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I. Resumen

Las préacticas agricolas pueden mejorarse con la siembra de cultivos mixtos y la
aplicacion de biofertilizantes. La siembra de leguminosas asociadas con gramineas
aumenta los rendimientos de las plantas con beneficios a los agricultores que cuentan
con limitaciones tecnoldgicas y economicas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
cantidad de fésforo disponible en el suelo asociado a las plantas de maiz y haba
inoculadas con bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF), evaluar su crecimiento y
productividad. Se aislaron y seleccionaron BSF a partir de nddulos de haba con la mayor
actividad solubilizadora de fosfatos para la elaboracion de un biofertilizante. Se
inocularon poblaciones de 52X107 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo
de biofertilizante en semillas de maiz y haba en monocultivo y cultivo mixto en
condiciones de invernadero y campo. Se evaluaron las caracteristicas iniciales en el suelo
de la zona de estudio: actividad de la enzima deshidrogenasa (0.41 unidades enzimaticas
por dia), bacterias mesofilicas aerébicas (90x10* UFC g de suelo), BSF (8x10* UFC g
! suelo) y fosforo disponible en el suelo rizosférico (8.96 mg kg™). Se observé que las
plantas de maiz y haba inoculadas con BSF mas 60-30-00 unidades de fertilizante
quimico presentaron la mayor altura. El diametro de las plantas de maiz se incremento
al agregar BSF vy fertilizante quimico. La masa seca de los tallos y raices de las plantas
de haba y maiz en monocultivo mejoré con el tratamiento de fertilizacion quimica 60-
30-00 y BFN. EI numero de nodulos se vio favorecido por la inoculacion con BFN y
BSF. La actividad deshidrogenasa aumento en los tratamientos con fertilizacion quimica.
El nimero de vainas por planta de haba se beneficid con el tratamiento de 120-60-00
unidades de fertilizacion quimica (5.77 vainas por planta). La masa seca de las vainas de
haba alcanzo6 770 g con el tratamiento de fertilizacién quimica 120-60-00. La aplicacion
de biofertilizantes y los cultivos mixtos (maiz-haba), mejoraron el crecimiento de las
plantas. Lo anterior representa una alternativa para reducir el uso de fertilizantes

quimicos en condiciones de campo e invernadero.

Palabras clave: solubilizacidn de fosfatos; biofertilizantes; productividad agricola.



I. Abstract

The agricultural practices can be improved with the sowing of mixed crops and the
application of biofertilizers. The sowing of legumes with grasses and the yields of the
plants with the benefits of technological and economic limitations. The objective of this
work was to evaluate the amount of phosphorus available in the soil associated with
maize and bean plants inoculated with phosphate solubilizing bacteria (BSF), evaluation
of growth and productivity. BSF were isolated and selected from bean nodules with the
highest phosphate solubilizing activity for the preparation of a biofertilizer. Populations
of 52X107 colony-forming units (CFU) per gram of biofertilizer were inoculated into
maize and bean seeds in monoculture and mixed culture under greenhouse and field
conditions. The initial characteristics in the soil of the study area were evaluated: activity
of the enzyme dehydrogenase (0.41 enzymatic units per day), aerobic mesophilic
bacteria (90x104 CFU g-1 of soil), BSF (8x104 CFU g-1 soil) ) and available phosphorus
in the rhizospheric soil (8.96 mg kg-1). It has been observed that the maize and bean
plants inoculated with BSF plus 60-30-00 units of chemical fertilizer presented the
highest height. The diameter of the corn plants was increased by adding BSF and
chemical fertilizer. The dry mass of the stems and the roots of the maize and corn plants
in monoculture improved with the chemical fertilization treatment 60-30-00 and BFN.
The number of nodules was favored by inoculation with BFN and BSF. The
dehydrogenase activity in the treatments with chemical fertilization. The number of pods
per plant has benefited from the treatment of 120-60-00 units of chemical fertilization
(5.77 pods per plant). The dry weight of vains of habit 770 g with treatment of chemical
fertilization 120-60-00. The application of biofertilizers and mixed crops (corn-bean),
improved the growth of the plants. This represents an alternative to reduce the use of
chemical fertilizers in field and greenhouse conditions.

Keywords: phosphate solubilization, biofertilizers, agricultural productivity.



I1. Introduccion

Se estima que cerca de un tercio de la superficie arable del planeta se encuentra
degradada de forma moderada a alta debido a la erosion, pérdida de carbono orgéanico
del suelo, desequilibrio de nutrientes, acidificacion, contaminacion, anegamiento,
compactacion, sellado, salinizacion y pérdida de biodiversidad. Por lo que se vuelve
necesario encontrar medidas que mitiguen dichos efectos (FAO, 2015).

El impacto en el suelo por la agricultura puede ser reducido por el uso de diferentes
estrategias, entre ellas: a) La utilizacion de cultivos mixtos y b) el uso de formulaciones
bioldgicas bacterianas conocidas como biofertilizantes o inoculantes. EI término cultivo
mixto se refiere a una practica agricola donde se siembran dos o0 mas especies de plantas
simultaneamente en la misma area para mejorar su crecimiento y productividad
(Hauggaard-Nielsen y Jensen, 2005). Se ha observado que el uso excesivo de
agroquimicos en el suelo puede provocar la contaminacion de cuerpos de agua
subterraneos o superficiales (Hermosin et al., 2009; Masis et al., 2008). Un ejemplo lo
constituye el maiz, donde el fertilizante quimico no es aprovechado completamente por
el cultivo. Lo antes mencionado conlleva al suministro de altas dosis nutrimentales para
alcanzar los rendimientos deseados. Sin embargo, el maiz es una planta susceptible a
cultivarse asociado con otras especies vegetales como las leguminosas (Alvarez-Solis et
al., 2010).

En el presente trabajo se demostrd que los sistemas productivos mixtos pueden ser
optimizados, sin la necesidad de degradar los recursos naturales. Se usaron como
estrategias de estudio los cultivos mixtos (Agegnehu et al. 2008; Dahmardeh et al. 2010;
Mucheru-Muna et al., 2010) y la aplicacién de inoculantes bacterianos (Armenta et al.,
2010; Holguin et al., 2003; Restrepo-Franco et al., 2015), las cuales han tenido
resultados satisfactorios en comparacion a la utilizacion del sistema tradicional de
monocultivos y fertilizacidén quimica.

Se llevo a cabo una investigacion de tipo experimental, con un disefio de bloques
completamente al azar. Se utilizaron tratamientos con cepas bacterianas solubilizadoras

de fosfatos obtenidas a partir de nddulos de haba. Dichas bacterias se agregaron en forma



de inoculante a las semillas de plantas de maiz y haba. Se sembraron en condiciones de
monocultivo y cultivo mixto y se evaluo el desarrollo de las plantas. Se midi6 la altura,
el diametro, la masa seca del tallo y raiz, y se contaron los nddulos de las plantas. Los
resultados se compararon estadisticamente mediante un analisis de varianza y se realizd
una comparacion de medias para identificar diferencias estadisticas significativas entre

tratamientos y determinar el mas eficaz.



I11. Justificacion

La dindmica del crecimiento poblacional humano, conlleva a la necesidad de producir
mas alimentos. Sin embargo, el recurso suelo es un recurso finito a corto plazo y no es
posible restaurar las condiciones naturales al ritmo en que se esta degradando. Por lo que
se vuelve necesario realizar investigacion dirigida a mitigar los impactos adversos en los
recursos naturales y en la seguridad y soberania alimentaria.

El suelo es un sumidero de CO2 que esté perdiendo la capacidad de retener este gas, el
cual, al ser liberado a la atmosfera, contribuye al efecto invernadero. La pérdida del suelo
por la erosion y las malas practicas agricolas, constituyen la segunda causa
antropogénica de las emisiones de CO> a la atmdsfera, después de las emisiones por
fuentes fijas y moviles del mundo.

El presente trabajo de investigacion contribuyd al estudio de practicas agricolas que
ayudan a reducir la degradacion del suelo. Se determiné que la aplicacion de
biofertilizantes y los cultivos mixtos son alternativas viables y que han probado tener
resultados favorables en distintas condiciones ambientales en el mundo. Se aportd
conocimiento en materia de insumos agricolas para mejorar la productividad del campo
mexicano. Existen trabajos que indican los beneficios de las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, y los beneficios de los cultivos mixtos, haciéndose especial énfasis
en la dinamica del nitrégeno. Sin embargo, la participacion del fésforo como
macronutriente y su papel en el desarrollo de las plantas han sido estudiados con menor
detenimiento. Es necesario ampliar el conocimiento en materia de alternativas
agroecoldgicas para reducir la dependencia de fertilizantes e insumos quimicos para la
agricultura.

A nivel global se ha buscado intensificar el rendimiento de los cultivos a través de la
aplicacion de compuestos quimicos. Sin embargo, han impactado negativamente a la
fertilidad del suelo y ha provocado la degradacion de areas cada vez mayores, lo que

repercute en la suficiencia alimentaria y en la captura de carbono en el suelo.



V. Hipdtesis
La inoculacion de bacterias solubilizadoras de fosfatos y el establecimiento de cultivos
mixtos mejoran la biodisponibilidad de fésforo para las plantas de maiz y haba en

comparacién al monocultivo.

V. Objetivos

5.1 Objetivo general
Evaluar la cantidad de fésforo disponible en el suelo asociado a las plantas de
maiz y haba inoculadas con bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) y su

crecimiento.

5.2 Objetivos particulares
Realizar un analisis microbiologico del suelo, con énfasis en el aislamiento e

identificacion de bacterias solubilizadoras de fosfatos.

Evaluar pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos del suelo antes y después del

establecimiento del cultivo.
Determinar el efecto de la aplicacidn de bacterias solubilizadoras de fosfatos en
campo, en el crecimiento y productividad de plantas de maiz y haba en

condiciones de monocultivo y cultivo mixto.

Seleccionar el tratamiento con mejores resultados en el desarrollo de las plantas.



V1. Antecedentes

6.1 Seguridad y soberania alimentaria

La seguridad alimentaria se consigue cuando las personas tienen acceso a suficiente
alimento en todo momento, de manera segura y nutritiva para satisfacer sus necesidades
alimenticias y llevar una vida activa y sana (FAO, 2013). La soberania en la produccion
de alimentos surge después de la seguridad alimentaria, una vez que las politicas de los
paises se centran en las necesidades particulares de la gente. Para lograrlo, se requiere
del apoyo a los productores de alimentos, la identificacion de los sistemas de produccion
de alimentos mas eficientes, poner el control en las manos de los productores locales, y
promover el conocimiento y las habilidades necesarias para un trabajo en conjunto con
la naturaleza (FAO, 2013).

La problematica del modelo de seguridad alimentaria, radica en la dependencia del
comercio para satisfacer las necesidades de la poblacion de paises en vias de desarrollo.
Sin embargo, no se considera la situacion de desempleo que millones de pequefios
productores padecen en la actualidad y que tiende a incrementarse. Ademas, uno de los
temas recientes, respecto a la seguridad alimentaria, es el de incrementar la produccion
agricola en un 50% para 2030, asi como duplicarla para 2050, debido a la creciente
demanda de alimentos, siguiendo el modelo de agricultura tecnificada (Pachon-Avrisa,
2013).

La soberania alimentaria, engloba factores politicos, sociales, ecoldgicos, econémicos,
temas de inclusién y cultura, que buscan abrir un camino y anexarse en el discurso de la
FAO. Se pretende cambiar el enfoque de subsidios y dependencia, y reemplazarlo por
fomento a pequefia produccién, autoconsumo, autosuficiencia, independencia, e
importaciones (Patel, 2009).

Se estima que en el planeta se producen, al dia de hoy, suficientes alimentos para todas
las personas; sin embargo, el problema yace en la adquisicion de éstos debido a la
inflacion en el precio de los alimentos e insumos para su produccion. Ademas de la
emergencia de los biocombustibles, que compiten por los recursos suelo y agua

(Friedrich, 2014; Holt-Giménez y Altieri, 2013). Existe una competencia por el espacio



fisico cultivable entre la agricultura tradicional y la agricultura tecnificada. La primera
busca establecer las bases agroecoldgicas para una optimizacion de los sistemas de
produccion al usar menor cantidad de insumos externos. Lo anterior se contrapone con
el sistema tecnificado de la revolucion verde, donde el suministro de insumos es
considerado un “mal necesario” y cuyas repercusiones en el suelo son inevitables (Holt-
Giménez y Altieri, 2013).

La poblacién mundial en el afio de 1950 se estimé en 2 billones de seres humanos, en
2018 la cifra aument6 a 7.6 billones. En Mexico, en el afio 2015, se habia alcanzado la
cifra de 119 millones (ONU, 2017; INEGI, 2018). Se prevé que este incremento sea
sostenido hasta cerca del afio 2100, donde se predice alcanzar una poblacién mundial de
casi 11 billones (ONU, 2017).

El incremento en la poblacién mundial ha impactado en los sistemas naturales al
demandar cantidades cada vez mayores de recursos naturales para satisfacer sus
necesidades, con la consecuente degradacion del suelo, el agua y el aire, dando origen a
multiples problemas ambientales de escala global (ONU, 2017).

La degradacion ambiental es el resultado de los procesos a través de los cuales se ha
concebido el mundo desde la perspectiva cientifica de particularizar, especializar y
fragmentar el conocimiento cientifico de la realidad (Leff, 2007). La inseguridad
alimentaria es una problematica compleja a nivel mundial, que ha presentado mejoria en
todos los paises. Sin embargo, se estima que aln existen cerca de 815 millones de
personas que sufren de hambre cronica (FAO, 2017).

El problema de la inseguridad alimentaria se volvié mas complejo, alrededor de 1940,
cuando la revolucion verde surge como una accién para hacer frente a la crisis
alimentaria. Durante este periodo se hizo un extenso uso de fertilizantes y agentes
quimicos para combatir plagas y malezas en los cultivos con la finalidad de incrementar
la produccion agricola (Brown, 1970). La utilizacion de esta tecnologia agricola afecto
la calidad de los suelos y la economia de los campesinos, ya que el poder adquisitivo de
los trabajadores del campo era insuficiente para adquirir los insumos que el sistema

requeria para su optimizacion (Gonzélez, 2006). La produccion de alimentos que



propone el paradigma de la revolucion verde estéa entrando en desuso. Friedreich (2014)
menciona la posibilidad de una “intensificacion sostenible” en los sistemas productivos,
donde se dé maés relevancia a los efectos de la intensificacion de la produccion agricola.
Abordar la problematica de la inseguridad alimentaria, requiere de una perspectiva donde
se desarrollen propuestas integrales con enfoques multidisciplinarios, para aproximarse
a una alternativa viable para atender el problema, buscando reducir los impactos
negativos en los recursos naturales, sin comprometer la produccion de alimentos
(Paloviita et al., 2016).

