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Resumen

Nutricionalmente, el fésforo es el segundo elemento mds importante para el crecimiento
y desarrollo vegetal, después del nitrégeno. Los fertilizantes quimicos no suelen proveer sufi-
ciente fosforo pues gran parte se precipita como compuestos insolubles que la planta no puede
asimilar, razén por la que se han considerado estrategias como la aplicacién de inoculantes
bacterianos que solubilicen este elemento en el suelo. En este trabajo se aislaron y caracteri-
zaron cepas bacterianas capaces de solubilizar compuestos inorganicos insolubles de fésforo
para hacer disponible el elemento para las plantas. En la evaluacion se consideraron rasgos
morfolégicos de las cepas, su habilidad para aprovechar 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato
como Unica fuente de nitrégeno y su capacidad para solubilizar fésforo en medio con sales
insolubles del elemento. También se evaluaron sus efectos sobre dos cultivos bajo diferentes
condiciones del sustrato y coinoculados con hongos micorricicos, en invernadero. Los exper-
imentos consistieron en arreglos factoriales completamente al azar. Los resultados mostraron
que la mayoria de las cepas pudieron aprovechar el ACC como fuente de carbono asi como
solubilizar fésforo en un medio con sales insolubles. Algunas de las cepas evaluadas tuvieron
efectos de promocion de crecimiento en ambos modelos vegetales y principalmente alter-
aron la distribucion de la biomasa en la planta. También se observaron cepas que interactaron
sinérgicamente con hongos micorricicos promoviendo el crecimiento de la raiz.

(Palabras clave: fosforo, bacterias solubilizadoras, ACC, hongos micorricicos, sorgo,
lechuga)



Summary

Nutritionally, phosphorus is the second element in importance for the plant growth and
development. Chemical fertilizers can not supply enough phosphorus because an important
amount precipitates in form of insoluble inorganic compounds which plants can not assimi-
late. In this work bacterial strains that can solubilize phosphorus insoluble compounds were
isolated and characterized. For the bacteria, morphological features, ability to use 1-amino-
cyclopropane-1-carboxilate (ACC) as sole nitrogen source and ability to solubilize phospho-
rus with insoluble salts of the element were considered. The effect of the strains on two crops
under different conditions of substrate and coinoculated with micorrhizal fungi, in green-
house, was also evaluated. Experiments were designed as completely randomized factorial
arrangements. Results showed that most of the strains could use ACC as sole carbon source
and solubilize phosphorus from media with insoluble salts. Some of the evaluated strains
promoted growth on both plant models mainly altering the biomass distribution. It was al-
so observed that some strains interacted sinergistically with the micorrhizal fungi promoting
root growth.

(Key words: phosphorus, solubilizing bacteria, ACC, micorrhizal fungi, sorghum, let-

tuce)
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I. Introduccion

El crecimiento y desarrollo de los seres vivos depende de la incorporacién de varios ele-
mentos a sus procesos bioldgicos y estructuras. El fésforo es el segundo macronutriente mas
importante, después del nitrégeno. Forma parte de la estructura de numerosas moléculas de
importancia metabdlica, genética, asi como de sefializacion y estructura por lo que una de-
ficiencia puede provocar trastornos en el desarrollo (Dietz y Foyer, 1986; Foyer y Spencer,
1986; Villee et al., 1998).Las plantas adquieren el fésforo por sus raices y su disponibilidad en
el suelo depende de varios factores. En general, es un elemento poco accesible debido al tipo
de ciclo biogeoquimico que presenta, en el que los reservorios son rocas fosfatadas de natu-
raleza insoluble (Arzuaga et al., 2005; Cajuste, 1980). Asi mismo en el suelo se presenta en
concentraciones tan bajas que se convierte en un factor limitante para el crecimiento vegetal
(Arcand y Schneider, 2006; Bieleski, 1973; Ferndndez et al., 2005; Goldstein, 1994). Aunque
pueden tomarse muchas estrategias para hacer disponible este elemento para las plantas, la
mayoria implica la aplicacion de fertilizantes fosfatados, cuyo uso excesivo ha mostrado ten-
er consecuencias poco amigables para el medio ambiente local e incluso para ecosistemas

alejados del sitio donde se hizo la aplicacién (Adesemoye et al., 2009; Bashan, 1998).

Entre los fertilizantes existen los denominados biofertilizantes, que se caracterizan por
contener microrganismos que tienen un efecto de promocion en el crecimiento y desarrollo
de la misma, razon por la que se las llama rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal o
PGPR (plant growth promoting rhizobacteria). Estos efectos pueden deberse a que aumentan
la disponibilidad de nutrientes para la planta hospedera o a que facilitan la colonizacién de
la misma por parte de otros microorganismos benéficos. Algunas PGPRs hacen disponible
el foésforo de compuestos insolubles que normalmente estaria fuera del alcance de la absor-
cion vegetal. A estas se las denomina bacterias solubilizadoras de fosfatos. Al aumentar la
disponibilidad de un elemento que resulta limitante para el crecimiento vegetal, estas bacte-
rias tienen un efecto benéfico sobre las plantas que colonizan y su aplicacion puede contribuir
a un manejo mads eficiente del fésforo. Ese detalle es importante en las précticas agricolas de
paises en desarrollo ya que, al ser de baja inversion, dificultan la adquisicion de fertilizantes,

plaguicidas y maquinaria agricola. Los recursos financieros del agricultor individual en un
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sistema de granja familiar también son bajos y los préstamos bancarios escasos. Eso explica
que las cosechas crecidas en granjas familiares de paises en desarrollo son, con frecuencia,
mucho mads reducidas que aquellas obtenidas en condiciones experimentales: la baja fertilidad

caracteriza a la agricultura de subsistencia (Bashan, 1998).

I.1. Justificacion

Ya que una parte primordial de la actividad agricola es brindar al cultivo los nutrientes
necesarios para su ptimo desarrollo, algunos autores abordan el asunto proponiendo el em-
pleo de microorganismos para la adquisicién y optimizacién en el uso de nutrientes por la
planta (Adesemoye et al., 2009), aunque esta practica no es nueva (Bashan, 1998). Bashan
(1998) seiniala la importancia de encontrar la mejor bacteria disponible si se considera la op-
cién de inocular un cultivo con bacterias benéficas. Dadas las condiciones de bajas concen-
traciones de fosforo soluble en suelos de naturaleza calcarea o aquellos que recién se forman
a partir de la roca ignea, cabria esperar que en ellos se presenten poblaciones bacterianas con
la capacidad de tolerar no sélo las condiciones de deficiencia, sino ademads, de aumentar la
disponibilidad del elemento en forma efectiva, como sefialan Zhu et al. (2007) y Jorquera et
al. (2008).

Dado el potencial que presenta para México el desarrollo y aplicacion de esta tecnologia
para mejorar la produccion agricola resulta justificado el aislamiento y evaluaciéon de mi-
croorganismos capaces de optimizar los procesos de fertilizacion en la agricultura, mas atn
cuando en nuestro pais, las condiciones socioeconémicas no favorecen el uso extensivo de
fertilizantes quimicos por la mayor parte de la poblacién dedicada a esta actividad productiva.
Asi mismo, aislar microorganismos de suelos que, de forma natural, presentan condiciones
de deficiencia de fésforo soluble, puede proveer de material biolégico apropiado para el de-
sarrollo de férmulas que contribuyan a un mejor aprovechamiento de este elemento.

Por eso, en el presente trabajo se aislaron bacterias solubilizadoras de fosforo aisladas de
la rizosfera de suelos calcareos y se caracterizaron junto con bacterias procedentes de rizos-
feras de suelos igneos, agricolas y de bosque de encino. La caracterizacién incluyé rasgos
morfoldgicos tanto macro como microscopicos, la habilidad para solubilizar in vitro fuentes
insolubles de fésforo inorgdnico y la habilidad para metabolizar 1-amino-ciclopropano-1-
carboxilato como tnica fuente de nitrégeno. También se montaron ensayos en invernadero,
usando sorgo y lechuga, para determinar in vivo si la aplicacion de las cepas producia efectos
de promocion de crecimiento y si existia interaccidon con otros microorganismos benéficos.
Dichos efectos se midieron en funcién de variables agrondmicas y fisiol6gicas medidas en

los modelos vegetales.




II. Revision de literatura

I1.1. El fosforo

En Ia tabla periddica, el foésforo, cuyo simbolo es P, se clasifica como un no metal. Fue
descubierto en 1669 por Henning Brand, un comerciante y alquimista alemén. El nombre
proviene del griego “phos"=luz y “phoros"=el que lleva. Este elemento puede existir en varios
estados de oxidacidn, que varian del -3, como en la fosfina (PH3), hasta el estado oxidado
+5, del ortofosfato (POf). En la naturaleza se presenta en minerales de la familia de las
apatitas: Cag(POy)¢ - CaX,, donde X= F, Cl u OH, que son componentes principales de la
roca fosforada amorfa (Cotton y Wilkinson, 1976).

Aunque se ha prestado poca atencion a las transformaciones inorganicas del fésforo, en
comparacion con el nitrdgeno, hay algunas evidencias de cambios catalizados bioldgicamente
en el estado de oxidacién de este elemento. Cuando se agrega fosfito (una forma reducida de
fésforo: PO3 3) al suelo, su concentracion tiene a disminuir, mientras que la del fosfato (POf)
tiene un incremento. Esta oxidacion es meramente biolégica dado que deja de ocurrir cuando
se adiciona un inhibidor biolégico, como el tolueno. Los microorganismos en el suelo pueden
utilizar ambas formas de fésforo, pero las bacterias utilizan preferentemente el PO,? (Cotton
y Wilkinson, 1976; Martin, 1980).

I1.1.1. Ciclo del fosforo

Se considera que el elemento es de ciclo cerrado, también llamado sedimentario, porque
sus mayores depdsitos o reservorios, se encuentran en forma de rocas fosféricas. A diferencia
de otros elementos, como el nitrégeno que tiene su reservorio en la atmdsfera, el fosforo
presenta un ciclo muy lento y para que algunos depdsitos sean accesibles a las plantas y
otros organismos se requieren levantamientos geoldgicos que expongan las rocas fosforicas
a la erosion. Estas rocas son minerales primarios y secundarios como la variscita, strengita,
hidroxiapatita, flourapatita y fosfatos di y tricélcicos. El intemperismo, es decir la erosién

edlica e hidrica, asi como la accion de microorganismos solubilizadores de fosfato inorgénico
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liberan el fésforo a la solucidn soluble del suelo. Es alli donde muchos microorganismos y
plantas lo absorben e integran a sus estructuras biolégicas. Al morir, la materia orgédnica
de cualquier organismo se convierte en un reservorio de fésforo que, mediante la accién de
enzimas fosfatasas microbianas, es liberado nuevamente a la solucién del suelo. Este proceso
se llama mineralizacion (Arzuaga et al., 2005; Cajuste, 1980; Villee et al., 1998).

Al ser absorbido por plantas o microorganismos, al morir éstos, al solubilizarse por in-
temperismo o por accién microbioana a partir de materia orgdnica e inorganica y al precipitar
en formas insolubles, el fosforo se mueve en el ecosistema. En el ecosistema marino también
existe un reciclaje del fosforo ya que los organismos mantienen este elemento circulando gra-
cias a que migran a lo largo de la columna de agua. El f6sforo en solucién es absorbido por
algas y otros organismos que conforman el plankton. La fraccién que llega a la zona bent6ni-
ca, también llamada piso ocednico, es aprovechado por los organismos de las profundidades.
Una parte de este elemento es llevado, de nuevo, cerca de la superficie gracias a las migra-
ciones en la columna de agua. Las aves marinas llevan parte del fésforo de estos ecosistemas
tierra adentro, donde los microorganismos son los principales movilizadores este elemento
(Cajuste, 1980; Madigan et al., 2006; Villee et al., 1998).

I1.1.2. Importancia biologica del fésforo

Numerosas estructuras de los seres vivos presentan fosforo. Se encuentra en el dcido des-
oxirribonucléico, ADN, y el 4cido ribonucléico, ARN, formando parte del esqueleto de la
cadena de nucledtidos. Estd presente en la estructura de los fosfolipidos, los cuales son esen-
ciales en la composicion de las membranas celulares. Agregar un fosfato a un compuesto par-
ticular lo energiza facilitando varias reacciones quimicas vitales para el metabolismo celular.
También se encuentra en un tipo particular de nucleétidos que participan en tales reacciones
de transferencia de energia, de los cuales el de adenosina es el mds abundante: el trifosfato
de adenosina, ATP (adenosine triphosphate). El monofosfato de adenosina, AMP (adenosine
monophosphate), actia como una molécula senalizadora que regula varios procesos celulares.
Otros nucledtidos importantes en las reacciones de obtencién de energia son el dinucleétido
de nicotinamida y adenina, NAD™ (nicotinamide adenine dinucleotide), el fosfato de dinu-
cleétido de nicotinamida y adenina, NADP* (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
que tiene una estructura muy similar al NAD™ pero con un fosfato extra que no participa de
manera directa en la transferencia de energia y el dinucledtido de flavina y adenina, FAD
(flavin adenine dinucleotide) (Villee et al., 1998).

Existen algunos trabajos que evidencian la importancia del fésforo en la fisiologia de las
plantas. Por ejemplo, Foyer y Spencer (1986), encontraron que la deficiencia de fésforo en la

fertilizacion de cebada, espinaca y soya estuvo relacionada con una disminucion significativa

4
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del fésforo inorgénico foliar, de la tasa fotosintética y de la proporcidn sacarosa/almidén en
las hojas. La tasa fotosintética se refiere a la captacion o fijacion de CO, por la planta. Los
autores destacaron que ésta se vio inhibida en las plantas a las que no se suministré fésforo.

