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RESUMEN

La higuera es un cultivo emergente con gran potencial para su desarrollo, especialmente
al norte de México. Este cultivo requiere diversos nutrientes, destacando fésforo y potasio
por su papel en la calidad del fruto. Asimismo, algunos microorganismos tienen la
capacidad de liberar nutrientes como el fésforo y el potasio y los hacen disponibles para
el aprovechamiento de las plantas; estos microorganismos forman parte de las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), las cuales pueden emplearse como
biofertilizantes que contribuyan a la productividad sustentable de los cultivos. Cabe
mencionar que, aislar a las PGPB directamente del ecosistema donde se utilizaran es
crucial para su correcto funcionamiento, ya que tienen la ventaja de estar adaptadas a
las condiciones edafocliméticas. El presente trabajo se desarrollé con la finalidad de
aislar, caracterizar e identificar bacterias autéctonas del suelo promotoras del crecimiento
vegetal en una huerta de higo (Ficus carica) en el semidesierto del estado de Coahuila.
Para ello se realiz6 un muestreo en dos parcelas con cultivo de higo (P5y P6,de 1y 2
afos de edad, respectivamente), asi como en una parcela sin cultivo (Testigo). Los
resultados demostraron un incremento en la cantidad de bacterias y actinomicetos en la
rizésfera de las higueras, donde la edad del cultivo influencié favorablemente su
presencia. Sin embargo, no se encontraron diferencias en las poblaciones fungicas.
Asimismo, las bacterias solubilizadoras de potasio fueron mas abundantes en los arboles
mas jovenes. A partir de los resultados anteriores, se evalud la capacidad de las 5 cepas
aisladas en ambas parcelas con higo para solubilizar fosfatos, de las cuales solo una no
presentd esta caracteristica. A partir de estos resultados, se eligié a la cepa con mayor
actividad para solubilizar P y K, siendo la cepa HP6-1 la seleccionada. Esta bacteria fue
entonces morfolégicamente caracterizada. La bacteria presentd un crecimiento de
bordes lisos, color blanco a las 24 h de incubacion y una coloraciéon amarillo-verdoso a
las 48 h. Ademas, se identificaron como cocobacilos Gram negativo, ambas
caracteristicas clasicas de diversas especies del género Pseudomonas, especialmente
P. fluorescens. Sin embargo, es necesario realizar pruebas bioguimicas o la
identificacion molecular para tener la certeza. Asi, se demostro la influencia positiva del
cultivo de higuera para incrementar las poblaciones bacterianas y de actinomicetos en
suelos del semidesierto del sur de Coahuila. De igual forma, se demostré que la edad
del cultivo influye también en la distribucion de especies y la abundancia de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal.

Palabras clave: Ficus carica, PGPB, Solubilizadores de fésforo, Solubilizadores de
potasio



ABSTRACT

The fig tree is an emerging crop with great potential for development, especially in
northern Mexico. This crop requires various nutrients, highlighting phosphorus and
potassium for their role in the quality of the fruit. Likewise, some microorganisms can
release nutrients such as phosphorus and potassium and make them available for the
use of plants; these microorganisms are part of plant growth-promoting bacteria (PGPBS),
which can be used as biofertilizers that contribute to sustainable crop productivity. It is
worth mentioning that isolating PGPBs directly from the ecosystem where they will be
used is crucial for their proper functioning, as they have the advantage of being adapted
to soil and climatic conditions. The present work aimed to isolate, characterize, and
identify native soil bacteria that promote plant growth in a fig (Ficus carica) orchard in the
semi-desert of the state of Coahuila. For this, sampling was carried out in two plots with
fig cultivation (P5 and P6, 1 and 2 years old, respectively), as well as in a plot without
cultivation (Control). The results showed an increase in the number of bacteria and
actinomycetes in the rhizosphere of fig trees, where the age of the crop favorably
influenced their presence. However, no differences were found in fungal populations.
Potassium-solubilizing bacteria were also more abundant in younger trees. Based on the
above results, the ability of the 5 isolated strains in both fig plots to solubilize phosphates
was evaluated, of which only one did not present this characteristic. Based on these
results, the strain with the highest activity to solubilize P and K was chosen, with the HP6-
1 strain being selected. This bacterium was then morphologically characterized. The
bacterium showed a smooth-edged, white growth at 24 h of incubation and a yellow-green
coloration at 48 h. In addition, they were identified as Gram negative coccobacilli, both
classic characteristics of several species of the genus Pseudomonas, especially P.
fluorescens. However, biochemical testing or molecular identification is necessary to be
certain. Thus, the positive influence of fig tree cultivation to increase bacterial and
actinomycete populations in semi-desert soils of southern Coahuila was demonstrated.
Similarly, it was shown that the age of the crop also influences the distribution of species
and the abundance of plant growth-promoting bacteria.

Key words: Ficus carica, PGPB , Phosphorus solubilization, Potassium solubilization
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Introduccién
La diversidad de microorganismos en el suelo afecta directamente la funcionalidad de
los ecosistemas naturales y de cultivo, dado su papel clave en el ciclaje de nutrientes, la
nutricion de las plantas, su productividad e inmunidad. Diversas investigaciones han
reportado la influencia de la fertilizacion en la composicién y actividad de las
comunidades microbianas del suelo, cuya respuesta varia en funcion de las diferencias
en el contenido de carbono total, nitrdgeno y fésforo en el suelo, asi como la humedad y
la presencia de especies de plantas (Debabrata et al., 2017). En este sentido, las
Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPB, del inglés Plant Growth-Promoting
Bacteria) son microrganismos capaces de promover y regular el crecimiento de las
plantas utilizando diferentes mecanismos, como promover la movilidad de nutrientes y
su eficiente absorcion, produccion de antibidticos, fijacion de nitrégeno, produccion de
hormonas, solubilizacién de fosfatos y control biol6gico de enfermedades y plagas que

afectan el desarrollo de la planta (Yang et al., 2009).

El uso de las PGPB como biofertilizantes brinda beneficios para los cultivos, para el
ambiente y para la salud humana. Las actividades vitales de las plantas como fijar
nitrégeno y la solubilizacion de fosfatos son mejorados con el uso de biofertilizantes, lo
cual sucede gracias a enzimas como nitrogenasas Y fitasas, con un efecto positivo en la
promocién del crecimiento vegetal y en el aumento de la productividad. Asi, la creacion
y el uso de biofertilizantes es una alternativa que esta tomando importancia para el
mejoramiento de la disponibilidad de nutrientes en el suelo para los cultivos, lo que
reduce o elimina directamente la fertilizacion quimica y aumenta los beneficios de su uso

e implementacién en el campo mexicano (Corrales et al., 2014).

En el mercado ya existen diferentes tipos de biofertilizantes para frutales, los cuales
pueden ser aplicados en los nuevos sistemas productivos de higo; sin embargo, las
diferencias edafoldgicas y climaticas en cada huerta nos llevan a la necesidad de aislar
nuevas cepas de microrganismos para optimizar o crear nuevos biofertilizantes que se

adapten y trabajen mejor (Elliot et al., 1995).



Para el uso técnico o mas adecuado de los inoculantes, el suelo debe ser analizado
previamente, a fin de tomar en cuenta la deficiencia de diferentes nutrientes, asi como la
fluctuacion de crecimiento de los microorganismos nativos, su capacidad de
colonizacion, sintesis de sustancias que promueven el crecimiento de la planta,
capacidad de fijacion del nitrégeno atmosférico, contenido de fosforo inorganico y grado
de tolerancia al estrés exdgeno natural o inducido (Elliot et al., 1995)

Por otro lado, dada la gran adaptabilidad y distribucién del higo (Ficus carica L.) en
climas calidos, subtropicales y templadas, asi como su gran tolerancia a la sequia, esta
planta presenta un gran potencial para su produccion en México (Mendoza-Castillo et al.
2017). Los principales productores nacionales son Morelos, Veracruz y Baja California
Sur, que juntos aportan el 84% de la oferta en el pais. No obstante, se estima un
incremento de la produccion cada afio, adoptando nuevos sistemas de produccion con
tecnologia que le permitan al productor sacar rendimientos altos, mayor calidad y
disponibilidad de la fruta durante todo el afio (SIAP, 2019).

La fertilizacion de arboles frutales es una de las herramientas mas importantes para
incrementar la produccion. En este sentido, el fosforo y potasio son claves en el cultivo
de higo, ya que se ha demostrado su influencia no sélo en el crecimiento de la planta,
sino sobre la concentracion de compuestos fendlicos y actividad antioxidante en el fruto
(Gaaliche et al., 2019; Soliman et al., 2018).

La mayoria de los cultivos tradicionales en México se caracterizan por baja productividad
y competitividad, ademas de una lenta integracion a las cadenas nacionales y globales
junto con un precio inestable. El higo no se excluye de esta situacion, el cual a su vez se
caracteriza por ser un cultivo no tradicional y a la vez diferenciado en valor econémico
gue ha empezado a tener aumento de presencia en el mercado nacional y mundial por
presentar precios atractivos a los productores. Por lo tanto, existe la necesidad de buscar
practicas de manejo que favorezcan la sustentabilidad y productividad para la produccion
de alimentos, donde el uso de PGPB tiene un gran potencial. De esta manera, el objetivo

de la presente investigacion fue evaluar cambios en la distribucién de las poblaciones



microbianas por la presencia de higueras de diferente edad, asi como aislar bacterias
del suelo y evaluar su eficiencia para promover el crecimiento vegetal por incremento de
la biodisponibilidad de fésforo y potasio, dos elementos clave en la calidad del fruto, y
|caracterizarlas macro y microscépicamente, como una etapa inicial para el desarrollo de
un biofertilizante que incremente el rendimiento y calidad del cultivo de manera

sustentable.