En México se han hecho esfuerzos para garantizar la soberania alimentaria en hogares
en situacion de pobreza extrema y en zonas indigenas. Uno de estos esfuerzos fue el
Sistema Alimentario Mexicano de 1980, el cual logré conjuntar el sector productivo con
un sistema de acopio, transformacion, abasto y consumo de alimentos en beneficio de la
poblacion en situacion de carencia alimentaria. El programa se vio afectado por un
recorte presupuestal, el cual fue reemplazado en afios posteriores por programas de
asistencia social, dejando de lado el sistema de autosuficiencia alimentaria (Lopez y
Gallardo, 2015).

Se estima que uno de cada tres hogares en México se encuentra, 0 ha pasado por
inseguridad alimentaria moderada o severa, mientras que un estimado de 41.6% de los
hogares mexicanos se encuentran en inseguridad alimentaria leve. De esta situacion
derivan multiples problemas de salud relacionados con el desarrollo fisico de nifios y
deterioro gradual en adolescentes y adultos. Por lo que, es urgente integrar estrategias y
consolidar esfuerzos entre el Estado, las instituciones educativas, de salud y la sociedad
misma para atender esta problematica (Mundo-Rosas et al., 2013). Para lograr erradicar
la inseguridad alimentaria en México, es necesario redisefiar las politicas actuales en
materia de seguridad alimentaria en un entorno de participacién, donde no se vea como
un problema aislado, sino que se analice desde la complejidad para ofrecer alternativas
reales, viables y cuyos efectos no repercutan negativamente en el ambiente (Urquia-
Fernandez, 2014).



Escalona-Aguilar et al. (2015), proponen que el papel de las instituciones universitarias
es el de formar profesionistas con un estricto acervo de conocimientos disciplinarios, y
capaces de desarollar un pensamiento complejo e integral para la construccion de
entornos sustentables. Los huertos familiares deben ser considerados para alcanzar la
soberania alimentaria, al incorporar todos los aspectos de un agroecosistema sustentable
y de autoconsumo, cuyos beneficios deben ser difundidos y aplicados en todos los
sectores de la sociedad (Sanchez, 2014; Cano, 2015).

El presente trabajo considero la implementacion de un sistema de cultivos mixtos, cuyos
beneficios han sido ampliamente estudiados en el mundo (Agegnehu et al., 2008;
Tadesse et al. 2012; Song et al. 2006; Yilmaz et al., 2007; Mei et al. 2012) y la
inoculacién con bacterias promotoras del crecimiento vegetal, que mejoran la
asimilacién de los nutrientes del suelo y promueven beneficios tanto al suelo como a las
plantas (Pérez-Montafio et al., 2014; de-Bashan et al. 2012; Zarabi et al., 2011; Kumar
et al., 2000; Najjar et al., 2012), como un aporte al estudio de agroecosistemas

sustentables y productivos que conduzca hacia la soberania alimentaria.

6.2 El recurso suelo

Los suelos son la base de los ecosistemas naturales y desemperian un papel fundamental
para las sociedades y su economia. La NOM-021-SEMARNAT-2000 (NOM-021)
define al suelo como la “coleccion de cuerpos naturales formados por sélidos (minerales
y orgéanicos), liquidos y gases, sobre la superficie de los terrenos. Esta, presenta,
horizontes o capas, que se diferencian del material de origen como resultado de
adiciones, pérdidas, migraciones, y transformaciones de energia y materia; o por la
habilidad de soportar raices de plantas en un ambiente natural” (DOF, 2002). El suelo es
la capa mas expuesta de la corteza terrestre la cual esta en un proceso constante de
cambio, donde diversos organismos y los productos de sus actividades metabolicas
modifican sus condiciones (Gliessman, 2000). Es la parte integral de los ecosistemas
terrestres del planeta, presenta variaciones graduales en el espacio geogréafico y en el

tiempo y funciona como un sitio de interaccion e interrelacion de factores bidticos y
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abioticos (Segura-Castruita, 2014). Por su parte, la FAO (2018) considera que el suelo
es un cuerpo natural formado de capas compuestas de minerales intemperizados, materia
organica, agua y aire, que son el producto final de las condiciones climaticas,
topograficas, la accion de los organismos y el material parental de un lugar en una escala
de tiempo, lo que le confiere determinadas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.
Es considerado un cuerpo natural, donde la materia organica y los minerales, en conjunto
con liquidos y gases, interactlan y le confieren propiedades especificas para el desarrollo
de la vida terrestre. Sufre procesos de transformacion mediante intercambios de energia
y materia, y puede diferenciarse en horizontes, lo que le confiere propiedades
particulares. El suelo estd en constante cambio debido a la interaccion entre sus
componentes fisicos, los factores bidticos y abioticos, por lo que es necesario considerar
que la escala temporal y ambiental tiene una gran influencia al momento de estudiar una
zona en particular (USDA, 2014).

Las propiedades fisicas del suelo se refieren a su estructura, profundidad, humedad,
textura, color, consistencia, porosidad, densidad, etc. En sus propiedades bioldgicas se
engloban los ciclos de los nutrientes como: nitrégeno, fdsforo, carbono, etc. y los
subprocesos que engloban estos ciclos (FAO, 2018). Para clasificar los suelos, se
consideran dos principales categorias: los suelos organicos y los suelos minerales. Esta
diferenciacién se basa en el componente que predomina, aunque considera la presencia
de ambos pero en diferente proporcién. Para un suelo mineral, el contenido en carbon
organico debe ser menor al 20%. Cuando se rebasa el 20% de carbon organico presente,
se considera un suelo organico (USDA, 2014). A nivel mundial, el suelo presenta niveles
de deterioro derivados de diferentes factores. Se estima que el 33% de la tierra se
encuentra de moderada a altamente degradada debido a un gran nimero de factores no
solamente naturales, sino también antropogénicos (FAO, 2015). Las actividades
humanas han modificado la productividad del suelo, para bien y para mal. La percepcion
comun sobre este recurso, es la de ganancias inmediatas en vez de un programa de

conservacion a largo plazo (Santos et al., 2011).
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Se estima que la cobertura vegetal juega un papel importante para prevenir la erosion
hidrica del suelo y la consecuente pérdida de nutrientes. Debido a esto, se deben
implementar estrategias de conservacion del suelo, basadas en la recuperacion de la
cobertura vegetal y mejora del manejo del suelo agricola (Bispo et al., 2017). En México
el 76% de la superficie presenta algn grado de afectacion por la erosion hidrica. Se debe
considerar que el carbono almacenado en los suelos esta siendo liberado a la atmésfera
a un ritmo diez veces mayor que las emisiones por el uso de combustibles fésiles. El
impacto en los suelos no solamente se limita a la produccién agricola, sino que sus
consecuencias participan también en el efecto invernadero (Bolafios et al., 2016). La
pérdida del suelo ocasionada por malas practicas agricolas representa la segunda causa
antropogénica de las emisiones de CO a la atmosfera. La comunidad cientifica ha
buscado posibles soluciones para mejorar el secuestro de carbon y frenar la participacion
antropogénica en el calentamiento global (Scharlemann et al, 2014; Zhang et al, 2015).
Un agroecosistema que incorpora la resiliencia, estabilidad, productividad y balance,
estd proximo a asegurar el mantenimiento del equilibrio para establecer las bases de la
sostenibilidad del sistema, mantener la diversidad de especies y diversidad genética
(Gliessman, 2000). Se ha demostrado que los ciclos continuos de cultivos mixtos
favorecen la concentracion de nutrientes como el nitrégeno y el fosforo total. De igual
forma, mantienen la materia organica del suelo y el pH, aumentando la productividad en
comparacion a los monocultivos y a la rotacion de cultivos (Wang et al. 2014; Wang et
al. 2015; Matusso et al. 2014).

6.3 Los cultivos mixtos

El impacto en el suelo debido a la agricultura puede ser reducido por el uso de multiples
estrategias, dos de ellas pueden ser el uso de cultivos mixtos y la aplicacion de
formulaciones bioldgicas bacterianas conocidas como biofertilizantes o inoculantes. El
término cultivo mixto se refiere a una préactica agricola donde se siembran dos o més
especies de plantas simultaneamente en la misma area para mejorar su crecimiento y

productividad (Hauggaard-Nielsen y Jensen, 2005).
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El crecimiento de dos 0 mas cultivos que comparten el suelo y sus nutrientes se le conoce
como cultivos multiples o mixtos. Esta es una practica muy comin en paises como Africa
(FAO, 2001). El sistema de cultivo mixto mas estudiado ha sido la siembra conjunta de
una graminea y una leguminosa. Entre las ventajas de este sistema de cultivo, es que
favorece las interacciones a nivel de raiz entre las plantas, lo que permite la obtencién
de nutrientes. Lo anterior se refleja en un mayor rendimiento en las plantas en
comparacion al sistema de monocultivo (Song et al, 2006). Ademas de ser un método de
utilidad en la conservacion del suelo, también controla malezas e infecciones a nivel de
raiz (Yilmaz et al., 2007). En México, el sistema milpa es un ejemplo de cultivo mixto
que combina la presencia de maiz, frijol, chile, y calabaza para crear un sistema de
plantas capaces de compartir nutrientes y proteger el suelo del crecimiento de maleza.
Se estima que la milpa surgié como una estrategia de agricultura alrededor del 3500 a.
C. y 1550 a. C., con la domesticacion del maiz. Algunos campesinos conservan este
sistema de cultivo por sus beneficios ecolégicos, rendimiento de plantas y como parte de
una tradicion de la época prehispanica (Vasquez et al., 2016). Se ha estudiado la
efectividad de los cultivos mixtos para mejorar la produccion agricola con resultados
superiores a los obtenidos por fertilizantes quimicos (Agegnehu et al., 2008; Mucheru-
Muna et al., 2010). El uso de cultivos mixtos aumenta el rendimiento y mejora la
eficiencia en el aprovechamiento de los recursos minerales del suelo, especificamente
nitrogeno y fésforo. Se ha observado que para el caso del maiz (Zea mays) la siembra
conjunta con leguminosas resulta benéfica (Vance, 2001; Mucheru-Muna et al., 2010).
Los cultivos mixtos favorecen a la optimizacion de los recursos disponibles en el suelo,
minimiza el traslape de nichos entre las especies asociadas y disminuye al minimo la
competencia por recursos. Esta complementacion es de interés particular si se considera
a la conservacion como eje rector de las actividades productivas (Altieri et al., 1994;
Brooker et al., 2014; Midega et al., 2014).
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6.4 El maiz y el haba

El maiz es un cultivo de importancia econdémica y nutricional en México. En 2010, seguin
datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), se sembraron
7.86 millones de hectareas de maiz, lo que representa el 36% de la superficie cultivable
del pais (Damian-Huato et al., 2010). Segun datos de la SAGARPA, se estima que el
consumo de maiz en Meéxico se mantuvo en torno a los 35.6 millones de toneladas
durante el afio agricola de 2015, asi como una importacion de 10.3 millones de toneladas
(SAGARPA, 2010). ElI maiz blanco es el cultivo de mayor importancia en México,
siendo este pais uno de los 10 mayores productores en el mundo teniendo en 2017 una
produccion de alrededor de 24.1 millones de toneladas (SIAP, 2017). Con un consumo
per capita estimado en 196.4 kg al afio, el consumo de este cultivo representa cerca del
20% del gasto total en alimentos para los mexicanos (SAGARPA, 2017). Esta planta es
cultivada principalmente en condiciones de temporal en el centro y sur del pais, y en
condiciones de riego tecnificado en la parte norte de México. La regién norte del pais es
la que tiene un mayor rendimiento total por hectarea, donde Sinaloa es el principal estado
productor de maiz en el pais con una participacion del 21.8% (FIRA, 2016). El sistema
de riego ofrece un mayor rendimiento por hectarea de maiz, con respecto al sistema de
temporal, con una diferencia de casi 6 toneladas entre ambos sistemas. Por lo anterior es
necesario mejorar las condiciones del cultivo de temporal, ya que cerca del 80% de la
superficie total de maiz cultivada se mantiene en este sistema (FIRA, 2016). Entre los
problemas que enfrenta el cultivo de maiz, se encuentran sus altas necesidades
nutrimentales y de agua, Las malas practicas agricolas, el uso intensivo de herbicidas y
el establecimiento de plagas en las areas de cultivo ha perjudicado significativamente la
productividad de los cultivos. La tendencia de las especies criollas de maiz estan en vias
de desaparecer debido a las condiciones de clima, las cuales limitan la produccion,
ademas de que ha habido una pérdida en zonas de cultivo y se ha abandonado el sistema
tradicional de produccién (Lara-Ponce et al., 2017).

El haba es una leguminosa importante como fuente de proteina en algunos paises del

mundo. Su origen es incierto debido a que no se ha encontrado un ancestro silvestre, sin
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embargo, se considera que su centro de origen fue en el este cercano, méas precisamente
Afganistan y la India. En México, se produce haba en la zona de los “valles altos”, lo
que incluye a los estados de Puebla, México, Tlaxcala, Veracruz, Michoacan, Oaxaca y
Chiapas (Flores et al., 2016). Presenta estructuras a nivel de raiz conocidas como
nodulos, las cuales contienen bacterias del género Rhizobium que interactdan con
rizobacterias, las cuales han sido estudiadas ampliamente y se consideran como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (Duc, 1997). Las leguminosas como el haba, tienen
un papel fundamental en el mejoramiento de los sistemas de produccion de bajos
insumos, por su participacion en las redes de interaccién entre las plantas y los
organismos polinizadores (Suso et al., 2013).

Debido a sus capacidades de mejorar las condiciones del suelo. El uso de leguminosas
como el haba es frecuente en sistemas de rotacion de cultivos o en sistemas de cultivos
mixtos, debido a sus capacidades de mejorar la biodisponibilidad de nutrientes en el
suelo. Su presencia ayuda a aumentar la cantidad de nitrogeno en el suelo a través del
proceso de fijacion. Asi mismo, facilita la disponibilidad de fosforo, al alterar el pH del
suelo asociado a la raiz (rizésfera) y produciendo compuestos carboxilados, como el
malato, que transforma el fésforo residual inmdvil en fosforo disponible. Ayuda a la
estructura del suelo, mejora la utilizacion del agua y favorece la diversidad

microbioldgica a nivel de raiz (Képke y Nemecek 2010).

