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Resumen

El fésforo es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de todos los
organismos. En los sistemas terrestres es un elemento limitante de la productividad
primaria. Las bacterias solubilizadoras de fosforo actan sobre los minerales y rocas
fosfatadas, dejando disponible el fésforo inorganico en la solucién del suelo para
gue pueda ser utilizado por las plantas y otros microorganismos. El objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de la inoculacion de bacterias solubilizadoras de
fésforo (BSF) en indculos puros y coinéculos sobre la germinacién, crecimiento y
biomasa de Solanum lycopersicum y sobre la disponibilidad de fésforo en el suelo.
Se realizaron experimentos in vitro y en microcosmos con suelo a los cuales se les
inocularon diferentes tratamientos de cultivos bacterianos puros y en coindculo
tomando como base dos cepas de Streptomyces sp (cepas 347 y 453) y dos UTO
de morfologia circular y consistencia cremosa (UTO 19 y 120). En experimentos in
vitro que se llevaron a cabo en cajas Petri y se observaron durante una semana se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la longitud de la raiz con el cultivo
puro de la UTO 120 y con la combinacion de UTO 19+120. En experimentos en
microcosmos con suelo, la disponibilidad de fosforo no mostré diferencias
significativas a las siete semanas de crecimiento de S. lycopersicum, pero a las 14
semanas los tratamientos con las cepas 347 y 453, ambas del género Streptomyces
y con la UTO 19, fueron estadisticamente mayores que el resto de los tratamientos.
La combinacion de resultados obtenidos con cada UTO o cepa inoculada ya sea de
manera individual o en coindculo sugieren que las bacterias y la planta se relacionan

de manera diferente si se encuentran en condiciones in vitro o en el sistema suelo.

Palabras clave

Fdésforo, solubilizacién de fosforo, Streptomyces, suelo, promocion del crecimiento
vegetal



1. Introduccién

El fosforo es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de los
organismos debido a que forma parte de la composicibn de las moléculas
necesarias para la vida. Dentro de sus principales funciones biolégicas se
encuentran la regulacion enzimética, la sefializacion de proteinas (White et al,
2008), la acumulacion y liberacion de energia durante el metabolismo celular
(Mendoza, 2003). El fésforo forma parte del ATP, que al hidrolizarse para formar
ADP establece la base para las reacciones de transferencia de energia en los
sistemas bioldgicos (Atlas y Bartha, 2002; Prada, 2013).

En las plantas, la importancia del fésforo radica en su participacion sobre la
fotosintesis, la fijacion simbidtica de nitrégeno, la floraciéon y la fructificacion
(Antonio, 2015). La concentracion adecuada de fosforo en el suelo aumenta el
crecimiento de las raices por lo cual éstas pueden extender el territorio de busqueda
de nutrimentos y humedad. Ante una deficiencia de este elemento ocurrira una
desaceleracion en el crecimiento y el desarrollo de la planta. La deficiencia se puede
notar en los cambios en la arquitectura de la raiz y en la coloracién del follaje que
hace que las hojas jovenes sean de color verde oscuro y las viejas de color parpura
debido a la formacion excesiva de las antocianinas que se forman por la baja
produccion de azlcares. La carencia de fésforo también influye en el tiempo de
cosecha lo que a su vez ocasiona una reduccion en la produccion agricola, misma
gue se intenta subsanar con el uso de fertilizantes quimicos fosforados (Fernandez,
2005). En este contexto, el fosforo disponible es un importante factor limitante para

las plantas, s6lo después del nitrdgeno y el agua (White et al, 2008).

El fosforo se encuentra en el suelo en forma de compuestos organicos e
inorganicos, formando parte de la biomasa de macro y microorganismos. En el
suelo, las principales etapas del ciclo del fosforo involucran el paso por las plantas
y su retorno a través de los residuos vegetales y animales, las reacciones de fijacion
en arcillas y oxidos y el recambio biolégico por procesos de mineralizacion-
inmovilizacion y solubilizacion llevados a cabo mediante la actividad microbiana

(Stevenson y Cole, 1999). Estas interacciones con otros elementos influyen en su



disponibilidad y efectividad en la nutricion vegetal (Fernandez, 2007). Normalmente
los compuestos fosfatados no permanecen en el suelo ya que son impulsados por
corrientes de agua hacia el mar, donde los organismos marinos los recirculan a
través de la columna de agua, llevando una parte de nuevo a la superficie, mientras

gue otra permanece en forma de rocas fosfatadas (Vargas, 2012).

El ciclo del fésforo difiere de los otros ciclos biogeoquimicos en un aspecto
fundamental que es la ausencia de compuestos volatiles, lo cual limita su capacidad
de desplazamiento por el planeta. Se considera un ciclo cerrado o de sedimentacion
porgue sus mayores reservorios o depoésitos se encuentran en forma de rocas
fosféricas, en minerales como las apatitas (Cas(PO,);) e hidroxiapatitas
(Cas(P04)30H) y en los depésitos de fosfato natural de donde es liberado a través
de procesos de meteorizacion, lixiviacion, erosion y extraccion industrial (Ceron et
al, 2012). El ciclo del fosforo es muy lento y una caracteristica principal de sus
reservorios es la insolubilidad de sus compuestos. Por ello, las plantas y otros
organismos requieren de procesos de erosion que dejen expuestos los minerales y

las rocas fosfatadas (Morales, 2012).

Junto con el proceso erosivo esta la accion de ciertos microorganismos que tienen
la capacidad para solubilizar el fosforo de los minerales y de las rocas fosfatadas y
liberarlo a la solucion del suelo. Esto permite que diversos microorganismos y
plantas logren absorberlo e integrarlo a sus estructuras. El fosforo liberado
paulatinamente de las apatitas es absorbido por las plantas y la biomasa
microbiana, y cuando estos organismos mueren, la materia organica se convierte
en un reservorio de este elemento. Durante el proceso de degradacion, las enzimas
fosfatasas de otros microorganismos actiian sobre los minerales y liberan de nuevo
el fésforo al suelo, quedando asi una parte biodisponible en el ecosistema, mientras
gue otra se reincorpora a los almacenes de materia organica de los suelos y
sedimentos y nuevamente se deposita en forma de minerales poco solubles
(Morales, 2012).

El fésforo organico (Po) no puede ser utilizado de manera directa por los

organismos, y requiere de un proceso de transformacioén que lo lleve a formas



inorganicas. La principal fuente de Po la constituyen los residuos de plantas,
animales y microorganismos que liberan compuestos como acidos nucleicos,
fosfolipidos y ésteres, lo que representa entre el 30-60% del P total. La
mineralizacién de estos compuestos lo lleva nuevamente a fosfatos inorganicos
(HPO4y H2PO4) que pueden ser incorporados por la macro y microbiota autétrofa y
heter6trofa (Ceron, 2012).

Se calcula que en el sistema suelo-planta, el 90% del fésforo esta en el suelo, pero
s6lo una pequefia cantidad de éste se encuentra biodisponible. En los ecosistemas
terrestres el contenido de fésforo generalmente varia entre 100 a 3000 mg/kg de
suelo; y entre 15 a 80% se encuentra en formas organicas (Po). Esta cantidad
depende de la naturaleza del material parental, del grado de precipitacion, y de las
pérdidas en la circulacion dentro del sistema, entre otros factores (Fernandez, 2007,
Restrepo, 2014).

