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INTERACCION NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA-BACTERIAS
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO EN PLANTA DE LECHUGA

Monroy-Miguel, Rosalba, M en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN
El fésforo es el macronutrimento mas importante para las plantas después del nitrégeno,

sin embargo, es un recurso no renovable que al aplicarse como fertilizante fosfatado solo
se aprovecha el 1 % debido a su facilidad para formar compuestos con otros elementos,
por lo que el 90 % se vuelve inaccesible para los cultivos. Se prevé que para 2050 las
reservas mundiales de fésforo habran llegado a su tope maximo de produccion, por lo
que su deficiencia comprometera la produccién alimentaria mundial y elevara los costos
de los fertilizantes fosfatados. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la interaccion
NPHA-BSP in vitro y posteriormente en lechuga en condiciones de invernadero, para
evaluar la absorcién de fosforo, como una alternativa de fertilizacién fosforada. La
investigacion se dividio en tres fases. Fase |: se realiz6 la seleccion de BSP con
capacidad para solubilizar fosforo en medio NBRIP sdlido y liquido, de donde se
obtuvieron seis cepas bacterianas (K.oxytoca-13, K. oxytoca-21, E. cloacae-26, C.
freundii-29-1, E. cloacae-31 y S. marcescens-36) con alta capacidad para solubilizar
fésforo. Fase Il: se evalud la capacidad solubilizadora de fésforo de las seis cepas
seleccionadas en medio NBRIP modificado con nanoparticulas de hidroxiapatita (NPHA)
sintetizadas por el método de precipitacion quimica humeda como fuente de fosforo
(caracterizadas mediante TEM, DLS, DRX y FTIR). Como resultado se eligié a
Enterobacter cloacae por su alta capacidad para solubilizar fosforo de distintas fuentes
(64 mg L' y 13 mg L equivalentes a 8% y 63% de P solubilizado, en RF y NPHA,
respectivamente) y disminuir mas el pH (4.0) de su medio. Las NPHA que se sintetizaron
midieron menos de 100 nm en cualquiera de sus caras y presentaron forma de hoja, asi
como diametro hidrodinamico entre 72.27 nm y 137.5 nm, se confirmé la presencia de
hidroxiapatita por DRX y FTIR. Fase lll: se probaron 12 tratamientos con tres fuentes
diferentes de fésforo (NPHA, KH2PO4, RF), con y sin inéculo bacteriano bajo condiciones
de invernadero en planta de lechuga cultivada en arena y con solucion Steiner. Los
resultados mostraron que el tratamiento NPHAS3 casi igualo el porcentaje de fosforo total
en vastago y raiz con el grupo testigo (KH2PO4) y los tratamientos con NPHA1 y NPHA2
también fueron semejantes. El indculo bacteriano (E. cloacae-31) solo tuvo efecto
significativo para volumen radical a los 95 ddg. Para estudios posteriores se recomienda
cambiar las condiciones (diferente cultivo, sustrato, solucion nutritiva, inoculante
bacteriano, dosis y concentraciones de NPHA e inoculante bacteriano) a fin de obtener
un efecto sinérgico de la interaccion NPHA-BSP y optimizar los resultados.

Palabras clave: Fosforo, BSP, nanoparticulas, hidroxiapatita, RF, E. cloacae.



INTERACTION HYDROXYAPATITE NANOPARTICLES-PHOSPHORUS
SOLUBILIZING BACTERIA IN LETTUCE PLANT.
Monroy-Miguel Rosalba, M in C.

Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Phosphorus is the most important macronutrient for plants after nitrogen, however, it is a
non-renewable resource that when applied as a phosphated fertilizer only 1% is used due
to its ease in forming compounds with other elements, so that 90 % becomes inaccessible
for crops. It is expected that by 2050 world phosphorus reserves will have reached their
maximum production limit, so their deficiency will compromise world food production and
raise the costs of phosphate fertilizers. The objective of this research was to evaluate the
HANP-PSB interaction in vitro and later in lettuce under greenhouse conditions, to
evaluate phosphorus absorption, as an alternative of phosphorus fertilization. The
investigation was divided into three phases. Phase I: the selection of PSB was performed
with the ability to solubilize phosphorus in solid and liquid NBRIP medium, from which six
bacterial strains were obtained (K. oxytoca-13, K. oxytoca-21, E. cloacae-26, C. freundii -
29-1, E. cloacae-31 and S. marcescens-36) with high capacity to solubilize phosphorus.
Phase Il: the phosphorus solubilizing capacity of the six strains selected in NBRIP medium
modified with hydroxyapatite nanoparticles (HANP) synthesized by the wet chemical
precipitation method as a source of phosphorus (characterized by TEM, DLS, DRX and
FTIR) was evaluated. As a result, Enterobacter cloacae was chosen because of its high
capacity to solubilize phosphorus from different sources (64 mg L' and 13 mg L
equivalent to 8% and 63% of solubilized P, in PR and HANP, respectively) and decrease
further the pH (4.0) of its medium. The HANP that were synthesized measured less than
100 nm on any of their faces and had a leaf shape, as well as hydrodynamic diameter
between 72.27 nm and 137.5 nm, the presence of hydroxyapatite was confirmed by DRX
and FTIR. Phase lll: 12 treatments were tested with three different sources of phosphorus
(HANP, KH2PO4, PR), with and without bacterial inoculum under greenhouse conditions
in a lettuce plant grown in sand and with Steiner solution. The results showed that the
NPHAS3 treatment almost equalized the percentage of total phosphorus in the stem and
root with the control group (KH2PO4) and the treatments with NPHA1 and NPHA2 were
also similar. The bacterial inoculum (E. cloacae-31) only had a significant effect for radical
volume at 95 ddg. For subsequent studies it is recommended to change the conditions
(different culture, substrate, nutrient solution, bacterial inoculant, doses and
concentrations of HANP and bacterial inoculant) in order to obtain a synergistic effect of
the HANP-PSB interaction and optimize the results.

Keywords: Phosphorus, PSB, nanoparticles, hydroxyapatite, PR, E. cloacae.
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I. INTRODUCCION

El fésforo es el elemento mas importante en la nutricion vegetal después del
nitrogeno. Es un nutrimento esencial para las funciones metabdlicas de las plantas:
produccion de energia, respiracion, glucolisis, fotosintesis, sintesis de acidos grasos,
sintesis de ADN, reproduccién, division celular, desarrollo del sistema radical 6ptimo,
floracion, formacién de semillas, entre otras funciones (Wendling et al. 2013; Sharma et
al. 2011; Corrales et al. 2014). Las plantas con deficiencia de fésforo se caracterizan por
crecimiento lento, la presencia de hojas de tamano reducido, moradas o marron, tallos
débiles (Sharma et al. 2011), asi como desarrollo limitado de brotes y raices (Khan et al.

2006; Adhikari et al., 2014).

En general, la disponibilidad de fésforo en el suelo para las plantas es escasa
debido a que tiende a formar fuertes uniones con diversas sustancias en el suelo, como
la materia organica e hidroxidos de Fe, Al y Mn (Behera, et al. 2014). Aun cuando se
administra suficiente cantidad de fertilizante fosfatado en el suelo, éste solo se encuentra
disponible para las plantas poco tiempo posterior a su aplicacion. Por lo que gran parte

de estos fertilizantes no se aprovecha.

Se estima que para el afio 2050 el incremento poblacional sera de 9.6 billones de
personas (UN 2013), con lo que se prevé un aumento en la demanda de cultivos
alimenticios y, en consecuencia, en el incremento del uso de fertilizantes. En el caso
especifico de fertilizantes fosfatados, sera necesario aumentar la produccion en 70%
(FAO 2009). Por lo que el acceso y suministro de los fertilizantes mencionados debera

garantizarse, pues de esto dependera la seguridad alimentaria.



La materia prima para los fertilizantes fosfatados es un recurso finito y de dificil
acceso, y su escasez puede provocar el alza en los precios de los fertilizantes, como
sucedié en 2007 y 2008 cuando la demanda de fertilizantes fosfatados y roca fosforica
(RF) super6 a los suministros y en consecuencia el precio de los fertilizantes aumento
hasta 700% (Minemakers limited 2008). El tope maximo de produccién de fertilizantes
fosfatados se calcula sera en 2030 y posteriormente la produccién disminuira
paulatinamente hasta agotar las principales fuentes de fésforo (Cordell et al. 2009), como

lo es la RF.

La RF es una fuente no renovable de fosforo; tan solo en 2010, el Centro de
Desarrollo Internacional de Fertilizantes (IFDC por sus siglas en inglés) estimé que las
reservas mundiales de RF eran de 60,000 Mt (Van Kauwenberg 2010), suficientes para
abastecer fertilizantes fosfatados los proximos 50 a 120 afios (Cordell et al. 2009; Fixen

2009; Smit, et al. 2009).

Cabe destacar que a pesar de pudiera existir un suministro suficiente de
fertilizantes fosfatados, la disponibilidad del nutriente para las plantas no esta garantizada
(Thompson y Troeh, 2002). Esto debido a que diversos factores ambientales y del suelo
disminuyen la disponibilidad de fosforo, lo que frecuentemente conlleva a realizar

aplicaciones excesivas de fertilizantes.

Por lo expuesto anteriormente y dado el crecimiento poblacional y el ritmo de
consumo de los fertilizantes fosfatados es indispensable trabajar en la busqueda de
alternativas de fertilizantes fosfatados, mas eficientes, econémicos y de bajo impacto en

el ambiente.



Un ejemplo de estas alternativas es la aplicacion de microorganismos
solubilizadores de fosfatos (MSP). Los MSP incluyen bacterias, hongos, protozoos y
algunos nematodos, que tienen una funcion central en el ciclo natural del fésforo y poseen
la capacidad de solubilizar fosforos a partir de fuentes insolubles (Oberson y Joner 2005;
Awasthi et al. 2011; Buneman et al. 2011; Jones y Oburguer 2011; Behera et al. 2014).
Por su abundancia, ciclo de vida corto y facil cultivo, las bacterias solubilizadoras de

fosfato (BSP) resultan de gran interés.

Las BSP forman asociaciones simbidticas con las plantas, quienes brindan
hospedaje y fuentes de carbono para las bacterias, mientras estas incrementan la
absorcion de agua y nutrimentos como el fésforo en la planta. Las bacterias asociadas
protegen a las plantas contra agentes patégenos (Duponnois et al. 2005). Por tal motivo,
este tipo de microorganismos se encuentran actualmente disponibles en inoculos
comerciales con o sin la adicion de fertilizantes (Estrada et al. 2012; Konietzny y Greiner

2004).

Por otra parte, la escasa disponibilidad del fésforo también podria abordarse desde
una perspectiva mas novedosa: la nanotecnologia. Los nanomateriales se caracterizan
por tener al menos una cara con tamafo de 1-100 nm y elevada superficie especifica,
haciéndolos sumamente reactivos (Raim e Ingle 2012; Liu y Lal 2015). Los
nanofertilizantes constituyen una tecnologia atractiva para las ciencias agricolas, ya que
pueden proveer uno o mas nutrimentos (Madusanka et al. 2017; Gunaratne et al. 2016)
y asi mejorar el crecimiento y rendimiento de cultivos agricolas. La alta reactividad de los
nanomateriales, incluyendo los nanofertilizantes, se puede aprovechar para la aplicacion

de nutrimentos de una forma mas eficiente que los fertilizantes a granel.



Lo que ademas evitaria la sobredosificacion y desperdicio de fertilizantes,
reduciendo asi el impacto ambiental del uso excesivo de estos. Es por esto que los
fertilizantes en forma de nanoparticulas podrian contribuir significativamente en el
incremento de la produccion de cultivos agricolas y a su vez asistir en la proteccion
ambiental al reducir la pérdida de nutrientes por lixiviacion y emision (Liu y Lal 2014; De

Rosa et al. 2010; Karunaratne et al. 2012; Kottegoda et al., 2011).

Considerando la informacién presentada resulta indudable que la aplicacion
conjunta de BSP y nanofertilizantes puede ser una alternativa para contribuir en la
solucion de la problematica del fésforo en la produccion de alimentos. Sin embargo, la
informacion existente al respecto es escasa. Por lo que en este trabajo se propone el
estudio de la interaccion de BSP y nanomateriales fosfatados como medio para

incrementar la absorcion de fésforo en las plantas.

Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Importancia del fésforo en la produccion vegetal y problematica

El fosforo es un elemento esencial para la formacion de moléculas organicas y el
desarrollo de las plantas. Mas de 90% del fésforo total en el sistema suelo-planta-animal
esta en los suelos y menos de 10% en el resto de los sistemas bioldgicos. El contenido
de fésforo promedio en el suelo es cercano a 0.05% (p/p) pero solo 0.1% del fésforo total
esta disponible para las plantas debido a la deficiente solubilidad de éste y su fijacion en

el suelo (lllmer y Schinner 1995).



Se distinguen tres formas principales de fésforo en el suelo con relacién a la
nutricion vegetal: fosforo en solucion (Psol), fésforo organico (Po) y fosforo inorganico (Pi)

asociado a particulas minerales.

El Psoi también llamado ortofosfato se considera disponible para las plantas (Arai
y Sparks 2007). Su concentracion en el suelo se determina por procesos de
mineralizacion e inmovilizacion del Po, asi como por el equilibrio entre adsorcion-
desorcién y precipitacién-disolucion del Pi. Cuando la concentracion del Psol €s mayor que
la que soporta la solubilidad de los minerales predominantes, el Psol Se precipita con los
cationes metalicos (AI**, Ca?*, Fe3*) y forman minerales de fésforo. Cuando el Psol es
menor, los minerales de fésforo se disuelven en la solucién del suelo y la solubilidad de
los precipitados metalicos del fésforo sigue el orden siguiente: Ca-P > Al-P > Fe-P

(Chuang et al., 2007).

La materia organica que constituye hasta 50% del suelo es un importante
reservorio de fésforo inmovilizado y no disponible para las plantas. Tres grupos de
compuestos en el suelo forman la reserva de Po: los inositolfosfatos (ésteres de inositol

fosfato), los acidos nucleicos y los fosfolipidos.

Debido a su gran estabilidad, el inositol fosfato (también se le denomina acido fitico
o fitato) almacena mas de 50% del Po, mientras que el contenido de fosfolipidos
comprende entre 0.5% y 7% del P, total. Los acidos nucleicos, que se originan a partir
de la descomposicion de microorganismos, animales y restos vegetales constituyen la

fraccion mas pequefia (< 3% del P, total).



El fitato es el mayor componente de fosforo organico en el suelo (Rodriguez et al.
2006). Se calcula que, de 12 Mt de fésforo cosechado, 5 Mt de fésforo (40%) regresa a
la tierra como residuo de los cultivos (Smil 2000). Asi, el contenido de Po depende de
varios factores: clima, vegetacién, textura, practicas de fertilizacion, riegos y drenaje y
uso del suelo. Por lo que el tiempo de residencia media del P, en el suelo se ha estimado

entre 350 y 2000 afios (Nannipieri y Smalla 2006).

El cambio de P, a Pi se conoce como mineralizacion. En este proceso participan
tres grupos de enzimas: las enzimas fosfatasas acidas no especificas, que llevan a cabo
la desfosforilacion de los enlaces fosfodiéster o fosfoanhidro de la materia organica; las
fitasas, actuan especificamente provocando la liberacion de fésforo del acido fitico; las
fosfonatasas y carbono-fésforo liasas que pueden romper las uniones C-P presentes en
los organofosforados. La principal actividad enzimatica corresponde a las fosfatasas
acidas y a las fitasas, dependiendo de la presencia en el suelo de los sustratos sobre los

que actuan (Rodriguez et al., 2006).

El Pi forma parte de los minerales primarios como la apatita Ca1o(PO4)eX2 (X2
puede ser F-, OH- o Cl-) y de los minerales secundarios (precipitacion del fésforo con Al,
Cay Fe). El fésforo también se adsorbe sobre las superficies de los minerales de arcilla,
oxihidroxidos de Fe y Al (Fe-P y Al-P), como carbonatos de Ca y P (Ca-P), fisicamente
ocluido dentro de los minerales secundarios. Como parte de estos ultimos, los Ca-P
[Ca3(POa4)2] dominan en suelos neutrales y alcalinos (White y Hammond 2008). Mientras
los Fe-P (strengita: FePO4. 2H20) y Al-P (Variscita: AIPO4 2H20) predominan en los

suelos acidos (Rajkumar et al. 2009; Rodriguez y Fraga 1999).



Las formas ionicas de Pi son dependientes del pH. Cuando la reaccion del suelo
oscila entre 4.0 y 6.0, la mayor parte del Pi esta presente como ion H2PO4, que puede
ser absorbido por las plantas debido a su solubilidad en agua. A pH entre 6.5y 7.5, el P;
en la solucion del suelo esta presente como H2PO4" y HPO4?, esta Ultima forma también
puede ser absorbida por las raices de las plantas, pero en menor proporcion que la

primera.

A pH entre 8.0 y 10.0, el ion HPO4?* es dominante. A pH > 10.0, la forma idnica
dominante es el PO4*, y solo el fosfato de sodio es disponible para las plantas. En el otro
extremo, a valores de pH inferiores a 3.0, el fésforo esta presente como H3PO4, una forma
quimica extremadamente reactiva, por lo que, en suelos muy acidos la fijacién o reversiéon

del fésforo ocurre rapidamente (Arai y Sparks 2007).

Se estima que las reservas actuales de fésforo a nivel mundial disminuiran a la
mitad entre 2040 y 2060 (Lambers et al. 2006), provocando el incremento del precio de
los fertilizantes fosfatados debido a su escasez. Por esta razoén, la busqueda de

alternativas sustentables de fertilizacion se vuelve imperante.

Las mayores reservas de fésforo en el suelo son las rocas y los depositos
minerales, como los de apatita, hidroxiapatitas y las oxiapatitas cuya principal
caracteristica es la insolubilidad (Bashan et al. 2013). Por ejemplo, la roca fosféorica (RF)
la principal fuente de fdsforo, esta constituida principalmente por apatita (hidroxi y
fluorapatita). En el Cuadro 1 se muestra la formula quimica de algunas RFs

representativas (Chien et al. 2004).



La RF sin procesar se recomienda como alternativa ante la infertilidad de los suelos
con bajo contenido de fésforo disponible y una alta capacidad de fijacion de fésforo. Sin
embargo, la RF puede variar en sus propiedades fisicas, quimicas y cristalograficas de

acuerdo a su composicion especifica, afectando asi su solubilidad.

Cuadro 1. Solubilidad y férmula empirica de apatitas en algunas rocas fosféricas
sedimentarias.

P20s5 %
Procedencia (extraido con Férmula empirica

CAN) *
Carolina del Norte, USA 9.7 Cags3Nap3s Mgo.13(PO4)4.77(CO3)1.23 F2.49
Gasa, Tunez 8.7 CagsaNaog.32 Mgo.12(PO4)4.84(CO3)1.16 F2.46
Bahia Inglesa, Chile 6.9 Cag.soNao.30 Mgo.12(PO4)4.90(CO3)1.10 F2.44
Florida Central, USA 53 Cag.74Nao.19 Mgo.07(PO4)s5.26(CO3)0.74 F2.30
Tennessee, USA 3.7 CaggsNao.1 Mgo.04(PO4)554(CO3)0.46 F2.18
Patos de minas, Brasil 25 Cag.g6Nag.03 Mgo.01(PO4)s5.88(CO3)0.12 F2.05

*Citrato de amonio neutro (CAN) Fuente: Chien et al. (2004).

Los suelos agricolas contienen grandes cantidades de fosforo en formas no
asimilables por las plantas. Se calcula que 70% del P proveniente de la aplicacién de
fertilizantes se convierte rapidamente en complejos insolubles, como ion fosfato de Ca 'y
aluminio (Chuang et al. 2007). Estos fosfatos insolubles solo se pueden volver solubles
por accidn microbiana. Se ha observado que, a mayor actividad microbiana, la
biodisponibilidad de fésforo en el suelo aumenta (Estrada et al. 2012). Los mecanismos
microbianos involucrados en el proceso de solubilizacion de fosforo incluyen acidificacion,
quelatacion, reacciones de intercambio, produccion de acidos y actividad enzimatica
(Sanchez et al. 2014). Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP) se destacan por su

eficiencia en este proceso (Restrepo-Franco et al., 2015).



2.2. Bacterias solubilizadoras de fosfatos

En respuesta a la baja disponibilidad de fosforo en el suelo, las plantas han
desarrollado diversas estrategias morfologicas, bioquimicas y simbidticas para aumentar
la obtencién de fésforo y para mejorar su aprovechamiento interno (Vance et al. 2003;
Lambers et al. 2006). Entre estas ultimas, los microorganismos del suelo o de la rizésfera,
qgue son participantes activos del ciclo del fosforo a través de procesos de mineralizacion,

inmovilizacién y solubilizacién, vinculados con su metabolismo.

Entre los microorganismos mas relevantes se encuentran las bacterias,
especificadamente las conocidas como bacterias solubilizadores de fosfato (BSP). Sin
embargo, también existen hongos, protozoos y algunos nematodos que participan en el
ciclo de P (Awasthi et al. 2011; Oberson y Joner 2005; Bineman et al. 2011; Jones y

Oburguer 2011).

La capacidad de solubilizar fosfatos esta ampliamente distribuida dentro de la
taxonomia bacteriana (Patifio-Torres et al. 2014). De acuerdo con Loredo-Osti (2004) y
Sanchez-Lopez et al. (2014), las BSP que mas se estudian pertenecen a los géneros:
Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomomonas, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter

y Flavobacterium.

Se ha reportado la presencia natural de BSP en diferentes condiciones
ambientales, tipos de suelo, ecosistemas naturales, asi como en sistemas de produccion

agricola (Khan et al. 2009).



La solubilizacidon del fosfato en el suelo es un proceso en que se revierten las
reacciones de precipitacion, liberando fosforo en la solucion del suelo (Khan et al. 2009),
la solubilizaciéon es mediada por accion metabdlica de las BSP, asi como por las raices
de las plantas (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria 2010; Patel et al. 2008; Sashidar y

Podile 2010; Hatfield et al. 2005; Yi et al. 2008; Esmaeli et al. 2008).

Entre los principales mecanismos que explican la solubilizacion microbiana de
fosfato mineral destacan: la produccién de acidos organicos(resultado de la respiraciéon
oxidativa o de procesos fermentativos microbianos), la produccioén de protones (asociada
a la asimilacion de NH*+ y a procesos respiratorios), y la produccién de &acidos

inorganicos y COo.

Asi, la accion de los acidos organicos en la solubilizacion de fosfatos deriva en tres
procesos (Antoun 2012; Chuang et al. 2007; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria 2010;

Archana et al., 2012):

I. La disociacién de los acidos organicos libera protones que contribuyen a reducir

el pH del suelo y favorecen la disolucién de los minerales de fosforo.

Il. Las reacciones de quelatacion en las cuales los componentes anidnicos de los
acidos organicos se intercambian por el grupo ortofosfato de los fosfatos de Ca?*,

Fe3*y AI®*, liberandolo en la solucion del suelo.

[ll. El desplazamiento de los fosfatos adsorbidos no especificamente sobre las

particulas solidas del suelo, por los aniones de los acidos organicos.



El numero de grupos carboxilo de los acidos organicos guarda relacion directa con
la capacidad solubilizadora, debido a que mayor niumero de grupos carboxilo significa
mayor poder de quelatacion o mayor numero de protones liberados en la disociacion. De
esta forma el orden de efectividad solubilizadora es: acidos tricarboxilicos>

dicarboxilicos> monocarboxilicos.

El &cido gluconico es uno de los acidos organicos reportados con mayor frecuencia
en estudios de solubilizaciéon. En 1986 Goldstein propuso la oxidacion de la glucosa a
acido glucoénico como mecanismo principal en la solubilizaciéon del fosfato mineral en
bacterias gram negativas, lo cual fue confirmado en estudios posteriores (Sashidhar y
Podile 2010). Otros acidos organicos que se reportan como mediadores del proceso de
solubilizacién son: acido oxalico, citrico, butirico, maldnico, lactico, succinico, malico,
glucénico, acético, glicolico, fumarico, adipico, indolacético y 2-cetoglucénico (Paredes-

Mendoza y Espinosa-Victoria 2010).

