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RESUMEN

Los suelos calacearos cultivados con maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) son deficientes
en fosforo (P) disponible, por lo tanto, requieren de una contribucion adicional para cubrir las
necesidades de las plantas. Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) tienen la capacidad de
incrementar la disponibilidad de P para las plantas a través de la solubilizacion de los fosfatos
insolubles del suelo a formas asimilables y disponibles. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre la disponibilidad de P y la
actividad de fosfatasa (acida y alcalina) en el suelo, crecimiento y desarrollo de plantas de 2-3 afios
de maguey espadin en condiciones de campo. Para ello, se utilizé un disefio completamente al azar
con 5 tratamientos y 25 repeticiones. Los tratamientos evaluados fueron: T1 (Enterobacter sp. 1 +
Pseudomonas sp. 1), T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp.), T3 (Pseudomonas sp. 1 +
Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas putida) y control sin inocular. Con respecto al control T2
incrementd 22.98% la altura de la planta, 183.75% el peso fresco de las hojas, 391.44% el peso
seco de las hojas, 49.61% el diametro del tallo, 213.65% el peso fresco del tallo y 193.98% el peso
seco de raices. Los °Brix aumentaron 50% con T1. La actividad de fosfatasa &cida incremento
20.37% con T3, 14.81% con T4y 11.11% con T1. Las plantas de agave son plantas de ciclo largo,
por lo cual, se sugiere confirmar el efecto positivo de estos bioinoculantes en la planta por un

periodo mayor a 12 meses.

Palabras clave: Bacterias solubilizadoras de fosfato, fosfatasa acida, maguey espadin, parametros

de crecimiento



ABSTRACT

Calacearian soils cultivated with maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) Are deficient in
available phosphorus (P), therefore, they require an additional contribution to cover the needs of
the plants. Phosphate-solubilizing bacteria (BSF) have the ability to increase the availability of P
for plants through the solubilization of insoluble phosphates from the soil to available and
assimilable forms. The aim of this work was to evaluate the effect of phosphate solubilizing
bacterial consortiums on the availability of P and the phosphatase activity (acid and alkaline) in the
soil, growth and plant development of 2-3 years of maguey sprat in conditions of field. For this, a
completely randomized design with 5 treatments and 25 repetitions was used. The treatments
evaluated were: T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp. 1), T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus
sp.), T3 (Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas putida) and control without
inoculate. With respect to the control T2 increase, the height of the plant increased by 22.98%, the
fresh weight of the leaves was 183.75%, the dry weight of the leaves was 391.44%, the diameter
of the stem was 49.61%, the fresh weight of the stem was 193.65%, and 193.98% the fresh weight
of the stem. dry weight of roots. ° Brix increased 50% with T1. Acid phosphatase activity increased
20.37% with T3, 14.81% with T4 and 11.11% with T1. Agave plants are long-cycle plants, so it is
suggested to confirm the positive effect of these bio-inoculants in the plant for a period longer than

12 months.

Key words: Phosphate solubilizing bacteria, acid phosphatase, maguey sprat, growth parameters



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

En la rizésfera un alto nimero de especies bacterianas son capaces de ejercer un efecto benéfico
mediante diferentes mecanismos sobre el crecimiento de las plantas, y han sido llamadas Bacterias
Promotoras del Crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) (Acevedo et al., 2014). Dentro
de estas, las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) desempefian una funcién importante en la
nutricion de las plantas a través de un incremento en la disponibilidad de fosforo (P) (Liu et al.,
2015). Estas bacterias pueden mineralizar y solubilizar el P de fuentes organicas e inorganicas
insolubles respectivamente, y liberar el P de forma soluble a la solucion del suelo en donde puede

ser absorbido por las raices de las plantas (Anzuay et al., 2017).

Después del nitrégeno, el P es el elemento mas importante para el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Oufdou et al., 2016). Esta involucrado en varias funciones clave como metabolismo
energético, fotosintesis, respiracion, fijacion de nitrégeno y regulaciéon enzimatica (Viruel et al.,
2014). Por lo tanto, el P es un componente esencial en el metabolismo de las plantas comenzando
desde la division celular a la regulacion de las rutas metabolicas y procesos de crecimiento (Panda
etal., 2016). La concentracion de P disponible para las plantas es inherentemente baja, se considera
que el P en el suelo tiene dos origenes, P nativo que es liberado a la solucién del suelo por desgaste
del material parental del suelo (minerales primarios) y restos de P como resultado de aplicaciones

pasadas de fertilizantes-P y abonos organicos (Owen et al., 2015).

En suelos calcareos y alcalinos una gran cantidad de P se encuentra precipitado con iones de calcio
(Ca) y magnesio (Mg) (Liu et al., 2015). La indisponibilidad de P en suelos &cidos se debe a su

precipitacion con cationes altamente reactivos de hierro (Fe) y aluminio (Al) (Liu et al., 2014).



El mecanismo mas importante de solubilizacién de fosfatos inorganicos es la produccion de acidos
organicos de bajo peso molecular tales como acido gluconico, acido citrico, acido malico, acido
oxalico, acido succinico, acido lactico, acido fumarico y acido tartarico, entre otros. La produccion
de &cidos puede conducir a la secrecion de H*, intercambio de aniones de PO4? por 4cido anionico
(Oufdou et al., 2016). Las enzimas fitasa y fosfatasa son responsables de la mineralizaciéon de
fosfatos organicos (Zheng et al., 2017). En la agricultura moderna, se aplican frecuentemente
fertilizantes-P a los campos de cultivo para aumentar la produccion, debido a que la mayoria de los
suelos agricolas son deficientes en P y por lo tanto requieren una contribucién de P para cubrir las

necesidades de las plantas (Oufdou et al., 2016; Anzuay et al., 2017).