1.1 Hipotesis
El cultivo de higo genera cambios en las poblaciones microbianas del suelo en relacion

con suelos nativos, donde las bacterias nativas promotoras del crecimiento vegetal

solubilizadoras de fésforo y potasio se incrementan con la edad del cultivo.

1.2 Objetivo general
Detectar variaciones en las poblaciones microbianas del suelo derivadas del cultivo de

higuera en el semidesierto del noreste de México, asi como aislar bacterias del suelo y
evaluar su eficiencia para promover el crecimiento vegetal por incremento de la

biodisponibilidad de fosforo y potasio.

1.3 Objetivos particulares
e Analizar cambios en las poblaciones microbianas del suelo por el cultivo de Ficus

carica.
e Aislar y seleccionar las cepas bacterianas nativas con mayor potencial de

solubilizacion de fosforo y potasio.
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2.1 La Higuera
La higuera (Ficus carica L.) pertenece a la familia de las Moraceas, con mas de 1,400

especies clasificadas en unos 40 géneros (Mawa et al. 2013). Es uno de los géneros mas
abundantes de angiospermas con mas de 800 especies de arboles, epifitas y arbustos

en las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo (Vinson, 1999).

El higo, como se le conoce al fruto de la higuera, técnicamente se refiere a una
inflorescencia agregada compuesta de pequefias drupas individuales (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). Las drupas son desarrolladas en los ovarios en
forma de inflorescencia cerrada, conocida como sicono, que encierra muchas flores
unisex a las que se puede acceder a través del ostiolo con ayuda de polinizadores,
aunque ahora con las variedades mejoradas, este procedimiento externo ya no es

necesario (Flaishman et al., 2008).

Pedtnculo

Receptaculo

(Fruto seco)
Ostiolo

Figura 1. Morfologia del higo (Enciclopedia Préctica de la Agriculturay la Ganaderia,
2006)

El higo se obtiene de un arbol perene proveniente del mediterraneo, que fue introducido
en América por los conquistadores esparfioles en la época de la colonia. Es uno de los

arboles frutales mas antiguos de la historia (Flaishman, et al., 2008).



2.2 Uso del Higo
El fruto de F. carica contiene altas cantidades de fibras dietéticas y polifenoles, que son

necesarios para la promocién de una buena salud. Este fruto se consume tanto en fresco
como deshidratado o a través de diversos productos elaborados que lo incluyen como
parte de la receta. Adicionalmente, toda la higuera, incluidos los frutos, hojas, raices,
latex y ramas frondosas, se han utilizado para dolencias y muchos tipos de
enfermedades, que incluyen problemas de visién ocular, indigestion y diarrea (Barolo et
al. 2014).

La demanda mundial de higo se interesa en dos productos, higos frescos e higos
deshidratados, generando un mercado de $ 576 millones de dolares en 2019, del cual,
el higo deshidratado es el que generé mayor demanda con un 77% del mercado (Food
and Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2021). Valorada como arbol de
traspatio hasta la popularidad de su valor como ingrediente en bebidas, postres y en la
gastronomia internacional, aumentando asi la demanda del consumo y atrayendo a
paises a producir mas toneladas cada temporada, por lo que es importante implementar
tecnologia para su produccion. Firmenich, una empresa de fragancias y sabores, nombro
en 2018 al higo como “Sabor del afio”, basandose en el creciente atractivo a nivel mundial

de este sabor saludable y afrutado (“Higos & Figs”, 2017).

Las dos presentaciones del fruto permiten diferentes elaboraciones, destacando las
mermeladas, los licores, los almibares, jaleas, en reposteria, confitados, snacks, por
mencionar algunos. En México, su consumo es limitado para las festividades de dia de
reyes por que se incluye en la tradicional rosca como adorno y para aportar sabor al
platillo, por esto y por la falta de estrategias de promocién, su comercializacion se ve
afectada; aun asi, la demanda internacional va aumentando cada afo (Rodriguez P
Norma, 2021).

2.3 Produccién Mundial
Dentro de los 53 paises productores de higo, el primer lugar lo ocupa Turquia con un

66% de la producciéon mundial, seguido de Egipto, Marruecos, Argelia y por altimo Iran.



En el periodo de 2010-2019, la produccion de higo a nivel mundial registré6 una tasa
media anual de crecimiento (TMAC) del 2.3% y una variacion anual de 2018 respecto a
2019 del 7% (jError! No se encuentra el origen de la referencia.), al pasar de 1,224 a
1,315 miles de toneladas (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO],
2023).

Produccion y superficie sembrada mundial de higo
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Figura 2. Produccion y superficie mundial de higo (1961 — 2023) (FAOSTAT, 2021).

2.4 Principales Importadores
Estados Unidos, Canadd, Alemania y Francia son los principales importadores de higo

(iError! No se encuentra el origen de la referencia.) lo cual es de interés para la
economia del campo mexicano (FAO 2023). Mas aun, el higo es consumido en todo el
mundo, principalmente en Estados Unidos, Europay Asia. En el mundo las importaciones
totales de higo fresco (46%) y deshidratado (54%) ascienden a 161,117 ton, con un valor

economico de seiscientos trece millones de USD (Trade map 2021).
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Figura 3. Paises importadores de higo 2021 (Trade map 2021).

2.5 Produccién en México

En México, la demanda de exportaciéon de higos es de 9 mil toneladas al afio solo a
Estados Unidos (Macias et al., 2013); sumando a ésto, el mercado nacional y los otros

paises consumidores.

La produccién nacional de este cultivo alcanzé una superficie sembrada de 1,838 ha, con
una produccién de 9,466 t, la cual ha crecido en la Ultima década a una TMAC del 11%
y un rendimiento promedio nacional de 7.16 t/ha. No obstante, la produccién se ve
afectada debido a la falta de tecnologias, donde el tipo de produccion es en su mayoria
de campo abierto, mermando la producciéon en temporadas de lluvia e invierno. Los
principales productores nacionales son Morelos, Veracruz y Baja California Sur, que
juntos aportan el 84% de la oferta en el pais. Se tiene planeado un incremento de
produccion cada afio, adoptando nuevos sistemas de produccion que le permitan al
productor sacar rendimientos altos, mayor calidad y disponibilidad de la fruta durante
todo el afio (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2019).



Tabla 1. Produccién de México de Ficus carica en los diferentes estados 2019

Valor
Entidad Superficie Cosechada Produccién Rendimiento PMR Produccién
federativa Sembrada (ha) (t) (udm/ha) (S /udm) (miles de
(ha) Pesos)
Aguascalientes 2 0 0 0 0 0
Baja California Sur 602 302 992 3.28 35,058.47  34,778.00
Chihuahua 3 ] ] 0 ] ]
Ciudad de México 10.85 10.85 54.91 5.06 7,834.67 430.2
Durango 274 22.4 156.8 7 14,520.95 2,276.88
Guanajuato 4 4 224 5.6 7,020.83 157.27
Hidalgo 40 36 240 6.67 8,656.66 2,077.60
lalisco 24 24 160.36 6.68 14,987.60 2,403.41
Michoacan 123.2 113.5 1,274.85 11.23 22,172.78  28,266.97
Morelos 497.3 497.3 3,351.48 6.74 35,658.79 119,509.73
Puebla 164.85 142.25 1,199.19 2.43 6,991.27 8,383.86
San Luis Potosi 3 3 15 5 7,104.64 106.57
Sonora 105 ] ] 0 0.00 0.00
Veracruz 230 165 1,980.00 12 8,035.53 15,910.35
Zacatecas 2 2 19.46 9.73 28,000.00 544,88
Total 1,838.60 1,322.30 9,466.45 7.16 22,695.49 214,845.72

Fuente: SIAP 2019

El precio medio rural promedio por tonelada es de $ 22,695.49, siendo Morelos,

BCS y Zacatecas los estados con el mayor precio (Tabla 1).

A pesar de que los estados de Coahuila y Durango no se encuentran entre los principales
productores nacionales, actualmente existe un interés cada vez mayor por incursionar

activamente en la produccion nacional, dado su potencial econémico y su adaptabilidad.

La expansion de este cultivo se debe a que la planta de higuera se adapta con gran
facilidad a condiciones extremas de alto contenido de calcio en el suelo, salinidad y a la
sequia (Golombek & Lidders, 1990), siendo estos factores de desafio en la produccion

en algunas partes de México, sobre todo en el norte del territorio mexicano.

La primera plantacibn de higos en México fue en 1560, después continuaron
extendiéndose hacia el este de los Estados Unidos en 1669 y se introdujeron en

California, cuando se establecié la Mision de San Diego en 1769, popularizado el cultivo



y se recibieron muchos cultivares distintivos de Europa (Flaishman et al., 2008). La
superficie ocupada por el cultivo en México es de 1,838 ha, lo que hace una produccion
gue supera las 9 mil toneladas cada afo. El 60% de la superficie sembrada se concentra
en BCS y Morelos, debido a las condiciones de clima extremas, BCS presenta menor
rendimiento en comparacion con Morelos, Veracruz y Puebla, quienes son los principales
productores (SIAP 2019). En cuanto al rendimiento promedio nacional, en 2019 fue de
7.1 t/ha, en donde Zacatecas y Michoacan fueron los estados mas sobresalientes con un
rendimiento de 9 a 11 ton/ha, debido a un sistema de produccion intensivo y tecnificado
(SIAP 2019).