Algunos microorganismos pueden solubilizar fosfatos insolubles sin producir
acidos organicos. Por lo que se ha propuesto que el mecanismo responsable de la
solubilizacion es la produccion de protones durante la asimilacion del NH** o resultantes
de las actividades respiratorias (Mullen 2005). Otro mecanismo propuesto para la
solubilizacion de fosfato es la produccidn de exopolisacaridos; Yi et al. (2008)
demostraron que la produccion de estas sustancias por los aislados Enterobacter sp.
EnHy-401, Arthrobacter sp. ArHy505 y Azotobacter sp. AzHy-510, conferia a estos
microorganismos mayor capacidad de solubilizacion de fosfatos en relacién en la cepa

Enterobacter sp. EnHy-402, la cual no produce exopolisacaridos.



La produccion de acidos inorganicos también se menciona como mecanismo de
solubilizacion de fosfato por microorganismos. Por ejemplo, se observo la produccion de
acido nitrico y sulfurico por Thiobacillus sp. durante la oxidacibn de compuestos
nitrogenados o del azufre inorganico, los cuales reaccionan con los fosfatos insolubles

tornandolos biodisponibles (Yi et al., 2008).

Se menciona que una introduccion exitosa de BSP en sistemas productivos
depende del establecimiento y persistencia de dichos microorganismos a lo largo del ciclo
del cultivo. Para incrementar las posibilidades de una aplicacion exitosa de BSP en
campo, las cepas seleccionadas deben de presentar ciertas caracteristicas como:
motilidad, alta tasa de crecimiento, habilidad para sintetizar aminoacidos, capacidad de
utilizar acidos organicos y ciertas proteinas de superficie celular y gran adaptabilidad a

las condiciones cambiantes del ambiente edafico (Marschner 2007).

Las caracteristicas del suelo también pueden afectar los resultados de la
aplicacion de BSP, entre los factores mas importantes se encuentran el pH, salinidad y
temperatura, especialmente en condiciones de estrés, determinan la estabilidad y el
adecuado desempefio de las BSP (Sharan et al., 2008). Asi mismo, se debe considerar
la ecologia de la rizosfera en la que interactuaran BSP y las raices de las plantas, ya que
la efectividad de la inoculacién también es afectada por la capacidad de las BSP para
colonizar la rizésfera o raiz y mantener una actividad elevada (Patifio-Torres et al., 2014).
Es por esto que los estudios relacionados con la interaccion de BSP-plantas son de gran
importancia para lograr un mejor entendimiento de dicha interaccion y eventualmente

llegar a una aplicacion exitosa en campo.



2.3. Nanotecnologia

La Nanociencia es la disciplina que se ocupa del estudio de los materiales a escala
nanomeétrica, es decir a una mil millonésima parte del metro. La nanotecnologia son las
técnicas que usan y aplican materiales a escala nano. Los nanomateriales (NMs) poseen

al menos una cara con tamafio de 1 a 100 nm (Liu y Lal 2015).

Las caracteristicas principales de los NMs son: elevada area superficial por
volumen y alta reactividad, comparados con sus equivalentes materiales en masa
(Zuverza-Mena et al. 2017). Estas caracteristicas permiten la aplicacién de NMs en
diversas areas y actualmente a nivel mundial mas de 200 compaiias investigan y
desarrollan NMs. Por ejemplo, en biomedicina, donde los nano farmacos son de liberacion
controlada y de accion directa sobre el organo objetivo. Asi mismo, los NMs se
encuentran presentes en la fabricacion de nanosensores utilizados para monitorear los
niveles de glucosa, hemoglobina o reconocimiento antigeno anticuerpo, por mencionar

algunos ejemplos.

Los NMs y las Nanoparticulas (NPs) poseen aplicaciones diversas, en el campo
de la electrénica se han logrado avances tecnolégicos trascendentales como el grafeno,
un NM superconductor que posee resistencia y ligereza; en el area ambiental se han
inventado nano filtros para la depuracion de agua contaminada; en la industria alimenticia
como: empaques que previenen dafos por deterioro microbiano en alimentos,
mejoradores de color y sabor, modificares de la textura y sabor de los alimentos,
detectores de alérgenos, mejoradores de la biodisponibilidad de vitaminas y minerales,
entre otros (Chaudhry et al. 2008; Chen et al. 2006; Weiss et al. 2006; Klaine et al. 2008;

Tiede et al. 2008; Gruere et al., 2011).



Weiss et al. (2006) mencionan la trascendencia de la Nanotecnologia en la
agricultura para optimizar y mejorar la produccion alimenticia. Con la introduccion de NMs
se pueden probar nuevas rutas en el desarrollo de plaguicidas (Scott and Chen 2003;
Chaudhry et al. 2008), asi como para la busqueda y desarrollo de fuentes alternas de
nutrientes en forma de nanoparticulas de fésforo para los cultivos, como la hidroxiapatita

(HAp).

Las nanoparticulas de hidroxiapatita (NPHA) existen en formas que incluyen:
nanoagujas, nanoalambres, nanobigotes y nanobarras de HAp. La HAp ha sido
sintetizada en laboratorio por diversas metodologias: precipitacion por hidrélisis (Kandori
et al. 1997), el método gel (Kumar y Kalainathan 2008), método sol-gel (Kamiya et al.
1989), método hidrotermal (Liu et al. 1997) y mediante el uso homogéneo de soluciones
de Calcitrato/fosfato en la sintesis por el método de irradiacion con microondas (L6pez-

Macipe et al. 1998; Liu et al. 2004; Kumar et al. 2010).

Las NPHA se aplican en la industria y la biomedicina, como catalizador, iones
intercambiadores, sensores y bioceramicas (Ducheyne 1987; Mortier et al. 1989). Pero
dada su composicion (Ca10(PO4)sOH2) y caracteristicas las NPHA también son de interés
en el campo agricola, como posible sustituto de fertilizantes fosfatados a escala
nanométrica o nanofertilizantes, haciendo mas eficiente la fertilizaciéon, disminuyendo el

desperdicio de insumos agricolas y la consecuente eutrofizacién de los cuerpos de agua.

2.4. Nanofertilizantes

Las herramientas y técnicas modernas de la nanotecnologia poseen el potencial
para solucionar diversos problemas de la agricultura convencional y puede revolucionar

este sector.



Por ejemplo, los fertilizantes encapsulados proveen de una lenta y sostenida
liberacién de nutrientes como una forma precisa de dosificaciéon para las plantas (Duhan
et al., 2017). A la fecha se han sintetizado NPs en diversos materiales (plata, 6xido de
zinc, dioxido de titanio, dioxido de manganeso, entre otros) que pueden ser usadas en la

agricultura de precision (Bansal et al., 2014).

En dosis apropiadas las NPs de plata mejoran el potencial, tiempo e indice de
germinacion de las semillas; asi como el indice de vigor, el peso fresco y seco de
plantulas (Duhan et al. 2017). Lo anterior debido al efecto antiséptico que provoca en

algunos microorganismos que afectan la germinacion.

Los nanorecubrimientos protegen la superficie de los fertilizantes, alargando su
duracion en el suelo (Santoso et al. 1995), la estabilidad de los nanorecubrimientos
reduce la tasa de disolucion de los fertilizantes y permite una lenta y sostenida liberacion
que se absorbe mas eficientemente por las raices de las plantas (Wu and Liu 2008). Los
nanorecubrimientos pueden ser de azufre (Santoso et al. 1995), urea, fésforo, polimeros
naturales o sintéticos y polimeros biodegradables (Subramanian and Tarafdar 2011), que

protegen los compuestos y permiten controlar su disolucion.

Algunos nanofertilizantes de nitrégeno de liberacidén prolongada se fabrican a partir
de nano arcillas como las zeolitas, halositas, montmorilionitas y bentonitas (Sharmila
2010). Otro nano recubrimiento es el quitosano con acido metacrilico (CS-PMAA por sus
siglas en inglés) que forma NPs cargadas con N, P, K y que se caracterizan por ser

estables en suspension coloidal (Hasaneen et al., 2014).



Los inoculantes son microorganismos benéficos como bacterias promotoras del
crecimiento, bacterias solubilizadoras de fosfatos (Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum,
Pseudomonas y Bacillus), algas verde azules y hongos arbusculares. Estos inoculantes
suelen acompafiarse de un recubrimiento polimérico, asi como emulsiones agua-aceite,
NPs de silica hidrofébica para preservar a los organismos de la desecacion, cambios de
temperatura y luz. Ademas, se ha probado el uso conjunto de NPs de oro o plata en
combinacion con inoculantes para promover el crecimiento de cultivos horticolas del
género Fabaceae (Wu et al. 2005; Jha and Prasad 2006; Vandergheynst et al. 2006,

2007; Dikshit et al. 2013; Shukla et al., 2015).

También hay formulaciones de micronutrientes en tamafio nano que pueden ser
aplicadas en forma de spray foliar o suministradas en el suelo para que las plantas los
absorban por la raiz. Ejemplos de esto son NPs de: 6xido de hierro, magnesio,
manganeso y oxido de zinc (Alloway 2008; Peteu et al. 2010; Bakhtiari et al. 2015;
Ghafariyan et al. 2013; Delfani et al. 2014; Pradhan et al. 2013; Mahajan et al. 2011).
Estudios referentes a nanofertilizantes, son diversos no obstante, trabajos enfocados al

estudio de NPHA como fuente de fosforo son escasos.

Kottegoda et al. (2011) sintetizaron NPHA por el método de sintesis humeda,
recubrieron la superficie con urea para después colocarlas a presion en las micro/nano
cavidades del tallo joven de una planta Glyricidia sepium (Jacg.). Finalmente se seco y
se le dio forma de esfera. El procedimiento mostré baja y sostenida liberacion de N a tres
valores de pH y redujo los efectos adversos sobre el ambiente debido a que incrementé
el uso eficiente del N y previno el desperdicio y pérdida por lixiviacion comparado con

fertilizantes solubles convencionales.



Liu y Lal (2014) aplicaron NPHA como fertilizante fosfatado a plantas de soya
(Glycine max) en condiciones de invernadero. Los autores reportaron incrementos
significativos en la tasa de crecimiento (32.6%) y rendimiento (20.4%) de cultivo en

comparacion con fertilizantes solubles como el SFT (Ca(H2POa4)z2).

Adicionalmente, la aplicacion de las NPHA presenté mayor estabilidad y duracion
en la liberacién de fosforo en comparacion con fertilizantes solubles. Esto se debe a que
las NPHA se retuvieron por un largo periodo en los poros medios del suelo, liberando

cantidades pequenas pero constantes de fosforo.

Gunaratne et al. (2016) compararon los patrones de consumo de fésforo por
plantas de Festuca arundinacea, demostrando que la solubilidad del fésforo es mayor
cuando es aplicado en forma de NPHA. Entre mayor cantidad de NPHA se aplic6 mayor
fue la solubilizacion de fésforo y por ende mayor la cantidad que se absorbié de este
elemento. El incremento en la solubilizacion de fosforo, se explicod por la elevada area

superficial que tienen las NPHA.

Montalvo y McLaughlin (2015) realizaron dos experimentos, en el primero se
evaluo el transporte en columna y en el segundo el consumo de fésforo en trigo (Triticum
aestivum) a partir de NPHA, HAp a granel y fertilizante comercial (superfosfato triple,
SFT) en diferentes tipos de suelo (Andosol y Oxisol). Se basaron en la hipotesis de que
las NPs pueden moverse en el suelo y alcanzar las raices de las plantas mediante el flujo
de masas de la solucion del suelo a las raices, causado por la succion que hace la raiz.

Evaluaron la disponibilidad del fosforo mediante dilucién del is6topo 3P en invernadero.



La aplicacion de las NPHA a suelos con alta capacidad de retencion tuvo mayor
efecto sobre la produccidon de materia seca de vastago y consumo de fésforo que la HAp
a granel, aunque menos que el SFT. Encontraron que la contribucion al consumo de
fésforo fue proporcional a la magnitud de su disolucién. Estudios previos (Klain et al.
2008; Jang et al. 2003) probaron que las plantas son capaces de absorber NPs a través
del sistema de raices; sin embargo, el mecanismo exacto de absorcion de fosfatos no se

comprende del todo (De Rosa et al. 2010).

Con base en lo anteriormente mencionado, apremia encontrar una solucién a la
creciente deficiencia de fosforo disponible para la agricultura, base del sustento de la
humanidad. Por lo que se sugiere abordar este reto mediante el aprovechamiento de las
ventajas de las BSP (capacidad para solubilizar fosfatos) y los Nanofertilizantes (elevada

superficie especifica por unidad de volumen).

Asi, el propdsito de este trabajo es estudiar la interaccion BSP-NPHA en planta de
lechuga, como alternativa para incrementar la disponibilidad y absorcion de fésforo en
lechuga. Esta planta posee un ciclo de vida corto y en consecuencia, los efectos de los

tratamientos que se apliquen podran verificarse al término de su ciclo de vida.

lll. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la interaccion BSP-NPHA como medio para incrementar la absorcion de fosforo

en lechuga

IV. HIPOTESIS GENERAL



La interaccion BSP-NPHA incrementa la absorcion de fésforo en lechuga.

V. FASES DE LA INVESTIGACION

La investigacion se dividio en tres fases experimentales que se enfocaron a lograr

los objetivos particulares que se mencionan mas adelante.

INTERACCION BSP-
NPHA EN PLANTA
DE LECHUGA

FASE 111
INTERACCION
NPHA-BSP-
LECHUGA

FASE | FASE Il
SELECCION INTERACCION
DE BSP NPHA-BSP

Figura 1. Esquema de las fases experimentales en las que se divide el proyecto de

investigacion
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CAPITULO |. SELECCION DE BACTERIAS CON CAPACIDAD PARA SOLUBILIZAR

FOSFATOS

1.1. INTRODUCCION

Las plantas y los organismos del suelo toman el fosforo que necesitan de la
solucion del suelo en forma de aniones fosfato (H2PO4"' y HPO4?; Devau et al. 2009;
Vitousek et al. 2010). Por lo que no pueden aprovechar el fésforo que se encuentra en
minerales insolubles para nutrirse. Sin embargo, hay numerosos procesos quimicos y

bioquimicos por los cuales se modifica la disponibilidad de este elemento.

En los ecosistemas hay una amplia gama de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (MPCV), que habitan en el suelo y disponen de gran diversidad de
adaptaciones metabdlicas que les permiten sobrevivir en ambientes adversos y
deficientes en nutrientes. Uno de los grupos de microorganismos mas importantes son
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), también llamadas rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal (RPCV).

Las RPCV ademas de solubilizar fosfatos de fuentes insolubles, mejoran la
resistencia al estrés de las plantas, dan estabilidad a los agregados del suelo al mejorar
su estructura y contenido de materia organica. También retienen nitrégeno organico del
suelo y otros nutrientes en el sistema suelo-planta, lo cual reduce los requerimientos de
fertilizacion de nitrogeno y fosforo, mejorando la liberacién de nutrientes (Hayat et al.,

2010).



Una aplicacion practica de las RPCV puede ser en el desarrollo de sistemas
sustentables (Schippers et al. 1995), ya que estos organismos pueden contribuir en tres
formas (Glick 1995, 2001): sintetizan compuestos especificos para las plantas
(Dobbelaere et al. 2003; Zahir et al. 2004), facilitan el consumo de ciertos nutrientes del

suelo (Lucas et al. 2004), disminuyen y previenen enfermedades en las plantas.

Por la relacion que mantienen con las plantas las RPCV se dividen en dos grupos:
1) bacterias simbioticas que colonizan las raices de las plantas y forman estructuras
llamadas nodulos, ejemplo de estos microorganismos son las bacterias fijadoras de
nitrégeno como Rhizobium sp. 2) bacterias de vida libre no simbidticas que habitan en la
rizésfera como las BSP o rizobacterias solubilizadoras de fosforo (RSP), ejemplo de estas
son Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,
Pseudomonas y probablemente muchos otras que aun no se identifican (Kennedy et al.
2004; Khan 2005; Awasthi et al. 2011; Oberson y Joner 2005; Buneman et al. 2011; Jones

y Oburguer 2010).

La solubilizacion de fésforo es un proceso complejo que las BSP pueden realizar
mediante diversos mecanismos, como la acidificacién del suelo, por la produccién de H*
que pueden ser producto de la respiracion, asimilacion de NH4*, por la produccion de
acidos organicos; produccion de sideroforos, entre otros; aunque también puede ser
causada por la produccidon de exopolisacaridos. La solubilizacion derivada de fuentes
insolubles como minerales fosfatados en agua destilada, tiende a decrecer con el
incremento de pH y suele disminuir en el siguiente orden: fosfato tetracalcico >fosfato

tricalcico>HAp (Klein et al., 1990).



El medio NBRIP (Instituto Nacional de Botanica de investigacion del Fosforo, por
sus siglas en inglés) es uno de los mejores para la selecciéon de BSP, ya que en un
estudio, el ensayo en caldo demostro ser tres veces mas eficiente en comparacion con
el medio Picovskaya (Nautiyal 1999). El medio NBRIP tiene como fuente insoluble de
fosforo el fosfato tricalcico (FTC: Cas(POa4)2), La solubilidad del FTC en agua a pH neutro
es baja (2.07 x 10%%), aunque al disminuirse el pH del medio puede solubilizarse, justo

como hacen las BSP para crecer y reproducirse en este medio carente de fosforo soluble.

Dentro de las principales caracteristicas de una BSP se encuentran la disminucion
del pH en su medio y la liberacion de altas concentraciones de fésforo soluble, por lo que
son caracteristicas indispensables que deberan reunir las cepas que se seleccionen para
la fase siguiente. Solo aquellos microorganismos que tengan la capacidad de acidificar el
medio (disminuir el pH), podran solubilizar el FTC e incrementar la concentracion de

fosforo soluble en el medio de cultivo.

Dada la importancia de las BSP en la disponibilidad del fésforo en la rizésfera, es
de primordial importancia realizar una cuidadosa seleccion de las cepas bacterianas que
tengan mayor capacidad de solubilizacion de compuestos fosforados insolubles, para
obtener un indculo idéneo que pueda evaluarse ante diferentes compuestos y minerales
poco solubles como el FTC, la hidroxiapatita (HAp: Ca1o(POas)s(OH)2), la roca fosférica
(RF) y materiales de nueva generacién como las nanoparticulas. Con base en lo antes
mencionado se realizara la seleccién de BSP con mayor capacidad de solubilizacién para

su posterior evaluacion con NPHA.

1.2. OBJETIVO ESPECIFICO



Seleccionar las BSP que solubilicen la mayor concentracion de fosforo en el medio de

cultivo.
1.3. HIPOTESIS ESPECIFICA

Las BSP que solubilizan altas concentraciones de fosforo, disminuyen el pH de su

medio de cultivo.

1.4. MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que se usaron en este proyecto se obtuvieron del banco de
germoplasma del laboratorio de Microbiologia Ambiental del Programa en Edafologia, en
el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Dichas cepas se aislaron y purificaron
de la rizésfera de plantas de vainilla. Cada cepa se reactivé en agar nutritivo a 30 °C en

condiciones de oscuridad por una semana.
1.4.2. Prueba cualitativa de solubilizacion de fosforo

El primer paso de la seleccidon consistid en la evaluacién cualitativa (el criterio de
seleccion fue la formacion visible del halo de solubilizacion) de la capacidad de
solubilizacion de fésforo de 43 cepas bacterianas. Para este propdsito se usé el medio

de cultivo NBRIP con la adicion de agar-agar (15 g L' de agua destilada).

La composicion del medio de cultivo NBRIP por litro de agua destilada fue la

siguiente: 10 g de glucosa, 5 g de Cas(POa4)2, 5 g de MgClz2 6H20, 0.25 g MgS0O4 7H20,



0.2 g de KCl y 0.1 g (NH4)2SOa4. Tres colonias individuales se tomaron de una placa con
cepas activas y se suspendieron en 500 pL de solucion NaCl 0.85% estéril. Una alicuota
de 10 pL de esta solucion se inoculé en medio de cultivo NBRIP. Las placas inoculadas
se incubaron por 15 dias a 30 °C en oscuridad. Diariamente se determin¢ la presencia o

ausencia de halo de solubilizacion.

Las cepas bacterianas que solubilizaron fésforo (aquellas en las que fue visible la
formacion del halo de solubilizacion) en el medio NBRIP sélido se eligieron para la
siguiente etapa de seleccion que consistio en la evaluacion cuantitativa de solubilizacion

de fosforo.

1.4.3. Prueba cuantitativa de solubilizacion de fosforo

Las 12 cepas bacterianas seleccionadas en la fase cualitativa se cultivaron por 24
h en caldo nutritivo estéril, manteniéndolas a 30 °C en oscuridad con agitacion constante
(120 rpm). Enseguida, la absorbancia del cultivo bacteriano liquido se ajusté a un valor 1
a 600 nm (equivalente a 1 x 106 UFC) en un espectrofotometro UV-Visible (Cary 50 marca
Varian). Posteriormente se tomaron 50 uL de este cultivo y se inocularon en 10 mL de
medio liquido NBRIP. La composicion del medio de cultivo es la misma que se menciona
en la seccién anterior (prueba cualitativa) pero sin la adicion de agar. Los cultivos se

mantuvieron en oscuridad a 30 °C con agitacion constante (120 rpm) durante 20 dias.

Para estudiar la cinética de la solubilizacion de fésforo se realizaron tres
evaluaciones: a los 5, 10 y 20 dias de incubacién (di). Estas evaluaciones fueron hechas

en medio de cultivo libre de fosforo (MCLP) y de células (MCLPC).



El MCLP se obtuvo mediante filtracion del cultivo con papel Whatman no. 40;
mientras que para el MCLPC el cultivo bacteriano se centrifugd a 10,000 rpm durante 10
min y se analiz6 el sobrenadante. Cada cepa bacteriana se evaluo por triplicado, ademas
se incluyd un testigo (sin adicion de inodculo bacteriano). A continuacion se detallan las

variables que se evaluaron:

Biomasa bacteriana. Esta variable se determind indirectamente midiendo la
absorbancia a 600 nm de una alicuota de 2 mL del MCLP en un espectrofotometro UV-

Visible (Cary 50 marca Varian).

Concentracion de fésforo soluble. Se realizé en el MCLPC con el método
colorimétrico azul de molibdeno o método del acido ascoérbico, propuesto por Murphy y
Riley (1962). En breve, se tomé una alicuota de 2 mL de MCLPC y se preparé de acuerdo
a la metodologia mencionada para desarrollar color azul; enseguida se determiné la
absorbancia de la muestra en un espectrofotometro UV-Visible a 880 nm. La
concentracion de fésforo en el MCLPC se calculd con base en el valor de la lectura y en

relacion a la curva patron de concentracion de fosforo.

pH. El pH se midié en el MCLPC con un potencidometro digital modelo 701 A marca

Orion Research, previamente calibrado y a una temperatura ambiente no menor a 20 °C.

Conductividad eléctrica (CE). La CE del MCLPC se midid en un puente de
conductividad modelo CL35 marca Conductronic, que se calibr6 previamente con

solucién de KCI 0.1 M a temperatura ambiente no menor a 20 °C.

Concentracion de calcio soluble. La concentracion de calcio soluble se

determind por absorcion atomica (McKean 1993) y con base en la curva patréon de calcio.



Se prepararon diluciones 1 a 10 de MCLPC incluyendo 1 mL de solucion de LaCls (5%
en HCI 6 M), pare eliminar las interferencias quimicas. Las muestras se analizaron en un
espectrofotometro de absorcion atémica (Perkin EImer modelo 3110) con una flama de

aire-acetileno a una longitud de onda de 422.7 nm.

1.4.4. Diseiio experimental y analisis estadistico

El experimento se realizd con base en un disefio experimental factorial
completamente al azar (Factorial DECA). Los factores que se evaluaron fueron: cepa de
BSP y tiempo de incubacion. Las categorias de factor fueron respectivamente: 12 cepas
bacterianas y tres tiempos de evaluacién: 5, 10 y 20 dias de incubacion (di). Durante el

experimento, la evaluacion de cada variable se realizé con tres repeticiones.

Los datos que se obtuvieron del experimento se procesaron en el programa
estadistico R (version 3.4.2). Se verifico el cumplimiento de los supuestos de
independencia (se garantizo al aleatorizar las unidades experimentales), normalidad (se
aplicé la prueba de Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas (se verifico con gréafica

de residuales contra predichos).

Posteriormente se efectudé un analisis de varianza (ANDEVA) y prueba de
comparacion de medias de Tukey (a=0.05) cuando las diferencias entre tratamientos

fueron significativas. Adicionalmente, se realiz6 la prueba de correlaciones de Pearson.