El fosforo inorganico (Pi) generalmente se encuentra fijado en forma de fosfatos de
Ca, Fe, Mg y Al, especialmente en las arcillas del grupo de las caolinitas y ocluido
en los oxidos de hierro y aluminio. Incluso el fésforo aplicado como fertilizante puede
volverse inutilizable debido a su inmovilizacidn en la materia organica y en las
arcillas (Cerén, 2012; Anzuay, 2015). En suelos alcalinos, los fosfatos son ocluidos
principalmente en forma de fosfatos de calcio y magnesio, los cuales no pueden ser
ocupados para la actividad biologica de manera directa. Las arcillas saturadas en
calcio filan mas fésforo que las arcillas saturadas de sodio. De esta manera, la
concentracion de calcio en la solucion del suelo es un factor determinante en la
concentracion de fésforo en el sistema edafico. Otro aspecto importante es que la
disponibilidad del Pi esta fuertemente influenciada por el tipo de uso que se haga
de este recurso y por el pH del suelo, ya que, a mayor pH, mayor fijaciéon (Cerén,
2012).

Los suelos contienen una gran cantidad de micro y meso organismos entre los que
se encuentran bacterias, hongos, colémbolos, algas, protozoos y nematodos. Para
gue un suelo sea naturalmente fértil, estos organismos deben liberar los nutrimentos

de la materia organica con la velocidad necesaria para que las plantas los puedan



incorporar a sus tejidos. Ademas, establecen diferentes tipos de asociaciones
benéficas con las plantas a partir de las cuales se producen sustancias quimicas
que promueven su crecimiento aéreo y subterraneo y también combaten a otros

organismos causantes de enfermedades (Julca et al, 2006).

En el ambiente suelo, los microorganismos se distribuyen en funcion de factores
como la textura, el contenido de materia organica, el pH, la humedad, la
disponibilidad de nutrientes y la concentracion de oxigeno (Ramirez, 2009). Debido
a la heterogeneidad del sistema edéfico, se presenta una regionalizacién natural

que permite ubicar zonas de mayor o menor actividad biolégica (Benjumeda, 2017).

La rizosfera se define como cualquier volumen de suelo influenciado por las raices
0 en asociacion con ellas y por todo el material producido por la planta. En la
rizosfera se realizan multiples y complejas interacciones entre los microorganismos
y las estructuras vegetales (Benjumeda, 2017) y es el ambiente propicio para la
proliferacion de las poblaciones microbianas (Habib, 2010). En esta zona se han
encontrado hasta 10° células por gramo de suelo debido a la intensa actividad
biologica y quimica promovida por los compuestos exudados por las propias raices.
Entre estos compuestos se encuentran acidos organicos, azucares, aminoacidos,

pequefios péptidos, auxinas y otros metabolitos secundarios (Benjumeda, 2017).

En el suelo existe una amplia diversidad de bacterias que, al crecer en asociacion
con las plantas, estimulan el crecimiento y la productividad vegetal. A este grupo de
bacterias beneficiosas se les denomina “bacterias promotoras de crecimiento
vegetal” (BPCV, Ferrera y Alarcon, 2007). Los mecanismos de accion de estas
bacterias son diversos: pueden ser indirectos como la produccién de moléculas que
ayudan a movilizar o solubilizar nutrimentos, o directos como la participacion en los
ciclos de nutrimentos (fijacion de nitrégeno, degradacion de la materia organica), o
la produccion de sustancias organicas como antibioticos, auxinas, vitaminas, que
son resultado de su metabolismo secundario y que promueven respuestas
fisiol6gicas en células vegetales. Entre estas respuestas se encuentra el incremento
de la longitud y la biomasa de las raices, y con ello, la zona de absorcion de
nutrimentos (Rueda et al, 2009; Mejia, 2016).



Las BPCV se utilizan para producir biofertilizantes porque presentan ciertas
ventajas sobre los fertilizantes quimicos, como la promocion de las interacciones
benéficas para las plantas, con lo cual se mejora el rendimiento de los cultivos sin

causar dafios en el suelo o en la salud humana (Rueda et al, 2009).
Los beneficios de utilizar BPCV en la agricultura pueden clasificarse como:

1. Fotoestimulantes: estimulan la germinacibn de las semillas y el
enraizamiento por la produccion de reguladores de crecimiento vegetal como
vitaminas y hormonas entre otras sustancias.

2. Biofertilizantes: incrementan el suministro de los nutrimentos por su accion
en los ciclos biogeoquimicos

3. Agentes de control biologico: control de patdgenos a partir de interacciones
de antagonismo entre microorganismos

4. Biorremediadores: eliminan productos xenobidticos como pesticidas,
herbicidas y fungicidas.

5. Mejoradores ecofisiolégicos: incrementan la resistencia al estrés tanto de

origen bidtico como abidtico.

Las bacterias solubilizadoras de fosforo forman parte de las BPCV y se consideran
biofertilizantes debido a que realizan la transferencia de las formas fosfatadas
insolubles e inmovilizadas del fésforo a formas solubles o compuestos moviles
(Campbell y Reece, 2007). La movilizacion del fosfato inorganico insoluble desde la
matriz mineral hasta el suelo donde es absorbido por las raices promueve el
metabolismo vegetal y suministra compuestos carbonados que promueven el
crecimiento microbiano y la propia actividad solubilizadora de fosfatos (Valero,
2003, Pérez, 2007). De esta manera, la abundancia de las solubilizadoras de fésforo
esta relacionada directamente con la abundancia y actividad fisiologica de las
plantas (Archer y Pyke, 1991).

La solubilizacion del fésforo del suelo forma parte de los mecanismos indirectos con
los cuales las bacterias actian de manera benéfica sobre las plantas. Las bacterias
solubilizadoras tienen la capacidad de producir acidos organicos que son el

resultado de la respiracion oxidativa o de la fermentacion. Estos acidos son
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guelantes del ion calcio y a su vez acidifican el medio. En la solubilizacién del fésforo
también estan involucradas enzimas fitasas que permiten la liberacién del fésforo
insoluble a partir de la hidrdlisis de fosfatos organicos (Corrales et al, 2014). Las
bacterias solubilizadoras de fosforo utilizan diferentes mecanismos para liberar a los
compuestos fosfatados. Entre ellos se encuentran la disociacion de los acidos
organicos que promueven la liberacion de protones y la disminucion del pH del
suelo. Esto favorece la disolucién de los minerales fosforicos a través de las
reacciones de quelacibn donde se libera al grupo ortofosfato debido al
desplazamiento de los fosfatos por los componentes aniénicos de los &cidos

organicos.

Cada mecanismo de accion para liberar el fosfato tiene reacciones especificas

sobre compuestos fosfatados particulares (Tabla 1).



Tipo de
mecanismo

Principal causa de
disolucién mineral

Principal reaccién
quellevaala
disolucién mineral

Aplicabilidad a
fosfatos minerales

Acidificacion del

medio

Liberacién de
protones (H+) o
produccion de
acidos inorganicos
facilmente
disociables

Disminucién del pH
del medio,
formacion de
hidrofosfatos de
mayor solubilidad

Fosfatos de Ca,*

Formacion de
complejos metalicos

Liberacion de acidos
organicos o}
complejos quelantes

Formacion de
complejos metalicos
(incluyendo
quelatos en el caso
de acidos
ditricarboxilicos o
hidrocarboxilicos)

Fosfato de Ca, AlI3*
Yy F63+

Reduccion de | Actividades redox | Reduccién de | Fes+ fosfato
metales de bacterias 0 sus | metales con estado
exudados de oxidacion
(metabolitos variable (ligados a
secundarios) fosfatos) a un bajo
estado de oxidacion
(resultando en un
fosfato mas soluble)
Disolucién de | Liberacion Hidrdlisis enzimatica | Varios ésteres de
fosfatos  mediada | extracelular de | de  ésteres de | fosfatos organicos
por enzimas enzimas especificas | fosfato  organicos | (fitatos, fosfolipidos)
(fosfatasas) pobremente
solubles liberando
fosfatos inorganicos
Disolucion indirecta | Estimulacion Mismo mecanismo | Fosfatos de Cay",
de fosfatos microbiana de | que en formacién de | Als" y Fes*

exudacion de 4cidos
organicos a la planta

complejos metalicos

pero la liberacién
ocurre por la
interaccion planta-

microorganismo

Tabla 1. Procesos involucrados en la solubilizacion de fosforo del suelo por

bacterias (Restrepo et al, 2015).