Agave angustifolia Haw., planta conocida regionalmente en Oaxaca (México) como “maguey
espadin” es una especie cultivada de gran valor socioeconémico para esta entidad, debido a su uso
como ingrediente basico en la produccion de mezcal, una bebida alcohdlica tradicional. Se estima
que existen mas de 8422.7 hectareas cultivadas con este maguey (OIEDRUS, 2011). Sin embargo,
a pesar de su importancia econémica existe muy poca informacién relacionada al manejo de la
fertilidad de los suelos y nutricion de las plantas (Chagoya-Méndez, 2004). Bautista-Cruz et al.
(2007) reportaron las condiciones de fertilidad de los suelos cultivados con maguey espadin en el
distrito de Tlacolula, Oaxaca (México) de acuerdo a las condiciones topograficas de los
agrosistemas y a la edad de las plantas y concluyeron que en general, los suelos son pobres en

materia organica, nitrogeno y P.

La busqueda de PGPR, asi como la investigacion sobre sus propiedades biologicas estan
aumentando a un ritmo acelerado, muchos trabajos han informado de una mejora significativa en
el crecimiento y el rendimiento de los cultivos en respuesta a la inoculacion microbiana, las

aplicaciones de estas asociaciones se han investigado en maiz, avena, cebada, frijol, soja, papas,
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lenteja, tomate, trigo y pepino (Gouda et al., 2018). Sin embargo, los estudios enfocados en plantas
de agave son escasos. Bautista-Cruz et al. (2015) encontraron efectos positivos de la inoculacién
de BSF en maguey espadin sobre el crecimiento de las plantas, principalmente en el contenido de
materia seca de la parte aérea, biomasa radical, didmetro del tallo, longitud de la raiz, nimero de
hojas desplegadas y aumento en la cantidad de P disponible en el suelo en comparacion con las

plantas de maguey sin inocular.

Similarmente Torre-Ruiz et al, (2016) aisl6 BSF de la de la rizésfera de A. americana, y
encontraron un efecto positivo de estos aislados sobre el peso seco, diametro del tallo, nimero de
hojas desplegadas, longitud de la raiz y contenido de azlcar en comparacion con plantas control
sin inocular de A. americana. Otros estudios realizados por Ruiz et al. (2011) informaron que la
aplicacion de tres cepas BSF [Gluconoacetobacter diazotrophicus (Pal5), los diazotr6fos (11B) y
Pachaz (008)] y un hongo micorrizico arbuscular [Glomus intraradices (AMF)] a las raices de A.
tequilana Weber var. Azul. mostré un aumento significativo en el peso fresco, seco y altura de las

plantas en comparacion con plantas no inoculadas.

Martinez-Rodriguez et al. (2014) detectaron capacidad de fijacion de nitrogeno, produccion de
auxinas y solubilizacion de fosfatos en bacterias enddfitas aisladas de las bases de hojas de A.
tequilana Weber var. Azul pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Bacillus y Pseudomonas y

sugirieron su potencial para usarlas como bioinoculantes en A. tequilana Weber var. Azul

Otros trabajos realizados con cactaceas como el de Lopez et al. (2011); Lopez et al. (2012)
mostraron efectos positivos de la inoculacion de BSF en Mammillaria fraileana, las plantas
aumentaron significativamente el peso seco con respecto a las plantas no inoculadas. Asi mismo,

Bashan y Puente (1999) encontraron que la inoculacion de BSF a plantas jovenes de tres especies



de cactus Pachycereus pringlei, Stenocereus thurberi y Lophocereus schottii les indujo una alta
tasa de supervivencia y se desarrollaron mas rapido en comparacion con plantas control no
inoculadas. Chavez-Ambriz et al. (2016) evaluaron la inoculacién de cepas bacterianas sobre el
crecimiento de plantas de Mammillaria zeilmanniana Boed. y encontraron un efecto positivo sobre
la floracién con un incremento en el porcentaje de plantas con flor con respecto al testigo sin

inocular.

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre la disponibilidad de
fosforo y la actividad de fosfatasa (acida y alcalina) en el suelo, crecimiento y desarrollo de plantas
de 2-3 afios de Agave angustifolia Haw. en condiciones de campo, como una posible estrategia

agroecoldgica que permita incrementar la fertilidad del suelo y el rendimiento de este cultivo.

1.2 Obijetivos especificos

Evaluar la respuesta en el crecimiento y desarrollo de plantas de Agave angustifolia a la aplicacion

de bioinoculantes bacterianos solubilizadores de fosfato

Cuantificar el contenido de fosforo disponible en el suelo y el contenido de este nutriente en el

tejido foliar



Cuantificar la actividad enzimatica de las fosfatasas (acida y alcalina) en la rizésfera de A.

angustifolia

1.3 Hipotesis

La aplicacién de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato al suelo rizosférico de A.

angustifolia aumenta la disponibilidad de P y promueve su desarrollo y crecimiento

CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

La investigacion de cepas de Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR) aisladas de
diferentes suelos con el potencial de ser utilizadas como bioinoculantes ha aumentado en los
ultimos afios, sin embargo, los estudios enfocados a agaves son escasos. Bautista-Cruz et al. (2015)
reportaron la efectividad de aislados BSF nativos de la rizosfera de A. angustifolia para promover
el crecimiento de estas plantas en suelos deficientes en P bajo condiciones de invernadero, las
cuales incrementaron significativamente su contenido de biomasa aérea seca, biomasa radical,
diametro del tallo, longitud de la raiz, nimero de hojas desplegadas y cantidad de P disponible en

el suelo.



Martinez-Rodriguez et al. (2014) evaluaron bacterias enddfitas pertenecientes a los géneros
Acinetobacter, Bacillus y Pseudomonas aisladas de las hojas de Agave tequilana Weber var. Azul.
y encontraron que las bacterias examinadas en su estudio tenian rasgos promotores del crecimiento
vegetal por su capacidad de solubilizacion de fosfato de un cultivo “in vitro” y sugirieron su

potencial para usarlas como bionoculantes para el crecimiento de A. tequilana.

Rhizobium daejeonense, Acinetobacter calcoaceticus y Pseudomonas mosselii aisaldos de la
rizosfera de Agave americana demostraron ser capaces de sintetizar cido indol-3-acético (AlA),
solubilizar fosfato y tener actividad nitrogenasa, estas cepas tuvieron un efecto positivo sobre el
peso seco, didmetro del tallo, nimero de hojas desplegadas, longitud de la raiz y contenido de

azlcar en comparacion con plantas control sin inocular de A. americana (Torre-Ruiz et al., 2016).

