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RESUMEN

El fésforo constituye un macronutriente fundamental para el desarrollo y crecimiento de
las plantas, y el uso intensivo de fertilizantes fosfatados en la agricultura, ha contribuido
a la degradacion del suelo y al agotamiento de la roca fosférica, una materia prima no
renovable con reservas limitadas a 5 paises en el mundo. Frente a esta situacion, se
analizé el potencial de microorganismos solubilizadores de fosforo, obtenidos a partir de
composta de estiércol bovino, como una opcion sostenible para mejorar la disponibilidad
de fosforo en suelos destinados a la agricultura. Lo cual tuvo como objetivo elicitar estos
microorganismos aislados de composta con nanoestructuras de SBA15 para asi
aumentar el fosforo disponible en composta madura. La metodologia incluyé el
aislamiento de microorganismos de las fases mesofilicas del proceso de compostaje,
seguido por pruebas de solubilizacion en medio Pikovskaya y mineralizacién en medio
NBRIP. Posteriormente se seleccionaron los microorganismos mas eficientes y se
formaron consorcios, a los cuales se les extrajo sus metabolitos y se aplicaron en
composta madura y después fueron analizados por el INIFAP. Los resultados mostraron
que diez de los veinte microorganismos aislados tenian la capacidad de liberar acidos
organicos y enzimas fosfatasas, y que, entre ellos, cuatro destacaron por su alta
eficiencia en presencia de una concentracion de 100 ppm de ambas nanoestructuras de
SiO,. Posteriormente el consorcio formado por estas cuatro cepas fue identificado por
medio de secuenciacion 16 S rRNA ribosomal, estos microorganismos fueron
identificados como Proteus mirabilis y vulgaris. De igual manera este consorcio fue el
mas eficaz, mostrando un sinergismo con las nanoestructuras lo cual dio como resultado
una mayor liberacion de fosforo hasta un 21.75%. Con esto se concluye que el uso de
nanoestructuras SBA15 como elicitores en consorcios microbianos aislados de composta

puede mejorar significativamente la disponibilidad de fésforo.

Palabras clave: ciclo del fésforo, recursos no renovables, microorganismos, plantas,
macronutrientes.
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ABSTRACT

Phosphorus is a fundamental macronutrient for plant growth and development, and the
intensive use of phosphate fertilizers in agriculture has contributed to soil degradation
and the depletion of phosphate rock—a non-renewable raw material with reserves limited
to only five countries worldwide. In response to this situation, the potential of phosphorus-
solubilizing microorganisms, obtained from bovine manure compost, was analyzed as a
sustainable alternative to improve phosphorus availability in agricultural soils. The
objective was to elicit these compost-isolated microorganisms using SBA15
nanostructures to increase the available phosphorus in mature compost. The
methodology involved isolating microorganisms from the mesophilic phases of the
composting process, followed by solubilization tests in Pikovskaya medium and
mineralization tests in NBRIP medium. The most efficient microorganisms were then
selected and used to form microbial consortia. Metabolites were extracted from these
consortia and applied to mature compost, which was subsequently analyzed by INIFAP.
The results showed that ten out of the twenty isolated microorganisms had the ability to
release organic acids and phosphatase enzymes, and among them, four stood out for
their high efficiency in the presence of a 100-ppm concentration of both SiO,
nanostructures. The consortium formed by these four strains was later identified through
16S rRNA ribosomal sequencing, and the microorganisms were identified as Proteus
mirabilis and Proteus vulgaris. This consortium also proved to be the most effective,
exhibiting a synergistic interaction with the nanostructures, resulting in a phosphorus
release increase of up to 21.75%. In conclusion, the use of SBA15 nanostructures as
elicitors in microbial consortia isolated from compost can significantly enhance

phosphorus availability.

Keywords: phosphorus cycle, non-renewable resources, microorganisms, plants,

macronutrients.
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1. ANTECEDENTES

El fésforo (P) es un nutriente clave para el desarrollo y crecimiento de las plantas, debido
a su participacion en diversos procesos bioquimicos y fisiologicos fundamentales. La
aplicacion de fertilizantes fosfatados es una parte integral de las practicas agricolas
convencionales en todo el mundo, siendo el segundo elemento mas utilizado por la
agricultura (Tun-Che, 2018; Giannini et al., 2022). Los fertilizantes fosfatados
comerciales se producen principalmente a partir de la extraccion de roca de fosfato, de
la cual, gran parte no esta fisicamente accesible ya que contiene altos niveles de

contaminantes o esta restringida por otros factores (Giannini et al., 2022).

Actualmente existen microorganismos que han demostrado solubilizar P, lo que ha
captado el interés de numerosos investigadores. Velasco en 2021, en compost de restos
de plantas in6culo tres géneros de bacterias Bacillus 1374, Bacillus 2310 y Penicillium
4217, de las cuales dieron resultados favorables en cuanto al incremento de P total. De
igual manera Ortega-Torres en 2021, adicioné enzimas aisladas de microorganismos
naturalmente solubilizadores de P en composta madura de estiércol de vaca, de la cual

se obtuvo hasta un 12 % de P total.

Se ha reportado que el uso de nanoparticulas de 6xido de silicio (NP de SiO2) ha
aumentado el tamano de tallo, germinacién, aumento de hojas (Suriyaprabha et al. 2012),
y tolerancia a la sal (Haghighi et al. 2012). Ferrusquia-Jiménez en 2022, elicitaron la
bacteria Bacillus cereus -Amazcala con NP de SiO2 (100 ppm) en plantas de chile y los
resultados que obtuvieron fue aumento en el indice de germinacion de semillas, en la
altura de la planta y en el rendimiento de frutos. De igual manera aumenté la poblacion
bacteriana que se encontraba en las raices de la planta. En 2023 Vargas-Martinez
evidencid que hay sinergismo entre las nanoparticulas de oxido de zinc y consorcios
bacterianos del suelo, lo cual dio como resultado aumento del grosor del tallo, aumento

de la altura y longitud de raiz de las plantas.

13



2. MOTIVACION

Actualmente, el proceso que ha reportado mayor capacidad de solubilizacion del fésforo,
hasta 12%, es mediante un coctel enzimatico en un medio de composta madura con la
bacteria Pseudomonas aeruginosa ATC 15442, de la cual se obtuvo in vitro un céctel de

las enzimas fosfatasa acida, alcalina y neutra (Ortega-Torres et al., 2021).

El desarrollo de nuevas tecnologias mediante el uso de nanoestructuras de silice puede
ayudar a mejorar la solubilidad del fésforo de manera significativa. Se ha reportado que
este material puede actuar como elicitor en la poblacién bacteriana (Ferrusquia-Jiménez
et al., 2022), para incrementar su cantidad y en consecuencia aumentar la cantidad de

fésforo disponible, gracias a su alta relacion superficie- volumen.
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3. JUSTIFICACION

El fosforo es uno de los nutrientes mas importantes para el desarrollo de los cultivos,
después del nitrégeno, ya que interviene en procesos esenciales como la fotosintesis, la
respiracion y la transferencia de energia en las plantas (Fernandez, 2007). Sin embargo,
su disponibilidad en el suelo suele ser limitada debido a su baja solubilidad y a la rapida
inmovilizacién en formas no asimilables. Para suplir esta carencia, se recurre al uso de
fertilizantes fosfatados, cuya produccién implica altos costos econdmicos y energéticos.
Esta situacion se ha visto agravada en ainos recientes por factores como la disrupcion de
la cadena de suministros durante la pandemia de COVID-19, el aumento en los costos
de energia y transporte a raiz de la guerra en Ucrania, y fendmenos climaticos adversos

que han afectado la produccion agricola global (Barragan, 2023; Urcola, 2022).

Ante este contexto, se vuelve indispensable buscar estrategias sostenibles que
incrementen la disponibilidad de fésforo en el suelo sin depender exclusivamente de
fertilizantes quimicos. Una alternativa prometedora es el uso de microorganismos
solubilizadores de fosforo (PSB), los cuales, mediante procesos biogeoquimicos,
transforman compuestos insolubles en formas accesibles para las plantas (Hakim et al.,
2021). No obstante, la actividad de estos microorganismos no siempre es suficiente para
satisfacer la alta demanda agricola, por lo que se han explorado métodos para potenciar

su accion.

