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RESUMEN

En este estudio se determind cuantitativamente in vitro la capacidad solubilizadora de
fosfato de 15 coindculos formados por bacterias nativas ailadas previamente de la
rizosfera de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) y se evalu6 € efecto de la
aplicacion de estos coindculos en etapas tempranas de desarrollo y crecimiento de este
maguey en una mezcla de suelo nativo cultivado con esta planta y sustratos organicos
(turba Sphagnum de la marca Premier o bagazo compostado de maguey espadin) bajo
condiciones de invernadero. Se utilizd un disefio experimental completamente aleatorio
bifactorial (16x2) con 32 tratamientos. Los factores evaluados fueron (i) coinéculoy, (ii)
sustrato, cada tratamiento incluyé tres repeticiones y 5 repeticiones cada uno de los
controles, en total fueron 100 unidades experimentales. Los coindculos aplicados a cada
uno de los sustratos fueron: Cl=Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1;
C2=Enterobacter sp. 1+Bacillus sp.; C3=Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2;
C4=Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2; C5=Enterobacter sp. 1+ Acinetobacter sp.;
C6=Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp.; C7=Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2;
C8=Pseudomonas sp. 1+ Enterobacter sp. 2; C9=Pseudomonas sp. 1+ Acinetobacter sp.;
C10=Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp; Cll=Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2;
Cl2=Enterobacter sp. 2+Bacillus sp.; Cl13=Acinetobacter sp.+Bacillus sp.;
Cl14=Enterobacter sp. 2+ Pseudomonas sp. 2; C15=Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp.
2y C= control (sin inocular). La mayor cantidad de P solubilizado en e filtrado del
cultivo bacteriano se detectd con C9 cuando se utilizd fosfato tricAcico como fuente
insoluble de fosfato, mientras que la mayor cantidad de P mineralizado se registré con
C9 y C13 cuando se empled B-glicerolfosfato como fuente organica de fosfato. La
aplicacion de coindculos bacterianos solubilizadores de fosfato nativos en plantas de
maguey espadin incrementd la biomasa aérea frescay seca, labiomasaradicular frescay
seca y los solidos solubles en €l tallo (°Bx). La aplicacion de estos coindcul os también
tuvo un efecto positivo en algunas variables bioquimicas como actividad de fosfatasa
acida y alcalina, pH y P disponible de los sustratos evaluados. Sin embargo, la
interaccion significativa sustratoxcoindculo sugirié que la efectiva colonizacion de la

rizosfera por los coindculos bacterianos solubilizadores de fosfato y su efecto en €



desarrollo y crecimiento de plantas de maguey espadin estuvo influenciada por €l tipo de
sustrato. Variables como biomasa aérea seca (77.27 g), P disponible (130.25 mg kg™),
°Bx (28.33%), fosfatasa 4cida (739.97 ug de p-nitrofenol g* h') y fosfatasa alcalina
(455.2 ug de p-nitrofenol g™ h™) presentaron los valores més altos en el sustrato bagazo
compostado/suel o nativo con los coindculos C1, C6, C3, C7 y C12 respectivamente. Por
lo que, se sugiere confirmar e efecto positivo de estos coindculos bacterianos
solubilizadores de fosfato tanto en €l cultivo de maguey espadin como en la fertilidad

del suelo en condiciones de campo.

Palabras clave: Agave angustifolia Haw., bagazo compostado de maguey espadin,

coinéculos  bacterianos  solubilizadores de fosfato, crecimiento  vegetal.



ABSTRACT

In this study it was made a quantitative assessment in vitro of solubilizing phosphate
capacity of 15 dual bacteria strains formed by native bacteria previously isolated from
the rhizosphere of “maguey espadin” (Agave angustifolia Haw.). It was also evaluated
the effect of the application of these dual bacteria strains in early stages of development
and growth of the maguey plants in a mixture of native soil planted with “maguey
espadin” and organic substrates (peatmoss Sphagnum Premier or composted “ maguey
espadin”bagasse) under greenhouse conditions. A completely randomized bifactorial
(16x2) experimental design was used with 32 treatments. The evaluated factors were (i)
coinoculate and, (ii) substrates, each treatment included three replicates and the controls
had 5 repetitions, in total there were 100 experimental units. The treatments for both
substrates were: Cl=Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1; C2=Enterobacter sp.
1+Bacillus sp.; C3=Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2; C4=Enterobacter sp.
1+ Enterobacter sp. 2; C5=Enterobacter sp. 1+ Acinetobacter sp.; C6=Pseudomonas sp.
1+Bacillus sp.; C7=Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2; C8=Pseudomonas sp.
1+Enterobacter sp. 2; C9=Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.; C10=Enterobacter
sp. 2+Acinetobacter sp; C11=Bacillus sp.+ Pseudomonas sp. 2; C12=Enterobacter sp.
2+Bacillus sp.; Cl3=Acinetobacter sp.+Bacillus sp.; Cl4=Enterobacter sp.
2+Pseudomonas sp. 2; C15=Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 y C=uninoculated
control. The results showed that higher P solubilized in the filtrate of the bacterial
culture was detected with C9 when tricacium phosphate was used as insoluble
phosphate source, while the highest amount of mineralized P registered with C9 and C13
when used B-glycerol phosphate as organic source of phosphate. The “maguey espadin”
co-inoculated plants increased fresh and dry aerial weight, fresh and dry root weight and
soluble solids in the stem (°Bx). The application of the co-inoculations also had a
positive effect on some biochemica variables such as activity of acid and alkaline
phosphatase, pH and available P uptaken in substrates. However, significant interaction
between the factors (substratexcoinocul ates) suggested that the effective colonization of
the rhizosphere by dual bacteria strains with phosphate solubilizing capacity and its
effect on the development and growth of “maguey espadin” plants was influenced by the



type of substrate. Variables like dry aerial weight (77.27 g), available P uptaken (130.25
mg kg?), ° Bx (28.33%) and acid phosphatase (739.97 ng de p-nitrofenol g* h™) and
alkaline phosphatase (455.2 pg de p-nitrofenol g* h™') showed the highest values in the
substrate composted by “maguey espadin” bagasse/native soil with C1, C6, C3, C7 and
C12 dual bacteria strains, respectively. Based in thisresults it is suggested to confirm the
positive effect of these phosphate solubilizing dua bacteria strains in growing of
“maguey espadin” and soil fertility under field conditions.

Keywor ds. Agave angustifolia Haw., “maguey espadin” composted bagasse, phosphate
solubilizing dual bacteria strains, plant growth.
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. INTRODUCCION

Las fuentes principales de fosforo (P) en € suelo son la mineralizacion de la
materia organica (MO) y el intemperismo del materia parental (Sanzano, 2003). Este
elemento ha sido Ilamado “lallave de lavida’ porque esta directamente implicado en la
mayoria de los procesos vitales de las plantas, con tendencia a concentrarse en las
semillas y zonas de crecimiento (Acosta, 2008). El P se considera un factor limitante
para el desarrollo vegetal, a pesar de ser abundante tanto en formas inorganicas como
organicas, es un elemento de baja disponibilidad para las plantas (Sanzano, 2003;
Negrin, 2005), debido a su precipitacion como fosfatos insolubles de hierro, auminio,
magnesio y calcio (Rodriguez y Ramirez, 2010).

Algunas rizobacterias con capacidad fosfato solubilizadora producen écidos
organicos capaces de solubilizar los fosfatos inorganicos que forman compuestos
insolubles con los cationes del suelo (Goldstein, 2007), mientras que otras son Mas
activas en laliberacién de P contenido en los fosfatos organicos mediante la produccion
de fosfatasas (Osorio-Vega, 2007). Estos &cidos y enzimas ayudan a disminuir € costo
metabdlico de la planta para aprovechar las fuentes de P insoluble y recalcitrante (Giles
et al., 2014).

En México el género Agave es muy importante, econémicay culturalmente y su
uso es muy amplio, uno de los usos méas conocidos es la produccién de mezcal (Garcia,
2007). El sistema de produccion Maguey-Mezcal a nivel naciona involucra nueve
entidades federativas consideradas en la denominacién de origen mezcal: Oaxaca,
Guerrero, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Guangjuato, Tamaulipas, Michoacan y
Puebla (Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial, 2015).

En las zonas semid&ridas de estado de Oaxaca (México) se cultivan
aproximadamente 8 422.7 hectareas con maguey espadin (Agave angustifolia Haw.), €
cua se utiliza como ingrediente basico en la produccién de mezcal, una bebida
alcohdlica tradicional oaxaquefia (Oficina Estatal de Informacion para e Desarrollo
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Rural Sustentable de Oaxaca, 2011). Bautista-Cruz et al. (2007) reportaron las
condiciones de fertilidad de los suelos cultivados con maguey espadin en € distrito de
Tlacolula, de acuerdo a las condiciones topograficas de los agrosistemas y a la edad de
las plantas concluyeron que, en general, 10s suelos son pobres en MO, nitrogeno (N) y P,
dos de los elementos méas importantes para el desarrollo vegetal (Olaleye et al., 2012). El
fendémeno de precipitacion y fijacion de P en el suelo es altamente dependiente del pH y
del tipo de suelo, las caracteristicas de los suelos cultivados con maguey espadin
sugieren que el P probablemente es fijado por el i6n calcio, formando fosfatos de calcio
insolubles (Fernandez y Rodriguez, 2005).