Lopez et al. (2012) reportaron que la inoculacién de Mammillaria fraileana con bacterias endéfitas
solubilizadoras de fosfato increment6 el peso seco de la planta y éste fue mayor en los cactus

inoculados con Enterobacter sakazakii M2PFe.

Puente et al. (2009) inocularon plantulas de un cactus Pachycereus pringlei de lento crecimiento
con bacterias endofitas solubilizadoras de fosfato, Klebsiella sp. SENDO 2, Acinetobacter sp.
SENDO 1, Pseudomonas sp. SENDO2 y Bacillus sp SENDO 6. y encontraron con cualquier
bioinoculante aplicado de manera individual o en consorcios, un crecimiento significativamente

mayor en los cactus en comparacion con las plantas control sin bioinoculante.



2.2 Marco tedrico

2.2.1 Agave y mezcal

México es el centro de origen de la familia de las Agavaceas, a la cual pertenece el maguey, incluye
288 especies, 166 de las cuales son magueyes, agrupados en el género Agave. En el pais se han
encontrado 125 especies de agaves lo que representa el 75% del total mundial (Cervantes, 2002),

el mayor nimero se concentra en Oaxaca con 23% (Garcia-Mendoza et al., 2004).

Los magueyes son plantas que necesitan mucho tiempo en desarrollarse, generalmente tardan entre
cinco y catorce afios en alcanzar la madurez reproductiva, siendo el momento en el cual, la cantidad
azUcares almacenados en su tallo, llega a su maximo contenido (llisey et al., 2005). Los productores
de maguey prefieren utilizar Agave angustifolia Haw. debido que esta especie es de ciclo corto de
aprovechamiento pues tarda de 5 a 7 afios en llegar a la madurez, produce pifias de mayor tamafio,

por lo que se cultiva en mayor extension con fines comerciales (Espinosa et al, 2002).

En México, el cultivo de agave es de gran importancia ecoldgica, socio-cultural y econémica
porque su tallo conocido como “pina” y sus hojas, se aprovechan de diversas formas, como fuente
de alimento humano, bebida, medicina, combustible, cobijo, ornato, forraje, fibras duras, textiles,
abono, construccién, implementos agricolas entre otros y principalmente en la produccion de
bebidas alcoholicas como el mezcal (Garcia-Mendoza, 2007). El “Mezcal” es el nombre genérico
que viene del ndhuatl mexcalli que significa Agave horneado, esta bebida es obtenida de los
azucares fermentados de las cabezas cocidas de mas de 50 especies del género Agave el cual se
produce en aproximadamente en 26 estados de México (Aguirre y Eguiarte, 2013; Torres et al.,

2015).



La industria del mezcal es la mas importante del estado de Oaxaca ya que genera anualmente
29,000 empleos directos e indirectos (Pérez et al., 2016). Esta es una actividad econdémica que es
un eje potencial de desarrollo de las regiones productoras de agave. De acuerdo con cifras del
COMERCAM (2015) Oaxaca es el estado con mayor produccion de mezcal, con un 93.7 %, siendo

la mayor produccion (77%) elaborada con A. angustifolia (Pérez et al., 2016).

Para el 2015 el mercado de exportacion de mezcal envasado aumentd 79 % con 116 marcas, las
cuales se exportan a 42 paises, siendo Oaxaca el estado que tiene mayor preponderancia con un
78.2 % del total del mezcal envasado en México. El mezcal presenta un ascenso en las cumbres

internacionales y sus estadisticas son prometedoras (COMERCAM, 2015).

2.2.2 Fosforo en el suelo y en la nutricidn vegetal

El P representa ~0.7% de la corteza terrestre, lo que lo convierte en el undécimo elemento méas
abundante (Owen et al., 2015). Es uno de los macronutrientes vegetales esenciales que afecta
profundamente el crecimiento y desarrollo de las plantas (Nobahar et al., 2017). Participa en los
procesos metabdlicos comenzando desde la division celular a la regulacién de las rutas metabdlicas
y procesos de crecimiento (Panda et al., 2016). La mayoria de los suelos agricolas contienen
grandes reservas de P tanto en forma organica como inorganica (Pereira and Castro, 2014). EI P
tiene dos origenes: P nativo, que es liberado a la solucion del suelo por desgaste natural del material
parental (minerales primarios) y restos de P como resultado de aplicaciones pasadas de fertilizantes

y abonos organicos (Sharpley et al., 2013).
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En los suelos el P existe de muchas formas quimicas complejas que difieren notablemente en su
comportamiento, movilidad y resistencia a la biodisponibilidad, por lo tanto, el destino y transporte
del P varia en gran medida segun sus formas (Nobahar et al., 2017). Las plantas solo pueden
obtener el P presente en la solucién del suelo (predominantemente como iones de ortofosfato
primario y secundario cargados negativamente) (Zhu et al., 2018). Solo una pequefia fraccion del
P existente se encuentra en la solucion del suelo (1 ppm o 0.1 %) que esta soluble y disponible para
las plantas (Awais et al., 2017), el resto se encuentra en forma no disponible debido a su fijacion
en el suelo, con iones de calcio (Ca) y magnesio (Mg) en suelos alcalinos (Bhattacharyya and Jha,
2012; Liuetal., 2015; Panda et al., 2016) (con iones de hierro (Fe) y aluminio (Al) en suelos acidos
(Liu et al., 2014). Los iones de fosfato solubles pueden ser adsorbidos por 6xidos de estos metales

y por superficies de minerales arcillosos (Park et al., 2011).

La deficiencia de P es una de las principales limitaciones para el rendimiento de los cultivos en
muchos suelos del mundo (Panda et al., 2016; Anzuay et al., 2017). En consecuencia, la
disponibilidad de P controla el crecimiento y desarrollo de todos los cultivos (Zhu et al., 2018).
Aproximadamente 5.7 billones de hectareas cultivadas en todo el mundo tienen condiciones de
deficiencia de P (Oufdou et al., 2016). Para superar este problema, la mayoria de los agricultores
utilizan fertilizantes quimicos fosfatados que se incorporan al suelo. Este P aplicado se transforma
facilmente en una forma insoluble y estable con disponibilidad limitada para las plantas y solo el
5% o0 menos de la cantidad total de P aplicado en el suelo esta disponible para la nutricion vegetal

(Panda et al., 2016).
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EI P en el suelo a menudo debe reabastecerse repetidamente para satisfacer la demanda de la planta,
en parte porgue se elimina rapidamente de la forma disuelta (disponible para la planta) por sorcién,
precipitacion e inmovilizacion microbiana, se pierde por escorrentia superficial (en particulas y
formas disueltas), flujo subsuperficial (lixiviacion y flujo a través de la matriz del suelo y
macroporos), flujo de drenaje e incluso agua subterranea que puede acelerar la eutrofizacion de las

aguas (Zhu et al., 2018).