6.5 Fertilizantes, biofertilizantes y la nutricion vegetal

Los fertilizantes quimicos son sustancias o0 mezcla de sustancias que contienen
elementos utiles para la nutricién y desarrollo de los cultivos (Geisseler y Scow, 2014).
Poseen también caracteristicas toxicas, irritantes 0 corrosivas, por poseer en su
formulacion compuestos tales como: amoniaco anhidro, acido fosférico, acido sulfarico
y materiales encalantes, entre otros componentes (Alcantar y Trejo-Tellez, 2007).

Los nutrimentos vegetales se clasifican en macronutrientes y micronutrientes. Los
macronutrientes son considerados indispensables para el desarrollo de las plantas, estos

incluyen al nitrégeno (N), el fésforo (P) y el potasio (K), y de estos depende en gran
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parte el crecimiento de las plantas y el aporte energético que requieren para su
crecimiento y productividad. Los micronutrientes son requeridos en menor proporcion
pero son importantes en el desarrollo y productividad de los cultivos, y para corregir
deficiencias. Entre ellos se incluyen: el hierro, cobre, zinc, manganeso y boro, entre otros
(FAO, 2002).

El nitrogeno y el fosforo son macronutrientes esenciales en la nutricion de las plantas y
necesarios para la productividad de los cultivos. Se estima que los fertilizantes quimicos
son aprovechados entre el 10 y el 60% de la dosis administrada. El porcentaje restante
interactta en el suelo y forma complejos insolubles que no son aprovechados por las
plantas. La inmovilizacion de los elementos como el fosforo forma complejos insolubles
y el nitrogeno es lixiviado y desplazado a cuerpos de agua subterraneos o superficiales
(Pefia-Cabriales et al., 2002; Hermosin et al., 2009; Masis et al., 2008; Alvarez-Solis et
al., 2010).

El fosforo es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas debido a su
importancia en los sistemas de almacenamiento y transferencia energética, es requerido
en la sintesis de acidos nucleicos, azucares, fosfolipidos y &cidos ribonucleicos. Este
elemento se encuentra normalmente en formas no utilizables por las plantas, siendo
necesaria su solubilizacion por bacterias de la rizésfera para facilitar su absorcion por la
raiz (Sharma et al., 2013 ). La deficiencia de fosforo en la planta puede reflejarse en
trastornos fisioldgicos como la inhibicion de la sintesis de ARN, se produce acumulacién
en las plantas de compuestos que contienen nitrogeno ademdas de presentar un
desequilibrio entre azucares y almidén (Kalaji et al., 2014).

El nitrégeno participa en la formacion de aminoécidos y proteinas vegetales. Suele ser
un elemento deficiente, sin embargo, las leguminosas lo pueden fijar del ambiente en
cantidades que sobrepasan sus necesidades, por lo que pueden abastecer a cultivos que
se alternen con ella (Fernandez, 2007).

Estimaciones indican que en el ciclo agricola de 2018, la demanda de fertilizantes
nitrogenados es de 116 mil millones de toneladas y de fertilizantes fosfatados 44 mil

millones de toneladas (FAO, 2016). Esta produccién, ademas de ser extractiva de

16



recursos no renovables como la roca fosforica, también crea subproductos que han sido
estudiados y catalogados como ambientalmente peligrosos y radioactivos (Rutherford et
al., 1994; Martinez-Aguirre y Garcia-Leon, 1997; Pérez-Lopez et al., 2007; Bituh et al.,
2009).

Los biofertilizantes son preparados de microorganismos aplicados al suelo y a la planta,
con el fin de sustituir parcial o totalmente la fertilizacién quimica y la contaminacion
generada por los agroquimicos. Cumplen la funcién de fomentar el crecimiento de las
plantas mediante mecanismos de fijacion de nitrogeno, solubilizacién de hierro y fosforo
inorganico, asi como mejorar la tolerancia al estrés por sequia, salinidad y algunos
microorganismos, inclusive, pueden funcionar como agentes de control bioldgico,
reguladores del crecimiento a través de hormonas o cumplir mas de una funcion
especifica (Armenta et al., 2010; Akram y Ashraf, 2013; LOpez-Reyes et al., 2018).
Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) son microorganismos que tienen la
capacidad de solubilizar los complejos que retienen las fracciones de fésforo disponible
en el suelo, liberandolo para la absorcion de las plantas a través del sistema radicular. Su
importancia radica en la capacidad que tienen para utilizar los recursos del suelo y asi
reducir la fertilizacion quimica (Holguin et al., 2003). Las BSF actGan a nivel de raiz
liberando acidos organicos como el &cido citrico, glutdmico, succinico, entre otros, que
tienen la capacidad de liberar el fosforo contenido en complejos fosfatados de aluminio,
calcio o hierro volviéndolo disponible para las plantas a las que estan asociadas (Beltran,
2014; Sundara et al., 2002).

En paises desarrollados, los géneros Rhizobium y Azospirillum han sido ampliamente
utilizados, mientras que en paises en vias de desarrollo, su uso se limita a inoculantes de
menor calidad, lo que se traduce en un menor rendimiento de los cultivos (Garcia-
Olivares et al. 2012, Bashan et al., 2013).

Para alcanzar altos rendimientos en cultivos, se necesita un gran aporte de nutrimentos
al suelo. La practica comin es agregar dosis altas de fertilizantes quimicos al suelo para
lograr este objetivo. Sin embargo, maltiples estudios demuestran que los fertilizantes

quimicos, aunque tienen ventajas en la productividad, tienen efectos negativos en las
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propiedades del suelo. Bajo algunas condiciones, la inoculacion de organismos reduce
la cantidad de fertilizante quimico suministrado (Zarabi et al., 2011; Castafieda et al.,
2013; Diaz et al., 2015; Cardona et al., 2016; Montejo-Martinez et al., 2018; Alvarado
et al., 2018).

La aplicacion de biofertilizantes mejora la masa seca total, aumentan el crecimiento de
las plantas y se obtienen, bajo algunas condiciones, mayores rendimientos en grano
(Tadeoetal., 2017; Aguilar et al., 2015; Aguilar-Carpio etal., 2017; Rangel et al., 2014).
Los biofertilizantes se aplican al maiz y otros cultivos, ya que poseen efectividad como
promotores del crecimiento vegetal. Los resultados de su aplicacion generan plantas con
un desarrollo mayor al de las plantas sin inocular. En muchos casos, se inoculan
combinaciones de cepas de bacterias y/o grupos biol6gicos como hongos micorrizégenos
y actinomicetos (Terry et al., 2002).

La biofertilizacion consiste en la reincorporacion de organismos, en cantidades mayores
a las encontradas naturalmente, para una optimizacién de los recursos propios del lugar
donde se desea establecer un cultivo. Asi, se reduce la extraccion de recursos no
renovables, como la roca fosforica, y también la contaminacion por agentes toxicos
derivados del proceso de refinamiento y elaboracion de fertilizantes quimicos. Todo esto
a un precio menor, beneficiando el balance costo-beneficio de la produccion de
alimentos (Grageda-Cabrera et al., 2012; Montero et al., 2009).
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VII. Materiales y métodos

7.1 Localizacion

El experimento de campo se realiz6 en una parcela perteneciente al Municipio de San
José Teacalco, en el Estado de Tlaxcala, ubicada en el poligono que corresponde a las
coordenadas punto 1: 19°21'7.26"N, 98° 2'13.38"O; punto 2: 19°21'6.93"N, 98°
2'12.02"0; punto 3: 19°21'6.34"N, 98° 2'12.11"0; punto 4: 19°21'6.69"N, 98° 2'13.40"O
(Figuras 1, 2 y 3). Este Municipio estd ubicado en el Altiplano central mexicano a 2,600
metros sobre el nivel del mar: Se sitda en el eje de coordenadas geograficas entre los 19°
20’ 09” latitud norte y 98° 03° 52” longitud oeste. Sus colindancias municipales son al
norte con Cuaxomulco, Tzompantepec y Huamantla; al este con Huamantla; al sur con
Huamantla, San Francisco Tetlanohcan y Chiautempan; al oeste con Chiautempan,
Contla de Juan Cuamatzi y Cuaxomulco.
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Figura 1. Ubicacion del municipio de San José Teacalco (rojo) en el Estado de Tlaxcala. (Fuente: INEGI, 2015).
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De acuerdo con la informacion del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica, el municipio de San José Teacalco comprende una superficie de 36.23 km?.
En el municipio, el clima se considera templado subhiumedo, con régimen de lluvias en
los meses de abril a septiembre, los meses méas calurosos son marzo, abril y mayo. La
direccion de los vientos en general es de noreste a suroeste con una temperatura media
anual maxima registrada es de 23.2 grados centigrados. El rango de precipitacion va de
800 a 1000 mm (INEGI, 2014).

El experimento de invernadero, se realizd en las instalaciones del Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del CICM, ICUAP de la Benemérita Universidad Auténoma de

Puebla localizado en el edificio IC-11A en Ciudad Universitaria, Puebla.
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Figura 2. Zona de estudio (marcador en la esquina superior derecha) en el Municipio de San José Teacalco,
Tlaxcala. (Fuente: Google Earth).
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Figura 3: Ampliacion del area de estudio en el Municipio de San José Teacalco, Tlaxcala, indicada en el recuadro
verde (Fuente: Google Earth).

7.2 Fase de laboratorio

7.2.1 Analisis fisico y quimico del suelo

7.2.1.1 Textura del suelo

Para determinar la textura del suelo se utilizo el método de Bouyoucos (DOF, 2002).
Previo a realizar la prueba, se prepard un defloculante con 54.8 g de hexametafosfato de
sodio y 12.2 g de carbonato de sodio. Se disolvio la mezcla de ambos reactivos y se aforo
a 1 litro con ~gua destilada. Se realiz6 un secado de la muestra a 70 °C por 24 h y un
cernido con malla de 2 mm. Se pesaron 50 g de la muestra de suelo preparada y se
agregaron 35 mL de la mezcla defloculante en un vaso de licuadora. Se utilizé una
batidora disefiada para no moler el suelo y se agité durante 15 min.

Se vertid la suspension de suelo en una probeta graduada de 1 L. Se introdujo un
hidrometro y se afor6 a 1 L. Se retir6 el hidrometro y se agité durante un minuto. Se
volvio a introducir el hidrometro y se tomd la lectura en el menisco superior después de

transcurridos 40 seg. Se agregaron gotas de alcohol etilico para eliminar la espuma y se
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tomo la temperatura de la suspension. Se mantuvo la probeta en reposo durante dos horas

y se volvio a tomar la lectura.

7.2.1.2 Determinacion de pH del suelo

Se pesaron 10 g de suelo en un vaso de precipitado, se agregaron 20 mL de agua
desionizada y se agité con una varilla de vidrio durante 1 min, con intervalos de reposo
de 10 min. Se repitio el procedimiento tres veces. Posteriormente, se calibré el pH-metro
(conductronic PC18) con solucion de pH 4 y 7, tomando la lectura del suelo en este
rango. Se repitio el procedimiento para cada muestra de suelo de cada tratamiento y sus

repeticiones, promediando los resultados.

7.2.1.3 Conductividad eléctrica del suelo

Se utilizd la muestra con la que se obtuvo el pH del suelo, agregando 30 mL de agua
desionizada, se agitdé y se dejé reposar por 24 h. Se colocé el sobrenadante de las
muestras en la celda de lectura del equipo conductronic PC18. Previo a las lecturas, se
calibro el instrumento de medicion con una solucion de KCI 0.01 N a 25 °C. Se realizaron
tres lecturas de cada muestra y se promediaron, se utilizd el cuadro de ajuste de

temperatura y se realizaron las correcciones a la lectura segun la formula 1.

CE=Cprob x k x Ft Formula 1
1000

Donde:

CE: conductividad eléctrica dS m, a temperatura ambiente.
Cprob: conductividad de la muestra problema en mmho.

Ft: factor de correccion de temperatura tabulada

1000: factor para convertir de pumho a mmho.
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7.2.1.4 Cuantificacion del fosforo disponible en suelo

Se empleo6 la metodologia de Bray y Kurtz 1 (DOF, 2002) para determinar el fosforo
disponible del suelo. Se prepararon los reactivos en el Laboratorio de Microbiologia del
Suelo con agua tridestilada y todo el material de cristaleria se lavé con acido clorhidrico
y se enjuagd en agua tridestilada. Se elabor6 una curva de calibracién con
concentraciones de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 ppm de fésforo. Después de que se elaboro la
curva de calibracion, se trabajo con las muestras de suelo provenientes de las unidades
experimentales de invernadero. Se tomaron 2.5 g de cada muestra de suelo en un matraz
de 50 mL. Se agregaron 25 mL de la solucién extractante. Se agitaron los matraces
durante 5 min a 180 opm. Se filtrd el extracto con papel Whatman No. 42. Se tomaron
alicuotas de 2 mL de filtrado y se depositaron en matraces aforados de 10 mL por
triplicado, con uno de los matraces como blanco. A cada matraz se agregaron 2 mL de
molibdato de amonio y 1 mL de solucion de cloruro estanoso diluido y se aford con agua
tridestilada. Se agitaron las muestras después de agregar cada reactivo, y se tomo la
lectura al espectrofotdmetro a 660 nm en el intervalo después de los 10 min y antes de

los 20 min. Se realizaron los céalculos para la cuantificacion de fosforo con la férmula 2,

P (mgkg?)=ppmenCC x Dm x Dv Formula 2

Donde:
Ppm CC: partes por millon de fosforo en la curva de calibracion.
Dm: Dilucién de masa (volumen de extractante/g de muestra).

Dv: Dilucién de volumen (aforo/alicuota).

7.2.2 Analisis microbioldgico del suelo

7.2.2.1 Cuantificacion de poblaciones microbianas en el suelo.

El analisis microbioldgico del suelo se realizd con el método de diluciones seriadas. Se
suspendio suelo de cada muestra en agua destilada estéril para realizar diluciones desde
101 hasta 10°°. De cada dilucion se tomaron 100 pL en placas del medio de cultivo a)

Rojo Congo para determinar bacterias fijadoras de nitrogeno (BFN), y b) para las
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bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) se utiliz6 medio Goldstein. Se inocularon las
diluciones para determinar hongos en el medio papa dextrosa agar (PDA), tripticaseina
soya agar (TSA) para conteos totales de bacterias, MacConkey para bacilos Gram
negativos y enterobacterias, y Czapek Dox para actinomicetos. Se extendio la muestra
liquida por las placas con un asa de vidrio en un sembrado masivo, se dejaron incubar a
32° C y se contabilizaron las colonias a las 24, 48 y 72 h. Las siembras se hicieron por

duplicado y se promedié el nimero de colonias para registrar los resultados.