Bautista-Cruz et al. (2015) reportaron que una opcidén con alto potencial
agroecoldgico para tratar de incrementar la disponibilidad de P para € cultivo de
maguey espadin y contrarrestar los efectos colaterales causados por los fertilizantes
minerales puede ser el empleo de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF). Estos
autores encontraron un efecto positivo de la inoculacion individual de BSF en €
crecimiento de maguey espadin y en e contenido de P disponible en e suelo. La
aplicacion de inéculos compuestos por dos 0 méas cepas bacterianas, conocidos también
como indculos bacterianos multicepa o coindculos, es mas eficiente en la estimulacion
del crecimiento de la planta comparado con la inoculacion bacteriana individual también
denominada unicepa (Perveen et al., 2002; Martins et al., 2004; Laray Negrete, 2015).

Por otra parte, los subproductos agroindustriales constituyen un problema de
residuos en gran parte del mundo, contaminan el agua, suelo y atmdésfera, ademas ponen
en riesgo la salud humana y e nicho de muchas especies animales y vegetaes, un
giemplo de estos residuos es € bagazo que se produce en la industria del mezcal
(Robles, 2011). Martinez et al. (2012) mostraron que €l bagazo de maguey compostado
puede ser una alternativa de sustrato para el cultivo de tomate y meldn, ya que presenta
condiciones deseables para ser utilizado con ese fin, dando una posible solucion al
problema de contaminacion por este subproducto agroindustrial.

L os objetivos de este estudio fueron (i) determinar cuantitativamente in vitro la
capacidad solubilizadora de fosfato de coinéculos formados por bacterias nativas
aisladas previamente de la rizosfera de maguey espadin vy, (ii) evaluar e efecto de la

aplicacion de estos coinéculos en etapas tempranas de desarrollo y crecimiento de
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maguey espadin, en una mezcla de suelo nativo cultivado con esta planta y sustratos
organicos bajo condiciones de invernadero. La hipdtesis planteada fue que la aplicacion
de coinéculos BSF aumenta la cantidad de P disponible y favorece € desarrollo y €

crecimiento de maguey espadin.
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[I. ANTECEDENTES

El uso de indculos microbianos como biofertilizantes para aumentar la
disponibilidad de P en € suelo es tema de muiltiples investigaciones. Esta préactica se
considera una alternativa amigable para el aumento de la fertilidad del suelo (Seema et
al., 2013).

Rfaki et al. (2014) aislaron varias cepas bacterianas de la rizésfera de campos
cultivados con leguminosas (Vicia faba L., Cicer arietinumL. y PisumsativumL.) enla
region de Meknes en Marruecos y probaron su capacidad de solubilizacion de fosfato in
vitro. Los resultados revelaron que las cepas Pantoea brenneri y Enterobacter cowanii,
fueron las mas eficientes para solubilizar fosfatos, asi como para fijar N y la producir
acido indol-acético y sideréforos.

Bautista-Cruz et al. (2015) evaluaron e efecto de la inoculacion unicepa de
bacterias nativas con capacidad fosfato solubilizadora en plantas de maguey espadin
(Agave angustifolia Haw.) bajo condiciones de invernadero. Los resultados mostraron
que las plantas inoculadas registraron un aumento en la biomasa aérea seca y la biomasa
total de la planta en un 12.1% y 10.9% respectivamente, la biomasa radicular seca en un
17.8%, lalongitud de la raiz en un 56.8%, el diametro del tallo en un 13.6% y las hojas
desplegadas en un 35.0% en comparacién con € control sin inocular.

Existen trabajos que demuestran que el uso de coindcul os compuestos por dos o
mas especies de microrganismos pueden llegar a ser mas eficientes que € uso de
in6culos unicepa. Qureshi et al. (2011) realizaron un experimento que consistié en la
coinoculacion de cuatro cepas de Bacillus y Rizhobium para mejorar e rendimiento de
Vigna radiata L., los resultados revelaron que esta inoculacion multicepa increment6 el
crecimiento de la plantay el rendimiento con respecto alas plantas no inoculadas.

Anamika et al. (2012) utilizaron cepas de Pseudomonas fluorescens,
Burkholderia cepacia y Aeromonas vaga aisladas de la rizosfera de mijo perla
(Pennisetum glaucum L.) para evaluar su capacidad solubilizadora de fosfato in vitro y

15



el efecto de lainoculacién individual y en coinéculo en la germinacién y crecimiento de
semillas de Phaseolus aureus L. y Sesamum indicum L. Los resultados de las pruebas in
vitro mostraron que la coinoculacién aumento la eficiencia de solubilizacion de fosfato
con respecto a la inoculacion individual, debido a un efecto sinérgico. Pseudomonas
fluorescens+Burkholderia cepacia solubilizaron méas P (161 mg 1), mientras que
Burkholderia cepacia+Aeromonas vaga registraron los valores menores de pH (3.8) en
el medio de cultivo. La aplicacion de coindéculos bacterianos presentd una diferencia
significativa con respecto a control y a la inoculacién de cepas individuales en las
variables alturadel brote, longitud y peso seco de laraiz en las plantas.

Walpola y Yoon (2012) aplicaron un coin6culo formado por Pantoea
agglomerans+Burkholderia anthina en plantas de tomate (Solanum lycopersicumL.). La
aplicacion de este coindculo promovio un aumento en la altura de la planta, el peso seco
y fresco, lalongitud de laraiz y el fésforo disponible en el suelo.

Laray Negrete (2015) evaluaron € efecto de coindcul os formados por bacterias
nativas de los géneros Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp., Pseudomonas luteola y
Pantoea sp. en pasto Angleton (Dichantium aristatum Poir.). El coindculo que mostro
mayor eficiencia en la solubilizacién de fosfato fue e formado por las cepas de Pantoea
sp.+Pseudomonas sp. Asi mismo, este coindculo presentd un incremento significativo

en el peso seco y areafoliar de pasto Angleton en comparacién con € control.
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I11. MATERIALESY METODOS

3.1 Determinacion cuantitativa in vitro de la capacidad solubilizadora de fosfato de

coindcul os bacterianos

Se utilizaron 6 cepas de BSF, 2 de género Enterobacter sp., 2 del género
Pseudomonas sp., 1 del género Acinetobacter sp. y 1 del género Bacillus sp., las cudles
se aislaron previamente de la rizésfera de maguey espadin, por e método de dilucién en
serie (Barragan et al., 2003) de la muestra de suelo en agar Sundara Rao y Sinha (SRS)
(Sundara y Sinha, 1969). Estas cepas se seleccionaron por su ata capacidad
solubilizadora de fosfato in vitro (Martinez-Gallegos, 2014). La reactivacion de estas 6
cepas se realizd mediante siembra masiva en agar SRSy se verifico su pureza mediante
tincion de Gram.

3.1.1 Pruebas de antagonismo

Las cepas de BSF se sometieron a pruebas de antagonismo para verificar que no
existierainhibicion entre ellas. Cada cepa se sembrd en caldo nutritivo. A partir de estos
cultivos se prepararon seis suspensiones bacterianas en solucion salinaa 0.85% con una
concentracion celular de 1.5x10° UFC ml™, de acuerdo a la escala de McFarland (1907).
Cada suspension bacteriana se inoculé en placas con agar Muller-Hinton mediante la
técnica de difusiéon en agar (Beltran et al., 2005) y se colocaron discos estériles de papel
filtro impregnado con la suspension bacteriana a enfrentar. Como control se utilizaron
discos impregnados con solucién salina estéril al 0.85% (Fig. 1). Las placas se incubaron
a 30 °C durante 48 h. Posteriormente se observo la presencia o ausencia de halos de
inhibicion de crecimiento. El criterio de eliminacion de cepas se determind por la
presencia de halos de inhibicidn de crecimiento con diametros mayores a5 mm entre la
cepa sembrada masivamente y la cepa enfrentada (Barragén et al., 2003).
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Fig. 1. Pruebas de antagonismo entre cepas bacterianas solubilizadoras de fosfato
aisladas previamente de larizosfera de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.).

Para la obtencion del pre-coindeulo se tomé 1 ml de cultivo bacteriano de cada
cepa solubilizadora de fosfato no antagonica y se inoculé conjuntamente en caldo
nutritivo. Se obtuvieron de 15 pre-coinoculos compuestos por dos cepas de BSF cada
uno (Fig. 2).

Fig. 2. Pre-coinéculos bacterianos con capacidad fosfato solubilizadora obtenidos a
partir de cepas individuales.
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De cada pre-coindculo se tomaron 5 ml y se inocularon en caldo nutritivo (Fig.
3a) para posteriormente incubarse a 30° C y 150 opm durante 48 h en una incubadora-
agitadora (Fig. 3b).

Fig. 3. @ Inoculacion de 5 ml de pre-coindculo en caldo nutritivo. b) Incubacion del pre-
coinoculo en unaincubadora-agitadora.

Transcurrido € tiempo de incubacion e pre-coinéculo se centrifugd a 10,000
rpm durante 10 min. Para obtener el coindculo final, e pellet obtenido por
centrifugacion se diluyd con solucién salina a 0.85% hasta obtener una concentracion
celular de 15x10% UFC mi™ de acuerdo con la escala de McFarland (1907).

3.1.2 Evaluacién in vitro de la capacidad solubilizadora de fosfato

inorganico y organico de los coindcul os bacterianos
La capacidad solubilizadora de fosfato tricélcico in vitro de los coindculos se
determind cuantitativamente mediante (i) la cantidad de P solubilizado, (ii) la
produccion de écidos organicos vy, (iii) e cambio en e pH del filtrado del cultivo
bacteriano. Mientras que la liberacion de P a partir de una fuente orgénica de fosfato (B-
glicerolfosfato), se determiné mediante (i) la actividad de fosfatasay, (ii) la cantidad de
P mineralizado en € filtrado del cultivo bacteriano. Para ello se tomaron 2 ml del
coinéculo y se colocaron en medio liquido SRS, se incubd a 30° C durante 7 dias.
Posteriormente los coindculos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min. para
eliminar la biomasa celular. El filtrado del cultivo bacteriano se empled para determinar
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la capacidad solubilizadora de fosfato. La cuantificacion del P solubilizado se determing
através del método colorimétrico de Olsen y Sommers (1982). La cuantificacion de los
acidos organicos producidos se hizo de acuerdo a procedimiento establecido por
Balamurugan et al. (2010). La actividad de fosfatasa se determind por el procedimiento
de Tabataba y Bremner (1969). La medicion del pH del medio de cultivo se realizo con
un medidor digital de pH antes de la inoculacion y después 7 dias del desarrollo de los

coindculos BSF.

