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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) ubicado en la ciudad de Saltillo,
Coahuila, México. El trabajo fue desarrollado en dos etapas, a nivel invernadero y
a nivel laboratorio. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion del
nanofertilizante de fésforo encapsulado con almidén sobre el crecimiento de
plantas de tomate inoculadas con la cepa promotora de crecimiento vegetal
Bacillus subtilis LPM1. Se realizaron dos bioensayos: en otofio 2017 y primavera-
verano 2018, en el primer ensayo se trabajé con 5 tratamientos: 1) Plantas sin
fésforo, 2) Plantas con fosfato monopotasico (MKP) libre + Bacillus subtilis, 3)
Plantas con MKP libre, 4) Plantas con el nanoencapsulado de fésforo + Bacillus
subtilis y 5) plantas con el nanoencapsulado, se realizaron con 12 repeticiones por
tratamiento utilizando el disefio experimental de bloques completamente al azar
con una p<0.05. Para el segundo bioensayo se trabajo con los mismos
tratamientos, aunque se incluyé un tratamiento con la matriz de almidon (sin
procesar) bajo las mismas condiciones. Posteriormente, se evaluaron los
parametros de crecimiento de las plantas como: altura de las plantas (AP), nimero
de hojas (NH), diametro del tallo (DT), peso fresco y seco de las hojas, tallo, raiz,
colonizacion de la raiz, asi como, la medicion de la fotosintesis, conductancia
estomatica (CE) y transpiracion. Plantas tratadas con el MKP libre + B. subtilis,
encapsulado + B. subtilis e incluso las tratadas con el encapsulado sin bacterias
mostraron tener mayor influencia en los pardmetros evaluados en comparacion a
las plantas sin fosforo, asi como, las tratadas con MKP libre. Sin embargo, en la
fotosintesis, CE y transpiracion, los tratamientos tuvieron un comportamiento
similar excepto en plantas sin fésforo. La bacteria B. subtilis fue detectada en las
plantas inoculadas en ambos bioensayos. Por ultimo, se concluye que las plantas
tratadas con el nanofertilizante y MKP libre en combinacion con las rizobacterias,
tuvieron un efecto positivo en el desarrollo de las plantas. Por otro lado, no se
afectd la colonizacion de la rizobacteria, ya que, se detecto la presencia de esta en

las plantas inoculadas.



|. INTRODUCCION

La gran diversidad de microorganismos en el suelo son la columna vertebral
funcional de todos los ecosistemas terrestres (Eisenhauer, 2016). Cada vez mas,
la composicion de los suelos se considera fundamental para el bienestar de los
ecosistemas (Powell et al.,, 2014). Las bacterias de vida libre o0 asociativa que
forman la microbiota del suelo habitan en la rizésfera estimulando el crecimiento
de las plantas. Los microorganismos mas estudiados pertenecen a los géneros
Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus
(Loredo-Osti et al., 2004). Estudios previos han mostrado que las bacterias son
capaces de solubilizar algunos minerales como lo es el fosforo (P), dichas
bacterias son utilizadas como biofertilizantes para el campo agricola (Anzuay et
al., 2017).

El P, es un elemento muy importante para el desarrollo y crecimiento de las
plantas (Rodriguez, 1998). Es considerado uno de los elementos menos
disponibles, por lo que, el incremento de la produccién de fertilizantes a base de P
esta ocasionando el agotamiento de las reservas del P a nivel mundial

(Alburquerque y Velasquez, 2008).