Siguiendo una linea similar Dietz y Foyer (1986) estudiaron las relaciones entre la con-
centracion de fosforo insoluble foliar, la fijacion de CO, y los niveles de metabolitos fosfori-
lados en espinaca y en cebada. Encontraron que la tasa fotosintética fue inhibida en plantas
con deficiencia de fésforo y que, conforme mds prolongada fuera ésta, mas severa era la in-
hibicién. En las hojas, los metabolitos fosforilados estaban en bajas concentraciones como
resultado de la deficiencia de Pi.

En otro estudio, esta vez de campo, Raaimaker et al. (1995) encontraron respuestas simi-
lares a la escasez de fosforo. Los autores estudiaron un bosque lluvioso en Guyana, con suelos
acidos bajos en fésforo, para determinar si la disponibilidad de este elemento limita la foto-
sintesis de los drboles en ese ecosistema, en mayor grado que el nitrégeno. Encontraron que
el contenido de fésforo foliar tuvo mayor influencia sobre la capacidad fotosintética que el
contenido de nitrogeno foliar. También determinaron que la capacidad fotosintética dependi6
mads del contenido de fésforo y nitrogeno que de la cantidad de luz.

A nivel nutrimental, la importancia del fésforo para los seres vivos radica en los procesos
que desempefian las moléculas de los que forma parte. Particularmente, el metabolismo veg-
etal depende en gran medida de este elemento debido, en parte, a su papel en reacciones de

transferencia de energia.

I1.1.3. El Fésforo en la agricultura

El crecimiento y desarrollo vegetal se ve limitado principalmente por nitrogeno y después
por fosforo debido a la presencia de estos elementos en el suelo (Ferndndez et al., 2005;
Kochian et al., 2004; Rodriguez y Fraga, 1999) . En el suelo, Rodriguez y Fraga (1999) men-
cionan que el fosforo total se presenta en niveles que van de 400 a 1200 mgssforo/KEsueios
mientras que Cajuste (1980) sefiala que los niveles tienen un rango mayor: de 200 a 5000
ME¢sstoro/KEsueto- El fOsforo asimilable por las plantas se presenta en la solucién del suelo
en forma de aniones ortofosfato, predominantemente H,PO; y HPO,?. En posteriores men-
ciones, se considerara fosfato inorgdnico u ortofosfato al anién H,PO,, aunque el término
es mds amplio. El nivel fésforo asimilable es menor que el de fosforo total: Bieleski (1973)
menciona que, tipicamente, la solucion del suelo contiene =~ 0.063 mggssoro/L y Goldstein
(1994) afirma después que, en suelos fértiles, las concentraciones de este tipo de fésforo, en
la solucién del suelo, raramente superan 0.319 mgssoro/L. Ferndndez et al. (2005) sefialan
que el rango va desde 5 a 30 mg¢sstoro/kEsueto Y Arcand y Schneider (2006) parecen coincidir

al sefialar que sélo del 1 al 5 % del fosforo total estd disponible para la asimilacion vege-
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tal, es decir, tomando los valores menos conservadores de Cajuste (1980), el rango va de
2-10 mgsstoro/KEsueto (1 %) hasta 50-250 mggsstoro/KEsueto (5 %). Esta informacion parece con-
tradictoria pues los primeros dos autores mencionan un valor mucho menor. Bieleski (1973)
menciona que el dato que provee deriva de muestreos hechos en los Estados Unidos y Gold-
stein (1994) también hace referencia a los suelos de ese pais. Por su parte, Fernandez et al.
(2005) hicieron su estudio en territorio argentino por lo que es posible que el dato se obtu-
viera a partir de muestras de ese pais. Las diferencias también pueden deberse a los métodos
usado por los autores para determinar la concentracion de fésforo insoluble. Atn asi, todos

coinciden en que se trata de un elemento limitante en el suelo.

La baja disponibilidad se debe a que algunas sales de fésforo son poco solubles bajo cier-
tas condiciones de pH y a que algunos elementos en el suelo pueden fijarlo, extrayéndolo asi
de la fraccion soluble. Estas deficiencias en la disponibilidad de fésforo limitan la produccion
agricola. La situacidn se agrava en sitios donde los fertilizantes convencionales estdn inacce-
sibles (Arcand y Schneider, 2006; Bashan, 1998; Bieleski, 1973; Cajuste, 1980; Ferndndez et
al., 2005; Kochian et al., 2004; Rodriguez y Fraga, 1999).

Los fendmenos de fijacion y precipitacion del fésforo son altamente dependientes del pH
y del tipo de suelo, Cajuste (1980) afirma que incluso la temperatura afecta la disponibilidad
de este elemento. En suelos dcidos el fésforo es fijado por 6xidos libres e hidréxidos de alu-
minio y fierro, mientras que en suelos alcalinos se precipita como sales de calcio (Anénimo,
1999; Rodriguez y Fraga, 1999).

Aun asi, la mayor parte de los suelos agricolas contienen reservas grandes de este ele-
mento, aunque en forma insoluble, y de ellas, una cantidad respetable es consecuencia de la
aplicacion regular de fertilizantes fosfatados (Rodriguez y Fraga, 1999). Por poner un ejem-
plo, Barraco et al. (2007) evaluaron dos formas de aplicacion de fésforo como fertilizante y
tres niveles de aplicacion en cultivos de maiz de diferentes localidades de la Pampa argenti-
na, a saber: 11, 22 y 44 kggsstoro/ha. Sin embargo, las aplicaciones pueden ser mayores. En las
practicas agricolas extensivas manejan grandes cantidades de fertilizantes quimicos conven-
cionales que son costosos y tienen efectos adversos sobre los mantos acuiferos, cuerpos de
agua superficiales, ecosistemas locales e incluso regionales (Adesemoye et al., 2009; Bashan,
1998).

También hay informacién que indica que los fertilizantes convencionales tienen poca efi-
ciencia de uso pues s6lo una porcion de los nutrientes aplicados son absorbidos por las plantas
(Fernéndez et al., 2005). Por citar un ejemplo, Cajuste (1980) menciona que sélo del 10 al
15 % del fésforo aplicado anualmente, es aprovechado por el cultivo, y Rodriguez y Fra-

ga (1999) senialan que fertilizantes como el stiper fosfato contienen calcio suficiente como
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para precipitar mds de la mitad de su propio fosforo en forma de fosfato dicélcico o fosfato
dicélcico dihidratado.

Arzuaga et al. (2005), Madigan et al. (2006) y los autores antes citados observan que,
dado que el metabolismo microbiano es capaz de liberar el fésforo atrapado en compuestos
insolubles, resulta importante considerar el uso de microorganismos para aprovechar eficien-

temente este elemento.

II.2. Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal

La rizésfera es el volumen de suelo que rodea a las raices y que estd influenciado quimica,
fisica y bioldgicamente por las raices de la planta (Lugtenberg y Kamilova, 2009; Madigan
et al., 2006). Las raices vegetales secretan gran cantidad de azicares (del 5 al 21 % del car-
bono que fijan) , asi como aminoécidos, hormonas, vitaminas y dcidos orgénicos (Lugtenberg
y Kamilova, 2009), lo que genera un ambiente adecuado para la proliferacion de muchos mi-
croorganismos (Madigan et al., 2006; Podile y Kishore, 2006).

Los microorganismos que colonizan la rizésfera pueden ser parasiticos, de vida libre o
saprofitos y su diversidad es dindmica, con cambios en la estructura y abundancia de especies
(Podile y Kishore, 2006). Una fraccion importante de los microorganismos asociados a rizos-
fera beneficia a las plantas que coloniza ya que estimula su crecimiento y desarrollo ademas
de prevenir la colonizacién de microorganismos que afecten su salud. En el trabajo de Kloep-
per y Schroth (1978), los autores acufaron el término PGPR a las bacterias que tienen ese
tipo de efectos (Podile y Kishore, 2006; Rodriguez y Fraga, 1999). Se puede definir a las
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, en términos muy generales, de la siguiente
forma: microorganismos bacterianos que habitan la rizésfera y que, por diferentes mecan-
ismos, tienen un efecto benéfico en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Lugtenberg
y Kamilova, 2009; Madigan et al., 2006; Podile y Kishore, 2006; Rodriguez y Fraga, 1999).
Sin embargo, estos efectos pueden ser especificos para ciertas plantas hospederas.

Las PGPRs pueden beneficiar a su anfitrion mediante mecanismos que pueden clasificarse

en dos categorias segun el efecto que tiene sobre el hospedero:

La directa es en la que la rizobacteria aumenta la adquisicion de nutrientes de la planta, tales
como el fésforo, el nitr6geno, el potasio, etc. o la estimula a nivel hormonal (Kang et
al., 2010; Loon, 2007; Lugtenberg y Kamilova, 2009; Podile y Kishore, 2006; Saleem
et al., 2007).

La indirecta es en la que la rizobacteria elimina el efecto nocivo de un patégeno en la planta

por mecanismos que van desde la competencia con el patégeno por nutrientes hasta

7



II.2. BACTERIAS PROMOTORAS CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

la induccidn, en la planta, de respuestas de resistencia contra el mismo (Kang et al.,
2010; Loon, 2007; Lugtenberg y Kamilova, 2009; Podile y Kishore, 2006; Saleem et
al., 2007).

Un ejemplo de promocion por la via directa es la regulacién de los niveles de etileno
dentro de la planta. El etileno tiene varios efectos durante la vida de una planta, pero en
condiciones de estrés abidtico y/o bidtico sus efectos suelen ser adversos para el crecimiento
y el desarrollo. En cualquier condicién de estrés la planta tiende a aumentar la concentracién
de etileno, tanto fuera como dentro de ella, mediante una ruta metabdlica en la que el 1-
aminociclopropano-1-carboxilato, ACC es oxidado formando etileno, CO, y cianuro. Se han
aislado rizobacterias que tienen la habilidad de degradar el ACC con lo que no sélo evitan
que los niveles de etileno crezcan sino que ademads obtienen una fuente adicional de nitrégeno
(Glick y Penrose, 2004; Kausar y Shahzad, 2006). La enzima bacteriana que degrada el ACC
se llama ACC- desaminasa y la reaccidn que cataliza produce a-cetobutirato y amonio.

Aunque la habilidad de solubilizar el fésforo y la de degradar el ACC in vitro pueden
considerarse como rasgos de promocion, Cattelan et al. (1999), afirman que eso no garantiza
que se trate de una PGPR.En sus resultados observaron que rizobacterias capaces de pro-
ducir ACC desaminasa y, en menor grado, 5-1,3-glucanasa, sideréforos o aquellas capaces
de solubilizar fésforo in vitro, pueden aumentar el crecimiento temprano de soya en suelo no
estéril.

Los resultados de Figueiredo et al. (2008) sugieren que las PGPRs tienen mejores efectos
en asociacion con otras bacterias, a lo que se denomina consorcio. Los autores encontraron
evidentes ventajas en el uso de bacterias de los géneros Bacillus y Paenibacillus coinoculadas
con Rizobium tropici ya que la combinacién produjo una mayor acumulacién de nitrégeno en
la planta gracias a la estimulacion de la nodulacidn, que permitié un aumento en la fijacién
de nitrégeno.

Posteriormente, los resultados de Adesemoye et al. (2009), cuyo trabajo se enfoc6 al tema
de la optimizacién de nutrientes, mostraron que los consorcios produjeron un crecimiento y
cosecha mayores con una menor aplicacion de fertilizantes. La evidencia que obtuvieron
pareci6 soportar su hipdtesis de que los consorcios pueden permitir una reduccion en los

suministros de nitrégeno, fésforo y potasio.

I1.2.1. Bacterias solubilizadoras de fosfatos

Existen numerosos trabajos que han examinado la habilidad de diferentes especies bacte-
rianas y fingicas para solubilizar compuestos de fésforo inorgdnicos que son insolubles, y por

tanto, no asimilables por la planta. Entre los géneros bacterianos que se sabe pueden solubi-
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lizar fosfatos inorgdnicos de baja solubilidad podemos mencionar a Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Agrobacterium, Acinetobacter, Azospirillum, Serratia, Alcaligenes, Arthrobac-
ter, Flavobacterium, Burkholderia, Aerobacter, Enterobacter, Achromobacter, Microccocus
y Erwinia (Rodriguez y Fraga, 1999; Vassilev et al., 2006). Debido al rico ambiente que
presenta la rizdsfera, es alli donde encontramos las mayores concentraciones de este tipo
de bacterias, en comparacion con suelos que estin fuera de ella (Arcand y Schneider, 2006;
Fernandez et al., 2005).

En varios trabajos se han aislado y caracterizado bacterias solubilizadoras de fésforo
provenientes de rizésfera de diversas especies vegetales. Por ejemplo Ferndndez et al. (2005)
estudiaron la habilidad, para solubilizar fosfatos, de diferentes grupos bacterianos y cepas
de Bradyrhizobium sp. aislados de suelos soyeros. Lo hicieron en funcién del tamafio de los
halos que las cepas generaban al crecer en un medio con fosfatos insolubles como fuente de
foésforo y del porcentaje de fosfato solubilizado en medio liquido.

También Jorquera et al. (2008) llevaron a cabo un aislamiento de fosfobacterias mineral-
izadoras y solubilizadoras de f6sforo inorganico de rizésferas de centeno, trébol, trigo, avena
y lupino en suelos volcédnicos y las seleccionaron con base en su capacidad para utilizar tanto
fitato de sodio como fosfato de calcio en medio sélido. El estudio revelé que las plantas de
pastura tienen, predominantemente, bacterias mineralizadoras, mientras que en cultivos pre-
dominan las bacterias solubilizadoras. Las cepas seleccionadas también mostraron una alta
liberacion de fésforo comparadas con suelos no inoculados. La adicién de glucosa influencié
la capacidad de algunas de las cepas para liberar el f6sforo inorganico a la fraccidn soluble.

Por su parte, Calvo-Vélez et al. (2008) evaluaron las poblaciones de microorganismos
en rizésfera de papa en dos regiones altoandinas con caracteristicas climaticas, edafoldgi-
cas, manejo agricola y de altitud diferentes. Concluyeron que las poblaciones microbianas
en rizosfera pueden estar influenciadas por el pH, la altitud, la temperatura y el fésforo
disponible. Observaron, por ejemplo, que la poblacion de Azotobacter spp. se vio favore-
cida con la fertilizaciéon quimica de fésforo mientras que la de Bacillus spp. se vio afectada

negativamente en suelos con dicha fertilizacion.