En este sentido, el uso de nanoparticulas de Oxido de silice ha demostrado ser una
herramienta efectiva para estimular el crecimiento microbiano. Se ha observado que la
nanosilice puede adherirse a las membranas celulares, alterando su estructura y
favoreciendo, en ciertos casos, el aumento de la poblacidon bacteriana (Phenrat et al.,
2009; Shukla et al., 2015). Ensayos con diferentes concentraciones han evidenciado que
dosis como 0.07 ppm pueden generar incrementos significativos en la cantidad de
microorganismos beneficiosos (Rangaraj et al., 2014), posiblemente al actuar como
sustrato metabdlico o como agente bioestimulante. A concentraciones mayores (100
ppm), incluso se ha registrado un aumento de poblaciones funcionales como fijadores de
nitrégeno y PSB (Gordienko, 2007).
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Diversos estudios han sefialado que la capacidad de hidratacién de la silice podria
favorecer su interaccion con las superficies bacterianas (Kumar et al., 2015). En este
sentido, los resultados obtenidos para el volumen de poro en las muestras de
Nnanoparticulas de silice mesoporosa recubiertas de quitosano (MSN) y Nanoarcilla
(NC) mostraron una correlacion directa con el area superficial, en concordancia con lo
reportado por Sigmund et al. (2017), quienes identificaron una relacion positiva entre
estos dos parametros. Asimismo, se observd que los biocarbones obtenidos mediante
procesos de gasificacion tienden a presentar mayores areas superficiales. Tomczyk et
al. (2020) también informaron que temperaturas de produccién mas elevadas generan
biocarbones con mayor area superficial, posiblemente debido a cambios en la
organizacion estructural interna del material. Adicionalmente, se detectaron aumentos en
las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosforo, lo cual

sugiere un posible efecto positivo sobre la microbiota del suelo.

Por lo que el objetivo de esta investigacidon es elicitar con nanoparticulas de éxido de
silice microorganismos solubilizadores de fosforo de la fase mesofilica | y Il de la

composta de estiércol vacuno para aumentar su biodisponibilidad para las plantas.

3.1 Innovacién tecnolégica
A continuacion, se describen algunas patentes que se han realizado en cuanto a la

solubilizacién de fésforo con microorganismos:

En la patente ES2453099T3, se utilizd la bacteria Bacillus thuringiensis para determinar
su capacidad como bionematicida y su capacidad para favorecer el desarrollo de las
plantas. Se comprobd que esta cepa posee la habilidad para solubilizar fosfatos y otros
minerales presentes en el suelo. Las pruebas se realizaron en medio soélido, utilizando

PVK con Caz(PO,), como fuente de fésforo (Fernandez et al., 2013).

Igual que arriba, en la patente WO2008131699A2, por medio de Tsukamurella
paurometabola cepa C-924, con el objetivo de estimular el crecimiento y desarrollo
fenoldégico de las plantas, demostraron que este microorganismo tiene la capacidad de
hacer asimilable el nitrégeno y el fésforo, ya que interviene en la solubilizacion del fosforo
(Mena et al., 2008).
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Segun la patente W0O2017/103299 A1, se utilizé6 un fertilizante que contiene iones
metalicos como cobre, manganeso y hierro, los cuales estan complejados con
aminoacidos, con el fin de favorecer la solubilizacién del fosforo por parte de los

microorganismos del suelo (Atares et al., 2017).

Actualmente no hay patentes sobre elicitacidn de microorganismos con nanoparticulas
para la obtencidn de la mayor cantidad de fosforo total en composta de estiércol de vaca.
Adicionalmente no hay empresas que comercialicen un producto de nanoparticulas para

elicitar microorganismos en el suelo.
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4. FUNDAMENTACION TEORICA

4.1 Compostaje

El compostaje es un proceso biolégico natural de descomposicidn en el cual participan
diversos microorganismos que, en condiciones aerobias, realizan complejas reacciones
metabdlicas empleando el nitrégeno (N) y el carbono (C) disponibles para formar su
biomasa. Durante este proceso también se genera calor y un residuo sélido. Los
microorganismos implicados pertenecen a familias como Pseudomonaceae,
Erythrobacteraceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae y Streptomycetaceae
(Sanchez et al., 2017). Como resultado, se lleva a cabo una biodegradacién que
transforma la materia organica en dioxido de carbono (CO,), agua y minerales, dando
lugar al compost. Al final del proceso, el material compostado adquiere un color marrén

oscuro, una textura suave y un olor similar al de la tierra (Valencia, 2021).

4.1.1 Fases del compostaje
Fase Mesofilica I: La fase inicial del compostaje es impulsada por bacterias mesofilicas

que funcionan a temperatura ambiente. Conforme el proceso avanza, la temperatura
aumenta rapidamente hasta cerca de 45 °C debido a la elevada actividad microbiana,
marcando el comienzo de la biodegradacion. Esta etapa tiene una duracién que oscila

entre dos y ocho dias (Roman et al., 2013).

Fase Termofilica: En esta fase, la temperatura se incrementa aun mas, llegando a
mantenerse entre los 70 y 80°C como resultado del calor generado por los
microorganismos. Aqui, intervienen Dbacterias termofilicas, responsables de
descomponer compuestos mas complejos como la celulosay la lignina. Esta etapa puede

extenderse desde unos pocos dias hasta varios meses (Roman et al., 2013).

Fase Mesofilica Il: En esta etapa, la temperatura vuelve a disminuir hasta
aproximadamente 45 °C, lo que provoca una desaceleracion en la actividad microbiana
y una disminucion en las emisiones. En este periodo no es necesario realizar aireacion
ni humedecimiento. Esta fase puede prolongarse por varias semanas (Roman et al.,
2013).
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Fase de Maduracion: Esta es la fase final del compostaje, que puede extenderse por
varios meses a temperatura ambiente. En este tiempo, ocurren reacciones secundarias
de condensacion y polimerizacion de compuestos carbonados, que dan lugar a la

formacion de acidos humicos y fulvicos (Roman et al., 2013).

4.2 Microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSF)
Los microorganismos solubilizadores de fosforo (P) forman parte del grupo de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM) y se caracterizan por
mejorar la disponibilidad del fosfato para las plantas (Palma, 2022). Estos organismos
transforman formas insolubles de fésforo en compuestos solubles mediante mecanismos
como la acidificacion, la quelacion y reacciones de intercambio idnico (Mora-Quilismal et
al.,, 2021). Diversos géneros bacterianos poseen esta capacidad, incluyendo
Enterobacter, Pseudomonas, Erwinia, Gordonia, Bacillus, Bradyrhizobium, Thiobacillus,
Mycobacterium, Micrococcus y Agrobacterium, entre otros (Beltran Pineda, 2014). En
cuanto a los hongos, se ha demostrado que géneros como Penicillium (por ejemplo, P.
implicatum y P. citreo-viridae), Paecilomyces, Aspergillus (A. niger, A. fumigatus),
Scopulariopsis, Moniliella 'y Mortierella también tienen la capacidad de solubilizar fosforo
(Bobadilla, 2008). Estos microorganismos pueden desarrollarse en medios que
contienen compuestos insolubles como fosfato tricalcico o apatita como unica fuente de
fésforo, y no solo utilizan el fésforo para su propio crecimiento, sino que también lo liberan

al medio en cantidades significativamente mayores (Scattareggia et al., 2016).

4.3 Elicitores
Los elicitores son sefiales extracelulares o intracelulares que son detectadas por
receptores ubicados en la membrana plasmatica o en las endomembranas (Paladines,
2021). Estas sefiales desencadenan respuestas similares a las provocadas por estimulos
externos, ya sean de origen bidtico o abidtico, y activan la produccion de compuestos
pertenecientes al metabolismo secundario, como los compuestos fendlicos, los cuales

tienen gran relevancia tanto tecnoldgica como nutricional (Giménez-Banon et al., 2023).

