalasa
a- S. plymuthica (-), b- Enterobacter sp. (+), ¢ - B. parabrevis (+), C) Prueba de KOH

a- Materiales, b- S. plymuthica (-), c- Enterobacter sp. (+), d- B. parabrevis (+).
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Los resultados en las pruebas bioquimicas concuerdan con lo sefialado por George
et al. (2013) en las pruebas realizada con Enterobacter, mismo resultado de Sarkar
et al. (2018) que obtienen datos positivos para catalasa, oxidasa, proteasa y

negativo para la tincion Gram, prueba de amilasa y produccion de indol.

Van et al. (2005) reportan resultados similares en Serratia plymuthica sefalandola
como Gram negativo, oxidasa positiva, mostrando motilidad, asi como pigmentacion

roja.

Hooda (2018) indica en las pruebas bioquimica aplicadas en Brevibacillus
parabrevis como positivo para la tincion Gram, motilidad, catalasa y oxidasa,
coincidiendo con los resultados obtenidos con las dos primeras pruebas realizadas,
ademas el autor también presenta resultados negativos para la prueba de Indo,

hidrolisis de urea entre otros.

4.3. Cuantificacion de Acido Indol Acético (AIA)

La determinacion de produccion de AlA por colorimetria, en donde se utilizo el
reactivo Salkowski (Glickmann & Deessaux, 1995) resulté negativa para las tres
bacterias (Cuadro 7), no se obtuvo una coloracién rosacea que indica la sintesis de

indol al reaccionar como positiva a la prueba.

Cuadro 7. Produccion de AlA por BSF.

Aislado bacteriano AlA

Serratia plymuthica -
Enterobacter sp. -

Brevibacillus parabrevis -

El resultado obtenido en Serratia plymuthica es similar al obtenido por Misra et al.
(2012) en Serratia sp. al no producir AlA, en cambio, en la especie S. marcescens

se obtuvo una produccion de AlA de 65.6 pg/ml.

También el resultado negativo obtenido en Enterobacter sp., coincide con lo

obtenido por Sarkar et al. (2018) utilizando el mismo método, sin embargo, George
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et al. (2013) reportan en sus investigaciones la capacidad que presentan Serratia
marcescens y Enterobacter sp. para producir AIA obteniendo 2.88 pug/ml y 2.40
pg/ml respectivamente al realizar la prueba en caldo Luria-Bertani (LB), con L-
triptéfano para su conversion a AlA, mientras que nuestra determinacion fue
efectuada de manera directa del caldo NBRIP que se utilizo para solubilizar fosfatos

sin triptofano como nutriente en el medio de cultivo.

El resultado obtenido en B. parabrevis coincide con lo reportado por Hooda et al.
(2018) al obtener una respuesta negativa en la prueba de AIA, por su parte Nehra
et al. (2016) menciona la capacidad de produccion de AlA por Brevibacillus brevis,
(4.74 ng/ml de AlA) en presencia de L-triptéfano. Este tipo de reportes indican en
realidad una transformacién y no una sintesis ya que se afiade un precursor

(triptéfano) para transformarlo en una hormona (Indol).

4.4. Eficiencia de solubilizacién de fosfatos (ESF)

La EFS de las bacterias en medio NBRIP se determin¢ a través del crecimiento de
la colonia y el halo traslucido que se forma a su alrededor, como se puede observar
en la Figura 12, las tres bacterias mostraron una constante de ESF de 1.20, 1.15y
1.10 mm para Enterobacter sp. B. parabrevis y S. plymuthica respectivamente a
partir de las 96 h de la inoculacién, obteniendo su maxima solubilizacién a las 408
h con una eficiencia de 1.2 mm para Enterobacter sp., seguido de B. parabrevis

(1.18 mm) y con la menor eficiencia en el caso de S. plymuthica (1.16 mm).