3.2 Efecto de la aplicacion de coindcul os bacterianos solubilizadores de fosfato en el

desarrolloy crecimiento de plantas maguey espadin bajo condiciones de invernadero

Las plantas de maguey espadin utilizadas fueron hijuelos rizomatosos que
presentaron caracteristicas similares en edad (aproximadamente 1 afio), alturay libres de
plagas y enfermedades. A las plantas de maguey se les elimind laraiz y se desinfectaron
mediante su inmersion durante cinco minutos en una solucion de hipoclorito de sodio a
0.624%. Posteriormente se colocaron verticalmente con la base de su tallo sobre arena
seca estéril durante una semana para que cicatrizaran. Las plantas de maguey
desinfectadas y cicatrizadas se plantaron en arena himeda estéril y se regaron
ligeramente cada tercer dia con agua purificada durante un periodo de un mes con la
finalidad de generar callos y raices nuevas (Fig. 4) (Arredondo et al., 2005).

Fig. 4. Hijuelos rizomatosos de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) sembrados
en arena solarizada parala formacion de callos y raices nuevas.
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La unidad experimental fue una planta de maguey espadin. Cada una de las
unidades experimental es fue colocada en bolsas negras de polietileno con capacidad para
2 kg. Las bolsas se llenaron con sustrato, e cual fue una mezcla preparada en
proporciones volumétricas (v/v) de 50% sustrato organico (turba Sphagnum de la marca
Premier 0 bagazo compostado de maguey espadin) y 50% suelo nativo colectado in situ
(Fig. 5.b) en una parcela cultivada con esta planta en la localidad de Matatlan, Tlacolula,
Oaxaca (Fig. 5.a).

Fig. 5. @) Parcela cultivada con maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) en la
localidad de Matatlan, Tlacolula (Oaxaca) donde se colecto € suelo. b) Bolsas con la
mezcla de suelo/sustrato organico.

Antes del establecimiento de las plantas en invernadero se determinaron algunas
propiedades fisicas, quimicas y bioquimicas de los sustratos (Cuadro 1). La metodologia
que se utilizé para la caracterizacion de los sustratos fue la sugerida por la Norma
Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000 (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales, 2002). Los pardmetros evaluados fueron MO por € método de Walkey y
Black (1954), € pH se determin6é con un medidor digital de pH (relacion suelo:agua,
1:2), el P disponible se determind segun el procedimiento modificado de Murphy-Riley
(Olsen y Sommers, 1982), y la actividad de fosfatasa &cida y fosfatasa acalina por €l
método de Tabatabal y Bremner (1969).
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Cuadro 1. Pardmetros fisicos y quimicos de sustratos compuestos por una mezcla de
materiales organicosy minerales.

Materia P Fosfat

. 1.1
SUSTRATO pH organica disponible (g dep-nitrofenol g=h")
(%) (Mgkg?) + ==z == === S m ===

alcalinas acidas
Turba/Suelo 59 36.02 5.54 357.65 113.95
Bagazo/Suelo  7.21 40.32 126.82 629.41 428.06

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorio bifactorial (16x2) con
32 tratamientos (Cuadro 2). Los factores evaluados fueron (i) coindculo vy, (ii) sustrato,
cada tratamiento incluy6 tres repeticiones y 5 repeticiones cada uno de los controles, en
total fueron 100 unidades experimentales.

Cuadro 2. Coinéculos bacterianos solubilizadores de fosfato aplicados a plantas de
maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) en una mezcla de suelo/sustrato organico
bajo condiciones de invernadero.

Coinéculo  Bacteriassolubilizadorasdefosfato _ _ _ _ Repeticiones
Turba/Suelo Bagazo/Suelo

C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 3 3

Cc2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 3 3

C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 3 3

c4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 3 3

C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 3 3

Cc6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 3 3

Cc7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 3 3

Cc8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 3 3

Cc9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 3 3
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 3 3
Cc11 Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 3 3
C12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 3 3
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 3 3
Ci4 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 3 3
C15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 3 3

C Control sin coindeulo 5 5

Se aplicaron 30 ml de cada coinéculo BSF por unidad experimental al momento
de la siembra. El crecimiento de las plantas inoculadas ocurrié bajo condiciones de
invernadero. La aplicacion de los riegos se inicié una semana después de haber
establecido el experimento. Por cada unidad experimental se realizaron dos riegos

semanales con 200 ml de agua purificada en la época donde las temperaturas del
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invernadero oscilaban entre 15y 25 °C vy tres riegos en la temporada de estigje, ademés
se realiz6 un riego semana con 50 ml de solucion de Hoagland por planta,
disminuyendo diez veces la concentracion de P; para ello se modifico e volumen de la
solucion stock de KH,PO, utilizada para la preparacion de la solucion final (Maynard y
Hochmuth, 2007). El periodo de evaluacion fue de 6 meses después del trasplante.

3.2.1 Variables biométricas
Las variables biométricas evaluadas al inicio del experimento y a los 6 meses
después del transplante fueron longitud de la raiz, diametro del tallo con un vernier
digital, altura de la planta, hojas desplegadas. Al término del periodo de evaluacion,
ademas de las variables anteriormente citadas, se midio el contenido de solidos solubles
en el tallo (°Bx) con un refractometro, la biomasa aéreay radicular frescay seca.

3.2.2 Variables bioguimicas
En € sustrato se determiné al inicio y al final del experimento el contenido de P
disponible mediante el procedimiento modificado de Murphy-Riley (Olsen y Sommers,
1982), el pH se determind con un medidor digital de pH y la actividad de fosfatasa écida
y fosfatasa alcalina de acuerdo con el procedimiento sugerido por Tabatabai y Brenmer
(1969). El contenido de P foliar por el método vanadato-molibdato de amonio (Cottenie,
1984) se midié unicamente a finalizar el periodo de evaluacion.

3.3 Andlisis estadistico

Para el andisis estadistico de las variables biométricas se utilizaron las
diferencias entre los datos iniciales y los finales. La distribucion normal de los datos se
verificO mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y se transformaron cuando fue
necesario para asegurar que presentaran una distribucion normal; cabe destacar que
aungue en los cuadros se presentan los valores redles, el andlisis se realizd con los datos
transformados (raiz cuadrada o logig). Ademas se realizd la prueba de Levene para
asegurar la homocedasticidad. Posteriormente se sometieron a un andlisis de varianza
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(ANOVA) de dos vias para conocer €l efecto de los factores (i) coinéeulo y, (ii) sustrato,
asi como la interaccién coindéculoxsustrato. La comparacion de medias se realizé con la
prueba de Duncan (p<0.05). La asociacion entre las variables analizadas se determind
mediante un andlisis de correlacion de Pearson. Los andlisis estadisticos se llevaron a
cabo utilizando €l paquete estadistico IBM SPSS para Windows XP, versién 22.
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V. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Determinacion cuantitativa in vitro de la capacidad solubilizadora de fosfato de

coindécul os bacterianos

4.1.1 Pruebas de antagonismo
De las 6 cepas de BSF evaluadas ninguna present6 halos de inhibicién mayores a
5 mm (Fig. 6), por lo que no hubo un efecto antagonico entre ellas y resultaron
compatibles para preparar los coinoculos bacterianos. Lo anterior indico que no hubo
ningun tipo de antibiosis, competencia por espacio o por nutrientes que impidierael libre
desarrollo de los microorganismos conjuntamente. Se obtuvieron 15 coindculos BSF

formados por dos cepas cada uno (Cuadro 3).

Fig. 6. Pruebas de antagonismo entre 6 cepas bacterianas solubilizadoras de fosfato
aisladas de larizosfera de Agave angustifolia Haw.
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4.1.2 Evaluacién in vitro de la capacidad solubilizadora de fosfato
inorganico y organico de los coinécul os bacterianos
L a capacidad solubilizadora de fosfato de los coindcul os bacterianos determinada
en € filtrado del cultivo revel6 que los 15 coindculos BSF tuvieron la capacidad de
solubilizar fosfato tricAlcico (Cuadro 3). La cantidad de P solubilizado por estos
coinbculos varié de 245.6 a500.7 mg I™* (Cuadro 3).

Cuadro 3. Determinacion cuantitativa in vitro de la capacidad solubilizadora de fosfato
tricalcico de los coindculos en €l filtrado de | os cultivos bacterianos.