4.3.1 Factor biético

Hace referencia a los elementos que participan en las relaciones entre los

microorganismos (Echeverria, 2017). Ademas de sus interacciones con el entorno
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abidtico, las especies también compiten entre ellas por recursos como alimento, refugio
u otros beneficios. Estas relaciones se consideran factores biéticos, los cuales pueden
tener efectos positivos, negativos o neutros, dependiendo del tipo de interaccion

(Educacién ambiental, 2011).

e Extracto de levadura

e Fitohormonas (acido jasmonico, acido salicilico, etileno, entre otros).
e Poliy oligosacaridos

e Extractos celulares

e Acidos nucleicos

e Células complejas

4.3.2 Factor abidtico
Los factores abioticos son factores fisico-quimicos del ambiente (Gonzalez, 2018), es

decir, no poseen vida propia o son inertes (Sanchez, 2023). Estos factores se encuentran
en el espacio fisico o biotopo, donde se desarrollan, alimentan, de relacion y se
reproducen los seres vivos. Algunas de las caracteristicas que presentan son no poseer
vida, pueden ser naturales o artificiales, influyen en el crecimiento y expansion, son
modificados por los seres vivos, son responsables de diversas adaptaciones en los

microorganismos (Marquez, 2022).
Fisicos

e Radiacion electromagnética
e Tigmomorfogénesis

e Ondas acusticas

e Campos magnéticos

e Estrés hidrico

e Temperatura
Quimicos

e Elementos benéficos (Al, Co, Na, Se, Si, metales pesados).
e Sales minerales (NaCl, sulfatos, fosfatos)

e Gases (metanol, 6xido nitrico, ozono, CO2)
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e Nanoestructuras (Si, Ag, nanotubos de carbono)

e Analogos del acido salicilico

4.4 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son estructuras cuyas dimensiones son menores a 100
nanometros (equivalente a 1x107° metros), y al menos dos de sus ejes miden entre 1y
100 nandmetros. Estas particulas pueden fabricarse a partir de distintos materiales,
incluidos los metales. Existen dos enfoques principales para su sintesis: los métodos
Top-down y Bottom-up (Gémez, 2018). Caracteristicas como el tamafo de particula, la
distribucion del tamafio y la carga superficial influyen significativamente en la estabilidad
fisica y en cdmo se distribuyen las NPs dentro de un organismo (in vivo) (Marquez et al.,
2021). Entre las propiedades destacadas de las nanoparticulas se encuentran su
reducido tamafo, una elevada relacién area superficial/volumen, gran capacidad de
adsorcion, abundancia de sitios reactivos, alta actividad catalitica y notable estabilidad
quimica (Gabriel, 2023).

En la siguiente tabla se muestra la clasificacion de las nanoparticulas por su naturaleza

quimica y estructura (Gémez, 2018).

Tabla 1. Clasificacion de las nanoparticulas por su naturaleza y estructura.

Organicos Inorganicos

Dimension

Nanomaterial Nanomaterial

Cero dimensional (0D) | Fullerenos Quantum dots (puntos cuanticos).

) ) Nanocristales
Coloides organicos

Grafeno

_ Nanoagrupacién (nanocluster)
Lipidos
Nanoparticulas: lipidos, | Coloides siliceos, aluminosos

proteinas, ADN
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Organicos Inorganicos

Dimensién ; _
Nanomaterial Nanomaterial
Nanoparticulas Nanosilice
poliméricas

Nanoparticulas de oxidos metalicos:
Al203, Cu20, TiO2, SiO2, ZrO2,
Fe203, Fe204, ZnO...

Uni dimensional (1D) Nanotubos de carbono Nanotubos inorganicos

Nanofibras poliméricas Nanofibras

Nanoarcillas: metacaolin

Nanocristales de celulosa | Nanocables (Nano wires)
(CNC5) y celulosa
nanofibrilar (NFC)

Nanovarillas (Nanorods)

Bi-dimensional (1D) Monocapas

Nanorrecubrimiento

Peliculas poliméricas (nano)

Superficie espesor <100 nm

Tri- dimensional (1D) Peliculas multicapa

Policristales

Nanobolas

Nanobobinas

Nanoflores
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4.4.1 Nanoparticulas como elicitores
Las nanoparticulas han mostrado ser efectivas para mejorar la tolerancia de los cultivos

frente a distintos tipos de estrés, ya sea bidtico o abidtico, como la exposicion a metales
pesados o la sequia (Giménez-Bafiodn et al., 2023). Ademas, se ha reportado el uso de
NPs de cobre, zinc e hierro en plantas de tomate, obteniendo efectos positivos como el
incremento en el grosor del tallo y una floracion mas favorable (Moreno, 2017). También
se ha observado que las nanoparticulas estimulan la produccién de antioxidantes
naturales en los cultivos, lo cual puede representar beneficios para la salud humana.
Estas particulas presentan propiedades diferentes a las de los materiales en estado
macroscopico, principalmente debido a su reducido tamano y alta relacion superficie-
volumen, lo que aumenta tanto su solubilidad como su reactividad superficial (Ahire et
al., 2022; Budhani et al., 2019).

4.4.2 Nanoparticulas como elicitores en las bacterias benéficas para las plantas
Las nanoparticulas se han empleado para favorecer y acelerar el proceso de

colonizacion bacteriana, ademas de activar bacterias que normalmente no son
cultivables dentro de las plantas, asi como inducir la produccién de peroxido de
hidroégeno en las raices (Macedo, 2018). Por otro lado, se ha observado que el uso de
nanoparticulas de hidroxiapatita, a pesar de generar una menor biomasa bacteriana,
puede resultar beneficioso al estimular la produccion de metabolitos involucrados en la

solubilizacién del fosforo (Monroy Miguel, 2019).

4.5 Silicio en la naturaleza
El silicio (Si) es el segundo elemento mas abundante en la corteza terrestre, después del
oxigeno, y esta presente de manera natural en las plantas, con concentraciones que
oscilan entre el 0.1 y el 10.0%. Entre sus funciones en las plantas destacan el
fortalecimiento de las paredes celulares y la reduccion de la acumulacion de metales
(Tejeda Villagomez et al., 2022). El silicio se presenta en forma de compuestos solubles,
como el acido monosilicico y el acido polisilicico, que influyen en diversas propiedades
quimicas y fisico-quimicas del suelo. Cuando el silicio alcanza su maxima solubilidad, se
polimeriza y se deposita en las paredes celulares de las superficies epidérmicas de tallos,

hojas y frutos (Cabezas Gutiérrez et al., 2022).
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4.5.1 Nanoparticulas SBA-15
Los materiales porosos se clasifican segun el tamafio de sus poros en tres categorias:

macroporosos (mayores a 50 nm), mesoporosos (entre 2 y 50 nm) y microporosos
(menores a 2 nm) (Nalwa, 2004). Dentro de los mesoporosos, se distinguen dos grandes
grupos: los basados en silice y los no siliceos. Entre los materiales siliceos mas
destacados se encuentran las familias MCM (Mobil Composition of Matter) y SBA (Santa

Barbara Amorphous).

Los materiales MCM fueron de los primeros en ser desarrollados, siendo el MCM-41 uno
de los mas representativos. Este se sintetiza mediante el uso de alquiltrimetilamonio
como agente surfactante. Segun la concentracion de dicho surfactante y las condiciones
de sintesis, se pueden obtener otras variantes estructurales como el MCM-48, con una
estructura cubica tridimensional, y el MCM-50, que presenta una estructura laminar
(Kumar et al., 2017). Posteriormente, Zhao et al. (1998) desarrollaron los materiales SBA,
los cuales se caracterizan por su elevada estabilidad térmica y mecanica, asi como por
sus estructuras de poros altamente ordenadas. En particular, las nanoparticulas SBA-15
(Santa Barbara Amorphous 15) presentan una estructura mesoporosa de silice
ordenada, compuesta por canales cilindricos paralelos dispuestos en un arreglo
hexagonal bidimensional, y paredes relativamente gruesas. Esta configuracion les otorga
una excelente estabilidad hidrotérmica y mecanica, superior a la de otros materiales

mesoporosos.

Gracias a estas propiedades, las nanoparticulas SBA-15 han demostrado ser altamente
versatiles en multiples aplicaciones, tales como catalisis, adsorcion de compuestos,
deteccidn quimica, inmovilizacion enzimatica y el desarrollo de sistemas de liberacion
controlada de farmacos (Dos Santos et al., 2013; Magafa-Lépez et al., 2022; Zhao et al.,
2005).