El suelo es un sistema complejo en el que los microorganismos se comunican
guimicamente mediante un mecanismo denominado quorum sensig. Este
mecanismo se activa cuando hay una acumulacion de sefiales que permiten a una
célula bacteriana individual percibir a las bacterias que hay alrededor a través de la
deteccion de compuestos quimicos de sefializacion. De esta manera, las bacterias
inician la expresién coordinada de genes especificos con lo cual hay un cambio en
su comportamiento. En el caso de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal,
este cambio puede repercutir en un beneficio mayor para la planta debido a la

actividad conjunta de las bacterias de diferentes especies (Diaz, 2011).

Para la solubilizacion de fosforo, en algunos estudios se ha reportado que el uso de
biofertilizantes combinados con diferentes especies de bacterias solubilizadoras
tiene un efecto positivo en la planta. Por ejemplo, en Phaseolus vulgaris (Shiferaw,
2013) y Vicia faba (Flores, 2018) se reportd un incrementd en la tasa de
germinacion. Incluso, en esta Ultima investigacion también se incrementaron la
longitud de la radicula, el indice de vigor y la disponibilidad de fosforo en el sustrato.
Estos resultados sugirieren un incremento en la promocion del crecimiento vegetal
derivado del incremento en la solubilizacion del fésforo y probablemente de la

produccion de hormonas que favorecen diversos procesos bioldgicos de la planta.
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2. Justificacion

En los ecosistemas terrestres limitados en fésforo, por ejemplo, los suelos de las
zonas aridas, la actividad biolégica de las bacterias solubilizadoras de fosforo podria
formar parte esencial de los procesos que sostienen la productividad primaria. Estas
bacterias actian sobre los minerales y las rocas fosfatadas y contribuyen con la
biodisponibilidad de las formas inorganicas de fésforo que las plantas y otros
microrganismos pueden utilizar en sus procesos metabdlicos e incorporar a su
biomasa. El uso de microorganismos promotores del crecimiento vegetal puede
contribuir al mejoramiento de las condiciones nutrimentales de los suelos limitados
en fésforo, y para ello es necesario analizar la respuesta de las plantas a los
biofertilizantes bacterianos formados por cultivos puros y mixtos, de tal manera que
se promueva el efecto benéfico de la actividad microbiana en diferentes aspectos
del desarrollo de la planta. En este contexto, en esta tesis se plantearon como

pregunta de investigacion y objetivos, los siguientes:

3. Pregunta de investigacion
¢, Cual es el efecto de la inoculacion y coinoculacion de bacterias solubilizadoras de
fosforo en la tasa de germinacion, crecimiento y desarrollo de Solanum

lycopersicum y en la disponibilidad de fosforo en el suelo?

4. Hipotesis
La inoculacion de bacterias solubilizadoras de fosforo incrementara la tasa de
germinacién de semillas, y el crecimiento y biomasa de plantas de Solanum
lycopersicum; mientras que el uso de coindculos incrementara la magnitud de
dichas variables. También la aplicaciébn de in6culos y coinéculos bacterianos

favorecera la disponibilidad de fosforo soluble en el suelo en forma del ion PO,-.
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5. Objetivo general

Determinar el efecto de la inoculacion de bacterias solubilizadoras de fosforo (BSF)
en cultivos puros y mixtos sobre la germinacion, crecimiento y biomasa de Solanum

lycopersicum y sobre la disponibilidad de foésforo en el suelo.

5.1. Obijetivos particulares

Evaluar el efecto de la inoculacién de cultivos puros y mixtos de BSF sobre el
porcentaje de germinacion de semillas de Solanum lycopersicum en sistemas in

Vitro.

Evaluar el efecto de la inoculacién de cultivos puros y mixtos de BSF en la biomasa
aérea y subterranea de plantas de Solanum lycopersicum crecidas en microcosmos

con suelo.

Evaluar el efecto de la inoculacion de cultivos puros y mixtos de BSF en la

disponibilidad de fésforo en suelo.

12



6. Materiales y métodos
6.1. Obtenciéon de bacterias solubilizadoras de fésforo

Las bacterias solubilizadoras de fésforo fueron aisladas de suelo colectado en los
afios 2009 y 2014 en la region semiarida de Zapotitlan Salinas, Puebla, en el marco
de otras investigaciones realizadas en el laboratorio de Ecologia Microbiana de la
UBIPRO, FES lIztacala, UNAM.

Para la realizacion del presente trabajo se seleccionaron cuatro UTO, dos de ellas
pertenecientes al género Streptomyces y las otros dos con caracteristicas coloniales
de forma convexa y aspecto cremoso, no filamentosas (Tabla 2). La seleccién de
estas cuatro UTO se baso6 en pruebas de crecimiento en cajas Petri con medio
Pikovskaya adicionado con azul de bromotimol, el cual contiene como fuente de
fosforo insoluble al fosfato de calcio tribasico. Estas UTO se consideraron como
bacterias solubilizadoras de fosforo porque formaron un halo con tonalidad amarilla-
blanca alrededor de la colonia después de 7 dias de incubacion a 28°C. La

formacion de este halo indica la solubilizacion del fosforo presente en el medio de

cultivo.
Fecha de colecta | Microambiente de | Numero de UTO Especie
del suelo aislamiento

marzo de 2014 suelo rizosférico 19 Sin identificacion
de mezquite UTO19

octubre de 2009 Suelo rizosférico 120 Sin identificacion
de mezquite UTO120

marzo de 2014 suelo rizosférico 347 Streptomyces
de mezquite chartreusis

junio de 2014 suelo rizosférico 453 Streptomyces
de mezquite canus

Tabla 2. Caracteristicas de los cultivos bacterianos seleccionados
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6.2. Determinacién del indice de solubilizacién de fésforo

Para confirmar que las cuatro UTO seleccionadas solubilizaban fosforo del medio
de cultivo, se determind el indice de solubilizacién de fosforo (1S). Este indice es un
indicador de su capacidad para solubilizar el fosfato de calcio tribasico presente en
el medio de cultivo Pikovskaya. Para ello, se registré el diametro del halo que se
formaba alrededor de la colonia después de 7 dias de incubacion (Figura 1). Se
realizaron tres réplicas por cada UTO. Cada réplica consistié en una caja Petri con
tres gotas de cultivo bacteriano separadas de manera equidistante. Se obtuvo el
promedio del halo por réplica (caja Petri) y luego el promedio del indice de

solubilizacion de las tres réplicas. El indice se calculé con la siguiente formula:

_ didmetro de la colonia + diametro de la zona del halo

didmetro de la colonia

Figura 1. Colonia bacteriana en medio Pikovskaya. La linea verde

representa el diametro de la colonia y la linea amarilla, el diametro del halo
de solubilizacion. La imagen corresponde a la UTO 347 (Streptomyces

chartreusis).
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6.3. Preparacion de inoculos y coindculos

Con las cuatro UTO seleccionadas se realizaron pruebas de compatibilidad a través
de experimentos de reto. Estos experimentos consistieron en crecer manera
simultanea y en la misma caja de cultivo, a las bacterias para las cuales se requeria
conocer su compatibilidad (Figura 2). Se realizdé una matriz que incluy6 a las UTO
gue se retaron entre si. Las pruebas de reto se realizaron en medio Pikovskaya
adicionado con azul de bromotimol en las cuales se sembraron dos lineas paralelas
de bacterias, una para cada cepa o UTO separadas por una distancia de 0.5 mmy
con un cruce al final de cada linea. Las cajas se incubaron por 7 dias a 28°C. Las
posibles respuestas esperadas fueron: a) inhibicion del crecimiento de una de las
UTO, lo cual se consider6 como incompatibilidad entre ellas; o b) establecimiento
de consorcios, es decir, que hubiera crecimiento de ambas UTO, lo cual se

consideré como compatibilidad entre las UTO.