Actualmente, numerosas investigaciones se han dirigido a la encapsulacién de
fertilizantes y la modificacion en el tamafio a través del uso de la nanotecnologia,
gue consiste en el procesamiento a nivel atbmico de los elementos, teniendo en
cuenta la produccion de alimentos ecolégicamente amigables, las aplicaciones de
la nanotecnologia son diversas en la agricultura y destaca la sintesis de
nanofertilizantes (Sabir et al., 2014). Se cree que, el uso de nanofertilizantes
mejora el crecimiento y rendimiento de los cultivos, a través del uso eficiente del
elemento por la reduccion de pérdidas y minimiza el impacto ambiental (Liu y Lal,
2015). Dentro del material de recubrimiento se utilizan los biopolimeros como la
lignina, celulosa y el almidon (Mulder et al.,, 2011). Los polimeros tienen la
capacidad de retener y absorber agua, por lo que se les atribuye una ventaja mas

en su uso como recubrimientos de fertilizantes (Zohuriaan-Mehr y Kabiri, 2008).



Estudios realizados han demostrado que la encapsulacion de fertilizantes tiene
una reduccion de la velocidad de liberacién, provocando una liberacion lenta del
elemento para mejorar la eficiencia de los fertilizantes (Qiao et al., 2016). Se han
registrado estudios donde la aplicacion de nanoparticulas (NPs) de 6xido de Zinc
(NPs ZnO) mas 100 mM de P tuvieron un incremento en el crecimiento y la
biomasa total por 130.6 y 131 % con respecto al testigo en el cultivo de algodon,
asi como, un incremento en el nivel de clorofila, carotenoides y proteinas solubles
(Venkatachalam et al., 2017). Un nuevo tipo de hidroxiapatita que suministra NPs
de P en soya con un tamafo de 16 nm demostraron que incrementa la tasa de
crecimiento y rendimiento de semillas de 33 y 20% (Liu y Lal, 2015). Se ha
descrito que la aplicacion de NPs de azufre a 200 ppm en aplicacion foliar
beneficia el crecimiento, calidad de frutos y la obtencion de plantas sanas de
tomate (Salem et al.,, 2016). Por otra parte, estudios demuestran que la
encapsulaciéon de un fertilizante con polisulfona, la liberacion en un tiempo
estimado de 5 horas es de, 22.3 % de N, 22.3% de P y 6.88% de K (Tomaszewska
y Jarosiewicz, 2006).

La encapsulacién del P en algunas ocasiones no es suficiente para incrementar la
captura del elemento en la planta, por lo que resulta necesario emplear otras
alternativas en la agricultura para el aprovechamiento de nutrientes. Una
alternativa es la incorporacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR, por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria), estas
rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas son bacterias que se
encuentran asociadas en las raices, particularmente en el rizoplano. Estos
microorganismos constituyen una principal herramienta para la agricultura
sostenible (Nakkeeran et al., 2005). El uso de bacterias se les puede emplear para
sustituir parcial o totalmente la fertilizacion sintética (Bojorquez et al., 2010).
Estudios revelan que el género Bacillus sp. presentan actividad fosfatasa, es decir,
tienen la capacidad de solubilizar el P que se encuentra en el suelo, por lo que,
incrementa significativamente la biomasa, crecimiento y rendimiento de las plantas

de tomate (Sanchez Lépez et al., 2012).



Actualmente, la preocupacion por el rapido agotamiento del recurso P ha
generado la busqueda de nuevas técnicas que mejoren el uso eficiente de este
elemento. Dentro de las investigaciones se han encontrado bacterias que tienen la
capacidad de liberar acidos para solubilizar el P (Paredes-Mendoza y Espinosa-
Victoria, 2010). Sin embargo, también se ha hecho el uso de la nanotecnologia
para fabricar fertilizantes a escala nhanométrica y disefiar su encapsulacién para
una liberacién lenta y un uso mas eficiente del elemento (Sabir et al., 2014). Sin
embargo, hasta el momento no existe informacién documentada sobre el efecto
que se genera al incorporar nanofertilizantes de P encapsulado con almidén (como
matriz) en plantas de tomate y/o colonizadas por Bacillus subtilis, por lo que, en
este presente trabajo de investigacion se busca generar informacion acerca de las
respuestas fisiolégicas de las plantas al combinar las dos alternativas para el

aprovechamiento del P y hacer un uso eficiente del elemento.