4.5.2 Nanoparticulas de diéxido de silicio como elicitores
Las NPs de SiO2 han demostrado efectos beneficiosos en plantas debido a sus

propiedades como la composicion quimica del material, el tamano y la morfologia, la
reactividad y la dosis (Magafia-Lopez et al.,, 2022). También se ha descubierto que

pueden actuar como protector, al proporcionar un sistema de defensa fisica y/o
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biogquimica ante la presencia de patégenos (Currie & Perry, 2007; Siddiqui & Al-Whaibi,
2014), también interviene en el crecimiento y desarrollo de las plantas en condiciones de
estrés (Matichenkov & Kosobrukhov, 2004).

4.5.3 Nanoparticulas de dioxido de silicio como elicitores de bacterias
solubilizadoras de fésforo

Las NPs actuan como eustresor en las bacterias, esto debido a sus propiedades unicas
que incluyen tamafo de poro ajustable, area superficial alta, facilidad de funcionalizacion
de la superficie, estabilidad fisica y quimica y alta biocompatibilidad y degradabilidad en
condiciones fisiolégicas (Hincapié-Rojas et al., 2020); esto provoca que se active su
mecanismo de defensa (Ferrusquia-Jiménez et al.,, 2022), y como consecuencia
aumenten su poblacion microbiana y solubilizan P (Rangaraj et al., 2014). De igual
manera se ha reportado que las NPs-SiO2 han mejorado la biomasa microbiana del suelo

y el contenido de nutrientes (Rajput et al., 2021).

4.6 Proceso de solubilizacion de fosforo organico a fésforo inorganico por
bacterias solubilizadoras de féosforo (MSF)

El proceso de solubilizacion del P organico a inorganico es realizada por
microorganismos solubilizadores de P, que juegan un papel crucial en la nutricion de las
plantas y en la dinamica del P en suelos agricolas, al facilitar su disponibilidad en formas
que las plantas pueden absorber. Estos microorganismos pueden actuar a través de dos
vias principales: la solubilizacion y la mineralizacién del P procesos que involucran
mecanismos bioquimicos distintos pero complementarios (Monroy Miguel, 2019; Ruiz-
Chutan et al., 2021).

Mineralizacion: Durante el proceso de mineralizacion del P, participan principalmente dos
tipos de enzimas: fosfatasas (acidas, neutras y basicas) y fitasas. Las fosfatasas acidas
no especificas desempenan un papel crucial al romper enlaces fosfodiéster o
fosfoanhidrido presentes en la materia organica, facilitando asi la liberacién del P
(Monroy Miguel, 2019). Por su parte, las fitasas tienen una funcién mas especifica, ya
que actuan sobre el acido fitico, la forma mas abundante de P organico, liberando fosfato

utilizable por las plantas (Menezes-Blackburn et al., 2013; Monroy Miguel, 2019).
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Los principales mecanismos mediante los cuales los microorganismos solubilizan el
fosfato mineral incluyen: la produccién de acidos organicos, que resulta de la respiracion
oxidativa o de procesos fermentativos microbianos; la generacion de protones,
relacionada con la asimilacion de NH4 y actividades respiratorias; y la sintesis de acidos
inorganicos y didxido de carbono (Billah et al., 2019; Monroy Miguel, 2019; Ruiz-Chutan
et al., 2021).

Los acidos organicos implicados en la solubilizacion del fésforo actuan en tres etapas

principales:

1. La liberacidn de protones durante la disociacion de estos acidos reduce el pH del

suelo, lo que favorece la disolucion de minerales fosfatados.

2. Las reacciones de quelacién ocurren cuando los aniones de los acidos organicos
intercambian grupos ortofosfato con fosfatos de calcio (Ca?*), hierro (Fe®*') y

aluminio (AIP*), liberando estos minerales en la solucion del suelo.

3. El intercambio de fosfatos que estan adsorbidos de forma no especifica en las

particulas sélidas del suelo por aniones derivados de los acidos organicos.
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5. HIPOTESIS

La biodisponibilidad del fésforo en composta de estiércol vacuno aumenta
significativamente con la incorporacién de nanoparticulas de silice; lo anterior debido a
la elicitacién de las nanoparticulas sobre la comunidad bacteriana, que promueve su
crecimiento poblacional generando un incremento en la liberacion de acidos organicos y

enzimas.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Aumentar la biodisponibilidad del fésforo en composta de estiércol vacuno mediante la
elicitaciéon de su comunidad bacteriana con nanoparticulas de silice, promoviendo su

incremento poblacional y solubilizacion de fésforo.

6.2 Objetivos especificos

Aislar de las fases mesofilicas del compostaje la microbiota solubilizadora de fésforo y
estimularla con las nanoestructuras de diéxido de silicio para analizar su actividad

especifica enzimatica y solubilizadora.

Evaluar el efecto de nanoestructuras de 6xido de silice en la construccién de un consorcio
de microorganismos solubilizadores de fosforo sobre su actividad especifica enzimatica

y solubilizadora.

Aplicar en composta madura la mayor concentracion de actividad especifica enzimatica
y de solubilizacién obtenida de la elicitacidon con nanoestructuras de éxido de silicio del
consorcio solubilizador de fosforo para incrementar el fésforo disponible para la

agricultura.
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7. METODOLOGIA

Ubicaciéon experimental
El experimento se llevo a cabo en dos ubicaciones diferentes. La sintesis y
caracterizacion de las nanoparticulas de silice se realizO en el laboratorio de
nanotecnologia del Campus Aeropuerto. Mientras tanto, la segunda etapa,
correspondiente al proceso de compostaje, se desarrollé en el area de gestion de
residuos organicos del campus Amazcala. Las pruebas microbioldgicas y la evaluaciéon
de la capacidad solubilizadora se efectuaron en los laboratorios del Centro de
Investigaciones Aplicadas en Biosistemas (CIAB). Todas estas actividades tuvieron lugar

en la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

7.1 Aislamiento de las fases mesofilicas del compostaje la microbiota
solubilizadora de fésforo y estimularla con las nanoestructuras de SiO. para

analizar su actividad especifica enzimatica y solubilizadora

7.1.1 Proceso de compostaje

El estudio se realizé en el Campus Amazcala, donde se lleva a cabo un proceso activo
de compostaje de residuos organicos. Segun Ortega-Torres et al. (2021), este proceso
se divide en cuatro etapas claramente definidas: una fase mesofilica inicial de
aproximadamente 10 dias, seguida por una fase termofilica que dura alrededor de 5
semanas, luego una fase de enfriamiento o mesofilica Ill de aproximadamente 2

semanas, y finalmente la fase de maduracion.

Para el experimento, se conformaron dos pilas de compostaje utilizando estiércol
procedente del establo lechero del campus. Cada pila estuvo conformada por lotes de
estiércol apilados con dimensiones de 2 metros de altura y 1 metro de ancho, y se
mantuvieron durante un periodo de 12 semanas. Se aplicaron en promedio 12 litros de
agua cada 3 a 5 dias para conservar una humedad adecuada, evaluada mediante la
prueba de humedad de puio. La aireacion se realiz6 manualmente una vez por semana,
y la temperatura se registré en cinco puntos: tres en diferentes profundidades centrales

y dos en los laterales (izquierda y derecha) durante todo el proceso (Alavi et al., 2017).
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7.1.2 Medios minimos solubilizadores y mineralizadores de fosforo utilizados

para el aislamiento

7.1.2.1 Medio de solubilizaciéon Pikovskaya (PVK)

Para la preparacion de este medio se mezcld: 10 g/L de glucosa; 5 g/L de Cas(POa4)2, 0,5
g/L de (NH4)2S0O4, 0,2 g/L de NaCl, 0,1 g/L de MgS0O47H:0, 0,2 g/L de KCI, 0,5 g/L de
extracto de levadura, 0,002 g/L de MnSO4H20, 0,002 g/L de FeSO47H20, 15 g/L de agar-
agar y 1000 mL de agua destilada, después se esterilizé la solucién en autoclave y se
guardo en refrigeracion durante 24 h. En una campana de flujo se colocaron 15 pL en

cajas de Petri y se guardaron en refrigeracion durante 24 h (Fig 1) (Pikovskaya, 1948).