Los resultados de compatibilidad permitieron disefiar la combinacion de cepas o
asilamientos bacterianos (coindculos) que se ocuparon en los experimentos in vitro

y en los microcosmos utilizados para cumplir los objetivos de esta tesis.

Figura 2. Ejemplo de las pruebas de reto para determinar la compatibilidad entre
las bacterias. Se observa que aun con el cruce de las lineas de cultivo, existe

compatibilidad entre las diferentes colonias bacterianas,
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6.4. Determinacion de la cantidad de bacterias inoculadas

En todos los casos donde se ocuparon los indculos y los coinéculos, las UTO se
sembraron en medio de cultivo sélido para Streptomyces y se dejaron crecer
durante una semana en incubacién a 28°C con el fin de obtener suficiente biomasa
bacteriana. Posteriormente se suspendieron varias colonias en medio liquido para
Streptomyces y se mantuvieron en incubacién durante 1 hora. La inoculacién
bacteriana tanto en los experimentos in vitro como en microcosmos (secciones
siguientes), se realiz6 con los cultivos ajustados a una concentraciéon de 1x107

bacterias, usando la curva de McFarland como curva patron.
6.5. Experimentos de germinacion in vitro

En los experimentos de germinacion in vitro se utilizaron 9 tratamientos: cuatro
correspondientes a inéculos puros, cuatro a coindculos formados por dos UTO o
cepas bacterianas, y el altimo tratamiento consistio en el grupo control, en el que se

uso6 agua estéril (Tabla 3):

Inoculos puros (Numero de UTO o Coinéculos
cepa) Cultivos mixtos formados por dos
cepas o UTO.
19 19+120
120 19+347
347 19+453
453 347+453
Grupo control: agua sin indculo bacteriano

Tabla 3. Inoculos puros y coindculos utilizados para experimentos de germinacion

in vitro de S. lycopersicum
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6.5.1. Porcentaje de germinacion

Los experimentos de germinacion de semillas de Solanum lycopersicum se
realizaron en cajas Petri con papel filtro previamente esterilizado en dénde se
colocaron 30 semillas de manera equidistante. Se realizaron 5 repeticiones por cada
indculo y coindculo y se consideré como unidad experimental a cada caja con 30

semillas.

Las semillas fueron embebidas con 20 pl del in6culo puro o con el coinéculo
bacteriano correspondiente a cada tratamiento y después de 10 min o de que el
in6culo secara, se humedecio el papel con agua estéril. Las cajas se taparon y se
mantuvieron a temperatura ambiente por siete dias. Después de este tiempo, se
contd el numero de semillas germinadas en cada caja y se obtuvo el porcentaje de
germinacion por tratamiento. Se considero que la semilla habia germinado cuando
se observo la emergencia de la radicula. Los resultados de esta seccion se reportan

como promedio de germinacion por cada tratamiento.

6.5.2. Indice de vigor de las plantulas

Después de evaluar el porcentaje de germinacion, a las plantulas se les midié la

longitud (cm) del hipocétilo y de la raiz (Figura 3). Con estos valores se calculo el

indice de vigor (IV) de acuerdo con la siguiente férmula:

IV = (longitud de hipocétilo + longitud de radicula) * pg

Dénde: IV es indice de vigor y pg es porcentaje de germinacion.
(Flores et al, 2018).

17



Figura 3. Plantulas de S. lycopersicum para medicion de longitud del hipocétilo y

de la raiz. Con estos valores se calculé el indice de vigor.

6.6. Experimentos en microcosmos

Para la determinacion del efecto de los in6culos y coinéculos sobre la biomasa
aéreay radical de S. lycopersicum, asi como en la disponibilidad de fésforo en suelo,
se realizaron experimentos en microcosmos en donde se utiliz6 una mezcla de
suelo-agrolita previamente esterilizada (Seccion 5.6.1). En estos experimentos se
utilizaron ocho tratamientos: siete correspondientes a los inéculos y coinéculos
bacterianos, mas un grupo control (tabla 4). Se redujo el nimero de tratamientos
por la cantidad de semillas con las que se contaba y por la contaminacién de una
de las UTO utilizadas. Al no utilizar la UTO 120 que si estad presente en los
experimentos de germinacién, se agrego un tratamiento con la combinacion de las

3 UTO mencionadas en la tabla 4.
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Inéculos (NUumero de UTO o cepa) Coinéculos
Cultivos mixtos formados por dos
cepas o UTO
19 19+347
347 19+453
453 347+453
19+347+453

Grupo control: agua sin ningun tipo de inéculo

Tabla 4. Tratamientos de indculos puros y combinaciones de UTO bacterianas

utilizados como tratamientos en experimentos en microcosmos.

6.6.1. Obtencion y preparacion del suelo para los microcosmos

El suelo utilizado para realizar los experimentos en microcosmos provenia de las
terrazas aluviales de Zapotitlan Salinas, Puebla. Los suelos de la zona son fluvisoles
con textura arcillo-arenoso, con alto contenido de calcio y bajo contenido de fésforo
disponible (Lopez-Galindo, et al, 2003).

El suelo fue colectado en diferentes afos, y se encontraba almacenado a 4°C en el
laboratorio de Ecologia Microbiana de la UBIPRO, FES Iztacala, UNAM. El suelo
fue tamizado y esterilizado por 30 minutos en 3 ciclos de autoclave a 121°C y 137
KPa de presién. Previo a la esterilizacion, el suelo fue mezclado con agrolita en una
proporcién de 3:1 con el fin de mejorar el drenaje dentro de los microcosmos. Antes
de montar los microcosmos, se tomaron tres muestras de suelo para la

determinacién del fésforo disponible.
6.6.2. Montaje de microcosmos

Los microcosmos se prepararon con la mezcla de suelo-agrolita previamente
esterilizada en contenedores de plastico con una capacidad de 250 ml, al cual se le

agregaron 200 gramos de la mezcla. Para la asignacion de las unidades
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experimentales y la aplicacion de los tratamientos, se siguid un disefio
completamente aleatorizado con 10 microcosmos por cada tratamiento de in6culo y

coindculo y el control, que consistié en solo agregar agua esterilizada.

El suelo se llevé al 60% de su capacidad de campo y se mantuvo con esa humedad
a lo largo del experimento a través del monitoreo de la diferencia de peso de cada
contenedor. Se colocaron dos semillas de S. lycopersicum por cada recipiente. Las
semillas se adquirieron en un establecimiento comercial especializado. Al inicio del
experimento, se aplicd 1 ml de inéculo con concentracién 1x107 bacterias sobre
cada semilla y una segunda inoculacion a las siete semanas de crecimiento de las
plantas. La reinoculacién se realizé vaciando la misma cantidad de bacterias que en

la primera inoculacion (en concentracion y volumen) en la base del tallo.

Las plantas fueron monitoreadas por un periodo de catorce semanas, siete semanas
previas a la reinoculacion y siete semanas posteriores a ésta. Previo a la
reinoculacion, se midio la longitud del tallo y se tomé una muestra de suelo para la

determinacion del fésforo disponible.