2.2.3 Bacterias solubilizadoras de fosfato

La rizosfera es una estrecha region de suelo en proximidad inmediata al sistema radicular habitada
por un gran grupo de bacterias beneficiosas Ilamadas rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (lyer et al., 2017). Las bacterias que residen en la rizésfera mejoran la salud de las plantas
(Goswami et al., 2016) y son capaces de ejercer un efecto benéfico por diferentes mecanismos,
sobre el crecimiento y rendimiento de las plantas (Acevedo et al., 2014). Dentro de estos, las BSF
desempefian una funcién importante en la nutricion de las plantas a través de un incremento en la
absorcion de P por las plantas (Anzuay et al., 2017). Estas bacterias de forma natural pueden
solubilizar y mineralizar el P de fuentes insolubles inorganicas y organicas, respectivamente, y
liberar el P de forma soluble a la solucion del suelo, a través de diferentes mecanismos (Liu et al.,

2015; Gupta et al., 2016).

Las BSF son componentes importantes del suelo e influyen directa o indirectamente en la salud de
las plantas a través de sus actividades Utiles (Panda et al., 2016). Las BSF tienen la habilidad para

disolver parte del P fijado y convertirlo en disponible para los cultivos mediante la secrecion de
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acidos organicos de bajo peso molecular y enzimas (Rodriguez and Fraga, 1999; Tilak et al., 2005).
La actividad de la rizosfera permite la transformacién, movilizacion y solubilizacion de nutrientes
de un area limitada en el suelo y subsecuentemente la absorcion de nutrientes esenciales por las

plantas que mejoran el potencial genético (Viruel et al., 2014).

A pesar de los beneficios agronémicos que pueden ser proporcionados por BSF, su abundancia en
los suelos no es siempre suficiente para competir con otros organismos estabilizados en la rizosfera,
esta situacion requiere la inoculacion de plantas con BSF para incrementar la densidad encontrada
en el suelo y tomar ventaja de sus propiedades para incrementar la productividad (Anzuay et al.,

2017).

Los procesos de solubilizacion de fosfatos son un fendbmeno complejo, que son severamente
afectados por muchos factores como la temperatura, pH, concentracién de oxigeno, materia
organica, etc. (Zhu et al., 2012), especialmente bajo condiciones de estrés (Anzuay et al., 2017).
Bacterias de los géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Proteus, Citrobacter, Klebsiella y
Serratia y algunos hongos filamentosos del suelo, como Aspergillus y Penicillium son capaces de

solubilizar fosfatos (Rodriguez and Fraga, 1999).

2.2.4 Produccion de acidos organicos

La solubilizacién del fosfato mineral por las BSF esta ampliamente asociado con la produccion de
acidos organicos de bajo peso molecular como &cido glucénico, acido citrico, &cido mélico, acido
oxalico, acido succinico, acido lactico, acido fumarico y acido tartarico, entre otros Pande et al.,
2017. La produccién de acidos puede conducir a disminucion del pH, quelar cationes
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principalmente calcio ligado al fosfato a través de sus grupos hidroxilo y carboxilo o competir con
el fosfato por los sitios de adsorcion (Khan et al., 2007; Wei et al., 2018), la liberacion de protones
(H+), intercambio de aniones de PO4% por acido ani6nico principalmente acido gluconico y 2-
cetogluconico (Oufdou et al., 2016). Los acidos organicos convierten el fosfato tricalcico a fosfato
di y mono baésico, resultando en una mayor disponibilidad de P para las plantas. El tipo de acidos
organicos producidos y sus cantidades difieren con diferentes organismos (Awais et al., 2017).
Muchos informes sugieren una correlacion positiva entre la disminucion del pH y la concentracién
de P soluble en el medio (Nohabar et al., 2016; Pande et al., 2017). El P puede ser liberado de
compuestos organicos en el suelo por fitasas que especificamente causan liberacion del P de acido
fitico, por fosfatasas no especificas que realizan desfosforilacion de fosfoester o fosfoanhidrido en
materia organica y por fosfonatasas y liasas C-P que realizan la escision en organofosfatos (Oufdou

etal., 2016).

2.2.5 Importancia de los biofertilizantes bacterianos

Los biofertilizantes son mezclas de cultivos de cepas microbianas que son actualmente el ejemplo
mas ecolégicamente amigable y econémicamente viable de aplicaciones préacticas al suelo para el
beneficio de los agricultores de hoy en dia. (Gupta et al., 2016). La liberacion de estas formas
insolubles y fijas de fosforo es un importante aspecto no solo para incrementar la disponibilidad de
fosforo y la fertilidad del suelo sino también para reducir el impacto ambiental negativo (Panda et
al., 2016). La aplicacion de BSF al suelo puede remplazar o reducir parcialmente el uso de los

fertilizantes fosfatados inorganicos y podria ser uno de los mas bajos costos, alta eficiencia y
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aprovechamiento sustentable para la conservacion de las fuentes de P y evitar la contaminacion por
P (Liu et al., 2015). Debido a los impactos ambientales negativos de los fertilizantes quimicos y
sus costos crecientes, el uso de BSF es ventajoso en las practicas agricolas sostenibles (Pande et
al., 2017). Hoy en dia se pueden encontrar productos comerciales de BSF, sin embargo, aln existen
limitaciones asociadas con la calidad, la confiabilidad y el rendimiento que estan obstaculizando
su progreso en el mercado, debido a estas limitaciones, las bioformulaciones carecen muy por
detras de los productos quimicos, por lo tanto, se debe explorar méas a fondo el empleo de BSF para

incrementar la confiabilidad entre los usuarios finales/agricultores (Kumar et al., 2016).