11.2.1.1. Mecanismos de solubilizacion de fosfatos insolubles

Los mecanismos que muchas bacterias emplean para solubilizar compuestos insolubles
de fésforo son varios. El méds estudiado ha sido la acidificacién de la rizésfera mediante la

secrecion de dcidos orgédnicos. A continuacion se describen dichos mecanismos:

La acidificacién del medio permite la liberacion de fosfato en condiciones alcalinas, medi-
ante sustitucién del H* por Ca*2. Algunos de los principales dcidos organicos produci-

dos por bacterias solubilizadoras son el acido glucénico y el dcido 2-cetoglucénico,

9



II.2. BACTERIAS PROMOTORAS CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

pero también se producen los dcidos lactico, isovalérico, isobutirico, acético, glicélico,
oxalico, maldnico y succinico (Rodriguez y Fraga, 1999). Los 4cidos organicos no son
la Unica estrategia pues algunas bacterias liberan acidos sulftirico y nitrico producidos
durante la actividad quimioautétrofa oxidante de amonio y azufre, como es el caso de
bacterias del género Thiobacillus (Arcand y Schneider, 2006; Ferndndez et al., 2005;
Martin, 1980; Rodriguez y Fraga, 1999; Vassilev et al., 2006).

La excrecién de H*, protones que participan en la sustitucién del Ca*? con lo que se libera el
fosfato de las apatitas, por ejemplo. Al respecto, hay evidencia de que este mecanismo
estd relacionado con la asimilacion de cationes relacionados con la fuente de nitrégeno
(Arcand y Schneider, 2006; Rodriguez y Fraga, 1999). Este mecanismo implica tam-

bién una acidificacién del medio, pero esta vez por excrecion de protones.

La secrecion de sustancias quelantes es otra manera en que las bacterias solubilizan el fos-
foro del sustrato. Los aniones de los dcidos organicos pueden solubilizar fésforo a
través de reacciones de quelacion, que son reacciones en las que se forman 2 o maés
enlaces coordinados entre moléculas anidnicas o polares, y un cation, resultando una
estructura de anillo, también denominada complejo. Los aniones de dcidos orgdnicos,
con sus grupos hidroxilo y carboxilo, son capaces de formar complejos estables con
cationes tales como el Ca*?, Fe*?, Fe*3, y Al*?, que comtinmente estdn unidos con

fosfato en compuestos insolubles (Arcand y Schneider, 2006).

Las reacciones de intercambio de ligandos favorecen la permanencia del fosfato en solu-
cioén. Los ligandos compiten con el fésforo por los sitios de adsorcidn en las superficies
cristalinas de Fe(OH); y AI(OH);. Los aniones de acidos orgdnicos pueden deadsor-
ber el fosfato de superficies minerales ya que lo extraen de su asociacién con 6xidos e
hidréxidos de aluminio, fierro y calcio mediante la formacion de complejos con estos
metales (Kochian et al., 2004). El citrato es el 4cido que mds favorece este intercambio
ya que aumenta la disponibilidad de f6sforo en suelos con pH 4cidos (Arcand y Schnei-
der, 2006) en los que la baja disponibilidad de fésforo se debe que los hidréxidos de

fierro y aluminio capturan a dicho elemento (Rodriguez y Fraga, 1999).

Los 4cidos organicos pueden actuar de diferentes formas para solubilizar el fésforo. La
manera en que son excretados estos compuestos, como dcido o como anion, determina el
mecanismo que la bacteria usa para solubilizar el fésforo en la rizésfera.

Hay que considerar que la capacidad para solubilizar fésforo no es excluyente de otros

mecanismos de promocion de crecimiento. Una bacteria promotora de crecimiento puede
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serlo gracias a diferentes mecanismos por los que beneficia a su hospedero vegetal. Exis-
ten cepas que ademds de ser capaces de solubilizar fésforo, también producen fitohormonas,
sider6foros y ademds, presentan antagonismo con uno o varios patdégenos de plantas (Ro-

driguez y Fraga, 1999).

I1.2.1.2. Bacterias de apoyo micorrizico

Se han hecho observaciones de bacterias promotoras que interactian sinérgicamente con
hongos micorricicos, por lo que se las denomina bacterias de apoyo micorricico (mycorrhizal

helper bacteria) (Rodriguez y Fraga, 1999).

Al respecto se puede mencionar la publicacién de Azcén-Aguilar et al. (1986), en la que
describen un estudio de las interacciones entre hongos micorricicos (HM) y bacterias solubi-
lizadoras de fosfato (BSF) utilizando el poco soluble **P-**Ca-fosfato tricilcico en Glycine
max - Rhizobium japonicum, en un suelo calcareo neutro. En los resultados, destaca que la in-
feccion del hongo micorricico se vi6 incrementada cuando se coinoculaba con BSF en todos

los tratamientos de fertilizacion.

En una publicacion posterior, Toro et al. (1997) observaron resultados similares. Evalu-
aron el efecto interactivo de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) y HMs en el uso veg-
etal de fosforo en suelos con baja disponibilidad del elemento. Encontraron que las rizobac-
terias se comportaron como bacterias de apoyo micorricico ya que promovieron el establec-
imiento de los HM, tanto nativos como introducidos, ain y con la disminucién poblacional
de las bacterias en el suelo. También observaron que la coinoculacion de Glomus intraradices
y Bacillus subtilis incrementd significativamente la biomasa y la acumulacién de nitrégeno y

fosforo en los tejidos de la planta.

El mecanismo propuesto por el que las bacterias solubilizadoras de fosfatos contribuyen
a una mayor formacién de micorriza es el aumento el fésforo disponible en la rizésfera. Se
sugiere que esto puede funcionar como un elemento quimiotdxico que estimula al hongo a
infectar la raiz de la planta. Adicionalmente se favorece la explotacion de fuentes insolubles
de fésforo y se aumenta la absorcion del mismo por la planta gracias al aumento en el drea
radical que genera el puente micorricico (Adesemoye et al., 2009; Rodriguez y Fraga, 1999;
Vassilev et al., 2006).

Con todo lo anteriormente expuesto y dado el potencial que representa para la agricul-
tura el uso de microorganismos que mejoren la produccion agricola en condiciones de baja
fertilidad a menor costo, se considera que el aislamiento y evaluacién de microorganismos
capaces de optimizar los nutrientes en el suelo parece un asunto que debiera atenderse y

desarrollarse en México, mas aun cuando las condiciones socioecondmicas no favorecen el
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uso extensivo de fertilizantes quimicos por la mayor parte de la poblacién dedicada a esta
actividad productiva (Adesemoye et al., 2009; Bashan, 1998).

En este trabajo se retoma la idea de aislar microorganismos de suelos que, de forma
natural, presentan condiciones de baja fertilidad (deficientes en fésforo soluble) (Zhu et al.,
2007). Esto puede proveer de material biologico apropiado para la elaboracién de indculos
y/o férmulas que favorezcan el crecimiento y desarrollo de los cultivos y contribuyan a un

mejor aprovechamiento del elemento (Jorquera et al., 2008).
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III. Hipotesis y Objetivos

III.1. Hipotesis

La habilidad de solubilizar fosfatos inorgdnicos insolubles se presentard en bacterias ais-
ladas de suelos calcdreos deficientes en fésforo soluble. Estas bacterias también presentardn

otros rasgos de promocion de crecimiento vegetal.

II1.2. Objetivos

II1.2.1. General

Aislar bacterias solubilizadoras de fosfatos de rizésfera, a partir de suelo con deficien-
cias de fésforo, para luego caracterizarlas, morfolégica y fisiologicamente, asi como en su

capacidad para promover el crecimiento de plantas en invernadero.

II1.2.2. Particulares

1. Aislar bacterias de suelos calcdreos que sean capaces de solubilizar sales inorgdnicas

insolubles de fosforo.

2. Seleccionar las cepas que presenten mayor capacidad para solubilizar fésforo con base

en un método semi-cuantitativo.
3. Caracterizar morfolégicamente las colonias y las células de las cepas seleccionadas.
4. Determinar cuantitativamente la capacidad que tienen para solubilizar el fésforo.

5. Determinar si las cepas pueden crecer en medio cuya tUnica fuente de nitrogeno es el
ACC.

6. Evaluar, mediante experimentos en invernadero, si las cepas aisladas interactian con

hongos micorricicos y promueven crecimiento en plantas con metabolismos diferentes.
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IV. Materiales y métodos

IV.1. Materiales

Programa de andlisis estadistico R project for statistical computing (Team, 2009) usan-
do las librerias R commander (Fox et al., 2009), agricolae (Mendiburu, 2010), stats y
car (Fox y Weisberg, 2010)

Programa OpenOffice.org versiéon 3.2.0 en modalidad de hoja de calculo.
Programa procesador de textos TEXMAKER 3.0y TeX Live 2009.
Programa de andlisis de imagenes The Gimp version 2.6.7.

Medio de fosfatos del National Botanical Research Institute, NBRIP: glucosa, 10 g;
Caz(POy),, 5 g; MgCl,-6H,0, 5 g; MgS0,4-7H,0, 0.25 g; KCl, 0.2 g; (NH,4),SO4, 0.1
g; mezclado en 1000 mL de agua y en ese orden; en caso que quiera prepararse medio
sOlido se afiaden, hasta el final, 17 g de agar bacterioldgico. La solucion se esteriliza
en autoclave a ~ 1.2 kg/cm?, por 20 min. Cuando se vacia en caja Petri, se recomien-
da agitar el recipiente para mantener homogéneo el medio, pues el fosfato tricdlcico
tiende a precipitarse. En este punto pueden agregarse 0.005 g de azul de bromotimol.

Se disuelve antes que solidifique el medio y se vierte en las placas.

Caldo nutritivo: extracto de levadura, 2.5 g; peptona de caseina, 5 g; glucosa, 10 g; los
reactivos se mezclaron en ese orden en 500 mL de agua destilada, luego se afor6 hasta

1000 mL y se esterilizé en autoclave a =~ 1.2 kg/cm? por 20 min.

Medio de 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato, ACC: 4 g KH,POy,, 6 g Na,HPO,4, 0.2 g
MgS0O,4-7H,0, 2 g glucosa, 2 g dcido glucodnico, 2 g 4cido citrico, 1 mg de FeSO4-7H,0,
10 ug H3BOs3, 11.19 pg MnSO4-7H,0, 124.6 ng ZnSO, - 7TH,0, 78.22 nug CuSOy-
5H,0, 16.8 mg Na,MoO,-2H,0, 18 g agar bacterioldgico. El medio se prepar6 de la

siguiente forma:
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1. Solucién de elementos traza: se disuelven 10 mg H;BO3, 11.19 mg MnSOy, - H,O,
124.6 mg ZnSO, - TH,0, 78.22 mg CuSO, - 5SH,0, 16.8 mg Na,MoO, - 2H,0)
en 100 mL de agua destilada, se esterilizan en autoclave (=~ 1.2 kg/cm?) por 20

minutos y se almacena a 4 °C, asi pueden durar varios meses.

2. Solucién de FeSO,4-7H,0: se disuelven 100 mg en 10 mL de agua destilada, se
esteriliza en autoclave (=~ 1.2 kg/cm?) por 20 minutos y se almacena a 4 °C, asi

puede durar varios meses.

3. Se disuelven 4 g KH,PO,, 6 g Na,HPO,, 0.2 g MgSO,4-7H,0, 2 g glucosa, 2 g
acido glucoénico, 2 g 4cido citrico, 0.1 mL de la solucién de elementos traza, 0.1
mL de la solucién de FeSO4-7H,0 y 18 g de agar bacteriolégico en 1000 mL
de agua destilada. Se esteriliza en autoclave (=~ 1.2 kg/cm?) por 20 minutos. Si el
medio se prepara disolviendo completamente un ingrediente por vez y en el orden
en que se mencionan, no deberian presentarse precipitados. La férmula omite la

fuente de nitrogeno porque se agregara en forma de ACC.

4. El ACC se agrega al medio solidificado con una solucién estéril del compuesto
obtenida mediante filtrado por membrana con didmetro de poro de 0.2 um. La
solucién se prepar6 con 33.36 mg de ACC disueltos en 11 mL de agua destilada
estéril. Se aplic6 1 mL de la solucién y se extendié con una varilla de vidrio para
distribuirla hasta que el medio la absorbié. De esa forma las placas contuvieron

aproximadamente 30 umol de ACC.
= Esponja suave cilindrica de 3 cm de didmetro.
= Mondadientes estériles.
= (Cajas Petri desechables y de vidrio estériles.
= Navaja o bisturi estéril.
= Pinzas de diseccion estériles.
= Agujas de diseccion estériles.
= Solucién de cloramina T al 2 %.
= Tamiz con aperturas de 0.420 mm.
= Tamiz con aperturas de 0.149 mm.

= Tamiz con aperturas de 0.038 mm.
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IV.1.

MATERIALES CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

Tubos marca Falcon de 50 mL.
Pipeta de vidrio de 10 mL.
Pipeta de vidrio de 1 mL.
Solucién NH,OH 4 N.
Solucién HCI 4 N.

Solucién 2,4-dinitrofenol al 0.25 % (p/v). Es una solucién saturada del compuesto.

Manéjese con precaucion porque es toxico.
Solucién H,SO,4 7 N.
Solucién HCI 1.2 N.

Solucién patrén de 50 ppm de fésforo. Se disuelven 0.2195 g de KH,PO,, previamente
secados a 40 °C, en 400 mL de agua destilada. Se afiaden 25 mL de H,SO4 7N y se
afora a 1 L. Se almacena en un recipiente de vidrio blando y no pirex para reducir a

contaminacién con arsénico. Se conserva indefinidamente.
Solucidn de acido cloromolibdico al 1.5 %. Para 200 mL se hacen 2 soluciones:

1. Se disuelven 3 g de(NH4)sMo070,4-4H,0 en 60 mL de agua deionizada, calentan-

do la solucioén a cerca de 50 °C para facilitarlo.