Acidez
titulable Faésforo
Coinéculo Bacterias solubilizador as de fosfato pH (ml de solubilizado
NaOH (mg 1™
consumido)

Cc1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 4.76 11.03 445.77
C2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 4,93 10.93 333.27
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 5.26 8.13 265.14
c4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 5.14 11.43 270.42
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 5.26 10.03 390.32
C6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 5.22 9.33 486.97
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 5.19 6.23 245.60
C8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 5.36 10.63 393.49
C9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 5.43 8.33 500.70
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 5.26 8.13 486.44
Cl1 Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 5.18 4.03 443.66
Ci12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 5.24 6.53 335.65
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 5.31 7.43 445.77
Cl4 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 5.34 6.13 284.68
Ci15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 5.16 9.73 278.87

Estos resultados son inferiores a los reportados por Laray Negrete (2015) de 117
y 842 mg 1! de P solubilizado por consorcios BSF a una concentracion de 102 UFC mi™,
Osorio y Lara (2013) indicaron valores de 602.6 mg | de P solubilizado en consorcios
formados por Pantoea sp. y Azotobacter sp. a una concentracion de 10° UFC mi™.
Martinez-Gallegos (2014) reporté valores de 9.2 a 67.0 mg | de P solubilizado por las
cepas individuales de BSF empleadas para la preparacion de los coindcul os evaluados en
este estudio. Las bacterias en consorcios presentaron mayor solubilizacion de fosfato
gue aquéllas que se encontraban de manera individual debido a que los consorcios

microbianos en muchos casos interactian de manera sinérgica estimulando algunas
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actividades fisicas o bioquimicas de las bacterias involucradas en las mezclas (Lara 'y
Negrete, 2015).

Todos los coinéculos disminuyeron €l pH inicial del filtrado del cultivo
bacteriano (6.67). Pero fue C1 (Enterobacter sp.1+Pseudomonas sp.1) €l que registro €
menor valor de pH (4.76). La estimacion de la acidez titulable indicoé que la produccion
de é&cidos organicos fue mas dta con C4, € cual incluyd dos cepas del género
Enterobacter (Cuadro 3). La acidez titulable es la concentracion total de iones H* que
puede ser producida por diferentes compuestos como € acido malico entre otros
(Casierra-Posada y Gonzalez, 2009). La produccién de écidos organicos debido a la
inoculacion con BSF se puede estimar indirectamente a través de la acidez titulable en e
medio de cultivo (Walpola y Yoon, 2012). Las BSF son capaces de producir algunos
acidos organicos tales como éacido férmico, lactico, glucénico, glicdlico, oxdlico,
succinico, malico, citrico, entre otros para solubilizar fosfatos inorganicos (Lal, 2002).
Especies del género Pseudomonas estan asociadas a la produccion de acidos organicos,
especiamente de glucosa a &cido gluconico por la ruta de oxidacion directa, la cua esta
rel acionada directamente con la acidificacion del medio de cultivo (Naik et al., 2008).

La mayor cantidad de P solubilizado a partir de fosfato tricélcico en € filtrado
del cultivo bacteriano se detecté con C9 (Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.),
seguido por C6 (Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp.) y C10 (Enterobacter sp. 2+
Acinetobacter sp.) (Cuadro 3). En este estudio la solubilizacién de fosfato triclcico
probablemente se debi6 ala produccién de acidos organicos por las BSF en € medio, ya
que el contenido de P solubilizado coincidié con una disminucion en e pH del filtrado
del cultivo bacteriano (Cuadro 3). Estos &cidos organicos a través de sus grupos
carboxilicos quelan los cationes (principalmente calcio) unidos a los grupos fosfato para
su liberacién aformas solubles (Dessureault-Rompré et al., 2008; Oburger et al., 2011).

La actividad de fosfatasa en € filtrado del cultivo bacteriano oscilé entre 23.8 y
72.6 ug de p-nitrofenol mli™ h*. La mayor cantidad de fosfatasa alcalina se observé con
C9 (Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.) (Cuadro 4). El P organico constituye
aproximadamente 50% del P total del suelo (Restrepo et al., 2015). La mayoria de los
compuestos de P organico en € suelo son fosfatos de inositol, fosfolipidos y &cidos

nucleicos (Bratkova et al., 2015). Las fosfatasas cumplen una funcion muy importante
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en la mineralizacion de este P organico (Yarzabal, 2010), ya que son las enzimas
encargadas de catalizar la hidrélisis de ésteres y anhidridos de écido fosférico, para
liberar formas de P inorgéanico asimilables para la planta (Nahas, 2002). La cantidad de
P mineralizado en €l filtrado del cultivo bacteriano cuando se utilizé B-glicerolfosfato
como fuente de fosfato organico varié de 2.3 29.2 mg I (Cuadro 4). Lamayor cantidad
de P mineralizado se registr6 con C13 (Acinetobacter sp.+Bacillus sp.) y C9
(Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.) (Cuadro 4). Ponmurugan y Gopi (2006)
reportaron valores de P mineralizado en €l filtrado del cultivo bacteriano de 24.8 a 44.0
mg 1™ con indculos unicepa BSF cuando se empled B-glicerolfosfato como fuente de
fosfato organico; dichos valores de P mineralizado en el filtrado del cultivo bacteriano
fueron superiores alos reportados en este estudio.

Cuadro 4. Fosforo mineralizado y actividad de fosfatasa de los coindculos bacterianos
cuando se empled B-glicerolfosfato como fuente de fosfato organico.

i o
Coindculo  Bacterias solubilizador as de fosfato ) mineralizado

(ng de p-nitrofenol .

ml-th) (mg 1™
C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 42.67 2.50
C2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 65.33 2.33
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 24.5 2.42
C4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 32.17 2.46
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 45 2.46
C6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 31 2.38
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 56 2.33
C8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp.2 23.83 2.55
C9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 72.67 9.16
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 61.83 2.38
Cil1 Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 60.17 6.15
Ci12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 50 5.30
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 33.33 9.16
Cl4 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 61.83 2.55
Ci15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 38.17 4.44
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4.2 Efecto de la aplicacion de coindcul os bacterianos solubilizadores de fosfato en el

desarrollo y crecimiento de maguey espadin bajo condiciones de invernadero

4.2.1 Variables biométricas

El 44% de las variables biométricas evaluadas en plantas de maguey espadin
desarrolladas en el sustrato turba/suelo nativo respondieron positivamente a la aplicacion
de coinbéculos BSF, presentando una diferencia significativa con respecto al control
(p<0.05). La biomasa aérea seca incrementd 82.3% con C4 (Enterobacter sp.
1+ Enterobacter sp. 2), la biomasa radicular fresca y seca aumentaron 51.4% y 70.6%,
respectivamente con C11 (Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2) (Cuadro 5). Los %Bx
incrementaron 110.9% con C7 (Pseudomonas sp. 1+ Pseudomonas sp. 2) (Cuadro 6).

Bouhraoua et al. (2015) también encontraron un aumento de 58% y 78% con
respecto a control en la biomasa radicular seca en plantas de cacahuate (Arachis
hypogaea) inoculadas con cepas de los géneros Pseudomonas y Aeromonas
respectivamente.

Bautista-Cruz et al. (2015) no encontraron diferencia estadistica significativa en
los °Bx de plantas de Agave angustifolia Haw. incouladas con las cepas BSF utilizadas
en este experimento, pero de manera individual. En contraste, los resultados obtenidos
en el actual trabajo mostraron un aumento del 110.9% en esta variable con respecto al
control. Lo cua sugiere que existe un efecto sinérgico entre las cepas BSF que

promueve una mayor eficiencia de los coindcul os con respecto alos indcul os unicepa.

29



Cuadro 5. Respuesta en la biomasa (media + error estandar) de plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) a la
coinoculacion con bacterias solubilizadoras de fosfato desarrolladas en sustrato de turba/suel o nativo bajo condiciones de invernadero.

Biomasa aérea

Biomasa radicular

Coindculo Bacterias solubilizador as de fosfato R () T (*) R
fresca seca fresca seca
C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 313.22+2558a 55.24 + 5.85 abcde 34.37 + 4.19 def 16.34 £ 1.69 de
c2 Enterobacter sp. 1+Bacillus sp. 353.83+ 10.48 a 65.66 + 6.55 abc 91.18 + 28.62 abcd 34.89 + 2.22 abcd
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 289.06 + 23.99 a 51.53 + 4.8 bcde 73.62 + 5.41 abcde 33.56 + 1.59 abcd
Cc4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 332.85+40.84a 719+ 298 a 108.75+ 26.14 ab 53.67 + 10.38 ab
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 324.26 + 70.08 a 67.57+7.97 ab 101.5 + 48.04 abcd 49.93 + 23.33 abc
C6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 2544+ 41.71a 39.43+4.86¢e 30.89 + 7.62 ef 16.2+ 4.62 de
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 255.71+29.49a 41,79+ 4.28 de 55.52 + 8.63 abcdef 29.83 + 4.19 bcd
Cc8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 2822+ 2279a 48.12 + 2.56 cde 44.81 + 11.63 bedef 20.99 + 7.28 cde
C9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 287.26 + 64.24 a 46.16 + 12.63 de 66.65 + 48.47 cdef 21.73+11.57 de
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 29244 + 2589 a 59.12 + 3.32 abc 41.79 + 4.57 bedef 18.55 + 2.98 cde
Cc11 Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 315.24+ 31.43a 49.3 + 3.63 bcde 150.23+53.82a 80.72+ 3156 a
Ci12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 24024+ 134 a 4519+ 2.84 de 91.12 + 21.28 abcd 23.76 + 2.01 bcde
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 281.7+ 44.67 a 46.26 + 5.97 de 108.56 + 26.97 abc 49.06 + 13.67 ab
Ci14 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp.2 27949+ 3242 a 50.49 + 5.31 bcde 103.8 £ 20.34 abc 53.55 + 13.52 ab
C15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp.2 268.82+ 31.84a 42.01 + 6.44 de 2537+ 2.05f 15.82+ 1.51 de
C Control sin coin6culo 246.75+24.7 a 3944+ 412e 26.07 + 2.93f 1242+ 143e