7.2.2.2 Actividad deshidrogenasa en suelo

Se determiné la actividad de la enzima deshidrogenasa utilizando la metodologia de
Trevors et al. (1984). Se utilizd para cada muestra 1 g de suelo, cada uno por triplicado.
Se agregaron 10 mg de CaCoszen polvo y se mezclé por agitacién. Se agregé 1 mL de
agua destilada estéril y 1 mL del cloruro de trifenil tetrazolio (Sigma-Aldrich). Se
colocaron tapones de hule a los viales y se extrajo el aire con una jeringa estandar para
generar condiciones de anerobiosis. Se incubaron las muestras por 22 h a 32° C.
Transcurrido el tiempo se detuvo la reaccién adicionando 25 mL de etanol, se dejo
reposar las muestras por 2 h en ausencia de luz, y transcurrido el tiempo, se filtraron las
muestras con papel filtro Whatman No. 42. El filtrado se colocé en celdas de cuarzo y
se leyo en un espectrofotometro Jenway 6305 a una longitud de onda de 550 nm. Se
registraron los datos de absorbancia de cada muestra con respecto a su blanco y se
realizaron los céalculos para obtener un estimado de la actividad microbioldgica en el
suelo (Ortiz-Maya et al., 2017).

7.2.3 Aislamiento y seleccion de bacterias solubilizadoras de fosfatos

Se utilizaron plantas de haba procedentes del municipio de San José Teacalco, Tlaxcala.
Se separaron las raices de la planta mediante un corte a nivel de corona y se lavaron con
agua destilada estéril para eliminar el suelo adherido. Posteriormente, se enjuagaron
cinco veces con agua destilada estéril. Los nodulos presentes en la raiz se cortaron en

condiciones de esterilidad con ayuda de un bisturi y fueron depositados en viales vidrio
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donde se agreg6 1 mL de agua destilada para su maceracion con un asa de vidrio (Figura
4). Se sembraron 100 pL del liquido obtenido del nédulo en placas de medio Goldstein
y fueron incubadas por cinco dias a 32 °C. Las colonias desarrolladas se lavaron en

solucion Tween 80 y se resembraron en medio Goldstein para obtener colonias puras

con actividad solubilizadora de fosfatos.

Figura 4. Nodulos de haba. (a) Marial requerio para el procesamiento de plantas de haba, (b) Extraccién de
nédulos de haba para el aislamiento de bacterias.

7.2.4 Evaluacion de la actividad solubilizadora de fosfatos por las cepas bacterianas
Se utilizd medio de cultivo Goldstein, adicionado de dos fuentes de carbono: manitol y
glucosa. Se utilizé el método de resiembra por estria cruzada con asa bacterioldgica para
separar las colonias de interés y verificar su crecimiento y actividad solubilizadora a los
cinco dias. Se determind en forma comparativa la actividad solubilizadora de fosfatos
por parte de las bacterias aisladas, se utilizo la técnica de siembra multiple con ayuda de
un replicador Steers. Se sembraron siete bacterias: seis procedentes de nddulos de haba
previamente purificadas y una cepa control, cuya actividad solubilizadora de fosfatos es
conocida. Se realizd el ensayo por triplicado en medio Goldstein por cada fuente de
carbono (glucosa, manitol y la combinacion de ambas). Se incubaron por 72 h y se
midieron los halos de solubilizacion de las cepas bacterianas con ayuda de un vernier
(Figura 5). Se determind el indice de solubilizacion de acuerdo a la formula 3 (Ahmad
et al., 2008; Mamta et al., 2010; Sharma et al., 2011; Rfaki et al., 2015).
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a
indice de solubilizaciéon = Formula 3

b
Donde:

a= didmetro del halo de solubilizacion

b= diametro de la colonia

Figura 5. Indice de solubilizacion: (a) halo de solubilizacion de fosfato en el
medio de cultivo, (b) circunferencia de la colonia.
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7.2. ldentificacion de las cepas aisladas

7.2.5.1 Identificacion de bacterias por métodos bioquimicos

Se utilizé el kit de identificacion APl 20NE (Biomérieux) para determinar el género y
especie de las bacterias aisladas (Figura 6). Se prepararon cultivos frescos de las cepas
en placas con medio de cultivo agar nutritivo (BD-BIOXON), y se dejaron crecer 24 h a
32 °C. Posteriormente, se trasladaron colonias bacterianas a tubos de ensayo con medio
liquido de caldo nutritivo (BD-BIOXON) en agitacion por otras 24 h a 32 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregaron 100 pL del cultivo liquido de
bacterias a tubos de medio API NaCl 0.85% hasta obtener una concentracion semejante
al tubo de 0.5 de la escala de McFarland para asegurar que las unidades formadoras de
colonias fueran homogeéneas.

Una vez preparado el medio de cultivo con la suspension bacteriana, se llenaron las
galerias del kit de acuerdo a las indicaciones del fabricante Se realizaron las pruebas
requeridas en el periodo de 24 y 48 h y se registraron los datos en una hoja de lectura por
cada muestra. Se utilizé el sistema APl Web para realizar la identificacion con base en
un banco de datos. Las cepas bacterianas se preservaron en 1.5 mL de caldo nutritivo en

crioconservadores a -80 °C en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos.
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Figura 6. Kit de identificacion bioquimica APl 20 NE.

7.2.5.2 Identificacion de bacterias por métodos moleculares

Las dos bacterias de interés por su actividad solubilizadora de fosfatos fueron
caracterizadas genéticamente a partir de la extraccion de ADN, realizada con el
procedimiento del Kit de purificacién de ADN gendmico Wizard de Promega y la técnica
PCR para la amplificacion del gen 16S ARNTr. Se usaron como iniciadores fD1 y rD1
sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) a través de UNIPARTS. La
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reaccion se llevé a cabo en un termociclador (Techne®TC-3000G), a un volumen final
de 50 pL, los cuales contenian 23.5 pL de agua estéril, 5 pL de cada oligonucledtido
(fD1 yrD1), 12.5 uL de enzima GoTaq de Promega® (PCR Colorless Master) y 4 uL de
DNA genomico. El programa de PCR consistio en un paso inicial de desnaturalizacion
a 94 °C por 3 min, seguido por 34 ciclos de 94 °C por 45 seg, 63.2 °C por L miny 72 °C
por 2 min, y un paso final de 72 °C por 5 min. Los productos de PCR se observaron por
electroforesis en gel de agarosa al 3% a 80 V durante 120 min. El gel se tifi6 con
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain durante 45 minutos. Se observaron las bandas
obtenidas en el gel con ayuda de un transiluminador (WiseUV® Wisd WUV-L50). Los
productos de PCR se purificaron con DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit y
fueron secuenciados por Servicios Genomicos Langebio del Centro de Investigacion y
Servicios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) en
Irapuato, México. Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas
Lite® y posteriormente fueron comparadas para su alineamiento con la base de datos del
GenBank del National Center for Biotechnology Information (The Basic Local

Alignment Search Tool: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

7.2.6 Ensayo de compatibilidad entre bacterias

Se realiz6 un ensayo de compatibilidad entre cepas solubilizadoras. Se utilizaron placas
con medio de cultivo tripticaseina soya gar (TSA). Se sembro cada bacteria a evaluar en
forma vertical en la zona centro de la placa, donde se extendié el indculo hasta 6.8 cm
de largo. Ademas, se colocaron inoculos en tres lineas a la izquierda de la linea central
con una longitud de 2 cm y se dejo 0.5 cm de separacion con la linea central y los
extremos (Figura 7). En las lineas de la derecha se sembro la bacteria antagonizada para

observar compatibilidad entre ellas.
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Figura 7. Esquema del disefio de siembra para prueba de
compatibilidad.

7.2.7 Conservacion de bacterias solubilizadoras de fosfatos

Se tomaron cultivos frescos de las cepas puras y se crecieron en medio liquido de caldo
nutritivo (BD-BIOXON) durante 24 h a 32 °C. Se colocd 1 mL de cada muestra en tubos
Eppendorf y fueron centrifugadas a 5000 rpm durante media hora, se retiré el
sobrenadante y la pastilla se suspendié en caldo nutritivo estéril. Se etiquetaron las
muestras y se colocaron en un crioconservador para ser almacenados a -80 °C en el

Laboratorio de Microbiologia de Suelos.

7.3 Fase de invernadero

7.3.1 Establecimiento del cultivo

Se probd la eficacia de las bacterias aisladas en un cultivo de maiz y haba en condiciones
de mono cultivo y cultivo mixto. La unidad experimental consistié de una maceta con 4
kg de suelo de San José Teacalco, Tlaxcala cernido en una malla de 2 milimetros. Se
sembré en cada unidad experimental tres semillas de maiz y haba segun el tratamiento y

se realizo un raleo a dos plantas después de 20 dias. Se establecieron tres repeticiones de
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cada tratamiento y se organizaron las unidades experimentales en bloques
completamente al azar. Fueron regadas con 300 mL de agua destilada cada dos dias,
durante dos meses. Al finalizar el periodo de crecimiento, se “sacrificaron” las plantas
para medir su altura, diametro y peso seco de tallo y raiz. Para el caso de las plantas de

haba, también se contaron los n6dulos en la raiz. Se tomé una muestra de suelo de cada

unidad experimental para analisis posteriores.
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Figura 8. Plantas de maiz y haba en invernadero. Maceta negra, monocultivo de maiz; maceta azul,
monocultivo de haba; macetas naranja, cultivo mixto.

7.4 Fase de campo

7.4.1 Preparacion del terreno

El area de estudio se delimitd en cien parcelas de 2.5 x 2.0 m (Figuras 9 y 10). Cada
parcela se dividio en tres surcos separados a 0.75 m. Se sembraron dos semillas de haba
0 de maiz de acuerdo a los tratamientos del Cuadro 1 con una separacion de 0.45 m en

cada punto. Se dejaron germinar por 10 dias para que las plantas de maiz y haba crecieran
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a un ritmo similar. Se sorte6 cada parcela con un tratamiento (Cuadro 1) creando bloques

al azar resultando en una distribucion como se muestra la Figura 9.

Cuadro 1. Tratamientos del experimento realizado en condicién de invernadero para monocultivo y

cultivo mixto.
Bacterias Dosis de fertilizante quimico
kg hat

BFN -
BFN 60-30-00

BSF -
BSF 120-60-00
BSF 60-30-00

BFN + BSF -
BFN + BSF 60-30-00
Fertilizacion quimica 100% 120-60-00
Fertilizacion quimica 50% 60-30-00

Control

BFN = Bacteria fijadora de nitrégeno; BSF = Bacteria solubilizadora de fosfato. Ddsis en kg ha* de fertilizante

N-P-K

Figura 9. Esquema de la distribucion de los tratamientos en el experimento de campo. Los colores
corresponden a un nimero de tratamiento indicado en el Cuadro 1, las letras se refieren a parcelas con haba (H),
maiz (M) o maiz y haba juntos (MH).
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Figura 10. Area de cultivo en campo. Las banderas corresponden a la distribucio

-

n representada en la Figura 9.

7.4.2 Preparacion de inoculos para el experimento de campo

Se utilizaron cultivos bacterianos frescos de 24 h con una poblacién de 52X107 unidades
formadoras de colonias (UFC). Las cepas bacterianas solubilizadoras de fosfatos
utilizadas fueron Paraburkholderia graminis y Chromobacterium violaceum, y las cepas
fijadoras de nitrogeno fueron Azospirillum sp. y Rhizobium sp. La cepa P. graminis fue
obtenida a partir del aislamiento de bacterias en ndédulos de plantas de haba y las cepas
restantes forman parte de la coleccion de cepas del laboratorio de Microbiologia del
Suelo. Se mezclaron las semillas y el inoculante de forma manual en un recipiente
plastico. Posteriormente, fueron sembradas las semillas de forma inmediata (Figura 11).
Este procedimiento se realizé para los ensayos con BFN y las BSF por separado. Las
semillas fueron sembradas en condicion de monocultivo y cultivo mixto con tres
repeticiones para el caso de maiz y haba individualmente y cuatro repeticiones para el
caso del cultivo mixto maiz-haba. Se administré el inoculante de BFN y las BSF por
separado, asi mismo, se incluyé un tratamiento combinando BFN + BSF. Posteriormente
se realizé la fertilizacion quimica para los tratamientos indicados, con las dosis de N-P-
K: 120-60-00 y 60-30-00 segun el tratamiento correspondiente.
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Figura 11. Preparacion del inoculante e inoculacién de semillas en campo. El inoculante se prepar6 en el sitio
antes de la siembra mezclando cultivo bacteriano liquido con suelo esterilizado. La mezcla se agreg6 directamente

en las semillas.
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VIII. Resultados y discusion

8.1 Fase de laboratorio

8.1.1 Analisis fisico y quimico del suelo

8.1.1.1 Textura del suelo

Como parte del analisis fisico del suelo, se obtuvo que la textura del suelo corresponde
a 37% arcilla, 4% limo y 59% arena obteniendo un suelo Franco-Arcillo-Arenoso
(Figura 12). Las propiedades fisicas del suelo, como la textura, son importantes en el
desarrollo del sistema radicular de las plantas, los poros permiten la infiltracion de agua,
aire y favorecen la presencia de microorganismos, lo cual se traduce en un mejor

desarrollo y un mayor rendimiento de los cultivos (Barbosa et al., 2018).
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Figura 12. Tridngulo de textura del suelo. El punto rojo indica la interseccion de
los tres valores obtenidos.

8.1.1.2 Determinacion de pH en suelo
En el Cuadro 2 se observan los resultados de pH del suelo con base en la NOM-021

(DOF, 2002). Las condiciones previas al cultivo de maiz y haba presentaron un valor de
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pH de 5.64, considerado como moderadamente acido. Durante el establecimiento del
monocultivo de maiz, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.
Sin embargo, el pH del suelo presento un valor fuertemente &cido de 4.58, en presencia
de bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN). El tratamiento con bacterias solubilizadoras
de fosfatos (BSF) mas fertilizante quimico (60-30-00) mostré un valor de pH de 5.77,
que corresponde a la misma clasificacion del pH inicial. EI monocultivo de haba presentd
diferencias significativas de pH entre los tratamientos. Se detect6 un suelo fuertemente
acido con valor de pH de 4.85, que corresponde al tratamiento con fertilizante quimico
(120-60-00). En condiciones de cultivo mixto (maiz-haba) se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. El tratamiento con bacterias fijadoras de nitrégeno
(BFN) resulto en un suelo fuertemente &cido, con un valor de pH de 4.58. La disminucion
del pH en el suelo que se observd en gran parte de los tratamientos se da de manera
natural por la produccién de &cidos organicos en la raiz, estos cambios se intensifican
con la participacion de microorganismos, y con el tipo de cultivo especifico (Anderson
et al, 2013). La relacion que existia entre el pH del suelo, la disponibilidad de nutrientes
y la diversidad microbiana. En ese estudio encontraron que el factor que mas afectaba la
diversidad de microorganismos era el pH del suelo, al mismo tiempo, encontraron una
correlacion positiva entre la diversidad microbiana y la diversidad de plantas en su zona
de estudio (Zhalnina et al., 2015).