2. Se disuelven 56 mL de HCl al 38 % que estd 12.51 N en 14 mL de agua deioniza-
da, agregando el dcido al agua, obteniendo una solucién 10 N de HCI. Puede ser
necesario mantener el recipiente en otro mayor, con agua, para evitar el aumento

rapido de la temperatura.

Ambas soluciones se mezclaron cuando estuvieron frias y se aforaron a 200 mL. Se
puede almacenar por 2 meses aproximadamente dentro de un recipiente de vidrio blan-

do y color 4mbar.

Solucién de 4cido cloroestanoso. 2 mL se preparan mezclando 0.05 g de SnCl,-2H,0 y
0.1 mL de HCI al 38 %, se disuelve muy bien y se agregan 0.9 mL de agua desionizada.
Finalmente se agrega 1 mL de HC1 1.2 N. Como es muy susceptible a la oxidacion, la
solucion se prepard el dia del ensayo y en volimenes pequeiios. Luego de algunas horas
de exposicion a la atmoésfera produce resultados dudosos por lo que se usé hasta 4 h

luego de haberse preparado.
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= QOcular escalado periplano 10x/18 519749 marca Leitz Wetzlar Germany.

= Microscopio Laborlux S Ernst leitz wetzlar GMBH 512859.

= Espectrofotémetro Varian, modelo Cary 50.

= Microcentrifuga Heraeus Biofuge stratos.

= Balanza analitica marca Sartorius GMBA Géttingen Tipo: 1574 MP8-2.

» Sistema de fotosintesis portatil 1LI-6200 con analizador infrarojo de gases LI-6250.

= Semillas de sorgo, (Sorghum bicolor L. Moench), variedad Temporal BJ83 Caloro,
2008.

= Pléantulas de lechuga, (Lactuca sativa L.).

IV.2. Aislamiento

Se tomaron muestras de suelo de la localidad de Valencianita, municipio de Irapuato, es-
tado de Guanajuato. Esta localidad se ubica en la provincia fisiografica del Eje Neovolcanico,
subprovincia Bajio guanajuatense y se caracteriza por tener un clima intermedio en cuanto
a humedad con porcentaje de lluvia invernal menor a 5 y con pricticas de agricultura de
temporal. Se encuentra muy cerca de un banco de material calizo (INEGI, 2010).

Las muestras se obtuvieron cavando hasta aproximadamente 30 cm debajo de plantas con
apariencia vigorosa. También se extrajeron plantas completas junto con suelo retenido por
sus raices. Las muestras fueron almacenadas a 4 °C hasta su procesamiento.

El aislamiento consisti6 en la siembra de las muestras de rizésfera, por medio del método
de impronta. Este utiliza como elemento distintivo una esponja suave en forma cilindrica
de unos 3 cm de didmetro (aunque puede cambiarse dependiendo de las necesidades). La
muestra de suelo se mezclé con agua destilada estéril para formar una solucién saturada,
o lodo, y entonces se impregnd la esponja con esta solucién. Ya impregnada, se tomé una
caja de Petri con medio de cultivo y se hicieron cinco improntas en ella de forma que sean
mdas o menos equidistantes (en otras palabras, se hacen 5 sellos de lodo en la caja Petri
con medio). Después, SIN impregnar nuevamente la esponja, se hacen otras cinco improntas
en una segunda caja Petri con medio. De esa manera, se obtienen improntas cada vez mds
diluidas.

En este trabajo se usaron cajas con medio de fosfatos insolubles segin la férmula del
NBRIP. En lo subsecuente, este medio se denominara medio NBRIP o de fosfatos insolubles.

Ya sembradas, las placas con medio se incubaron a 28 °C en oscuridad por 48 h o més.
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Con las raices se llevaron a cabo procedimientos encaminados al aislamiento de bacterias
del rizoplano y endoéfitas. Para las primeras se procedié a tomar algunas de las raices de los
muestreos, se les retir el suelo que retenian mediante algunas sacudidas hasta que sélo quedé
el mas adherido a las raices. En una campana de flujo laminar, se procedi6 a retirarlo usando
pinzas y agujas de diseccion estériles. Los aglomerados adheridos se colocaron en una caja
Petri de vidrio estéril, se humedecieron con agua destilada estéril y se disolvieron para formar
la solucién sobresaturada. Con dicha solucién se procedié a sembrar, por impronta, en medio
NBRIP.

Para las bacterias enddfitas se tomaron las raices ocupadas en el procedimiento anterior
y se las cortd en fragmentos de aproximadamente 1 cm. Los fragmentos se lavaron con agua
de grifo y luego se sumergieron en cloramina T al 2 % por 1 minuto. Después se lavaron 3
veces con agua destilada estéril. Finalmente, los fragmentos se colocaron en una caja Petri
con medio NBRIP (seis en cada caja) y se incubaron a 28 °C en oscuridad por al menos 48
h. Se seleccionaron las colonias que crecieron formando halos en el medio. Dichas colonias
fueron resembradas tomando la colonia con un mondadiente estéril y sembrandola en una
placa nueva. Esta técnica, denominada de puncion, consiste en picar la colonia ligeramente
para que algunas bacterias se adhieran al mondadientes, luego se pica sobre la superficie
de una caja Petri con medio nuevo. Este procedimiento se repitié hasta que se obtuvieron
cultivos axénicos (aquellos en los que se presume hay una sola especie de organismo) que

formaran halo en el medio NBRIP.

IV.3. Caracterizacion de las cepas

Las cepas fueron pre-seleccionadas con base en el indice H/C. Aquellas con un mayor
puntaje para el indice fueron caracterizadas posteriormente y el resto se descartaron, con una
excepcion: se incluy6 una cepa que no formaban halo pero que crecia de forma similar al
resto, en el medio NBRIP. Las cepas restantes se seleccionaron, usando como criterio los

caracteres morfoldgicos descritos adelante, para trabajar con cepas diferentes.

IV.3.1. Morfologia macro y microscopica

La caracterizacién de las cepas consistié en observar a nivel macroscopico el drea del
halo y la morfologia colonial. El drea del halo se determiné mediante analisis de imdgenes a
partir de fotografias de las placas tomadas a contraluz comparadas con un drea de referencia.
Se calcul6 el area del halo + colonia, considerando esta suma como el area neta del halo. Se

determind un conciente de areas halo / colonia al que se denominé indice H / C. También
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se hicieron observaciones usando microscopio 6ptico para determinar el tipo de Gram de las
cepas y los tamafos de las células. Las observaciones se hicieron entre las 24 y 48 h luego de

una incubacién a 28 °C en oscuridad.

IV.3.2. Aprovechamiento de ACC como fuente de nitréogeno

Las cepas seleccionadas se sembraron en un medio minimo con ACC como tnica fuente
de nitrégeno. La siembra se hizo por puncién en el medio y las placas se incubaron a 28 °C
en oscuridad por 48 h. El procedimiento fue descrito por Penrose y Glick (2003) donde el

medio es una modificacion de la férmula de Dworkin y Foster (1958).

IV.3.3. Solubilizacion in vitro de fosfatos

Para determinar cuantitativamente la solubilizacién de fésforo que producian las cepas in
vitro se midi6 la concentracién del elemento en el caldo NBRIP inoculado. Para tal efecto se
empled la técnica colorimétrica de azul de molibdato, un procedimiento quimico en el que
los iones molibdato Mo3;Oy se unen al fosforo sustituyendo a los atomos de oxigeno. Todo
ocurre en un medio 4dcido que mantiene los compuestos ionizados. Al reducir el molibdato
se produce resonancia espectrofotométrica, lo que da el color azul. Como la resonancia es
directamente proporcional a la concentracion de ortofosfatos en el medio de reaccidn, es
posible conocer dicha concentracién en funcién de la intensidad del color.

El ensayo se monté inoculando, por triplicado, cada una de las cepas seleccionadas y un
control negativo en tubos de ensayo de 100 mL con caldo NBRIP. Se incubaron a 28 °C y con
agitacion. Posteriormente, con una micropipeta de 1 mL se extrajo 1 mL del caldo, se coloc6
dentro de un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL y se precipit6 la fraccion celular sometiéndolo
a 1000 x g por 20 min. Se colect6 el sobrenadante y se pasé a un tubo Eppendorf nuevo
y estéril. Una alicuota de la solucion en el tubo fue ensayada mediante el método de azul
molibdofosférico.

Se llevaron a cabo dos ensayos, el primero fue exploratorio por lo que se trabajaron menos
cepas que en el segundo. El periodo de incubacién del primer ensayo fue de 120 h (5 dias),
mientras que el del segundo fue de 48 h. En el segundo ensayo se excluyeron algunas cepas

no evaluadas en el primero.

IV.3.3.1. Determinacion de fésforo por el método de azul molibdofosférico

El método denominado II por Jackson (1982) o método de azul molibdofosforico en medio
de dcido clorhidrico, presenta la segunda sensibilidad mds alta de los descritos por el autor,

siendo el denominado método I el mas sensible. Es importante decir que este método resulta
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facilmente afectado por contaminacién con fésforo. Por esa razén, durante el desarrollo de la
técnica se tomaron precauciones para evitar respirar o toser sobre los reactivos y recipientes
usados. De preferencia se usaban tapabocas, bata cerrada y guantes de nylon. El material se
lavaba con Extran (detergente libre de fosfatos) y se enjuagaba en agua destilada. En todos

los reactivos preparados se usaba agua desionizada.

Para montar la reaccién se agregd, con una pipeta de vidrio, una alicuota de la solucién
a ensayar a un recipiente, en este trabajo se usaron tubos Falcon de 50 mL. Se agregaron 3
gotas del indicador 2,4-dinitrofenol, que se vuelve amarillo cuando la solucién se aproxima
a pH de 3 desde la region 4cida, para determinar si la muestra estd a un pH cercano a 3, que
es lo adecuado. Se busca que la solucién tenga una tonalidad amarillo palido a incoloro. En
caso que no sea asi, se agregan gotas de NH;OH 4 N o HCI 4 N, segun sea el caso, hasta
alcanzar la coloraciéon mencionada. Ya ajustado el pH de la alicuota, se agregaron 5 mL de
acido cloromolibdico y después se diluy6 hasta 25 mL con agua destilada. La solucion se

mezcl6 agitdndola suave pero dgilmente.

En este punto es importante mantener una temperatura de 25 + 5 °C para hacer la deter-
minacién. S6lo entonces se agregaron (.15 mL, aproximadamente 3 gotas de pipeta Pasteur,
de 4cido cloroestafioso reductor y se mezcld intimamente. La solucién toma, casi de inmedi-
ato, una coloracién azulosa, cuyo tono depende directamente de qué tan concentrada esté la
muestra. Se esperaron 5 min para que el color de la reaccion se estabilizara y se ley6 en un
espectrofotometro a 660 nm usando una celda de plastico desechable de 1 mL. Dado que el
color es estable hasta los 20 min, todas las lecturas fueron hechas dentro de un periodo de 15

min. En la Figura IV.1 se muestra un esquema simplificado del procedimiento.

Antes de evaluar las muestras de interés, se elabor6 una curva patrén o de calibracion que
permitid establecer una relacion matematica entre la absorbancia a 660 nm y la concentracién
de fosfatos (en ppm) en la reaccion. Para montarla se prepard, primero, una solucién de 10
ppm a partir de la de 50 ppm haciendo una dilucién 1:4 en agua deionizada: una parte de la
solucién 50 ppm en cuatro de agua. Esta se diluy6 para obtener 8 soluciones con concentra-
ciones menores de fosforo. En la Tabla IV.1 se muestra cudnto hay que agregar de la solucién
de 10 ppm para obtener 8 soluciones menos concentradas considerando que el volumen final
de la reaccion es de 25 mL. A continuacién se llevé a cabo la reaccion descrita antes, para
las concentraciones recomendadas en la tabla que no son otra cosa que los puntos recomen-
dados para la curva patrén (Jackson, 1982). Cada punto en la curva se elabor6 por triplicado.
Con los datos de absorbancia obtenidos se hizo un andlisis de regresion lineal para obtener
una funcidn tal que para un valor dado de absorbancia, se obtuviera un valor, en ppm, de

concentracion de fosforo en la reaccion.
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\ 7) Agregar 3 gotas de
acido cloroestafioso
reductor
6) Diluir hasta 25 mly
agitar
-
=

1) Alicuota a

ﬁ ensayar

8) Determinacion
esprctrofotométirca a 660 nm /

2) Agregar 2-4,
dinitrofenol

D

5) Agitar la solucion

3) Ajustar el pH
en caso
' necesario

4) Agregar 5 ml de acido
cloromolibdico

Figura IV.1. Procedimiento simplificado para montar la reaccion colorimétrica y determi-
nar la concentracion de fosforo de una muestra mediante el método del azul de

molibdeno.
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Hecho esto se procedi6 a ensayar las muestras para determinar su concentracion de fos-

foro. Para hacerlo se deben conocer los datos a continuaciéon mencionados:

1. la concentracion de fésforo en la reaccion (que obtendremos conociendo la absorbancia

de la reaccion y sustituyendo su valor en la funcidn de regresion).
2. el volumen de reaccion (en este caso fueron 25 mL).

3. el volumen de la alicuota, que varia dependiendo de qué tan concentrada esté la solu-
cién a ensayar. Para aquellas muy concentradas habrd que usar volimenes menores,
y viceversa. Es el volumen que proviene de la solucion que se va a ensayar y que no

debia pasar de 5 mL.

4. el volumen total de la solucién a ensayar, también podemos llamarlo el extracto.

De esa manera tenemos una relacion del tipo:

AV R(V,
=X porlo tanto A = (Vie)
R VA VA

Iv.1)

Donde:

A Concentracién de fésforo en la alicuota ensayada en la reaccion.
R Concentracion de fésforo en la reaccion.
V& Volumen de la reaccién.