Hay pocos estudios de BSF aisladas de suelos calcareos con altas cantidades de carbonato de calcio.
Los suelos calcareos presentan condiciones de estrés para el crecimiento de BSF y son uno de los

mayores tipos de suelo para la produccion de cultivos en el mundo (Liu et al., 2015).

Muchos nuevos aislamientos de BSF han atraido la atencion de los agricultores para mejorar el
crecimiento y rendimiento de los cultivos. Sin embargo, la eficacia en campo de estos
biofertilizantes esta restringida en algin momento principalmente debido a la competencia en la
rizosfera y la supervivencia que varia en diferentes condiciones del suelo (Kumar and Mishra,

2016).

2.2.6 Impacto de los fertilizantes

Fertilizantes fosfatados son frecuentemente aplicados particularmente en suelos agricolas para
superar la limitacion de P. Desafortunadamente, la mayoria de los fertilizantes fosfatados pueden
ser inmovilizados por Ca?*, Fe3* y AI** que conducen a la rapida formacion de fosfatos insolubles
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después de su aplicacion, por ello, sélo del 5 al 30% del fertilizante fosfatado aplicado a los suelos

es recuperado por las plantas (Wei et al., 2018).

Las actividades antropogénicas y el uso indiscriminado de productos quimicos en forma de
fertilizantes y pesticidas causan un gran impacto sobre la fertilidad del suelo, la diversidad e incluso
sobre la salud de los animales y humanos. Por otra parte, la produccion de fertilizantes y pesticidas
en si mismo esta dando lugar a problemas tales como la emision de gases de efecto invernadero y
contaminacion ambiental (Kumar and Mishra, 2016). La produccidn de fertilizantes esta basada en
procesos quimicos de fosforo mineral insoluble (mineral de alto grado) tratandolos con &cido
sulfirico a altas temperaturas lo que resulta en un proceso es ambientalmente indeseable y costoso

(Yadav et al., 2017).

Las reservas de roca fosforica extraible para la produccion de fertilizantes inorganicos, son
relativamente pequefios (reservas mundiales actuales estimadas en 260 mil millones de toneladas,
principalmente en el norte de Africa) (Nobahar et al., 2017). Ademas, las reservas de P se estan
agotando, algunos estudios afirman que, con las tasas de extraccidn actuales, las reservas mundiales
de fosfato comercial se agotaran en 50-100 afios y no habré reservas en el suelo. Es una amenaza

potencial para la produccidn sostenible de cultivos (Balemi and Negisho, 2012).
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CAPITULO 3. CONSORCIOS BACTERIANOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS EN EL
DESARROLLO Y CRECIMIENTO INICIAL DE MAGUEY ESPADIN (Agave angustifolia
Haw.) EN CONDICIONES DE CAMPO

3.1 INTRODUCCION

Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) tienen la capacidad de solubilizar fosfatos insolubles
y ponerlos a disposicion de las raices de las plantas para su absorcion. Estas bacterias pueden
mineralizar y solubilizar el P de fuentes organicas e inorganicas insolubles respectivamente, y
liberar el P de forma soluble a la solucion del suelo (Liu et al., 2015; Anzuay et al., 2017). Las
BSF constituyen del 1 al 50% de la poblacion total respectiva en el suelo (Chen et al., 2006). Las
cepas de géneros bacterianos Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium y Enterobacter son las

solubilizadoras de fosfato méas potentes (Panda et al., 2016; Awais et al., 2017).

El P es uno de los principales macronutrientes esenciales de las plantas que regula la sintesis de
proteinas y desempefia una funcion importante en el desarrollo biologico. Junto con estas funciones
esenciales, el P también se asocia con la transduccién de sefiales complejas, la biosintesis
macromolecular, las transformaciones de energia, la respiracion y la fijacion de nitrégeno (Khan
et al., 2010). Aunque la cantidad total de P es alta en muchos suelos, la deficiencia de P es una
limitacidn para el crecimiento de las plantas en todo el mundo debido a su baja disponibilidad en
el suelo (Wei et al., 2016). La mayor parte del P presente en el suelo (95-99%) forma parte de un
compuesto insoluble y por lo tanto no puede ser utilizado por las plantas (Sharpley et al., 2013).
Los compuestos de P en el suelo son altamente reactivos y reaccionan rapidamente con iones de
AI¥* Ca? y Fe** que se vuelven cada vez mas insolubles en el suelo (Pande et al., 2017). El
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principal mecanismo de solubilizacion de fosfato es la produccion de &cidos organicos producto
del metabolismo microbiano, que da como resultado la disminucién del pH en el entorno (Maliha
et al., 2004 Goswami et al., 2016). Algunos de los mecanismos alternativos sugeridos son la
produccién de compuestos quelantes, acidos inorganicos, acidos sulfurico, nitrico y carbdnico

(Pande et al., 2017).

En el estado de Oaxaca, al sur de México, se han cultivado aproximadamente 8 422.7 hectareas
con Agave angustifolia Haw. por méas de 100 afios (OIEDRUS, 2011). A. angustifolia es
coloquialmente referido como “maguey espadin” y es usado como ingrediente basico en la
produccion de mezcal, una bebida alcohdlica tradicional en Oaxaca. Estudios realizados por
Bautista-Cruz et al. (2007), muestran que en general, los suelos cultivados con A. angustifolia son
predominantemente calcéreos, con valores altos de pH, pobres en materia organica y bajos niveles
de P disponible. La 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 idn calcio, formando fosfatos de calcio insolubles (Alia et al., 2013).
En la actualidad existen pocos estudios de BSF aisladas de suelos calcéareos con altas cantidades
de carbonato de calcio (Liu et al., 2015). Los suelos calcareos presentan condiciones de estrés para
el crecimiento de BSF y son uno de los mayores tipos de suelo para la produccion de cultivos en el
mundo (Duarah et al., 2011). Bautista-Cruz et al. (2015) reportaron que el empleo de BSF nativas
puede promover el crecimiento e incrementar la disponibilidad de P para las plantas de A.
angustifolia bajo condiciones semicontroladas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre la disponibilidad de fosforo y la actividad
de fosfatasa (acida y alcalina) en el suelo, crecimiento y desarrollo de plantas de 2-3 afios de Agave

angustifolia Haw. en condiciones de campo.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Area de estudio