Figura 4. Vista general e individual de los microcosmos al inicio del experimento y

a las siete semanas.
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Después de 14 semanas de crecimiento, las plantas se desmontaron volcando los
microcosmos Y retirando cuidadosamente el suelo que quedo adherido a la zona de
raices. Posteriormente, se midi6 la longitud del tallo y de la raiz de todas las plantas
(Figura 5). Después, para obtener el peso seco de las plantas, se colocaron en
sobres de papel craft y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 4 semanas.

Posteriormente se pesaron en la balanza semianalitica.

Figura 5. Registro de Iohgitud‘de raiz y tallo en plantas de S. lycopersicum a las 14
semanas de inoculacién con bacterias solubilizadoras de fésforo. La imagen
pertenece a plantas inoculadas con el tratamiento formado por la UTO 19y las

cepas 347-Streptomyces chartreusis y 453-Streptomyces canus.

6.6.3. Disponibilidad de fosforo en suelo

Al inici6 del experimento, se midié la cantidad de fosforo disponible en el suelo
(tiempo cero), y esta misma medicion se realizé con muestras de suelo de 1 gramo
tomadas de cada microcosmos antes de la reinoculacion (tiempo A) y al final del
experimento (tiempo B). La determinacion de fésforo se realizé6 mediante la técnica
colorimétrica de Olsen modificada por Iniestra et.al. (2013). Se utiliz6 bicarbonato

de sodio como extractante.
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6.7. Andlisis estadistico

Se realizaron pruebas de ANOVA para todas las variables, con excepcion del indice
de vigor. Cuando el andlisis result6 significativo, se realizaron pruebas de Tukey
para determinar entre cudles tratamientos se encontraban las diferencias
significativas. En el caso del porcentaje de germinacion, los datos fueron
transformados previamente a la realizacion del ANOVA con la funcion arcoseno.
Ademas, para el analisis de la longitud de tallo y las ppm de fésforo se realizo la

prueba de t para muestras dependientes.
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7. Resultados
7.1. Indice de solubilizacion de las UTO seleccionados

El primer paso para determinar la capacidad solubilizadora de fésforo de las UTO y
cepas bacterianas seleccionadas, fue determinar su indice de solubilizacion. Los
resultados mostraron que los cuatro cultivos presentaron indices de solubilizacién
similares en el medio de cultivo Pikovskaya. El valor maximo lo presento la UTO 19
(2.89 cm), y el minimo la UTO 120 (2.27 cm; Tabla 5)

UTO/Cepa indice de solubilizacion
19 2.89 +0.089
120 2.27 £ 0.063
347 Streptomyces chartreusis 2.48 + 0.067
453 Streptomyces canus 2.65 +0.077
Tabla 5. indice de solubilizacion de las UTO y cepas solubilizadoras de fésforo
(N=3).

7.2. Experimentos de germinacion in vitro

7.2.1. Germinacion

En los experimentos de germinacion in vitro no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos de inoculacion con las cuatro cepas y UTO
bacterianas y sus combinaciones. Sin embargo, las semillas inoculadas con las UTO
19 y 120 y su combinacién, y la 19+347-S. chartreusis presentaron arriba de 70%
de germinacion, mientras que la combinacion 19+453-S.canus fue la que presento
la menor proporcion de semillas germinadas (46%). El tratamiento testigo, que
consisti6 en humedecer las semillas Unicamente con agua destilada estéril,

presenté 66% de germinacion.
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Grafica 1. Promedio del porcentaje de germinacion de semillas de S. lycopersicum
inoculadas con cultivos puros y mixtos de diferentes cepas y UTO bacterianas. La
cepa 347 corresponde a Streptomyces chartreosis, y la 453 a Streptomyces

canus. Las barras representan el promedio (N=5) con desviacion estandar.

7.2.2. Longitud del hipocotilo

De acuerdo con el ANOVA, la inoculacion con las diferentes bacterias y sus
combinaciones mostré diferencias significativas entre los tratamientos de
inoculacién sobre la longitud del hipocétilo. La prueba de comparaciones multiples
de Tukey mostré que los tratamientos con las UTO 19, 120, y su combinacion vy el
grupo control, fueron significativamente mayores que el resto de los tratamientos, y
a su vez, la prueba indico que entre ellos no habia estas diferencias. Los
tratamientos con las UTO 19, coindculo 19+120 y el grupo control presentaron
promedios por arriba de 1.5 cm de longitud del hipocétilo mientras que el resto de
las bacterias (con excepcion del tratamiento con la UTO 120) y sus combinaciones

alcanzaron unicamente alrededor de 0.5 cm de longitud del hipocétilo (Grafica 2).
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Gréfica 2. Longitud del hipocétilo en diferentes tratamientos de inoculacion con
bacterias. La cepa 347 corresponde a Streptomyces chartreosis y la 453 a
Streptomyces canus. Las barras representan el promedio (N=5) con desviacién

estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (P>0.05).

7.2.3. Longitud de raiz

Con respecto a la longitud de la raiz, el ANOVA mostré que existian diferencias
significativas entre los tratamientos. En la gréfica 3 se observa que los tratamientos
conlas UTO 19y coinéculo 19+120, presentaron un promedio de alrededor de 3 cm
en la longitud de la raiz, mismo que fue estadisticamente mayor que el resto de los
tratamientos incluido el grupo control, los cuales no presentaron diferencias entre

ellos.
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Gréfica 3. Longitud de la raiz en diferentes tratamientos de inoculacién con
cultivos puros y mixtos de bacterias. La cepa 347 corresponde a Streptomyces
chartreosis y la 453 a Streptomyces canus. Las barras representan el promedio

(N=5) con desviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias

significativas (P>0.05).

7.2.4. indice de vigor

El indice de vigor es una variable que permite analizar la relacion entre el
crecimiento de la raiz y el hipocétilo y el porcentaje de germinacion. EI mayor valor
de este indice lo presenté la combinaciéon de 19+120 y la menor relacion los

actinomicetes 347-S. chartreusus y 453-S. canus (Gréfica 4).
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Grafica 4. Promedio del indice de vigor del germinado de S. lycopersicum

INDICE DE VIGOR

inoculados con cultivos bacteerianos puros y mixtos. La cepa 347 corresponde a
Streptomyces chartreosis y la 453 a Streptomyces canus. Las barras representan

el promedio (N=5) con desviacion estandar.
7.2.5. Resumen de resultados de experimentos in vitro

En la grafica 5 se presenta el comportamiento conjunto de las tres variables
registradas en los experimentos in vitro y que conformaron el indice de vigor. Se
observan diferentes relaciones entre ellas, por ejemplo, la inoculacién con la
combinacién 19+120 promovio en mayor medida la longitud del hipocoatilo, de la raiz
y el porcentaje de germinacion; mientras que en la combinacién 19+347 su efecto
de promocion se observd Unicamente en la germinacion. Con la cepa 347-
Streptomyces chartreosis inoculada de manera individual, y también en
combinacion con el aislamiento 19, se presentaron valores relativamente bajos de
las tres variables. Estos resultados muestran que la promociéon del crecimiento
vegetal por cada una de las cepas y UTO aplicados a la semilla de S. lycopersicum

es diferente en cada etapa y estructura de la planta.
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Gréfica 5. Resumen de los resultados de los componentes del indice de vigor. La

cepa 347 corresponde a Streptomyces chartreosis y la 453 a Streptomyces canus.

7.3. Experimentos de inoculacion en microcosmos

Los tratamientos de inoculacién bacteriana en microcosmos presentaron los

siguientes resultados en las plantas y en el fésforo disponible en el suelo:
7.3.1. Longitud del tallo

La longitud del tallo se registré a las 7 semanas (Tiempo A; mitad de tiempo del
experimento y momento de reinoculacion con bacterias) y a las 14 semanas de
crecimiento de las plantas (Tiempo B; final del experimento). El tiempo B representa

el crecimiento total de la planta.