1.5. RESULTADOS

1.5.1. Prueba cualitativa de solubilizacion de fésforo



De las 43 cepas bacterianas que se evaluaron en placa sélida, 18 presentaron halo
de solubilizacién de fésforo (Cuadro 2).
Cuadro 2. Listado de bacterias que mostraron presencia o ausencia de halo de

solubilizaciéon de fésforo.
Presencia de halo de solubilizacion

.. Ausencia de halo de solubilizacién
(diametro en cm)

Cepa CP-8 (2.3) Cepa CP-4
Cepa CP-11 (1.7) Cepa CP-2
Cepa CP-13 (0.7) Cepa CP-3
Cepa CP-14 (2.5) Cepa CP-4-18
Cepa CP-17 (2.1) Cepa CP-5’
Cepa CP-21 (0.8) Cepa CP-10
Cepa CP-24-1 (0.9) Cepa CP-12
Cepa CP-25 (0.7) Cepa CP-24
Cepa CP-26 (0.7) Cepa CP-15
Cepa CP-27 (1.3) Cepa CP-16
Cepa CP-29-1 (0.7) Cepa CP-20
Cepa CP-30 (1.3) Cepa CP-22
Cepa CP-31 (2.5) Cepa CP-42
Cepa CP-34 (1.1) Cepa CP-46
Cepa CP-36 (2.1) Cepa CP-29-1
Cepa CP-38-1 (0.7) Cepa CP-39
Cepa CP-47 (1.3) Cepa CP-4J
Cepa CP-50 (1.1) Cepa CP-18
Cepa CP-23
Cepa CP-32°
Cepa CP-40°
Cepa CP-41
Cepa CP-48
Cepa CP-49

Cepa CP-37




1.5.2. Prueba cuantitativa de solubilizacion de féosforo

1.5.3. Biomasa bacteriana

La Figura 2 muestra la biomasa bacteriana de las 12 cepas a los 5, 10 y 20 di. Se
observaron diferencias significativas y se distinguieron tres grupos (5di). El primero (CP-

11, CP-13, CP-29-1 y CP-47) caracterizado por valores altos (A= 0.3915 -0.4301).

El segundo grupo presento valores medios de biomasa (0.2693 a 0.3282): CP-17,
CP-26, CP-31, CP-36, CP-38-1. Mientras en el tercer grupo, se observaron las bacterias

con valores bajos de biomasa (0.2300 a 0.2516): CP-21, CP-27 y CP-30.

En la Figura 2b se muestra la absorbancia, de las cepas bacterianas que se
evaluaron, con valores semejantes entre cepas, donde la mayor y menor absorbancia
fueron la CP-36 y CP 21 (0.42 y 0.21) respectivamente, en el segundo muestreo (10 di).
Alos 20 di se observaron diferencias significativas entre cepas bacterianas. La cepa CP-
29-1 se caracterizo por tener la absorbancia mas alta (0.3297), mas del doble de CP-21,

la cepa que registré la menor biomasa (0.1573) (Figura 2c).

La Figura 3 muestra la evolucion de la biomasa de cada cepa bacteriana durante
la cinética de crecimiento. Las cepas CP-11, CP-13, CP-36 y CP-47 mostraron diferencias
significativas en la absorbancia, el resto no presentaron diferencias. Las bacterias CP-
11, CP-13 y CP-47 tuvieron mayor absorbancia al inicio (5 di), posteriormente disminuyo.

La cepa CP-36 tuvo su mayor absorbancia a los 10 di.



0.5 1

a
a a
a
i ab
0.4 ab b ab ab
0.3 ab b b
0.2
0.1
CP-11 CP-13 CP-17 CP-21 CP-26 CP-27 CP-29-1 CP-30 CP-31 CP-36 CP-38-1 CP-47
Cepa bacteriana

Biomasa bacteriana (Agyg nm) =

(=2

~
©
(6]

)

0.4 +

ab a
ab
ab
ab b ab ab
a
0.3 -
ab
ab bc ab
0.2
0.1
0.0 - T T T T T T T T T T T
CP-11 CP-13 CP-17 CP-21 CP-26 CP-27 CP-29-1 CP-30 CP-31 CP-36 CP-38-1 CP-47
Cepas bacterianas

Biomasa bacteriana (Agp nm)

(2)
~

0.5

a
b b
b bc b
0.3 - bc bc bc
cd
0.2 d
0.1 I I
0.0 - T T T T T T T T T T
CP-11 CP-13 CP-21 CP-26 CP-27 CP-29-1 CP-30 CP-31 CP-36 CP-38-1 CP-47
Cepa bacteriana

Biomasa bacteriana (Agoo nm)

Figura 2. Absorbancia de cultivo de 12 cepas bacterianas a los 5 dias de incubacion (di)
(a), 10 di (b) y 20 di (c).
Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre bacterias (Tukey a =0.05).
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Figura 3. Absorbancia de cultivo de 12 cepas bacterianas en tres fechas de evaluacion
durante la cinética de solubilizacién de fésforo.

Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3).Las letras
muestran diferencias significativas en la biomasa que produjo cada bacteria
en las tres fechas de evaluacién (Tukey a =0.05).

1.5.4. Concentracion de fosforo soluble

En la Figura 4 se observa la concentracion de fésforo soluble de las cepas que se
evaluaron en la etapa cuantitativa. Dicha concentracion aumenté desde 103 mg L' (CP-
29-1) en la concentracion mas baja a los 5 di hasta 536 mg L' alos 20 di, en la cepa que

solubilizé la mayor concentracién de fosforo soluble (CP-31) durante la cinética.

A los 5 di, la menor y mayor concentracion de fosforo soluble fueron
respectivamente: 103 mg L' (CP-29-1) y 362 mg L-'(CP-31), correspondientes a 10.3 y
36.2% de fésforo inicial (insoluble) del medio de cultivo. La concentracion promedio fue
de 210 mg L' (21%). La cepa CP-31 observo la mayor capacidad de solubilizacion de
fésforo (a =0.05) y las cepas CP-17, CP-21. CP-26, CP-27 y CP-29-1 la menor capacidad

de solubilizacion (Figura 4a).
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A los 10 di la concentracién de fosforo soluble se incrementd respecto a la
evaluacién anterior (5 di), se ubico entre 181 mg L' (CP-38-1) y 471 mg L'(CP-27).
Equivalentes a 18.1% y 47.1% de fésforo solubilizado (Figura 4b). Hubo diferencias

significativas entre cepas y se apreciaron tendencias semejantes a la evaluacion anterior.

En la ultima evaluacion a los 20 di, la concentracion de fosforo soluble en el medio
de cultivo se incrementd nuevamente y varié entre 244 mg L' y 536 mg L' (Figura 4c),
lo cual correspondi6 a 24.4% y 53.6% de fosforo solubilizado, respectivamente. La cepa
bacteriana que solubilizd mas fésforo fue la cepa CP-31 mientras que la cepa CP-11

presento el valor mas bajo de solubilizacién de fésforo.

La bacteria CP-31 registrd las concentraciones mas altas de fésforo soluble en al
menos dos (5 di y 20 di) de los tres muestreos que se realizaron (362 y 536 mg L,
respectivamente). Con base en lo anterior, se eligié a esta cepa para la Fase |l por su
alta capacidad para solubilizar fésforo.

En la Figura 5 se muestra la concentracion de fésforo soluble por cada cepa
bacteriana a la largo de la cinética de solubilizacién de fosforo. Todas las cepas
bacterianas solubilizaron la mayor concentracion de fésforo soluble al final de la

evaluacion, es decir a los 20 di.

Por lo que se deduce que el proceso de solubilizacién de fésforo incrementd con
forme al tiempo. Sin embargo, en el caso de la cepa CP-11 no se observaron diferencias
significativas en la concentracion de fosforo soluble a lo largo de la evaluacion. Para las
cepas CP-31, CP-36 y CP-47 la diferencia fue significativa solamente a los 20 di, los

valores de las concentraciones a los 5 y 10 di fueron similares estadisticamente.
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Figura 4. Concentracion de fésforo soluble por 12 bacterias en la cinética de
solubilizacién bacteriana.
5di(a), 10 di (b) y 20 di (c).
Las barras representan el promedio y la desviacién estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre bacterias en la solubilizacion de
fésforo (Tukey a =0.05).
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Figura 5. Concentracion de fosforo soluble de 12 bacterias en tres fechas de evaluacion.
Las barras representan el promedio y la desviacidén estandar (n=3). Diferentes

letras muestran diferencias significativas entre fechas de evaluacién en cada
una de las bacterias (Tukey a =0.05).

En la cepa CP-27 hubo diferencias significativas en la concentracion de fésforo
soluble entre cada fecha de evaluacion, aunque, la mayor solubilizacién de fésforo se

pudo observar tanto a los 10 como a los 20 di.
1.5.5. Concentracion de calcio soluble

La Figura 6 presenta la concentraciéon de calcio en el medio de cultivo, como
resultado de la solubilizacion bacteriana de la fuente de fésforo que se empled
(Cas(POa)2). En la primera evaluacion (5 di), la cepa CP-31 liberd la mayor concentracion
de calcio (Figura 6a; 436 mg L") y las cepas CP-11, CP-21, CP-26 y CP-29-1, la menor

concentracion (de 78 a 115 mg L™).

En el segundo muestreo (10 di), la concentracion de calcio soluble fue similar en
la mayoria de las cepas (Figura 6b). Se observaron tres grupos de acuerdo al analisis
estadistico; en el primero las cepas indujeron concentraciones de calcio altas (3300 a

3850 mg L"): CP-11, CP-13, CP-17, CP-21, CP-27 y CP-30.
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Figura 6. Concentracion de calcio soluble en medio de cultivo de 12 cepas bacterianas a

los 5 (a), 10 (b) y 20 (c) di.

Las barras representan el promedio y la desviacién estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas en la concentracion soluble de calcio
por bacteria (Tukey a =0.05).



El segundo grupo presentd concentraciones de calcio intermedias, entre 2420 y
4473 mg L': CP-26, CP-29-1, CP-31, CP-36 y CP-47. Por ultimo, la cepa CP-38-1 produjo
la menor concentracion de calcio soluble (660 mg L. Al final de la evaluacién (20 di), no
se observaron diferencias significativas en la concentracion de calcio soluble entre

tratamientos (Figura 6c¢).

En la Figura 7 se muestra la concentracion de calcio soluble que se obtuvo por
cada cepa bacteriana y se hace la comparacion de las tres fechas de evaluacién. Las
cepas CP-13 y CP-31 presentaron la mayor concentracion de calcio soluble a los 20 di.
El tiempo de incubacién no fue relevante para la concentracion de calcio soluble en cinco
de las cepas que se evaluaron (CP-11, CP-26, CP-27, CP-29-1 y CP-47). Las bacterias
CP-30 y CP-36 tuvieron la concentracién mas alta de calcio soluble a los 10 y 20 di. Las

CP-21 y CP-38-1 mostraron su mayor concentracién solo a los 20 di.
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Figura 7. Concentracién de calcio soluble en el medio de cultivo de 12 cepas bacterianas
alos 5,10y 20 di.
Las barras representan el promedio y la desviacidén estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas en la concentracion de calcio soluble
comparando las tres evaluaciones en cada bacteria (Tukey a =0.05).
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1.5.6. pH

La Figura 8 muestra el comportamiento de pH del MCLPC durante la cinética de
solubilizaciéon de fésforo. A lo largo del experimento se observé que las bacterias
acidificaron el medio de cultivo, debido a que el pH fue mas bajo que en el Testigo (pH=6)

y estable durante el experimento.

En la primera evaluacion (5 di) el pH en MCLPC llegé a disminuir hasta 3.3 (CP-
17)y 3.4 (CP-11). Alos 10 di, el pH mas acido fue 3.8 en la cepa CP-17, mientras el mas
alto entre los tratamientos inoculados (5.1) lo presenté la bacteria CP-38-1 (Figura 8b). A
los 20 di, seis cepas: CP-13, CP-21, CP-26, CP-29-1, CP-31 y CP-36 presentaron los
valores mas bajos de pH (4.0 a 5.3), mientras que el valor mas alto entre tratamientos

inoculados fue 5.1 en la cepa CP-38-1 (Figura 8c).

En la Figura 9 se comparan simultdneamente los valores de pH entre los
muestreos en cada cepa bacteriana. Se distinguieron tres tendencias en los valores de
pH. En CP-11, CP-17, CP-26 y CP-38-1 se observd una caida drastica de pH a los 5di,
que posteriormente aumenté (10 y 20 di). Sin embargo, el pH en el MCLCP de dichas
cepas permanecio mas acido que en el Testigo. En tanto que el pH de CP-13 y CP-30
incrementd desde los 5 di hasta los 20 di. En el resto de las cepas bacterianas (CP-21,
CP-27, CP-29-1, CP-31, CP-36, CP-47), el pH del medio no se modificé durante el
experimento, pero el pH del medio de cultivo fue mas bajo que en el medio sin

inoculacion.
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Figura 8. pH del medio de cultivo de 12 cepas bacterianas durante la cinética de
solubilizacién de fésforo.
5di(a), 10 di (b) y 20 di (c).
Las barras representan el promedio y la desviacién estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre cepas (Tukey a =0.05).
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Figura 9. pH del medio de cultivo de 12 cepas bacterianas en tres fechas de evaluacion.
Las barras representan el promedio y la desviacidén estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas de pH (Tukey a =0.05).

1.5.7. Conductividad eléctrica (CE)

En la Figura 10 se muestran los valores de CE que se registraron en las tres
evaluaciones de la cinética de solubilizacién de fésforo. Alos 5y 10 di no se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos (Figura 10a y 10b). Sin embargo; a los 10 y
20 di, el testigo tuvo la CE mas baja (5 dS m"), las cepas CP-11 y CP-38-1 (7.0 y 6.0 dS
m-!, respectivamente) presentaron valores similares al testigo (Figura 10c). En tanto que

el resto de las bacterias mostraron valores mas altos de CE (a =0.05; 7.0 dS m™).

Se realizé la comparacion de la CE entre muestreos por cepa bacteriana durante
la cinética de solubilizacion (Figura 11). Solo las cepas: CP-11, CP-21, CP-26, CP-27 y
CP-29-1 presentaron diferencias significativas; el valor mas bajo fue a los 5 di, luego

aumento a los 10 di y se mantuvo sin diferencias a los 20 di.
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Figura 10. Conductividad eléctrica en el medio cultivo de 12 cepas bacterianas durante
la cinética de solubilizacion de fésforo 5 di (a), 10 di (b) y 20 di (c).
Las barras representan el promedio y la desviacién estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre la CE de las cepas (Tukey a
=0.05).
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Figura 11. Conductividad eléctrica del medio de cultivo de 12 cepas bacterianas en
diferentes tiempos de evaluacion.

Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre fechas de evaluacion (Tukey a
=0.05).

1.5.8 Correlacioén entre las variables que se evaluaron

El Cuadro 3 muestra los coeficientes de correlacién de Pearson mas altos y
significativos para la cinética de solubilizacién de fosforo, asi como las fechas en que se
observaron. Mientras que se observaron interacciones negativas entre fésforo soluble y

pH; CE y pH; y entre biomasa y pH.

Esto se debié a que cuando el pH disminuye se solubiliza el fésforo, pues la
hidroxiapatita es inestable a pH bajo (Kim et al., 2003). Cabe mencionar que la correlacion
entre biomasa bacteriana y CE, asi como entre calcio y fésforo soluble y CE y fésforo
soluble, fue positiva, pues al aumentar la biomasa se generan mas exudados y se

solubiliza mas hidroxiapatita.
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Cuadro 3. Coeficientes de correlacion de Pearson por fecha de evaluacion.

Variable 2 (a =0.05) Dia de
. ariable r (a =0.
Variable 1 evaluacion
Biomasa bacteriana Conductividad eléctrica 0.98 5, 10y 20 di.
-0.73
Fésforo soluble pH 10 y 20 di
-0.85
0.72 .
Calcio soluble fésforo soluble 5y10di
0.73
Conductividad eléctrica fésforo soluble 0.76 20 di
pH Conductividad eléctrica -0.75 20 di
20 di
Biomasa bacteriana pH -0.72

En el Cuadro 4 aparecen las cepas que se seleccionaron para la Fase Il de la
investigacion. Debido a que el comportamiento de los valores de la concentracion de
fésforo soluble fue creciente y el pH decreciente, se tomaron los valores mas altos del
primero y los mas bajos del segundo que se observaron a los 20 di. Las cepas bacterianas
se eligieron en funcion de la capacidad de solubilizacion que consiste en disminuir el pH
y liberar concentraciones elevadas de fosforo en el medio de cultivo. Ambas
caracteristicas son primordiales en una BSP. El fésforo disuelto puede ser usado por los
organismos 0 en otras reacciones que ocurren casi a la par de la disolucion de la
hidroxiapatita.

Cuadro 4. Cepas bacterianas seleccionadas con base en la mayor solubilizacién de
fésforo y disminucion de pH en el medio de cultivo a los 20 di.



Foésforo soluble

pH

CP-31- Enterobacter cloacae

CP-31- Enterobacter cloacae

(536 mg L' 20 di) (pH 4.0)
CP-36 - Serratia marcescens  CP-36 - Serratia marcescens
(490 mg L' 20 di) (pH 4.0)
CP-26 - Enterobacter cloacae = CP-26 - Enterobacter cloacae
(485 mg L' 20 di) (pH 4.0)
CP-13 - Klebsiella oxytoca CP-21 - Klebsiella oxytoca
(432 mg L' 20 di) (pH 4.2)
CP-29-1 - Citrobacter freundii CP-13 - Klebsiella oxytoca
(408 mg L' 20 di) (pH 4.2)
CP-21- Klebsiella oxytoca CP-29-1 - Citrobacter freundii
(400 mg L' 20 di) (pH 4.2)

Pese a que algunos autores (Kim et al., 2003) sugieren que la hidroxiapatita puede
ser estable incluso a pH de 4, los resultados obtenidos en este experimento muestran

que practicamente se disuelve a pH mas elevado.

1.6. DISCUSION

La fase experimental | se dividié en dos etapas de seleccion de BSP:

1) Seleccidon cualitativa, con base a la presencia o ausencia de halo de
solubilizacién en medio solido NBRIP durante 15 dias (Cuadro 2). Se observaron halos
de solubilizacion de 0.7 a 2.5 cm de diametro, lo cual concuerda con Paredes-Mendoza
(2010), quien aislo bacterias de rizésfera y rizoplano provenientes de diversos cultivos y
al probarlos en medio NBRIP en placa sdlida, observd halos de solubilizacion desde 0.2

cm a 2 cm de diametro.



2) seleccion cuantitativa en medio liquido NBRIP, en la que se evalud la capacidad
para solubilizar fésforo de las cepas que se seleccionaron de la etapa anterior. Se
consideraron seis variables experimentales: biomasa bacteriana (absorbancia en MCLP),
concentracion de fésforo y concentracion de calcio, pH y CE (estas cuatro variables se
evaluaron en MCLPC). Los resultados variaron de acuerdo a la cepa y al tiempo de

evaluacion; sin embargo, se identificaron algunas tendencias.

Respecto a la biomasa bacteriana, se observaron diferencias significativas por
fecha de evaluacion y cepa bacteriana (Figura 2). Posiblemente se relacione a la fase de
crecimiento en la que se encontraban los microorganismos al momento de los muestreos.
Entonces las cepas que tendieron a disminuir de biomasa (CP-11, CP-13 y CP-47)
posiblemente se hallaban en la fase de declinacion o muerte, mientras que las que
tendieron a la estabilidad (CP-17, CP-21, CP-26, CP-27, CP-29-1, CP-30, CP-31, CP-38-

1), probablemente se encontraban en la fase estacionaria.

La fase de declive se caracteriza por la predominancia de las células muertas
sobre las células viables que aun realizan la divisidn celular. La tasa de crecimiento
bacteriano estd dada en funcion de la concentracion del sustrato, cuando Ila
concentracion de los nutrientes en el sustrato es baja, el crecimiento también disminuye
(Maier et al. 2009). Probablemente este fendmeno explique la disminucién paulatina de
biomasa a lo largo de la cinética en las cepas CP-11, CP-13 y CP-47 (Figura 3). Por otra
parte, la mayoria de las cepas que se evaluaron (CP-17, CP-21, CP-26, CP-27, CP-29-
1, CP-30, CP-31, CP-38-1) mantuvieron constante y sin diferencias significativas el
incremento de biomasa, por lo que posiblemente este grupo de bacterias se hallara en

fase estacionaria.



Dicha fase se caracteriza por el equilibrio entre la cantidad de células viables que
se reproducen y la cantidad de células que mueren, por lo que no se observa aumento,

ni descenso aparente en la biomasa bacteriana (Figura 3) (Maier et al., 2009).

La concentracion de calcio soluble generalmente no se evalua en los experimentos
de solubilizacién bacteriana de fosfato. Sin embargo, en el presente trabajo se considerd
relevante esta variable para entender mejor como ocurre la solubilizacién de una fuente
insoluble como lo es el FTC. llimer y Schinner (1992) observaron que la concentracion
de calcio se correlaciona positivamente con la cantidad de fésforo que se solubiliza
(r=0.717, P<0.001, n=26). Los resultados de la presente investigacién mostraron que
ambas variables: el calcio soluble y la concentracion de fésforo soluble, incrementaron

paulatinamente en relacion al tiempo (Figura 4 y 6).

Ademas, el factor de correlacion entre calcio soluble y fésforo soluble puede
deberse a la composicion quimica del FTC (Ca3(POas)2), donde tedricamente por cada
dos moléculas de fosfato se deben liberar tres moléculas de calcio, es decir hay una
relacion de proporcion estequiométrica. Por tal razon la correlacion entre ambas variables

fue positiva y se observo en dos de los tres muestreos: 0.73 (5 di) y de 0.72 (10 di).

Respecto a la CE, la literatura disponible en general no considera la CE como una
variable que se relacione con la solubilizacion de fésforo. En el presente trabajo, dicha
variable se determiné porque la CE consiste en aplicar un estimulo eléctrico a través del
MCLPC, de manera que entre mas alta sea la concentracion de iones o solidos disueltos,
mayor sera el flujo de corriente eléctrica que se registre (Turan et al. 2006). Se espera

que al incrementar la concentracién de fésforo soluble también incremente la CE.



La cepa CP - 31, que liberd la mayor concentracion de fosforo soluble en el medio
de cultivo (536 mg L™'; Figura 4c), registré también la CE estadisticamente mas elevada
(7 dS m'; Figura 10c) en comparacion con el resto de los tratamientos inoculados. El
tratamiento testigo (sin inoculacion bacteriana) mantuvo siempre CE baja (5.5 dS m™;
Figura 11) comparada con los valores observados en los tratamientos inoculados
(superiores a 5.8. dS m") que tendieron a incrementarla. El valor mas alto fue 7 dS m' a
los 20 di en 9 de las bacterias (Figura 10: CP-13, CP-21, CP-26, CP-27, CP-29-1, CP-30,
CP-31, CP-36 y CP-47). Con base en los coeficientes de correlacion (Cuadro 3), se infiere
que probablemente haya una estrecha relacion entre la CE y las siguientes variables:
biomasa bacteriana (r=0.98 en todas las evaluaciones), fosforo soluble (r=0.76 20 di) y
pH (r=-0.75 20 di). La disolucion de la hidroxiapatita en términos de la produccién de

protones se explica en este modelo

Cag(PO,)s(OH)x + Hy0 + H* - Cag(P0,)s(0H,)}_, + H,0 + H,0

La CE también se relaciona con la cantidad de sélidos disueltos: a mayor cantidad
de iones disueltos en el medio, mayor sera la conductividad de la electricidad que pasa a
través del medio. Por esa razén la biomasa bacteriana y la CE podrian relacionarse,
debido a que la primera implica un incremento en la segunda (cantidad de solidos
disueltos) con forme aumenta el crecimiento bacteriano. En relacion a la concentracion
de fésforo solubilizado, éste tuvo su valor mas bajo con 10.3% en un inicio y al final de la
cinética alcanzé 53.6%, con respecto a la cantidad total de FTC contenido en el medio
liquido NBRIP (5000 mg L"). Es decir, la concentracién aumenté desde 103 mg de fosforo
L' a 536 mg de fésforo L' (Figura 4a y 4c). Por lo cual, los incrementos en la

concentracion de fosforo soluble fue de 64 a 305 mg L' entre los 5 di y 20 di por cepa.



Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria (2010) aislaron bacterias de la rizosfera y
rizoplano en diversos cultivos, reportaron de 1 a 198.3 mg L-! de fosforo soluble en medio
liquido NBRIP a los 6 di. No obstante, en el presente estudio se observaron
concentraciones desde 103 a 362 mg L' a los 5 di, que en relacion a los valores citados

por estos autores, fueron superiores.

Alejo-lturvide et al. (2016) probaron a Serratia odorifera (aislada de una carbonera)
en medio NBRIP y observaron que solubilizd 12.7 mg de fosforo L' a los 15 di y descendio
a 4.5 el pH del medio (ajustado a 7). Sin embargo, en el presente trabajo se obtuvieron
mayores resultados: CP-36-Serratia marcescens, solubilizdé 338 mg de fosforo L' a los10
di y disminuy6 a 4 el pH (pH ajustado a 7). Por lo que parece ser que el mecanismo mas

comun es la disminucion del pH del medio de crecimiento.

Probablemente, las diferencias en la capacidad de solubilizacién entre S. odorifera
y S. marcescens pudieron ser el resultado de las condiciones ambientales, ya que S.
odorifera proviene de una carbonera y los suelos sometidos a fuego prolongado sufren
cambios en el pH, el cual se eleva por la liberacion de cationes cambiables de Ca?* y
Mg?* (Iglesias, 1993) vy fisioldgicas en las que se hallaba la primera, por lo que su

capacidad de solubilizacion pudo verse disminuida.

De acuerdo con llimer y Schinner (1992) las BSP acidifican el medio al liberar H*
(provenientes de acidos organicos e inorganicos, o producto de la respiracion y
asimilacion de NH4*) en el medio en que se encuentran (Kpomblekou y Tabatai, 1994;
Stevenson, 2005; Rodriguez y Fraga 1999; Restrepo-Franco et al. 2015) por lo que la

solubilizacién de fésforo se acompana por el descenso en el pH I(Figura 8).



Mullen (2005) afirma que la excrecion de H* aunada a la asimilacion de NH4*, es
responsable de la disminucion de pH en el medio de cultivo y en consecuencia de la
solubilizacién total de fosforo. Los resultados de esta investigacidon mostraron que a
medida que el pH desciende (Figura 8), la concentracion de fosforo soluble aumenta
(Figura 4), lo cual refleja el factor de correlacion entre fosforo solubley pH (r=-0.73 y r=-
0.85 a los 10 y 20 di respectivamente). La informacién anterior y los datos obtenidos
sugieren que las cepas bacterianas evaluadas acidificaron el medio de cultivo para lograr
la liberaciéon de fosforo a partir de fuentes insolubles como lo fue el fosfato tricalcico
(Ca3(POa4)2). La generacidn de protones es un mecanismo de la solubilizacion de la
hidroxiapatita, pero a su vez para generar estos protones los organismos producen y
excretan acidos organicos. Entre acidos producidos y liberados se han reportado el acido
gluconico, oxalico, citrico, lactico, itaconico, isovalerico entre otros (Sharma et al., 2013).

Sin embargo también se pueden liberar otras moléculas como los sideréforos.

llimer y Schinner (1995) también observaron correlacion altamente significativa
entre la solubilizacién de fésforo y la produccién de biomasa bacteriana. Dichos autores
argumentaron que el proceso de solubilizacion de fésforo depende de factores como el
crecimiento bacteriano, el cual se encuentra aunado a la asimilacion de NH4" y a la

respiracion, que en conjunto generan el descenso del pH en el medio de cultivo.

No obstante, en el presente estudio la cepa que solubilizé la mayor cantidad de
fésforo soluble (Figura 4c¢; CP-31) no correspondié con la cepa que desarrollé la mayor
cantidad de biomasa (Figura 2a; CP-13). No obstante, Rathore (2014) argumenta que
una menor produccion de biomasa bacteriana puede ser recomendable para favorecer la

produccion de metabolitos responsables de la solubilizacion del fosforo.



Ya que probablemente, la bacteria prefiera invertir recursos en la produccion de
metabolitos (acidos organicos), que gastar recursos para producir biomasa que no podra

mantener por insuficiencia de nutrimentos.

Por lo anterior, es probable que la capacidad de solubilizacion de la cepa CP-31
Enterobacter cloacae, la de mayor capacidad de solubilizacién entre las cepas
estudiadas, no dependa de la produccion de biomasa bacteriana para solubilizar fosforo
de fuentes insolubles y en lugar de que la disminucién en la produccién de biomasa
represente una desventaja, podria ser mas bien una ventaja o adaptacion que le podria

conferir mayor probabilidad de éxito al introducirla en la rizésfera de algun cultivo.

Como pudo apreciarse por lo que se menciono anteriormente, a cepa con la mayor
capacidad de solubilizacion a lo largo de la presente investigacion fue la cepa CP-31-
Enterobacter cloacae, ya que reunio las dos principales caracteristicas que distinguen a
una BSP: liberé la mayor concentraciéon de fosforo soluble al medio de cultivo (Figura 4c;
536 mg L' a los 20 di) y fue de las cepas que mas disminuyo el pH del medio (Figura 8c;
pH 4). Con base en lo anterior, la cepa CP-31-Enterobacter cloacae fue seleccionada

para continuar con las pruebas experimentales de la fase Il de esta investigacion.

La segunda cepa con mayor capacidad de solubilizacion de fésforo en este estudio
fue CP-36-1 Serratia marcescens. Esta cepa solubilizé 490 mg de fosforo L-' de MCLPC
(Figura 4c), disminuyé el pH del medio de cultivo (ajustado a 7) a 4 (Figura 8c) y alcanzo
una CE de 7dS m- (Figura 10c). Tales habilidades abren un panorama de posibilidades
para la experimentacién con diversas fuentes de fésforo insoluble, por lo que se eligié a

CP-36-1 Serratia marcescens para la fase Il de este estudio.



Patifio-Torres y Sanclemente-Reyes (2014) describieron el comportamiento de
Citrobacter sp. Cepa DHRSS. Estos autores mencionaron que esta cepa tiene la
capacidad de utilizar diferentes fuentes de carbono, lo que en el ambiente rizosférico
representa una ventaja competitiva respecto a otras cepas. Ademas fue la quinta cepa
con mayor capacidad de solubilizacién de fosforo al liberar 408 mg L' a los 20 di y
descendi6 el pH del medio a 4.2. Por esta razon, CP-29-1-Citrobacter freundii, se eligié

para la fase Il y como inoculante.

Con base en la capacidad de solubilizacion y los resultados que se obtuvieron en
la fase | de esta investigacién (Cuadro 4), se seleccionaron las siguientes cepas (por
orden de relevancia) para continuar con la experimentacion de la fase Il: CP-31-
Enterobacter cloacae, CP-36-Serratia marcescens, CP-26-Enterobacter cloacae, CP-13
- Klebsiella oxytoca, CP-29-1 - Citrobacter freundii y CP-21- Klebsiella oxytoca. La
capacidad de solubilizacién de estas cepas para solubilizar fosforo a partir de una fuente
insoluble como el Fosfato tricalcico, debe comprobarse con otras fuentes de fésforo como

por ejemplo, con nanoparticulas de hidroxiapatita.

1.7. CONCLUSIONES

La solubilizacion de fosforo registré como valor mas bajo 103 mg de fésforo soluble
L' al inicio de la cinética (5 di) y al final de la misma (20 di) alcanz6 536 mg de fésforo
soluble L', equivalentes a un porcentaje entre 10.3% y 53.6% de la concentracion inicial

de fosforo insoluble (Figura 4).



La cepa CP-31-E. cloacae fue la bacteria que mayor concentracién de fésforo
solubilizé (536 mg L), seguida por Serratia marcescens en segundo lugar, CP-26-
Enterobacter cloacae tercer lugar, CP-13-Klebsiella oxytoca en cuarto lugar, CP-29-1-

Citrobacter freundii quinto lugar y CP-21-Klebsiella oxytoca en sexto lugar (Cuadro 3).

Se seleccionaron seis BSP in vitro para la Fase Il. Estas bacterias seleccionadas
tuvieron los valores mas altos en concentracion soluble de fésforo cuando se utilizd
Fosfato tricalcico, asi mismo presentaron los valores mas bajos de pH (Cuadro 4). Estas

son dos caracteristicas esenciales para una BSP.
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CAPITULO II. INTERACCION BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATOS (BSP)

-NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA (NPHA)

2.1. INTRODUCCION

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) son un grupo muy
diverso de microorganismos que se asocian simbioticamente con las raices de las
plantas. Estas bacterias poseen una amplia gama de habilidades fisiologicas: favorecen
el crecimiento, desarrollo y rendimiento de los cultivos (Khan et al. 2007; Datta et al.
2011). Su uso constituye un nuevo enfoque de la agricultura, también se conoce como
agricultura sustentable; la cual requiere de practicas amigables con el medio ambiente y
que puedan mantener a largo plazo el balance ecolégico del suelo. Por lo que el uso de
inoculantes microbianos representa una alternativa amigable a la aplicacién de

fertilizantes minerales (Khan et al., 2007).

Entre las capacidades que tienen algunas BPCV, se encuentra la habilidad de
hacer accesibles nutrimentos que no se encuentran disponibles para las plantas. Las
bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSP), son organismos cosmopolitas, su numero
varia de suelo a suelo y conforman de 1% a 50% de la poblacion respectiva total. Por lo

regular las BSP superan en numero a los hongos, de 2 a 150 veces (Kucey 1983).

La alta proporciéon de BSP se concentran en la rizésfera, donde son mucho mas
activos metabdlicamente que los aislados de lugares diversos (Vazquez et al., 2000). En
las ultimas décadas se ha dado un exceso de fertilizacion fosfatada en la agricultura; sin

embargo, la mayor parte del fésforo permanece inmovil en el suelo.



De este modo se ha propiciado una exacerbada acumulacion de dicho elemento
en suelos agricolas. Por tanto, los suelos representan grandes reservas de fosforo
insoluble (Beltran 2014). Inclusive se ha mencionado que la cantidad de fosforo en suelos
agricolas serian suficientes para sostener maximos rendimientos de cultivo a nivel

mundial por cien afos (Goldstein et al., 1993).

Con base en lo anterior, la aplicacién de las BSP en la agricultura representa una
opcion para facilitar la movilizacion y absorcion de fésforo por las plantas, especialmente
en suelos tropicales y subtropicales, que son predominantemente acidos. En éstos suelos
el fésforo se encuentra unido a elementos como el alumino y el hierro, por lo tanto no se
encuentra disponible y las plantas no lo pueden aprovechar (Norrish y Rosser 1983). En
suelos alcalinos o calcareos el fosforo se vuelve inaccesible porque se une al calcio
(Lindsay et al. 1989). En general, el fosforo se encuentra disponible en la solucion del
suelo en concentraciones desde <0.01 a 1 mg L' (Jones y Oburguer, 2011). Estos bajos
niveles de fosforo soluble se deben a la elevada reactividad del fosforo que resulta en la

fuerte retencion en la superficie de minerales y arcillas (Khan et al., 2007).

Las BSP pueden a partir de fuentes insolubles volver disponible al fésforo,
mediante la produccion de sideroforos, acidificacion del medio por la liberacion de
protones (H*), produccién de acidos inorganicos de facil disociacion, liberacion de acidos
organicos o complejos quelantes (Sharma et al. 2013), o como consecuencia de la
respiracion y asimilacion de NH4*.Las BSP también pueden mineralizar fuentes organicas
de fésforo mediante la actividad redox de los metabolitos secundarios que exudan, la
liberacion extracelular de enzimas especificas (fosfatasas) y la produccion de

exopolisacaridos (Sharma et al. 2013; Restrepo-Franco et al., 2015).



En la actualidad, la roca fosférica (RF) (Cas.7 Nao.22 Mgo.os (PO4)s.2 (CO3)o.s F2.32),
es la principal fuente de foésforo que se emplea para la produccion de fertilizantes, sin
embargo, es un mineral finito y no renovable (Edixhoven et al. 2014). Los costos
ambientales y de produccion por el uso inmoderado de este recurso son elevados y en
algunas décadas la humanidad tendra que enfrentarse a la crisis por fosforo, ya que la
produccion de fertilizantes fosforados llegara a su capacidad maxima para 2050 (Cordell

et al., 2009).

Actualmente existen nanomateriales y nanoestructuras que se utilizan en la
agricultura sustentable y ofrecen multiples beneficios, como son la disminucion en la
cantidad de fertilizantes que se aplican a los cultivos, asi como la reduccion de la pérdida
de nutrientes, mejoramiento de algunos procesos vegetales como la germinacion, el
crecimiento radical, fortaleza de plantulas, crecimiento, floraciéon y adicionalmente estan
implicados en la proteccion contra dafio oxidativo. Dichas cualidades se explican por la
naturaleza y tamano de los nanomateriales y nanoestructuras, que por definicion, al
menos una de las caras mide menos de 100 nm, esta caracteristica las hace altamente

reactivas y con mayor superficie especifica por area (Khan et al. 2017).

Por otra parte, la hidroxiapatita (HAp) (Ca1o (PO4)s (OH)2) es un mineral fosforado
natural del que estan hechos los huesos y el esmalte de los dientes pero también puede
sintetizarse quimicamente a escala nanométrica. Las nanoparticulas de HAp pueden
proporcionar beneficios de una fuente de fésforo aunada a las caracteristicas antes
mencionadas de las nanoparticulas, por ende las NPHA tienen el potencial de emplearse

como un fertilizante fosfatado mas eficiente para la produccion agricola.



El uso combinado de HAp y las BSP tiene el potencial de convertirse en una
novedosa alternativa para el mejoramiento de la disponibilidad del fosforo para las
plantas. Esto puede proporcionar a los cultivos una fuente accesible y econdmica para
obtener este nutrimento que tan limitante y costoso es para la agricultura. Con ello se
favorecera el uso racional de fertilizantes y evitara el desperdicio de fosforo que

contamina y eutrofiza los cuerpos de agua (Carpenter y Bennet 2011).

Edixhoven et al. (2014) senalaron que tanto cientificos del suelo como
microbiodlogos tienen la responsabilidad de hacer al fésforo disponible para los cultivos, o
en su defecto, sintetizar un eficiente sustituto para la fertilizacién de los cultivos. También
argumentaron que hay necesidad urgente de intensificar los sistemas de produccion
agricola sustentables dirigidos hacia el soporte de la productividad de cultivos y la

generacion de ingresos.

En este trabajo se propone evaluar in vitro entre nanoparticulas de hidroxiapatita
(NPHA) y las BSP con la posibilidad de potenciar el proceso de solubilizacion, a partir de

una fuente insoluble de fésforo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la interaccion NPHA-BSP in vitro en la solubilizacion de

fosforo.

Elegir la cepa bacteriana que en al menos uno de los tratamientos libere la mayor

concentracion de fésforo soluble.



2.3. HIPOTESIS ESPECIFICAS

La interaccion NPHA-BSP in vitro tiene un efecto positivo sobre la solubilizacion
de fosforo.
La cepa elegida registra la mayor concentracion de fésforo soluble y menor valor

de pH en el medio.

2.4. MATERIALES Y METODOS
2.4.1. Sintesis de NPHA

Para la sintesis de NPHA se utilizé el método de precipitacion quimica humeda
modificado por Ortiz-Cazares (2017). Se realizaron algunas modificaciones adicionales
para optimizar el método considerando la reduccion del tiempo de sintesis, disminuir el

tamano y forma de particula, asi como la cantidad de reactivos que se usados.

La sintesis de NPHA se resume a continuacion: 0.925 g de Ca (OH): se
depositaron en 125 mL de agua destilada y precalentada a 76 °C en bafo Maria, la
mezcla se agitd por 15 min a 200 rpm. Enseguida, se adicionaron 125 mL H3PO4 0.06 M
arazon de 1.5 mL min " con el uso de una bomba peristaltica, a lo largo del procedimiento
la temperatura (80 °C) y pH (11) se mantuvieran constantes. El pH se regulé con una
solucion de KOH 1M. Por ultimo, se retiré el bafio Maria y permanecio en agitacion por

30 min a temperatura ambiente.
2.4.2. Caracterizacion de NPHA

2.4.2.1 Tamaio de diametro hidrodinamico y potencial Z



La medicion de tamafio de diametro hidrodinamico de las particulas, asi como la
determinacion de su potencial Z se obtuvieron mediante el uso de un dispersor de luz
dinamico (DLS por sus siglas en inglés) Z sizer 500 SZ marca Malvern. Para realizar la
medicion de ambos parametros se tomd una muestra de 15 mL de la solucion de NPHA,
la cual previamente se sonicé por 15 min (Sonicador Ultrasonic Cleaner marca Branson
modelo 1510). Enseguida se tomaron alicuotas de 3 mL que se colocaron en una celda
especial para su lectura. El diametro hidrodinamico de particula se report6 en nm, en

tanto el potencial Z se reporté en mV.

2.4.2.2. Tamaio y forma de particula

La medicion de tamanio y la observacion de la forma de las NPHA se determinaron
mediante un microscopio electronico de transmisiéon (TEM) Jeol JEM-1011 (Jeol Ltd.
Tokyo, Japan) 80 kV. En primer lugar se tomé una muestra de NPHA en suspensién
liquida, la cual se sonicé previamente durante 15 min. De inmediato se tomaron muestras
de 5 pL de homogenizado liquido de NPHA que se colocaron sobre rejillas de cobre 400
mesh cubiertas con resina formvar (formvar 15/95 resin, Electron micoscopy sciences).
Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente (23 °C) en el laboratorio y se
observaron al microscopio a 12X. El tamafo de particula se reporté en nm y la forma de

las NP se determiné al observar las micrografias que se tomaron.

2.4.2.3. Caracterizacion mediante FTIR

La caracterizacion de las NPHA mediante un equipo infrarrojo con transformada

de Fourier, se realiz6 para obtener un espectro infrarrojo.



Este analisis confirmara la identidad de los principales grupos funcionales que

caracterizan la composicidn quimica de la hidroxiapatita.

2.4.2.4. Caracterizacion mediante difraccion de rayos X (DRX)

El andlisis de pureza de los cristales que conforman la hidroxiapatita de las
nanoparticulas, se llevo a cabo con un difractometro de rayos X marca Spellman modelo
DF3. La lectura se realizé en un angulo 6= 23.05 y 2 8=26.82, en un intervalo de lectura

de 3.5° a60°, a 35 KV y 28.4 mA.

2.4.2.5. Concentracion de fosforo extractable en NPHA y roca fosférica (RF)

La capacidad de solubilizacion de fosforo se determind en NPHA y en roca
fosférica (RF; proveniente de Zimapan, Hidalgo). Esto fue con el objetivo de tener un

tratamiento comparativo de solubilizacion de fésforo.

Previo al experimento de interaccion con las bacterias, la concentracion de fésforo
extractable con acido citrico al 2% se determiné en NPHA y RF para calcular las dosis de
fésforo a aplicar en los experimentos de interaccion BSP-NPHA. Ademas la
concentracion extractable con acido citrico se relaciona con el fésforo que puede ser

aprovechado por las plantas.

Para el caso de las NPHA, previamente la muestra se seco hasta peso constante
en horno a 70 °C. Para determinar la concentracion de fosforo extractable se pesaron
100 mg de cada material y se les adicionaron 20 mL acido citrico 2%. Las muestras se
agitaron durante 2 h (agitador orbital Eberbach 115 V), se filtraron con papel Whatman

No. 42 y el filtrado se aford con agua destilada a 100 mL.



Posteriormente, las muestras se prepararon de acuerdo con la metodologia de
azul de molibdeno descrita en Materiales y Métodos Fase | (Seccion 6.4.3.). En casos

necesarios se hicieron diluciones.

2.4.3. Concentracion de NPHA y RF en el medio de cultivo

La formula original del medio NBRIP (Materiales y Métodos Fase |, Seccion 6.4.2)
contiene 5 g de fosfato tricalcico (FTC), equivalentes a 1 g de fosforo, por lo que para
realizar la modificacion del medio con distinta fuente de fésforo, fue necesario ajustar la
concentracion de RF y NPHA requeridas para sustituir la concentracién de Cas(POa4)2 en
la fébrmula del medio. Con base en los calculos que se realizaron, 6.1 g de RF son

equivalentes a 1 g de fosforo.

Debido a las caracteristicas propias de los nanomateriales como la elevada area
especifica y alta reactividad, para las NPHA, el ajuste que se realiz6 fue equivalente a
100 veces menos la concentracion de fosforo de la formula original (0.01 g de fosforo).
Se obtuvo que 9.47 mL de NPHA en suspensién contenian 0.054 g de NPHA secas, por
lo que fue necesario utilizar 5.6 g de NPHA para obtener el equivalente a 0.01 g de fésforo

(Cuadros 5y 6).

Cuadro 5. Calculos para sustituir la fuente de fésforo (fosfato tricalcico = FTC) por NPHA
en el medio NBRIP para la seleccion de BSP.

Compuesto PM g de % de gen g de
fésforo fésforo NBRIP fésforo
FTC Cas(POas)2 310 62 20 5 1

NPHA  Caio(PO4)s(OH)2 1038 186 17.9 5.6 1




Relacién NPHA en NPHA secas gen NPHA en
FTC:NPHA suspension (9) medio NBRIP suspension
(mL) calculadas (mL)
1:1 50 0.285 5.6 980.5
1:0.01 50 0.285 0.056 9.8

FTC: Fosfato Tricalcico; NPHA: Nanoparticulas de hidroxiapatita

Cuadro 6. Calculos para sustituir la fuente de fésforo: FTC por RF, en el medio NBRIP
para la seleccion de BSP.

Compuesto PM g de % de g para g de
fésforo fésforo NBRIP fésforo
FTC Ca3(POs)2 310 62 20 5 1
RF Cag7Nao.22 982 161 16.4 6.1 1

Mgo.0s (POa)s.2
(CO3)os F232

2.4.4. In6culo bacteriano

Para el in6culo bacteriano se tomaron en cuenta los resultados de la fase anterior,

en la que se seleccionaron seis cepas bacterianas con alta capacidad de solubilizacion

de fosforo (Klebsiella oxytoca-13, Klebsiella oxytoca-21, Enterobacter cloacae-26,

Citrobacter freundii-29-1, Enterobacter. cloacae -31 y Serratia marcescens-36). Estas

cepas se inocularon en caldo nutritivo y se incubaron a 30 °C en oscuridad por 24 h.

Pasado ese tiempo, a una longitud de 600 nm se ajusté a uno la absorbancia de la

concentracion del indculo. Los ajustes de absorbancia se hicieron con caldo nutritivo.



Los medios liquidos NBRIP modificados con NPHA y RF se prepararon de forma
idéntica al medio NBRIP (Materiales y Métodos Fase |, Seccién 6.4.2). Estos se colocaron
en forma separada en tubos Falcon de 15 mL con 10 mL de medio de cultivo, enseguida
se esterilizaron y posteriormente se les agreg6 a cada tubo 50 pL de inéculo bacteriano.
Se incubaron a 30 °C en oscuridad, en agitacion a 120 rpm y de acuerdo al tiempo de

evaluacion que les correspondio (5, 10 o 20 dias después de la inoculacién ddi).
2.4.5. Evaluacion de la interaccion BSP-NPHA y BSP-RF.

Para analizar la interaccion de las BSP-NPHA y BSP-RF se utilizé el medio de
cultivo libre de fosfatos insolubles y células (MCLPC). Los medios de los tubos de cultivo

se filtraron con papel Wathman No. 42 para eliminar los fosfatos insolubles.

Para la evaluacion del MCLPC se usaron 10 mL de muestra contenidos en cada tubo.
Las variables que se evaluaron fueron las mismas que en la Fase |: concentracion de
fésforo soluble, concentracion de calcio soluble, biomasa bacteriana (absorbancia), pH 'y
conductividad eléctrica (CE). Las metodologias fueron las mismas descritas

anteriormente (Fase |, Materiales y Métodos, Seccion 6.4.3).
2.4.6. Diseno experimental y analisis estadistico

El experimento se realizé bajo un disefio experimental factorial completamente al
azar (Factorial DECA). Las unidades experimentales consistieron en cada tubo con medio
de cultivo modificado NBRIP (RF o NPHA como fuente de fosforo) y con o sin inéculo.
Los factores que se evaluaron fueron tres: las cepas bacterianas, fuente de fésforo y los

tiempos de evaluacion. Los niveles de factor fueron:



las seis cepas bacterianas (K. oxytoca-13, K. oxytoca-21, E. cloacae-26, C.
freundii-29-1, E. cloacae -31 y S. marcescens-36); los dos medios modificados (NBRIP-
NPHA y NBRIP-RF) y los tres muestreos (5 di, 10 di y 20 di). Las evaluaciones se

realizaron por triplicado y en total fueron 126 unidades experimentales (tubos Falcon).