El area de estudio se localiza en las areas agaveras de Ejutla de Crespo, Oaxaca (México) a los 16°
69 Ny 96° 71 W (Figs. 1y 2), la precipitacion media anual es de 675.7 mm (INEGI, 2005). Los
principales tipos de suelo son Cambisoles, Luvisoles y Regosoles con una altitud de 1545 m. La
temperatura media anual varia entre los 15.9 a 22.9 °C. Presenta un clima seco extremoso tipo
Ganges canicula (Clave climéatica: BS1hw(w)(e)gw”). Los datos climaticos se obtuvieron de la
estacion climatologica nimero 20202 “Santa Ana Tlapacoyan™ del Servicio Meteoroldgico
Nacional, la cual se ubica a una distancia de 11.7 km de la zona de estudio. Se utilizo la

clasificacion climatica de Garcia (1988).

/
SANTAANA
mmcovm/

SAN JOSE DEL
PROGRESO

Figura 1. Ubicacion del sitio de estudio. Los circulos rojos indican la interpolacion del sitio de estudio y la
estacion climatologica ntimero 20202 Tlapacoyan del “servicio meteoroldgico nacional”.
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Figura 2. Sitio experimental localizado en Ejutla de Crespo, Oaxaca (México).

3.2.2 Obtencidn de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato

Los consorcios BSF usados en este estudio se seleccionaron: i) por su eficiente capacidad
solubilizadora de fosfato tricalcico in vitro, la cual se determind cuantitativamente mediante la
cantidad de P solubilizado, la produccidn de acidos organicos y el cambio en el pH del filtrado del
cultivo bacteriano v, ii) por su efecto positivo en el desarrollo y crecimiento de Agave angustifolia
Haw. bajo condiciones semi-controladas. Las cepas bacterianas empleadas en la preparacion de
estos coindculos se aislaron de suelos semiaridos cultivados con A. angustifolia en el distrito de
Tlacolula, Oaxaca, México (Martinez-Gallegos et al., 2018) y pertenecen a los géneros

Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter y Bacillus.
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La reactivacion de estas cepas se realizd mediante siembra masiva en medio selectivo agar
Sundara Rao y Sinha (SRS) (Sundara y Sinha, 1963) y se verifico su pureza mediante tincion de

Gram.

Para evaluar el efecto de la inoculacion de las BSF sobre el crecimiento y desarrollo de A.
angustifolia se prepararon consorcios bacterianos compuestos por dos cepas de BSF diferentes. En
la obtencion del pre-coinoculo se tomd 1 ml de cultivo bacteriano de cada cepa solubilizadora de
fosfato no antagonica y se inoculé conjuntamente en caldo nutritivo. De cada pre-coindculo se
tomaron 5 ml y se inocularon en caldo nutritivo para posteriormente incubarse a 30 °C y 150 opm
durante 48 h en una incubadora-agitadora. Transcurrido el tiempo de incubacion el pre-coindculo
se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min. El pellet celular obtenido se diluy6 con solucion salina
estéril (SSE) a una concentracion aproximada de 15x108 UFC ml™ de acuerdo con la escala de
McFarland. Los consorcios utilizados de describen en el Cuadro 1. Se obtuvieron tres consorcios

BSF y aparte se utiliz6 una cepa individual comercial de Pseudomonas putida.

Cuadro 1. Tratamientos bioinoculantes de cepas nativas de bacterias solubilizadoras de fosfatos

inoculadas en Agave angustifolia Haw. en condiciones de campo.

Tratamiento Cepas bacterianas
Tl Pseudomonas sp. 1 + Enterobacter sp. 1
T2 Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp.
T3 Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.
T4 Pseudomonas putida
Control Sin inoculo
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3.2 3 Obtencion de hijuelos rizomatosos de plantas de A. angustifolia

Los hijuelos rizomatosos se obtuvieron de plantas de 7-9 afios de A. angustifolia de un cultivo
establecido en el Distrito de Tlacolula, Oaxaca (Fig. 3). Se seleccionaron hijuelos rizomatosos que
presentaron caracteristicas similares en edad (aproximadamente 1 afio), altura y libres de plagas y
enfermedades., a los cuales se les elimind la raiz, dejando Unicamente el rizoma. Las plantas se
dejaron 5 dias en un invernadero para su secado Y cicatrizacion. Posteriormente se sembraron en

almacigo (Fig. 4), se regaron durante dos meses hasta la formacion de raices nuevas.

§ | ¥ yid oS : S '. - '/,,-‘ Wiy bf“
Figura 3. Colecta de hijuelos rizomatosos de Agave angustifolia de un cultivo establecido en el Distrito de
Tlacolula, Oaxaca (México).

Figura 4. Almacigo de hijuelos rizomatosos de Agave angustifolia.
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El muestreo para la caracterizacion del suelo antes del establecimiento del experimento se realizé
a una profundidad de 0-20 cm, se colecté una muestra de suelo en el centro del terreno y cuatro
mas en las esquinas. Las muestras de suelo se colocaron en bolsas de polietileno de 1 kg y se
mantuvieron a una temperatura de 4-5 °C. Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo evaluadas

se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo utilizado en el experimento y su clasificacion

de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002).

Caracteristicas Valor Valor de referencia
pH 8.2 7.4-85
Medianamente alcalino
Materia organica (%) 1.25% 0.6-1.5
Contenido bajo
Fosforo extraible (mg kg™) 1.65 mg kgt <5.5mg kg
baja disponibilidad
Nitrogeno total (%) 0.092% 0.05-0.10
Contenido bajo
Textura 81.68%-8.0%-10.32% Franco arenoso
(arena-limo-arcilla)

3.2.4. Desarrollo experimental

El experimento se realiz6 en condiciones de campo abierto bajo un disefio completamente al azar,
con cinco tratamientos y 25 repeticiones para cada uno. Las raices de los hijuelos de A. angustifolia
se lavaron con abundante agua estéril para eliminar el suelo adherido, se desinfectaron por
inmersion en hipoclorito de sodio al 0.624 % por cinco minutos, posteriormente se lavaron con
agua destilada estéril y se trasplantaron a una parcela experimental de 500 m?. Las plantas de A.

angustifolia se distribuyeron en 25 columnas, separadas por dos metros de distancia, y cinco filas
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con dos surcos de separacion (120 cm) (Fig. 5). Se aplicaron 100 ml de coinoculo BSF a cada una
de las plantas al momento del trasplante y 6 meses después. El cultivo se mantuvo en condiciones

de temporal durante los 12 meses del periodo experimental.