El ANOVA aplicado a los valores de la longitud del tallo al interior de cada uno de
los tiempos de registro no mostré diferencias significativas entre los tratamientos
bacterianos en ninguno de los dos tiempos analizados (A y B). Para complementar
este analisis se realizaron pruebas de t pareada entre los valores de longitud del

tallo registrados en cada uno de los tratamientos de inoculacion, pero entre los
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tiempos A y B. En este caso, la prueba mostré diferencias significativas entre los
tiempos A y B para los tratamientos con la UTO 19, 453-S. canus, la combinacion
entre la UTO 19y 453-S. canus, la combinacion de todas las UTO y el grupo control.
Consistentemente, en todos los casos, aun sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas, la mayor longitud del tallo se registré en el tiempo
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Grafica 6. Promedio de la longitud (cm) de las plantas de S. lycopersicum
inoculada con cultivos puros y mixtos de UTO de bacterias. Las barras
representan el promedio (N=10) y la desviacion estandar. La cepa 347

corresponde a Streptomyces chartreosis, y la 453 a Streptomyces canus. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tiempos A y B para cada
tratamiento bacteriano. El tiempo B es el crecimiento total de la planta. La barra de

“Todas” representa la combinacion de las UTO 19, 347 y 453.

7.3.2. Longitud de raiz principal

La medicidén de la raiz principal Gnicamente se realizé en el tiempo B (14 semanas)

debido a que, para acceder a ella, fue necesario desmontar los microcosmos. En
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este caso, el ANOVA no arroj6 diferencias significativas (p>0.05) entre los

tratamientos (Gréfica 7).

En el grupo control se presento la menor dispersion de los valores de las plantas
individuales, alcanzando un valor promedio de 1.8 cm (+ 0.294), aunque este valor
estuvo por debajo del valor maximo promedio alcanzado para esta variable con la
UTO 19, donde llegd a casi 2.5 cm en promedio. En sentido contrario, las plantas
inoculadas con la cepa 347-S. chartreosis presentaron el menor valor promedio,

guedando por debajo de 1 cm en la longitud de la raiz.
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Grafica 7. Promedio de la longitud de la raiz de las plantas de S. lycopersicum
inoculadas con cultivos bacterianos solubilizadores de fosforo puros y mixtos. La
cepa 347 corresponde a Streptomyces chartreosis, y la 453 a Streptomyces
canus. Las barras representan el promedio (N=10) con desviacion estandar. La

barra de “Todas” representa la combinacion de las UTO 19, 347 y 453.
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7.3.3. Peso seco

En la grafica 8 se observa que el grupo control present6 el mayor peso seco, pero
también la mayor dispersion de los valores. Esto pudo influir para que el ANOVA no

detectara diferencias significativas entre los tratamientos de inoculacién bacteriana.
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Grafica 8. Peso seco de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con cultivos
puros y mixtos de bacterias. La cepa 347 corresponde a Streptomyces chartreosis,
y la 453 a Streptomyces canus. Las barras muestran el promedio (N=10) con
desviacion estandar. La barra de “Todas” representa la combinacién de las UTO
19, 347 y 453.

7.3.4. Disponibilidad de fosforo en suelo

El valor de fésforo disponible en el suelo antes de realizar la primera inoculacién fue
de 0.074 ppm (x0.0037). Debido a que el suelo que se utilizdé para los microcosmos

provenia del mismo lote, este valor inicial se consider6 como la linea base (tiempo
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cero) para evaluar el efecto de la inoculacion y reinoculacion bacteriana en todos

los tratamientos.

En la gréfica 9 se presentan los resultados obtenidos para el fésforo asimilable. Los
andlisis estadisticos realizados (ANOVA unifactorial para cada tiempo Ay B entre
los diferentes tratamientos de inoculacién, y pruebas de t para muestras
dependientes entre el tiempo A y B, y el valor de la linea base de fésforo y el
obtenido en cada uno de los tiempos para cada tratamiento) mostraron que en el
tiempo A (7 semanas de crecimiento de las plantas, previo a segunda inoculacion)
no se presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes cultivos
puros o mixtos y el control (barras rojas, grafica 9); pero en el tiempo B (14 semanas
de crecimiento, final del experimento) la concentracién de fosforo disponible en el
suelo con las UTO 19, 347 y 453 fue significativamente mayor (P<0.05) que para el

resto de los tratamientos (barras azules, grafica 9).

El contraste entre los diferentes tiempos dentro de cada tratamiento de inoculacion
mostro que la concentracion de fésforo en el tiempo B fue significativamente menor
(P=<0.05) en todos los casos. Esta misma tendencia de diferencias se presento entre
el valor obtenido en la linea base de fosforo en el tiempo cero (0.074 ppm £0.0037)
y el valor para cada tratamiento en el tiempo A y en el tiempo B, respectivamente

(asterisco entre la barra roja y azul para cada tratamiento).
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Grafica 9. Promedio de ppm de fésforo en el suelo en tres tiempos de
registro. La cepa 347 corresponde a Streptomyces chartreosis, y la 453 a
Streptomyces canus. Las barras representan el promedio (N=10) con su

respectiva desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas detectadas entre los tratamientos en el tiempo B. El asterisco
indica diferencias significativas entre los tiempos ceroy A, ceroy B, Ay B.

La barra “Todas” representa la combinacién de las UTO 19, 347 y 453
7.3.5. Resumen de resultados en microcosmos

En la grafica 10 se presenta un resumen del comportamiento de las variables
evaluadas en los microcosmos en los diferentes tratamientos. Entre las principales
relaciones que se detectaron esta el incremento de la longitud del tallo en el tiempo
B (barra naranja) al mismo tiempo que disminuia la cantidad de fosforo disponible
en el suelo (linea azul). Esto se observa de manera evidente en los tratamientos
19+347 y 19+453, donde se presentaron los mayores valores de la longitud del tallo
en los tiempos A y B, y una marcada caida en la concentracion del fésforo en el
tiempo B. De manera particular, con la combinacion 19+453 la diferencia en la
longitud del tallo entre el tiempo Ay el tiempo B fue de aproximadamente 2 cm, lo

que representa aproximadamente 30% de incremento entre un punto y otro del
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tiempo, mientras que la disminucion en la concentracion de fosforo fue de alrededor
del 40%.

Respecto de la longitud de la raiz, no se pueden realizar contrastes entre los
tiempos debido a que sélo se registré al final del experimento, sin embargo en la
gréfica 10 se puede observar que la mayor longitud se registré en la UTO 120, donde
la longitud del tallo en el tiempo B se encontré entre los valores mas altos. Esto
podria formar parte de la promocién del crecimiento vegetal a partir de otras
moléculas producidas por las bacterias y que contribuyen con el desarrollo de la

raiz.

34



__10 0.35
S, 2 03
N —
3 7 025 €
6 (=N

S s z
E A 0.15 g
i 01 O
S 2 =
B 0.05
v 1
2
o © 2
P )

m LONGITUD TALLO TIEMPO A —pe - OOSFORO TIEMPO CERO

mm LONGITUD TALLO TIEMPO B —.— FOSFORO TIEMPO A

_— ONGITUD RAIZ
—pe | OSFORO TIEMPO B

S PESO SECO

Grafica 10. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos en
microcosmos. La cepa 347 corresponde a Streptomyces chartreosis, y la 453 a

Streptomyces canus.

35

PESO SECO (gr)



7.3.6. Integracion de resultados en experimentos in vitro y en

Mmicrocosmos

Con el fin de presentar de manera integrada el efecto de la inoculacién de las
bacterias en cultivos puros y mixtos, en la tabla 6 se presenta un resumen grafico
de todos los resultados obtenidos tanto en los experimentos in vitro como en los
microcosmos. Se observa que hubo variables que fueron favorecidas por ciertos

tratamientos in vitro pero no en los microcosmos.