2.6 Caracteristicas generales del cultivo de higo
El higo es un arbol que puede producir multiples cosechas de frutas cada afio. La primera

cosecha de higo del afio se denomina breva y no se produce en todos los cultivares. El
fruto nace en posicion lateral a las yemas, es decir, se ubica en las axilas de las hojas;
estos brotes se desarrollan en la primavera siguiente y el fruto madura entre junio y julio.
Adicionalmente, la cosecha principal de higos se produce también lateralmente a las
axilas de las hojas a partir de los brotes de la temporada en curso; en este caso, la
maduracion de la fruta comienza en julio y puede durar hasta que la temperatura
desciende entre octubre y diciembre. Al final del periodo vegetativo anual, las hojas caen
y el arbol entra en el periodo de latencia. Los brotes reproductivos que no producen frutos
durante la temporada de crecimiento permanecen inactivos durante el invierno para dar
nuevamente lugar al primer cultivo de breva en la siguiente primavera. En algunos
cultivares y en ambientes apropiados, los higos de cosecha principal pueden
desarrollarse de tal forma que puedan permanecer en el arbol durante el invierno y

completar su desarrollo a principios de la primavera.

Los factores ambientales como la temperatura, el fotoperiodo y la humedad, afectan de
manera importante el desarrollo y el rendimiento de la higuera, por lo que el cultivo de
higos en condiciones inadecuadas puede causar la pérdida de cosecha y varios tipos de

dafos a la fruta (Flaishman, Rodov, & Stover, 2008)
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La higuera esta adaptada a una gran variedad de suelos. Puede desarrollarse
exitosamente en suelos desde gruesos y arenosos, hasta pesados y arcillosos; de igual
modo puede crecer en suelos acidos o basicos. Sin embargo, los indices de
productividad son mayores en tierras fértiles y profundas y suelos aluviales bien
drenados, con elevado contenido de cal o en suelos calcareos. Normalmente, la higuera
presenta un sistema radical superficial, pero donde el suelo lo permite, puede formar
raices profundas, con lo que mejora la retencion y absorcion de agua y nutrientes, lo cual

es fundamental durante periodos secos (Flores y Jiménez, 2007).

2.7Degradacion del suelo
La definicién de degradaciéon del suelo segun la FAO (2023) es el cambio en el estado

de la salud del suelo que tiene como resultado una disminucion de servicios y bienes

ecoldgicos para sus beneficiarios.

La base de la productividad del ecosistema terrestre y su calidad tiene un impacto directo
en la productividad del ecosistema en general. La degradacién del suelo es uno de los
problemas ambientales mas graves del mundo, lo que se refleja principalmente en una
disminucién de su contenido de materia organica, de su productividad y por lo tanto, en
el deterioro del ecosistema. En general, la degradacion del suelo tiene un impacto en la

supervivencia y el desarrollo de la sociedad humana.

Los sistemas agricolas han causado un impacto directo en los ecosistemas
modificandolos y poniendo en riesgo la conservacion de recursos naturales y bosques
causando asi un desequilibrio ecolégico (Quijano-Cuervo, et al., 2021). El uso excesivo
de agroquimicos, empleo de maquinaria pesada para la agricultura, mono cultivos,
desmontes para urbanizacién, asi como la explotacién del suelo para fines alimentarios
y comerciales (Garcia & Alvarez, 2021) son algunas de las practicas que deterioran,
modifican y afectan el uso de los suelos por la necesidad de satisfacer necesidades de
la poblacion.
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La degradacion del suelo es un proceso que reduce su capacidad de proveer bienes y
servicios el cual se incrementa de manera sistematica en sistemas de produccién
agricolas (Gonzalez, et al., 2009). Se presenta en degradacion fisica, quimica y biologica.
Siendo la fisica el resultado de practicas antropogénicas provocando la compactacion
del suelo, sellos e hidromorfia (Hernandez Jiménez, et al., 2017). Un deterioro fisico y
quimico del suelo es la perdida de MO, la cual tiene como consecuencias como perdida
de estructura, perdida de porosidad incremento de densidad aparente, condiciones no

Optimas para cultivos (Mufioz-Iniestra, et al., 2013).

La pérdida de MO en el suelo genera decrecimiento de carbono, reduce la actividad de
microorganismos y provoca peérdida de biodiversidad lo que contribuye al aumento de la

degradacion bioldgica (Guerra-Garcia, 2009).

La degradacion quimica es generada por la acumulacion de sustancias toxicas o la
perdida de bases intercambiables del suelo que provocan una rapida disminucion de la
produccion de los cultivos (Zavala-Cruz, et al.,, 2001); generandose procesos de
salinizacién, sodificacion, acidificacion y contaminacién (Guerra-Garcia, 2009),
provocados por las actividades humanas a un grado tan alto que podrian producir la
infertilidad parcial o total.

2.7.1 Suelos degradados de zonas aridas y semiaridas
Las zonas aridas y semiaridas cubren aproximadamente el 45 % de la superficie terrestre

y albergan a mas de 2,000 millones de personas. Los ecosistemas son extremadamente
fragiles y vulnerables al cambio climéatico global, asi como a la actividad humana. El cémo
hacer frente a la degradacion del suelo en las regiones aridas y semiaridas es un gran
desafio para el desarrollo a largo plazo de la sociedad humana. Por lo tanto, tanto su
prevencion como la restauracion del ecosistema del suelo dafiado en ambientes aridos
y semiaridos es un problema apremiante que demanda estudios y medidas apegados al

método cientifico. (Kaibo et al. 2023).
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El uso de “pesticidas”, término genérico que se usa para describir un agente que se dirige
a una plaga, definida ésta como un organismo que causa dafio a los cultivos a través de
dafo directo o a través de la competencia por nutrientes y el agua, e incluye insecticidas,
herbicidas, fungicidas y bactericidas, entre otros. Asimismo, causa serios estragos en el
suelo. Existen muchos trabajos de investigacion y articulos de revisién que evaltan los
impactos de los pesticidas en los organismos del suelo, los cuales analizan los riesgos
ambientales de clases especificas de pesticidas (Wood y Goulson, 2017), efectos sobre
taxones especificos de bacterias afectadas (Rombke et al., 2017). Todos estos trabajos
dan cuenta de una descripcion completa de los efectos de los pesticidas en una amplia
variedad de organismos del suelo, habiendo estudios de dichos efectos sobre sobre

bacterias y hongos en patrticular (Puglisi, 2012).

El uso de pesticidas agricolas y sus dafios ambientales asociados esta muy extendido
en gran parte del mundo. Los esfuerzos para mitigar este dafo, se han centrado en gran
medida en reducir la contaminacion del agua y el aire por pesticidas. Sin embargo, la
contaminacion del suelo con pesticidas también puede resultar en dafio ambiental. Los
pesticidas a menudo se aplican directamente al suelo como liquidos asperjados o como
granulos, asi como en forma de recubrimiento de semillas, por lo que es importante
comprender como los pesticidas impactan en los ecosistemas del suelo. La pérdida de
habitat del suelo y la contaminacién por agroquimicos debido a la intensificacion agricola
se han identificado como los principales factores que ha contribuido a la pérdida de esta
biodiversidad (Gunstone et al, 2021).

Gunstone et al, (2021), realizaron una amplia revision de estudios sobre los efectos de
los pesticidas en invertebrados no objetivo, incluyendo huevos, larvas o ninfas en el
suelo. Esta revision abarco 275 especies, taxones y combinaciones de éstos, asi como
284 ingredientes activos de pesticidas diferentes o mezclas de ingredientes activos,
considerando criterios de valoracion como: mortalidad, abundancia, biomasa,
comportamiento, reproduccion, biomarcadores bioquimicos, crecimiento, diversidad, y
cambios estructurales de los microorganismos. En dichos estudios se encontré que el