V4 Volumen de la alicuota ensayada en la reaccion.

Con la férmula IV.1, podemos obtener la concentracion en la alicuota, que es la misma
que la concentracion del extracto de donde se obtuvo; en este caso, de un medio de cultivo

inoculado con bacterias solubilizadoras de fosforo.

IV.3.4. Ensayo en invernadero

Se montaron dos experimentos en invernadero utilizando sorgo y lechuga para evaluar
directamente los efectos de las cepas en un sistema mds parecido al agricola. Se incluy6 un
consorcio de HMA, para determinar si existia un efecto conjunto entre el consorcio de hongos

y alguna de las cepas que se viera reflejado en las variables que se consideraron. En el ensayo
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Tabla IV.1. Volimenes de los reactivos usados en la preparacion de las soluciones para la curva patrén
de fésforo. El volumen final de cada reaccién es 25 mL, el cual se alcanza aforando con

agua destilada.

Concentracién  Solucién acido acido
final 10 ppm P cloromolibdico cloroestafioso®
(mg/L) (mL) (mL) (mL)
0.00 0.00 5 0.15
0.04 0.10 5 0.15
0.10 0.25 5 0.15
0.20 0.50 5 0.15
0.40 1.00 5 0.15
0.60 1.50 5 0.15
0.80 2.00 5 0.15
1.00 2.50 5 0.15

con sorgo se aplicé la fertilizacién de fésforo con dos compuestos diferentes con lo que se
pretendié determinar si, junto con las cepas y el consorcio, el tipo de compuesto de fosforo

producia efectos sobre las variables consideradas.

Aplicacion del inéculo de hongos micorricicos

Para la aplicacién del consorcio de HMA procedentes de selva, primeramente se deter-
miné el ndmero de esporas en el sustrato con el consorcio. Debido a que los hongos micor-
ricicos presentan varios tipos de propdgulos, que van desde fragmentos de raiz infectados
hasta esporas, el nimero de esporas puede ser un subestimado del potencial de infeccién del
sustrato con el consorcio. Se determiné que el sustrato contaba con 65 esporas por cada 50
gramos de suelo, 1.3 esporas por gramo, por lo que la aplicacion de este tratamiento consistio
en agregar 50 gramos del consorcio al suelo de la maceta a 5 cm bajo la superficie y justo
debajo de la zona donde se sembraron las semillas.

Método de extraccion de esporas de hongos micorricicos

1. Primeramente, se procedi6 a pesar 50 g del suelo del consorcio en un recipiente cualquiera.
Se le adicion6 agua y se agitd la mezcla. El sentido de este paso es disgregar conglom-

erados en el sustrato y liberar las esporas a la solucion.

2. Posteriormente, la mezcla se vacid, poco a poco, sobre una serie de 3 tamices colocados

en serie con el de mayor apertura arriba y el de menor hasta abajo. Utilizando una

23



1V.3. CARACTERIZACION CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

varilla de vidrio o una cuchara plastica se va lavando el suelo en cada tamiz. Esto se
hizo hasta que el agua saliera transparente. Se debe tener cuidado en no derramar agua
que aun esté dentro del tamiz pues las esporas en ella se perderdn y el conteo puede no

ser tan certero. Las medidas de los tamices usados fueron las siguientes:

a) Tamiz con aperturas de 0.420 mm. Este se us6 para eliminar particulas grandes

en la mezcla.

b) Tamiz con aperturas de 0.149 mm. Este elimina la mayor parte de las particulas

en el suelo.

¢) Tamiz con aperturas de 0.038 mm. Este retiene la mayor parte de las esporas,

cuyo tamafio promedio oscila entre los 50 y 600 um (0.05 y 0.6 mm).

3. El suelo colectado en el tamiz con la menor apertura se vertid, usando la cuchara o una
piceta con agua destilada, en dos tubos Falcon para centrifuga de 50 mL de manera que
en cada tubo se tuviera, mds o menos, la misma cantidad de suelo. Esto es importante

pues en el siguiente paso fue necesario equilibrar los pesos de ambos tubos.

4. Los tubos se introducen en una centrifuga y se someten a un velocidad angular de 2000
revoluciones por minuto, rpm, por un tiempo de 2 min. Es importante que el peso de
los tubos sea muy cercano para no causar un accidente por desbalance. El sobrenadante

se desecho.

5. Es importante observar de forma aproximada el volumen que ocupa el suelo en el tubo.
Entonces se agregé aproximadamente ese mismo volumen de la solucién de sacarosa-
Tween 20. Se mezcl6 usando una varilla o una cuchara para revolver muy bien. En este
paso, las esporas del hongo se disuelven en la solucién de sacarosa-Tween 20 y debido
a la densidad de dicha solucidn, las esporas permaneceran en ella incluso después de

someterla a una fuerza centrifuga.

6. Después se tomaron los tubos y se sometieron de nueva cuenta a una velocidad angular
de 3000 rpm, en una centrifuga, por 2 min. Luego, el sobrenadante fue vertido sobre el
tamiz més pequeiio (0.038 mm) y se lavd, con agua destilada, para retirar la solucion

de sacarosa-Tween 20.
7. La mezcla de suelo y esporas resultante se colecté en un tubo Falcon de 50 mL.

8. Posteriormente se hizo el conteo de esporas primero agitando muy bien el contenido
del tubo Falcon para homogeneizarlo y se vertio en una caja Petri de vidrio. Con ayuda
de una pinza de diseccidon, un contador y un estereoscopio se procedié a contar las

esporas de ambos tubos.
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9. Se hizo un conteo de esporas de ambos tubos usando un estereoscopio y cajas Petri de
cristal. Con el nimero de esporas encontrados en 50 g de sustrato se aplica una “regla
de tres simple" para saber el nimero de esporas en 1 g del mismo y esa cantidad fue la

que se reporto.

Fertilizacion con fosforo

En el ensayo de sorgo, el fosforo se aplic usando diferentes sales de fosforo: el fosfato
tricélcico, Caz(POy),, que es insoluble en agua por lo que estd poco disponible para la planta
y el fosfato monobésico de potasio, KH,PO,, que presenta una solubilidad alta, de 33 g
en 100 mL de agua a 25 °C y es usado tipicamente como fertilizante. Los compuestos se
aplicaron mezcldndolos con el sustrato de cada maceta de forma que en cada una hubiera
una concentracion de 11 kg de fésforo por Ha, lo que equivalid, considerando el drea de la
maceta, a 0.1177 g de Caz;(PO,4), 0 0.1033 g de KH,PO,. La fertilizacién se hizo con esta
concentracion porque se pretendid trabajar con un sustrato que tuviera cantidades de fosforo
suficiente como para no provocar un estrés nutricional fuerte en la planta. No se usé una
concentracion mayor porque no se pretendia emular un suelo bien fertilizado. Los resultados
del trabajo de Barraco et al. (2007) se tomaron como referencia decidir la cantidad de fésforo
aplicado.

En el ensayo con lechuga, la fertilizacion se hizo mediante un mezclado mecanico, usando
fosfato tricdlcico, Ca3;(PO,),, en una concentracién de 55 kg por ha, emulando un suelo con
reservas de fosforo poco disponibles para las plantas. Para hacerlo, también se consider6 el

area del suelo expuesto en la maceta.

Aplicacion de las cepas

El tratamiento de cuatro cepas solubilizadoras y el control negativo se aplic6 de la sigu-
iente forma; primeramente se crecieron las cepas en caldo nutritivo incubandolas 24 h a 28
°C en oscuridad. Luego, en campana de flujo laminar, se vacio el medio inoculado a tubos
Falcon para centrifuga y se sometieron a 1000 x g para separar la fraccion celular, se decanté
el sobrenadante, consistente en el caldo nutritivo y se las resuspendié en agua destilada es-
téril. Se determind la absorbancia de los cuatro cultivos resuspendidos y, posteriormente, se
diluyeron hasta que tuvieron una absorbancia similar a la mas baja registrada; de esta manera
la densidad 6ptica fue igual para todas, en este caso 0.2715 a 640 nm. En estas condiciones
se aplic6 1 mL de in6culo bacteriano a cada maceta sobre la zona donde se sembraron las

semillas de sorgo.
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Tabla IV.2. Variables consideradas en los ensayos de invernadero.

Variables Agronomicas | Variables Fisiologicas

Biomasa“
Vastago ? Conductancia estomatica
Raiz Concentracion interna de CO,
Total Tasa de transpiracion

Indice R/V® | Tasa fotosintética
Numero de hojas
Volumen de raiz?
“La masa de la planta seca.
>Comprendido como la parte aérea de la planta.
“El cociente de la masa de la raiz entre la del vastago.
Medida sélo en el ensayo con lechuga.

Preparacion de las semillas

Las semillas de sorgo fueron lavadas con detergente Extran y luego sometidas a un
tratamiento de etanol 70 % por 15 min para retirar el fungicida que las recubria. Se enjua-
garon cinco veces con agua destilada estéril y se dejaron secar en servilletas limpias. Se

determiné que las semillas tuvieron un porcentaje de germinacién del 80 %.

Variables consideradas y su determinacion

Los tratamientos se evaluaron en funcién de los efectos que produjeron en las plantas
respecto a variables que clasificamos en dos grupos: agrondmicas y fisiolégicas.

Las variables agronémicas estuvieron relacionadas con la acumulacién de biomasa y con
el nimero de hojas. Las fisiol6gicas estuvieron relacionadas con el estado hidrico de la planta
(tasa de transpiracion y conductancia estomatica) y con el proceso fotosintético (tasa fotosin-
tética y la concentracion interna de CO,). La tasa fotosintética se refiere a la cantidad de CO,
fijado, por unidad de 4rea foliar, en un tiempo dado wmol m~2 s™!. La concentracién de CO,
interna es una aproximacion tedrica de la que se encuentra en la hoja durante la medicién y
estd expresada en ppm de CO,. La tasa de transpiracion indica que tan rapido la planta libera
agua a la atmésfera y se expresé en mol m~2 s~!. La conductancia estomatica da cuenta de la
cantidad de agua que la planta libera a la atmdsfera y se expresa en las mismas unidades que
la tasa de transpiracion. Es un indicador de la apertura o cierre de los estomas.

Las variables agronémicas se determinaron al finalizar el experimento. Se extrajeron las

plantas de sus macetas, se lavaron con agua de grifo para eliminar el suelo adherido a la raiz

26



1V.3. CARACTERIZACION CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

y se cortaron separando ésta de la parte aérea. Después se pesaron en una balanza analitica vy,
posteriormente, se metieron en bolsas de papel estraza para secarlas en un horno a 70 °C por
3 dias. Ya seco, el material vegetal fue nuevamente pesado en la misma balanza analitica. El
volumen de raiz se midi6 luego de lavar las plantas usando una probeta graduada de 10 mL.
Las variables fisiolégicas se determinaron 3 dias antes de finalizar el experimento. Las
mediciones se hicieron en un invernadero a una temperatura de entre 26 °C a 30 °C, en-
tre las 11:00 y las 16:00 horas, usando una ldmpara incandescente. Entre esta ldmpara y la
planta se colocé un contenedor de acrilico transparente al que se agregd agua hasta una al-
tura aproximada de 3 cm para que absorbiera el calor. Sobre las hojas incidia una radiacion

257!, Se mi-

fotosintéticamente activa (PAR, photosynthetic active region) de ~ 960 pumol m~
dieron 2 hojas por planta, aquellas intermedias en desarrollo (generalmente la tercera y la
cuarta, contando desde la denominada banderilla), esperando un tiempo de adecuacién a la
camara del aparato de 1 min aproximadamente. Las mediciones se hicieron en funcién del
numero de réplica: el primer dia se midieron todas las réplicas no. 1 de todos los tratamientos,

el segundo dia, todas las réplicas no. 2, y el tercer dia, las no. 3.

IV.3.4.1. Ensayo con sorgo

Se mont6é un experimento en invernadero, usando sorgo. El ensayo se prolongé hasta
la floracién de las plantas. Se emple6 un suelo limo-arenoso con microbiota nativa de suelo
agricola como sustrato. Este present6 un pH de 6.4, determinado como describi6 Garcia Trejo
(1984): a partir de 50 g de sustrato a los que se agregaron 125 mL de agua destilada estéril,
relacion 1:2.5 p/v, se agit6 por 5 min y se midi6 mediante un electrodo de pH introducido en
la solucién. La concentracion de fésforo soluble, determinada con el método antes descrito,
indic6 una concentracién de 4 ppm.

El disefo experimental consistié en arreglo factorial completamente al azar (Tabla I'V.3).

Los factores se describen en seguida:

Consorcio de hongo micorricico o HMA, es el factor que correspondi6 al consorcio de sel-
va usado en este trabajo. Los dos niveles que se consideraron fueron “Inoculado” cuan-

do se aplic6 el consorcio, y “sin inocular" cuando no se aplico.

Fuente de fosforo o P, este factor corresponde al tipo de compuesto usado como fuente de
fosforo. Los dos niveles fueron “Soluble" (Ps) cuando se aplic6 KH,POy, e “Insoluble”

(Pin) cuando se aplicé Caz(PO,),.

Cepa solubilizadora o bacteria solubilizadora de fosfatos, BSF, es el factor que correspondié
a la inoculacioén de las cepas. Los cinco niveles correspondieron a las cepas “Fosfolll",
“ICA1001", “C1-4", “METO1" y el control sin bacteria.
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Tabla V3. Arreglo factorial del ensayo de sorgo.

HMA¢“ sin HMA
P> P | Py | P
Cntrl
F3
ICA
Cl4
MET

¢ Consorcio de hongos micorricicos.
b Fésforo soluble.

¢ Fosforo insoluble.