IIl. ANTECEDENTES

I.1. Cultivo de tomate en México.

Las especies que se encuentran dentro de las hortalizas, son especies que
poseen caracteristicas destacables que los hacen muy importantes para el sector
agricola, economico y alimenticio, ya que tienen un alto valor nutricional, la
demanda de hortalizas genera entrada de dinero y existen grandes superficies
cultivadas, pero actualmente la mayoria de las hortalizas presentan bajos
rendimientos, mayor susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades, asi
como, la influencia de las condiciones climaticas, por lo que, se avecina un
problema en la produccion de alimentos (Vallejo y Estrada, 2004). Dentro de la
agricultura, la fertilizaciéon es uno de los aspectos mas importante, puesto que es
el factor que limita la produccion agricola. Debido a la importancia de la
fertilizacion, se estima que el consumo de N-P-K durante los ultimos 40 afios ha
incrementado de 5x10* toneladas a mas de 5.5x10° toneladas (Pefia-Cabriales et
al., 2001).

Dentro de las hortalizas, el tomate es el producto que ocupa el primer lugar de
importancia (Ortiz, 2013), ya que, en Enero a Mayo del afio 2016 alcanzaron mil
94 millones de dodlares un incremento de 200 millones de doélares con un 22.7%
mas que el afio 2015 y México se encuentra entre los principales paises

exportadores con una participacion del 21 % a nivel mundial (SAGARPA, 2016).
II. 2. Produccién agricola en la actualidad.

Investigaciones realizadas han reportado que la produccién agricola ha
cambiado a través del tiempo por una serie de factores que se ven involucrados
en el crecimiento y desarrollo de las plantas, dichos factores que se contemplan es
el cambio climatico, que cambia las condiciones de temperatura y precipitacion,
por lo que, el reto a futuro es suministrar la cantidad necesaria de alimentos para
todos los consumidores superando los factores limitantes, y optimizar el uso del
agua, asi como, la fertilizacion (SAGARPA y FAO, 2012). Para el afio 2050 se

estima que se alcanzara 9.6 mil millones de habitantes, por lo que se tendra que



incrementar la produccion en toneladas utilizando la misma cantidad de los

recursos para la produccion (ONU, 2013).

Por lo anterior, la creciente demanda de alimentos ha causado el deterioro de los
suelos, puesto que, la agricultura es la actividad que mayor contribuye en este
proceso, se han realizado investigaciones donde muestran que la pérdida de suelo
va desde 3 a 40 ton/ha al afio en las diferentes regiones, la pérdidas se da por
diferentes factores, entre ellas, se encuentra la erosion y la salinidad de los suelos,
lo que ocasiona la baja productividad que repercute en una baja rentabilidad para
el productor ocasionando que el suelo sea abandonado (Samayoa y Flores, 1992).
Para la produccién de cultivos es necesario la fertilizaciébn, que consiste en
suministrar los nutrientes esenciales para las plantas de manera sintética, ya que
de esta actividad depende el crecimiento, desarrollo y rendimiento de los cultivos
(FAO e IFA, 2002).

Dentro de los nutrientes esenciales para las plantas se consideran 16 elementos el
carbono (C), hidrogeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K),
calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S), fierro (Fe), zinc (Zn), boro (B), manganeso
(Mn), cobre (Cu), molibdeno (Mo) y cloro (CI), (Raven et al., 1992). Se les conoce
como nutrientes esenciales, ya que, la ausencia de estos elementos impiden
completar el ciclo de vida de las plantas o bien, aquellos que cumplen un papel
importante en algun etapa fisiol6gica de la planta, por lo que, si no se encuentran
en suficiente cantidad en el suelo es necesario la aplicacion de fertilizantes para

obtener los rendimiento proyectados (Raven et al., 1992).
I1.3. Problemas ambientales por el uso de fertilizantes.