70,5 % de los parametros probados mostraron efectos negativos, mientras que el 1,4 %
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mostrd efectos positivos y el 28,1 % tuvo efectos no significativos sobre el efecto de la
exposicion a pesticidas. Esta revision indica que los pesticidas de todo tipo representan
un claro peligro para los invertebrados del suelo. Los efectos negativos son evidentes
tanto en estudios de laboratorio como de campo, en todas las clases de pesticidas
estudiadas y en una amplia variedad de organismos del suelo, lo cual se confirma en
estudios realizados por Frampton et al. (2006). La prevalencia de efectos negativos en
estos resultados, subraya la necesidad de que los organismos del suelo estén
representados en cualquier analisis de riesgo de un pesticida que tenga el potencial de
contaminar el suelo, y de que cualquier riesgo significativo se mitigue de una manera que
reduzca especificamente el dafio al suelo. organismos y a los muchos servicios
ecosistémicos importantes que proporcionan. El tratamiento intensivo del suelo con
pesticidas puede hacer que disminuyan las poblaciones de microorganismos benéficos
del suelo. Segun la cientifica del suelo, la Dra. Elaine Ingham, “si perdemos bacterias y
hongos, el suelo se degrada. El uso excesivo de fertilizantes quimicos y pesticidas tiene
efectos en los organismos del suelo que son similares al uso excesivo de antibiéticos por
parte de los humanos (Igbedioh SO, 1991). El uso indiscriminado de productos quimicos
puede funcionar durante algunos afos, pero después de un tiempo, no hay suficientes
organismos benéficos en el suelo para retener los nutrientes” (Savonen, 1997). Las
plantas dependen de una variedad de microorganismos del suelo para transformar el
nitrdgeno atmosférico en nitratos que las plantas mismas pueden utilizar. Los herbicidas
de jardineria comunes interrumpen este proceso. Por ejemplo, los siguientes herbicidas
tienen efectos negativos sobre el suelo: a).- el triclopir inhibe las bacterias del suelo que
transforman el amoniaco en nitrito (Pell et al., 1998); b).- el glifosato reduce el crecimiento
y la actividad de las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre en el suelo (Santos y
Flores, 1995) y c).- el 2,4-D reduce la fijacion de nitrdgeno por parte de las bacterias que
viven en las raices de las plantas de frijol (Fabra et al., 1997), reduce el crecimiento y la
actividad de las algas verdeazuladas fijadoras de nitrégeno, e inhibe la transformacién
del amoniaco en nitratos por las bacterias del suelo (Martens y Bremner, 1993). Los
hongos micorricicos crecen en torno a las raices de muchas plantas y ayudan en la
absorcion de nutrientes. Estos hongos también pueden ser dafiados por herbicidas en el

suelo. Un estudio encontré que la orizalina y la trifluralina inhibian el crecimiento de
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ciertas especies de hongos micorricicos (Kelley y South, 1978). Se ha demostrado que
Roundup es un herbicida téxico para los hongos micorricicos en estudios de laboratorio,
en los cuales se observaron algunos efectos dafinos en concentraciones mas bajas que

las que se encuentran en las aplicaciones tipicas al suelo (Estok et al., 1989)

2.8 Relacioén planta suelo
El suelo es un cuerpo natural y dinamico que, a modo de epidermis, cubre la superficie

de la Tierra. Es también un sistema abierto, complejo, auto-organizativo, estructural y
polifuncional. Constituye uno de los recursos naturales mas importantes, dado que
realiza multitud de funciones, entre las que destaca la produccién de alimentos y en

general, por su papel como sostén de la vida en el globo terraqueo (Jiménez, 2017).

La parte del suelo que rodea las raices de las plantas, es lo que se conoce como la
rizosfera y es un punto clave para numerosos organismos, por lo que se considera uno
de los ecosistemas mas complejos de la Tierra (Raaijmakers et al., 2009). Esta zona es
mucho mas rica en bacterias que el suelo circundante libre de raices, lo que esta
determinado por la relacion sinérgica entre el suelo, la raiz de las plantas y los
microorganismos presentes. Igualmente, esta influenciada por el pH del suelo, la textura,
la complejidad y los exudados de las raices de las plantas, los cuales estan compuestos
principalmente por azlcares, aminoacidos y diferentes nutrientes (Mendes et al., 2013).
Asi, se forman distintas interacciones planta-microorganismo en el suelo, donde la
comunidad microbiana del suelo es esencial en la red simbiotica de las plantas (jError!
No se encuentra el origen de la referencia.), cuya diversidad es influenciada

ampliamente por la genética de la planta hospedera (Peiffer et al., 2013).
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Figura 4. Interacciones planta-microorganismo en la rizésfera y los suelos a granel (Coats

and Rumpho,2014, modificado por Reyes Castillo et al., 2023).

La microbiota en la rizésfera es entonces influenciada por los compuestos organicos
liberadas por las plantas a través de sus raices (exudados radiculares), los cuales
incluyen azucares, polisacaridos, acidos organicos, hormonas, aminoacidos, esteroles,
enzimas, acidos grasos, vitaminas, flavonoides, entre otros. De esta forma, los exudados
forman parte de los procesos de sefializacion entre planta-microorganismos (Venturi y
Keel, 2016) y su composicion quimica depende de diversos factores como la especie de
planta, su edad y estado de desarrollo, las propiedades del suelo como nutrientes,
disponibilidad de agua y pH, condiciones medioambientales, tipos de microorganismos,

entre otros.

2.9 Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
Las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV) son microrganismos que

promueven procesos metabdlicos en los cultivos, los cuales ayudan a la planta a crecer
y a producir mejor, trayendo beneficios para los productores y para el ambiente. Por lo
regular, las rizobacterias son bacterias del suelo que colonizan el area de la raiz dentro
de la rizosfera y mejoran la calidad y disponibilidad de los nutrientes a través de varios
modos de accion (Nosrati et al, 2014), tienen la capacidad para suprimir de los hongos
fitopatogenos (Grobelak et al., 2015) o estimular la resistencia sistémica inducida (jError!

No se encuentra el origen de la referencia.).



16

Incrementa la
disponibilidad
de nutrientes

Sintesis de siderofos

Produccion de ACC
Promocioén del crecimiento desaminasa

de las plantas

Tolerancia -

=N
sistémica inducida / .

Control de fitopatégenos potasio

Destoxificacion en la

Sintesis de siderdéfos
planta

Figura 5. Diferentes estrategias de los microorganismos para promaocionar el crecimiento

de las plantas (Reyes Castillo et al., 2023).

Dentro de los mecanismos que utilizan las BPCV para mejorar la nutricion en las plantas
se encuentran la fijacion de nitrégenos atmosférico, la oxidacion de sulfuros y la
solubilizacion de fésforo (P) y potasio (K) a partir de formas no biodisponibles (Reyes
Castillo et al., 2023). Estos ultimos son de gran importancia en el cultivo de frutales como

la higuera, ya que determinan ademas la calidad del fruto.

Las BPCV son objeto de estudio en la microbiologia del suelo y el desarrollo de productos
biologicos comerciales, por lo tanto, determinar qué microorganismos trabajan en el
suelo de la huerta, es de vital importancia para crear y utilizar un producto con
propiedades acordes al tipo de suelo y cultivo (Ramirez, 2016). Estos microorganismos
pueden clasificarse como biofertilizantes si favorecen la nutricion de las plantas. Muchos
géneros bacterianos como Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Rhizobium,
Bradyrhizobium y Xanthomonas, han sido reportados como posibles rizobacterias

promotoras del crecimiento de las plantas (Asari et al., 2023).
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De esta forma, el interés por el uso de microorganismos como biofertilizantes va en
aumento, ya que se buscar mayor produccién con la conservacion y la rehabilitacion de

suelos para uso agricola (Flores et al., 2016).

2.10 Bacterias solubilizadoras de fosfatos
El fésforo es un elemento esencial para la vida de las plantas, ya que lo necesitan para

desarrollarse y asi aprovechar su potencial genético también forma la base de gran
namero de compuestos, de los cuales los mas importantes son los fosfatos. Estos
desempefian un papel esencial en los procesos de transferencia de energia y todo el
metabolismo. Este elemento se absorbe en las plantas en su forma de anién
monovalente ortofosfato (H2 PO*) y con menor rapidez como anién divalente (HPO4-?)
(Becerra-Sanabria et al., 2007). La deficiencia en frutales causa disminucion en el
namero y tamafio de la hoja y una coloracién purpura en ellas, esto produce un retraso

en la madurez, la cosecha y baja el rendimiento (Escorcia, 2017).

La solubilizacion de P puede ser de una fuente mineral u organica (Girmay, 2019; Prabhu
et al., 2019; Rawat et al., 2021). La primera se relaciona principalmente con la liberacién
de acidos organicos por los microorganismos, tales como el 4cido succinico, glucoénico,
maldnico y oxalico, provocando la acidificacion del medio y el incremento subsecuente
de la solubilidad del fésforo. Por otro lado, la solubilizacion de P organico se debe
principalmente a la accién de enzimas, como las fosfatasas y fitasas, que actlan
desforforilando grupos fosfoéster unidos a la materia organico y la hidrélisis del acido

fitico, respectivamente.

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos desarrollan un papel principal en cuanto
a la movilizacion de este elemento; ademas, presentan ventajas frente a fertilizantes
guimicos, pues colaboran con la preservacion del medio ambiente, ya que no implican
sustancias toxicas que afecten el ecosistema, generando de esta manera una practica
sostenible (Chen et al., 2005) siendo estos microorganismos parte de la flora nativa en

los suelos y en la materia organica.
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Por ejemplo, Park et al. (2009), realizaron un estudio donde se reporta que los
microorganismos solubilizadores de fosfato mostraron una zona clara en medios sélidos
gue contenian fosfato tricalcico (CasPOa). El desarrollo de zonas de halo alrededor de
las colonias de hongos puede deberse a la produccion de &cidos organicos, que
acidifican la célula en el entorno circundante y provocan la liberacion de iones minerales
P mediante la sustitucion de cationes H* unidos al fosfato. Este escenario hara que el

fosfato esté disponible para las plantas.