La adicion de fertilizantes quimicos resulta en un cambio en la acidez del suelo a corto
y largo plazo, ademas de afectar a las poblaciones de microorganismos (Ren-Yong et al.,
2018; Zhang et al., 2015). Lo anterior se observé en los tratamientos de fertilizacion
quimica 120-60-00 y 60-30-00 para el caso de las plantas en condiciones de cultivo mixto
y monocultivo. Suelos con un pH inferior a 5 son considerados fuertemente acidos (DOF,
2002). En el caso de las condiciones iniciales del suelo, el pH indica ser un suelo
moderadamente acido, volviéndolo mas acido al agregar fertilizantes quimicos Sin
embargo, en algunos casos, la adicion de bacterias como biofertilizante incremento el

pH del suelo con respecto a su condicidn inicial.
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Cuadro 2. Valores de pH para el suelo de las plantas de invernadero. Se reportan los valores de pH para

las plantas en condiciones de cultivo mixto y monocultivo.

Tratamiento Maiz Incremento Haba Incremento Maiz-Haba Incremento
% % %
BFN 458+042 a -15.96 5.15+0.20 ab -01.53 448+051 b -13.85
BFEN
527+094 a -03.30 552+0.10 ab 05.54 520+0.11 ab 00.00
60-30-00
BSF 5.07+£0.85 a -06.97 558+0.32 ab 06.69 5.15+0.35 ab -00.96
BSF
548+0.23 a 0.55 5.71+0.02 a 09.18 5.22+0.13 ab 00.38
120-60-00
BSF
577+0.39 a 05.87 5.41+0.14 ab 03.44 5.07+0.55 ab -02.50
60-30-00
BFN+BSFi{ 519+0.05 a -04.77 5.35+0.01 ab 02.29 5.28+0.09 ab 01.54
BFN + BSF
540+050 a -00.92 571+£0.47 a 09.18 553+0.34 a 06.35
60-30-00
120-60-00 | 485+059 a -11.01 492+033 b -05.93 473+0.45 ab -09.04
60-30-00 509+0.29 a -06.61 5.49+0.08 ab 04.97 5.10+0.30 ab -01.92
Control 545+0.21 a 00.00 5.23+0.06 ab 00.00 5.20+0.07 ab 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrdgeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres

repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacién estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no

tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P <0.05.
8.1.1.3 Conductividad eléctrica en suelo
La conductividad eléctrica (CE) del suelo sin tratamientos present6 un valor de 0.62 dS
m En el Cuadro 3, se presentan los valores obtenidos en cada uno de los tratamientos.
Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, para el monocultivo de
maiz. En el tratamiento donde se aplicaron bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF)
con fertilizante quimico (120-60-00) se presento el valor mas alto de conductividad, 0.43
dS m. Le sigui6 el tratamiento donde se aplicaron BFN mas fertilizante quimico (60-
30-00) con un valor de 0.38 dS m*. Para el caso del monocultivo de haba, no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, el mayor valor, 0.81 dS
mL, lo tuvo el tratamiento en el que se aplicaron BSF con fertilizante quimico (120-60-
00), sequido del tratamiento BFN mas BSF maés fertilizante quimico (60-30-00) con un
valor de 0.79 dS m*. En el caso de la CE en el cultivo mixto, existieron diferencias

significativas, siendo nuevamente el tratamiento de BSF con fertilizante quimico (120-
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60-00) el que tuvo el mayor valor, con 0.76 dS m™, seqguido del tratamiento de BFN mas
BSF mas fertilizante quimico (60-30-00) con un valor de 0.69 dS m™. Se considera que
la salinidad de un suelo es un parametro de productividad. En la escala de salinidad del
suelo (DOF, 2002), todos los tratamientos presentaron suelos pocos salinos, sin embargo,
la presencia o ausencia de organismos modifico las condiciones de salinidad con respecto
al tratamiento control, lo que indica que casi todos los tratamientos disminuyeron los
valores de salinidad para el suelo previo al experimento. Estos resultados concuerdan
con el trabajo de Cubillos-Hinojosa et al. (2017), quienes reportan una disminucién en

la conductividad eléctrica de suelos al ser inoculados con cepas bacterianas.

Cuadro 3. Conductividad eléctrica en suelo de plantas de maiz y haba en monocultivo y cultivo mixto en
condiciones de invernadero.

Maiz Incremento Haba Incremento Maiz-haba Incremento
ds m~ % ds m* % ds m %

BFN 0.36 £0.01 ab 28.57 0.49+£0.06 a -18.33 0.53+0.04 bc 32.50

BFN
60-30-00

BSF 0.34+0.01 ab 21.43 0.51+0.07 a -15.00 0.52+0.03 bc 30.00

BSF

Tratamiento

0.38+0.07 ab 35.71 0.59+0.05 a -01.67 0.53+0.04 bc 32.50

043+0.10 a 53.57 0.81+0.10 a 35.00 0.76 +0.15 a 90.00
120-60-00
BSF
0.30+£0.01 ab 07.14 052+0.14 a -13.33 0.59£0.14 abc 47.50
60-30-00
BFN +BSF | 0.32+0.06 ab 14.29 0.60+0.12 a 00.00 0.60+0.05 abc 50.00
BFN + BSF
0.30+0.03 ab 07.14 0.79+0.30 a 31.67 0.69+0.07 ab 72.50
60-30-00
120-60-00 { 0.31+£0.03 ab 10.71 049+0.18 a -18.33 0.48 £0.02 bc 20.00
60-30-00 | 0.31+0.02 ab 10.71 042+001 a -30.00 040+0.02 c 00.00
Control 0.28+0.02 b 00.00 0.60+0.18 a 00.00 0.40+0.05 ¢ 00.00

.BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no
tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

En el presente trabajo, se observo que el tratamiento de BSF adicionado de fertilizante
quimico resultd en un incremento en la CE del suelo rizosférico, en una escala mayor
con respecto a todos los demas tratamientos, incluido el control, por lo que se vuelve

necesario realizar mas estudios para evaluar este efecto en particular, el cual contradice
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lo reportado por Shrivastava y Kumar (2015), quienes reportaron que la presencia de

bacterias representa una herramienta para disminuir la salinidad del suelo.

8.1.1.4 Cuantificacion del fosforo disponible en suelo

En el Cuadro 4, se muestran los resultados de la disponibilidad de fésforo en el suelo
asociado a las plantas de maiz y haba en condiciones de monocultivo y cultivo mixto en
invernadero. El valor inicial del fésforo disponible en el suelo antes del establecimiento
del experimento, fue de 10.48 mg kg*. Se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos en las condiciones de monocultivo de maiz y haba y cultivo mixto. En el
suelo asociado a maiz en condiciones de monocultivo, el tratamiento de BSF mas
fertilizante quimico (120-60-00) presentd la mayor cantidad de fosforo disponible con
un valor de 10 mg kg*. Se observé que el tratamiento mas demandante de fésforo fue el
tratamiento con fertilizante quimico (120-60-00) y el tratamiento BFN mas BSF mas
fertilizante quimico (60-30-00), con un valor de 3.90 mg kg. Para el caso del suelo de
las plantas de haba en condicion de monocultivo, cuando se inocularon BSF, la
biodisponibilidad del fésforo aumenté de 10.48 a 14.63 mg kg, con respecto al valor
inicial del suelo. Este tratamiento resultd en el valor méas alto para esa condicion de
cultivo. El valor més bajo para el suelo con monocultivo de haba, fue el tratamiento
donde se aplicaron BFN mas BSF més fertilizante quimico (60-30-00), alcanzando 6.10
mg kg?. El suelo con cultivo mixto maiz-haba tuvo el valor mas alto de fésforo
disponible con la inoculacion de BFN. Los tratamientos con haba en monocultivo o en
cultivo mixto superaron el valor registrado en el suelo previo al establecimiento de los
experimentos. Estos resultados concuerdan con los reportados por Kopke et al. (2009),
quienes mencionan que la presencia de plantas de haba favorece la disponibilidad de
fosforo en suelos con bajos niveles de este macronutriente. Esto se contrasté con el
cultivo de plantas de maiz, las cuales tuvieron los valores més bajos de fosforo disponible
en suelo, sin embargo las plantas de haba incrementaron su disponibilidad en condicion
de monocultivo y de cultivo mixto con respecto al valor del suelo sin tratamientos. El

haba incorpora fracciones de fosforo disponible en el suelo, las cuales resultan en
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mejores rendimientos para los cultivos posteriores, 0 los que estan en asociacion directa

en la misma superficie tanto en suelos &cidos como en suelos alcalinos (Li et al., 2010;

Lietal., 2015). Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal son relevantes

para disminuir la dependencia de fertilizantes quimicos y aumentar el rendimiento de los

cultivos (Chu et al., 2018; Youseif, 2018; Marag y Suman, 2018). Es preciso destacar

que la condicion de cultivo mixto reportd los valores més altos de fosforo disponible al

combinar BFN, BSF y fertilizante quimico.

Cuadro 4. Cuantificacion del fésforo disponible en suelo asociado a las plantas de maiz y haba en condiciones de
monocultivo y cultivo mixto en invernadero.

Tratamiento Maiz Incremento Haba Incremento Maiz-Haba Incremento
mg kg % mg kg % mg kg %
BFN 06.89+0.30 cd -10.98 10.06 +0.30 cd 03.71 15.12+049 a 68.75
BFEN
09.63+0.37 ab 24.42 11.46 +£0.49 bc 18.14 09.94+0.43 cde 10.94
60-30-00
BSF 09.02+£0.73 abc 16.54 1463+0.61 a 50.82 09.39+0.49 de 04.80
BSF
10.00+0.37 a 29.20 1195+061 b 23.20 12.62 +2.26 bc 40.85
120-60-00
BSF
07.07+£0.37 cd -08.66 10.18 +0.43 cd 04.95 10.24 +0.00 bcde 14.29
60-30-00
BFN + BSF | 07.26+1.77 cd -06.20 07.20+0.49 fg -25.77 09.76 £ 0.00 de 08.93
BFN + BSF
03.90+0.73 e -49.61 06.10+0.98 ¢ -37.11 1287+1.16 b 43.64
60-30-00
120-60-00 03.90+0.12 cd -49.61 12.13+0.18 b 25.05 11.76 £ 0.06 bcd 31.25
60-30-00 0652+043 d -15.76 08.29+0.00 ef -14.54 10.91+£0.30 bcde 21.76
Control 07.74+0.06 bcd 00.00 09.70 £ 0.06 de 00.00 08.96+1.04 e 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres repeticiones por
tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias estadisticas
significativas a Tukey P < 0.05.

Las interacciones a nivel de raiz entre una graminea y una leguminosa benefician la

biodisponibilidad de fosforo en el suelo, adicionar microorganismos mejora este efecto

y se mejora la eficiencia en el uso de los recursos del suelo en comparacion al

monocultivo (Xia et al., 2013; Latati et al., 2016; Xue et al., 2016).
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8.1.2 Analisis microbiologico del suelo

8.1.2.1 Conteo de unidades formadoras de colonias del suelo

Se cuantificaron las poblaciones microbianas en unidades formadoras de colonias (UFC)
en distintos medios de cultivo (Figura 13), donde se encontraron 289x10* UFC de
hongos, 90x10* UFC de bacterias mesofilicas aerébicas, 117x10* UFC de actinomicetos,
3x10* UFC bacterias Gram negativas, y 8x10* BSF (Cuadro 5). Romero et al. (2009)
reportan que para suelos con distintos niveles de degradacion, se obtuvieron de 102 hasta
10° UFC de conteos totales de bacterias y hongos. Henriquez et al. (2014) indicaron que
las bacterias se encuentran en mayor proporcion en el suelo de cultivos mixtos, con

respecto a los monocultivos.

Cuadro 5. Conteo de UFC de microorganismos por gramo de suelo.

Dilucion
Medio de UFC g de suelo
cultivo
103
TSA 89.5 £ 12.02
PDA 288.5 + 16.26
Czapeck-Dox 117.0 £ 08.48
Goldstein 08.0+01.41
McConkey 02.5+00.70

Promedio de tres repeticiones seguido de su desviacion estandar.

Figura 13. Conteo de microorganismos del suelo. (a) agar TSA, (b) agar Czapeck, (c) agar Goldstein, (d) agar
McConkey.
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8.1.2.2 Aislamiento y seleccion de bacterias solubilizadoras de fosfatos

Durante el proceso de aislamiento de bacterias se obtuvieron ocho cepas con actividad
solubilizadora de fosfatos en medio de cultivo Goldstein. Se observo que en presencia
de manitol no se manifestaba el halo de solubilizacién para las ocho cepas. En medio de
cultivo con manitol y glucosa, como fuentes de carbono, se presentaron pequerios halos
de solubilizacion. EI medio de cultivo adicionado de glucosa, como fuente de carbono,
mostré los halos de solubilizacién mas evidentes, por lo que esta fuente de C fue utilizado

para la purificacion y estudios posteriores de las bacterias (Figura 14).

Figura 14. Placas de agar Goldstein con bacterias solubilizadoras de fosfatos. (a) Nula actividad solubilizadora
en medio de cultivo con manitol y (b) actividad solubilizadora en medio de cultivo con glucosa.

8.1.2.3 Evaluacion de la actividad solubilizadora de fosfatos por las cepas
bacterianas

Durante la evaluacion de la actividad solubilizadora de las bacterias, se observé que el
mayor indice de solubilizacion de fosfatos correspondié a la cepa bacteriana C8, cuyo
indice de solubilizacion fue de 1.65, seguido de la cepa B52 con un indice de

solubilizacion de 1.47 (Figura 15). Ambas colonias fueron consideradas en el
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experimento de invernadero y campo debido a la actividad que demostraron, y se analiz
su compatibilidad (Cuadro 6).