El crecimiento poblacional se ha manifestado en las ultimas décadas y con
ello, la demanda de alimentos, con todo lo anterior se tuvo que extender areas de
superficie para seguir produciendo, asi mismo, el uso de insumos para obtener los
rendimientos esperados, fueron en incremento (de la Fuente y Suéarez, 2008). Los
insumos mas ocupados en un sistema de produccion agricola son los
agroquimicos (herbicidas, insecticidas, fungicidas, acaricidas, nematicidas,

fertilizantes y fitohormonas). Dentro de los agroquimicos, los fertilizantes son los
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mas usados, ya que contiene los elementos minerales necesarios para el
crecimiento de las plantas, pero también, son los que contribuyen a la

contaminacion ambiental.

Los principales problemas de contaminacion causados por el nitrdgeno son
(Camargo y Alonso, 2007):

1. Acidificacion de rios y lagos.
2. Eutrofizacion de las aguas dulces y marinas.
3. Toxicidad directa de los microorganismos acuaticos.

Se ha demostrado que la acumulacién del nitrégeno en aguas estancadas provoca
el exceso crecimiento de algas, lo que trae como consecuencia el impedimento de
la penetracion de la radiacion solar y la disminucion del oxigeno, dichos elementos
son esenciales para la vida acuatica, por lo tanto, ante este problema, la vida

acuatica deja de existir.

El nitrégeno y el fésforo, asi como, otros minerales son arrastrados o lixiviados por
el agua, generando la acumulacion de estas en aguas estancadas o bien en rios.
La presencia de estas tiene un efecto negativo en el medio ambiente (Campafa y
Naranjo, 1988).

Con todas las problematicas que hemos citado anteriormente, se han registrado
estudios, donde se han hecho trabajos de restauracion de suelos, conservacion de
suelos, incorporacion de materia organica, uso de biofertilizantes, implementacion
de técnicas de cultivo semiforzados, instalaciones de sistema de riego por goteo,
asi como sustituir los fertilizantes, por otros que contaminen menos el suelo, etc.
Dichos trabajos se enfocan en realizar un uso eficiente de los recursos naturales
que estan involucrados en el desarrollo y crecimiento de las plantas, con el
objetivo de seguir generando la produccion de alimentos sin afectar las futuras
generaciones, este proceso de produccion se le denomina agricultura sustentable,
puesto que, es un sistema que engloba un conjunto de técnicas que se ve

involucrado el sector econdémico, social y ecoldgico (Altieri y Nicholl, 2000).



Dentro de las técnicas modernas que se estan considerando en la produccion
agricola para obtener los rendimientos satisfactorios es la aplicacion de la
nanotecnologia, sin embargo, el uso de la nanotecnologia no es suficiente para
solucionar la problematica de produccién, por lo que, se puede combinar con la
aplicacion de biofertilizantes, que son un conjunto de microorganismos que se
aplican al suelo, estos responden de acuerdo a las condiciones del suelo y a la
especie vegetal, tienen la capacidad de colonizar las raices generando una
simbiosis entre planta y microorganismo, por lo que, se les conoce como
microorganismos promotores de crecimiento (Acufia, 2003). Las PGPRs
interactan con la planta por mecanismos diferentes: a través de la produccién de
fitohormonas, fijacibn de N atmosférico, solubilizacion del P y a través de la
liberacion de sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos
patdgenos, favoreciendo un mejor crecimiento de las plantas (Camelo et al.,
2011).

Il. 4. La nanotecnologia.

La Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (INN), define que la nanotecnologia
es la ciencia, la ingenieria y la tecnologia realizada en nanoescala, que va de 1 a
100 nm, es el estudio y aplicacion de las cosas extremadamente pequefias, que
esta ayudando a mejorar e incluso a revolucionar muchos sectores en la industria
y la tecnologia: como tecnologia de la informacién, seguridad nacional, medicina,

transporte, energia, seguridad alimentaria, ciencias ambientales, entre otros.