Hasta el 75% de los fertilizantes de fésforo soluble agregados a los cultivos pueden
convertirse en formas poco solubles al reaccionar con los iones de calcio (Ca?*) libres en
suelos de pH alto o con Fe3* o AI** en suelos de pH bajo. Por lo tanto, el fésforo organico
representa del 50% al 80% del fosforo total del suelo y la mayoria de las plantas no
pueden utilizar estas fuentes de fosforo. Varias especies de bacterias y hongos son
microorganismos solubilizadores de fosfato y la evaluacion de su potencial para movilizar
el fosforo del suelo ha sido objeto de intensas investigaciones. Los rhizobium, socios
simbidticos beneficiosos de las leguminosas que fijan nitrégeno, al igual que otras
rhizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas, también pueden colonizar las
raices de las no leguminosas y estimular el crecimiento de las plantas (Yanni et al., 2001).
Los rhizobium son capaces de solubilizar fosfatos tanto organicos como inorganicos. La
principal ventaja de usar rhizobium, como solubilizadores de fosforo, sera su doble efecto
nutricional beneficioso resultante tanto de la movilizacion de fésforo como de la fijacién
de nitrogeno (Alikhani et al., 2007).

Un estudio in vitro reciente inform6 que los hongos enddéfitos Penicillium y Aspergillus de
la raiz de Taxus wallichiana solubilizo fosfato utilizando los sustratos de calcio, aluminio
y fosfato de hierro junto con la produccion de enzimas fosfatasa y fitasa (Adhikari y
Pandey, 2019). Esto demuestra el potencial de hongos endéfitos como promotores del

crecimiento vegetal.

Por su parte, Park et al. (2009), realizaron un estudio donde se reporta que los

microorganismos solubilizadores de fosfato mostraron una zona clara en medios sélidos
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qgue contenian fosfato tricalcico (CasPOa). El desarrollo de zonas de halo alrededor de
las colonias de hongos puede deberse a la produccion de acidos organicos, que
acidifican la célula en el entorno circundante y provocan la liberacion de iones minerales
P mediante la sustitucion de cationes H* unidos al fosfato. Este escenario hara que el

fosfato esté disponible para las plantas.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se muestra la ruta del fosforo
en la planta, marcando los efectos de su deficiencia, las funciones en las cuales participa
y que son propias del desarrollo de las plantas, las posibles formas de fosforo disponibles
en suelo tanto de manera organica como inorganica, asi como las moléculas con fosforo
biodisponible que se obtienen gracias a la accion de las bacterias solubilizadoras de
fosfatos. Asimismo, se enlistan los aspectos o componentes que se mejoran gracias a
esta biodisponibilidad de fésforo generada con microorganismos. Dichos componentes
son por si solos, parte de una agricultura practicada bajo principios de sustentabildiad
(Yaday AN, 2022).
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Figura 6. Accién de los microorganismos solubilizadores de fosfatos (Yaday AN, 2022)
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2.11 Bacterias Solubilizadoras de potasio
Después del fosforo y el nitrogeno, el potasio es el nutriente de mayor importancia en

las plantas ya que es fundamental para el desarrollo de la planta y juega un papel
importante en la sintesis proteica, apertura y cierre de estomas, en el proceso de la
fotosintesis, activacion enziméatica, asi como en la resistencia a enfermedades y a los
insectos (Rehm y Schmitt, 2002).

El potasio (K*) es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas y es un ion
extremadamente dinamico en el sistema del suelo. Muchos fisiélogos de plantas
consideran gue el potasio es el segundo después del nitrégeno en importancia para la
fisiologia de las plantas, ya que ocupa el segundo lugar después del nitrégeno en los
niveles de tejido vegetal con rangos de 1 a 3% del peso. Se considera esencial por sus
multiples funciones para ayudar y facilitar los procesos de la planta. Dentro de dichas
funciones, esta la de fungir como un transportador de carga eléctrica en la célula vegetal
y actiia como catalizador de mas de 60 procesos enzimaticos que son necesarios para
los procesos de la planta (Malvi, 2011). Asimismo, es un nutriente clave en la tolerancia
de las plantas al estrés, como temperaturas altas o bajas, sequia, enfermedades y
plagas. Ademas, tiene un papel fundamental que desempefiar en la osmorregulacién del
uso del agua en las plantas, ya que contribuye a mantener una alta presion de turgencia
celular que afecta la elongacion celular para el crecimiento y, lo que es mas importante,
regula la apertura y el cierre de las estomas, lo que afecta el enfriamiento transpiracional
y la absorcién de diéxido de carbono para la fotosintesis (Norsalsabila y Nur, 2020; Rehm
y Schmitt, 2002). Asimismo, participa en la fijacion simbiética del nitrogeno (Mendoza,
2018).

La deficiencia de K ocasiona en las hojas de frutales como la higuera areas necréticas
de color café, estas se desprenden con facilidad y ocasiona mal desarrollo del sistema
radical (Escorcia, 2017).

Gran cantidad de microrganismos en el suelo son capaces de solubilizar formas “no
disponibles” de potasio, cuyo mecanismo vario en funcién al tipo de mineral que contiene

el K (mica, muscovita, biotita o feldespato), los cuales pueden ser aciddlisis, quelacion,
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reacciones de intercambio y complexdlisis, mediante la liberacion de &cidos organicos
como el &cido succinico, glucénico, oxalico, citrico y a-cetoglucénico (Berde et al., 2021).

La aplicacion de inoculantes microbianos mejora el crecimiento y el rendimiento de los
cultivos al convertir el K insoluble en forma disponible. Los microrganismos
solubilizadores de potasio funcionan como biofertilizantes en la agricultura, ya que
mejoran la productividad, la disponibilidad de nutrientes y reducen el uso de
agroquimicos de manera econdmica, ecoldgica y sostenible (Onaliyan et al. 2022).

En la Figura 7, se ilustra el modo de accion de los microrganismos liberadores o
solubilizadores de potasio, los cuales pueden ser bacterias, hongos, y muy en particular
hongos micorricicos, los cuales mediante secrecién de acidos organicos bajan el pH y
con ello provocan la liberacion del potasio no intercambiable proveniente del
intemperismo de rocas minerales, micas y feldespatos; asi como proveniente de la
lixiviacion de otras fuentes de potasio presentes en el suelo como pueden ser residuos
de plantas, residuos de animales o fertilizantes potasicos. Lo anterior tiene como

resultado la biodisponibilidad del potasio para la planta (Pandey et al., 2020)
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Figura 7. Microorganismos solubilizadores de potasio y su relacién con suelo y planta
(Pandey et al., 2020).

2.12 Uso de biofertilizantes
Los biofertilizantes mejoran la disponibilidad de nutrientes en el suelo para el

aprovechamiento de los cultivos, preservando la funcién natural de éste. Ademas,
favorecen la interaccion fito-estimulante, que es uno de los principales objetivos al utilizar
biofertilizantes, ya que es por estos procesos por los cuales el cultivo mejora su
produccion y asi, da como resultado mayores rendimientos (Zambrano et al., 2021).

La accion de los biofertilizantes es especifica para los diferentes ciclos biolégicos,
actuando por medio de reacciones enzimaticas que sintetizan, solubilizan o fijan los
diferentes elementos quimicos, donde pueden generar dos tipos de reacciones: la
primera es la sintesis de nuevas sustancias benéficas frente a la restauracion, por la
produccion de sustancias antagénicas frente a patdgenos; la segunda, se centra en la

promocion de crecimiento vegetal (Grageda et al., 2012).
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En la agricultura moderna se aplican grandes cantidades de fertilizantes y herbicidas, por
gue presentan ventajas de rendimiento inmediato en los cultivos; sin embargo, se sabe
gue su uso afecta la calidad de suelos agricolas. Debido a esto, el uso de
microorganismos benéficos ha cobrado importancia como alternativa a la fertilizacion

guimica y se han aislado cepas de bacterias.

La biofertilizacién es una herramienta util para el incremento y la calidad de desarrollo de
yemas como para el relleno del fruto (Wannie y Lee, 1995). Es una manera sana y
ecoldgica de incrementar la productividad de los cultivos, mejora el nivel nutricional y
reducir los residuos de nitratos y nitritos en el fruto del higo, un manejo organico del

huerto garantiza una larga y sana vida para los arboles (Osman et al, 2010).

Diferentes estudios recientes sefialan que el nimero de mejoras en la calidad y
productividad de los cultivos es considerable cuando es utilizado un sistema de
biofertilizacion (Gao et al., 2020; Petrovic et al, 2020; Schitz et al., 2018).



25

MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del sitio de estudio
El area de estudio fue en una huerta de higos localizada en el municipio de Parras de la

Fuente, al sur del estado de Coahuila de Zaragoza (jError! No se encuentra el origen

de la referencia.).

El estudio se llevo a cabo en el municipio de Parras de la Fuente, Coahuila. El municipio
de Parras de la Fuente se localiza dentro de las coordenadas 25°26°13” N, 102°11°01”
O (Figura 8). La localidad se encuentra a una mediana altura de 1533 metros sobre el
nivel del mar. La temperatura media anual es 18.6 °C con una precipitacion es de 452
mm al afio. El mes mas seco es febrero, con 12 mm de lluvia CONAGUA. En septiembre,
la precipitacion alcanza su pico, con un promedio de 90 mm Parras de la Fuente se
localiza al sur del Estado de Coahuila en el noreste de México. Considerada como parte

de los municipios que forman la regién Lagunera.
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Figura 8. Ubicacion geografica del sitio de estudio.