La forma en la que se mont6 el ensayo fue la siguiente: primero se aplicaron los tratamien-
tos de fosfato en el sustrato de cada maceta, luego se inocul6 el tratamiento con el sustrato del
consorcio en las macetas correspondientes, después se sembraron las 4 semillas de sorgo en
el centro de cada maceta a 1.5 cm de la superficie y, finalmente, se inocularon las cepas bac-
terianas en las macetas correspondientes. Las cepas se inocularon muy cerca de las semillas
para que tuvieran mayor probabilidad de infectar la raiz cuando comenzara la germinacion.
Los propégulos del consorcio, por su parte, pueden sobrevivir periodos de tiempo mds pro-
longados hasta que perciben la presencia de un hospedero susceptible para infectarlo, por eso

se inocul6 bajo la zona de siembra.

IV.3.4.2. Ensayo con lechuga

Se montd un experimento en invernadero usando plantulas de lechuga como modelo para
evaluar el efecto de 12 de las cepas seleccionadas. El sustrato consistié en suelo limo-arenoso
que fue esterilizado en autoclave a ~ 1.2 kg/cm? por 1 h, 3 dias seguidos. El disefio experi-
mental consisti6 en un arreglo factorial completamente al azar (Tabla IV.4). Los tratamientos

se describen a continuacion:

Consorcio de hongo micorricico es el factor que correspondié al consorcio de selva. Los
dos niveles que se consideraron fueron la aplicaciéon del consorcio, y cuando no se

aplicé.

Cepa solubilizadora es el factor que correspondié a la inoculacién de las cepas solubi-
lizadoras. Los 13 niveles correspondieron a 12 de las cepas solubilizadoras selec-

cionadas y el control.
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Tabla Iv4. Arreglo factorial del ensayo en lechuga.

HMA“ sin HMA

Cntrl
F3
ICA
Cl4
MET

¢ Consorcio de hongos micorricicos

arbusculares.

La forma en la que se monto6 el ensayo fue el siguiente: primero se aplicé y mezclé el
fosfato insoluble en el sustrato y después se llenaron las macetas con €l. Se aplicé el in6culo
del consorcio en las macetas correspondientes y después se trasplantaron las pldntulas de
lechuga, una por maceta. Finalmente se inocularon las cepas bacterianas en las macetas,

seglin correspondiera.

IV.4. Analisis de datos

La variable que cumpliera con las asunciones del analisis de varianza, ANOVA, se analiz6
con dicho procedimiento para determinar si los tratamientos y sus interacciones tuvieron
efectos significativos. Cuando tales asunciones no se cumplian, la variable se transformé
mediante rangos alineados y se analiz6 de la misma forma.

Se emple6 este tipo de transformacion para el andlisis porque, entre otras ventajas, esta
transformacion permite el andlisis de las interacciones entre los tratamientos, caracteristica
en la que la transformacién de rangos convencional no posee dada la naturaleza no lineal de
los rangos. La transformacion de rangos convencional consiste en ordenar n datos de menor a
mayor, luego se les asigna nimeros desde 1 hasta n. En caso de que dos valores sean iguales,
sus rangos se promedian y este promedio es el rango que se asigna a ambos (Quinn y Keough,
2003).

Al comparar mds de dos medias, se utiliz6 la Diferencia Minima Significativa de Fisher
(DMS) para ensayos de invernadero y la Diferencia Honestamente Significativa de Tukey
(DHS) para ensayos en laboratorio. Se establecié una significancia del 95 % (o= 0.05) como

nivel de confianza para este estudio.
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V. Resultados y discusion

V.1. Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfato

Se aislaron varias cepas del suelo de la localidad de “Valencianita", pero inicamente se
seleccionaron cuatro. Tres de ellas presentaron halos mds conspicuos que el resto y la cuarta
no formaba halo alguno. Las cepas fueron: ICA1001, RECM1003-GP, C1-4 y METOI. Esta
dltima no produjo halo pero pudo crecer en el medio NBRIB. En cuanto a su procedencia,
la cepa ICA 1001 fue aislada del interior de las raices de agave (bacteria enddfita). Las cepas
METOI1 y C1-4 fueron aisladas como bacterias asociadas a ICA1001 luego de resiembras
sucesivas. La cepa RECM1003-GP fue aislada de la rizésfera de plantas de maiz.

Los estudiantes Adolfo Villegas Méndez y Victor Hugo Laguna Corona amablemente
donaron 14 aislados y una cepa de Bacillus megaterium, respectivamente. Por su parte, el Dr.
Francisco Alejo amablemente dond6 la cepa SBP0S aislada de suelo de bosque de encino. En
total, se conté con 21 cepas solubilizadoras de fésforo.

Para el aislamiento, el método de impronta resulté apropiado debido a que permitié el
aislamiento de organismos que no dominan en el sitio de donde se obtiene la muestra. La
seleccion de las cepas de "Valencianita" se basé en la magnitud del halo y la colonia, en medio
NBRIP. El Ca3(POy), le da un color blanco al medio (es azul si se agrega azul de bromotimol
como indicador). La degradacion (por acidificacion, por ejemplo) de este compuesto en el
medio produjo su decoloracién localizada, lo que dio lugar al halo.

El hecho de que las cepas pudieron crecer en el medio da cuenta de su habilidad para
aprovechar una fuente de fésforo en forma insoluble o para tolerar la deficiencia de f6sforo.
Sin embargo, existe evidencia de la existencia de microorganismos capaces de sustituir el
fosforo por As en sus estructuras biologicas (Wolfe-Simon et al., 2011). Sin embargo, en
este trabajo no se evalud este rasgo y se asumi6 que a lo mucho, las cepas aisladas s6lo eran
capaces de tolerar la deficiencia de fésforo por procesos de optimizacién y reciclaje, como si
ocurre en plantas superiores (Hammond et al., 2004).

El halo fue elemental para la caracterizacion preliminar, por lo que las cepas fueron se-

leccionadas con base en su capacidad para degradar la fuente de fosforo en el medio. La
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formacion de halo se debi6 a la acidificacién del medio, lo anterior evidenciado por los ha-
los tefiidos de levemente de amarillo, indicando un pH inferior a 6, en el medio NBRIP con
indicador azul de bromotimol.

De acuerdo con Arcand y Schneider (2006) existen formas para solubilizar fésforo sin
necesidad de alterar el pH lo que justifica la seleccion de la cepa METO1, que crecia en el
medio NBRIP sin formar halo.

V.2. Caracterizacion

V.2.1. Morfologia macro y microscopica

Se observaron morfologias coloniales diversas. Varias cepas produjeron gran cantidad de
mucilago cuando se crecieron en medio NBRIP, mientras que en medio PDA la produccion
se redujo. A nivel microscopico, los bacilos fueron la morfologia mas comun, pero también
se presentaron diplobacilos, cocobacilos y estreptobacilos. En cuanto al tipo de pared, se
observé un mayor nimero de cepas Gram negativas y s6lo dos Gram positivas, entre las que
se encuentra la cepa RECM1003-GP. Se observaron células desde 4 hasta 1 um de longitud.
Por cuestiones practicas, aquellas cepas con las mismas caracteristicas macro y microscépicas
se consideraron afines o similiares. En las Tablas V.1 y V.2 se muestran las caracteristicas

morfoldgicas de las cepas estudiadas.

V.2.2. Aprovechamiento de ACC como fuente de Nitréogeno

Tres de las cepas no crecieron en el medio ACC: RECM1003-GP, 1.4N-P1 y METOI. El
resto presentaron crecimientos suficientes como para considerarlos promotoras de crecimien-
to por mecanismos relacionados con la reduccién de los niveles de etileno en la planta. Sin
embargo, estos datos no son concluyentes pues en la literatura se menciona que es dificil ten-
er un medio de cultivo de este tipo que carezca totalmente de fuentes de nitrogeno (Penrose
y Glick, 2003). Segtin Kausar y Shahzad (2006) y Glick y Penrose (2004), las cepas serian
capaces de favorecer el crecimiento de raiz en condiciones que normalmente lo detendrian
debido al exceso de etileno, tales como sequias, inundaciones, suelos con metales pesados e

infecciones por organismos fitopatégenos.
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Tabla V.2. Morfologia microscépica de las cepas seleccionadas.

Cepa Tincion | Longitud Ancho Forma
Gram | celular(um) | celular(um)
1.4N-P1 Neg 3.0-2.0 0.8 Bacilo
1.4N-P2 Neg 1.2-1 0.7 Bacilo
1.9N Neg 1.2 0.8 Bacilo
2.10N Neg 1.2 0.8 Bacilo
2.1N Neg 1.5-1.2 0.8 Bacilo
2.8N-GC1 Neg 3.0-2.0 0.5 Bacilo
2.8N-GC2 Neg 1.8 0.8 Bacilo
3.2N Neg 2.0-1.8 0.8 Bacilo
39N - 2.0 1.0 Bacilo
5.10N-1 Neg 3-2 0.7 Bacilo
5.10N-2 Neg 1.2-1.0 0.8 Bacilo
5.3N Neg 2.0 0.8 Bacilo
B.mega Pos 4.0 2.0 Bacilo
Cl-4 - 3.0-2.5 2.0 Bacilo
Fosfo III Neg 1.2 0.7 Cocobacilo
ICA1011 Neg 1.5 0.6 Bacilo
METO1 - 8.0-6.0 1.8 Diplobacilo
RECM1003-GP Pos 5.0 2.0 Diplobacilo
SBPOS - 1.2 0.5 Bacilo
4.8N Neg 2.0 1.0 Bacilo
Fosfo 2-9 Neg 0.8 0.4 Cocobacilo

“La coloracion no permitié definir el tipo de tincion.

V.2.3. Solubilizacion in vitro de fosfatos

Las cepas evaluadas en el primer ensayo aumentaron significativamente la concentraciéon
de fésforo disuelto en comparacion con el control. Las mayores concentraciones de fosforo
solubilizado las produjeron 3.2N, 3.9N y 4.8N (Figura V.1). En el segundo ensayo se observo
que las cepas 3.2N, METO1 y RECM1001-GP no solubilizaron f6sforo pues las concen-
traciones observadas no difirieron signficativamente de los controles. El resto de las cepas
solubilizaron fésforo en concentraciones superiores a 8 mg/L, significativamente mas que los

tratamientos sin indculo bacteriano.
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La cepa de Bacillus megaterium esta reportada como una especie solubilizadora de f6s-
foro y ademds PGPR (Lo6pez-Bucio et al., 2007; Ortiz-Castro et al., 2008; Sharma et al.,
2007). Como control positivo para el rasgo de solubilizacién, los resultados indican que varias
cepas pueden desempeiiarse mejor que Bacillus megaterium solubilizando fésforo a partir de
fuentes insolubles. Los resultados sugieren que la liberacion de fésforo se debié a cambios
en el pH pues las placas de medio NBRIP coloradas con azul de bromotimol evidenciaron
condiciones de acidez.

METO1 no fue capaz de aumentar la disponibilidad de fésforo en medio liquido. La cepa
RECMI1003 tampoco solubilizé fésforo en medio liquido, no obstante formé halos en el
medio NBRIP. Posiblemente, con un periodo mas largo de incubacién, la cepa RECM1003
habria aumentado la disponibilidad de f6sforo en el medio. En el caso de METO1 existe poca
evidencia para descartar la caracteristica de solubilizador dado que el tiempo en que se evalud

fue corto.

V.2.4. Evaluacion en invernadero

V.2.4.1. Ensayo en sorgo

Para facilitar la exposicion de los resultados, en los siguientes parrafos se hard mencion
de los factores y los tratamientos de forma sintética usando las abreviaturas mostradas en la
Tabla V.3

Tabla V3. Abreviaturas de factores e interacciones del ensayo de

sorgo (Sorghum bicolor).

Factores, Interacciones | Niveles y Descripcion
y sus Abreviaturas Abreviaturas
Hongo micorricico HMA (H) Consorcio inoculado
arbuscular (HMA) sin HMA (h) Consorcio no inoculado
Fertilizacion de fésforo soluble (Ps) Fosforo soluble
Fésforo (Fésforo) fosforo insoluble (Pin) || Fésforo insoluble
Bacteria Chntrl cepa Control
Solubilizadora F3 cepa Fosfo III
de Fosfatos ICA cepa ICA1001
(BSF) Cl4 cepa Cl1-4

MET cepa METO1
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Figura V.1. Concentracion de fésforo soluble liberado en el medio por las cepas luego de 5 dias de
incubacion a 28 °C con agitacidn. Las medias con letras iguales no son significativamente

diferentes (prueba de Tukey). Las barras representan el error estandar de la media (Sx).
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Figura V.2. Concentracion de fésforo soluble liberado en el medio por las cepas luego de 48 h de

incubacién a 28 °C con agitacién. Se incluyeron barras estindar de la media (Syx).
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V.2.4.1.1. Biomasa de raiz. La variable se transform6 mediante la funcion logo(x) + 1y
se hizo un ANOVA. Se encontrd que el tratamiento HMA y las interacciones HMA+BSF ,
Fésforo+BSF y HMA+F6sforo+BSF tuvieron efectos significativos sobre la variable trans-
formada.

En general la biomasa de raiz se vio promovida significativamente por la aplicacion del
consorcio micorricico, pero el efecto de las cepas s6lo se observé cuando se analizaban dentro
de una interaccién con los otros factores. La coinoculacidén con el consorcio parece alterar
los efectos de las cepas sobre la planta. Se observé que las cepas MET y C14 produjeron
un mayor crecimiento de la raiz que los tratamientos control en presencia del consorcio (p
= 0.015). Cabe mencionar que este efecto s6lo se presentd cuando la fuente de fésforo fue
KH,PO, (soluble). Por otro lado, en ausencia del consorcio y con KH,PO,, MET produjo
una biomasa significativamente menor que las de C14 e ICA bajo las mismas condiciones.
La cepa C14 tuvo un comportamiento interesante cuando se inoculaba sin consorcio y con
Ca3(PO,),: mostraba deficiencias significativas en la biomasa de raiz (p = 0.013) comparada
con los controles. Cuando se compararon las medias, para cada cepa por separado, y sus
efectos con los otros factores, se observé que no habia diferencias significativas en la biomasa
de raiz observada. La excepcion fue C14 que siguié mostrando una deficiencia significativa
también a este nivel de comparacién. Un resumen de lo comentado puede observarse en la
Figura V.3. Aunque en ella se muestran las medias de todos los tratamientos, no es facil
observar las diferencias entre los factores.