Para el analisis de resultados se utilizd el programa estadistico R (version 3.4.2).
Primero se verifico el cumplimiento de los supuestos: 1) La Independencia de los datos
se garantizo al haber realizado la aleatorizacién de los tratamientos. 2) La Normalidad se
comprobd mediante el calculo de la prueba de Shapiro-Wilk. 3) La Homogeneidad de
varianzas se verific6 mediante la obtencion de la grafica de distribucion de varianzas.
Posteriormente, se realizé la prueba de Analisis de Varianza (ANDEVA) y, en caso

adecuado, se realiz6 la comparacion de medias de Tukey (a=0.05).

2.5. RESULTADOS

2.5.1. Caracterizacion de tamafno de diametro hidrodinamico y potencial Z

La Figura 12 representa el promedio de los tamafnos hidrodinamicos de particula
que se obtuvieron de la muestra de NPHA. El eje de las X muestra el tamaino del diametro
hidrodinamico en nm, en escala logaritmica. En el eje de las Y, se observa la distribucion

de tamano por intensidad, expresado en porcentaje.

El tamafo de diametro hidrodinamico de las NPHA se ubic6 en un intervalo de
valores de menos de 10 nm a menos de 100 nm. En la imagen se observan tamafios

cercanos a 1 nm, 10 nm y 50 nm (Figura 12).



Se obtuvieron diametros hidrodinamicos de 72.27 nm = 1.0 nm, 127.6 nm = 4.0
nm, 137.5 nm + 18.0 nm, para las soluciones a 5700 mg L - ', 2850 L - 'y 1425 L —
respectivamente. En la Figura 13 se observa en el eje X el potencial Z aparente y en el
ejeY, el total de mediciones que se efectuaron. También se reporta el intervalo de valores

que asumio el potencial Z en las muestras que se midieron: -10 mV a -33 mV (Figura 13).
2.5.2. Caracterizacion de tamaino y forma de particula

Las micrografias de la NPHA obtenidas con el TEM mostraron que las particulas
tienen forma de hoja y el tamafo de cualquiera de sus lados midi6 menos de 100 nm
(Figura 14-16). Ademas y el potencial Z se registré en un intervalo entre -10.8 y -33 mV
(Figura 12 y 13). Se encontraron valores de potencial Z de -24.4 mV, -21.8 mVy -11.1 mV

para las siguientes soluciones: a 5700 mg L —*, 2850 L 'y 1425 L ~ ' respectivamente.
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Figura 12. Tamafio hidrodinamico de las NPHA. Se muestran tres picos cuyo tamafos

son respectivamente: 1.4 nm, 14.47 nmy 33.37 nm.
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Figura 13. Potencial Z representativo de las NPHA. Muestra los limites del intervalo de
valores de potencial Z, entre -10.8 mV y -33 mV.



Figura 14. Micrografia de NPHA con microscopio electrénico de transmisién (TEM) a
12X. En amarillo se resalta el ancho de dos NPHA.

Figura 15. Micrografia de NPHA por medio de TEM a 12X. Se aprecia la forma definida
de hoja que poseen las NPHA.



500 nm

Figura 16. Micrografia tomada con TEM a 12X. Se observa tamafo y forma de las NPHA
y en amarillo se muestran la longitud de dos NPHA.

2.5.3. Caracterizacion mediante FTIR

Se realiz6 la caracterizacion mediante espectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier (FTIR) para determinar los grupos funcionales presentes en la muestra de las
NPHA vy corroborar asi su composicion quimica (Ca1o(PO4)sOH2). Los resultados se

observan en la Figura 17.

Las vibraciones del tipo de flexién del enlace P-O del grupo fosfato se observan a
1087-1032 cm™' (472.8, 567.1, 604.8, 964.8 y 1028.4 cm"); y las vibraciones del enlace
O-P-0 se observan de 602 a 462 cm™' También se observa la presencia de CO3% a 1418.3
y 877.6 cm™ que se forma al reaccionar con el CO2 atmosférico que se incorpora durante
la sintesis de la hidroxiapatita. La flexion del grupo OH en la estructura de la hidroxiapatita
se observa a 3275y 1639.2 cm™.
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Figura 17. Espectro infrarrojo con transformada de Fourier perteneciente a una muestra
de NPHA (1600-300nm). Los rombos oscuros muestran la presencia de
grupos fosfato.

2.5.4. Caracterizacion mediante difraccion de rayos X (DRX)

Para comprobar que las particulas son cristalinas y que se sintetizé hidroxiapatita,
se hizo un andlisis de rayos X. El difractograma muestra un compuesto con estructura
cristalina. Se observan tres picos caracteristicos de la hidroxiapatita: 2.79 A, 3.45 Ay
1.84 A, asi como otros compuestos. A continuacién se muestra el espectro de difraccién
de rayos X que se obtuvo (Figura 18). El tiempo de calentamiento fue suficiente para

lograr la cristalizacion del precursor amorfo de hidroxiapatita.
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Figura 18. Espectro de difraccion de rayos X de una muestra de NPHA. La hidroxiapatita
exhibe tres picos caracteristicos en rojo (2.79 A, 3.45 Ay 1.84 A). Compuestos
distintos aparecen en otros colores.

2.5.5. Biomasa bacteriana

La Figura 19 muestra el crecimiento bacteriano que se midi6 indirectamente como
absorbancia (Asoco nm), de las cepas que se evaluaron durante la cinética de interaccion
BSP-NPHA. A los 5 di, se observaron diferencias significativas entre la biomasa
bacteriana que desarrollaron las cepas con distinta fuente de fésforo. Las bacterias en
RF produjeron significativamente mayor biomasa que las que se encontraba en medio

con NPHA como fuente de fésforo (Figura 19a).
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promedio y la desviacién estandar (n=3). Diferentes letras muestran
diferencias significativas entre cepas (a =0.05).



En la segunda evaluacion (10 di), la mayoria de las cepas presentaron
estadisticamente la misma proporcién de biomasa bacteriana con NPHA que con RF
como fuente de fosforo, excepto E cloacae-26, la cual tuvo menor cantidad de biomasa
con NPHA que con RF. A los 20 di, la mayoria de las cepas bacterianas, excepto E.
cloacae-31, que se encontraban en medio de cultivo con RF registraron biomasas
mayores que con NPHA (Figura 19c). En la Figura 20 se comparan las biomasas de los
tres dias que se evaluo la interaccidn en cada cepa. En el tratamiento con RF, E. cloacae-
26 registré biomasa significativamente mas alta (a = 0.05) a los 10 di. En E. cloacae-31,
se observd un descenso paulatino de biomasa respecto al tiempo. De las bacterias que
se trataron con NPHA, solo la cepa S. marcescens-36 presenté diferencias significativas
con respecto al dia de evaluacion. A los 5 di se reportd el menor crecimiento bacteriano

con respecto al resto de las evaluaciones.
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Figura 20. Biomasa bacteriana comparativa entre fechas de muestreo de seis bacterias
y diferente fuente de fosforo.
Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3).

Diferentes letras muestran diferencias significativas entre fechas de muestreo
(a =0.05).
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2.5.6. Concentracion de fosforo soluble

La Figura 21 muestra las concentraciones de fésforo soluble de las seis cepas que
se evaluaron. A los 5 di, tres cepas presentaron diferencias significativas en la
solubilizaciéon de foésforo con fuentes distintas de este elemento (K. oxytoca-21, C.
freundii-29-1'y E. cloacae-31), mientras que las tres restantes (K. oxytoca-13, E. cloacae-
26 y S. marcescens-36) produjeron estadisticamente la misma cantidad de fésforo
soluble con ambos tratamientos (Figura 21a). A los 10 di se observé que las cepas K.
oxytoca-13, E. cloacae-26, E. cloacae-31y S. marceses-36 obtuvieron significativamente
mayor cantidad de fésforo soluble con RF como fuente de fésforo, que con NPHA. En
cambio las cepas K. oxytoca-21 y C. freundii-29-1 obtuvieron valores semejantes en
ambos tratamientos (Figura 21b).

A los 20 di, el fosforo soluble generado por la mayoria de las cepas fue superior
con el tratamiento de RF sobre el de NPHA, sin embargo C. freundii-29, obtuvo
concentracion similar entre ambos tratamientos (Figura 21c). En la Figura 22 se compara
la concentracién de fosforo soluble de cada cepa en tres diferentes tiempos de evaluacion
y bajo diferente fuente de fésforo. Las cepas que se trataron con NPHA no presentaron
diferencias significativas en la concentracion de fosforo soluble entre las distintas
evaluaciones. Sin embargo, casi todas las cepas que recibieron tratamiento con RF
presentaron diferencias significativas, excepto la E. cloacae-31. Las bacterias que
mostraron diferencias significativas del tratamiento con RF tienen en comun que la mayor
concentracion de fosforo soluble la registraron a los 10 di y 20 di (K. oxytoca-21 y E.
cloacae-26), mientras que las bacterias K. oxytoca-13, C. freundii-29-1 y E. cloacae-36

solo a los 20 di.
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Figura 21. Comparacion de fosforo soluble entre tratamientos (BSP-NPHA y BSP-RF),
por cada cepa bacteriana y tiempo de evaluacién. a) 5, b) 10 y ¢) 20 dias de
incubacion. Las barras representan promedio y la desviacion estandar (n=3).
Diferentes letras muestran diferencias significativas entre bacterias (a =0.05).
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Figura 22. Concentracion de fésforo soluble comparativo en las tres fechas de evaluacion
por cada cepa y fuente de fertilizacion.
Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre fechas de evaluacién (a =0.05).

2.5.7. Concentracion porcentual de fésforo soluble

En la Figura 23 se muestra el porcentaje de solubilizacion de fosforo calculado a
partir de la concentracion de fésforo en solucion en cada unidad experimental, medido
después de la incubacién. Por tal motivo, los porcentajes de fosforo soluble en tratamiento
con NPHA se aprecian superiores a los porcentajes del tratamiento con RF. Aunque las
concentraciones de fosforo soluble expresado en mg L' lucen mas elevadas en el
tratamiento con RF que con NPHA. Las cepas bacterianas E. cloacae-31y E. cloacae-26
alcanzaron los porcentajes mas altos de solubilizacién de fésforo para el tratamiento con
RF en cada evaluacion. Los porcentajes de los tratamientos con RF aunque si
incrementaron paulatinamente a lo largo de las evaluaciones, solo alcanzaron a
solubilizar 8.4% de fosforo mientras que en el caso de las cepas bacterianas que se

trataron con NPHA alcanzaron 78% de fésforo solubilizado.
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Figura 23. Porcentaje de fosforo solubilizado por cepa bacteriana, alos 5 (a), 10 (b) y 20
(c) dias de incubacién en medio NBRIP modificado.
Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre cepas (a =0.05).



En la Figura 24 se observa la comparacion entre porcentajes de solubilizacion de
fésforo por cepa y tratamiento. Las cepas que se trataron con RF mostraron diferencias
significativas en la concentracidon porcentual de fosforo con respecto al dia de muestreo,
excepto E. cloacae-31y S. marcescens-36. Dos de las cuatro cepas tratadas con RF
tuvieron mayor porcentaje de solubilizacion de fésforo a los 10 di y 20 di (K. oxytoca-21
y E. cloacae-26), en tanto dos de ellas solo lo alcanzaron a los 20 di (K. oxytoca-13 y C.
freundii-29-1). En cambio, en las cepas cuyo tratamiento fueron las NPHA, no observaron

diferencias significativas por dia de evaluacién, excepto la cepa S. marcescens-36.
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Figura 24. Porcentaje de fosforo solubilizado entre fechas de muestreo y por cada cepa
bacteriana. a) 5, b) 10 y ¢) 20 dias de incubacién. Las barras representan el
promedio y la desviacion estandar (n=3). Diferentes letras muestran diferencias
significativas entre dias de evaluacion (a =0.05).

2.5.8. Calcio soluble

Hay una relacion aproximada de 1.67 entre la fraccion molar de Ca y P en la

estructura de la hidroxiapatita, esto hace que ambos elementos estén correlacionados.
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La Figura 25 muestra la concentracion de calcio soluble que se obtuvo al analizar
el MCLPC de cada cepa bacteriana y tiempo de evaluacion durante la cinética de
interaccion BSP-NPHA y BSP-RF. A los 5 di se observé que todas las cepas que se
estudiaron mostraron mayor concentracion de calcio soluble con el tratamiento de RF que

con el de NPHA (Figura 25a).

Sin embargo, a los 10 di, ninguna de las cepas bacterianas presenté diferencias
estadisticas en la concentracion de calcio entre tratamientos (Figura 25b). A los 20 di
cada cepa que se evaluo, volvid a registrar menor concentracion de calcio soluble con
ambos tratamientos, aunque RF con mayor concentracidn de calcio soluble que NPHA

(Figura 25c).

En la Figura 26 se comparan las concentraciones de calcio solubilizado en cada
tratamiento durante los 5, 10 y 20 di. No se observaron diferencias significativas entre el
calcio soluble del medio de las cepas K. oxytoca-21, C. freundii-29-1, E. cloacae-31y S.

marcescens-36 tratadas con RF, en ninguna de las evaluaciones.

Por otra parte, todas las cepas que se trataron con NPHA presentaron diferencias
estadisticas a los 10 dias, cuando las NPHA liberaron la mayor cantidad de calcio soluble.
Mientras que los dias de evaluacién 5di y 20 di fueron significativamente similares en

concentracion de calcio soluble.
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Figura 25. Concentracion comparativa de calcio soluble de tres evaluaciones en seis
cepas bacterianas con dos fuentes de fosforo.
Las barras representan el promedio y la desviacidén estandar (n=3). Diferentes
letras muestran diferencias significativas entre cepas (a =0.05).
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Figura 26. Concentracidn de calcio soluble de seis cepas entre fechas de evaluacién y
diferentes fuentes de fosforo.
Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3).
Diferentes letras muestran diferencias significativas en el tiempo de incubacion
(a =0.05).

2.5.9. pH

En la Figura 27 se muestra el pH que se registrd en el medio de cultivo durante la
interacciéon BSP-NPHA y BSP-RF, a los 5 di, 10 di y 20 di. Se observaron diferencias
significativas respecto al tratamiento desde los 5 dias. Los valores de pH fueron mas altos
en el medio adicionado con RF (pH de 4.1 a 4.6) en comparacion con NPHA (pH de 3.7
a 3.9; Figura 27a). Mientras que a los 10 di, no se observaron diferencias significativas
de pH entre tratamientos para ninguna de las cepas que se evaluaron (27b). En la ultima
evaluacion a los 20 di, solo las cepas E. cloacae-26 (pH de 4.1) y C. freundii-29-1 (pH de
4.3) obtuvieron valores de pH estadisticamente semejantes con el tratamiento de RF y el
tratamiento con NPHA, el resto de las cepas bacterianas fueron significativamente
diferentes entre tratamientos (Figura 27c). Esto implica una fuerte capacidad acidulante
del medio por parte de las bacterias, o que implicaria que el principal mecanismo de

solubilizacién de fosforo es por acidificacion.
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Figura 22. pH comparativo de seis cepas bacterianas con dos fuentes de fésforo en tres
muestreos. Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3).
Diferentes letras muestran diferencias significativas entre cepas bacterianas
(a =0.05).



El pH que se obtuvo en las tres etapas de evaluacion durante la interaccion BSP
con distintas fuentes de fésforo se muestra en la Figura 28. Bajo el tratamiento con RF
todas las cepas bacterianas mostraron diferencias significativas entre los muestreos,
aunque todas coincidieron en que a los 5 di presentaron el valor mas alto de pH (4.1 a
4.6). De las seis bacterias que se expusieron a NPHA, se observaron diferencias
significativas en el pH de los diferentes muestreos y en todas hubo acidificacion del medio

(entre 3.7 y 3.4) alos 10 di. En tanto que a los 5 di y 20 di presentaron su valor mas alto.
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Figura 28. Reaccion en el medio de crecimiento de seis cepas bacterianas alos 5, 10 y
20 dias de incubacion con distinta fuente de fosforo.
Las barras representan el promedio y la desviacién estandar (n=3).
Diferentes letras muestran diferencias significativas entre muestreos con la
misma bacteria en cada una de las dos fuentes de fésforo (a =0.05).

2.6.0. CE

En la Figura 29 se presenta la CE que se registr6 en el MCLPC durante las
evaluaciones por bacteria y fuente de fésforo a los 5, 10 y 20 dias de incubacion. Durante
la primera evaluacion, el medio de crecimiento de la mitad de las cepas (K. oxytoca-13,
E. cloacae-26 y S. marcescens-36) registré diferencias significativas con respecto a la

fuente de fésforo.
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Los valores de CE fueron mayores en el tratamiento de RF; en tanto que la otra
mitad (K. oxytoca-21, C. freundii- 29-1 y E. cloacae-31) de las cepas bacterianas no
presenté diferencias estadisticas en relacion a la fuente de fésforo adicionada (Figura

29a).

A los 10 di, la CE de las cepas K. oxytoca-21, E. cloacae-26, E. cloacae-31y S.
marcescens-36 fue significativamente mas altas con el tratamiento con RF; en cambio C.
freundii-29-1 desarroll6 mayor CE con NPHA como fuente de fésforo y solo para K.
oxytoca-13 el tratamiento no fue relevante para la CE (Figura 29b). A los 20 di, solo K.
oxytoca-13 y C. freundii-29-1 mostraron CE estadisticamente semejantes con RF que con
NPHA, ya que el resto de las cepas obtuvieron CE mas altas con RF que con NPHA

(Figura 29c).

En la Figura 28 compara la CE en las tres fechas de evaluacion: 5 di, 10 diy 20 di.
Del grupo de bacterias que se trataron con RF, solo la cepa K. oxytoca-13 mostré
diferencias estadisticas respecto al tiempo de muestreo, ya que a los 5 di, tuvo CE
significativamente mas alta (5.9 dS m') que en el resto de los muestreos. La mitad de las
cepas que se evaluaron con NPHA presentaron diferencias significativas en la CE entre
los muestreos (K. oxytoca-13, E. cloacae-31, S. marcescens-36). Esto sugiere una fuerte

dinamica en el cambio de sales solubles en el medio.
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Figura 29. Conductividad eléctrica (dS m™') de seis cepas con dos tratamientos de
fertilizacion en tres muestreos. Las barras representan el promedio y la
desviacion estandar (n=3). Diferentes letras muestran diferencias significativas
entre cepas bacterianas (a =0.05).
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Figura 30. Conductividad eléctrica por cada cepa bacteriana y fuente de fésforo entre las
diferentes fechas de muestreo.

Las barras representan el promedio y la desviacion estandar (n=3).
Diferentes letras muestran diferencias significativas entre CE de distintas
fechas de muestreo (a =0.05).

A continuacion se presentan los Cuadros 7 y 8 que resumen los coeficientes de
correlacion de Pearson mas trascendentales para la fase Il de la investigacion. La primera
columna indica el tratamiento y detalla las fechas de evaluacion a las que hacen
referencia los coeficientes de correlacion de Pearson. Las variables aparecen a partir de

la segunda evaluacion.

Cuadro 7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables de respuesta que se
evaluaron en la interaccion BSP-RF como fuente de fésforo.

5di 10 di 20 di
P: Ca 0.66 0.58 0.69
Ca: biomasa 0.50 0.85 0.45
pH: biomasa -0.53 -0.70
CE: biomasa 0.55
P: CE 0.53
Ca: CE 0.54 0.58
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Cuadro 8. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables de respuesta que se
evaluaron en la interaccion BSP-NPHA como fuente de fosforo.

5 di 10 di 20 di
P: biomasa 0.83 0.86 0.77
P: Ca 0.56
P: pH -0.80 -0.93
P: CE 0.64 0.52 0.60
pH: biomasa -0.89 -0.88 -0.52
CE: biomasa 0.56 0.50
Ca: CE 0.53
pH: CE 0.73

2.6. DISCUSION

Las NPHA que se sintetizaron especificamente para esta investigacion fueron
producto de la optimizacion al método de sintesis por precipitacion quimica que reportd
Ortiz (2017). En la presente investigacion se logro reducir el tiempo de sintesis, se
disminuyo el tamafio y forma de particula, asi como la cantidad de reactivos que se
utilizaron. En el presente estudio se obtuvieron diametros hidrodinamicos de 72.27 nm %
1.0 nm, 127.6 nm = 4.0 nm, 137.5 nm + 18.0 nm, para las soluciones a 5700 mg L —,
2850 L - 'y 1425 L ' respectivamente. Lo cual cual se asemeja a los tamaiios de
diametro hidrodinamico reportados por Marchiol et al. (2019) de 94.0 £ 1.3 nm, 96.4 + 1.0
nm, 109.0 £ 4.2 nmy 163.3 + 25.7 nm para las soluciones a 2000 mg L =, 200 mg L ',

20mgL-"y2mgL ', respectivamente.



Con respecto a la forma de las NPHA Sadat-Shojai et al. (2013) reportaron formas
diversas elaboradas por el método de precipitacion quimica, entre ellas: forma de plato,
hojuelas y hojas. Los autores también reportaron las medidas que observaron en las
NPHA: de 40 nm a 50 ym de longitud, de 20 nm a 35 ym de ancho y de 5 nm a 3 ym de
grosor. Ademas Marchiol et al. (2019) también reportaron forma semejante a la observada
en el presente estudio: forma de plato y con tamafio de 35-45 nm, en las NPHA que

sintetizaron por precipitacién quimica y visualizaron por TEM.

En este trabajo las NPHA que se sintetizaron por el mismo método midieron menos
de 100 nm en cualquiera de sus caras y presentaron forma de hoja (Figuras 14, 15y 16),
tal como mencionan Sadat-Shojai et al. (2013) y Marchiol et al. (2019). El tamafno y la
forma de las nanoparticulas esta relacionan con el procedimiento de sintesis. Y es
afectado por factores como la temperatura de sintesis, la energia cinética y las
concentraciones de los reactivos usados (Du et al. 2013). La importancia de la
homogeneidad del tamafio de particula es importante ya que repercutira directamente

sobre la uniformidad de la reaccion.

En el presente estudio las vibraciones del tipo flexion del enlace P-O del grupo
fosfato se observan a 1087-1032 cm™; y las vibraciones del enlace O-P-O se observan
de 602 a 462 cm' de acuerdo con Kim et al. (2002) y Marchiol et al. (2019) quien encontrd
que los espectros FT-IR de nHA mostraron las bandas de vibracidn caracteristicas de la
hidroxiapatita, como las bandas de vibracion PO43~ apatéticas en 560-603, 962, 1000—

1104 cm — 1.



En cuanto a las interacciones y las distintas fuentes de foésforo (RF y NPHA), fue
notable que las cepas C. freundii-29-1 y K. oxytoca-13 produjeran en cada evaluacion
gran cantidad de biomasa sin importar el tratamiento o el tiempo de incubacién. Sin
embargo, E. cloacae-31 fue el caso contrario, pues su biomasa siempre fue reducida sin

importar el tratamiento ni el tiempo de evaluacion.

La bacteria E. cloacae-31, a pesar de su pequefia produccion de biomasa en
ambos tratamientos (Figura 19), fue la cepa que presentd la mayor solubilizacion de
fésforo bajo la interaccion BSP-RF (Figura 21). Este comportamiento quiza pueda
explicarse tomando en cuenta la observacion de Rathore (2014a), quien menciona que
la menor produccién de biomasa bacteriana puede ser mas favorable para la produccién
de los metabolitos responsables de la solubilizacion de fésforo. Probablemente se refiera
a que energéticamente convenga mas a la célula invertir en la sintesis de metabolitos
que coadyuven en la obtencién de recursos (fosforo), que invertir en la sintesis de
biomasa que solo implicara mayor costo energético. Ademas estos metabolitos, que no
se pueden separar facilmente de la fraccion soluble de fésforo, pueden interferir durante

la determinacién del fésforo por colorimetria.

Por lo que seria recomendable explorar otros procedimientos que eliminaran estas
interferencias y mejorar la exactitud en este tipo de experimentos. Tal inferencia puede
apoyarse en el coeficiente de correlacion entre biomasa y concentracion de fésforo
soluble (Cuadros 7 y 8), el cual fue significativo a los 10 di (r= 0.5) para el tratamiento con
RF y altamente significativo a lo largo de la interaccién (r= 0.83,0.86 y 0.77 alos 5,10 y
20 di, respectivamente) para las cepas que se trataron con NPHA. Sin embargo, las

concentraciones de fésforo soluble no fueron comparables entre los tratamientos.