3.2 Muestreo
Dada la influencia de factores como la vegetacion y su edad, se muestrearon dos zonas

de la huerta de higuera de diferentes edades (Tabla 2). Una vez seleccionados los sitios
de interés dentro del area de estudio, se realiz6 un muestreo aleatorio simple de
muestras de suelo de 0-20 cm en la rizosfera de 5 arboles por parcela. Posteriormente,
se realizaron muestras compuestas para cada zona mezclando las 5 muestras
correspondientes a cada una de ellas y se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento.
El muestreo fue realizado en marzo de 2022. El andlisis microbiolégico de las muestras
se realizé en el Laboratorio Nacional de Analisis de Planta, Agua, Suelo y Medio
Ambiente del INIFAP CENID-RASPA.

Tabla 2. Descripcién de las zonas de estudio.

o Clave de
Sitio Nombre ) S
identificacion
Zona 1l Testigo en un terreno sin cultivo Testigo
Zona 2 Parcela de higueras de 2 afios (2020-2022) P5
Zona 3 Parcela de higueras de 1 afio (2021-2022) P6

3.3 Conteos en placa de hongos, actinomicetos y bacterias heterotroficas.
El procedimiento consisti6 en tomar 1 gramo de cada muestra compuesta

correspondiente a cada zona de estudio y se diluyé en 9 ml de agua destilada.
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas hasta alcanzar una dilucién al 1x10°y
se sembrd 1 ml en agar Papa Dextrosa para la cuantificacién de hongos filamentosos y
levaduras (Tabla 3). Los cultivos se inocularon a 28°C por 7 dias. Para la cuantificacion
de bacterias heterotréficas (Tabla 4) se procedié igual para las diluciones seriadas,
empleando agar nutritivo como medio de cultivo e incubando por 24 h a 37°C. En cuanto
al conteo de actinomicetos, se utilizé el agar caseina almidon incubados a 28°C durante

maximo 7 dias (Tabla 5).
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Materiales y reactivos:

©)
@)

o

Tabla 3.

Muestras (compuestas) de suelo (P5, P6 y Testigo).

Matraces Erlenmeyer 500 ml

Probeta 1000 ml

Tubos para cultivo de 5 ml

Cajas Petri

Solucion salina estéril

Agar papa dextrosa (jError! No se encuentra el origen de la referencia.)
Agua destilada

Agar nutritivo (jError! No se encuentra el origen de la referencia.)

Agar almidén caseina (Tabla 5)

Potencidmetro

Composiciéon del Agar Papa Dextrosa (PDA, del inglés Potato-

Dextrose Agar)

Tabla 4.

Reactivo Cantidad, %
Papa (infusion de sélidos) 0.4
Dextrosa 2.0
Agar 15

Agua destilada

Composicion del agar nutritivo

Reactivo Cantidad, %
Peptona 0.5
Extracto de levadura 0.3
Agar 15
Cloruro de sodio 0.5

Agua destilada
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Tabla 5. Composicion del agar almidén caseina
Reactivo Cantidad, g I
Almidon soluble 10.0
Caseina 0.3
KNOs 2.0
MgSO04.7H20 0.05
KoHPO4 2.0
NacCl 2.0
CaCOs3 0.02
FeS04.7H0O 0.01
Agar 18.0

pHa 25°C: 7.3 £0.2

3.4 Bacterias solubilizadoras de potasio
Para contar las colonias de bacterias solubilizadoras de potasio se utilizO un medio

Pikovskaya (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) de la forma como fue
realizado por Mursyida et al (2015). Se realizaron diluciones de las tres muestras hasta
10*y se dejaron en la incubadora por 48 h a 37°C. El cambio del color del medio de
cultivo de morado a amarillo fue indicador de la capacidad de los microorganismos de
solubilizar potasio.
Materiales y reactivos

o Muestras (compuestas) de suelo (P5, P6 y Testigo).

o Matraces Erlenmeyer 500 ml

o Probeta 1000 ml

o Tubos para cultivo de 5 ml

o Cajas Petri

o Solucion salina esteéril

o Agar Pikovskaya (Tabla 6)

o Potencidbmetro
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Tabla 6. Composicion del medio Pikovskaya

Reactivo Concentracién, g I
Glucosa 10
Nitrato de potasio 5
Cloruro de potasio 0.2
Sulfato de amonio 0.5
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de magnesio traza 0.1

Purpura de bromocresol 0.125
Agar 15
pH 7.0+0.2

ETAPA Il. Aislamiento y seleccion de cepas bacterianas nativas con mayor
potencial de solubilizacién de fésforo y potasio.

3.5 Aislamiento de cepas solubilizadoras de potasio
Para este aislamiento, se realizaron diluciones seriadas hasta 1X10°y se sembr6 en

medio Pikoskaya para aislar microorganismos solubilizadores de potasio (Mursyida et al.,
2015). Se sembraron las cepas aisladas en el mismo medio en tubos inclinados, con el

propdésito de mantener las cepas aisladas. Los tubos fueron incubados a 28°C por 24 h.

3.6 Cuantificacion del potencial de las cepas aisladas para solubilizar potasio.
Para evaluar el potencial de las cepas aisladas como solubilizadoras de potasio, se

hicieron orificios de 0.5 cm de longitud con un popote estéril de 0.5 cm de diametro sobre
el medio solido Pikovskaya. Posteriormente se dispenso dentro de cada orificio, 100 ul
de caldo nutritivo que contenia al microorganismo puro en la escala 2 de McFarland
(Figura 9). Lo anterior se realizé por triplicado, es decir, se realizaron tres repeticiones
en cajas Petri para cada muestra y en cada caja Petri se realizaron cuatro inoculaciones.

Se cultivaron a 28°C y se evaluo la medida del halo de solubilizacion a las 24 y 48 horas
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de cultivo, revisando el cambio de color morado a amarillo del medio de cultivo, lo anterior
como indicador de la accion solubilizadora por parte de los microorganismos. A partir del
didmetro del halo de solubilizacion obtenido, se determiné la actividad solubilizadora a
través pruebas estadisticas. Se tom6 como parametro de medicion que los halos debian

ser visibles y bien diferenciados.

Figura 9. Preparacion de los in6culos bacterianos en la escala 2 de McFarland para

cuantificacién del potencial de las cepas aisladas para solubilizar potasio.

Las cinco mejores cepas bacterianas con capacidad para solubilizar potasio fueron
crioconservadas siguiendo el protocolo sugerido por Sanchez y Corrales (2005), puesto
gue se requeria consolidar un banco de cepas para analisis y usos posteriores como

posibles componentes de biofertilizantes.

3.7 Seleccion de bacterias solubilizadoras de fosfatos
Con la finalidad de identificar cepas que solubilicen tanto potasio como fosfatos, las cinco

cepas seleccionadas en medio Pikosvskaya fueron posteriormente evaluadas para
determinar su capacidad de solubilizar fosfatos, sembrandolas en el medio de cultivo
selectivo NBRIP (National Botanical Research Istitute’s Phosphate Growth Medium)

formulado por Nautiyal (1999) (Figura 10).

Materiales y reactivos:

o Cepas de bacterias seleccionadas
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o Matraces Erlenmeyer 500 ml

o Probeta 1000 ml

o Tubos para cultivo 5 mi

o Cajas Petri

o Medio de cultivo selectivo NBRIP (jError! No se encuentra el origen de
la referencia.)

o Centrifuga para muestras de laboratorio Thermo Scientic

o Potenciémetro

o Popotes estériles

Tabla 7. Composicion del medio de cultivo selectivo NBRIP

Reactivo Concentracioén, g It
Glucosa 10
Fosfato de calcio 25
Sulfato de amonio 0.1
Cloruro de potasio 0.2
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.25
Cloruro de magnesio 0.5
Agar 14

pH 7.0
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Figura 10. Preparacion del medio NBRIP.

Las cajas se incubaron a 28 °C durante 10 dias, segun Nautiyal et al., (1999) y Kadiri et
al. (2013); al final del periodo de incubacion se seleccionaron las bacterias que mostraron
actividad solubilizadora de fosfato la cual se ve representada por la aparicion de halos
claros alrededor de las colonias (Chakraborty et al., 2010) (Figura 11). Posteriormente
se colocaron en cajas con el medio NBRIP a las que se hicieron orificios de 0.5 con un
popote estéril y se inocularon con la suspension de las bacterias en la escala 2 de
McFarland. Se midio el halo de hidrdlisis de cada cepa a 28°C en los dias 3, 6 y 10.

Figura 11. Cuantificacion del potencial para solubilizar fosfatos de las cepas seleccionadas.

3.8 Conservacion de las cepas aisladas
De todos los microorganismos que se desarrollaron en el medio Pikosvskaya, se

seleccionaron 5 cepas con mayor potencial para solubilizar potasio y fosfatos, las cuales
se purificaron y luego fueron conservadas siguiendo el protocolo sugerido por Sanchez
y Corrales (2005), puesto que se queria consolidar un banco de cepas para analisis
posteriores. Las bacterias aisladas fueron conservadas en medio levadura-manitol (YM)

modificado con 30% de glicerol y almacenadas a -80°C.
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3.9 Proceso de identificacion de la cepa seleccionada

3.9.1 Descripcion macroscopica
Para realizar la descripcion macroscopica de la cepa seleccionada, la cepa P6-1 se hizo

crecer en agar nutritivo y se cultivd por 48 horas a 37°C.