: -
' b=
- # 1 # #
] - .
Colocar los reactivos Agregar agua MEZCIHU Lozreacﬁ\'os Colocar un»tapén
o G e destilada enun aguacor para esterilizar
magnético *
1 ?7"1;
h h e
. Colocar los
Colocar las cajas de Colocar el agar en materiales en la
Petri en una cajas de Petri autoclave

incubadora

Figura 1. Procedimiento de preparacion de medios minimos de fésforo.

7.1.2.2 Medio p-nitrofenil fosfato (NBRIP)

Para la preparacion de este medio se mezclo: 1.089 g de Tris, 1.035 g de acido maleico,
1.26 g de acido citrico, 0.567 g de acido bérico, agar al 3%, 450 ml de agua destilada y
42.435 mL de P-nitrofenil fosfato. Colocar 150 mL de la solucion en tres matraces y se
etiquetaron (acido, basico y neutro), después se modificé el pH con una solucién de
NaOH al 1 M, en las tres soluciones quedando 6 en acido, 7 en neutro y 9 en basico.

Después se esterilizaron las soluciones en autoclave y se guardaron en refrigeracion
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durante 24 h. En una campana de flujo se colocaron 15 pL de cada solucién en cajas de

Petri y se guardaron en refrigeracion durante 24 h (Fig 1).

Para la evaluacion enzimatica, cada muestra fue incubada en medios minimos liquidos
y posteriormente centrifugada a 10,000 rpm durante 5 minutos. Luego, se midi6 la
absorbancia del sobrenadante a 420 nm mediante un espectrofotometro UV-Vis, y los
resultados obtenidos se compararon con una curva estandar elaborada a partir de

soluciones diluidas en serie de p-nitrofenol.

7.1.3 Aislamiento de microorganismos solubilizadores de fosforo del proceso de

compostaje

Se tomaron muestreos de las etapas de compostaje fase 1 y 3 que consistia en tomar
muestras de 5 puntos de la composta, donde 3 puntos fueron de la division de la altura
de la composta y los otros 3 puntos fueron de la divisién de la longitud, estos se realizaron
con un sacabocados de 3 g, que nos dio un total de 10 g de muestra compuesta, que se
mezclé para la uniformidad. De cada muestra de composta de las fases 1y 3, se peso 1
g en una balanza analitica, luego se colocaron en tubos falcon estériles a los que se
anadieron 10 mL de agua destilada estéril (todo realizado por triplicado). Este
procedimiento se llevd a cabo dentro de una campana de flujo laminar. Se realizaron
diluciones seriadas hasta alcanzar una concentracion de 1x107°, de esta dilucion se
inocularon las cajas Petri con los medios minimos con 300 uyL de Pikovskaya (PVK) y
medio P-Nitrofenil fosfato (NBRIP) con pH &cido (A), neutro (N) y basico (B),
esparciéndose por toda la caja; se incubaron a 30 °C, y se analiz6é su crecimiento cada

24 h, hasta tener la caja completa de microorganismos solubilizadores de P (Fig 2).
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Figura 2. Proceso de aislamiento de los microorganismos solubilizadores de fosforo
de las fases mesofilicas del proceso de compostaje.

Posteriormente, los MSF que fueron aislados de una célula individual se colocaron en
cajas Petri sucesivas hasta tener el cultivo unico (Hii et al., 2020; Ortega-Torres et al.,
2021). Los aislados y analisis aqui desarrollados se triplicaron para ser estadisticamente

significativos.

7.1.4 Identificaciéon MSF aislados de las fases 1 y 3 del compostaje por medio de
tincion gram

Los microorganismos seleccionados y aislados (MSF) durante las fases 1 y 3 del
compostaje fueron identificados mediante la tincion de Gram. Esta técnica permite
diferenciar bacterias segun la composicion de su pared celular: las bacterias Gram
positivas, que cuentan con una capa gruesa de peptidoglicano, retienen el colorante
cristal violeta y se visualizan en color morado; por otro lado, las Gram negativas, que
poseen una pared mas delgada y una membrana externa, pierden el colorante durante
el proceso de decoloracion y se tifien de rosa debido a la safranina. Este procedimiento

se realizd en el laboratorio utilizando un microscopio 6ptico, con el objetivo de clasificar
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morfolégica y estructuralmente los microorganismos presentes en etapas clave del

compostaje

Para llevar a cabo la tincion, se tomé una pequefia muestra de bacterias con un asa
estéril y se extendioé sobre un portaobjetos limpio junto con una gota de agua estéril. La
muestra se dispersé de manera uniforme y se dejo secar al aire; posteriormente, se fijo
pasando el portaobjetos por la llama de un mechero. Se aplicé cristal violeta durante un
minuto, seguido de un enjuague con agua para eliminar el exceso. Luego, se anadidé lugol
(solucidon de yodo) durante un minuto y se enjuagé nuevamente. La muestra fue
decolorada con etanol durante 15 a 30 segundos, se enjuagd y finalmente se tiid con
safranina como colorante de contraste durante 30 a 60 segundos. Tras un ultimo
enjuague con agua, el portaobjetos se secd y se observo bajo un microscopio 6ptico con
objetivo de inmersion (100x), lo que permitié identificar la reaccion de Gram de las

bacterias presentes (Rodriguez & Arenas, 2018).

7.1.5 Elicitacion de los microorganismos solubilizadores de fosforo aislados del
compostaje con las nanoestructuras de SiO: para analizar su actividad especifica

enzimatica y solubilizadora.

Para la elicitacion de los microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF), se utilizaron
dos tipos de nanoparticulas (NP) de silice mesoporosa del tipo SBA-15: una en su forma
tradicional (denominada S) y otra modificada (denominada C). Ambas nanoparticulas
fueron proporcionadas por la Dra. Viviana Palos Barba. La principal diferencia entre
ambas radica en la longitud de la particula. Las nanoestructuras fueron sintetizadas
mediante el método sol-gel y caracterizadas morfologicamente mediante microscopia

electronica.

Inicialmente, los MSF previamente aislados fueron inoculados en tubos Falcon con LB
liquido durante 24 h a 30°C a 200 rpm en orbital MaxQ5000 modelo SHKA5000,
seguidamente, se tomé el 5% del volumen total y se transfirié a nuevos tubos Falcon con
LB liquido suplementado con las nanoestructuras S y C en concentraciones de 1, 10y
100 ppm. Las muestras fueron incubadas a 24 h a 30 °C a 200 rpm en un orbital, para

permitir la interaccion entre los MSF y las nanoparticulas. Posteriormente, se sembraron
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en medio soélido PVK y medio liquido NBRIP (A, Ny B). En PVK, se incubarona 30°C y
diario durante 6 dias se les midi6 los halos de solubilizacion. En NBRIP A, N y B, se
evalud la actividad especifica enzimatica a las 24 h de incubacion a 30°C a 420 nm en

un espectrofotdmetro, siguiendo la metodologia descrita por Ortega-Torres (2021).

Todas las pruebas se realizaron por triplicado para asegurar la confiabilidad de los
resultados. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA

con el fin de determinar la significancia de las diferencias entre los distintos tratamientos.

7.2 Evaluacion del efecto de nanoestructuras de SiO: tradicional y corta en
los por consorcios de microorganismos solubilizadores de fosforo,

mediante pruebas en actividad especifica enzimatica y solubilizadora

7.2.1 Pruebas de biocompatibilidad

Para evaluar la biocompatibilidad entre los 4 microorganismos seleccionados, se emple6
medio LB. Se seleccionaron las cuatro cepas bacterianas que mostraron los mejores
resultados en el objetivo anterior del estudio. A cada uno de los extremos de las cajas de
Petri de medio LB, se inocularon 10 pL de cada una de las cuatro bacterias. Las
inoculaciones se realizaron de forma que cada cepa se ubicara en un extremo diferente
de la caja, sin mezclarse entre si. Luego, las muestras se incubaron a 30 °C durante 72
horas. Al finalizar este tiempo, se llevé a cabo una observacion visual para detectar la
posible formacion de halos de inhibicidn alrededor de las areas de crecimiento de cada

cepa.