Medias con letras iguales en una misma columna no presentan diferencia significativa entre los coinéculos (Duncan, p < 0.05)
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Cuadro 6. Respuesta en las variables biométricas (media + error estandar) de plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) a
la coinoculacion con bacterias solubilizadoras de fosfato desarrolladas en sustrato de turba/suelo nativo bajo condiciones de

invernadero.
. _ o Hojas Alturadela Longitud Didmetro de Sélidos solubles en
Coindculo Bacterias solubilizador as de fosfato desplegadas - - - _p_la_nt_a ______ gle_lg raz tallo el tallo
(mm) (°Bx)
C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 533+ 0.33ab 401+036a 8.96+0.74a 1132+ 1.22c 18 + 2.08 bcd
c2 Enterobacter sp. 1+Bacillus sp. 6.66 + 0.88 ab 375+ 136a 18.03+211a 24.08+ 1.04 ab 20.33+1.85hb
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 533+ 0.33ab 485+ 189a 16.8+23la 17.43 £ 2.71 abc 18.66 £ 1.45 bc
C4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 5.66 £ 0.66 ab 466+ 129a 2043+5.15a 2398+ 4.37ab 11.66 £ 0.66 fg
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 433+145b 485+ 045a 17.86 £ 9.06 a 17.73 £ 1.92 abc 14.66 + 2.33 cdefg
C6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 6.66 £ 1.33ab 753+0.84a 152+51a 14.73 £ 5.23 bc 14.5 + 0.28 cdefg
Cc7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 6.66+ 1.45ab 228+ 0.53a 1226+ 7.88a 13.11+2.39bc 27+2.08a
Cc8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 7+2.08ab 4+0.27a 1256+ 4.62a 10.89+344c 11.83 £ 2.04 fg
(0] Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 5.66 £ 0.88 ab 3.63+0.57a 17.83+845a 8.71+315¢c 16 + 0.57 bcdef
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 5.66 £ 0.66 ab 403+ 166a 164+5.73a 175+ 3.91 abc 10+1.15¢g
Ci11 Bacillus sp.+ Pseudomonas sp. 2 7.66+185ab 49+191a 15.66 £ 6.48 a 19.77+ 1.4 abc 14.33 + 1.85 cdefg
Ci12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 966+ 145a 456+27a 1433+6.01a 19.84 + 5.38 abc 13.33 £ 0.33 defg
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 7+0.57ab 243+0.53a 18.36+82a 19.89 + 3.99 abc 17.66 + 0.88 bcde
Ci14 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 8+1.15ab 418+ 163a 20.36 £ 3.96 a 20.69 + 2.76 abc 17.33+ 1.2 bcde
C15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 9.33+166a 476+ 259a 11.8+285a 9.27+874c 15.66 + 1.85 bcdef
C Control sin coinéculo 7.2+1.06ab 755+ 145a 1268+ 2.04a 2998+ 1.65a 12.8 + 1.31 efg

Medias con letras iguales en una misma columna no presentan diferencia significativa entre los coinéculos (Duncan, p < 0.05)
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El 66% de las variables biométricas evaluadas en plantas de maguey espadin
desarrolladas en el sustrato bagazo compostado/suel o nativo respondieron positivamente
alaaplicacién de coindculos BSF, presentando diferencias significativas con respecto a
control (p<0.05). La biomasa aérea fresca y seca incrementaron 179.5% y 233.9%
respectivamente con C1 (Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1), C8 (Pseudomonas sp.
1+Enterobacter sp. 2) aumentd la biomasa radicular fresca en un 61.0%, la biomasa
radicular seca en un 104.4% (Cuadro 7) y lalongitud de laraiz un 82.5% (Cuadro 8), los
°Bx aumentaron 94.1% con C3 (Enterobacter sp. 1+ Pseudomonas sp. 2) (Cuadro 7).

Bautista-Cruz et al. (2015) encontraron un aumento de 12.14% en la biomasa
aerea seca 'y de 17.85% en la biomasa radicular seca con respecto a control en plantas
de Agave angustifolia Haw. inoculadas con las cepas individuales de BSF utilizadas en
este experimento. Estos incrementos son menores a los reportados en el presente trabgjo
donde la biomasa aerea seca fue 14 veces mayor y la biomasa radicular secafue 6 veces
mayor.

Escobar et al. (2011) evaluaron el efecto de cepas de Azotobacter spp. inoculadas
en consorcio en el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) y observaron un incremento en la biomasa seca aérea y radicular con relacién a
control de 101.2% y 104% respectivamente.

De acuerdo con Podile y Kishore (2006) y Appanna (2007) es posible que €
incremento en las variables biométricas evaluadas en plantas de maguey espadin con la
aplicacion de coindculos BSF se pueda atribuir a dos factores: 1) a un aumento en la
elongacion y multiplicacion celular debido a una mejor biodisponibilidad de nutrientes,
particularmente de P, propiciada por la inoculacion con BSF y, 2) a la produccion de
sustancias promotoras del crecimiento vegetal como auxinas, citocininas, giberelinas y
algunos compuestos volétiles por las BSF en la zona rizosférica. Idris et al. (2004) y
Aftab et al. (2010) expresaron que las bacterias del género Pseudomonas y Bacillus
tienen la capacidad de producir fitohormonas como el &cido giberélico, € cual promueve
la proliferacion de raices y estimula el crecimiento de la planta, tal vez por ello, los
coindculos que incluyeron especies del género Pseudomonas (C1, C3 y C8) fueron los
gue maés promovieron las variables biométricas en las plantas de maguey espadin.
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Cuadro 7. Respuesta en la biomasa (media + error estandar) de plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) a la
coinoculacion con bacterias solubilizadoras de fosfato desarrolladas en sustrato de bagazo compostado/suelo nativo bajo condiciones

deinvernadero.

Biomasa aérea

Biomasa radicular

Coindculo Bacteriassolubilizadorasdefosfato == = 7 7 T T T T T T T T T T m e e e e e ) ——
fresca seca fresca seca

C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 410.74 £ 28.27 a 77.26 £ 10.55a 30.15+ 1.1 abc 1579+ 5ab
Cc2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 379.64 + 56 ab 7279+ 6.79 ab 38.86 + 7.86 abc 18.7+4.03a
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 22218+ 10.21 cd 46.95+ 2.11 de 27.36 + 6.86 abc 1836+ 4.86a
c4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 271.4 £ 57.71 bed 56 + 10.28 bcde 35.11 + 4.95 abc 19.94+8.19a
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 266.56 + 66.5 bcd 4095+ 1.9 ¢€f 25.49 + 2.69 abc 141+171ab
Cc6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 257.68 + 36.05 bcd 51.79 + 3.21 cde 34.66 + 9.22 abc 20.85+2.32ab
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 249,96 + 29.97 bed 49.05 + 5.65 de 26.67 £ 7 abc 11.14 + 1.58 ab
c8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 320.04 £ 56.83 abc 62.12 + 7.17 abcd 10551+ 899 a 46.02 + 8.06 a
C9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 301.06 + 69.32 abc 48.84 + 11.06 de 24.82 + 6.83 bc 11.26 £ 1.98 ab
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 408.43 £ 9.65a 72.13+0.09 ab 33.08 + 8.86 abc 14.27 £ 3.82 ab
C11 Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 329.84 + 10.97 abc 56.1 + 1.99 bcde 48.77 + 4.64 ab 23.02+358a
C12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 306.37 + 34.5 abc 4484 + 3.17 de 40.72 + 9.49 abc 1312+ 142ab
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 211.83+23.07 cd 40.48 + 5.69 ef 51.44 + 3.61 ab 229+ 5.66 a
ci14 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 201.23+ 35.35cd 37.37 + 5.42 ¢f 35.4+9.71 abc 13.74 £ 3.73 ab
Ci15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 328.15 + 24.68 abc 68.32 + 2.2 abc 45.32 + 3.74 abc 16.86 £ 3.33a

C Control sin coindculo 146.98 + 21.37 d 23.14 + 2.33f 16.78 £ 4.14c 591+ 171c

Medias con letras iguales en una misma columna no presentan diferencia significativa entre los coinéculos (Duncan, p < 0.05)

33



Cuadro 8. Respuesta en las variables biométricas (media + error estandar) de plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) a
la coinoculacion con bacterias solubilizadoras de fosfato desarrolladas en sustrato de bagazo compostado/suel o nativo bajo condiciones

de invernadero.

. _ o Hojas Alturadela  Longituddela  Diametrode  Solidossolubles
Coindculo Bacterias solubilizador as de fosfato desplegadas - - - _p_la_n'Ea ________ raz tallo en el tallo
(cm) (mm) (°Bx)
C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 466+088b 7.68+243ab 10.33+0.69ab 2514+3.62a 25.00= 2.51 abcd
c2 Enterobacter sp. 1+Bacillus sp. 566+066ab 751+193ab 1366+0.69ab 1749+099a 26.33+2.18abc
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 566+066ab 6.61+257abc 24.1+0.66ab 195+ 218a 28.33+2.33a
Cc4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp.2 5.66+0.88ab 6.81+259abc 6.6+225b 19.27+23a  21.33+ 1.45bcde
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 533+ 145ab 578+041labc 13.06%1.23ab 17.68+5.28a 19.33 £ 1.76 def
C6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 5+057ab 425+103abc 10.06+1.78ab 16.96+3.05a 23.33% 1.2abcd
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 5+057ab 455+ 0.52 abc 72+244b 1755+ 236a 25.83+ 1.3 abc
Cc8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 8+152ab 2.61+£0.21bc 231+0.72a 16.88+3.19a 566+1.29
C9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 8+152ab 5.8+ 0.93 abc 8.73+£0.89ab 2233+ 219a 15.66 + 1.2 ef
C10 Enterobacter sp. 2+ Acinetobacter sp. 733+185ab 316+0.24abc 10.33+0.94ab 1788+ 1.86a 25+ 2.3 abcd
cl11 Bacillus sp.+ Pseudomonas sp. 2 766+ 145ab 3.76+0.63 abc 141+14ab 2299+ 429a  20.66 + 0.88 cde
C12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 9.33+2.02a 325+228bc 1583+t26lab 26.27t34la 1466+ 2.18f
C13 Acinetobacter sp.+ Bacillus sp. 7+057ab 1.81+0.9c 1056+242ab 1391+459a 26.83+2.08 ab
Ci14 Enterobacter sp. 2+ Pseudomonas sp. 2 5+1.15b 105+ 3.13a 125+ 0.79 ab 1333+ 3.63a 19.66 + 1.45 def
C15 Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp. 2 466+033b 451+0.92abc 11.13+0.82ab 16.22+15l1a 14.66+0.88 f
C Control sin coindculo 56+0.92ab 4.37+215ahc 7.02+ 143D 1576 551 a 146+ 1.72f