La nanotecnologia es una tecnologia revolucionaria, ya que se desarrollan nuevos
materiales o el descubrimiento de nuevas propiedades en materiales ya conocidos
(Zayago-Lau y Foladori 2010). Los materiales en nanoescala presentan
propiedades de resistencia, reactividad, conductibilidad, flexibilidad, durabilidad y
toxicidad diferente a los mismos materiales en tamafio mayor. Por ser una
tecnologia revolucionaria permite trabajar con niveles atdmicos, moleculares y
macromoleculares para crear nuevas estructuras con nuevas propiedades

funcionales (Bawa et al., 2005).



Il. 5. Ventajas del uso de la nanotecnologia.

Si bien es cierto, la nanotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que
involucra la fisica, la ciencia de los materiales, la quimica, la biologia, la ingenieria
biomédica, la ciencia de la superficie, la ingenieria eléctrica y la robdtica
(Subramani y Ahmed, 2018). Por lo que, dicha tecnologia se ve involucrada en el
desarrollo de los sectores industria, medicina y agricola. Sin embargo, dentro de la
literatura se registran ciertas ventajas y desventajas de la tecnologia mas
novedosa del momento, por lo que, es necesario plasmarlas para comprender las
ventajas y limitaciones de la nanotecnologia y sus aplicaciones en una amplia

gama de disciplinas.

El uso de la nanotecnologia en la agricultura presenta los siguientes ventajas e

interrogantes (Quispe Challco, 2010).

Ventajas

* Mejora la calidad de los productos consumidos.

* Mejora la capacidad de los cultivos en la absorcién de los nutrientes.
* Resistencia al ataque de patégenos.

Interrogantes

* Los ecosistemas, son sistemas complejos al entendimiento humano y no se
conocen las consecuencias que puedan tener al ser asimilados por otros

organismos Vvivos.
Il. 6. La nanotecnologia en México.

Brasil ocupa el primer lugar con mayores iniciativas, proyectos académicos y
de investigacion en la nanotecnologia seguido de México, que se encuentra en la
segunda posicion en el desarrollo de la nanotecnologia en relacion con otros
paises de Latinoamérica y cuenta con un gran numero de instituciones que
realizan investigacion, asi como, las publicaciones que se han realizado acerca de

la nanotecnologia (Foladori, 2006). México ha tenido un desarrollo lento en la



nanotecnologia y nanociencia, sin embargo, se estan realizando grandes
esfuerzos para apoyar a las areas de investigacion enfocados en la
nanotecnologia (Juanico et al., 2016). Se ha mencionado anteriormente que la
nanotecnologia esta involucrada en muchos sectores y que promete ser una
solucién ante posibles problemas, ya que, se considera benéfica (Foladori y
Invernizzi, 2005).

II. 7. Nanotecnologia en el sector agricola.

Dentro del sector que nos interesa estudiar para este trabajo de investigacion
es el agricola, uno de los sectores mas importantes para la produccién de
alimentos. En la agricultura, la nanotecnologia es un nuevo reto para la
investigacion y desarrollo de tecnologia a un nivel de nanoescala (Poddar et al.,
2018).

El uso de la nanotecnologia en la agricultura puede aumentar la produccion
minimizando los costos, esto se debe a que las nanoparticulas aumentan el
contacto superficial en comparacién con las particulas convencionales, por lo
tanto, se puede reducir los requerimientos de fertilizantes, el uso de pesticidas, asi
como, optimizar el uso del agua reduciendo hasta un 30-50 % (Sahoo, 2014). Con
los beneficios mencionados anteriormente desencadenan un sin fin de ventajas
como: reducir la contaminacion del suelo por salinidad, reducir la contaminacién
del agua por eutrofizacion, disminuir la perdida de insectos benéficos, reducir el

impacto sobre el medio ambiente y la salud humana (de Oliveira et al., 2014).