La razdn por la que las concentraciones de fosforo soluble resultantes de ambas
fuentes de fosforo no sean semejantes entre si se debe en parte, a la cantidad de fésforo
que incluyo cada tratamiento. Ya que el medio con RF contuvo 1g de fésforo, en tanto el
medio con NPHA contenia solo la centésima parte (0.01g de fosforo), por lo que fue mas
rapido el proceso de solubilizacién en tratamientos con NPHA, pues contenian menor
concentracion de fésforo (0.01 g de fosforo en lugar de 1 g) que las cepas que se trataron
con RF. Por otra parte, las NPHA poseen alta reactividad por el tamafo que tienen y les
confiere caracteristicas como elevada superficie especifica que conlleva al ahorro de
fertilizante (fésforo), por lo que las concentraciones entre estas dos fuentes no fueron

parecidas.

E. cloacae-31 liber6 la mas alta concentracion de fo solubles en las tres fechas de
evaluacion en el tratamiento con RF y solo a los 5di en el tratamiento con NPHA (Figura
21). Dado que E. cloacae-26 también solubilizé grandes concentraciones de fésforo en
ambos tratamientos, se propone a esta cepa como inoculante para la fase experimental
lll. E. cloacae-26 también solubilizé grandes concentraciones de fésforo con RF pero solo

en dos de las evaluaciones.

Park et al. (2011) reportaron que E. cloacae solubilizé 17.5 % del fésforo que se
suplementé con RF en el medio de cultivo NBRIP. En contraste, en el presente trabajo E.
cloacae-31 solubilizé 8% en el medio al que se adicioné con RF y 63% cuando se
afadieron NPHA. Los autores también mencionaron que el pH del medio de cultivo

descendié de 7 a 3.8 después de 14 di, mientras el testigo conservo pH entre 6.2 y 6.6.



Lo anterior concuerda con el presente trabajo, pues el pH también disminuyo de 7
a 3.9 (RF)ya 3.4 (NPHA) a los 10 di (Figura 27). El pH de las unidades experimentales

no inoculadas se mantuvo en 6 durante la cinética de experimentacion.

De acuerdo con Kim et al. (2002) la hidroxiapatita sintética y bien cristalizada es
estable en un intervalo de pH de 4 a 12, por lo que la acidificacion es un mecanismo
simple y efectivo para su disolucion paulatina. En la solubilizacién de fésforo, el pH
desempena un papel principal, lo cual se refleja en la relacién inversa entre la disminucién
de pH y mayor concentracién de fésforo que se solubiliza. Dicha relacién se aprecia en
el coeficiente de correlacion entre pH y fosforo soluble (Cuadros 7 y 8) en los tratamientos
con NPHA. Los coeficientes de correlacion fueron altamente significativos en dos
muestreos (r= -0.80 a los 5 di y -0.93 y 10 di). Sin embargo, en el caso con RF, las

correlaciones no fueron significativas en ninguno de los tiempos de evaluacion.

En la presente investigacion Klebsiella oxytoca-13 con RF como tratamiento,
alcanz6 como maxima concentracion de fosforo soluble 48 mg L' a los 20 di (Figura 21c¢),
lo cual difiere de las concentraciones reportadas por otros autores como Walpola et al.
(2014), quienes observaron que Klebsiella oxytoca (proveniente de suelo contaminado

de mina) solubilizé 615 mg mL™" a partir del medio NBRIP a diferentes concentraciones.

Respecto a la concentracion de calcio soluble y al tiempo de incubacion, las cepas
K. oxytoca-13, E. cloaae-26 y S. marcescens-36 (las dos primeras con ambos
tratamientos, la ultima solo con NPHA) fueron las unicas bacterias que presentaron
diferencias significativas. En ambos tratamientos la concentracién de calcio soluble se

elevd a los 10 di, aunque a los 5 di y 20 di tendid a disminuir.



Por la fluctuacion en la concentracion, este fendmeno se parece al proceso de
solubilizacién de fésforo que describieron llimer y Schinner (1992) a partir de FTC. El
proceso de solubilizacién del FTC es ciclico e implica la precipitacion y redisolucion
intermedia de la apatita y brushita. Cuando la brushita se disuelve, el medio alcanza
concentraciones elevadas de fosforo, que al llegar a un limite altera la composicion del
medio y precipita en forma de cristales de apatita. La concentracion de foésforo y calcio
disminuyen, entonces se produce un cambio en el medio y la apatita se disuelve, la

concentracion de fésforo y calcio se elevan y el ciclo reinicia.

Los autores comentan que es dificil predecir este fendmeno dado que, el pH y la
concentracion de fosforo no siguen una curva sigmoidal (lllmer y Schinner 1992). Los
mismos autores explican que las células pueden aprovechar como recurso energético la
formacion y solubilizacion secundaria de complejos érgano-fosforados, lo cual reduce la
concentracion de calcio y fésforo en el medio. También sefialan que los incrementos y
descensos en la concentracion de calcio y fésforo soluble se deben a la correlacion

positiva que existe entre ambas variables.

En la actual investigacién para los tratamientos con RF se encontraron coeficientes
de correlacion significativos entre fésforo y calcio solubles: r= 0.66 a los 5di, r=0.58 a los
10 di y r=0.69 a los20 di. Mientras que para la interaccién de las BSP con NPHA, solo fue
significativa la correlacion para la primera evaluacion (r= 0.56 a los 5 di). Se esperaba
una relacion directa entre el Ca y P solubles, ya que ambos son componentes de la roca
fosforica o de la NPHA. Asi que al solubilizarse el fosforo también se libera el Ca, sin
embargo el fosforo puede ser usado por los organismos que crecen en el medio para

formar carbono estructural y cambiar su concentracion como fosforo soluble.



El Ca también es usado por los organismos, pero en menor proporcion. Lo que se
refleja en las relaciones con la biomasa microbiana estimada con signo positivo. En la
Figura 26 se observa que a los 10 di se registraron los valores mas altos de calcio soluble
para las bacterias que se trataron con NPHA, lo cual coincidié con el tiempo de evaluacion
en que se registré el mayor descenso de pH (Figura 26). Por lo que la solubilizacién de
calcio y fésforo puede estar relacionada con el descenso de pH en el medio.

La disminucion de la reaccién en el medio implicé la disolucion del fosforo. Y por
ello una relacién inversa entre el pH y la cantidad del fosforo disuelto, al menos en la fase
log del crecimiento de la poblacion bacteriana. La biomasa también aumento el efecto
acidulante del medio, que se reflejé en la relacidon negativa con el pH.

No se encontraron coeficientes de correlacidén significativos entre pH y calcio
soluble para ninguno de los tratamientos ni tiempos de incubacion, aunque, de la relacién
entre fosforo soluble y pH, solo fueron significativos los coeficientes de correlacién de las
primeras dos evaluaciones con el tratamiento de NPHA (r= -0.80 y -0.93 a los 5 y 10 di
respectivamente).

En cuanto a la conductividad eléctrica, ambos iones (Ca? y PO43) contribuyeron a
la conductancia especifica (0.06 pmhos/cm/ueq/L), Dado que al aumentar los solutos
incrementd la conductividad eléctrica.

Lo anterior, aunado a las diferencias significativas en pH respecto al tiempo en
cada una de las cepas y tratamientos que se estudiaron (Figura 28), permite deducir que,
el tiempo de incubacién tuvo efecto sobre el pH del medio de cultivo (NBRIP con RF o

NPHA) en presencia de BSP.



2.7. CONCLUSIONES

Pese a que las concentraciones de fosforo soluble (Figura 21) de RF fueron
estadisticamente mayores a las concentraciones derivadas de NPHA. El porcentaje de
solubilizacion de fésforo (Figura 23) fue congruente con el contenido de fésforo
extractable con acido citrico al 2%, que fue mayor (17%) para NPHA y menor (4%) para
RF. Asi, los resultados mostraron que las NPHA en condiciones in vitro como las que se
manejaron para la fase |l solubilizaron significativamente mayor porcentaje de fosforo

(63%) que la RF (8.4%).

La solubilizacion de NPHA fue mas eficiente que la solubilizacién de RF, debido a
que se obtuvo mayor concentracion de fosforo soluble a partir de una menor
concentracion inicial de fésforo. Es decir, el tratamiento con RF partié de 1g de fésforo
inicial para obtener el 8.4% de solubilizacion maxima. En tanto que del tratamiento con

NPHA, se partié de 0.01g de fosforo para obtener el 63% de solubilizacion maxima.

La cepa bacteriana que solubilizé la mayor concentracion de fosforo durante las
tres evaluaciones fue Enterobacter cloacae-31 bajo el tratamiento con RF (entre 57 y 64
mg L"), ademas esta cepa también registré el valor mas bajo de pH (4). Con base a lo
anterior, se eligio a la cepa bacteriana E. cloacae-31 como la mas eficiente en la
solubilizacién de fésforo y para la preparacion del inéculo de la Fase Ill. Como producto
del proceso de solubilizacion, liberd la mayor concentracion de fésforo soluble y fue una
de las cepas que mas acidificaron su medio de cultivo (pH 3.4 a los 10 di). Por lo tanto,
se acepta la hipotesis que afirma que la interaccion NPHA-BSP tuvo un efecto positivo

en la solubilizacion de fésforo.
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CAPITULO IIl. INTERACCION NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA (NPHA)-
BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO (BSP) EN PLANTA DE LECHUGA

3.1. INTRODUCCION

El fésforo como segundo macronutriente mas importante para las plantas, tiene
funciones fundamentales: como constituyente estructural de membranas celulares
(fosfolipidos), acidos nucleicos, ademas de ser constituyente funcional en procesos de
sintesis de energia (ATP), actividad enzimatica y reacciones redox, por lo que su
deficiencia limita el crecimiento y desarrollo vegetal (Cade-Menun et al.2010; Ha y Tran

2014; Laliberté et al., 2012).

La disponibilidad del fésforo para las plantas es limitada, porque éste es un
elemento no renovable que tiene baja movilidad en comparacion con otros nutrientes, asi
como enorme adsorcion en los suelos (Rubio 2002). Los coeficientes de difusion de
fosforo en el suelo son de 0.3 a 3.3 x 10 -'®* m? s™' y su concentracion en la solucién del
suelo es de 0.02 mg kg -1, por lo que se acostumbra aplicar fertilizantes fosforados en
cantidades superiores a las que se requieren para poder abastecer la demanda de fosforo
para las plantas. Esta practica ha generado exceso de fertilizacion que a su vez es la
causa de problemas ambientales como la eutrofizacion de cuerpos de agua y falta de
disponibilidad, ya que se pierde el 90 % del fosforo; al precipitar como Ca-P en suelos

alcalinos y como Al-P o Fe-P en suelos acidos (Alchal et al. 2007; Banerjee et al., 2010).

Una alternativa para disminuir la problematica ambiental relacionada con el exceso
de fertilizacion y la escasez de fuentes minerales de fésforo es aumentar la disponibilidad
de fésforo en el suelo. Esto se puede lograr mediante la aplicacion bacterias
solubilizadoras de fosfato (BSP), las cuales se ha demostrado ampliamente aumentan y

facilitan el acceso de las plantas al fésforo.



Las BSP constituyen de 1% a 50% del total de la poblacion del suelo, mientras que
los hongos solubilizadores representan de 0.1% a 0.5%. Las BSP superan en niumero a
los hongos de 2 a 150 veces (Banik y Day 1983; Kucey et al. 1989; Gyaneshwar et al.
2002). Dichas bacterias pueden ser de vida libre o establecer relaciones simbidticas con
algunas plantas, capaces de colonizar, adaptarse y persistir en la rizésfera de la planta y

favorecer su crecimiento al mejorar la disponibilidad de fésforo (Patifio, 2010).

Otra forma de incrementar la disponibilidad de fésforo para las plantas es por
medio de la Nanotecnologia, que es una disciplina que engloba conocimientos de
Biologia, Fisica, Quimica y otras ciencias. Se define como la manipulaciéon o ensamblaje
de atomos individuales o moléculas, para crear dispositivos materiales con nuevas y muy
diferentes propiedades. Las bondades de la Nanotecnologia radican en la capacidad de
compactar herramientas y dispositivos a escala nanométrica y ensamblar atomos y
moléculas en estructuras mas complejas que conserven tamanos muy pequefios (Kumari

et al., 2018).

La Nanotecnologia puede ayudar a optimizar el uso eficiente de los nutrientes en
la agricultura intensiva, dado que el aprovechamiento de los fertilizantes es bajo (menor
al 50 % para los macronutrientes), lo cual resulta en costos financieros y ambientales
insostenibles (Baligar y Fageria 2015). Las propiedades novedosas de los
nanomateriales, como son reactividad catalitica, elevada area superficial, tamafio y
forma, tienen el potencial para solucionar problemas de produccion primaria y maximizar

la productividad en la agricultura (Liu y Lal 2015).



Los nanofertilizantes son estructuras a escala 1-100 nm que liberan macro o
micronutrientes a los cultivos (Duhan et al. 2017). Las NPHA son una aportacion
prometedora de la Nanotecnologia para la agricultura (Ca10(POa4)s(OH)2) son
nanomateriales con potencial como nanofertilizantes, por sus caracteristicas: elevada
area superficial por volumen, alta reactividad y biodegradibilidad, pues constituyen
huesos y dientes (Gomez-Morales et al. 2013; Tampieri et al. 2016; Sprio et al. 2017), por
lo que su aplicacion a los cultivos no representa una amenaza para la salud humana o el

ambiente (Marchiol et al. 2019).

La lechuga es una planta con ciclo de vida corto, ideal para evaluar efectos a corto
plazo para un tratamiento determinado, como la inoculacién de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (BPCV), que puedan estimular el crecimiento y rendimiento vegetal,
por mecanismos como la fijacién de nitrégeno atmosférico, desarrollo de raiz, o la
solubilizacién de fésforo (de Bashan et al., 2007; de Morares Rego, 2018; Beltran, 2014;

Banerjee et al. 2010).

Con base en lo que se argumento anteriormente, se propone evaluar la interaccion
de BSP y nanoparticulas de hidroxiapatita en planta de lechuga, con la finalidad de
comprobar los beneficios que ambas tecnologias ofrecen para la disponibilidad vy

absorcion de fésforo en un modelo vegetal in vivo.

3.2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la interaccién NPHA-BSP sobre el crecimiento y nutricion de plantas

de lechuga.



3.3. OBJETIVO ESPECIFICO

Evaluar el efecto de la fuente de fésforo, la presencia o ausencia de inéculo y el tiempo

de evaluacion sobre las variables de respuesta en planta de lechuga

3.4. HIPOTESIS GENERAL

La interaccion NPHA-BSP incrementa el crecimiento y nutricion en plantas de lechuga.

3.5. HIPOTESIS ESPECIFICA
Las plantas que se trataron con NPHA e in6culo bacteriano presentaron efectos positivos
sobre el crecimiento y nutricion en plantas de lechuga en al menos uno de los tiempos de

evaluacion.

3.6. MATERIALES Y METODOS

3.6.1. Tratamientos

El experimento consistié en la aplicacion de diferentes fuentes de fésforo en
combinacion con la cepa solubilizadora de fosfato Enterobacter cloacae-31 (E. cloacae-
31) en plantas de lechuga Romana, variedad Parris Island. Las fuentes de fésforo que se
evaluaron fueron: NPHA, RF y KH2PO4. Las NPHA y el KH2PO4 se adicionaron a las
plantas en la solucion nutritiva Steiner (Anexo 1); la RF se adicioné en polvo directamente

en la base de la planta. .En total se probaron 12 tratamientos descritos en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Tratamientos para evaluar la interaccion NPHA-E. cloacae-31 en plantas de
lechuga bajo condiciones de hidroponia (solucion Steiner).



Tratamiento Fuente de P Inoculacion mEqP gL % total de P

totales compuesto adicionado

1 NPHA« + 29 0.129 50
2 NPHA: + 5.8 0.259 100
3 NPHA; + 11.5 0.518 200
4 RF + 5.8 0.259 100
5 KH2PO4 + 5.8 0.259 100
6 Sin P + 0 0.0000 0

7 NPHA« - 29 0.129 50
8 NPHA: - 5.8 0.259 100
9 NPHA3; - 11.5 0.518 200
10 RF - 5.8 0.259 100
1" KH2PO4 - 5.8 0.259 100
12 Sin P - 0 0.0000 0

La concentracién de RF (0.0375 g por UE) se calculé para considerar la misma
concentracion de fosforo presente en la solucion nutritiva (1 mEq de fésforo), en cambio,
para los tratamientos con NPHA1, NPHA2 y NPHA3 (1.5, 3 y 6 mL de suspension de
NPHA), se utilizaron tres concentraciones (0.5, 1 y 2 mEq, respectivamente) (Cuadro 9).

Los tratamientos se adicionaron cada 15 dias.

3.6.1.2. Germinacion de semillas de lechuga

Las semillas se desinfectaron superficialmente sumergiéndolas cinco minutos en
una solucidén (1:1) de hipoclorito de sodio 5% y etanol 70%, enseguida se enjuagaron con

agua destilada estéril (Sanchez-Lopez et al., 2014).

Posteriormente, 20 semillas desinfectadas se colocaron en macetas de 2 kg con
arena lavada y esterilizada. Cuando las semillas germinaron se eliminaron las plantulas

necesarias para dejar cinco plantulas.



3.6.1.3. Fertilizacion y riego

El riego se efectu6 de forma manual. Durante la germinacion a todos los
tratamientos se les regd con 10 mL de agua destilada en la siguiente forma para los

tratamientos especificos:

NPHA, P -, RF: después de la germinacion se regé con agua destilada durante
tres dias continuos y el cuarto se regd con solucién nutritiva Steiner sin fosforo. La
fertilizacion se realizo a partir de los 21 dias después de la germinacion (ddg) y se dosificéd
en porcentajes crecientes cada 15 dias (al 25%, 50 %, 75 % y 100%) con respecto a la
concentracion de fosforo de la solucion nutritiva Steiner. La cantidad de agua o solucion
nutritiva incrementé de acuerdo a la demanda de la planta. En la preparacion de la

solucion Steiner se emplearon sales grado comercial.

SNC: después de la germinacion se regdé con agua destilada durante tres dias

continuos y el cuarto se regé con solucion nutritiva Steiner completa.

3.6.1.4. Inoculacién bacteriana y adicion de NPHA

La preparacion del indculo bacteriano se realizé como se menciond anteriormente
(Fase Il Seccién 7.3.4.) y la inoculacion en macetas de lechuga se realizé en cinco
ocasiones en los tratamientos 1 al 6 (Cuadro 9). La primera antes de la germinacion y
después de eso, las cuatro restantes cada 15 dias. En los tratamientos inoculados, la
primera inoculacion (previo a la germinacioén), las semillas se embebieron en una solucion
de indculo concentrado (absorbancia 1 a 600 nm de longitud de onda = 1 x 108 UFC) de

30 mL de inéculo y se dejaron reposar por una hora.



Posteriormente, las semillas se decantaron y se procedio a la siembra en macetas.
De la segunda a la quinta inoculacion 0.5 mL de in6culo (misma concentracion

bacteriana) se adicionaron en la base de la raiz de cada planta de lechuga, cada 15 dias.

Las NPHA se adicionaron en forma liquida cada 15 dias; siete veces durante el
experimento a partir de los 21 ddg. Previo a la aplicacion de las NPHA, éstas se sonicaron
por 15 min, posteriormente, se mantuvieron en agitacion constante (400 rpm) en un
agitador magnético, para homogenizar la solucion antes de mezclarlas en la solucion

nutritiva Steiner sin fésforo.

El riego de las plantas con solucién nutritiva se realizd cada cuatro dias. La
cantidad de solucion nutritiva en el riego dependio de la edad y requerimientos del cultivo,

aunque se dosificd el mismo volumen para cada tratamiento.

3.6.2. Muestreos y variables analizadas

A partir de la aparicion de las primeras hojas verdaderas se realizaron tres
muestreos destructivos: M1 a los 45 dias después de la germinacion (ddg), M2 a los 65
ddg y M3 a los 95 ddg (Cuadro 10).La coincidencia de estos muestreos con las semanas
después de la germinacion, el % de fosforo que se afnadioé en la solucidn Steiner y las

inoculaciones también se observan en el Cuadro 10.



Cuadro 10. Especificaciones de cada muestreo que se realizé durante la Fase lll.

Muestreo Fecha ddg % fésforo en # de
la solucién Inoculaciones
Steiner
M1 26/Sep/18 45 50 2
M2 17/0ct/18 65 75 4
M3 21/Nov/18 95 100 5

3.6.2.1. Longitud de hoja y raiz mas largas

Las plantas de lechuga se cosecharon, se enjuagaron con agua de la llave para
eliminar los restos de sustrato y se separo la parte aérea de la raiz. Enseguida se midié

la longitud de hoja y raiz mas largas de cada planta y se registraron en cm.
3.6.2.2. Peso fresco y peso seco de vastago y raiz

El peso fresco (g) de raiz y vastago se registré por separado. El vastago y la raiz
de las lechugas se guardaron por separado en bolsas de papel, para luego secarlos en
una estufa a 70 °C hasta obtener peso constante (aproximadamente 72 h). Las muestras

se pesaron en una balanza digital y se reporté el peso seco en g.
3.6.2.3. Area foliar

El area foliar de todas las hojas por planta se midié con un integrador de area foliar

(modelo LI-3100 LI-COR, inc. Lincoln, Nebraska USA) y se reportd en cm?.

3.6.2.4. Volumen de raiz



Previamente cada raiz se lavo con agua de la llave, después se midio el volumen de
la raiz con una probeta graduada que contenia un volumen conocido de agua destilada
(20 mL) y al sumergir la raiz en ella se registré el desplazamiento del agua con respecto

al volumen inicial, las mediciones se reportaron en cm?.
3.6.2.5. Pigmentos fotosintéticos

Con un sacabocados de 0.5 cm de diametro se obtuvieron tres muestras frescas
de tejido foliar de lechuga. Estas se colocaron en tubos de vidrio con acetona al 80% v/v
a 4°C. Después, los tubos se almacenaron en la oscuridad y se refrigeraron por 72 h para
la liberacion de los pigmentos de las hojas. Por ultimo, se realizaron las lecturas de
absorbancia a las siguientes longitudes de onda: 663 nm, 647 nmy 470 nm (Lichtenthaler,
1987). El blanco analitico fue la acetona al 80% v/v. La concentracion de clorofila a, b

total y de carotenoides se reporté en mg de pigmento por cm? de material vegetal.
3.6.2.6. Concentracién de fésforo, calcio y micronutrimentos en tejido vegetal

Las hojas y raices de las lechugas se secaron a 70 °C en una estufa de laboratorio
(Thelco modelo 28 marca Precision Scientific GCA Corporation) hasta peso constante
(aproximadamente 72 h). Posteriormente, las muestras se trituraron en un molino
eléctrico marca IKA, modelo A11 Basic S1. Luego se pesaron de 0.1 g a 0.25 g de
biomasa seca y se colocaron en matraces micro Kheldhal de 50 mL. Se les adicion6 4
mL de solucién binaria (1 mL de HCIO4 y 4 mL de H2S0O4) y se dejaron predigestar una
noche. Al dia siguiente, las muestras se pusieron en una parrilla de digestién a 180 °C
por 2-3 h, hasta obtener una solucion traslucida. Posteriormente, la muestra se filtré con

papel Whatman No. 42 y se aforé a 25 mL con agua destilada.



Para la lectura de fésforo antes de realizar la metodologia para desarrollo de color
fue necesario neutralizar el pH de los digestados a 7. Las lecturas de fosforo se realizaron
en un espectrofotometro UV-Vis (ver metodologia Fase | Seccion 6.4.3.). Los resultados

se reportaron en % de fosforo.

La concentracion de calcio en tejido vegetal se determind por espectrofotometria
de absorcién atdomica. Se proceso la muestra (ver metodologia de calcio Seccién 6.4.3.)
y las concentraciones se determinaron en el espectrofotometro de absorcion atomica y la
concentracion se reporté en %. En algunos casos fue necesario hacer diluciones

(McKean, 1993).

Para la determinacion de micronutrimentos (Cu, Mn, Fe y Zn) en tejido vegetal, las
lecturas se realizaron directamente de la solucién digestada en el espectrofotémetro de
absorcién atémica Perkin EImer modelo 3110 con flama de aire-acetileno, calibrado a la
longitud de onda correspondiente al elemento que se analizé y con base a curva patron.