Medias con letras iguales en una misma columna no presentan diferencia significativa entre los coinéculos (Duncan, p < 0.05)
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En este estudio se encontré una asociacién positiva entre los °Bx y € contenido
de P disponible en el sustrato (r = 0.442, p < 0.000), lo cual sugiere que €l incremento en
los °Bx en € tallo de las plantas con €l coindculo C7 en el sustrato turba/suelo y con €l
coinbculo C3 en €@ sustrato bagazo/suelo estuvo favorecido por una mayor
disponibilidad de P parala planta.

Anamikaet al. (2012) aplicaron BSF individuales y en coindculo en frijol mungo
(Vigna radiata L.) y encontraron gque los coindculos BSF incrementaron 126.0% la
biomasa radicular fresca y seca con respecto a control. Lara y Negrete (2015)
coinocularon Pseudomonas sp. y Pantoea sp. en semillas de pasto Angleton
(Dichantium aristatum Poir.) y reportaron un aumento en la longitud de la raiz con
respecto a control.

Selvarg et al. (2008) reportaron un aumento de la longitud de la raiz y la
biomasa aérea seca de las plantas de Brassica campestris L. como respuesta a la
inoculacién individual de BSF (Pseudomonas sp. y Agrobacterium sp.) con relacion al
control. Por su parte Qureshi et al. (2011) reportaron gque Bacillus sp. ya sea en
inoculacion individual o en coinéculo con Rhizobium sp. afecté positivamente el
crecimiento y la longitud radicular de frijol mungo (Vigna radiata L.). Puente et al.
(2004) inocularon semillas de cardén (Pachycereus pringlei S. W.) con cepas
individuales y en coindculo de los géneros Klebsiella sp., Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. y encontraron cambios en la biomasa radicular, donde se
presentaron valores significativamente mayores con respecto al control. Segun Vacheron
et al. (2013) esta cualidad de las BSF de afectar positivamente lalongitud de laraiz dela
planta esta relacionada con la produccion de dos hormonas (auxinas y citocininas), las
cuales tienen la capacidad de estimular la el ongacién de pelos radiculares y aumentar €l
numero de raices secundarias (Contesto et al., 2008).

Aftab et al. (2010) mostraron resultados similares a los obtenidos en este estudio
con coindculos formados por Pseudomonas sp.+Bradyrhizobium sp. con relacion a
aumento en labiomasa radicular de plantas de soya (Glicine max L.).

Anzuay et al. (2015) inocularon plantas de cacahuate (Arachis hypogaea
L.) con Acinetobacter sp., Enterobacter sp. y Bacillus sp. y registraron un aumento en la
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biomasa aérea seca, la dtura de la plantay lalongitud de la raiz en comparacién con €l
control.

Walpola'y Yoon (2013) relacionaron e desarrollo de la planta a crecimiento y
multiplicacion celular que resulta de una buena absorcion nutrimental, los cuales
aumentan su disponibilidad gracias a la accion de los microrganismos y a la produccion
de fitohormonas como el acido indol-acético.

4.2.2 Variables bioguimicas

Las variables bioquimicas evaluadas en e sustrato turba/suelo nativo que
respondieron positivamente a la aplicacion de coindculos BSF presentando diferencias
significativas con respecto a control (p<0.05) fueron actividad de fosfatasa alcalina,
contenido de P disponible y concentracion de P foliar (Cuadro 9). La actividad de
fosfatasa alcalina aument6 13.7% con C8 (Pseudomonas sp. 1+ Enterobacter sp. 2), €
contenido de P disponible incrementdé 4359% con C3 (Enterobacter sp.
1+Pseudomonas sp. 2) y la concentracién de P foliar incrementdé 51.2% con C5
(Enterobacter sp. 1+ Acinetobacter sp.). Mientras que €l pH aumentd en dos unidades,
presentando el valor mas elevado C15 (Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2) (Cuadro
9).

Las variables bioquimicas evaluadas en el sustrato bagazo compostado/suelo
nativo que respondieron positivamente a la aplicacién de coindculos BSF presentando
diferencias significativas con respecto a control (p<0.05) fueron actividad de fosfatasa
&cida y fosfatasa alcalina, con un incremento del 51.3% (Cl2=Enterobacter sp.
2+Bacillus sp.) y 112.6% (C7=Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2)
respectivamente, contenido de P disponible (67.1%) con C6 (Pseudomonas sp.
1+Bacillus sp.) y € pH disminuyé en 0.4 unidades con C3 (Enterobacter sp.
1+ Pseudomonas sp. 2) (Cuadro 10).
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Cuadro 9. Efecto de la coinoculacion de bacterias solubilizadoras de fosfato sobre algunas variables bioquimicas (media £ error
estandar) en un sustrato de turba/suelo nativo cultivado con maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) bao condiciones de

invernadero.
Actividad de fosfatasa Fosforo X .
Coindculo  Bacterias solubilizadoras de fosfato (ng de p-nitrofenol g*h™*) disponible pH FOSfO'[; foliar
""""" sida T adcaiina 7 (mgkgh) o)
C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 175.32 + 8.27 def 22349+ 9.69f 11.94+ 0.84 bc 6.73+ 0.03 ab 0.38+0.05c
Cc2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 98.67£5.84¢g 306.29 + 8.98 cd 7.6 £ 0.47 ef 6.93+0.06ab 0.42+0.02bc
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 222.76 + 25.18 cd 290.61 + 15.85 cde 178+ 094 a 6.76 £ 0.2 ab 0.4+ 0.05bc
C4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 158.18 + 30.75 defg 248 + 10.62 ef 115+ 0.84bcde 6.7+0.15ab 0.45+ 0.05bc
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 127.18 + 8.33 efg 22512 + 18.47 f 9.01+ 1.36 cde 713+0.12a 0.62+011a
C6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 1844+ 7.32 de 455,49 + 21.24 ab 8.79+ 0.81 cde 6.9+ 0.05ab 0.5+ 0.1abc
C7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 223.51 + 25.88 cd 457,57 £ 35.8 ab 8.57 £ 0.78 def 7+02ab 0.57+£0.09 ab
Cc8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 338.25+ 10.93a 496.62 £ 8.84 a 6.73 + 0.96 ef 7.1+0.15ab 0.41+£0.02 bc
(0] Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 271+ 30.51 bc 475.01+17.12a&b 9.33+ 0.39 cde 71+0.2ab 0.36+0c
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 110.39 + 13.2fg 328.2+ 26.76 c 347+£096¢g 6.6+0.1b 0.42+0.04 bc
C11 Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 161.14 + 11.45 defg 157.99 £ 13.89¢g 8.36 + 1.03 def 6.93+0.18ab 0.45+0.01bc
Ci12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 184.41 + 49de 294.89 + 18.53 cde 5.21+ 1.49fg 6.93+ 0.26 ab 0.37£001c
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 104.47 £ 18.43 g 287.65 + 18.01 cde 6.08 £ 0.39 efg 7.13+0.23a 0.39+0.04 bc
C14 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 161.31 + 17.82 defg 226.33+ 16.6f 8.36 £ 1.9 def 7.06+0.08ab 0.46+ 0.01 abc
Ci15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 105.28+ 4519 267.33 + 15.09 def 1259+ 1.28b 7.16+0.03 a 0.41+£0.01bc
C Control sin coinéculo 300.24 + 27.43 ab 436.86 £ 5.85b 332+08¢g 51+01c 0.41+£0.02 bc

Medias con letras iguales en una misma columna no presentan diferencia significativa entre los coinéculos (Duncan, p < 0.05)
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Cuadro 10. Efecto de la coinoculaciéon de bacterias solubilizadoras de fosfato sobre algunas variables bioquimicas (media = error
estandar) en un sustrato de bagazo compostado/suel o nativo cultivado con maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) bajo condiciones
de invernadero.