7.2.2 Pruebas de los consorcios de microorganismos solubilizadores de fésforo

elicitados con SBA15 tradicional y corta en mineralizacion y solubilizacién

Para esta prueba, primero los MSF fueron activadas por separado en caldo LB,
permitiendo su crecimiento durante 24 h a 30°C a 200 rpm en un orbital. Seguidamente,
se tomé el 5% del volumen total y se transfiri6 en nuevos tubos Falcon con LB liquido
suplementado con las nanoestructuras en S y C a una concentraciéon de 100 ppm. Estos
cultivos fueron incubados por separado durante 24 h a 30°C a 200 rpm en orbital para

permitir la interaccion entre los MSF y las nanoestructuras.
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Posteriormente, se formaron tratamientos de consorcios de MSF con nanoestructuras S
y C a 100 ppm, para se unieron los MSF en medio PDB y se dejaron incubando a las
mismas condiciones ya mencionadas, los tratamientos se pueden observar en la Tabla
2. A partir de estos consorcios, se tomo su sobrenadante y el MSF con el sobrenadante,
y se evalud su halo de solubilizacién en PVK durante 6 dias y su actividad especifica

enzimatica de las fosfatasas A, N y B durante 24 h.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados fueron analizados
mediante un ANOVA, seguido por la prueba de comparacion de medias de Tukey (p =
0.05), con el objetivo de identificar las diferencias significativas en los datos. Este analisis

se llevo a cabo utilizando el software Statgraphics version 19.

Tabla 2. Combinaciones para consorcios de los microorganismos.

Dosis Consorcio

C-100 ppm
PVK, A PP

NyB

S-100 ppm AB | AC | AD | BC | CD | BD | ABC | ACD | ABD | BCD | ABCD

Control

7.2.4 Identificacion de los MSF seleccionados del consorcio por 16 S

7.2.4.1 Extraccion de ADN

El primer paso consiste en incubar el pellet bacteriano con 1 ml de buffer Edward y
someterlo a sonicacion durante 30 minutos, lo que permite romper las membranas
celulares y liberar los acidos nucleicos. A continuacion, se eliminan las proteinas y otros
restos celulares mediante la adicion de una solucién para precipitar proteinas
Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 minutos y se recuperoé
el sobrenadante. Para precipitar los acidos nucleicos, se afiade 500 uL de isopropanol y
se deja reposar por 15 minutos, seguido de un lavado con etanol al 97% y una
centrifugacion a 12,000 rpm durante otros 15 minutos. Después, se retira
cuidadosamente todo el etanol, teniendo cuidado de no perder el pellet de ADN, y se
seca sobre papel absorbente durante 15 minutos. Por ultimo, se agrega agua destilada
y se mezcla hasta que el ADN se disuelva por completo.
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7.2.4.2 Calidad, cantidad y pureza del ADN extraido

Cada muestra de ADN extraido se midio utilizando un espectrofotdmetro Nanodrop 2000,
que proporciona la concentracion de ADN presente. Luego, se evalud la relacion
A260/A280 (donde 260 nm indica la absorcién del ADN y 280 nm la de las proteinas)
para determinar la pureza de las muestras en cuanto a la presencia de proteinas y sales.
Para valorar la calidad del ADN, cada muestra fue sometida a electroforesis en un gel de
agarosa al 2 %, aplicando una tension de 80 voltios durante 1 hora y 30 minutos. Este
procedimiento permite verificar la integridad del ADN, ya que un ADN de buena calidad
se manifiesta como bandas claras y definidas, mientras que un ADN degradado muestra

bandas difusas o fragmentadas.

7.2.4.3 Secuenciacion de ADN
La identificacion de los MSF se realiz6 a través de la secuenciacion del gen 16S rRNA..

El producto amplificado por PCR fue enviado al Laboratorio Nacional de Gendmica para
la Biodiversidad (LANGEBIO) en Irapuato, donde se realizé la secuenciacién utilizando
el método Sanger. Luego, las secuencias obtenidas se compararon con las bases de
datos de referencia del NCBI utilizando la herramienta BLAST, con el propésito de

identificar los microorganismos.

7.3 Aplicacion en composta madura del mejor consorcio MSF con la concentracion
de actividad especifica enzimatica y de solubilizacién obtenida en los resultados

anteriores para incrementar el fésforo disponible en la composta madura.

Para esta etapa del estudio, se seleccion6 el consorcio MSF (ABCD), y la nanoestructura
S a 100 ppm por tener mejor incremento en su actividad metabdlica de solubilizacion de
P. De este consorcio se formaron tratamientos con y sin nanoestructuras, como se
muestra en la tabla 3, los cuales fueron utilizados para su aplicacion en composta

madura.

Tabla 3. Descripcion de tratamientos del consorcio MSF (ABCD) aplicados a la composta
madura
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Descripcion Tratamiento

Consorcio elicitado ME
Sobrenadante elicitado SE
Consorcio elicitado + ME+SE
sobrenadante
Consorcio no elicitado M
Sobrenadante no elicitado S
Consorcio no elicitado + M+S
sobrenadante
Agua isotonica C

El proceso de aplicacion consistio en inocular los tratamientos en composta madura, se
hidrato a su capacidad de campo en una relacién 1:1 (volumen/peso composta). La
composta previamente fue cernida por una malla de 20 mesh para eliminar piedras y
material extrafo. La composta se extendié en platos para lograr una aplicacion uniforme
y absorcién de los tratamientos, los cuales fueron rociados en una proporcién del 20%,
y se ajustd la humedad con agua isoténica, de acuerdo con el protocolo establecido por
Ortega Torres et al. (2021).

La evaluacién de la composta madura se realizé mediante la determinacién de fésforo
total por el método de Bray, 1945 y fosforo Olsen por el método de Hunter en 1977,
analisis que fueron efectuados en el Laboratorio de Suelos del INIFAP, Centro

Experimental Bajio.

Todas las pruebas se llevaron a cabo por triplicado y los resultados fueron evaluados
mediante un ANOVA, seguido de una prueba de comparacién de medias de Tukey (p =
0.05), con el fin de analizar las diferencias presentes en los datos. Este analisis se realizd

utilizando Statgraphics versién 19.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Evaluacion de la actividad enzimatica y solubilizadora de microbiota
solubilizadora de fosforo aislada de las fases mesofilicas y estimulada con

nanoestructuras de SiO,

8.1.1 Proceso de compostaje

Durante el compostaje de las dos pilas de estiércol de vaca, se lograron aislar
microorganismos correspondientes a las fases mesofilicas del proceso. La primera
muestra fue tomada en la semana 3, momento en el que ambas pilas alcanzaron
temperaturas entre 25 a 35°C, correspondientes al rango caracteristico de la fase
mesofilica inicial. Posteriormente en la semana 7 se recolecté la segunda muestra,
cuando la temperatura de las pilas descendié nuevamente al rango mesofilico (25—
35°C). Finalmente, la composta fue dejada en maduracion hasta la semana 12. En
donde, se verifico que la composta habia alcanzado una adecuada estabilidad y
madurez. Esta condicién fue confirmada mediante la prueba del pufio, ademas de
observarse un color oscuro y un olor agradable, caracteristicas tipicas de un compost

maduro (Valencia, 2021).

8.1.2 Aislamiento e identificacion por tincion de Gram de los microorganismos

solubilizadores de fésforo de las fases mesofilicas del compostaje

Los microorganismos solubilizadores de P que se lograron aislar de la fase | (F1) fueron
11 y de la fase Il (F3) fueron 9 dando un total de 20 MSF; la mayoria se encontraron en
solubilizacién (PVK), de igual manera en la F1 no se encontrd alguno que liberara enzima

fosfatasa neutra, esto podria deberse a las diferencias del pH de la composta (Tabla 4).
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Tabla 4. Microorganismos solubilizadores de fésforo aislados de las fases mesofilicas del
proceso de compostaje en tincién de gram.