V.2.4.1.2. Biomasa de vastago. La variable se transformé mediante la funcion logo(x)+1
y se aplicé un ANOVA. Se encontré que el tratamiento HMA vy las interacciones HMA+BSF,
Fésforo+BSF y HMA+F6sforo+BSF presentaron efectos significativos en la variable.

Se observé que la presencia del consorcio produjo diferencias significativas en los efec-
tos que las cepas produjeron sobre la variable (p = 0.016), mientras que en su ausencia no
se observaron tales efectos. Esto puede ser evidencia de que estd ocurriendo una interaccién
entre los microorganismos inoculados. Especificamente, las cepas MET, C14 e ICA tuvieron
biomasas significativamente mayores a las del tratamiento sin cepa cuando se coinocularon
con el consorcio. Curiosamente, aunque en términos generales el consorcio produjo una may-
or biomasa de vastago, cuando se aplicé sin cepas, no se observaron diferencias significativas
entre aplicarlo o no.

El tipo de fésforo también afectd el efecto que las cepas produjeron. Se observé que
s6lo C14 promovié6 el crecimiento del vastago cuando se aplicé fésforo soluble, mientras
que con fésforo insoluble, esta misma cepa provoco deficiencias significativas en la variable.

Las demas cepas no difirieron del control con los diferentes tipos de fertilizacion. Las cepas
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MET y C14 mostraron efectos sinérgicos en la variable cuando se aplic6 el consorcio y la
fertilizacion con fosforo soluble juntos. No se observo algo similar cuando se aplico fésforo
insoluble.

Considerando a cada cepa en particular, se observaron diferencias en sus efectos bajo
las condiciones evaluadas. Cuando se inocul6 sin el consorcio y con fosforo soluble la cepa
F3 produjo una biomasa significativamente menor que con cualquier otra combinacion de
los factores. La cepa C14 mostr6 algo similar, pero mas marcado, cuando se inocul6 sin el

consorcio y con fésforo insoluble.
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V.2.4.1.3. Biomasa total. La variable se transformé mediante la funcién /x y se hizo
un ANOVA. Se encontré que el factor HMA y las interacciones HMA+BSF, Fésforo+BSF
y HMA+Fd6sforo+BSF presentaron efectos significativos. En general, inocular el consorcio
produjo, por si mismo, una mayor acumulacién de biomasa en las plantas de sorgo (p <
0.001). En cuanto a la interaccién del consorcio con las cepas, se observaron dos sinergismos
interesantes: inoculando el consorcio junto con C14 o MET se observaron mayores biomasas
que con los tratamientos sin cepa (p < 0.01). Dichas cepas, por si mismas, no pudieron igualar
este efecto en la variable. La interaccion entre el factor fosforo y el factor BSF s6lo mostré
diferencias cuando no se inocul6 el consorcio. Sin embargo, los contrastes observados no
permitieron deducir la combinaciéon mas adecuada de cepa y tipo de fertilizacion. Esto fue asi
porque ninguna de las combinaciones produjo biomasas mayores que los dos tratamientos sin
cepa, de forma que sélo se aprecian afinidades de las cepas por uno u otro tipo de fésforo, en
cuanto a sus efectos en la biomasa, claro estd. En ese sentido C14 parece preferir al fésforo
soluble, F3 al insoluble, mientras que las demds cepas parecen no mostrar alguna afinidad
particular. Al inocular el consorcio no se presentan estos contrastes.

La interaccion de los tres factores no mostrd un sélo tratamiento que produjera significa-
tivamente més biomasa que los cuatro tratamientos sin cepa. Sin embargo, si se observaron
contrastes interesantes que sugieren que algunos tratamientos favorecen la acumulacién de
biomasa més que otros, por ejemplo, MET con el consorcio y fésforo soluble produjo una
biomasa que superd significativamente a tres de los tratamientos sin cepa. También destaca el
caso de la cepa C14: la ausencia del consorcio junto con una fertilizacién insoluble producen
una deficienca considerable en la biomasa de las plantas bajo ese tratamiento. Esa deficiencia
es tan marcada que incluso es significativamente menor que los tratamientos sin cepa.

Considerando cada unicamente cada cepa particular, se observé que sélo C14 y MET
presentaron diferencias en sus efectos al combinarse con los niveles de los factores HMA y
Fésforo. Para C14 result6 claro que si no se coinocula con hongo micorricico, fertilizar con
fosforo insoluble produce deficiencias considerables en la biomasa. MET, por su parte, parece

mostrar mejores efectos con fertilizacién con fésforo insoluble y coinoculado con consorcio.

V.2.4.1.4. Indice Raiz/Vastago. El ANOVA mostré que los factores Fésforo, BSF y la
interaccion HMA +F6sforo+BSF tuvieron efectos significativos sobre la variable. Se observé
una tendencia que favorecié la acumulacién de biomasa en la parte aérea pues no se obser-
varon valores mayores que uno para esta variable. Comparativamente, la fertilizacién con
foésforo insoluble se tradujo en una distribucién preferencial de la biomasa hacia la raiz, a
diferencia de la fertilizacién con fésforo soluble. En general, la cepa MET produjo un indice

raiz/vastago mayor que al no icular con cepa alguna, pero no tuvo diferencias significativas
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con la cepa C14. En la interaccién de los tres factores se observaron pocos contrastes ya que
las medias de los tratamientos estuvieron muy homogéneas. Sin embargo, el tratamiento con
consorcio, fésforo insoluble y la cepa MET produjo un indice que fue el més alto de todos
(p < 0.001). El factor BSF mostré efectos diferentes cuando se combinaba con los otros dos
factores, este comportamiento estuvo muy marcado (p < 0.001) cuando se fertilizaba con f6s-
foro insoluble sin aplicar el consorcio. En esas condiciones, MET produjo un indice mayor
que las demds cepas y que el tratamiento sin ninguna de ellas. Considerdndolas de manera
individual, la mayoria de las cepas no mostré diferencias en sus efectos al combinarlas con
los factores de fertilizacién y consorcio. Nuevamente, s6lo la cepa MET mostré un efecto
diferencial cuando se aplico sin el consorcio y con la fertilizacién con fésforo insoluble. Esta

combinacién promovié un mayor crecimiento radical (p < 0.01).
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V.2.4.1.5. Nuamero de hojas. Analizado mediante un modelo general lineal utilizando la
distribucién de Poisson y 2, la variable no mostré diferencias en relacién a ninguno de los

factores.

V.2.4.1.6. Conductancia molar. La variable se transformé mediante rangos alineados y
se analiz6 mediante ANOVA. Se encontré que el factor HMA vy las interacciones HMA +
Fésforo, HMA + BSF y Fésforo + BSF tuvieron efectos significativos en la variable.

Al inocular el consorcio, se produjo una conductancia molar significativamente mayor
que la observada cuando no se inoculd. También se observé que las combinacines H + Ps
(consorcio y fésforo soluble) y h + Pin (sin consorcio y fésforo insoluble) produjeron una
mayor conductancia molar que las otras combinaciones (p < 0.001). Por otro lado, aunque
la interaccion con el consorcio no produjo conductancias distintas a las producidas por los
tratamientos sin bacteria, si se observo que el consorcio cambiaba los efectos de las cepas
cuando se inoculaban juntos. La cepa F3 produjo una conductancia mayor cuando se inocu-
laba sola (p < 0.05), lo cual se observé también con ICA, aunque no en forma signficativa.
MET y C14 mostraron una tendencia contraria pero al igual que con ICA, ésta no fue sig-
nificativa. En su interaccion con el tipo de fésforo, las cepas no mostraron diferencias signi-
ficativas en sus efectos con respecto a los tratamientos sin cepa. Lo que es mds, tinicamente
dichos tratamientos presentaron diferencias significativas entre ellos lo que refleja un efecto
del tipo de fosforo sobre la conductancia: es significativamente mayor cuando la fuente es

insoluble.

V.2.4.1.7. Concentracion interna de CO,. Esta variable cumplié con las asunciones de
normalidad y homocedasticidad, y al analizarla mediante ANOVA se encontré efecto signi-
ficativo del factor HMA sobre la variable. Los resultados sugieren que, en términos generales,
la inoculacién con el consorcio produce una disminucién en la concentracién interna de CO,.
Es de destacar que los valores obtenidos para esta variable fueron negativos para el factor
HMA.

V.2.4.1.8. Tasade transpiracion. Esta variable presenté normalidad y homocedasticidad,

pero el ANOVA no indic6 diferencias significativos en los efectos de ninguno de los factores.

V.2.4.1.9. Tasa fotosintética. Esta variable cumpli6 con las asunciones del ANOVA. El
andlisis mostro efectos del factor Fésforo y de la interaccion HMA-Fésforo.
Se observo que las plantas con fésforo insoluble presentaron una tasa fotosintética signi-

ficativamente mayor que la producida con el fosforo soluble. En la interaccion se observo que
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el consorcio no afect6 el efecto que el fésforo insoluble tuvo sobre la variable. Sin embargo,
tratdndose de plantas sin el consorcio, el tipo de fésforo si tiene un efecto significativo siendo

el fésforo insoluble el que presenté una media mayor a la observada con el fosforo soluble
(Figura V.8).
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V.2.4.1.10. Discusion. El consorcio de hongos micorricicos tuvo efectos significativos en
cuatro de las cinco variables agronémicas analizadas, siendo la aplicacién del consorcio el
nivel que produjo medias significativamente mayores. Sailo y Bagyaraj (2006) reportaron
resultados similares con Coleus forskohlii (una planta medicinal) aunque, a diferencia del
presente trabajo, los autores no emplearon un consorcio de hongos micorricicos, sino una
especie en particular: Glomus bagyarajii. Por su parte, Adesemoye et al. (2008) reportaron
incrementos en la cosecha de maiz, respecto del control negativo, cuando se inocul6 con
Glomus intraradices, aunque no especificaron si el incremento fue significativo. Los resul-
tados de Jansa et al. (2008) sugieren que, por lo general, la coinoculacién de dos o mas
hongos micorricicos tendra efectos similares a los obtenidos si se inoculan solos. Sin em-
bargo, también mencioné que se pueden dar sinergismos cuando los in6culos micorricicos
"cooperan"en sus efectos sobre el hospedero y sefiala que, por ejemplo, si los métodos por
los que uno u otro hongo obtienen nutrientes, como el fésforo, son complementarios, puede
darse un sinergismo que beneficia el crecimiento del vegetal. Esto puede explicar la similitud

en los resultados atin cuando se trabajé con un consorcio.

La interaccién entre el consorcio y las cepas evaluadas fue significativa en las variables
de biomasa total, biomasa de vastago y de raiz, no asi en el indice R/V. Las cepas MET y
C14 mostraron efectos sinérgicos al inocularse con el consorcio, mientras que las cepas F3 e
ICA no se comportaron diferente de los controles. De acuerdo con Adesemoye et al. (2008),
los efectos sinérgicos se pueden presentar entre PGPRs y hongos micorricicos especificos,
pero esto no ocurre en todos los casos. Esto hace importantes a estas dos cepas dado que, al
menos para sorgo, presentaron efectos sinérgicos al inocularse con el consorcio. En cuanto al
factor BSF, los resultados de Cattelan et al. (1999) tienen contradicciones con los observados
en el presente trabajo ya que algunas cepas que evaluaron en soya (Glycine max) tuvieron
efectos significativos sobre las biomasas en vastago y raiz. Aunque no se trabajaron tantas
cepas como lo hizo Cattelan et al. (1999), era posible, dados los resultados de los ensayos en
laboratorio, que al menos una de las cepas tuviera efectos sobre las variables medidas. Una
explicacion a la ausencia de efectos por parte de las cepas es que la cantidad de inéculo fue
distinta pues Cattelan et al. (1999) aplicaron los in6culos con una absorbancia de 0.55 (600
nm) cuando este trabajo lo hizo con una de 0.27 (640 nm). En ese sentido Bashan (1998) hizo
hincapié en la importancia de tener una poblacién suficientemente alta en la rizésfera para

obtener una respuesta de la planta.

Ningun tratamiento tuvo medias significativamente mayores a los cuatro controles con
respecto a las biomasas de raiz, de vastago y total. Sin embargo, se hizo evidente que el
efecto que las cepas tuvieron dependieron, en varios casos, de las condiciones en las que

se desempenaron. Tanto el tipo de fésforo como el consorcio resultaron relevantes para los
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efectos de las cepas sobre las variables agrondmicas. El trabajo de Calvo-Vélez et al. (2008)
da cuenta de la importancia de las condiciones bidticas y abidticas sobre las poblaciones

microbianas, particularmente, la presencia de nutrientes como el fosforo.

En relacion al indice R/V, resultan contradictorios los resultados de Smith (1980), citado
en Azcon-Aguilar y Barea (1997). El autor sefialé que la simbiosis micorricica regula la tasa
fotosintética y afecta el movimiento de fotosintatos a la raiz, resultando en indices R/V mas
bajos que los indices de los controles. En los resultados de este trabajo, el factor HMA no
tuvo efecto significativo en el indice. Estas diferencias pueden deberse al tiempo que durd el
experimento y al tamafio de las macetas, detalles que pudieron haber enmascarado el efecto
del consorcio sobre el del indice R/V, pero més atn, la presencia de hongos micorricicos
nativos también puede explicar la falta de significancia ya que, como encontrd Jansa et al.
(2008), la combinacion de dos o mas hongos micorricicos no produciré efectos mayores a los

producidos por uno solo, excepto si se presenta una "complementaridad funcional".