Actividad de fosfatasa

Faésforo disponible

Fésforo foliar

P - ™, : 11,1
Coinéeulo  Bacteriassolubilizadorasdefosfato gf:?j;d_eg-_nl_tf_oiefq 9a|':;| i_:];_ L (mg kg™ pH (%)
C1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 289.44 + 16.78 bcd 319.98 + 28.52 efg 126.69 + 11.45 ab 8+ 0.11 bcde 0.36+0.01a
Cc2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 236.98 + 27.47 de 297.32 + 24.19 fgh 104.5+ 12.94 abcde 8.1 + 0.15 abcde 04+0.04a
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 368.77 + 20.64 abc 403.66 £ 2.76 cdef 120.4 £ 5.56 abc 783+0.15e 0.49+0.07 a
Cc4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 316.66 £ 40.69 bcd  585.62 + 116.69 abc 116.25 + 7.07 abcd 7.86 £ 0.09 de 041+004a
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 261.31 +50.75 cd 665.37 + 131.01 ab 12419+ 16.81abc  8.01 £ 0.2 bcde 0.49+0.08a
C6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 373.88+ 46.84 abc  543.96 + 148.08 abcd 130.24+ 4.84a 8.36 £ 0.09 ab 0.44+0.02a
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 39154+ 72.84 ab 739.97+ 7757 a 110.79+ 10.2abcd 8.1+ 0.09abcde 0.43+0.04a
c8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 258.17 + 19.73 cd 585.04 + 51.54 abc 104.03 +9.65abcde  8.31+0.02 ab 0.41+0.03a
C9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 322.45 + 3.75 bed 521.83 + 44.3 abcde 109.84 + 10.6 abcd 8.32+ 0.05ab 0.36+0.02a
C10 Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp. 305.27 £ 26.03 bcd  465.36 + 43.35 bcdef  101.77 £ 2.96 abcde  8.23 £ 0.01 abc 0.44+£0.06 a
Cc11 Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 364.85+21.71abc 48153+ 14.38bcdef  97.03 + 11.92 bede 8.3+ 0.05ab 04+0.02a
C12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 45519+ 28.08a  425.28 + 104.05 cdef 85.64 + 11.86 def 8.43+0.03a 04+0.02a
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 265.59 + 63.7 cd 124.61 + 9.57 gh 94.54 + 7.38 cdef 8.06+£0.08bcde 0.35+0.01a
Cl4 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 138.38+ 26.28 e 104.62+28.03 h 85.17 + 10.91 def 8.2+ 0.1 abcd 042+ 0.05a
Ci15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 133.32+13.37¢ 124.44 + 9.08 gh 65+ 5.45f 7.93 £ 0.08 cde 045+001a
C Control sin coindculo 300.76 + 14.75bcd  348.04 + 14.15 def 77.93 + 4.64 ¢f 822+01abcd 0.44+0.03a

Medias con letras iguales en una misma columna no presentan diferencia significativa entre los coinéculos (Duncan, p < 0.05)
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La actividad de fosfatasa acida registrada en los sustratos evaluados en este
estudio es similar a la reportada por Arzuaga et al. (2005) de 336.25 y 457.86 ug de p-
nitrofenol g* h™* en tres 6rdenes de suelos con situaciones de uso diferentes: un Entisol
(suelo virgen y bajo uso citricola), un Alfisol (suelo virgen, suelo con arroz y con ex
arrocera en descanso con pastura natural) y un Vertisol (suelo virgen y pastura
implantada con Setaria sp.). Lara et al. (2011) reportaron que los géneros bacterianos
gue con mayor frecuencia intervienen en el proceso de solubilizacion de fosfato son
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter y Azospirillum ya que presentan
amplia versatilidad genética y utilizan varios mecanismos de solubilizacién, entre ellos
la produccién de écidos organicos y altos niveles de fosfatasas. En €l presente estudio
los coindculos que presentaron la mayor actividad de fosfatasa incluyeron especies de
los géneros bacterianos anteriormente mencionados.

Walpola y Yoon (2012) evaluaron € efecto de la coinoculacion de Pantoea
agglomeranst+Burkholderia anthina en un cultivo de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) y encontraron que la coinoculacion de estas BSF aument6 el contenido
de P disponible en € suelo, e cual oscild entre 108.18 y 110.06 mg kg™. Similares
contenidos de P disponible se detectaron en e sustrato de bagazo compostado/suelo
nativo mediante la coinoculacion de BSF, la cual aumenté el contenido de este nutriente
con respecto a control.

Los resultados sugieren que e aumento en la actividad de fosfatasa alcalina en
ambos sustratos con la coinocul acion de BSF propicié un incremento en el contenido de
P disponible, como |o muestra la asociacién positiva entre estas variables (r = 0.367,
p<0.000). La materia organica proveniente de la turba o e bagazo compostado
posiblemente estimul 6 la produccion de fosfatasa por parte de los coindculos BSF, al ser
la principal fuente de inositolfosfato, acidos nucleicos y fosfolipidos (Restrepo et al.,
2015).

Algunas bacterias también pueden solubilizar fosfatos insolubles sin producir
acidos organicos. En estos casos, ademas de la produccion enzimatica, se ha propuesto
gue el mecanismo principal responsable de la solubilizacion de fosfato es la produccion
de protones durante la asimilacion de NH4", o a través de las actividades respiratorias

(Patifio-Torres y Sanclemente-Reyes, 2008), probablemente este sea el mecanismo que
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utilizan los coinoculos BSF que presentaron |os valores més altos de P disponible en €l
sustrato.

Se encontraron efectos significativos de la interaccion coindculoxsustrato para
las variables P disponible, pH (Cuadro 11), fosfatasa acida y fosfatasa alcalina (Cuadro
12), °Bx, y biomasa aérea seca (Cuadro 13). Todas estas variables presentaron los
mayores valores en € sustrato bagazo compostado/suelo nativo. Los coindculos BSF
gue favorecieron estas variables en este sustrato de bagazo compostado/suelo nativo
fueron C1 (Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1) para biomasa aérea seca, C3
(Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2) para °Bx, C6 (Pseudomonas sp. 1+Bacillus
sp.) para P disponible, C12 (Enterobacter sp. 2+ Bacillus sp.) para fosfatasa alcalina, C3
(Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2) para pH y C7 (Pseudomonas sp.
1+Pseudomonas sp. 2) para fosfatasa &cida. Estos resultados sugieren gue la efectiva
colonizacion de la rizosfera por los coinéculos BSF y su efecto en € desarrollo y
crecimiento de plantas de maguey espadin estuvo influenciada por €l tipo de sustrato. Lo
cual parece indicar que € sustrato que mas favorecid la colonizacién de BSF en la
rizésfera de maguey espadin fue € bagazo compostado/suelo nativo. El adecuado
establecimiento de las BSF esta condicionado por factores tales como el pH, la salinidad,
tipo de MO, humedad y temperatura (Sharan et al., 2008). Probablemente el pH inicial
de los sustratos fue la variable que mayor influencia gercidé sobre una colonizacion
eficiente de las BSF en la rizésfera de maguey espadin, puesto que € sustrato bagazo
compostado/ suelo nativo tuvo un valor inicia de pH de 7.2 (Cuadro 1), € cua es
semejante a valor de pH (7.5) de los suelos cultivados con este maguey (Bautista-Cruz
et a., 2007) de donde se aislaron originamente las cepas individuales de BSF empleadas
en el presente estudio (Martinez-Gallegos, 2014). Esto refuerza la necesidad de contar
con cepas BSF nativas procedentes de |os ecosistemas 0 agroecosistemas en estudio para
tener una mayor probabilidad de colonizacion cuando sean aplicadas a condiciones de

campo.
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Cuadro 11. Efecto de la interaccién sustratoxcoinéculo en variables bioguimicas (media
+ error estandar) en sustratos érgano-minerales cultivados con maguey espadin (Agave
angustifolia Haw.) bajo condiciones de invernadero.

Fosforo
Coindculo Bacterias solubilizador as de fosfato disponible pH
(mg kg™
Sustrato de turba/suelo nativo

Cc1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 11.94+0.85h 6.73 + 0.03 efg
c2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 76+047h 6.93 + 0.06 efg
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 178+ 0.94h 6.76 + 0.2 efg
c4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 11.51+0.84 h 6.7+ 0.15fg
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 9.01+1.36h 7.13+0.12 €f
Cc6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 8.79+0.81h 6.9 £ 0.05 efg
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 8.57+0.78 h 7+0.2¢€fg
Cc8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 6.73+0.96 h 7.1+£0.15¢€f
Cc9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 9.33+0.39h 71+£02¢€f
C10 Enterobacter sp. 2+ Acinetobacter sp. 3.47+0.96 h 66+0.1g
c1a Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2 8.36+1.03h 6.93 + 0.18 efg
C12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 521+149h 6.93 + 0.26 efg
C13 Acinetobacter sp.+Bacillus sp. 6.08+0.39 h 7.13+ 0.23 ¢f
C14 Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2 836+19h 7.06 + 0.08 ef
C15 Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2 1259+ 1.27 h 7.16+0.03e

C Control sininéculo 332+£0.8h 51+01h

Sustrato bagazo/suelo nativo

Cc1 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1 126.69+ 11.45a 8+ 0.11 abcd
c2 Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp. 1045+ 1294 bcde 8.1+ 0.15 abcd
C3 Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2 120.4 + 5.55 abc 7.83+0.15d
c4 Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2 116.25 + 7.07 abed 7.87+£0.09cd
C5 Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp. 1242 +16.81 ab 8.01 + 0.2 abcd
Cc6 Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp. 13024+ 4.84a 8.36 + 0.09 ab
c7 Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2 110.79 + 10.2 abcd 8.1+ 0.09 abcd
Cc8 Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2 104.03+9.65bcde  8.31+ 0.02 abc
Cc9 Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. 109.84 + 10.6 abcd 8.32+ 0.05ab
C10 Enterobacter sp. 2+ Acinetobacter sp. 101.78 + 2.96 cde  8.23 + 0.01 abcd
c1a Bacillus sp.+ Pseudomonas sp. 2 97.03 + 11.91 def 8.3+ 0.05 abc
C12 Enterobacter sp. 2+Bacillus sp. 85.64 + 11.86 efg 843+ 0.03a
C13 Acinetobacter sp.+ Bacillus sp. 94.54 + 7.38 def 8.06 + 0.08 abcd
C14 Enterobacter sp. 2+ Pseudomonas sp.2 85.17 + 10.91 efg 8.2+ 0.1 abcd
C15 Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp.2 65+545¢ 7.93 + 0.08 bed

C Control sinin6culo 77.93+4.64fg 8.22 + 0.1 abcd

sustratoxcoinéculo p <0.000 <0.000

Medias con letras igual es en una misma columna no presentan diferencia significativa entre las
interacciones (Duncan, p < 0.05)
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Cuadro 12. Efecto de la interaccion sustratoxcoindculo en la actividad de fosfatasa
(media £ error esténdar) en sustratos érgano-minerales cultivados con maguey espadin
(Agave angustifolia Haw.) bajo condiciones de invernadero.