3.9.2 Descripcion microscopica

La descripcién microscopica de la cepa seleccionada se llevé a cabo utilizando la tincién
de Gram. La tincion requiere cuatro soluciones: un colorante o tinte basico, un mordiente
(sustancia que incrementa la afinidad entre la célula y el tinte), un decolorante (elimina
el tinte de una célula tefiida) y un segundo tinte o colorante de contraste (tinte de color
diferente a la inicial). Tras la tincion con el primer colorante (Cristal violeta) se efectia
una decoloracion con etanol que arrastrara al colorante sélo en las Gram negativas,
mientras que en las Gram positivas el colorante queda retenido y las células
permaneceran azules. Las células Gram negativas se tefiran después con el colorante

de contraste (safranina) para que puedan observarse.

Para realizar la tincion de Gram, primero se tomo una colonia de la cepa crecida en agar
nutritivo, con un asa bacterioldgica y se extendid en un portaobjetos con una gota de
agua destilada estéril, con el fin de preparar un frotis bacteriano y se fijo la preparacion
con calor, pasando el cubreobjetos cuidadosamente sobre un mechero. Una vez fijada
la muestra, se afiadi6 cristal violeta durante 30 s, tirando el exceso de colorante, para
después afiadir lugol durante 1 min. Después, se afiadio etanol al 95% durante 20 sy se
enjuago con agua. Finalmente se afiadié safranina durante 1 min y se lavd nuevamente

con agua. Las muestras fueron después observadas al microscopio (x40, x100).

En la tincibn de Gram se puede diferenciar las bacterias de dos grandes grupos,
dependiendo de su membrana celular (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.). Las bacterias Gram positivas son las que retienen la tincién azul violeta,
tienen una pared celular gruesa compuesta de peptidoglucanos y polimeros, que son
impermeables, resistiendo asi la decoloracion (Arenas, 2014). Las Gram negativas, por

otro lado, se decoloran y después se tienen con safranina debido a que su membrana es
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una capa delgada de peptidoglucanos mas una bicapa de lipoproteinas que se puede
desintegrar con la decoloracion (Boyanova, 2018).

Tabla 8. Diferencia en la morfologia de la pared celular de las bacterias Gram
positivas y negativas.

Caracteristicas Bacterias Gram Positivas Bacterias Gram
Negativas

Color con tincién Gram Violeta Rojo

Pared Celular Gruesa Delgada

Presencia de Ausente Presente

lipopolisacaridos en pared

celular

Presencia de acidos Presente Ausente
lipoteicoicos y teicbicos en

pared celular
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Etapa I. Analisis de cambios en las poblaciones microbianas del suelo por el
cultivo de Ficus carica.

4.1 Conteo de UFC en placa
Los resultados de los conteos en placa entre los tratamientos se encuentran en la Figura

12. Al realizar el conteo en placa de bacterias heterotroficas, se observo una diferencia
significativa en el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de bacterias por
gramo de suelo entre la P6, la P5 y la parcela testigo, encontrandose mas de 16, 3.5y 2
millones de UFC g para cada una de ellas, respectivamente (F = 565.414, p = 0.000).
En el caso de conteo de Actinomicetos, la parcela 6 también tuvo valores por encima de
las otras dos con diferencia altamente significativa (F = 34.237, p = 0.000), habiéndose
registrado 7.5, 1.5y 1.0 millones de UFC/gr! para las P6, P5 y testigo, respectivamente.
Por el contrario, no se apreciaron diferencias significativas en las poblaciones fangicas
entre las muestras (F = 1.972, p = 0.195), las cuales registraron valores de 4.2, 4y 3.6
millones de UFC/gr para las muestras de las parcelas 6, 5 y testigo, respectivamente

La presencia tanto de un mayor numero de UFC en la parcela 6 como de actinomicetos,
se atribuye a que en dicha parcela tenia mayor tiempo de haberse establecido el cultivo,
lo cual hace que las condiciones del suelo aunadas a la presencia y los exudados de las
raices de las plantas de F. carica, favorezcan la proliferacién de los microorganismos del
suelo, tal como lo establecen Mendes et al (2013), quienes en sus investigaciones
concluyeron que la rizésfera es un nicho ecol6gico Unico, que modula la composicién y
estructura de las comunidades microbianas asociadas a ella, a través de las
interacciones de las plantas: exudados de la raiz, propiedades fisicas y quimicas del
suelo, entre otros. Asimismo, Marschner et al. (2004), registraron a través de sus trabajos
de investigacion que las sustancias organicas liberadas por las raices sostienen la
actividad metabdlica de la biomasa microbiana; por lo tanto, las comunidades
microbianas en intima asociacién con las raices son mas activas, abundantes y diversas
en comparacion con microorganismos que se encuentran en el suelo desnudo.

Complementariamente, en sus trabajos manifiestan que los microorganismos
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rizosféricos controlan importantes procesos en ciclos biogeoquimicos basicamente en el

desarrollo en las plantas y las protegen de microorganismos patdgenos.
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Figura 12. Evaluacién de las unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo de suelo de

hongos, bacterias heterotréoficas y actinomicetos. Los valores en las columnas que presentan
diferentes letras difieren significativamente entre tratamientos (P < 0.05) de acuerdo con la

prueba de Tukey al 95% de confianza.

Los resultados anteriores, coinciden con lo reportado por Soto et al. (2016), quienes al
comparar los resultados obtenidos para el recuento de unidades formadoras de colonias
para hongos y bacterias en suelo con cultivo, observaron que la cantidad de hongos
estuvo muy por debajo de las bacterias, o que atribuyen a que estas ultimas son
microorganismos gue persisten mas tiempo y consumen a los hongos, y éstas no estan
tan ligadas a factores como la cantidad de materia organica y la humedad como si lo
hacen los hongos. Asimismo, en su caso, el suelo con cultivo establecido presenté mayor
cantidad de microorganismos comparado con suelo sin cultivo. Se ha demostrado que la
relacion planta-comunidad microbiana asociada tiene una estructura compleja
influenciada por muchos factores, principalmente el genotipo de la planta, su edad, las
condiciones medioambientales y las practicas agronomicas (Arrigoni et al., 2018;

Bodenhausen et al., 2014, Leff et al., 2015; Williams et al., 2013), razon por la cual, los
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sitios de estudio con presencia de higueras incrementaron las poblaciones de bacterias
heterotréficas y actinomicetos. Cabe mencionar que las bacterias, actinomicetos y
hongos constituyen la mayoria de la biomasa de microorganismos del suelo, y la
actividad biologica del suelo puede medirse a través de cambios en la cantidad y
especies microbianas (Knoester et al., 1998). De esta forma, de acuerdo con Mazzola
(1998), el incremento de la cantidad de hongos en el suelo impacta negativamente en el
crecimiento de arboles frutales y el desarrollo de sus raices, un aspecto que no se

encontrd en esta investigacion.

4.2 Solubilizadores de potasio
Al realizar el conteo en placa de bacterias con potencial para solubilizar potasio se pudo

apreciar que las muestras de las parcelas 5y 6 tuvieron valores de 4.5 y 3.3 millones de
UFC/gr! respectivamente, lo que en si arroja una diferencia estadisticamente
significativa (F= 5.261; p=0.005).

Aun cuando ambas zonas tenian el mismo cultivo, se encontré una diferencia significativa
entre las muestras en cuanto al nimero de bacterias con potencial para solubilizar
potasio (Figura 13), lo que nos indica que puede haber factores que juegan un papel
importante para el desarrollo de las bacterias mencionadas como la edad del arbol frutal.
El potasio es el tercer nutriente mas importante para el crecimiento de las plantas, asi
como también es un agente de sefalamiento esencial que media un amplio rango de
respuestas adaptativas de las plantas a estrés bibtico y abiético. Sin embargo, este
elemento se encuentra de forma mineral en el suelo, por lo que su forma biodisponible
usualmente es muy baja debido a factores como el cultivo intensivo, lixiviacion,
escurrimientos y la erosion del suelo, limitando el crecimiento de la planta y sus
actividades fisiolégicas. Diversos microorganismos son capaces de solubilizar el K
mineral, haciéndolo disponible para las plantas, a través de la secrecién de acidos
organicos gque actuan como agentes quelantes para disolver la roca. De esta forma, el
incremento de microorganismos con estas capacidades favorece el crecimiento y
productividad de los cultivos (Meena et al., 2016). Tanto el microbioma como las raices
de plantas juegan un papel crucial en la liberacion del K* no disponible de minerales

(Raghavendra et al., 2016). De acuerdo con Ruan et al. (2013), el nivel de potasio en la
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biomasa radicular de las plantas y su absorcién anual incrementa con la edad. Ademas,
tal como reportaron otros autores (Marquez et al., 2014; Mazzola et al., 2014), la edad
del cultivo influyd la composicion de las comunidades bacterianas, en este caso las

bacterias solubilizadoras de potasio.

6000000
5000000

4000000

1 suelo

~ 3000000

UFCg

2000000

1000000

P5
Parcela

Figura 13. Conteo en placa de UFC solubilizadoras de potasio. Los valores en las columnas
gue presentan diferentes letras difieren significativamente entre tratamientos (P < 0.05) de

acuerdo con la prueba de Tukey al 95% de confianza.