Figura 15. Placa de agar Goldstein adicionado de glucosa. Se
observan halos de solubilizacion de las cepas bacterianas aisladas.

Cuadro 6. Indice de solubilizacién de las cepas
bacterianas aisladas de nodulos de haba.

Colonia indice de solubilizacion

Bl, 1.15+0.05¢

B5; 1.35+0.10b

B5, 143+0.11b
T2C5; 1.12+0.03¢

B6: 0.00+0.00d

B62 1.13+0.01¢c

C8 1.67+0.10a

Los datos representan el promedio de tres repeticiones,
seguido de su desviacion estandar. indice de solubilizacion
(diametro del halo/diametro de la colonia).
8.1.2.4 Identificacion de bacterias solubilizadoras de fosfatos
8.1.2.4.1 Identificacidn de bacterias por métodos bioquimicos
Se realizaron las pruebas bioquimicas para caracterizar a las cepas aisladas (Cuadro 7).
Todas las cepas fueron identificadas con una clave, y posteriormente se realizd la

identificacién con el sistema APl Web.
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Cuadro 7. Pruebas bioguimicas para la determinacién mediante API 20 NE.

Oxidativa / Crecimiento
Clave Identificacién Oxidasa Catalasa . en medio Movilidad
Fermentativa
McConkey
Bl Aeromonas hydrophila/caviae + + OF + +
B5; Ochrobactrum anthropi + + F + +
B5; Ralstonia pickettii + + OF - -
T2C5;  Burkholderia pseudomallei + + OF + +
B6: Pseudomonas fluorescens + + F + -
B6, Aeromonas hydrophilia/caviae + + OF + +
Cc8 Burkholderia sp. + - OF - R

(+) Reaccidn positiva, (-) reaccion negativa., (O) Oxidativo, (F) fermentativo. Todas las cepas fueron bacilos Gram negativos.
Identificacion corresponde al sistema API 20 NE de Biomérieux

8.1.2.4.2 Identificacion de bacterias por métodos moleculares

Se identificaron molecularmente las cepas C8 y B5;, las cuales mostraron el mayor
indice de solubilizacion con respecto a las cepas aisladas. Se determind que la C8
corresponde a la especie Paraburkholderia graminis (Sawana et al., 2014), antes
nombrada Burkholderia graminis (Viallard et al., 1998) con un 100% de similitud con
la base de datos del NCBI. La especie B5; corresponde a la bacteria Variovorax soli con
un 98% de similitud, de acuerdo a la misma base de datos. La identificacion molecular
resultd en porcentajes de similitud mas altos que los obtenidos por la identificacion API,
por lo que se consideraron estos resultados como los definitivos para las cepas
analizadas. Las especies del género Burkholderia son bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, y aunque algunas especies son consideradas como patdgenas, otras
son benéficas en el desarrollo y asociacién simbidtica con plantas (Beneduzi et al.,
2013). Se ha aislado P. graminis de nodulos de leguminosas y suelo, siendo mas
frecuente encontrarlas en nédulos (Steenkamp et al., 2015). Cepas del género Variovorax
han sido aisladas en suelo, agua y aire en distintos paises. Algunas cepas, como
Variovorax soli, se han utilizado como bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(Pereira et al., 2016) y como agentes de biorremediacion en suelos contaminados por

pesticidas (Betancur-Corredor et al., 2015).
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8.1.2.5 Ensayo de compatibilidad entre bacterias

Se observo que las cepas Variovorax soli (B52) y Paraburkholderia graminis (C8)
exhibieron el mayor indice de solubilizacion de fosfatos, por lo que fueron sometidas a
un ensayo de compatibilidad para verificar que no exista antagonismo entre ellas. Se
observé que P. graminis C8 inhibid el crecimiento de V. soli B5. (Figura 16). Por lo

anterior, se utilizé P. graminis C8 en los ensayos de invernadero y campo.

Fra nsayos de compatibilidad entre bacterias solubilizadoras de fosfatos. (a) La bacteria Variovorax.
Soli al centro y a la derecha de la placa y (b) la bacteria Paraburkholderia graminis se observa al centro y al lado
izquierdo, del lado derecho esta V. soli. ¢ Y qué significa esto?

8.1.2.6 Actividad de la enzima deshidrogenasa en suelo

Los resultados de la actividad de la enzima deshidrogenasa en el suelo asociado a las
plantas de maiz y haba en condiciones de monocultivo y cultivo mixto se muestra en el
Cuadro 8. La actividad enzimatica en el suelo previo al experimento fue de 0.41 unidades
enzimaticas (UE).

Se observaron diferencias estadisticas significativas en todos los tratamientos. Para el
caso del suelo de plantas de maiz en monocultivo se obtuvo que los tratamientos con
fertilizante quimico (120-60-00 y 60-30-00) presentaron la mayor concentracion de

unidades enzimaticas entre todos los tratamientos analizados, con concentraciones de
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1.43 'y 1.23 UE, respectivamente. En el suelo de haba en condiciones de monocultivo en
los tratamientos con fertilizantes quimicos 120-60-00 y 60-30-00,se registraron 1.09 y
0.87 UE, respectivamente La inoculacion con BSF mas fertilizante quimico presento
0.62 UE. En condiciones de cultivo mixto, los tratamientos con fertilizante quimico 120-
60-00 y 60-30-00 mostraron la mayor actividad enzimatica para esta condicion de
cultivo, con concentraciones de 1.29 y 0.91 UE, respectivamente. La inoculacion con
BSF resultd en 0.54 UE. Henriquez et al. (2014) reportaron 2.69 UE para la actividad

deshidrogenasa en suelo cultivado con maiz.

Cuadro 8. Actividad deshidrogenasa en suelo asociado a plantas de maiz y haba en monocultivo y cultivo
mixto.

Actividad enzimatica

. UE
Tratamiento
Maiz Incremento Haba Incremento Maiz — Haba Incremento
% % %
BFN 0.29 £0.02 de -28.69 0.20+0.05 d -61.20 0.30+0.12 cd -03.82
BFN
0.44 £0.03 cd 04.43 0.35+0.01 cd 01.25 0.49+0.16 cd 33.26
60-30-00
BSF 0.58+0.01 ¢ 14.76 0.57+0.10 bc 14.10 0.54+0.04 ¢ 23.51
BSF
0.22+0.00 e -64.34 0.31+0.11 cd 04.78 0.16+0.04 d -57.55
120-60-00
BSF
0.61+0.04 ¢ 14.34 0.62+0.13 bc 21.15 0.41+0.08 cd -03.44
60-30-00
BFN + BSF | 0.48 +£0.09 cd -15.61 0.43+0.04 cd -07.30 0.25+0.06 cd -33.07
BFN + BSF
0.36 £0.02 de -33.33 0.36 £0.16 cd 48.86 0.51+0.04 cd -20.45
60-30-00
120-60-00 { 1.43+0.03 a 183.75 1.09+0.00 a 251.13 1.29+0.02 a 183.17
60-30-00 1.23+0.12 b 111.18 0.87 £0.05 ab 137.78 091+011 b 122.37
Control 0.37+0.05 de 00.00 0.53+0.02 ¢ 00.00 0.43+0.03 cd 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no
tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

En condiciones de monocultivo y cultivo mixto, se obtuvo la mayor actividad enzimatica
en el tratamiento con fertilizantes quimicos, mostrando diferencias significativas con el

resto de los tratamientos. Lo anterior podria estar relacionado a las UFC encontradas en

45



el suelo, ya que la actividad de la enzima deshidrogenasa esta relacionada con la cantidad
de microorganismos presentes (Luo et al.,, 2015). La actividad enzimatica por
microorganismos en el suelo es un indicador de fertilidad y se ha observado que el
manejo, la cantidad de materia organica, la profundidad e incluso el tipo de fertilizante
utilizado puede favorecer o perjudicar a las poblaciones microbianas y la calidad del

suelo (Kumar et al., 2013; Velmourougane et al., 2013).

8.2 Fase de invernadero

8.2.1 Monocultivo y cultivo mixto de maiz y haba

Los resultados de altura, diametro, masa seca de tallo y raiz se muestran en los Cuadros
9y 10. En el caso de las plantas maiz en condicion de monocultivo, el tratamiento con
bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) mas fertilizante quimico (60-30-00) genero
la mayor altura con 149.75 cm, seguido del tratamiento de BSF + fertilizante quimico
(120-60-00), con 147.25 cm.

Cuadro 9. Altura y didmetro en las plantas de maiz en invernadero en monocultivo.

Tratamiento Altura Increomento Diametro Incremento
cm % cm %

BFN 114.50 + 06.80 ¢ -16.73 0.50+0.00 de 00.00
BFN 60-30-00 135.00 £ 04.76 abc  -01.82 0.60+0.11 bcde 20.00
BSF 115.75+07.54 bc -15.82 0.47+0.09 e -06.00
BSF 120-60-00 147.25+05.85 a 07.09 0.65+0.05 abc 30.00
BSF 60-30-00 149.75+ 1250 a 08.91 0.62+0.05 abcd 24.00
BFN + BSF 140.25 + 06.84 a 02.00 0.57 £ 0.09 bcde 14.00
BFN + BSF 60-30-00 132.75 £ 08.53 abc -03.45 0.65+0.12 abc 30.00
120-60-00 140.00 £ 05.29 a 01.82 0.75+0.10 a 50.00
60-30-00 138.25+10.30 ab 00.55 0.67+0.12 ab 34.00
Control 137.50 £ 11.70 ab 00.00 0.50+0.05 cde 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacién estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no

tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

Lo anterior, representd un incremento del 8.9% y 7.09%, respectivamente. EI mayor
diametro de las plantas de maiz en condicion de monocultivo correspondio al tratamiento

de fertilizacion quimica 120-60-00 con un valor de 0.75 cm; seguido del tratamiento de
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fertilizacion quimica 60-30-00, con un valor de 0.67 cm. Los tratamientos que incluyeron
BSF y/o BFN mostraron incrementos en diametro desde un 14% hasta un 30%, con

respecto al control. Existieron diferencias significativas entre todos los tratamientos.

La masa seca del tallo registr6 diferencias significativas entre tratamientos. Se observo
la mayor masa seca con la inoculacion de BSF + 120-60-00 de fertilizante, con un peso
de 26.29 g, seguido del tratamiento con fertilizacién quimica 60-30-00 con un valor de
23.63g.

Cuadro 10. Masa seca de tallo y raiz en las plantas de maiz en invernadero, en monocultivo.

Masa seca Masa seca
. Incremento p Incremento
Tratamiento tallo raiz
g % g %
BFEN 15.46 £ 0.54 ¢ -28.15 16.55+0.81 a 03.82
BFEN
18.95+4.09 bc -11.94 1471+3.42 a -07.71
60-30-00
BSF 16.40+4.74 bc -23.79 1485+ 0.64 a -06.83
BSF
3350+£238 a 55.66 16.48 +£0.85 a 03.38
120-60-00
BSF
21.45+252 bc -00.325 16.14+0.52 a 01.25
60-30-00
BFN + BSF 1492+1.36 c -30.66 15.14+0.25 a -05.01
BFN + BSF
20.4 +3.28 bc -05.20 15.75+0.28 a -01.19
60-30-00
120-60-00 20.36 £ 0.39 bc -05.39 16.54 +0.23 a 03.76
60-30-00 23.63+759 b 09.80 16.65+0.71 a 04.45
Control 2152 +4.07 bc 00.00 15.94+3.42 a 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrogeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacién estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no
tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

La mayor masa seca de la raiz se obtuvo con el tratamiento con fertilizacion quimica 60-
30-00 con un peso de 16.65 g, seguido del tratamiento donde se inocul6 con BFN, con
un valor de 16.55 g, sin diferencias significativas entre los tratamientos. Lo anterior es

similar a los resultados obtenidos por autores como Pérez-Montafio et al. (2014), Pérez-
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Lopez et al. (2007) y Hauggaard-Nielsen y Jensen (2005), quienes aislaron cepas de
bacterias del suelo y las inocularon en distintos cultivos obteniendo incrementos en
altura, masa hiumeda, masa seca y rendimientos totales en granos, entre muchos otros
parametros. En la Figura 17 se muestra la diferencia en el desarrollo de la raiz de las

plantas de maiz en monocultivo con respecto al control.

Figura 17. Raices de maiz en monocultivo. (a) Raiz inoculadas con BSF + 60-30-00 de fertilizante
quimico y (b) Raiz control.

En las plantas de haba sembradas en invernadero en condiciones de monocultivo, el valor
mas alto para la altura de las plantas se obtuvo con el tratamiento de BFN con un valor
de 74.42 cm, seguido del tratamiento con fertilizante quimico 60-30-00, con un valor de

68.66 cm. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. El tratamiento
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con el dato mas alto de diametro fue cuando se inoculé BSF, con un valor de 0.52 cm,
lo que representd un incremento del 30% con respecto al control. En segundo lugar, la
inoculacién con BFN y BSF mas fertilizante quimico 120-60-00 tuvieron un valor de

0.47 cm, sin diferencias significativas entre tratamientos.

Cuadro 11. Altura y didmetro en las plantas de haba en invernadero en monocultivo.

. Altura Incremento Diametro Incremento
Tratamiento
cm % cm %
BFN 7442 +284 a 34.28 0.47+0.05 a 17.50
BFN
65.52 £2.99 bc 18.22 0.45+0.05 a 12.50
60-30-00
BSF 60.43+2.04 cd 09.04 0.52+0.05 a 30.00
BSF
57.92+1.16 d 04.51 0.47+0.09 a 17.50
120-60-00
BSF
67.80+0.49 b 22.33 0.42+0.05 a 05.00
60-30-00
BFN + BSF 66.96 £4.12 b 20.82 0.40+0.08 a 00.00
BFN + BSF
55.76 +0.91 d 00.61 0.45+0.05 a 12.50
60-30-00
120-60-00 65.00 £ 2.04 bc 17.28 0.40+0.00 a 00.00
60-30-00 68.66 £ 3.39 ab 23.89 0.45+0.05 a 12.50
Control 55.42 +2.76 d 00.00 0.40+0.08 a 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrdgeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacién estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no
tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

El mayor dato registrado de masa seca del tallo de las plantas de haba en monocultivo
correspondié a los tratamientos con fertilizante quimico 120-60-00 y 60-30-00, con un
peso de 20.33 'y 19.33g, respectivamente (Cuadro 11). Los dos tratamientos mencionados
anteriormente resultaron ser estadisticamente iguales, pero mostraron diferencias
significativas con el resto de los tratamientos.