© N © O < ©
© o «H < © © o
—“ +H4 N N N N ™

Horas
S. plymuthica Enterobacter sp. B. parabrevis

O N ¥ O N © O
- N~ O N
-

144
336

o < o o
© o o m
™ (2] < <

Figura 12. Eficiencia de solubilizacién de fosfatos por bacterias durante 408 horas.
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Cuadro 8. Evaluacion de la ESF de bacterias inoculadas en medio NBRIP por

horas.
Tratamientos
Horas S. plymuthica Enterobacter sp. B. parabrevis Pr>F C.v
12 0000 b G 0699 aC 0.000 b F 0.0001 114.49
24 0.000 c¢c G 1097 a B 0503 b D 0.0001 3.120
48 0503 ¢ F 1196 b AB 0826 a C 0.0001 2.678
72 0821 ¢ D 1201 a AB 1.113 b B 0.0001 2.853
96 1105 ¢ B 1.206 a AB 1.150 b A 0.0001 3.183
120 1144 b A 1210 a AB 1.155 b A 0.0001 3.236
288 1161 b A 1233 a A 1.176 b A 0.0001 3.201
360 1.165 b A 1236 a A 1.181 b A 0.0001 3.208
384 1.166 b A 1237 b A 1182 a A 0.0001 3.197
408 1.167 b A 1.237 a A 1.182 b A 0.0001 3.194
Pr>F 0.0001 0.0001 0.0001
Coef Var 3.568 11.064 3.322

Las medias con la misma literal no tienen diferencias significativas (p<0.05).

Se compar6 la ESF de las tres cepas de bacterias durante 408 horas como se
muestra en el cuadro 8. Los datos obtenidos muestran a Enterobacter sp. como la
bacteria con una mayor ESF, la cual se presento a partir de las primeras 12 h (0.699
mm) de la inoculacion y con una maxima ESF de 1.23 mm desde las 288 h hasta
las 408 h. Mientras que para B. parabrevis y S. plymuthica, presentaron ESF apartir
de las 24 y 48 h (0.503 y 0.503 mm) respectivamente, presentando una mayor
solubilizacion de 1.167 y 1.182 mm a las 408 h para ambos casos, siendo
estadisticamente iguales entre ambas, pero significativamente inferiores a la

presentada por Enterobacter sp.

Los datos obtenidos en este estudio para la bacteria Enterobacter sp., comprueban
de cierta manera lo reportado en la investigacion de Garcia (2017), quien determiné
la ESF de diferentes bacterias evaluadas entre ellas Enterobacter spp., en medio

NBRIP con distintas fuentes de Pi, siendo uno de ellos el fosfato tricalcico, como
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resultado comprob6 la ESF de esta especie, la cual fue de 1.70 y 1.78 mm, siendo
estos resuldos mayores a los obtenidos en este estudio, pero a su vez comprobando
que el género Enterobacter posee la capacidad de solubilizar fosfato inorganico.

En cuanto a las diferentes concentraciones utilizadas de fosfato tricélcico (1.5 g/L,
2.5 g/L, 3.5y 5 g/L), las cepas de Serratia plymuthica y Brevibacillus parabrevis
presenta una mayor solubilizacién de fosfatos a una concentracién de 2.5 g/L de
Cas(POa4)2 con un promedio de 1.178 y 1.199 respectivamente, mientras que
Enterobacter sp. muestra una ESF mayor a una concentracion de 1.5 g/L, sin
embargo, a una concentracion de 2.5 g/L la cepa presenta mayor solubilizacion en
comparacion con el resto; siendo menor la ESF a concentraciones de 3y 5 g/L para
las tres bacterias (Figura 13), por lo que se considera la concentracion mas

adecuada para el desarrollo de estos microorganismos la de 2.5 g/L de Cas(POa4)2.

Bacteria
o B. parabrevis
---A Enterobacter sp
S. plymuthica

13

12

ESF(mm)
11
1

1.0

09

15 25 35 5

Concentracion g/L

Figura 13. ESF de las bacterias en diferentes concentraciones a las 408 horas.