Los arboles frutales perennes tienen una alta complejidad de interacciones en la
rizésfera, donde multiples elementos influencian la composicion de las comunidades
microbianas. La edad de la planta es uno de los principales factores que determinan el
microbioma, tal como se vid en esta investigacion. Otros factores importantes son el
manejo y el entorno en constante cambio de las plantas. De esta forma, se han adoptado
diferentes enfoques en las huertas para manipular el microbioma de una manera que
favorezca el crecimiento y productividad de los frutales, como la inoculacion de las raices
antes de la siembra con biofertilizantes, la aplicacion de enmiendas organicas para
amplificar selectivamente las comunidades microbianas de la rizosfera que favorezcan

la nutricién o participen en el control de fitopatégenos (Mazzola et al., 2014).
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Dado lo anterior, la influencia de otros factores medioambientales y de calidad del suelo
pudieran tener injerencia también en las variaciones en las poblaciones analizadas, por

lo que se recomienda su estudio posterior.

ETAPA Il. Aislamiento y seleccion de cepas bacterianas nativas con
mayor potencial de solubilizaciéon de fésforo y potasio.

4.3Seleccion de cepas solubilizadoras de potasio

Una vez que se identifico la presencia de bacterias solubilizadoras de potasio, de todas
las cepas encontradas se seleccionaron 5y se aislaron. De ellas, 3 pertenecenalaP5y
2 a la P6. Al realizar la evaluacion de su capacidad de solubilizar potasio a las 24 horas,
las mejores cepas para solubilizar potasio fueron HP5-1, HP5-2 y HP5-3 (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.a) (F = 5.851, p = 0.001). No obstante, a las 48 h
las mas eficientes fueron la HP5-2, HP5-3, HP6-1 y HP6-2 (jError! No se encuentra el
origen de la referencia.b) (F = 4.662, p = 0.003).

La capacidad de solubilizar potasio por diferentes microorganismos de la rizésferal ha
sido ampliamente estudiada. Microorganismos como Azotobacter, Azospirillum,
Acidithiobacillus ferrooxidans, Bacillus circulans, B. edaphicus, B. globisporus, B.
mucilaginosus, B. subtilis, Burkholderia cepacia, Enterobacter hormaechei, Paenibacillus
kribensis, P. mucilaginosus, y Aspergillus spp. han sido reportados como excelentes
solubilizadores de fosfatos, los cuales son amigables y seguros con el medio ambiente
(Archana et al., 2013; Verma et al., 2017; Muthuraja y Muthukumar, 2021). De esta
manera, este tipo de microorganismos pueden ser aplicados para hacer el K
biodisponible en el suelo y, de esta forma, promover el crecimiento y desarrollo de los
cultivos. Asimismo, el aislamiento, caracterizacion, diversidad y distribuciéon de los
microorganismos solubilizadores de potasio es mejor realizarlo con organismos
endogenos, para desarrollar bioinoculantes microbianos eficientes de acuerdo a las

condiciones del suelo donde se aplicaran, tal como en la presente investigacion. De las
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cinco cepas seleccionadas, al menos 4 presentaron el mejor nivel de solubilizacion de

fosfato al término del ensayo.

Halo de hidrdlisis, mm
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Figura 14. Capacidad de las cepas aisladas para solubilizar potasio a las 24 (a) y 48 h (b).

Los valores en las columnas que presentan diferentes letras difieren significativamente entre

tratamientos (P < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey al 95% de confianza.

4.4 Seleccion de cepas solubilizadoras de fosfatos.
Con la finalidad de contar con cepas bacterianas que tengan la capacidad de solubilizar

tanto potasio como fosfatos, se usaron las cinco muestras de cepas con capacidad para
solubilizar potasio y se colocaron en medio NBRIP (Figura 15). A los tres dias, las cepas
HP5-1, HP5-2 y HP6-1 mostraron la mayor capacidad de solubilizar fosfato (Figura 15a).
A partir del sexto dia, la cepa HP6-1 fue estadisticamente superior al resto de las
bacterias evaluadas (Figura 15b y c¢) (F= 2,495.528, p = 0.000). Cabe mencionar que la
cepa HP6-2 no mostr6 capacidad de solubilizar fosfato de calcio.



b)

o =] S

Halo de hidrélisis, mm

@

2!

2

41

a
a a
b
I I c
HP51 HP5-2 HP5-3 HP6-1 HP6-2
5
a
0 b
[+]
5 c
0
5
d
0
HP5-1 HP5-2 HP5-3 HP6-1 HP6-2
Cepa
25
a
20 b
c

£
£ 15
i
28
B
b=}
2
©
3
210
]
T

5

d
0
HP5-1 HP5-2 HP5-3 HP6-1 HP6-2



42

Figura 15. Evaluacién de solubilizacién de fosfatos a los 3 (a); 6 (b) y 10 dias (c). Los valores
en las columnas que presentan diferentes letras difieren significativamente entre tratamientos (P

< 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey al 95% de confianza.

El fésforo es otro de los mayores macronutrientes para el crecimiento de las plantas. Este
elemento esta presente de formas organicas e inorganicas en el suelo y sélo
aproximadamente el 0.1% de la reserva total de P en el suelo esta disponible para las
plantas (Zou et al., 1992). Diversos microorganismos como bacterias, hongos y
actinomicetos tienen la capacidad de transformar el P en el suelo a formas maés
biodisponibles a través de la solubilizacién y mineralizacién tanto de formas minerales
como organicas (Billah et al., 2019). Bacterias como Acinetobacter, Pseudomonas,
Massilia, Bacillus, Arthrobacter, Stenotrophomonas, Ochrobactrum y Cupriavidus han
sido identificadas como solubilizadores de fosfatos eficientes (Aliyat et al., 2022).

Ademas, dado que los fosfatos pueden estar en diferentes formas, como fosfato de calcio
en suelos alcalinos y fosfato de hierro y aluminio en suelos acidos, Bashan et al (2012)
recomiendan no utilizar una sola fuente de fosfato para evaluar el potencial de algin
microorganismo para solubilizarlo, por lo que deben probarse las tres fuentes. De esta
forma, no se puede descartar completamente la cepa HP6-2 y se recomienda evaluar

posteriormente su eficiencia solubilizando fosfato de hierro y aluminio.

4.5 Identificacion de la cepa seleccionada
Luego de definir que la cepa HP6-1 es la cepa con mayor potencial de promover el

crecimiento vegetal por su capacidad de solubilizar fésforo y potasio, se realizé su

caracterizacion morfologica.

4.6 Descripcion macroscopica.
La cepa fue cultivada en agar nutritivo, donde se mostraron colonias de pequefias a

medianas de color blanco, lisas y brillantes a las 24 h. Luego de 48 h, las colonias
comenzaron a tornarse color amarillo-verdoso, una caracteristica propia de

Pseudomonas fluorescens.
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Figura 16. Caracterizacion macroscoépica de la cepa HP6-2.

4.7 Descripcion microscoépica.
La morfologia de la cepa seleccionada se confirmé mediante la tincion de Gram (Figura

17), donde se observaron cocobacilos Gram negativos.

Figura 17. Caracterizacion microscopica de la cepa seleccionada HP6-2 mediante tincién de
Gram a 100x.

Uno de los principales géneros bacterianos reportados como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal son las Pseudomonas, siendo P. fluorescens una de las mas
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importantes (David et al., 2018). Estas bacterias se caracterizan por ser cocobacilos
Gram negativos, lo cual coincide con las caracteristicas microscopicas encontradas en
la cepa HP6-2. P. fluorescens se encuentran como saprofitos en el suelo, proliferando
abundantemente en la superficie de las raices, debido principalmente a su alta
versatilidad metabdlica que les permite utilizar diversos sustratos producidos por éstas,
sin establecer una relacién simbiética con la planta. Esta especie bacteriana favorece la
toma de agua y nutrientes por la planta, aumenta la disponibilidad de nutrientes como
fésforo, ademas de producir fitohormonas reguladoras del crecimiento vegetal.
Asimismo, esta cepa contribuye al control de fitopatégenos mediante mecanismos como
la produccion de sideréforos, asi como la estimulacion de resistencia sistémica inducida
en la planta por la produccién de acido salicilico (Lukashe et al., 2019; Morales-Cerdefio
et al., 2023; Suresh et al., 2022).
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CONCLUSIONES

Para la region semidesértica en el Sur del estado de Coahuila, la presencia de cultivos
como la higuera (Ficus carica) influencia la abundancia de bacterias y actinomicetos en
el suelo rizosférico. Mas aun, favorece la presencia de colonias de microorganismos
benéficos en el suelo, las cuales promueven el crecimiento, desarrollo y reproduccion de
las plantas a partir del aumento en la disponibilidad de nutrientes esenciales como fosforo

y potasio.

Ademas, se logro aislar una cepa con potencial para utilizarse como bioinoculante en
suelos del norte arido de México para el cultivo de higueras, la cual tiene caracteristicas
morfolégicas propias de Pseudomonas, uno de los principales géneros bacterianos
identificados como bacterias promotoras del crecimiento vegetal. No obstante, es
necesario realizar pruebas bioquimicas o identificacion molecular para tener certeza de

gue se trata de este género.

Este trabajo de investigacion constituye una herramienta que da certeza a quienes en un
futuro decidan elaborar biofertilizantes mas adecuados a las condiciones del suelo y
necesidades de los cultivos, utilizando como insumos las cepas de los microorganismos
provenientes del suelo de las mismas parcelas donde se apliquen dichos biofertilizantes.
Con ello, podria contribuirse a disminuir la aplicacion de fertilizantes quimicos,

reduciendo también la contaminacion y los costos de produccion.
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