La masa seca de la raiz de las plantas de haba en monocultivo se mantuvo sin diferencias
significativas entre tratamientos. Los tratamientos que alcanzaron la mayor masa fueron

el tratamiento con fertilizante quimico 120-60-00 con un valor de 18.14 g, seguido del
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tratamiento donde se inoculé BFN + BSF adicionado con fertilizante quimico 60-30-00
con un valor de 17.02 g (Figura 18).

El namero de nddulos en la raiz de las plantas de haba en monocultivo presento
diferencias significativas entre tratamientos. En primer lugar, cuando se inoculo BFN se
contaron 26.75 nddulos en promedio en las raices de las plantas. En segundo lugar, las
plantas inoculadas con BSF presentaron 19 nodulos. Algunos de estos resultados
corresponden con lo expuesto por Abd-Alla et al. (2014), quienes reportan que la
asociacion con cepas especificas de hongos y bacterias promueven la formacion de
nodulos en plantas de haba y por otro lado, cambios en el pH del suelo afectan
significativamente las poblaciones de microorganismos, lo que puede explicar la
disminucion en la cantidad de nodulos observadas en algunos tratamientos que

incluyeron fertilizacién quimica.

Cuadro 12. Masa seca de tallo y raiz, y cuenta de nddulos en las plantas de haba en invernadero en monocultivo.

Masa seca Masa seca
. Incremento P Incremento . Incremento
Tratamiento tallo % raiz % Nédulos %
g 9
BFN 13.71+048 b -05.90 16.10+2.05 a -03.59 26.75+340 a 105.76
BFN
13.37+046 b -08.23 1431+168 a -14.31 04.00+0.81 fgh -69.23
60-30-00
BSF 13.63+0.78 b -06.45 1470+ 0.67 a -11.97 19.00+2.16 b 46.15
BSF
1353+035 b -07.13 1441+166 a -13.71 09.25 +2.87 cde -28.84
120-60-00
BSF
13.89+0.78 b -04.66 1430+1.83 a -14.37 06.25+1.25 efg -51.92
60-30-00
BFN +BSF{ 13.73+0.42 b -05.76 1534+235 a -08.14 11.00 £ 1.63 cd -15.38
BFN + BSF
1425+095 b -02.19 17.02+1.16 a 01.91 03.25+1.25 gh -75.00
60-30-00
120-60-00 20.33+0.94 a 39.53 18.14+2.03 a 08.62 01.00£0.00 h -92.30
60-30-00 19.33+1.24 a 32.66 15.97+197 a -04.37 07.75+1.70 def -40.38
Control 1457+134 b 00.00 16.70+2.47 a  00.00 13.00+1.41 c 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrogeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacién estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no tienen
diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.
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Andrade et al. (2013) indicaron en su estudio que los biofertilizantes incrementaron la
biomasa de los nédulos en raices de caupi, mejorando también la disponibilidad de
fosforo en el suelo. En la Figura 18, se muestran diferencias en el desarrollo de las raices
inoculadas con biofertilizantes con respecto al control. Se observé un mayor nimero de
raices secundarias cuando se inoculd la BFN; en contraste, se observaron raices mas

delgadas y con menos ramificaciones en el control.

Figura 18. Raices de haba en monocultivo. (a) Raiz tratada con bacterias fijadoras de nitrégeno y (b)
raiz de plantas control.
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Las plantas de maiz, en condicion de cultivo mixto, cuando fueron inoculadas con la
BSF mas fertilizante quimico 120-60-00, mostraron la mayor altura para esta condicion
de cultivo (136.75 cm), sequido de las plantas inoculadas con BSF + BFN vy fertilizante
quimico 60-30-00, con un valor de 134.00 cm, con diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos. EI mayor diametro de las plantas de maiz en cultivo mixto fue de 0.67
cm con la fertilizacion quimica 60-30-00, seguido por las plantas de maiz con fertilizante
quimico 120-60-00 y las tratadas con BFN, BSF y fertilizante quimico 60-30-00,
midieron 0.52 cm. La masa seca del tallo de las plantas de maiz en cultivo mixto carece
de diferencias significativas entre los tratamientos, aunque se observa el dato mayor con
fertilizacion quimica 120-60-00, cuyo valor fue de 19.90 g, sequido de las plantas
inoculadas con BSF mas fertilizante quimico 120-60-00 con un valor de 19.65 g sin
diferencias significativas entre los tratamientos. Cabe destacar que se observaron

incrementos desde el 1.76% hasta el 6.47% con respecto al control (Cuadro 13).

Cuadro 13. Altura, didmetro y masa seca de tallo en las plantas de maiz en invernadero en cultivo mixto.

. Altura Incremento Diametro Incremento Masa seca Incremento
Tratamiento
cm % cm % g %
BFN 107.25+3.77 d -07.74 0.37+0.05 b 23.33 17.39+1.47 a -06.95
BFN
119.25 +5.73 bcd 02.58 0.45+0.12 ab 50.00 18.07+1.19 a -03.31
60-30-00
BSF 130.50 +5.06 abc 12.25 0.45+0.05 ab 50.00 17.25+0.48 a -07.70
BSF
136.75+8.42 a 17.63 0.47 £0.09 ab 56.66 19.65+0.36 a 05.13
120-60-00
BSF
122.50 + 2.64 abcd 05.37 0.47 £0.05 ab 56.66 19.02+084 a 01.76
60-30-00
BFN + BSF 124.00 +4.96 abc 06.66 0.45+0.05 ab 50.00 18.04+0.13 a -03.47
BFN + BSF
134.00 £9.38 ab 15.26 0.52+0.05 ab 73.33 19.03+141 a 01.81
60-30-00
120-60-00 126.75 +£5.73 abc 09.03 0.52+0.05 ab 73.33 19.90+152 a 0647
60-30-00 119.50 £8.73 bcd 02.79 0.67+£0.22 a 123.33 19.34+0.70 a 03.47
Control 116.25+6.84 cd 00.00 0.30+0.08 b 0.00 18.69+281 a 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres repeticiones
por tratamiento, seguido de su desviacidn estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias
estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.
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Las plantas de haba en cultivo mixto tuvieron una altura de 51.25 cm con el tratamiento
de fertilizante quimico 120-60-00, sequidas de las plantas tratadas con BFN, BSF y
fertilizante quimico 60-30-00, que mostraron un valor de 50.75 cm, sin presentar
diferencias significativas entre tratamientos. Para el didmetro de las plantas de haba en
cultivo mixto, la inoculacion con BFN mas BSF mostrd una tendencia a ser el valor mas
alto con 0.45 cm, seguido del tratamiento control con un valor de 0.43 cm, sin observarse
diferencias significativas entre | tratamientos. Al medir la masa seca del tallo de las
plantas de haba se observo que con la inoculacion de BFN + BSF, los tallos alcanzaron
14.32 g, seqguido por el tratamiento BFN + BSF mas fertilizante quimico 60-30-00 ,con
un peso de 14.26 g, sin observarse diferencias significativas entre los tratamientos
(Cuadro 14).

Cuadro 14. Altura y didmetro en las plantas de haba en invernadero en cultivo mixto.

Altura Incremento Didmetro Incremento
Tratamiento haba o haba 0
0 %
cm cm
BFN 4400+09.42 a -09.74 0.33+£0.05 a -23.26
BFN
4475+0457 a  -08.21 0.30+0.00 a -30.23
60-30-00
BSF 46.00+08.87 a -05.64 0.33+0.10 a -23.26
BSF
3850+0387 a -21.03 0.30+0.08 a -30.23
120-60-00
BSF
49.75+03.10 a  02.05 028+0.10 a -34.88
60-30-00
BFN + BSF 49.00+05.48 a  00.51 045+0.06 a 04.65
BFN + BSF
50.75+06.40 a  04.10 0.40+0.08 a -06.98
60-30-00
120-60-00 5125+03.10 a  05.13 035+0.13 a -18.60
60-30-00 47.75+09.00 a  -02.05 035+0.13 a -18.60
Control 48.75+13.05 a  00.00 043+0.10 a 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna

no tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.
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Al determinar la masa seca de las raices de las plantas de haba en cultivo mixto se obtuvo

que las plantas control alcanzaron 32.23 g, seguido del tratamiento BFN mas fertilizante

quimico 60-30-00 con una masa de 30.93 g, sin presentarse diferencias significativas

entre los tratamientos. Al comparar los cuadros de los tratamientos en monocultivo se

encontraron semejanzas con lo obtenido por Hauggaard-Nielsen y Jensen (2005);

Agegnehu et al. (2008); Li etal., (2010) y Li et al. (2015), quienes registraron una mayor

masa seca al establecer sistemas de cultivo mixto de maiz y haba en condiciones de

invernadero, en comparacion a las mismas plantas en condicion de monocultivo.

En el conteo de nddulos en raices de las plantas de haba en cultivo mixto, se observo

que el tratamiento con fertilizante quimico 60-30-00 presentd un valor promedio de 36

nodulos por planta, seguido del tratamiento control con 24 nédulos (Cuadro 15).

Cuadro 15. Masa seca de tallo y raiz, y nimero de nédulos en las plantas de haba en invernadero en cultivo

mixto.
Masa seca Masa seca .
. Incremento p Incremento Noédulos Incremento
Tratamiento tallo % raices % %
g g
BFN 13.90+0.68 a 00.51 26.19+112 a -18.74 17.25+3.30 bc -30.30
BFN 60-30-00 14.01+057 a 00.30 30.93+3.07 a -04.03 04.00+0.00 de -83.84
BSF 13.71+0.66 a -00.87 27.38+240 a -15.04 10.00£3.56 cd -59.60
BSF
1358+ 061 a -01.81 26.74+220 a -17.03 00.00+£0.00 e -100.00
120-60-00
BSF
1410+0.15 a 01.95 2599+0.74 a -19.36 02.75+0.47 de -88.89
60-30-00
BFN + BSF 1432+046 a 03.54 29.00+149 a -10.02 06.00 £0.82 de -75.76
BFN + BSF 60-30-00 | 14.26+0.98 a 03.11 27.88+493 a -13.49 18.00 +4.32 bc -27.27
120-60-00 13.34+099 a -03.54 29.02+3.28 a -09.95 10.75+250 cd -56.57
60-30-00 13.73+0.43 a -00.72 2857+545 a -11.35 36.00+2.94 a 45.45
Control 1383+1.06 a 00.00 32.23+4.76 a 00.00 2475+957 b 00,00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno

. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres

repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no
tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

Existieron diferencias significativas entre tratamientos. Se observo que el cultivo mixto

superd la cantidad maxima de ndédulos registrada en el monocultivo en algunos casos.
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Los datos obtenidos mostraron una disminucion en el namero de nodulos en casi todos
los tratamientos en comparacion al control, segun el trabajo de Abd-Alla et al. (2014) la
temperatura juega un papel importante para la formacién de nodulos en plantas,

colocando un rango de temperatura ideal de los 25 a los 33 °C.

En el Cuadro 16 se presentan los valores de masas seca de tallos y raices para las plantas
de maiz y haba en conjunto. No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos aunque el tratamiento con BFN + BSF adicionado de fertilizante quimico
60-30-00, exhibié el valor méas alto con 32.29 g, seguido del tratamiento con fertilizacion

quimica con 32.25 g.

Cuadro 16. Masa seca de la raiz combinada de las plantas de haba y maiz en cultivo mixto
en invernadero.

Masa seca de Incremento Masa seca Incremento
Tratamiento tallos (maiz + haba) % raices (maiz + haba) %
g g
BFN 31.30+2.47 a -03.75 26.19+1.12 a -18.74
BFN
32.09+2.87 a -01.32 30.93+3.07 a -04.03
60-30-00
BSF 30.96 £2.51 a -04.80 27.38+240 a -15.04
BSF
33.23+4.29 a -02.18 26.74+220 a -17.03
120-60-00
BSF
33.13+348 a 01.88 25.99+0.74 a -19.36
60-30-00
BFN + BSF 32.36 £2.63 a -00.49 29.00£1.49 a -10.02
BFN + BSF
33.29+3.38 a 02.37 27.88+4.93 a -13.49
60-30-00
120-60-00 33.25+4.64 a 02.24 29.02+3.28 a -09.95
60-30-00 33.08+3.97 a 01.72 28571545 a -11.35
Control 3252+343 a 00.00 32.23+4.76 a 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio
de tres repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la
misma columna no tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

Al comparar estos resultados con los de altura para las plantas de maiz y haba en

monocultivo, se observa un incremento de casi el doble para cada tratamiento. Estos
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resultados corresponden a lo obtenido por autores como Song et al., (2006) y Rezaei-
Chianeh et al., (2011), quienes encontraron un mayor rendimiento en plantas de maiz y

haba en condiciones de cultivo mixto, en comparacion al monocultivo.

En el Cuadro 17 se muestran los conteos de UFC de BSF realizados en el suelo de los
tratamientos en condiciones de monocultivo y cultivo mixto. Para el caso del maiz en
monocultivo, se obtuvieron 14x10° UFC g en el tratamiento con fertilizante quimico
120-60-00, seguido del tratamiento con BFN + BSF adicionado de fertilizante quimico
(60-30-00) con 13.33 x10° UFC g,

Cuadro 17. Unidades formadoras de colonias bacterianas solubilizadoras de fosfatos en el suelo de las plantas de
haba en condiciéon de invernadero. Se reportan las UFC de bacterias solubilizadoras de fosfatos con potencia de 10°

unidades.

Tratamiento Maiz Incremento Haba Incremento Maiz-Haba Incremento
UFC X10° % UFC X10° % UFC X10° %
BFN 09.67 £ 2.5 abc -21.57 14.33+5.50 abc -06.52 02.33+0.57 d -85.73
BFN
11.00 +4.00 abc -10.79 05.00+1.00 bc -67.38 14.00+1.00 ab -14.26
60-30-00
BSF 06.00+0.00 ¢ -51.34 04.00+2.00 ¢ -73.91 17.00+6.00 a 04.10
BSF
11.00 +1.00 abc -10.79 11.00 £ 2.00 abc -28.25 05.33+251 cd -67.36
120-60-00
BSF
07.00+2.00 bc -43.23 15.33+2.51 ab 00.00 05.33+1.52 cd -67.36
60-30-00
BFN + BSF | 08.33+1.52 abc -32.44 04.00+3.00 ¢ -73.91 12.00 +1.00 abc -26.51
BFN + BSF
13.33+1.52 a 08.11 14.33+7.50 abc -06.52 08.33 £0.57 bcd -48.98
60-30-00
120-60-00 14.00+1.00 a 13.54 09.33+£3.51 abc -39.14 12.00 + 2.00 abc -26.51
60-30-00 07.00£2.00 bc -43.22 17.33+1.52 a 13.05 03.00+1.00 d -81.62
Control 12.33+0.57 ab 00.00 15.33+0.57 ab 00.00 16.33+0.57 a 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres repeticiones por
tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias estadisticas
significativas a Tukey P < 0.05.
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En el suelo rizosférico asociado a plantas de haba en monocultivo, se obtuvieron
17.33x10° UFC g en el tratamiento con fertilizacion quimica 60-30-00, seguido del
tratamiento BSF mas fertilizante quimico 60-30-00 con 15.33x10° g*. En el cultivo
mixto, el tratamiento con BSF present6 el mayor nimero de UFC con 17x10%, seguido
del tratamiento control con 16.33x10° g1. Majumder y Palit (2016) reportaron desde
1.1x10* hasta 7.8x10* UFC de BSF por gramo de suelo (Cuadro 17).