Investigaciones realizadas por Vera (2018) quien ha reportado que Azotobacter
nigricans puede solubilizar Cas(POa4)2, en el medio PVK modificado obteniendo un
ESF de 2.45 en una concentracion de 2.5 g/L, disminuyendo el ESF a 2.1 en una
concentracion de 5 g/L de Cas(POa4)2, esto posiblemente se deba a una disminucion
de pH en fuentes de fosfato asociadas al calcio a medida que aumentaba la
concentracion de fosforo solubilizado (Garcia, 2017). Este tipo de ensayos en medio
sélido pueden poner en duda los resultados obtenidos o bien no ser del todo

exactos, ya que pueden influir varios factores como el tipo de inoculo y la
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concentracion del mismo (Yi et al., 2008), asi como la preparacion del medio como
lo sefiala Nautiyal (1999) con base en las observaciones obtenidas en la
solubilizacion por Pseudomonas sp. en un nuevo medio NBRIP mejorando la
solubilizacion de fosfato con la exclusion de extracto de levadura, aumentando
glucosa y MgSOas incluyendo MgCl2 para un mejor efecto sinérgico sobre la
solubilizacion; en este trabajo se inocularon las bacterias en medio NBRIP
modificado, por lo que para algunas cepas pudieron presentar EFS baja o altas por

las modificaciones realizadas.

Entre todas las cepas, las mejores fueron B. parabrevis y Enterobacter sp., esta
altima con la mayor eficiencia en sus dos primeras concentraciones, mientras que
S. plymuthica presentdé la menor solubilizacion en la concentracion 5 g/L de

Cas(P0Oa4)2, como se muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Solubilizacién bacteriana de fosfatos en distintas concentraciones de
Cas(POa4)2 durante 408 horas.

Bacteria Concentracion de  ESF (mm)
Cas(POa4)2 (g/L)

Enterobacter sp. 1.5 1.349
Enterobacter sp. 2.5 1.196 b
B. parabrevis 2.5 1.112 bc
Enterobacter sp. 3.5 1.111 bc
Enterobacter sp. 5 1.104 bcd
B. parabrevis 1.5 1.095 bcd
S. plymuthica 2.5 1.035 cde
B. parabrevis 3.5 1.034 cde
S. plymuthica 1.5 1.028 cde
B. parabrevis 5. 0.970 cde
S. plymuthica 3.5 0.958 de
S. plymuthica 5 0.905 e

Las medias con la misma literal no tienen diferencias significativas (p<0.05).
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4.3.Cuantificacién de la solubilizacién de fosfato inorganico

Se realiz6 la cuantificacion colorimétrica de fosforo soluble presente en el caldo
NBRIP, a una concentracion de 2.5 g/L de Cas(POa4)2 como fuente de fosfato, para
esto se realizo inicialmente una curva estandar con la utilizacion de K2HPO4 en

diferentes concentraciones de fosforo total (Figura 14).

Con los datos obtenidos en la cuantificacion se realizo un analisis de regresion lineal
simple y no lineal a través de la grafica de Lineweaver-Burk basada en la
reordenacion de la cinética de Henri-Michaelis-Menten que describe la velocidad de
muchas reacciones enzimaticas (Herrera et al., 2019; Segel, 1991), en este trabajo
se realiz6 para cada bacteria, incluido la curva estandar para estimar la relacion
entre la absorbancia de P durante las 48 horas de incubacion por las diferentes

bacterias.
Para la cinética se utilizé la ecuacion (Ec.1) y para obtener estos parametros, se
llevo a cabo la regresion no lineal utilizando el método de Lineweaver-Burk.

Kx
Kn+x

ESF = Ec. 1

Donde:

ESF: Eficiencia de solubilizacion del fosforo
K: Constante

t: Tiempo en hora

Kn: Constante

Como se observa en la cuantificacion colorimétrica de fosforo (Figura 14), existe
una relacion proporcional entre la concentracion de fosforo soluble y la absorbancia

gue se obtiene a 880 nm al presentar un coeficiente de determinacion de 0.95.
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Figura 14. Curva estandar para la determinacion de fésforo soluble.