En los experimentos in vitro donde las condiciones ambientales tenian un mayor
control, los tratamientos representados por la UTO 19 y su combinacién conla UTO
120 mostraron mayor capacidad de promocion del crecimiento vegetal en la etapa
de germinacion, y en la longitud de hipocoétilo y de la raiz, aunque las diferencias
significativas solo se presentaron en esta Ultima variable. En los experimentos en
microcosmos, la UTO 19 también mostré diferencias significativas respecto del
control en el fosforo disponible en el suelo en el tiempo B, y tuvo un efecto positivo
sobre la longitud de la raiz, aunque sin generar diferencias significativas. Esta
misma UTO, al combinarse con las dos cepas de Streptomyces (347 y 453) formd
coinéculos que promovieron el crecimiento del tallo por encima de los valores del

grupo control, sin ser estadisticamente diferentes con respecto a éste.

Las dos cepas de Streptomyces (347 y 453) por si solas no mostraron resultados
de promocion de crecimiento vegetal por encima del grupo control en la
experimentacion in vitro, pero ambas promovieron la disponibilidad de fésforo en el
suelo de los microcosmos, sobre todo en el tiempo B. Cabe sefialar que en la
combinacion de las cepas de Streptomyces 349 y 453 y en el coinéculo formado por
el aislamiento 19, y las cepas de Streptomyces 347 y 453, el valor obtenido para

todas las variables estuvo por debajo del control.

La combinacion de resultados obtenidos con cada UTO o cepa inoculada ya sea de
manera individual o en coindculo sugieren que las bacterias y la planta se relacionan

de manera diferente si se encuentran en condiciones in vitro o en el sistema suelo.
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Tipo de experimentos
In vitro Microcosmos
Tratamientos | Germinacion | Longitud | Longitud | indice | Longitud | Longitud | Peso | Fosforo
% hipocotilo raiz de tallo raiz seco | disponible
vigor | A | B A B
19 O O X O X | X O X X S
120 O O S .
347 X X X X X 10 X X @) S
453 X X X X X X X X @) S
19+120 O O S .
19+347 @] X X X OO X X X X
19+453 X X X X OO X X X X
347+453 X X X X X X X X X X
19+347+453 m X [ X X X | X[ X
Control

Tabla 6. Resumen de los resultados de inoculacion y coinoculacion con bacterias
solubilizadoras de fosforo. Para la elaboracion de esta tabla, se tom6 como
referencia el valor obtenido por el tratamiento control debido a que no contenia
bacterias. El circulo representa un valor superior al control, pero sin significancia
estadistica; mientras que la S representa un valor significativamente superior al
control y la X un valor menor. Las lineas azules significan que esos tratamientos
no fueron aplicados en los experimentos in vitro o en microcosmos, segun sea el
caso. Para el caso de la longitud del tallo y el fésforo disponible, la letra A
representa el tiempo 1y la B el tiempo 2.
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8. Discusioén

La microbiota del suelo es esencial para mantener la dinamica de los nutrimentos
en los ecosistemas. Los microorganismos establecen multiples relaciones en la
rizosfera de las plantas, muchas de ellas benéficas para el crecimiento vegetal.
Estas interacciones son la base para la elaboracion de los biofertilizantes

formulados con microorganismos.

La inoculacion individual o combinada de bacterias solubilizadoras de fosforo (BSF),
ha mostrado un efecto benéfico en la promocion del crecimiento vegetal de diversas
especies. Por ejemplo, en Baccharis macrantha (Asteraceae) se registré un
incremento significativo en el porcentaje de germinacion, en la altura de las
plantulas, en la longitud de las raices y en el peso seco total (Avila et al, 2015). Lara
y Negrete (2015) reportaron que los tratamientos con consorcios de BSF generaron
valores superiores en la longitud de la estructura aérea y de la raiz, asi como en la
cantidad de hojas del pasto Angleton con respecto al tratamiento con fertilizantes
guimicos. En el tomate, el género Bacillus incrementd la tasa de germinacion en un
5% y se registro un efecto positivo en la longitud del tallo y en la cantidad de hojas
(Martinez et al, 2013).

En este trabajo, las bacterias solubilizadoras de fésforo inoculadas en forma pura o
en consorcio mostraron diferentes efectos dependiendo de la etapa de desarrollo
de la planta y de la cepa o UTO utilizada. En la etapa de germinacién, ninguno de
los tratamientos mostré diferencias significativas, aunque en algunos casos si se
presentaron promedios por arriba del control (UTO 19 y 120 y su combinacion).
Estos resultados podrian explicarse debido a que la germinacion requiere de la
presencia de humedad, una adecuada oxigenacion y dependiendo del tipo de planta
o cultivo, de cierto rango de temperatura; mientras que, para el establecimiento de
la plantula, los aspectos mas importantes son las caracteristicas fisiologicas y
bioquimicas de las semillas, su reaccion a las condiciones externas y la eficiencia
al usar sus reservas durante la germinacion (Pefia-Valdivia et al, 2013). A su vez,

todos estos elementos estan involucrados en el vigor de la planta.
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El vigor se entiende como el potencial biolégico para el establecimiento rapido y
uniforme de las plantas, incluso en condiciones desfavorables (Gonzélez et al.,
2008). Al agregar el inoculo a las semillas en forma liquida y mantenerlas en un
ambiente controlado como es la caja Petri, se dieron las condiciones necesarias
para que las semillas germinaran, independientemente de la presencia de las
bacterias. En los sistemas in vitro, con la UTO 120 en cultivo puro se observaron
valores superiores al control en el porcentaje de germinacién y en la longitud del
hipocotilo, y significativamente superiores en la longitud de la raiz. Sin embargo, al
analizar de manera integrada las variables que conforman el indice de vigor (in vitro)
se observé que con la combinacion UTO 19+353-S. chartreosis se promovio la
germinacion y la longitud del hipocétilo y de la raiz por arriba del valor obtenido en

el control, mas que con las otras UTO y combinaciones de cepas.

En el experimento con microcosmos hubo una limitacién por espacio y una presion
derivada del drenaje de agua dentro de los contenedores. Aunque en estos
experimentos no se evaluo el indice de vigor, la presencia de las bacterias podria
haber ayudado a que las plantas respondieran a estas condiciones adversas
solubilizando mas fésforo, y acumulando biomasa en tallo y raiz. Estos resultados
sugieren que con las UTO 19 y 120 hay una respuesta de promocion directa del
crecimiento vegetal en el nivel de incorporacion de biomasa (hipocatilo y raiz en
sistemas in vitro y raiz y tallo en microcosmos), y en el caso de la UTO 19, también

a través de la solubilizacion del fosforo en el suelo.

La mayor cantidad de diferencias significativas derivadas de la inoculacién se
observaron en la longitud la raiz in vitro con la UTO 120 y en el fosforo disponible
en el suelo a las 14 semanas de crecimiento con los cultivos puros de las cepas de
Streptomyces 347 y 453 y de la UTO 19. En el caso de las dos cepas de
Streptomyces en cultivo puro no hubo un efecto positivo observable durante el
experimento de germinacion in vitro, pero en los experimentos en microcosmos su
principal efecto se observé en el fosforo disponible en el suelo, mostrando con esto
su capacidad de solubilizacion. Sin embargo, aun con la mayor disponibilidad del

fosforo detectada en el suelo de los microcosmos inoculados con estas dos
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especies de actinobacterias, las plantas no respondieron en la misma magnitud,
incluso presentaron valores de tallo y raiz por debajo del control. Esto podria
deberse a las limitaciones impuestas por otro tipo factores como la compactacién
del suelo, el espacio, la temperatura, o la disponibilidad de agua y de otros

nutrimentos, lo que impidio el desarrollo de la planta.