Figura 5. Establecimiento del experimento en campo abierto.

3.2.5 Variables respuesta

Las variables biométricas de respuesta evaluadas bimensualmente fueron i) altura de la planta (AP)
la cual se midi6é con un flexémetro, se tomé como inicio la base de la hoja de la planta de A.
angustifolia hacia la parte superior, ii) Nimero de hojas desplegadas (NHD) contando de manera
visual. El diametro del tallo (DT) se midié al inicio y a los 12 meses al final del experimento, para

ello se utiliz6 un vernier digital. Al finalizar el periodo de evaluacion se determind el contenido de
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solidos solubles (°Brix) en el tallo con ayuda de un refractdmetro de mano, peso fresco (PFH) y
seco de hojas (PSH), peso fresco (PFR) y seco de raices (PSR), y el contenido de P foliar por el
método vanadato molibdato amarillo (Cottenie, 1984). Asi mismo, se determind en suelo
rizosférico al inicio, a los 6 meses y al final del experimento el pH, el contenido de P disponible,
el cual se extrajo con una solucion de NaHCO3 0.5 M ajustada a pH 8.5 siguiendo el método
modificado de Murphy-Riley (Olsen and Sommers, 1982). La actividad de fosfatasa tanto acida
como alcalina se determin6 mediante la cuantificacion espectrofométrica del p-nitrofenol liberado
en 1 g de suelo incubado a 37 °C por 1 h con una disolucion tamponada (pH 6.5 para la fosfatasa
acida 'y pH 11.0 para la alcalina) de p-nitrofenilfosfato, siguiendo el método descrito por Tabatabai

and Bremner (1969).

3.2.6 Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos se sometieron a un anlisis de varianza y a una prueba de comparacion
de medias (Tukey p < 0.05). Los datos registrados fueron transformados por raiz cuadrada. Previo
al andlisis de varianza se determin6 la homogeneidad de varianza y la normalidad de los datos a
través de la prueba Shapiro-Wilk. El analisis estadistico se realiz6 empleando el paquete (Rcmdr)

del software R Project 3.3.4.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Evaluacion del efecto de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre el

crecimiento y desarrollo de plantas de Agave angustifolia Haw.

Con respecto al control, se observé un efecto significativo de los consorcios BSF sobre las
siguientes variables: AP, PFH, PSH, DT, PT, PSR y °Brix. El resto de las variables analizadas no

tuvieron una respuesta significativa a la aplicacion de consorcios BSF.

Con respecto al control el T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp.) increment6 22.98% la altura de
la planta, 183.75% el peso fresco de las hojas, 391.44% el peso seco de las hojas, 49.61% el
diametro del tallo, 213.65% el peso fresco del tallo y 193.98% el peso seco de raices. El efecto
positivo de los consorcios BSF en el desarrollo y crecimiento de A. angustifolia se puede atribuir
(i) a la capacidad de las BSF para mejorar la disponibilidad de nutrientes, particularmente de P
(Martinez-Rodriguez et al., 2014; (ii) a la produccion de hormonas del crecimiento vegetal como
auxinas y giberelinas, con lo cual le proporcionan a la planta condiciones necesarias para su

desarrollo y crecimiento (Sariah et al., 2012).

Similarmente, Ruiz et al. (2011) reportaron que al inocular cepas bacterianas endofitas
solubilizadoras de fosfato a las raices de Agave tequilana Weber var. Azul, se observé un aumento
significativo en la AP. De igual forma Angulo et al. (2014) inocularon cepas bacterianas
rizosféricas solubilizadoras de fosfato sobre plantulas de Eucalyptus nitens y detectaron un
aumento de hasta 50% en la AP, 89% en PSH y 98% en PSR con respecto a plantas control no

inoculadas.
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Figura 6. Efecto de la inoculacion de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre la altura de la
planta de Agave angustifolia Haw. T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp. 1), T2 (Pseudomonas sp. 1 +
Bacillus sp.) T3 (Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas putida), control (sin inocular).
Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05 Tukey). Las barras representan
el error estandar.

Por su parte, Bautista-Cruz et al. (2015) bajo condiciones de invernadero inocularon plantas de A.
angustifolia con algunas cepas BSF utilizadas en este estudio (Enterobacter sp. 1, Pseudomonas
sp., Bacillus sp. y Acinetobacter sp.) y observaron un incremento de 12.1% en la biomasa aérea

seca, 13.6% en el DT y 11.6% en el PSR con respecto a las plantas de A. angustifolia sin inocular.

Torre-Ruiz et al. (2016) reportaron que la inoculacion de plantas de Agave americana con cepas
promotoras del crecimiento vegetal como Acinetobacter calcoaceticus y Pseudomonas mosselii
aisladas de la rizosfera de este agave, tuvieron un efecto significativo en el peso seco de la planta

y DT en comparacion con las plantas de agave sin inocular.
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Teixeira et al. (2007) encontraron incrementos de hasta 223% en la biomasa de raices de
Eucalyptus spp. con una cepa de Bacillus subtilis. Dias et al. (2009) observaron un incremento de
168% en la biomasa de raices de Eucalyptus globulus al ser tratadas con Bacillus Mycoides

(C2T18).

Lopez et al. (2012) encontraron que la inoculacion con bacterias endofitas solubilizadoras de
fosfato en plantas de Mammillaria fraileana incremento el peso seco, y que éste fue mayor en los
cactus inoculados con Enterobacter sakazakii M2PFe. Santos et al. (2013) aislaron bacterias
solubilizadoras de fosfato de la rizosfera de plantas de Agave sisalana y probaron su potencial para
promover el crecimiento en plantas de pepino, encontraron un efecto significativo sobre el
crecimiento y biomasa de la raiz de las plantas de pepino, que aumento hasta en un 95% y 48%,

respectivamente.