8.3 Fase de campo
8.3.1 Cultivo en campo
En el Cuadro 18 se muestran los resultados obtenidos del conteo de UFC de BSF en las
plantas de haba en condiciones de monocultivo y cultivo mixto en campo.
Cuadro 18. Unidades formadoras de colonias de bacterias solubilizadoras de fosfatos en el

suelo de las plantas de haba en condicién de campo. Se reportaron las unidades formadoras
de colonias (UFC) de bacterias solubilizadoras de fosfatos en potencia de 10° unidades.

Tratamiento Haba Incremento Maiz-Haba Incremento
UFC % UFC %
BFN 10.50+2.12 cde 90.91 07.50+0.71 cd 15.38
BFN
05.00+141 f -09.09 1550+2.12 b 138.46
60-30-00
BSF 15.50 £ 0.71 abc 181.82 21.00+2.83 a 223.08
BSF
18.50+2.12 a 236.36 07.00+1.41 cd 07.69
120-60-00
BSF
15.50 + 3.54 abc 181.82 06.50+0.71 d 00.00
60-30-00
BFN + BSF 13.00 + 4.24 bcd 136.36 1550+4.95 b 138.46
BFN + BSF
19.50+3.54 a 254.55 03.50+0.71 cd -46.15
60-30-00
120-60-00 07.50 +2.12 def 36.36 06.50 +0.71 bc 0.00
60-30-00 17.50+2.12 ab 218.18 0750+ 2.12 cd 15.38
Control 05.50 +0.71 ef 00.00 06.50+0.71 d 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio
de tres repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la
misma columna no tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.
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Se observé que para las plantas de haba en monocultivo, la inoculacion con BFN + BSF
adicionada de fertilizante quimico 60-30-00) tuvo la mayor cantidad de UFC con
19.5x10°, seguido de la inoculacion con BSF adicionado de fertilizante quimico 120-60-
00 con 18.5x10°.

Se observo que la mayor altura de las plantas de haba, en condiciones de monocultivo
en campo, fue de 131.50 cm con el fertilizante quimico 120-60-00, seguido del
tratamiento con BFN + BSF adicionado de fertilizante quimico 60-30-00 con 110.25 cm.
Para las plantas de haba en cultivo mixto en campo, la mayor altura se obtuvo con la
inoculacién de BFS adicionado de fertilizante quimico 60-30-00 con 103.16 cm, seguido
de la inoculacion con BFN y BSF, con una altura de 102.33 cm. Se observaron

diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 19).

Cuadro 19. Comparacion de la altura de las plantas de haba en el experimento de

campo.
Altura
Tratamiento cm
Monocultivo Incremento Cultivo mixto Incremento
% %
BFN 112.75+03.86 b 32.26 88.83+02.04 ¢ 25.70
BFN
107.25+07.00 a 25.81 97.00 £ 04.65 ab 37.26
60-30-00
BSF 096.25 +£10.08 cd 12.90 98.50 £ 06.25 ab 39.38
BSF
110.25 + 07.04 bc 29.33 103.16 +04.31 a 45.97
120-60-00
BSF
095.50 £ 03.11 cd 12.02 88.83+03.78 ¢ 25.70
60-30-00
BFN + BSF | 105.25+07.30 bc 23.46 102.33+03.20 a 44.80
BFN + BSF
108.25 +01.71 bc 26.98 94.33+01.97 bc 33.48
60-30-00
120-60-00 | 131.50 +04.65 a 54.25 87.00+05.22 ¢ 23.11
60-30-00 110.25+11.59 bc 29.33 93.16 £ 03.37 bc 31.82
Control 085.25+05.32 d 00.00 70.67 £03.08 d 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrogeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores
promedio de tres repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacién estandar. Letras
iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey
P <0.05.
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El diametro de las plantas de haba en monocultivo, en condicion de campo, tuvo el valor
mas alto con BSF adicionado de fertilizante quimico 120-60-00, con un valor de 1.28
cm; seguido del tratamiento con fertilizacién quimica 120-60-00, con un valor de 1.23
cm. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. Para el didmetro de
plantas de haba en condicidon de cultivo mixto, el mejor tratamiento fue donde se inoculo
BSF adicionado de fertilizante quimico 120-60-00 con un valor de 1.27 cm; seguido del
tratamiento BFN adicionado de fertilizante quimico 60-30-00 con un valor de 1.18 cm.

Se observaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Cuadro 20).

Cuadro 20. Comparacion del diametro de las plantas de haba en el experimento

de campo.
Diametro
Tratamiento em
Monocultivo Incremento { Cultivo mixto Incremento
% %
BFN 1.12+0.14 abc 28.74 0.97+0.08 ¢ 00.00
BFN
1.02 £0.10 bcd 17.24 1.18+0.08 ab 21.65
60-30-00
BSF 1.19+0.12 ab 36.78 1.08+0.10 bc 11.34
BSF
1.28+0.08 a 47.13 1.27+0.14 a 30.93
120-60-00
BSF
1.10 +0.09 abc 26.44 1.07 +£0.08 bc 10.31
60-30-00
BFN + BSF 1.17 +0.10 abc 34.48 1.05+0.05 bc 54.64
BFN + BSF
1.00 £ 0.06 bcd 14.94 1.00+0.06 ¢ 03.09
60-30-00
120-60-00 1.23+0.15 a 41.38 0.98+0.04 ¢ 01.03
60-30-00 1.00 +0.08 cd 14.94 1.07 +£0.05 bc 10.31
Control 0.87+0.12 d 00.00 0.97+0.05 ¢ 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores
promedio de tres repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras
iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias estadisticas significativas a

Tukey P <0.05.
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En el Cuadro 21, se presentan los datos obtenidos para el conteo del nimero de vainas
por planta de haba, en condiciones de monocultivo en campo. EI mayor nimero de vainas
e presentaron cuando se inoculé con BSF adicionado de fertilizacion quimica 120-60-
00, y el tratamiento con fertilizacién quimica 120-60-00, ambos con 19.33 vainas por
planta. En segundo lugar, la inoculacion de BFN + BSF mostré 10 vainas. Se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos. Para el cultivo mixto de plantas de haba
en campo, el tratamiento BFN + BSF adicionado de fertilizante quimico 60-30-00 resulté
en 4.83 vainas por planta, seguido del tratamiento BSF mas fertilizante quimico 60-30-

00)con 4.67 vainas.

Cuadro 21. Namero de vainas de haba por planta en el experimento de campo.

Nlmero de vainas

Tratamiento Monocultivo Incremento Cultivo mixto Incremento
% %
BFN 06.67 +1.53 bc 401.50 1.17+041 d -49.79
BFN
04.00+1.00 bc 200.75 3.17+1.00 abc 36.05
60-30-00
BSF 05.33+0.58 bc 300.75 433+163 ab 85.84
BSF
19.33+4.16 a 1353.38 3.00 £ 0.63 abcd 28.76
120-60-00
BSF
06.00+1.00 bc 351.13 467+121 ab 100.43
60-30-00
BFN + BSF 10.00+1.00 b 651.88 4,17 +£1.00 abc 78.97
BFN + BSF
09.67+252 b 627.07 483+1.17 a 107.30
60-30-00
120-60-00 19.33+551 a 1353.38 2.83+0.75 bcd 21.46
60-30-00 08.33+2.08 bc 526.32 4.00+1.10 abc 71.67
Control 01.33+0.58 ¢ 00.00 2.33+0.52 cd 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrdgeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato. Valores promedio de tres
repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacion estandar. Letras iguales dentro de la misma columna
no tienen diferencias estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.
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Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el control. Los
resultados obtenidos son semejantes a los trabajos de autores como Mei et al., (2012),
quienes obtuvieron mayor rendimiento en granos de cultivos con tratamientos
inoculados con biofertilizantes. El cultivo mixto favorece la productividad de los
cultivos, la cantidad de fosforo y nitrogeno disponible en el suelo, el uso eficiente de los
nutrientes, disminuye la competencia entre plantas y brinda resistencia a la erosion del
suelo (Brooker et al., 2015; Duchene et al., 2017). La masa seca de vainas de haba en
condiciones de monocultivo en campo obtuvo un valor de 770 g con el tratamiento de
fertilizante quimico 120-60-00), seguido del tratamiento con BFN mas BSF mas
fertilizante quimico 60-30-00, con 490 g. Hubo diferencias significativas entre
tratamientos. La masa seca de las vainas de haba en el cultivo mixto en campo, fue de
420 g con la inoculacién de BFN y BSF mas fertilizante quimico 60-30-00, seguido del

tratamiento con fertilizante quimico 60-30-00, con 350g.

Los tratamientos utilizados alcanzaron incrementos en masa seca de vainas desde el 30
hasta superar el 100% con respecto al control (Cuadro 22). Con respecto a lo anterior,
Garcia-Fraile et al (2015) publicaron que la aplicacion de biofertilizantes mejoran el
desarrollo de los cultivos, aumentan los rendimientos y son una alternativa para la
creciente demanda de alimentos en el mundo. Por otro lado, Zendejas et al. (2015)
mencionan la importancia de extender no solo el conocimiento, sino el uso y los
beneficios de la aplicacién de biofertilizantes en comparacion a los fertilizantes

quimicos.
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Cuadro 22. Comparacion de la masa seca promedio de las vainas de haba, en
monocultivo y cultivo mixto, en el experimento de campo.
Masa seca de vainas

; g
Tratamiento Monocultivo Incremento Cultivo mixto Incremento
% %
BFN 230+24.10 ¢ 187.50 80+22.12 d -20.00
BFN
130 +£15.22 d 62.50 130 +27.15 ¢ 30.00
60-30-00
BSF 190 +44.17 cd 137.50 20+07.14 e -80.00
BSF
430+7397 b 437.50 30+06.25 e -70.00
120-60-00
BSF
150+£22.85 d 87.50 180 +33.18 ¢ 80.00
60-30-00
BFN + BSF | 250 +55.14 ¢ 212.50 330+£86.37 b 230.00
BFN + BSF
490+16.77 b 512.50 420+55.82 a 320.00
60-30-00
120-60-00 | 770+22.13 a 862.50 280+12.94 cd 180.00
60-30-00 260 +48.60 c 225.00 350+33.29 b 250.00
Control 80+02.35 e 00.00 100 +15.37 d 00.00

BFN = bacteria fijadora de nitrégeno. BSF = bacteria solubilizadora de fosfato.
Valores promedio de tres repeticiones por tratamiento, seguido de su desviacién
estandar. Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias
estadisticas significativas a Tukey P < 0.05.

Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. Se obtuvieron plantas de
mayor altura y diametro, las cuales produjeron un mayor nimero de vainas con mayor
masa seca al inocular bacterias solubilizadoras de fosfatos. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Song et al. (2006) y Rfaki et al. (2015), quienes reportaron que el
rendimiento de las plantas de haba aumenta en presencia de biofertilizantes. Bhardwaj
et al (2014) consideran que las presiones ambientales sobre los organismos, en
especifico, los cultivos, estan incrementando su magnitud. Indican que es necesario

fomentar el uso de tecnologias con menor impacto ambiental, como los biofertilizantes.
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IX. Conclusiones

La fertilizacion quimica acidificé el suelo de las plantas de maiz y haba en condiciones
de cultivo mixto y monocultivo.

La conductividad eléctrica aumentd en el cultivo de plantas de haba en monocultivo y
cultivo mixto, en comparacion al maiz en monocultivo al agregar biofertilizantes
mezclados con fertilizante quimico.

El monocultivo de maiz fue altamente extractivo de fosforo en el suelo, sin embargo, las
BSF tuvieron un aporte que permitié mitigar este efecto.

El incremento en la cantidad de fosforo disponible fue mayor al sembrar plantas en
condicion de cultivo mixto.

Las cepas aisladas mostraron actividad solubilizadora de fosfatos en presencia de
glucosa como fuente de carbono.

Existen interacciones antagonistas entre algunas cepas bacterianas, como el caso de
Paraburkholderia graminis y Variovorax soli.

La actividad de la enzima deshidrogenasa se incrementé cuando se inocul6 BSF y
fertilizante quimico en el suelo de las plantas de maiz y haba.

La altura, el didmetro y la masa seca de las plantas de maiz y haba, en condiciones de
monocultivo, aumentaron al incluir biofertilizantes en sus tratamientos.

El cultivo mixto y los biofertilizantes favorecieron la masa seca de todos los
tratamientos, por lo que deben considerarse estas alternativas para sistemas de
produccién de forraje.

El cultivo mixto y el fertilizante quimico aumentaron el nimero de nédulos en las raices
de haba.

El nimero de vainas de haba se vio beneficiado por la presencia de BFN vy fertilizante
quimico en monocultivo. La mezcla de BSF, BFN vy fertilizante quimico, en cultivo
mixto, promovio el aumento del nimero de vainas por planta.

En condiciones de monocultivo, el tratamiento con fertilizante quimico tuvo la mayor
masa seca de vainas de haba, pero en cultivo mixto, la inoculacion con BFN y BSF mas

fertilizante quimico present6 la mayor masa seca.
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La aplicacion de bacterias solubilizadoras de fosfato y el establecimiento de cultivos
mixtos son importantes para el desarrollo, la productividad de las plantas y un mejor
aprovechamiento de los componentes del suelo.

Se considera que el tratamiento donde se inoculd6 BFN + BSF con fertilizante quimico
60-30-00, representa una alternativa viable para beneficiar la productividad de cultivos
mixtos de maiz y haba, y reducir los impactos al suelo generados por el monocultivo de

maiz y sus efectos en las poblaciones de microorganismos asociados a la rizosfera.
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