En este trabajo se observd que los niveles de fosforo presentes en el suelo
aumentaron en cada uno de los tratamientos tomando como referencia la linea base
(tiempo cero) y hasta el tiempo A (siente semanas de crecimiento de las plantas)
pero después al tiempo B (14 semanas de crecimiento) disminuyeron de manera
significativa. El incremento en la concentracion de fésforo entre el tiempo cero y el
tiempo A podria estar relacionado con la actividad solubilizadora de las bacterias
sobre el suelo, y que éstas se estaban estableciendo y eran de talla menor; mientras
gue la disminucion entre el tiempo A y B se emparejo con el incremento en la
longitud de las plantas y por lo tanto en la demanda de este elemento para ser
incorporado a la biomasa vegetal o de los propios microorganismos. Patifio et al, en
2014 mostro que el uso de BSF (Burkholderia ambifaria y B. lata) dio como resultado
un desarrollo mayor en las raices secundarias y terciarias por lo que al adicionar
roca fosférica hubo una mayor absorcion de este elemento lo cual se observé en el
tejido foliar, la cantidad de fosforo encontrada en la planta demuestra hacia donde
se movio dicho elemento, al ver ambos resultados se pudo concluir que los niveles

de fésforo variaron al viajar del suelo a la planta.

Las cepas 347 y 453 pertenecen al género Streptomyces. Entre las principales
caracteristicas de estas actinobacterias esta la produccién de esporas con alta
capacidad de resistencia a los cambios ambientales. Por mucho tiempo se
consideré6 que no establecian interacciones mutualistas con las plantas, sin
embargo, a partir de la investigacién centrada en las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, se han detectado relaciones directas e indirectas entre ambos
grupos biolégicos (Olanrewaju, 2019) y su capacidad para solubilizar el fésforo
tricalcico a través de la acidificacion del sustrato (Condori-Pacsi, 2019). En los

tratamientos con suelo en donde se utilizaron las dos cepas sefialadas (347 y 453)
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y la UTO 19 se presentaron diferencias estadisticamente significativas con el resto
de los tratamientos en la concentracion de fosforo disponible en el suelo en el tiempo
B (14 semanas de crecimiento de la planta). Estos resultados se pueden interpretar
como un indicador de una mayor eficiencia en la solubilizacién de fosforo por parte
de estas bacterias, siempre y cuando se encuentren en cultivos puros, ya que este

efecto no se observé cuando se encontraban en combinacion con las otras UTO.

En los experimentos con suelo ninguno de los cultivos mixtos (coinéculos)
contribuy6 a incrementar la disponibilidad de fésforo en el suelo, como era esperable
a partir del fenébmeno quorum sensing y su crecimiento conjunto en los experimentos
de reto en las cajas Petri. Estos resultados podrian estar relacionados con el cambio
de ambiente que se dio al pasar de la caja Petri al suelo, donde las condiciones
ambientales eran completamente diferentes a la homogeneidad de la caja Petri. La
comunicacion quimica entre las bacterias a través del mecanismo quorum sensing
para su uso como biofertilizantes requiere de mayor investigacion, de tal manera
gue se establezca la combinacion adecuada de bacterias que promueva el
crecimiento vegetal. La inoculacion con cultivos mixtos de BPCV ha mostrado que
con estos consorcios de bacterias (Bacillus) hay un incremento en el area foliar de
plantas de jitomate cherry aunque también cabe mencionar que en las variables de
la longitud del tallo y el crecimiento radicular no hubo diferencias significativas con

respecto a tratamientos con una sola cepa (Quiroga, 2015).

La capacidad solubilizadora de las cepas de Streptomyces detectada de manera
individual es este trabajo es un primer paso para proponer su uso combinado con
inéculos de otras bacterias promotoras de crecimiento vegetal con el fin de obtener
mejores resultados en el desarrollo de la planta. En otros estudios se ha observado
gue estas combinaciones incrementan de manera significativa la longitud del tallo
en comparacion con los tratamientos donde se utiliza exclusivamente a las bacterias
solubilizadoras de fosforo (Oviedo e Iglesias, 2005). El- Tarabily et al (2008)
reportaron que el coinéculo de Streptomyces sp. y Micromonospora sp. promovio el
crecimiento de raices y brotes de la planta de frijol en comparacion al uso de los

microorganismos por separado.
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La deficiencia de fosforo en las plantas puede detectarse a través de un cambio en
la coloracion de las hojas verde oscuro a tonos rojizos o purpuras, y por la formacion
de bandas moradas de antocianinas al borde de las hojas maduras debido a la falta
de fosforo disponible para la sintesis de pentosas. Las plantas deficientes en este
elemento también pueden mantener un color verde saludable, pero con crecimiento
lento y madurez retardada (Wisuma, 2003). Si bien en este trabajo no se alcanzo el
crecimiento de las plantas de jitomate hasta llegar a la floracién (30-40 dias en
invernadero), durante las 14 semanas que duré el experimento en microcosmos no
se observaron viraje de color en las hojas hacia tonos purpura, lo que hace suponer
qgue la cantidad de fosforo que estaba disponible en el suelo era suficiente para
satisfacer las necesidades de las plantas, y que la deficiencia en el crecimiento
podria estar mas relacionada con variaciones ambientales de temperatura,
limitacion de espacio dentro de los microcosmos, disponibilidad de otros nutrimentos
0 con la compactacion del suelo, que aun con presencia de agrolita, representd un

problema que pudo repercutir en el crecimiento y productividad vegetal.

El desierto de Zapotitan Salinas, Puebla es el sitio donde se colect6 el suelo para
aislar las bacterias y para montar los microcosmos. En esta zona, los suelos son de
tipo litosoles, cambisoles y xerosoles calcicos, los cuales son someros y
pedregosos,y por lo general no son utilizados para las actividades agricolas. Otra
caracteristica de estos suelos es su limitacidon en fésforo, el cual queda atrapado en
forma de fosfatos de calcio y magnesio que no pueden ser ocupados por los
organismos de manera directa. En este trabajo se evaluo la capacidad de promocién
de crecimiento vegetal de cuatro UTO y cepas de bacterias solubilizadoras de
fésforo las cuales generaron diferentes respuestas en las plantas, tanto en
experimentos in vitro como en microcosmos construidos con suelo de la misma
zona. La presencia de estas bacterias y su actividad solubilizadora, pueden
representar un punto de partida para continuar con la investigacion de la promocion
del crecimiento vegetal por bacterias nativas de los propios suelos limitados en
fésforo. A partir de esto se podrian disefiar combinaciones de bacterias que ayuden

a mejorar las condiciones nutrimentales del suelo, o promuevan el crecimiento

42



vegetal por otras vias y con ello incrementar la productividad de los sistemas

agricolas sin utilizar fertilizantes quimicos.
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9. Conclusiones

Se detectd un efecto en las variables medidas por el uso de in6culos y coinoculos
de BSF. Se utilizaron cuatro UTO 0 cepas en cultivos puros y combinados que
afectaron de diferente manera a la planta, aunque el principal efecto se observé en
la disponibilidad de fésforo en el suelo. Se utilizaron dos tipos de ambientes (in vitro
y suelo en microcosmos) en los cuales se observaron diferentes resultados en las
plantas que fueron inoculadas con las mismas UTO. La inoculacion con bacterias
tuvo un efecto positivo en algunas de las variables que fueron medidas en S.
lycopersicum por lo que la continuidad de esta linea de investigacion permitiria
profundizar en el estudio de los biofertilizantes como una opcién accesible para su
uso en suelos donde el fésforo es un factor limitante para el desarrollo de las plantas

y las actividades agricolas.
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