Puente et al. (2009) inocularon semillas de un cactus Pachycereus pringlei de lento crecimiento
con bacterias enddfitas solubilizadoras de fosfato Klebsiella sp. SENDO 2, Acinetobacter sp.
SENDO 1, y Bacillus sp. SENDO 6, y como control utilizaron Pseudomonas sp. SENDO2 y
encontraron que la aplicacién de las BSF en cualquier combinacién de consorcios promovié un
efecto significativo en el crecimiento y la cepa control individual tuvo la misma tendencia de

crecimiento que las BSF.
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Figura 7. Efecto de la inoculacion de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre A) Peso fresco
de la hoja y B) peso seco de hoja de Agave angustifolia Haw. T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp.
1), T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp.), T3 (Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas
putida), control (sin inocular). Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05

Tukey). Las barras representan el error estandar.
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Figura 8. Efecto de la inoculacién de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre A) didmetro
del tallo y B) peso fresco del tallo de Agave angustifolia Haw. T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp.
1), T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp.), T3 (Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas
putida), control (sin inocular). Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05

Tukey). Las barras representan el error estandar.
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Figura 9. Efecto de la inoculacién de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre el diametro
del tallo de Agave angustifolia Haw., A) con Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp. y B) control sin inocular.
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Figura 10. Efecto de la inoculacién de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre el peso seco
de la raiz de Agave angustifolia Haw. T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp. 1), T2 (Pseudomonas sp.
1 + Bacillus sp.), T3 (Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas putida), control (sin
inocular). Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05 Tukey). Las barras
representan el error estandar.

Los °Brix registraron el valor méas alto con el T1 (Pseudomonas sp. 1 + Enterobacter sp. 1), los
cuales incrementaron 50% con respecto al control (Fig. 11). Resultados similares fueron
encontrados por Torre-Ruiz et al, (2016) aislaron cepas bacterianas solubilizadoras de fosfato
Rhizobium daejeonense, Acinetobacter calcoaceticus y Pseudomonas mosselii de la rizésfera de

Agave americana, y probaron su potencial en plantulas de A. americana estas cepas tuvieron un
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efecto positivo sobre contenido de azucar en comparacion con plantas control sin inocular de A.

americana.
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Figura 11. Efecto de la inoculacién de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre los °Brix en
el tallo de Agave angustifolia Haw. T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp. 1), T2 (Pseudomonas sp. 1
+ Bacillus sp.), T3 (Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas putida), control (sin
inocular). Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05 Tukey). Las barras
representan el error estandar.

3.3.2 Efecto de los consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre la actividad enzimatica

de la fosfatasa acida y alcalina en la rizésfera de Agave angustifolia Haw.

La fosfatasa alcalina no respondié significativamente a la aplicacion de los consorcios BSF. La
actividad de esta enzima fue diferente durante los 12 meses de evaluacién del experimento. En el
mes nimero 12 se registro la actividad mas alta de esta enzima (Fig. 12). La fosfatasa acida
respondio significativamente a la aplicacion de los consorcios BSF. Con respecto al control, la
actividad de esta enzima aumentd 20.37% con el T3, 14.81% con el T4y 11.11% con el T1 (Fig.
13 A). La actividad de esta enzima se incrementé durante los 12 meses que duré el periodo de

evaluacion del experimento (Fig. 13 B).
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Figura 12. Efecto de la inoculacion de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre la actividad
de fosfatasa alcalina en la rizésfera de Agave angustifolia Haw. durante 12 meses de evaluacion en
condiciones de campo. T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp. 1), T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus
sp.), T3 (Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas putida), control (sin inocular). Letras
diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05 Tukey). Las barras representan el error
estandar
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Figura 13. Efecto de la inoculacion de consorcios bacterianos solubilizadores de fosfato sobre la actividad
de fosfatasa acida en la rizosfera de Agave angustifolia Haw. durante 12 meses de evaluacion en condiciones
de campo. T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas sp. 1), T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp.), T3
(Pseudomonas sp. 1 + Acinetobacter sp.), T4 (Pseudomonas putida), control (sin inocular). Letras diferentes
indican diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05 Tukey). Las barras representan el error estandar.
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Durante la aplicacion en campo de BSF es recomendable evaluar el efecto de estos
microorganismos introducidos artificialmente sobre la microflora autdctona edafica, asi como de
otros procesos que contribuyen al estado nutricional del suelo (Gupta et al., 2016). La eficacia en
campo de estos bioinoculantes podria estar restringida debido a la competencia con la microflora
autoctona y a su tasa de supervivencia, la cual puede variar dependiendo de las condiciones del
suelo (Kumar et al., 2016). Las plantas de agave tienen un crecimiento lento, son plantas de ciclo
largo, por lo cual, es probable que los bioinoculantes puedan tardar en mostrar efectos positivos

sobre el desarrollo y crecimiento de estas plantas (Ruiz et al. 2011).

3.4 Conclusiones

La inoculacién de plantas de Agave angustifolia Haw. con consorcios bacterianos solubilizadores
de fosfato tuvo un efecto positivo sobre su crecimiento y desarrollo en condiciones de campo. Con
respecto al control el T2 (Pseudomonas sp. 1 + Bacillus sp.) increment6 la altura de la planta, el
peso fresco y seco de las hojas, el diametro del tallo, el peso fresco del tallo y el peso seco de raices.
T1 (Pseudomonas sp. 1 + Enterobacter sp. 1) aumentd los °Brix en el tallo. La fosfatasa acida
también respondid significativamente a la aplicacion de los consorcios bacterianos solubilizadores
de fosfato. La mayor actividad de esta enzima se registrd6 con el T3 (Pseudomonas sp. 1 +
Acinetobacter sp.), sequida del T4 (Pseudomonas putida) y T1 (Enterobacter sp. 1 + Pseudomonas
sp. 1). Las plantas de agave son plantas de ciclo largo, por lo cual, se sugiere confirmar el efecto

positivo de estos bioinoculantes en la planta por un periodo mayor a 12 meses.
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