S. plymuthica es la bacteria que solubilizé la mayor cantidad de fésforo con una
concentracion de 6.24 mg/L y una ESF de 0.21 a las 48 horas de incubacion (Figura
15), siendo mayor a lo reportado por Misra et al. (2012), quienes obtuvieron una
concentracion de 3.417 y 2.214 mg/L de fosforo soluble por Serratia sp., y 2.103
mg/L por S. marcescens ademas de obtener 1.975 mg/L en Enterobacter sp. 4 dias

después de la incubacion de las bacterias.

. S. plymuthica
—e—ESF —0—Concentracion mg/L
6.5 0.22
=)
€ 60 0.2
c
N 018 |,
% 5.5 )
= 0.16 LWl
c 50
8 0.14
c
S 45 y=0.0399x+4.3528 y=0.001x+0.1686 012
© R2=0.984 R2=0.977
4.0 0.1
12 24 36 48
Horas

Figura 15 . Concentracion y ESF de fosfato solubilizado por Serratia plymuthica.
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La concentracion de fosforo solubilizado por Enterobacter sp. fue de 4.592 mg/L con
una ESF de 0.17 a las 48 horas de su incubacién (Figura 16), concentraciébn mayor
a lo reportado por George et al. (2013) en Serratia marcescens de 0.216 mg/Ly en
Enterobacter sp. una concentracion de 0.217 mg/L a las 144 horas de incubacion,
de igual manera Sanchez-Lopez et al. (2012) reporta una concentracion 189.5 mg/L
y 192.5 mg/L de fosforo solubilizado por Enterobacter sp. a las 48 horas de ser

incubada.

By Enterobacter sp.
—0— Concentracion —e—ESF
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O . y=0.212x+0.261 y=5.664x+4.975  0.162
’ 2— 2=
i1 R2=0.916 R2=0.916 016
12 24 36 48
Horas

Figura 16. Concentracion y ESF de fosfato solubilizado por Enterobacter sp.

B. parabrevis
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Figura 17. Concentracion y ESF de fosfato solubilizado por Brevibacillus parabrevis.
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La concentracion de 6.165 mg/L con una ESF de 0.21 por B. parabrevis (Figura 17)
es muy similar a la concentracion de fosfatos solubilizado por Serratia plymuthica
(Figura 14), las tres cepas muestran una solubilizacion mayor a 3 mg/L, cantidad
que fue determinada a través del espectrofotometro utilizando como referencia de

comparacion la curva estandar realizada con K2HPO4 (Figura 14).

4.4.Efecto de las BSF en el crecimiento y desarrollo de Solanum lycopersicum

En el Cuadro 10 se encuentran concentrados los datos obtenidos para evaluar el
crecimiento y desarrollo de la planta de tomate con la aplicacibn de BSF cada
semana durante 62 ddt.

Cuadro 10. Evaluacion del comportamiento de plantas de tomate inoculadas con
BSF.

Tratamientos Altura Diametro tallo N° de Flores  Frutos
(cm) (mm) hojas

T1-S. plymuthica 59.62 a 6.17 a 11.75 a 8.00 a 1.25 a
T2-Enterobacter sp. 34.62 a 453 b 950 a 225 c 0.50 a
T3-B. parabrevis 45.00 a 5.16 ab 1050 a 6.25 ab 1.00 a
T4-Testigo 42.00 a 502 b 11.00 a 4.25 bc 0.75 a
Pr>F 0.17 0.02 0.30 0.02 0.25
Coef. Var 25.91 9.43 10.83 31.84 73.77

Las medias con la misma literal no tienen diferencias significativas (p<0.05).

De las 5 variables analizadas, las variables altura (Figura 18), numero de hojas y
namero de frutos no mostraron diferencias significativas, debido a que el
experimento se evalud a los 62 ddt y el desarrollo de la planta se encontraba en
proceso, situacion que se sustenta con lo observado por Reyes-Ramirez et al.
(2014) en la evaluacién de la efectividad de inoculantes bacterianos en el chile
habanero en donde no hubo diferencias significativas en la altura y el diametro de
las plantas a los 30 y 62 ddt, obteniendo diferencias estadisticas significas en la

altura después de los 90 ddt.
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Figura 18. Evaluacién del efecto del fosforo soluble por BSF en la altura de plantas
de tomate en invernadero.