La distribucién de la biomasa en los 6érganos principales de la planta fue afectada signi-
ficativamente por el tipo de fésforo aplicado y por las cepas inoculadas. En general, el fésforo
insoluble produjo un indice R/V mayor que el fésforo soluble lo que puede ser una respuesta
de la planta ante la poca disponibilidad del elemento. Morcuende et al. (2007) sefialan que
las deficiencias tanto de fésforo como de N, ademds de reducir el crecimiento general de
la planta, provocan crecimiento preferencial de la raiz con lo que aumentan el indice R/V.
Esto puede sugerir que las plantas fertilizadas con f6sforo insoluble padecieron deficiencias
de fosforo, pero de haber sido asi, no s6lo se habrian manifestado sintomas caracteristicos
en hojas y tallos, sino que ademas, los tratamientos control h(Pin)Cntrl y h(Ps)Cntrl habrian
tenido medias significativamente diferentes. S6lo la cepa MET aument6 significativamente el
indice R/V comparado con el control y en la Figura V.6 se observa que el efecto se presentd
sin el consorcio y con la fertilizacion de fosforo insoluble. Aunque la diferencia no fue tan
marcada como con la cepa MET, los resultados de cosecha que Adesemoye et al. (2008) ob-
tuvieron en maiz presentaron un patrén similar pues el consorcio de Bacillus sp. produjo una
cosecha mayor que la producida cuando se coinoculé con Glomus intraradices; sin embargo,

los autores no mencionan si dicha diferencia fue significativa o no.

Ninguno de los factores tuvo efectos sobre la concentracién interna de CO,, la tasa de
transpiracion de las plantas o el nimero de hojas que produjeron, lo que parece indicar que,
bajo las condiciones del experimento, estas variables son independientes de los factores que
se evaluaron. Por otro lado la tasa fotosintética si se vio afectada por el tipo de fertilizacion
de fosforo y por la interaccion que el consorcio y el tipo de fésforo mostraron. Dietz y Foyer
(1986) encontraron que la fijacion de CO, esté relacionada con el Pi intracelular de la planta

y dicha relacion es directa (Raaimaker et al., 1995). Las tasas fotosintéticas no se vieron
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inhibidas por ninguno de los tratamientos y no se observaron sintomas caracteristicos de
deficiencia de fosforo. La observacion de una tasa de fotosintesis mayor cuando se aplicé
fésforo insoluble no se explica facilmente pues se esperaria que, dada la mayor facilidad de
absorcion del fésforo soluble, este tratamiento hubiera mostrado una mayor tasa de fijacién
de CO,. Este es un asunto sobre el que seria interesante ahondar, tomando en consideracion
las interacciones con inoculantes.

La conductancia estomdtica estd relacionada con el uso de agua por parte de la planta
(Wheeler et al., 1999) asi como con el proceso fotosintético ya que se produce por la apertura
o cierre de los estomas. La literatura habla que los estomas tienden a abrirse de forma gradual
en el dia, con un pico a medio dia (Salisbury y Ross, 2000). Como referencia, el trabajo de
Wheeler et al. (1999) mostré conductancias estomdticas que estuvieron por encima de 0.4 mol
m~2 57!, en plantas de papa y trigo, bajo concentraciones de CO, de 400 ppm. Los valores de
conductancia estomatica obtenidos en el ensayo de sorgo oscilaron entre 0.01 y 0.17 mol m~2
s~! a pesar de haber sido tomados en horas cercanas a mediodia. Durante las mediciones de las
variables fisioldgicas se observaron temperaturas dentro de la cimara que oscilaron entre los
29 y los 35 °C aproximadamente. Salisbury y Ross (2000) sefialan que la temperatura entre
30 a 35 °C provocan, generalmente, el cierre de los estomas por lo que se infiere que al hacer
la medicidn, se sometié a las plantas a estrés térmico. La mayor conductancia que producida
con la inoculacién del consorcio no se acerco a las reportadas por Wheeler et al. (1999) y en
general, ninguno de los tratamientos superé 0.15 mol m~2 s~!. Sin embargo, se puede pensar
que en condiciones normales, el patrén de conductancia estomética se conservaria, pero ain
si no es asi, esta situacién permitié observar la susceptibilidad de las plantas al estrés térmico

y el efecto de los tratamientos sobre la respuesta.

V.2.4.2. Ensayo en lechuga

Para facilitar la exposicion de los resultados, en los siguientes parrafos se hard mencion
de los factores y los tratamientos de forma sintética usando las abreviaturas mostradas en la
Tabla V.4.

V.2.4.2.1. Biomasa de raiz. Se aplicé un ANOVA con los datos transformados mediante
la funcidn logo(x)+1. Se encontrd que tanto los factores como la interaccion tuvieron efectos
significativos sobre la variable.

Se observo que inocular el consorcio produjo significativamente mas biomasa de raiz que
al no inocularlo. En general, 1.4N-P1, 5.10N-1, 5.10N-2 e ICA produjeron un incremento
significativo de la raiz en comparacion con tratamientos que carecian de bacteria. Al con-

siderar todos los tratamientos, se observo que varias combinaciones produjeron biomasas de
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lechuga (Lactuca sativa.

Tabla V4. Abreviaturas de factores e interacciones del ensayo de

Factores, Interacciéon y | Niveles y Descripcion
sus Abreviaturas Abreviaturas
Hongo Micorricico HMA (H) Consorcio inoculado
Arbuscular (HMA) sin HMA (h) Consorcio no inoculado
Cntrl Control
5.10N-1 cepa 5.10N-1
5.10N-2 cepa 5.10N-2
1.4N-P1 cepa 1.4N-P1
2.8N-GC1 cepa 2.8N-GC1
Bacteria 2.8N-GC2 cepa 2.8N-GC2
Solubilizadora 5.3N cepa 5.3N
de Fosfatos 39N cepa 3.9N
(BSF) 3.2N cepa 3.2N
1.9N cepa 1.9N
SBP0O8 cepa SBP08
F3 cepa Fosfo III
ICA cepa ICA1001

raiz superiores a las de tratamientos sin indculo bacteriano. Entre ellas destacan 5.10N-1 y
5.10N-2, ambas sin consorcio. Les siguen 2.8N-GC1, 2.8N-GC2, SBPO8 y 1.4N-P1, todas
con el consorcio. Las biomasas de raiz producidas por 1.9N, 3.2N, 5.3N y F3 no presen-
taron diferencias con los controles. La biomasa de raiz més baja observada se di6 con la cepa
2.8N-GC1 cuando se inocul6 sin el consorcio, siendo significativamente menor al resto. Cabe
destacar la importancia que jugd el consorcio en los efectos que las diferentes cepas tuvieron
sobre la variable considerada, pues en mds de la mitad afecté significativamente la biomasa

de raiz producida por los tratamientos (Figura V.9).

V.2.4.2.2,

raccion, presentaron efectos significativos sobre la variable. La biomasa en vastago se vio

Biomasa de vastago. El ANOVA indicé que sélo los factores, y no la inte-
promovida significativamente cuando se inocul6 el consorcio, en comparacion a las plantas
no inoculadas con €l. En cuanto a las cepas aplicadas, se encontré que poco méas de la mitad
produjeron biomasas de vastago significativamente menores que el control. Las cepas 1.4N-

P1, 1.9N, 5.10N-1, 5.3N y F3 no mostraron diferencias con el tratamiento sin bacteria.
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V.2.4.2.3. Biomasa total. El ANOVA mostré que tanto los factores como la interaccion
tuvieron efectos significativos sobre la variable. Nuevamente, la biomasa total producida por
el consorcio fue significativamente mayor que si no se aplicod. Asi mismo, las cepas no pre-
sentaron diferencias con el tratamiento sin bacteria, con la excepcion de 5.10N-1, que produjo
una biomasa significativamente mayor. La interaccion de las cepas con el consorcio presentd
pocas diferencias con los tratamientos sin bacteria pues sélo las cepas 5.10N-1y 5.10N-2 pro-
dujeron biomasas significativamente mayores que dichos tratamientos, aunque sélo cuando
no se inocularon con el consorcio.

También se observé que el consorcio influencié el efecto de las cepas atn y cuando la
biomasa producida no fuera siempre mayor que los tratamientos sin bacteria. Por ejemplo, la
cepa 2.8N-GCl1 produjo significativamente mds biomasa cuando se aplicé con el consorcio
que sola y lo mismo se observé en 2.8N-GC2, ICA y SBPOS8 (Figura V.11).

V.2.4.2.4. Volumen radical. Se hizo un ANOVA con los datos transformados mediante
rangos alineados y se encontrd que el factor BSF y la interaccion de los factores tuvieron
efectos significativos sobre el volumen de la raiz. Cinco de las cepas estimularon el volumen
de la raiz de forma significativa, comparados con el producido cuando no se aplicé el in-
Oculo bacteriano: 1.4N-P1, 1.9N, 3.2N, 5.10N-1 y 5.10N-2. La interaccién mostré contrastes
importantes en los efectos de las cepas al aplicarse con el consorcio. Algunas mostraron
volumenes significativamente mayores cuando se aplicaron junto con el consorcio, mientras
que otras lo hicieron cuando se aplicaron solas. Ninguna cepa produjo volimenes mayores

que el tratamiento al que se aplicé el consorcio, pero sin indculo bacteriano (Figura V.12).

V.2.4.2.5. Indice Raiz/V astago. Se hizo un ANOVA con los datos transformados medi-
ante la funcion log;o+1. Luego del analisis se encontrd que sélo el factor BSF y la interaccion
tuvieron efectos significativos. El indice observado cuando no se aplicé inéculo bacteriano
fue significativamente menor que el de la mayoria de las cepas, con excepcion de F3 y 5.3N.
Pero al considerar la interaccidén con el consorcio, no se observo eso en todos los casos. Al-
gunas cepas mostraron indices mayores al inocularse solas, mientras que otras, al aplicarse

junto con el consorcio (Figura V.13).

V.2.4.2.6. Discusion. Lainoculacién con hongos micorricicos promovio significativamente
tres variables de biomasa. Este resultado coincidié con los de autores mencionados antes
(Adesemoye et al., 2008; Jansa et al., 2008; Sailo y Bagyaraj, 2006). Aunque se usé un in-
6culo menos concentrado (0.27 Abs 640 nm) que los empleados por Cattelan et al. (1999)

(0.55 Abs 600 nm), las cepas afectaron todas las variables medidas, de forma significativa.
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Sin embargo, también se observé evidencia que parece sugerir que el hongo micorricico no
solubiliza fésforo del suelo. Al comparar estos resultados con los obtenidos en sorgo, parece
que Lactuca sativa fue mas susceptible a las cepas ensayadas, lo que pudo estar relacionado
con el tipo de exudados que secret6 cada cultivo (Loon, 2007; Lugtenberg y Kamilova, 2009;
Podile y Kishore, 2006); sin embargo, hay que recordar que las condiciones de fosforo en
el sustrato también fueron distintas. Parece que las cepas evaluadas tienen efectos cuando
el sustrato tiene reservas de fésforo insoluble, mientras que cuando el suelo carece de tales
reservas, el efecto no se presenta (o lo hizo de forma imperceptible para el disefio usado).

Aunque la biomasa total no se vio muy alterada, la distribucion de ésta en los principales
organos de la planta varié significativamente dependiendo de la cepa. En general, la mayoria
de ellas alter6 la distribucion de la biomasa promoviendo preferentemente el crecimiento de
la raiz. Dada la importancia de este 6rgano en la absorcion de nutrientes y agua (Salisbury
y Ross, 2000), el efecto es de relevancia para la salud de la planta en condiciones de estrés
(Penrose y Glick, 2003).

En la interaccion de los factores se observd que hubo efectos sinérgicos pues algunas
cepas produjeron efectos mayores cuando se inocularon con el consorcio. También hubo
casos en los que la cepa presentd mayores efectos cuando se inocul6 sola. Los efectos del
consorcio variaron dependiendo de la cepa con la que se inocul6 produciendo efectos mayores
en unos casos y similares en otros (respecto de los controles). El trabajo de Adesemoye et al.
(2008) sugiere que este tipo de interacciones depende de las condiciones del sustrato.

Los tratamientos no produjeron respuestas parecidas entre volumen y la biomasa de raiz,
lo que sugiere que se trata de respuestas independientes. El factor BSF presenté mayores con-
trastes que la interaccidn bajo las condiciones del ensayo, lo que parece respaldar la posibili-
dad de que los efectos se potencien cuando el sustrato tiene reservas de fésforo. Los resultados
mostraron, en general, una tendencia a generar volimenes de raiz mayores al control. Esta
variable en particular presenté una variaciéon muy elevada en cada uno de los tratamientos,
lo cual se debié principalmente a la forma en que se midié. Puede ser una variable mas util
cuando se trabaja con raices de gran tamaiio, pero es poco informativa cuando los volimenes

son tan pequeiios como los observados en este ensayo.
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V.3. Discusion general

En el presente trabajo se cumplié con el objetivo general: se logré aislar bacterias de sus-
trato calcdreo capaces de solubilizar fésforo en su medio a partir de sales insolubles. También
se logré determinar de forma cuantitativa esta habilidad usando un método colorimétrico.
Igualmente, se determin si eran capaces de degradar el ACC, lo que evidencid su potencial
para regular los niveles de etileno en un hospedero vegetal. Finalmente, gracias a los ensayos
en invernadero, se pudieron observar los efectos in vivo de las cepas seleccionadas asi como
su interaccidn con otros microorganismos benéficos bajo condiciones de sustrato diferentes.

La mayor parte de las bacterias caracterizadas fueron capaces de solubilizar compuestos
insolubles de fosforo, lo es congruente con una parte de la hipdtesis de este trabajo. En cuanto
a los rasgos de promocidn, se observo que tales efectos estdn, al menos en parte, determinados
por el tipo de cepa, el hospedero, la interaccion con otros microorganismos y la disponibilidad
del fosforo en el sustrato.

Aunque seria apropiado hacer mas pruebas, los resultados de este trabajo justifican la
busqueda, seleccion e implementacion de microorganismos capaces de solubilizar fésforo
como una forma complementaria de fertilizacién que, ademads de los beneficios nutricionales
mencionados en la literatura, puede producir efectos fisiologicos y de crecimiento deseables

en hospederos vegetales.
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