Forma Forma Resultado

macroscopica microscépica

F1P1 Gram +
Bacilos pequerios y

dispersos, violetas

F3P1 Gram +
Cocos y bacilos

cortos violetas

F1P3 Gram —
Bacilos rosados y

agrupados

F3P5 Gram —
Bacilos pequefios y

rosados
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F3P6

Gram —
Bacilos rosados y
empalizados

F1P5

Gram —
Bacilos,
diplobacilos y
estreptobacilos
rosados

F1P6

Gram +
Bacilos,
diplobacilos y
estreptobacilos
violetas

F3B1

Gram -
Bacilos rosados

F3N2

Gram —
Bacilos y
diplobacilos
agrupados




F3B2

Gram +
Cocos pequefios y
violetas

F3B4

Gram -

Bacilos y cocos
rosados

F3A1

Gram —
Bacilos y cocos
pequenos y
rosados

F3N1

Gram —
Bacilos,
diplobacilos y
estreptobacilos
rosados

F1B1

Gram —
Bacilos
empalizados y
estreptobacilos
rosados
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Algunos resultados relacionados con los aislados obtenidos son como el de Bhardwaj et
al. (2023), quienes, al realizar un proceso de compostaje con residuos solidos urbanos,
aislaron 15 bacterias en Agar Nutritivo, de las cuales 4 demostraron la capacidad de
solubilizar P en medio PVK donde midieron el indice de solubilizacion donde dos de las
bacterias mostraron solubilizar del 70 al 85 %. De manera similar, Swain et al. (2023)
aislaron 5 bacterias del género Bacillus subtilis a los 6 y 12 meses del compostaje de
estiércol de vacas, esto en Agar Nutritivo, estos microorganismos no solo mostraron
capacidad para solubilizar P en medio NBRIP, sino también liberar fosfatasas acidas y
alcalinas en medio P-Nitrofenil fosfato. Un hallazgo relevante fue la correlacion entre la
produccion de acidos organicos y la reduccién del pH del medio, lo que sugiere que un
aumento en la produccidon de estos compuestos favorece la solubilizaciéon del P. Ademas,
el uso de estiércol de vaca como sustrato, al igual que en el estudio de Swain et al.,
sugiere que este tipo de residuo organico puede ser una fuente importante de
microorganismos funcionales si se les da un seguimiento adecuado durante el proceso

de maduracion del compost.

8.1.3 Elicitacion de los microorganismos solubilizadores de fosforo aislados del
compostaje con las nanoestructuras de SiO; para analizar su actividad especifica
enzimatica y solubilizadora.

De los MSF aislados, solamente diez cepas presentaron su crecimiento en los distintos
medios selectivos del P, estas cepas fueron elicitadas con las NPs Sy C, y se midi6 su
actividad especifica enzimatica de fosfatasa acida, neutra y basica y el halo de
solubilizacion (Fig 3). Los resultados indican que las NPs no tienen un comportamiento
uniforme en la elicitacion de los MSF, debido a que se observa que varia por la

concentracion, el tipo y el microorganismo.
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Figura 3. Microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF) aislados del compostaje
con la capacidad metabdlica de solubilizar y mineralizar en cada pH y elicitados con
nanoestructuras de SiO2 SBA15 tradicional (S) y modificada (C). a) Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). b) halos de solubilizacion de fésforo en PVK (cm).
c) actividad especifica enzimatica fosfatasa acida (A) (U/mg de proteina). d) U/mg
de proteina de fosfatasa neutra (N). e) U/mg de proteina de fosfatasa basica (B).
Las diferencias significativas entre los tratamientos se explicaron por las diferentes
letras del alfabeto segun la prueba Tuckey con un valor de p < 0,05.

Las propiedades de las NPs de SiO, funcionan como elicitores en microorganismos, esto
se confirma en el resultado de la cepa F3P6 (figura 3b), con la S100 generd un diametro
de halo de solubilizacion tres veces mayor (3 cm) en comparacion con el control (0.9 cm).
Esto confirma lo reportado por Hincapié-Rojas et al. (2020). De forma similar, en otras

cepas MSF el didmetro del halo en sus controles vari6 entre 0.5 y 1 cm, en cambio, con
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la aplicacion de las NPs, el incremento fue de 1 a 2.5 cm (Fig. 3b). Estos resultados
indican que ciertas concentraciones de NPs fomentan una mayor produccién y liberacion
de acidos organicos involucrados en la solubilizacion del P, coincidiendo con lo reportado
por Ferrusquia-Jiménez et al. (2022), quienes observaron un halo de 4.6 cm con la
aplicacion de 100 ppm de NPs de SiO,, en comparacion con 3.6 cm en el control, siendo
la diferencia mayor 1 cm, similar a lo que se obtuvo, inclusive siendo mayor en algunos

de nuestros resultados.

Por otro lado, en cuanto a la actividad especifica enzimatica fosfatasa acida, los MSF
F3P4, F3N2 y F1B1 fueron las que presentaron concentracion mas alto (0.13a0.17 U/mg
de proteina) en comparacion con las demas MSF, que oscilaron entre 0.4 y 0.12 U/mg
de proteina. Asimismo, se constato que, en la mayoria de los casos, las NPs no afectaron
la produccion enzimatica, aunque hubo excepciones, como en F3P2, donde las NPs

provocaron una disminucion en su actividad fosfatasa basica (Fig 3e).

En cuanto a la produccién de enzimas fosfatasas neutra, en algunos MSF no se
detectaron diferencias significativas entre las NPs y el control (Fig 3d); sin embargo, al
igual que en los resultados anteriores, se evidencio un efecto sinérgico MSF como F3P3,
F3P6, F3N2 y F1B1 al aplicar 100 ppm de ambas NPs, se destacaron por presentar una
respuesta diferente frente a las NPs, mientras que en otras cepas se observaron efectos

adversos (Fig 3).

Con base en estos resultados, se seleccionaron cuatro MSF (F3P3, F3P6, F3N3y F1B1)
y una concentracién de 100 ppm. Esta seleccion se fundament6 en la observacion de
que la mayoria de los MSF no presentaron un comportamiento consistente frente a las
distintas concentraciones aplicadas; en cambio, los MSF seleccionados mostraron una
respuesta constante, diferenciada y destacada en solubilizacion y mineralizacion. La
eleccion de la concentracion a 100 ppm con la C y S porque fue la mas constante en el
incremento de su metabolismo relacionado con la mineralizacion y solubilizacion de P,
ya que otras concentraciones no generaron respuestas significativas ni un patron claro

de comportamiento en la actividad enzimatica ni en la liberacion de acidos organicos.
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8.2 Evaluacion del efecto de nanoestructuras de SiOz en la produccion de
enzimas y acidos organicos exudados por consorcios de microorganismos,
mediante pruebas con sobrenadantes, para determinar el tratamiento mas

efectivo

8.2.1 Pruebas de biocompatibilidad

En las pruebas de biocompatibilidad realizadas con los cuatro MSF seleccionados, donde
F3P3, F3P6, F3N3 y F1B1, se observo que ninguna de ellas presento halo de inhibicion.
Este resultado indica que los MSF no mostraron efectos adversos ni inhibitorios sobre
otras especies o en condiciones de contacto, o que sugiere que son biocompatibles en
las condiciones evaluadas. La ausencia de halos de inhibicion refuerza el potencial de
estas cepas para aplicaciones en ambientes donde la compatibilidad biolégica es un
factor clave, demostrando que no ejercen efectos inhibitorios sobre otros

microorganismos o estructuras (Fig 4) (Kotula et al., 2021).

Figura 4.. Pruebas de biocompatibilidad de los microorganismos solubilizadores de
fésforo de la construccion del consorcio ABCD.
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8.2.2 Pruebas de los exudados por los consorcios de microorganismos
solubilizadores de fosforo elicitados con nanoestructuras en mineralizacion y

solubilizacion

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas en varios consorcios en
comparacion con el control, especialmente con la S100; sin embargo, la respuesta varié

segun el consorcio y el tipo de nanoparticula (Fig. 5).
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Figura 5. Construccién de consorcio solubilizador de fésforo nativo del compostaje
elicitados con nanoestructuras de SiO2 SBA-15 tradicional (S) y modificada (C) en
una concentracion de 100 ppm. a) halo de solubilizacion. b) actividad especifica
enzimatica fosfatasa acida (A). c) actividad especifica enzimatica fosfatasa neutra
(N). d) actividad especifica enzimatica fosfatasa basica (B). Las diferencias
significativas entre los tratamientos se explicaron por las diferentes letras del
alfabeto segun la prueba Tuckey con un valor de p < 0,05.