Las lecturas se reportaron en mg kg -! de tejido vegetal.

3.6.3. Diseno experimental y analisis estadistico

El experimento se estableci6 con un disefo factorial completamente al azar
(factorial DECA), donde la unidad experimental fue una maceta con cinco plantas de
lechuga. Se evaluaron los siguientes factores: indculo bacteriano, fuentes de fésforo y las
fechas de evaluacion. Los niveles de factor fueron respectivamente: con (E. cloacae-31)
y sin indculo bacteriano (plantas sin inocular); fuentes de fosforo (P -, NPHA en tres dosis,

RF y SNC (KH2PO4); las tres evaluaciones fueron a los 26 ddg, 67 ddg y 102 ddg.



Todos los tratamientos tuvieron tres repeticiones. En total se establecieron 108
unidades experimentales que resultaron de 12 tratamientos * 3 evaluaciones * 3
repeticiones. El analisis estadistico consisti6 en ANDEVA y comparacion de medias de
Tukey con 5% de significancia. Previamente se comprobd que se cumplieran los
supuestos para este modelo: 1. Independencia, 2. Distribuciéon normal, 3. Homogeneidad
de varianzas (aleatorizacion de las unidades experimentales, prueba de Normalidad de

Shapiro Wilk y grafica de residuales contra predichos, respectivamente).

3.7. RESULTADOS

Las hojas y las raices de las lechugas respondieron a los diferentes tratamientos
a los que se les sometiod, y lo reflejaron en variables morfolégicas como longitud de hoja
y raiz, area foliar y volumen de raiz. Asi como en la acumulacion de biomasa (Peso fresco
y seco) y la concentracion de diversas sustancias como los pigmentos vegetales
(clorofilas a, b y total, carotenoides), macro y micro nutrientes que pueden ayudar a
evaluar, entender y dilucidar como fue la respuesta de las plantas a los diferentes
estimulos (tratamientos) que se ejercieron sobre ellas. A continuacion se presentan los

resultados de cada una de las variables de respuesta que se evaluaron.

3.7.1. Longitud de hoja y raiz mas largas

Las plantas de lechuga desarrollaron las hojas mas largas bajo el tratamiento con
SNC (10.83cm), después de éste las longitudes disminuyeron en orden descendente:
NPHAS3 (7.86 cm) >NPHA1 (5.28 cm)>NPHA2 (4.69 cm) >RF (2.42cm) >P- (2.24 cm).
Con relacion al inéculo bacteriano (E. cloacae-31), la longitud de hoja mas larga se
registrdo en los tratamientos sin indculo (6.33 cm), mientras que las longitudes de los

tratamientos con inéculo fueron las mas cortas (4.97 cm).



En relacion al tiempo de evaluacion, las hojas con longitudes mas largas se
observaron a los 95 ddg (8.38 cm) durante el tercer muestreo, las hojas de longitudes
medias se observaron a los 65 ddg (5.53 cm) en el segundo muestreo y a los 45 ddg se

observaron las menores tallas (2.78 cm) de longitud de hoja.

A continuacion se enlistan en orden decreciente los tratamientos que mas
estimularon el crecimiento de las raices: NPHA3 (10.12 cm) >SNC (8.78 cm) >NPHA1
(8.67 cm) =NPHA2 (7.92 cm) =P- (7.77 cm) >RF (7.51 cm). Por otra parte, los
tratamientos que no fueron inoculados desarrollaron mayor longitud de raiz (9.34 cm) que
aquellos que si recibieron indculo bacteriano (7.64 cm). En cuanto al tiempo, las
longitudes de raiz mas extensas se observaron sin diferencia significativa a los 65 ddg
(10 cm) y a los 95 ddg (9.82 cm). Mientras que a los 45 ddg se registraron las longitudes

de raiz mas cortas (5.05 cm).

En la Figura 31 se observan las longitudes de hoja (barras ascendentes de color
verde) y raiz (barras descendentes color marrén) por tiempo de evaluaciéon. En el primer
muestreo (Figura 31a) los tratamientos sin inocular alcanzaron longitudes de hoja y raiz
significativamente mayores a las plantas inoculadas. En la segunda evaluacion (Figura
31b) tres de los cuatro vastagos mas largos (5.8 cm NPHA1; 6.3 cm NPHA3 y 13 cm
SNC) fueron tratamientos inoculados y cuatro de seis tratamientos con indéculo,
alcanzaron las longitudes de raiz estadisticamente mas largas que las que no tenian

in6culo (11.2cm NPHA1; 11.7cm NPHAS; 10.9 cm RF; 10.8 cm P-).
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No hubo diferencias significativas entre las longitudes de hoja inoculadas y sin
inocular con el tratamiento SNC a los 65 ddg (Figura 31b) y 95 ddg (Figura 31c). En el
ultimo muestreo (Figura 31c), los tres tratamientos que desarrollaron las hojas mas largas
fueron SNC con y sin inoculo y NPHAS con in6culo, sin diferencias estadisticas entre
ellos. Ademas tres de las seis raices mas largas fueron estadisticamente semejantes

(NPHA2, NPHA1 y RF).

3.7.2. Peso fresco de vastago y raiz

Los tratamientos que beneficiaron mas la ganancia de peso fresco en vastago de
lechuga quedaron en el siguiente orden descendente:
SNC>NPHA3>NPHA1>NPHA2>RF=P-. Respecto al tiempo de evaluacion se observaron
biomasas frescas mas grandes en vastago a los 65 ddg, seguidos por los 95 ddg y por
ultimo a los 45 ddg. No hubo diferencias significativas entre los pesos frescos de vastago

por la presencia o ausencia de E. cloacae-31.

Los tratamientos que originaron raices con mayor peso fresco fueron los siguientes:
SNC>NPHA3>NPHA1=NPHA2>RF>P-. La presencia del indculo de E. cloacae-31 sobre
el peso fresco de vastago en plantas de lechuga, no produjo diferencias significativas con
la ausencia del in6culo bacteriano. El tiempo de evaluacion en el que se registraron pesos
frescos de raiz mayores fue a los 45 ddg, a los 95 ddg pesos frescos intermedios y por
ultimo a los 65 ddg los pesos frescos mas bajos. En la Figura 32, se aprecia que los
tratamientos SNC y NPHA3 destacan por sus biomasas frescas mas grandes en hojas y

raices de lechuga, a lo largo de las tres evaluaciones.
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Figura 32. Peso fresco de vastago (barras verdes) y raiz (barras marrones). a) Muestreo
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3.7.3. Peso seco de vastago y raiz

Los tratamientos que produjeron los pesos secos mas grandes en hojas de
lechuga fueron los siguientes en orden decreciente: SNC (2 g) >NPHAS3 (1.3 g) >NPHA1
(0.23 g) =NPHA2 (0.19 g) =RF (0.11 g) =P- (0.10 g). Respecto a la presencia de E.
cloacae-31, no hubo diferencias significativas entre su presencia (0.66 g) o ausencia
(0.61 g) sobre el peso seco. En cuanto al tiempo de evaluacién, a los 95 ddg se registraron
los pesos secos mas grandes en vastago (1.31 g), mientras que a los 45 y 65 ddg los

pesos secos no fueron estadisticamente diferentes (0.28 y 0.2 g, respectivamente).

Los tratamientos que rindieron los pesos secos de raiz de lechuga mas grandes,
se dieron en el siguiente orden decreciente: SNC>NPHA3>NPHA1>NPHA2>P-=RF. La
presencia de inéculo bacteriano (E. cloacae-31) en plantas de lechuga no tuvo diferencias
estadisticas con la ausencia del mismo, por lo que no hubo efecto del inoculo sobre el
peso seco de la raiz. Los pesos secos mas grandes de raiz se observaron a los 95 ddg,

los pesos secos medios a los 65 ddg y los pesos secos mas bajos a los 45 ddg.

En la Figura 33 se observa que los tratamientos que destacan por su tamafo en
el segundo y tercer muestreo, tanto para vastago como para raiz son: SNC y NPHAS3. El
resto de los tratamientos casi no mostraron diferencias estadisticas entre ellos a lo largo
de las tres evaluaciones. La mayor biomasa seca de raiz también la alcanzaron las
plantas de los tratamientos NPHA3 (con indculo 1.03 g y sin inéculo 0.97 g) y SNC (1.24
con inéculo y 0.94 g sin indculo). Las plantas del tratamiento P- sin indculo presentaron

la menor biomasa seca de raiz (0.01 g).
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3.7.4. Area foliar

Los tratamientos que estimularon la produccion de areas foliares mas extensas en
las lechugas se enlistan a continuacion en orden descendente: SNC (650.4 cm?)>NPHA3
(387.7 cm?) >NPHA1 (120 cm?) =NPHA2 (97.2 cm?) >RF (22 cm?) =P- (20 cm?). El in6culo
de E. cloacae-31 no beneficio al area foliar, ya que las areas mas grandes
correspondieron a los tratamientos sin indculo bacteriano. En cuanto al tiempo de
evaluacion, las areas foliares mas extensas se registraron a los 95 ddg (487.6 cm?),
seguido por la evaluacion a los 65 ddg (94.3 cm?) y al final la evaluacién a los 45 ddg
(67.8 cm?). En la Figura 34 puede apreciarse el incremento paulatino del area foliar, que

se observa mas conspicuo en los tratamientos SNC y NPHAS3.
3.7.5. Volumen radical

Los tratamientos que beneficiaron mas el desarrollo del volumen radical en plantas
de lechuga fueron los siguientes, por orden descendente:
SNC>NPHA3>NPHA1>NPHA2>P-=RF. El in6culo de E. cloacae-31 produjo efecto
positivo sobre el volumen de raiz en la ultima evaluacién (95 ddg), en la que no hubo
diferencias significativas entre el volumen radical de las lechugas tratadas con NPHA3 y

las lechugas tratadas con SNC.

En cuanto al tiempo, fue en el tercer muestreo (95 ddg) donde se registro el
volumen radical mas grande, seguido por el primer (45 ddg) y segundo muestreos (65
ddg). En la Figura 35 se muestran los volumenes de raiz a lo largo de los dias de
evaluacion. Sobresalen los tratamientos SNC, NPHA3 y NPHA1, por el incremento en su

volumen de raiz.
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Figura 34. Area foliar. a) Muestreo 1 (M1), b) muestreo 2 (M2), ¢) muestreo 3 (M3). Las

barras con y sin relleno representan los promedios de los tratamientos con y
sin indculo bacteriano respectivamente. También se indican las desviaciones
estandar (n=3). Diferentes letras muestran diferencias significativas (a =0.05)
al comparar entre tratamientos en forma independiente el area foliar.
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Figura 35. Volumen radical. a) Muestreo 1 (M1), b) muestreo 2 (M2), c) muestreo 3 (M3).

Las barras con y sin relleno representan los promedios de los tratamientos con
y sin indculo bacteriano respectivamente. También se indican las desviaciones
estandar (n=3). Diferentes letras muestran diferencias significativas (a =0.05)
al comparar entre tratamientos en forma independiente el volumen radical.
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3.7.6. Concentracién de macro y micronutrimentos en tejido vegetal

3.7.6.1. Concentracion de fosforo total en vastago y raiz

Los tratamientos que tuvieron un efecto positivo sobre el porcentaje de fésforo total
en tejido foliar de lechuga se enlistan en orden decreciente:
SNC>NPHA3>NPHA2=NPHA1>RF=P-. El in6culo de E. cloacae-31 no tuvo efecto
positivo sobre la concentracion de fosforo total (%) en vastago, dado que se obtuvieron
concentraciones mayores sin la presencia del indculo. Los tiempos de evaluacion en los
que se registraron las mayores concentraciones de fosforo total en vastago fueron: el
muestreo dos y tres (65 y 95 ddg) sin diferencias estadisticas entre ellos. En el muestreo
uno (45 ddg) se observo la menor concentracion de fésforo total. En la Figura 36 se
aprecia visualmente la magnitud de las concentraciones de fosforo total por cada
evaluacion. Destacan los tratamientos SNC, NPHA3 y NPHA1 por la magnitud de sus

concentraciones de fésforo total.

Los tratamientos que generaron concentraciones mas altas de fosforo total en raiz
de lechuga se enuncian a continuacion en orden descendente:
SNC>NPHA2=NPH3>NPHA1>RF>P-. El in6culo bacteriano de E. cloacae-31 no tuvo
efecto positivo sobre la concentracién de fosforo total en raiz, pues los tratamientos sin
in6culo alcanzaron las concentraciones mas altas de este elemento. Respecto al tiempo
de evaluacion, no se observaron diferencias significativas en la concentracién de fésforo
total que se registré entre cada muestreo. En la Figura 36, en barras marron de observa

la concentracion de fésforo total presente en raiz de lechuga.
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Figura 36. Porcentaje de fésforo total en vastago (barras verdes) y raiz (barras
marrones). a) Muestreo 1 (M1), b) muestreo 2 (M2), ¢) muestreo 3 (M3). Las
barras con y sin relleno representan los promedios de los tratamientos con y
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Los valores mas altos se observan con los tratamientos SNC en cada muestreo,
NPHAS en el segundo y tercer muestreo, NPHA1 y NPHA2 solo en el ultimo muestreo.
En la raiz la mayor concentracion de fosforo total se obtuvo en cinco de los tratamientos,
sin diferencias significativas entre ellos: NPHA1, NPHA2, NPHA3, SNC (0.152%, 0.157%,
0.148% y 0.140% de fésforo en tejido radical, respectivamente), todas sin indculo y SNC
con inéculo (0.157% de fésforo en tejido radical). En contraparte, las menores
concentraciones de fosforo se obtuvieron en RF y P- con inéculo bacteriano (0.070% y
0.050% de fosforo en tejido radical). La concentracion total de fosforo (mg de fésforo por

cada maceta) que se adicion6 por cada tratamiento aparece en el Cuadro 11

Cuadro 11. Concentracién acumulada promedio (mg) de fésforo por cada maceta y por

cada tiempo de muestreo

SNC NPHA1 NPHA2 NPHAS RF

M1 8 10 21 41 225
M2 24 24 48 96 450
M3 53 65 131 261 675

3.7.6.2. Concentracioén de calcio total en vastago y raiz

El porcentaje de calcio total en tejido foliar de lechuga se vio beneficiado por el
efecto de los tratamientos y se enlistan enseguida, por orden de importancia:

NPHA1>SNC=NPHA2>NPHA3=RF>P-.

Elindculo bacteriano (E. cloacae-31) no tuvo efecto positivo sobre la concentracion
de calcio total, pues las concentraciones mas altas se obtuvieron de plantas que no fueron
inoculadas. La concentracion de calcio total en vastago fue mayor con forme al tiempo:

M3 (95 ddg) >M2 (65 ddg) >M1 (45 ddg).
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(n=3). Diferentes letras muestran diferencias significativas (a =0.05) al
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En la Figura 37 se indican las concentraciones de calcio total en vastago. A los 45
ddg los tratamientos que sobresalen por su alta concentracion de calcio total fueron:
NPHA1 y SNC con y sin indculo respectivamente. A los 65 ddg: P-, SNC y NPHAZ2, todos

sininoculo. Y a los 95 ddg: NPHA1 con y sin in6culo, NPHA2 y NPHA3, ambas sin inoculo.

Los tratamientos, el indculo bacteriano y los tiempos de evaluacién no presentaron
diferencias estadisticas entre ellos, por lo tanto, las variables de respuesta que se
evaluaron no tuvieron efecto significativo sobre la concentracion de calcio total en tejido

radical de lechuga.

En la Figura 37 se aprecian las concentraciones de calcio total en tejido radical
como barras de color marrén. Durante la primera evaluacion, solo tres tratamientos
presentaron diferencias estadisticas con el resto de los tratamientos (NPHA3, SNC y P-,
todos con in6culo).En el segundo muestreo cinco de los tratamientos tuvieron diferencias
significativas (NPHA1, NPHA3, RF con in6culo y SNC con y sin in6culo). En la ultima

evaluacion, las diferencias fueron mas evidentes.
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Figura 38. Porcentaje de Mn total en vastago (barras verdes) y raiz (barras marrones).

a) Muestreo 1 (M1), b) muestreo 2 (M2), ¢) muestreo 3 (M3).Las barras con y
sin relleno representan respectivamente los promedios de los tratamientos con
y sin inoculo bacteriano. También se indican las desviaciones estandar (n=3).
Diferentes letras muestran diferencias significativas (a =0.05) al comparar
entre tratamientos en forma independiente el porcentaje de Mn en vastago o
en raices.



3.7.6.3. Concentracién de Mn total en tejido vegetal

Los tratamientos que tuvieron efecto positivo sobre la concentracion de Mn total
en vastago se enlistan a continuacion por orden descendente: SNC>P-
>NPHA2=NPHA1>RF>NPHAS3. El in6culo de E. cloacae-31 no tuvo efecto positivo en la
concentracion de Mn total en tejido foliar de lechuga. Los tiempos de evaluacion en los
que se registré mayor concentracion de Mn total en vastago fueron a los 65 y 45 ddg sin
diferencias significativas entre ambos, a los 95 ddg la concentracion de Mn total
descendi6. En Figura 38 se muestran las concentraciones de Mn total en tejido foliar que
aparecen en barras verdes y por fecha de evaluacion. A los 45 ddg las concentraciones
mas latas las tuvo NPHA2 con indculo y SNC sin inéculo. A los 65 ddg, SNC sin indculo

y a los 95 ddg, SNC con y sin inéculo.

En tejido radical los tratamientos que ejercieron mayor influencia sobre la
concentracion total de Mn fueron: NPHA2 (82.6 mg kg -') =RF (78.1 mg kg ') >P-(76.1

mg kg -) =SNC (73.4 mg kg -') =NPHA1 (68.3 mg kg ') >NPHA3 (60 mg kg ).

El efecto del indculo de E. coacae-31 sobre la concentracion de Mn total en tejido radical
fue positivo, pues los valores mas altos los alcanzaron las lechugas que fueron
inoculadas. Respecto al tiempo de evaluacion, a los 65 ddg (84.3 mg kg ') y 45 ddg (75.3
mg kg ') se obtuvieron las concentraciones mas altas de Mn total en raiz, en tanto q a

los 95 ddg (58.2 mg kg “')se observaron las concentraciones mas bajas.

En la Figura 38 se aprecian las concentraciones de Mn total en tejido radical. Se observan
diferencias significativas entre las concentraciones del primero y segundo muestreos, en

el tercero no se observan diferencias estadisticas.



3.7.6.4. Concentracién de Zn total en tejido vegetal

Los tratamientos que promovieron el incremento en la concentracién de Zn total
en tejido foliar fueron: RF=P->NPHA1=NPHA2>NPHA3=SNC. En cuanto al inéculo
bacteriano de E. cloacae-31, no tuvo efecto positivo sobre el aumento en la concentracion
de Zn total en vastago. Los tiempos de evaluacion en los que se registraron las mayores
concentraciones de Zn total en tejido foliar de lechuga fueron a los 65 y 45 ddg, en tanto

que a los 95 ddg se obtuvieron las concentraciones menores de Zn total.

En la Figura 39 se muestran en barras verdes las concentraciones de Zn total en
vastago. Puede apreciarse a lo largo de las evaluaciones que los tratamientos como P-,
RF con y sin in6culo y NPHA1 sin in6culo, son los tratamientos que registraron las

concentraciones mas altas de Zn total e follaje de lechuga.

A continuaciéon se enlistan en orden descendente los tratamientos que tuvieron
efecto positivo sobre la concentracion total de Zn en raizz RF>P-
>NPHA2>NPHA1>NPHA3>SNC. El efecto del in6culo bacteriano (E. cloacae-31) no

presentd diferencias estadisticas sobre la concentracion en raiz de Zn total.

El tiempo de evaluacion en que se observaron las concentraciones mas altas de Zn total
en raiz fue a los 45 ddg, en tanto que no hubo diferencias significativas entre los 65 y 95
ddg. En la Figura 39 se muestran en barras color marrén, las concentraciones de Zn total
en raiz. Las concentraciones mas altas de Zn total en tejido radical se ubican en los

tratamientos: NPHA2, RF y P-, ya sea con o sin indculo bacteriano.
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Figura 40. Porcentaje de Zn total en vastago (barras verdes) y raiz (barras marrones). a)
Muestreo 1 (M1), b) muestreo 2 (M2), c) muestreo 3 (M3).Las barras con y sin
relleno representan respectivamente los promedios de los tratamientos con y
sin inéculo bacteriano. También se indican las desviaciones estandar (n=3).
Diferentes letras muestran diferencias significativas (a =0.05) al comparar
entre tratamientos en forma independiente el porcentaje de Zn en vastago o
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3.7.6.5. Concentracién total de Cu en tejido vegetal

Los tratamientos que presentaron efecto positivo sobre el Cu total en tejido foliar
de lechuga fueron los siguientes: RF=P->NPHA1=NPHA2>SNC=NPHA3. El inoculo
bacteriano no tuvo efecto positivo sobre la concentracion de Cu total de vastago de
lechuga. A los 45 ddg se registré la concentracion mas alta de Cu total en tejido foliar de

lechuga, seguido por el M2 y M3.

En la Figura 40 se muestran en barras verdes la concentracion de Cu total por
fecha de evaluacion. Se aprecia que la concentracion de Cu total en vastago decrece con
el tiempo, de manera que es mas alta la concentracién en el primer muestreo y mas bajo

en el muestreo tres.

Los tratamientos que tuvieron efecto positivo sobre la concentracion de Cu total en
raiz de lechuga se mencionan a continuacion en orden decreciente:
RF>NPHA1>NHA2=NPHA3>P->SNC. El in6culo de E. cloacae-31 no ejercido efecto

positivo sobre la concentracion de Cu total en tejido radical de lechuga.

La concentracién de Cu en raiz al igual que en vastago disminuy6 con forme paso el
tiempo: M1>M2>M3. En la Figura 40 se muestran las concentraciones de Cu total en
tejido radical en barras marrén. Como en vastago, las concentraciones mas altas se

observan en el primer muestreo.
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comparar entre tratamientos en forma independiente el porcentaje de Cu en
vastago o en raices.
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3.7.6.6. Concentracién total de Fe en tejido vegetal

Los tratamientos que beneficiaron el incremento en la concentracion de Zn en
vastago fueron los siguientes: P-=RF>NPHA1=NPHA2>SNC>NHAS3. Por otra parte, el
indculo bacteriano (E. cloacae-31) o tuvo efecto significativo sobre la concentracion de
Fe total de tejido foliar de lechuga. Los tiempos de evaluacion tuvieron efecto sobre la

concentracion de Fe total en follaje de lechuga: M1>M2>M3.

En la Figura 41 se observan las concentraciones de Fe total en hojas de lechuga,
(barras verdes). Al igual que en Cu total, se aprecia una disminucién en la concentracion

de Fe total con forme pasa el tiempo.

Casi todos los tratamientos excepto SNC tuvieron un efecto positivo sobre la
concentracion de Fe en tejido radical: P-=NPHA3=RF=NPHA1=NPHA2<SNC. La
presencia del in6culo bacteriano no presenté efecto significativo sobre la concentracion
de Fe en raiz. El tiempo de muestreo en el que se observé la mayor concentracion de Fe
total en raiz fue a los 45 ddg, en tanto que a medida que transcurrié el tiempo, la
concentracion de Fe total fue disminuyendo. En la Figura 41 se muestran las
concentraciones de Fe total en raiz (barras marrones). Las concentraciones mas altas se

observan en el siguiente orden: M1>M2>M3.
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42. Porcentaje de Fe total en vastago (barras verdes) y raiz (barras marrones). a)
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relleno representan los promedios de los tratamientos con y sin inoculo
bacteriano respectivamente. También se indican las desviaciones estandar
(n=3). Diferentes letras muestran diferencias significativas (a =0.05) al
comparar entre tratamientos en forma independiente el porcentaje de Fe en
vastago o en raices.
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3.7.7. Pigmentos fotosintéticos
3.7.7.1. Clorofila a

Los tratamientos que dieron como respuesta altas concentraciones de clorofila a
por orden decreciente fueron los siguientes: NPHA3 (6.01 ug/cm?) =NPHA1 (6 ug/cm?)
=RF (5.6 pug/cm?) =SNC (5.4 pg/cm?) >P- (5.2 ug/cm?) >NPHA2 (4.3 ug/cm?). No hubo
diferencias significativas entre las concentraciones de clorofila a, de las plantas
inoculadas (5.5 pg/cm?) de las no inoculadas (5.3 ug/cm?). Los tiempos de evaluacion en
los que se observaron las mayores concentraciones de clorofila a, fueron: M3 (5.7 ug/cm?)