En los resultados se aprecia un comportamiento similar estadisticamente entre
todos los tratamientos para 3 de las variables, a pesar de ello, numéricamente son
diferentes destacando el primer tratamiento en la variable altura (Figura 18) con la
bacteria Serratia plymuthica, seguido del segundo tratamiento con B. parabrevis,
resultados que podrian verse afectados por las condiciones que se mantenian en el
invernadero en las que se encontraban las plantas, siendo un impedimento para un

mejor efecto diferencial de las BSF.

El argumento es sustentado por las investigaciones realizadas por Camacho et al.
(2022) en plantulas de chile jalapefio a nivel in vitro, donde aplicaron 4 rizobacterias,
una de ellas Serratia plymuthica, en los resultados obtenidos en cuanto a altura
fueron estadisticamente diferentes con la cepa S. plymuthica, presentando mayor
altura de plantulas con un 38% de incremento en comparacion con la altura del
testigo y para el nimero de hojas, las plantas tratadas con S. plymuthica obtuvieron
el mayor niamero de hojas con un 33% mas respecto a las plantulas sin inoculaciéon
microbiana. Asi mismo se repitid el experimento en plantulas trasplantadas en
macetas cultivadas en invernadero, teniendo un efecto en el crecimiento y
rendimiento, nuevamente los resultados fueron estadisticamente diferentes pero
esta vez el mejor tratamiento fue S. marcescens con un 45% mas de altura, mientras

qgue en S. plymuthica se obtuvo el valor mas bajo.
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De la misma manera Gonzalez et al. (2017) realizdé la inoculacion de cepas
bacterianas en plantulas de chile poblano en invernadero, mostraron diferencias
estadisticas significativas en la altura, evidencia que el 49% de los tratamientos
mostraron incrementos, sobresaliendo los tratamientos a base de Rhizobium

nepotum y Serratia plymuthica con un incrementd en un 15%.

En el Cuadro 10 se aprecia que no existen diferencias estadisticas significativas en
el numero de hojas (Figura 19), coincidiendo con Lara et al. (2013), en su ensayo
con el rabano, en cuanto a la cantidad de hojas, no hubo diferencias significativas
entre el tratamiento con fertilizante quimico y los tratamientos con bioinoculantes
(Del genero Enterobacter sp. y Klebsiella), aunque si las hubo entre el tratamiento
T7 (fertilizante quimico comercial) y el control, en la segunda evaluacion (50 dias),

todos los tratamientos fueron estadisticamente similares.
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Figura 19. Evaluacion del efecto del fosforo soluble por BSF en el nimero de hojas
de plantas de tomate en invernadero.

El nimero de flores muestra diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos, teniendo los mejores resultados en S. plymuthica seguido de B.
parabrevis (Figura 20), sin embargo, en el numero de frutos no mostré diferencias
estadisticas entre los tratamientos aplicados (Cuadro 10), aunque numéricamente
el tratamiento con S. plymuthica tuvo mas frutos, lo cual factiblemente se deba al no
contar con las condiciones climaticas favorables, dada las altas temperaturas en las

condiciones del invernadero y la caida de las flores como efecto de temperaturas
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elevadas (L6pez, 2016) o bien retardar la floracion (Guzman et al.,2017), todo esto
dependiendo de la variedad de tomate utlizado. Sanchez et al. (2012) reportan que
cuando se inoculan bacterias promotoras de crecimiento en tomate bajo
invernadero a los 90 ddt, muestran diferencias estadisticamente significativas en el
namero de flores y frutos con respecto al control absoluto, exhibiendo los mejores
promedios con la inoculacion de la cepa Enterobacter sp., mientras que Camacho
et al. (2022) sefiala en su ensayo, un numero relativamente bajo de frutos
producidos en plantas inoculadas por S. plymuthicay S. marcescens con diferencias
estadisticas significativas al testigo fertilizado, encontrdndose por debajo de los
mejores tratamientos aplicados con S. liquefaciens y Arthrobacter sp.
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Figura 20. Evaluacion del efecto del fosforo soluble por BSF en el nimero de flores
de plantas de tomate en invernadero.