En la Fig 5a se puede apreciar que S100 fue la que tuvo elicitacion en los diferentes

consorcios y en un caso como en el ABCD con S100 y como en AD no hubo elicitaciéon
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siendo el control el mayor; esto nos dice que de lo obtenido de las cepas aisladas al
construir consorcios no se comportan de una manera lineal, sino que es de una forma
especifica de cada consorcio, pero demostrando que las NPs utilizadas lograron su
efecto sinérgico. En las fosfatasas acidas se puede observar que el grupo BC con C100,
ABD y ABCD con S100 muestran elicitacion con respecto a los demas consorcios (Fig
5b). En la fosfatasa neutra el uso de las NPs muestra un incremento respecto al control
y un caso aislado de AB donde se observé lo contrario (Fig 5¢); y en la fosfatasa basica
de forma general se mantuvieron en el mismo rango la elicitacion con NPs que el control,

teniendo un caso aislado en BCD donde si hubo elicitacién C100 y S100 (Fig 5d).

El consorcio ABCD de forma general muestra un incremento y/o cercania a los mejores
resultados obtenidos; siendo que con la C100 presenté mayor halo de solubilizaciéon en
comparacion con los otros consorcios; y con la S100 se obtuvo en la actividad especifica
enzimatica fosfatasa A y N, y en B no hubo diferencia estadistica e igualdad mayoritaria
con los demas consorcios, siendo por esto el consorcio ABCD el seleccionado. De estos
resultados se puede analizar que, dependiendo el tipo de medio de cultivo, del
microorganismo o de la NPs sera el efecto sinérgico o inhibitorio. La aplicacién de la
S100 se puede apreciar que se mantiene constante la elicitacién en cada resultado en
comparacion con C100 y el control. El consorcio ABCD, mostré mayor estabilidad ante
la aplicacion de NPs, lo cual podria deberse a una que hay una interaccion sinérgica
entre los MSF donde puede estar favoreciendo su metabolismo, ya que se estan
sumando sus beneficios y esto esta favoreciendo a la solubilizacion del P (Diaz-
Chuquizuta et al., 2024) (Fig 5b y c).

8.2.3 Identificacion del consorcio

8.2.3.1 Extraccion de ADN

De la metodologia empleada se obtuvieron los resultados que se muestran en la
siguiente tabla donde se obtuvo una cantidad de 50 ul de ADN con la pureza descrita
(Tabla 6).

49



Tabla 5. Valores de calidad de ADN

Bacteria Hg/ml 260/230 260/280
F3P3 270+0.10 1,88+0.15 0,84810.15
F3P6 432+0.10 1,5£0.15 0,6+0.15
F3N2 305+0.10 1,284+0.15 2,05+0.15
F1B1 3.470+0.10 1,904£0.15 1,811+0.15

8.2.3.2 Resultados de secuenciacion de ADN
F3P3

Las secuencias de F3P3 analizadas fueron identificadas como Proteus vulgaris segun la
secuenciacion del gen del ADN ribosomal 16S (94% de identidad con Proteus vulgaris
en el analisis BLASTn).

F3P6

Las secuencias de F3P6 analizadas fueron identificadas como Proteus mirabilis segun
la secuenciacion del gen del ADN ribosomal 16S (97% de identidad con Proteus mirabilis
en el analisis BLASTn).

F3N2

Las secuencias de F3N2 analizadas fueron identificadas como Proteus mirabilis segun
la secuenciacion del gen del ADN ribosomal 16S (94% de identidad con Proteus mirabilis
en el analisis BLASTn).

F1B1

Las secuencias de F1B1 analizadas fueron identificadas como Proteus vulgaris segun la
secuenciacion del gen del ADN ribosomal 16S (48% de identidad con Proteus vulgaris
en el analisis BLASTn).
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8.3 Resultados de aplicar en composta madura la mayor concentracion de
actividad especifica enzimatica y de solubilizacion obtenida en los
resultados anteriores para incrementar el fésforo disponible para la
agricultura

En los resultados presentados la elicitacion de S100 y el consorcio logré una liberacion

de P disponible para las plantas hasta 3 veces mas que el control (Fig 7).
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Figura 6. Conversion del P Total a P Olsen en composta madura de las pruebas de
solubilizacién de fésforo, con agua desionizada como control (C), consorcio de los
cuatro microorganismos elicitados con nanoestructura de SiO2 tradicional con 100
ppm (ME), exudado del consorcio elicitado con nanoestructuras de SiO2 tradicional
con 100 ppm (SE), consorcio elictado con nanoestructuras mas sobrenadante
(ME+SE), consorcio sin nanoestructuras (M), sobrenadante del consorcio sin
nanoestructuras (S) y consorcio mas sobrenadante sin nanoestructuras (M+S). Las
diferencias significativas entre los tratamientos se explicaron por las diferentes letras
del alfabeto segun la prueba Tuckey con un valor de p < 0,05

Este incremento en la disponibilidad de P es consistente con informes anteriores, como
el de Ortega-Torres et al. (2021), quienes emplearon diferentes tratamientos incluidos un
coctel de enzimas fosfatasas vy fitasas de Pseudomona aeruginosa, dado que es un
microorganismo exégeno y la mejor forma de lograr la liberacion de hasta un 12% del P

total, fueron con sus metabolitos mencionados. En este este estudio se logro liberar hasta

51



el 21.75% del P total en composta madura, logrando esto al utilizar cepas nativas del
compostaje relacionados con el ciclo del P y al construir un consorcio con la posibilidad
de solubilizar y mineralizar, sumando los beneficios de los microorganismos y de sus
metabolitos (Diaz-Chuquizuta, et al., 2024). Unido a esto se adiciono la elicitacion con la
NPs SBA-15, esto se demostrd por los resultados de un céctel enzimatico de fosfatasas
y acidos organicos. De forma similar, este resultado suponemos que se debe a que las
cepas fueron aisladas del mismo compostaje logrando asi una mayor eficiencia de
actividad sobre los sustratos que no se habian utilizado o liberado en el proceso a

composta madura.
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9. CONCLUSION

Se aislaron microorganismos solubilizadores de P presentes en las fases mesofilicas del
proceso de compostaje, utilizando medios minimos de P (Pikovskaya y NBRIP basica,
neutra y acida). A partir de estos aislamientos, se obtuvieron 20 MSF, los cuales fueron
posteriormente elicitados con dos tipos de NPs SBA-15 tradicional y modificada,
evaluandolos en todos los medios mencionados para determinar su capacidad de
solubilizacién y mineralizacion de fésforo. De esta evaluacion, se seleccionaron diez
cepas que demostraron actividad positiva en los medios, de las diez cepas inicialmente
seleccionadas por su capacidad de solubilizacibn y mineralizacion, solo cuatro
respondieron positivamente a la elicitacion con ambas nanoestructuras. Las seis cepas
restantes fueron descartadas debido a la falta de respuesta favorable o a los efectos
negativos provocados por las nanoparticulas, las cuales inhibieron su actividad o
presentaron resultados inferiores en comparacion con los controles sin tratamiento. Entre
ellas, cuatro cepas destacaron por su alto potencial de solubilizacidn y mineralizacion,
con concentraciones de 100 ppm con ambas NPs. Con estas cepas se construyeron
consorcios microbianos para aplicar en composta madura. Los resultados revelaron que
la NP S tuvo un efecto mas favorable cuando se aplicé al consorcio ABCD, en
comparacion con los demas consorcios. Asimismo, al aplicar este consorcio en composta
madura, se logro solubilizar hasta tres veces mas fosforo que el control, alcanzando un
21.75% de solubilizacién de P total mediante la aplicacion de sus metabolitos. Este valor
supero lo reportado por Ortega-Torres, quien obtuvo una solubilizacion del 12 % en
condiciones similares. En conclusion, el efecto de las nanoestructuras sobre la actividad
microbiana depende de la interaccidon entre el tipo de MSF, la NP y la concentracion
aplicada. Estos resultados destacan el potencial del uso combinado de microorganismos

especificos y NPs para mejorar la biodisponibilidad del P en sistemas de compostaje.
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