>M1 (5.4 pg/cm?) >M2 (5.1 yg/cm?).
3.7.7.2. Clorofila b

La concentracion de clorofila b generada como respuesta a los tratamientos con
distinta fuente de fosforo se enlista a continuacion: NPHA3 (1.8 pg/cm?) >NPHA1 (1.6
ug/cm?) >SNC (1.6 ug/cm?) >RF (1.6 ug/cm? >P- (1.5 ug/cm?) >NPHA2 (1.2 yg/cm?). La
concentracion de clorofila b entre plantas inoculadas (1.6 ug/cm?) y no inoculadas (1.5
ug/cm?) no tuvo diferencias significativas. A los 45 ddg (1.8 pg/cm?) se obtuvieron
concentraciones de clorofila b, estadisticamente mas altas que a los 65 ddg (1.4 pg/cm?)

y 95 ddg (1.4 ug/cm?).
3.7.7.3. Clorofila total

Los tratamientos que produjeron de mayor a menor concentracion de clorofila total
fueron: NPHA3 (7.8 ug/cm?) >NPHA1 (7.8 ug/cm?) =SNC (7.4 ug/cm?) =RF (7.2 pg/cm?)

>P- (6.7 yg/cm?) >NPHA2 (5.5 pug/cm?).



Las concentraciones de clorofila total que se obtuvieron de plantas inoculadas (7.1
7.8 ug/cm?) y no inoculadas (7 7.8 ug/cm?) no tuvieron diferencias estadisticas entre si.
En el dia 45 ddg se registré la mayor concentracion de clorofila total, seguido por el dia

95 ddg y por ultimo a los 65 ddg.

3.7.7.4. Carotenoides

Los tratamientos que originaron las concentraciones mas elevadas de
carotenoides fueron los siguientes en orden decreciente: NPHA3 (0.56 ug/cm?) =NPHA1
(0.60 pg/cm?) >RF (0.54 pg/cm?) > P- (0.51 pg/cm?) = SNC (0.51 pg/cm?) >NPHA2 (0.44
ug/cm?). No hubo diferencias estadisticas entre las concentraciones de carotenoides con
in6culo y sin indculo. La concentracion de carotenoides fue significativamente mas alta a
los 45 ddg y 95 ddg (0.56 y 0.54 7.8 yg/cm? respectivamente) y mas baja a los 65 ddg

(0.49 7.8 pg/cm?).

Los coeficientes de correlacion mas significativos para pigmentos vegetales
fueron: clorofila ay b (0.83), clorofilaay T (0.92), clorofila a y carotenoides (0.85), clorofila

by T (0.9), clorofila b y carotenoides (0.9), clorofila T y carotenoides (0.91).

Cuadro 12. Concentracion de pigmentos fotosintéticos expresada en pg/cm?

Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotenoides

Inéculo (+) y(-)  Inéculo (+) y(-)  Indculo (+) y(-)  Indculo (+) y(-)

Muestreo 1 5.4 ab 1.8 a 74 a 0.6a
Muestreo 2 51b 14b 6.6b 05b

Muestreo 3 5.7a 14 b 7.2 ab 0.6 a




3.7.8. Correlaciones de Pearson

Los coeficientes de correlacion de Pearson mas representativos entre las
variables morfoldgicas, concentracién porcentual de calcio y fésforo, asi como de los

pigmentos vegetales se enlistan en el Cuadro 13:

Cuadro 13. Coeficientes de correlacion de Pearson de los micronutrientes (Cu, Fe, Zn)

presentes en vastago y en raiz de lechuga.

Trat CuVv CuR FeR nV ZnR

LongH -0.56 -0.57
PSR -0.51
AF -0.50 -0.53
P%V -0.51
CuVv 0.57 0.53 0.61
CuR 0.57 0.52
FeR 0.53 0.51 0.52 0.52
ZnV 0.61 0.52
ZnR 0.52

*CuV: Cobre en vastago, CuR: cobre en raiz; FeR: Hierro en raiz, ZnV: Zinc
en vastago; ZnR: Zinc en raiz.

Cuadro 15. Coeficientes de correlacion de Pearson de las variables morfoldgicas que

se evaluaron en vastago y raiz de lechuga.



Long Long

Trat H R PFV PFR PSV PSR AF VR
Long

H 0.64 0.52 0.69 0.69 0.73 0.67
L‘:g 0.64

PFV 0.51 090 0.73 0.68 0.74 0.68
PFR 0.90 056 0.52 0.56 0.56
PSV 0.69 0.73 0.56 094 095 0.94
PSR 0.69 0.68 0.52 0.94 0.97 0.97
AF  0.73 0.74 056 094 0.97 0.95
VR 0.70 068 056 094 097 0.95
P%V 0.54

CuV -0.56

FeR -0.50
ZnR -0.58 -0.53

*Long H/R: Longitud de hoja/raiz; PFV/R: Peso fresco vastago/raiz; PSV/R: Peso seco
vastago/raiz; AF: area foliar; VR: volumen radical; P%V/R: fésforo porcentual vastago/raiz.

Cuadro 16. Coeficientes de correlacion de Pearson de fosforo y calcio porcentual

presentes en vastago y raiz de lechuga.

Trat P%V P%R Ca%R
LongH 0.54




P%V 0.80

P%R 0.80

ZnR -0.51

Carot -0.53
3.8. DISCUSION

Los tratamientos SNC, NPHA3, NPHA1 y NPHA2 produjeron mayor crecimiento
en tejido foliar y tejido radical que con RF y P-. Probablemente debido a que en los
primeros hubo una mayor liberacién de fésforo que en los ultimos tratamientos. Lo cual
concuerda con los resultados experimentales de solubilidad con acido citrico al 2%: SNC

(100%) > NPHA (17%) > RF (4%).

Ademas se encontro correlacion (0.54) entre la longitud de hoja y el porcentaje de
fésforo en vastago. Esto indica que el porcentaje de fosforo en vastago se relaciona con
el crecimiento del tejido foliar de lechuga. Finalmente, el fosforo es un elemento
indispensable para la formacidn estructural de la bicapa de fosfolipidos en las células, asi
como para la sintesis de ATP, que es la molécula energética de las células (Beltran, 2014;

Cade-Menun et al. 2010; Ha y Tran 2014, Laliberté et al., 2012).

Por lo que la deficiencia de fésforo provoca disminucién en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, reprime la sintesis de acidos nucleicos, proteinas y la expresion
de genes implicados en la fotosintesis. Ademas provoca un arreglo diferente en los
componentes de la pared celular que reemplaza los fosfolipidos por galacto y sulfolipidos

(Misson et al. 2005).



Las raices de las lechugas que no fueron inoculadas desarrollaron mayor longitud
de raiz (9.34 cm) que aquellos que si recibieron indculo bacteriano (7.64 cm) Es decir, las
raices de las plantas sin inodculo bacteriano se enfocaron a extenderse: se elongaron.
Bajo condiciones deficientes de fosforo, las plantas aumentan el crecimiento de las raices
o los pelos radicales o su densidad, con el objetivo de lograr la exploracion de una mayor

superficie y volumen de suelo (Gahoonia et al., 2001).

Sin embargo, las raices de las plantas inoculadas enfocaron su energia y recursos
a expandir sus horizontes laterales, dirigidos hacia el incremento de volumen radical. Tal
como lo demuestran los resultados de la presente investigacién, donde las plantas
inoculadas registraron volumenes radicales mas amplios que los alcanzados por

tratamientos sin inocular.

Nacry et al.,(2005) argumentan que las plantas se valen de diversos mecanismos
y produccidén de sustancias bioquimicas como las auxinas, que regulan la arquitectura de
la raiz en respuesta a las deficiencias de fésforo, incluyendo la estimulacion de la
elongacion de raices laterales como consecuencia de cambios en su distribucion dentro

de las células de la raiz.

Segun Jones (2012) la intercepcion y la abundancia de pelos radicales incrementa
la oportunidad de absorber fosforo, ademas las plantas expuestas a deficiencias de este
elemento activan diversos mecanismos que les permiten incrementar su absorcién de la

solucion del suelo o realizar un uso interno mas eficiente de éste (Vance et al. 2003).

Diaz-Vargas et al. (2001) reportan que el desarrollo de las raices que se favorecen

por efecto de la inoculacion de las bacterias, especialmente R1B Enterobacter cloacae



S2-AS. Se manifiesta directamente en mayor crecimiento de la parte aérea del cultivo.
Afirma que las variables agrondmicas que se evaluaron en la parte aérea y en la raiz del

cultivo, registraron correlaciones altamente significativas (a = 0.05).

Por ejemplo, los mismos autores observaron una correlacion positiva (r = 0.75)
entre el volumen radical y el area foliar, interpretando con ello que a mayor superficie de
exploracion existe un mejor abastecimiento de nutrimentos a la planta. Lo cual concuerda
ampliamente con los resultados que se obtuvieron en la investigacion actual, donde se
observaron correlaciones altamente significativas entre volumen de raiz y area foliar
(r=0.95), o peso seco de raiz y peso seco de vastago (r=0.94), peso seco de raiz y area
foliar (r=0.97), peso seco de vastago y volumen de raiz (r=0.94), entre otras de las

combinaciones entre las variables de vastago y raiz (Cuadro 15).

Con respecto a E. cloacae-31, que fue la bacteria que se utilizé como inoculante
bacteriano para las plantas de lechuga, se le atribuyen diversas caracteristicas que la
convierten en un inoculante ideal, por ejemplo, se encuentra entre los géneros mas
frecuentemente aislados de la microbiota endofitica de diversas especies (Kloepper et al.

2004; Lacava et al. 2006: Wang et al. 2009).

Los endodfitos estimulan el crecimiento vegetal mediante la produccion de
fitohormonas, nutrientes minerales, solubilizacion de fésforo, fijacidon de nitrégeno
(diazétrofas), asi como en el incremento en la absorcion de las raices, etc. (Conn et al.

1997; Bashan y de Bashan 2005).

Ademas, junto a géneros como Bacillus, Pseudomonas 'y Rhizobium, Enterobacter

es de las mas poderosas BSP (Whitelaw, 2000) y pueden ser referidas como las mas



importantes cepas (Subbarao 1988; Kucey et al. 1989). Son muy efectivas para
incrementar el fosforo disponible en suelos asi como el crecimiento y rendimiento de los
cultivos principalmente, por lo que la explotacion de las BSP para hacer uso del fosforo
fijado en los suelos, asi como de las reservas naturales de roca fosforica poseen un

enorme potencial (Khan et al. 2009).

Enterobacter sp. también puede producir reguladores del crecimiento como
etileno, auxinas y citoquininas (Lodewyckx et al. 2002) y puede promover el crecimiento
debido a la produccion de sideréforos (Giongo et al. 2010) como respuesta a la baja

disponibilidad de Fe*3 (tian et al. 2009).

No obstante, el bajo o nulo efecto de las cepas en el crecimiento de las plantas
puede deberse a la ausencia de un medio adecuado para su desarrollo en la rizosfera.
Para que los microorganismos puedan asociarse intimamente con las raices, tienen que
escapar de los mecanismos de defensa de la planta y encontrar condiciones nutritivas y

ambientales adecuadas para su crecimiento (Barea y Azcon-Aguilar, 1982).

Las causas probables de que el indculo bacteriano no presentara efecto positivo
sobre la mayoria de las variables que se evaluaron, pudo deberse a la disminucién de la
poblacion de las bacterias inoculadas. Este descenso poblacional puede relacionarse con
la dificultad de las bacterias para adaptarse al cambio y desplazarse a lo largo de la raiz

(Barea y Azcon-Aguilar, 1982).

Ademas, el efecto benéfico de las cepas bacterianas no es especifico del cultivo

de donde se aislaron. Las complejas interacciones en la rizésfera, requieren estudios



especificos de las cepas con cultivos especificos, para determinar el mecanismo de
promocién de crecimiento. Bashan (1986) y Garcia et al. (1995) argumentan que la
densidad poblacional de las bacterias disminuye rapidamente después de la inoculacion,

aunque después de establecerse la asociacioén, la poblaciéon microbiana se incrementa.

Por otra parte en relacion a los pigmentos fotosintéticos, en el presente estudio se
observaron diferencias significativas en las concentraciones de cada uno de los
pigmentos que se evaluaron con respecto a los tratamientos aplicados, a diferencia de
Marchiol et al. (2019), quienes solo observaron efecto significativo en la disminucion de

la clorofila b con el tratamiento de 2000 mg L-' de CMC-nHA.

En contraste con los hallazgo de Marchiol et al. (2019), en la presente investigacion
si se encontraron diferencias significativas en la concentracion de fésforo y calcio, en
comparacion con el testigo y entre tratamientos, ademas las concentraciones de fosforo
y calcio en los testigos fueron mayores o iguales a los tratamientos, aunque no superaron

mas de dos veces la concentracion de los tratamientos.

En las variables morfolégicas se esperaba que el tiempo de evaluacion en el que
se observaron mejores resultados fuera en el ultimo muestreo, dado que es légico pensar
que el crecimiento es paulatino y se da en funcién del tiempo, de manera que a mayor
tiempo, mayor crecimiento y consecuente incremento de biomasa. Sin embargo, no

siempre se obtuvo ese resultado.

En lo concerniente a la interpretacion de las concentraciones de macro y micro
elementos, los intervalos de suficiencia para porcentaje de fosforo en tejido foliar de

lechuga dependieron del autor. Por ejemplo, de acuerdo a Jones y Mills (1996) el intervalo



de suficiencia para fosforo en tejido foliar de lechuga Cos es de 0.45-0.8%, en tanto que,
segun Reuter y Robinson (1988), el intervalo adecuado es de 0.4-0.6%. El porcentaje
mayor de fosforo alcanzado por SNC fue de 0.2% y el mas bajo presentado por P- de
0.05%. Entonces con base a los intervalos de suficiencia, ambos tratamientos se ubican

fuera de los criterios de suficiencia.

Los intervalos de suficiencia para calcio son 2-2.8% Cos (Jones y Mills 1996) y
1.4-1.5% adecuado (Reuter y Robinson 1988), que en comparacion con los valores mas
altos y bajos de calcio (1-1.4 % de calcio) son menores. Los criterios de suficiencia para
Cu son 5-20 mg kg * Cos (Jones y Mills 1996) y 3-7 mg kg . En tanto que el intervalo de
valores obtenidos en la presente investigacion fueron de 4-48 mg kg 1, por lo que se

superan los valores maximos.

En cuanto a Mn, los intervalos de suficiencia van de 11-250 mg kg * Cos y 63-130
mg kg "1, que comparados con los resultados 40-80 mg kg ** se encuentran dentro del

primer criterio y parte del segundo.

El criterio adecuado de concentracion de Fe es 40-100 mg kg * Cos y 50-500 mg
kg 1, que en comparacién a los resultados (134-315 mg kg 1) que se obtuvieron son

superiores al primer intervalo y caen dentro del segundo intervalo.

En el caso del Zn, los criterios de interpretacion fueron los siguientes: 20-250 mg
kg ** Cos y 25-150 mg kg "' de Zn, por lo que los resultados 41-112 mg kg “*de Zn se

encontraron dentro de cualquiera de los dos intervalos.



Los intervalos de suficiencia para cada elemento cultivo de lechuga varia de
acuerdo al autor y depende de la etapa fenoldgica del cultivo, del tipo de sustrato utilizado,
asi como si los valores del intervalo de suficiencia se observaron en campo o fueron
valores tedricos calculados para diagnostico, o incluso depende de la parte de la planta
o tejido (foliar o radical), por lo que las interpretaciones a los resultados deben tomarse a

reserva y cuidado de los factores ya mencionados.

En la literatura actual aparentemente no existen investigaciones que aborden la
interacciéon entre NPHA como fuente de fésforo y la accién de BSP sobre la nutricion y
crecimiento de plantas. Las investigaciones existentes abordan por separado el efecto de
los factores mencionados. Por ejemplo, las NPHA se han evaluado en algunas plantas
como la soya, el trigo y la lechuga (Liu y Lal 2014; Montalvo y McLaughlin 2014, Taskin

et al., 2018).

Montalvo y McLaughlin (2014) probaron la eficiencia de las NPHA como fuente de
fésforo en plantas de trigo, utilizaron suelos acidos (andisoles y oxisoles) altamente
adsorbentes a este nutriente, contra el uso de hidroxiapatita y fertilizante superfosfato

triple (SFT) a razén de 150 mg kg !, ambos en tamaiio a granel.

Dichos autores encontraron que las NPHA tuvieron mejor desempefo en la
produccion de materia seca de vastago y consumo de fosforo que la hidroxiapatita a
granel, debido a su elevada tasa de solubilizacién, aunque el SFT continué siendo el

fertilizante mas eficiente.

Liu y Lal (2014) probaron en invernadero los efectos de la fertilizacion con NPHA

en el cultivo de soya (Glycine max). Los autores en encontraron que la adicion de NPHA



incrementd la tasa de crecimiento y rendimiento de semilla en 32.6% y 20.4%,
respectivamente, en comparacion con la fertilizacién convencional (SFT). Obtuvieron
incrementos en 18.2% y 41.2% en la produccion. Por lo que concluyeron que las NPHA
tienen la capacidad de incrementar el rendimiento agronémico y reducir riesgos de

eutrofizacion.

Taskin et al. (2018) compararon los efectos de dos fuentes de fésforo: NPHAy una
fuente soluble (HsPO4) en plantas de lechuga con dos tipos de suelo (alto y levemente
calcareo). Estos autores encontraron efecto positivo en el crecimiento y concentracion de
fésforo en tejido vegetal, por lo que recomiendan a las NPHA como fuente alternativa de

fertilizacion.

En el presente estudio, la interaccion NPHA-BSP no incremento el crecimiento y
concentracion de fésforo en las plantas de lechuga, sin embargo, la concentracion mas
alta de NPHA, representada por el tratamiento NPHA3, fue similar a los resultados del

testigo positivo (SNC) en la mayoria de las variables que se evaluaron.

Las NPHA siguen siendo una gran opciéon como fuente alterna de fésforo, pues
poseen diversas ventajas que las hacen muy accesibles y la mejor opcion ya que pueden
sintetizarse por diversas metodologias, el costo por elaborarlas es bajo y ademas la
hidroxiapatita es un material inocuo, que al liberarse en el ambiente no representa una

amenaza para el mismo.

Asi mismo, el uso de inoculantes bacterianos representa una alternativa natural

que facilita la disponibilidad del fosforo para las plantas. Por lo que se recomienda realizar



mas experimentos que impliquen el estudio de la interaccion BSP y NPHA en
concentraciones, condiciones y cultivos diferentes. Ademas de estudiar la especificidad
de los inoculantes bacterianos con determinados cultivos, a fin de comprender con mayor
precision el funcionamiento de las BSP como coadyuvantes en el proceso de
solubilizacién de fésforo. Y el papel las nanoparticulas como fuente alterna de fésforo en

interaccion con las BSP.

3.9. CONCLUSIONES

El mejor tratamiento fue NPHA3, debido a que en la mayoria de las variables que se

evaluaron casi igual6 al testigo positivo (SNC).

El indculo bacteriano solo tuvo efecto positivo sobre volumen radical de lechuga.

El tiempo de evaluacién a 95 ddg fue el mejor para el desempeno de las variables

morfoldgicas que se evaluaron.

La interaccion NPHA-BSP no tuvo efecto positivo sobre el crecimiento y nutriciéon de
plantas de lechuga, debido a que la mayoria de los tratamientos con NPHA como fuente

de fosforo e inoculados, no produjo valores superiores al control positivo (SNC).

El efecto de los tratamientos SNC, NPHA3. NPHA1 y NPHAZ2 tuvieron un efecto positivo
sobre las variables morfoldgicas y la concentracion de macro elementos, mientras que el

resto de los tratamientos tuvieron efecto negativo sobre las mismas.

Los tratamientos P- y RF tuvieron efecto positivo sobre la concentracion de micro

elementos (excepto Mn) y negativo para la concentracion de macro elementos.



NPHAS tuvo efecto positivo en todos los pigmentos fotosintéticos, ya que presento altas
concentraciones en cada uno de ellos. En tanto que NPHA1 solo tuvo efecto positivo

sobre la concentracion de clorofila a y carotenoides.



4.0. CONCLUSIONES GENERALES

Se acepta la hipotesis especifica 1 (Fase |): Las BSP que se seleccionaron para la fase
Il solubilizan altas concentraciones de fosforo (CP-31-E. cloacae solubilizd 536 mg L'; S.
marcescens 490 mg L', CP-26-E. cloacae 485 mg L', CP-13-K. oxytoca 432 mg L', CP-
29-1-C. freundii 408 mg L' y CP-21-K. oxytoca 400mg L") y disminuyen el pH de su

medio de cultivo (pH entre 4.0-4.2).

Se acepta la hipétesis especifica 2 (Fase Il): La interaccion NPHA-BSP in vitro tiene un
efecto positivo sobre la solubilizacién de fésforo.

Se acepta la hipotesis especifica 3 (Fase Il): La cepa elegida (E. cloacae-31) registra la
mayor concentracion de fosforo soluble (63 %) y menor valor de pH (4) en el medio.

Se rechaza la hipotesis 4 (Fase lll): La interaccion NPHA-BSP no incrementa el
crecimiento y nutricion en plantas de lechuga.

Las plantas que se trataron con NPHA e inéculo bacteriano no presentaron efectos
positivos sobre el crecimiento y nutricion en plantas de lechuga en ninguno de los tiempos

de evaluacion.

Sin embargo, las plantas que se trataron solo con NPHA tuvieron efecto positivo sobre la
mayoria de las variables que se evaluaron en planta de lechuga. El efecto del in6culo
bacteriano (E. cloacae) fue positivo sobre el volumen radical de las lechugas cuando a

los 95 ddg, el tratamiento NPHAS3 iguald estadisticamente al testigo positivo (SNC).

Las plantas del tercer muestreo (95 ddg) presentaron valores significativamente mas altos
que aquellas que se evaluaron durante los otros muestreos, sobre las variables

morfologicas que se evaluaron en planta de lechuga.
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Anexo 1. Formulacion de la solucion nutritiva Steiner.

SOLUCION STEINER COMPLETA CE 1

FERTILIZANTES FORMULA (g/L) de Sol Madre SOLUCION MADRE SN 25% SN 50% SN 75% SN 100%
2.5 mL 5mL 7.5mL 10mL

Nombre comercial (mg/L) Kg

Nitrato de calcio 1059 105.9 0.1059 26.5 52.9 79.4 105.9
Nitrato de potasio (NKS) 72 7.2 0.0072 1.8 3.6 5.4 7.2
Fosfato monopotésico (M 135 13.5| 0.0135 3.4 6.7 10.1 13.5
Sulfato de magnesio 240 24.0 0.0240 6.0 12.0 18.0 24.0
Sulfato de potasio 487 48.7 0.0487 12.2 24.3 36.5 48.7
MIX DE MICROS 14 1.4 0.0014 0.4 0.7 1.1 1.4
QUELATO DE BORO 3 0.3 0.0003 0.1 0.1 0.2 0.3
QUELATO DE HIERRO 32 3.2 0.0032 0.8 1.6 2.4 3.2
TOTALES 2041 204.1] 0.2041 51.0 102.1 153.1 204.1
SOLUCION STEINER SIN KH2PO4

FERTILIZANTES FORMULA (g/1) de Sol Madre SOLUCION MADRE SN 25% SN 50% SN 75% SN 100%
2.5 mL 5mL 7.5mL 10mL

Nombre comercial (mg/L) Kg

Nitrato de calcio 1059 105.9 0.1059 26.5 52.9 79.4 105.9
Nitrato de potasio (NKS) 72 7.2 0.0072 1.8 3.6 5.4 7.2
Fosfato monopotésico (M 135 0.0| 0.0000 0.0 0.0 0.0 0.0
Sulfato de magnesio 240 24.0 0.0240 6.0 12.0 18.0 24.0
Sulfato de potasio 487 56.0| 0.0560 14.0 28.0 42.0 56.0|
MIX DE MICROS 14 1.4 0.0014 1.4 1.4 14 1.4
QUELATO DE BORO 3 0.3 0.0003 0.3 0.3 0.3 0.3
QUELATO DE HIERRO 32 3.2 0.0032 3.2 3.2 3.2 3.2
TOTALES 2041 198.0 0.1980 49.5 99.0 148.5 198.0
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