Los resultados en cuanto al nimero de flores son similares con lo demostrado por
Nordstedt & Jones (2021) en la capacidad de S. plymuthica MBSA-MJ1 para
aumentar el tamafio de los brotes y el niumero de flores de multiples especies de
plantas ornamentales después de la recuperacion de un estrés hidrico severo.Las
cepas con mejor efecto en cuanto al diametro del tallo (Figura 21) y niumero de flores
fueron Serratia plymuthica y Brevibacillus parabrevis, esta ultima especie también
reportada por Chalé-Carrillo et al. (2016) en genotipos de chile, en donde todas las
plantas aumentaron significativamente su altura y diametro de tallo, con los
incrementos mas sobresalientes de la altura de planta (41 %) y el diametro de tallo
(11.3 %).
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Figura 21. Evaluacion del efecto del fosforo soluble por BSF en el diametro del tallo
de plantas de tomate en invernadero.
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V. CONCLUSION

Se aislaron 3 bacterias solubilizadoras de fosfato de pastos silvestres, identificadas
morfolégica y molecularmente como Serratia plymuthica, Enterobacter sp. y
Brevibacillus parabrevis. Al evaluar su eficiencia solubilizadora de fosfato (ESF) en
medio NBRIP sdlido con un pH de 6.9 destaco entre todas Enterobacter sp., que
presenté una ESF media total de 1.23 mm, mientras que en el mismo medio, pero
liquido, las tres cepas logran solubilizar fosfatos, obteniendo la mayor concentracion
de fosforo soluble por S. plymuthica (6.24 mg/L), seguido de B. parabrevis (6.16

mg/L), y Enterobacter sp. con la menor concentracion (4.59 mg/L).

La aplicacion de S. plymuthica y B. parabrevis en plantas de tomate en invernadero,
logré promover el crecimiento vegetal al favorecer el diametro del tallo (6.17mm -

5.16 mm) y el numero de flores (8-6.25) respectivamente.

Los pastos silvestres son fuente de bacterias solubilizadoras de fosfato que puede
promover el crecimiento y desarrollo de cultivo de tomate, las cuales se pudieran
considerar como una alternativa para disminuir la aplicacién de grandes cantidades

de fertilizantes quimicos como nutrientes en la agricultura comercial.
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ANEXOS

Figura 22. Medio de cultivo sélido NBRIP con 2.5 g/L de Ca3(POa4)2 antes y después
de inocular. a) Medio antes de inocular, b) Medio sélido 48 horas después de la
inoculacién con Serratia plymuthica, ¢) Medio soélido 48 horas después de la
inoculacién con Enterobacter sp. d) Medio sélido 48 horas después la inoculacion

con Brevibacillus parabrevis.

Figura 23. Medio de cultivo liquido NBRIP con 2.5 g/L de Ca3(POa4)2 antes y después
de inocular. a) Medio sin inocular, b) Medio liquido 48 horas después de la
inoculacién con Serratia plymuthica, ¢) Medio liquido 48 horas después de la
inoculacién con Enterobacter sp., d) Medio liquido 48 horas después de la

inoculacién con Brevibacillus parabreuvis.
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Figura 26. Prueba de media Tukey («=0.05) de la ESF por bacterias evaluadas
durante 408 horas.
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Figura 27. Eficiencia de solubilizacion de fosfato por bacterias en diferentes
concentraciones de Cas(POa4)2 evaluadas durante 408 horas.

Figura 28. Plantas de tomate tratadas con fosfato solubilizado por BSF: (P1) S.

plymuthica, (P2) Enterobacter sp., (P3) B. parabrevis.

71