Coinéculo Bacterias solubilizador as de fosfato

Actividad de fosfatasa
(ng de p-nitrofenol g*h™*)

alcalina

C1
C2
C3
C4
C5
C6
Cc7
C8
Cc9
C10
C11
C12
C13
Cil4
C15

C1
C2
C3
C4
C5
C6
Cc7
C8
Cc9
C10
C11
C12
C13
Cil4
C15
C

Sustrato de turba/suelo nativo

Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1
Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp.
Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2
Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp.2
Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp.
Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp.
Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp.2
Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2
Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.
Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp.
Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2
Enterobacter sp. 2+Bacillus sp.
Acinetobacter sp.+Bacillus sp.
Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2
Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2
Control sininéculo

223.49 + 9.69 mnop
306.29 + 8.98 fghijklm
290.61 £ 15.85 hijkIm

248 + 10.62 kimno

225.12 + 18.47 mnop
455.49 + 21.24 cdefghi

457.57 + 35.8 cdefgh

496.62 + 8.84 cde

475.01 + 17.12 cdef

328.2 £ 26.76 efghijklm

157.99 + 13.89 nop
294.89 + 18.53 ghijklm

287.65 * 18.01 ijkIm

226.33 + 16.6 mnop
267.33 = 15.09 jkImn
436.86 * 5.85 cdefghij

Sustrato bagazo/suelo nativo

Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1
Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp.
Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2
Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2
Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp.
Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp.
Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp.2
Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2
Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.
Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp.
Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2
Enterobacter sp. 2+Bacillus sp.
Acinetobacter sp.+ Bacillus sp.
Enterobacter sp. 2+Pseudomonas sp. 2
Acinetobacter sp.+Pseudomonas sp. 2
Control sininéculo
sustratoxcoinéculo p

319.98 + 28.52fghijkim
297.32 = 24.19 ghijkim
403.66 + 2.76 defghijkl
585.62 + 116.69 bc
665.37 = 131.01 ab
543.96 + 148.08 bed
739.97 £ 7757 a
585.04 + 51.54 bc
521.83 + 44.3 bed
465.36 + 43.35 cdefg
481.54 + 14.38 cdef
425.28 + 104.05defghijk
124.61 + 9.57 op
104.62 + 28.03 p
124.44 + 9.08 op
348.04 + 14.15fghijkim
<0.000

175.32 + 8.27 ijkI
98.67+5.841
222.76 + 25.18 ghijk
158.18 + 30.75 jkI
127.18 + 8.331
184.4 + 7.32 hijkl
223.51 + 25.88 ghijk
338.25 + 10.93 bede
271 + 30.51 defgh
110.39 + 13.21
161.14 + 11.45 jkI
184.41 + 4.9 hijkl
104.47 + 18.43 |
161.31 + 17.82 kI
105.28 + 4.51
300.24 + 27.43 bedefg

289.44 + 16.78 cdefg
236.98 + 27.47 fghij
368.77 + 20.64 abc
316.66 + 40.69 bcdefg
261.31 + 50.75 efghi
373.88 + 46.84 abc
391.54+ 72.84 &b
258.17 + 19.73 efghi
322.45 + 3.75 bedef
305.27 + 26.03 bedefg
364.85 + 21.71 bed
455.19 + 28.08 a
265.59 + 63.7 efghi
138.38 + 26.28 ki
133.32+ 13.37 kl
300.76 + 14.75 bcdefg
<0.000

Medias con letras igual es en una misma columna no presentan diferencia significativa entre las interacciones
(Duncan, p < 0.05)
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Cuadro 13. Efecto de la interaccion sustratoxcoinoculo en variables biométricas (media
+ error estandar) de plantas de Agave angustifolia Haw. en sustratos drgano-minerales
bajo condiciones de invernadero.

Coinéculo

Bacterias solubilizador as de fosfato

Biomasa aérea
seca (9)

Solidos solubles en €
tallo
(°Bx)

C1
Cc2
C3
C4
C5
C6
c7
C8
C9
C10
C1i
C12
C13
Ci4
C15

C1
Cc2
C3
C4
C5
C6
c7
C8
C9
C10
C1i
C12
C13
Ci4
C15

sustratoxcoinéeculo p

Sustrato de turba/suel o nativo
Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1
Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp.
Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2
Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2
Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp.
Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp.
Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp.2
Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2
Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.
Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp.
Bacillus sp.+Pseudomonas sp.2
Enterobacter sp. 2+Bacillus sp.
Acinetobacter sp.+ Bacillus sp.
Enterobacter sp. 2+ Pseudomonas sp. 2
Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp. 2
Control sininéculo

55.24 + 5.85 bedefgh
65.66 * 6.55 abcde
51.53 + 4.8 bcdefgh

719+ 2.98ab
67.57 + 7.97 abcd

39.43 + 4.86 ghi

41.79 + 4.28 ghi
48.13 + 2.56 defgh
46.17 + 12.63 fgh

59.13 + 3.31 abcdefg

49.3 + 3.63 bedefgh
45.19 + 2.84 fgh
46.27 + 5.97 efgh

50.5 + 5.31 bcdefgh
42.01 + 6.44 ghi
39.44 + 4.12 ghi

Sustrato bagazo/suelo nativo
Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 1
Enterobacter sp. 1+ Bacillus sp.
Enterobacter sp. 1+Pseudomonas sp. 2
Enterobacter sp. 1+Enterobacter sp. 2
Enterobacter sp. 1+Acinetobacter sp.
Pseudomonas sp. 1+Bacillus sp.
Pseudomonas sp. 1+Pseudomonas sp. 2
Pseudomonas sp. 1+Enterobacter sp. 2
Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp.
Enterobacter sp. 2+Acinetobacter sp.
Bacillus sp.+Pseudomonas sp. 2
Enterobacter sp. 2+Bacillus sp.
Acinetobacter sp.+ Bacillus sp.
Enterobacter sp. 2+ Pseudomonas sp. 2
Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp. 2
Control sininéculo

7726+ 1055a
7279+ 6.79 ab
46.95+ 2.11 efgh
56 + 10.27 bedefgh
40.95 + 1.9 ghi
51.79 + 3.21 bedefgh
49.05 + 5.65 bedefgh
62.12 + 7.17 abcdef
48.84 + 11.06 cdefgh
72.13+0.09 ab
56.1 + 1.99 bcdefgh
44.84 + 3.17 fgh
40.48 + 5.69 ghi
37.37+5.42 hi
68.32+ 2.2 abc
23.14 + 2.33i
<0.000

18 + 2.08 defghi
20.33 + 1.85 cdef
18.66 + 1.45 defgh
11.66 + 0.66 kI
14.66 + 2.33 ghijkl
14.66 + 0.33 ghijkl
27+208a
12 + 2.08 jkI
16 + 0.57 efghijk
10+ 1.15Im
14.33 + 1.85 ghijkl
13.33 + 0.33 hijkl
17.66 + 0.88 defghij
17.33 + 1.2 efghij
15.66 + 1.85 fghijk
12.8 + 1.31ijkl

25+ 2.51 abc
26.33+2.18 ab
28.33+2.33a
21.33 + 1.45 becde
19.33+ 1.76 defg
23.33 = 1.2 abcd
26+ 1.15ab
566+ 12m
15.66 + 1.2 fghijk
25+ 2.3 abc
20.66 * 0.88 cdef
14.66 + 2.18 ghijkl
27t2a
19.66 + 1.45 cdefg
14.66 + 0.88 ghijkl
14.6 £ 1.72 ghijkl
<0.000

Medias con letras igual es en una misma columna no presentan diferencia significativa entre las
interacciones (Duncan, p < 0.05)
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V. CONCLUSIONES

El coinéculo formado por Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. demostro ser €l
mas eficiente para solubilizar fosfato tricalcico in vitro, mientras que la mayor cantidad
de P mineralizado se registré con Pseudomonas sp. 1+Acinetobacter sp. y Acinetobacter
sp.+Bacillus sp. cuando se empled B-glicerolfosfato como fuente organica de fosfato.

La aplicacion de coindeculos bacterianos solubilizadores de fosfato nativos en
plantas de maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) bajo condiciones de invernadero
increment6 diversas variables biométricas como biomasa aérea fresca y seca, biomasa
radicular fresca'y seca y sdlidos solubles en el tallo (°Bx). La coinoculacion también
tuvo un efecto positivo en algunas variables bioquimicas como actividad de fosfatasa
aciday fosfatasa alcalina, pH y P disponible de los sustratos evaluados. Sin embargo, la
interaccion significativa sustratoxcoindculo sugirié que la efectiva colonizaciéon de la
rizosfera por los coindculos bacterianos solubilizadores de fosfato y su efecto en el
desarrollo y crecimiento de plantas de maguey espadin estuvo influenciada por €l tipo de
sustrato.

Variables como biomasa aérea seca, P disponible, °Bx, fosfatasa acida y
fosfatasa alcalina presentaron los valores més adtos en € sustrato bagazo
compostado/suel o nativo con los coindculos C1, C6, C3, C7 y C12 respectivamente. Por
lo que, se sugiere confirmar e efecto positivo de estos coinéculos bacterianos
solubilizadores de fosfato, tanto en el cultivo de maguey espadin como en la fertilidad
del suelo en condiciones de campo.
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