Dentro de la agricultura, la aplicaciéon de la nanotecnologia es la fabricacion de
nanofertilizantes, pesticidas y herbicidas que ayudan a la produccion sostenible
(Dubhan et al., 2017). Los fertilizantes son los elementos minerales que necesitan
las plantas para su crecimiento y desarrollo. Sin embargo, dichos elementos no
son como las que se conocen 0 las que se usan normalmente en la nutricion
vegetal. Los nanofertilizantes tienen la caracteristica de poseer un tamafio muy
pequefio que va a una escala de 1 a 100 nm, la aplicacion de estos
nanofertilizantes, logran reducir el uso de fertilizantes, minimizan los efectos

negativos por una posible sobredosis, reduce la toxicidad del suelo y disminuye la

9



frecuencia de aplicacion (Naderi y Danesh-Shahraki, 2013). Los nanofertilizantes
son absorbidos por las plantas de una manera rapida y completa. Sin embargo,
actualmente existe otra tendencia similar que también permite ahorrar el uso de
fertilizantes y, para ello, se estan generando fertilizantes encapsulados (Mousavi y
Rezaei, 2011); la diferencia de los nanofertilizantes no encapsulados a un
encapsulado, es que, el nanofertilizante encapsulado est4 protegido por una
matriz polimérica evitando que, el elemento tenga un contacto directo con el medio

ambiente e ingredientes activos (Kashyap et al., 2015).

Las cualidades que se han mencionado al aplicar la nanotecnologia en la
agricultura, se permiten a hablar de una agricultura sustentable, ya que puede
tener impacto beneficioso en varios desafios agricolas, forestales y ambientales
en el manejo sostenible de los recursos (Lavicoli et al., 2017). Datos cientificos
aseguran que el uso de esta tecnologia puede minimizar los problemas de las
practicas agricolas sobre el medio ambiente y la salud humana mejorando la

seguridad alimentaria y la productividad (Fraceto et al., 2016).
II. 8. Nanofertilizantes encapsulados.

Los nanofertilizantes encapsulados, tienen la capacidad de liberar el
elemento de una manera lenta, registran mayor absorcion por la planta, las
pérdidas por lixiviacién y volatilizacibn son menores, por lo que, se aprovecha
mejor el elemento (Kashyap et al., 2015). La liberacion es retardada por varios
mecanismos: utilizan recubrimiento semipermeable, oclusion, polimeros insolubles
en agua, entre otras (Gonzalez, 2011). Se les conoce como fertilizantes de accion

lenta o controlada por dos mecanismos caracteristicos de estos materiales:
1.- Retardan la disponibilidad del nutriente para las plantas.

2.- y la otra es que, al tener una liberacion lenta, el nutriente es capaz de

permanecer por un periodo largo en el medio (Hurtado et al., 2007).

Sin embargo, este puede estar expuesto a los cambios de pH, temperatura,
humedad del suelo, conductividad eléctrica, asi como, estar interactuando con los

microorganismos del suelo, pero hasta el momento no se ha encontrado que estos
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factores sean una limitante para la aplicacion de nanofertilizantes encapsulados

directamente en el suelo.

Un nanofertilizante encapsulado consiste en proteger el fertilizante convencional
por recubrimiento o encapsulacién haciéndolo pasar por un material soluble a
insoluble, permeable o semipermeable, de esta manera se controla la entrada del
agua al material encapsulado, por lo que, la liberacion del nutriente es lenta,
permitiendo que los nutrientes se absorban de acuerdo a las necesidades de la
planta (Gonzalez et al.,, 2005). Los materiales que se utilizan para el
encapsulamiento pueden ser gelatinas, grasas, aceites, goma arabica, alginato de

calcio, ceras, nylon, almidon de trigo, maiz, arroz, papa, etc. (Huertas, 2010).

Al comparar un fertilizante quimico con un nanofertilizante en cuanto a costos,
resulta ser mas barato la aplicacion de los nanofertilizantes ya que se requiere en
pequefias cantidades, |0 que generaria mayores ganancias para el productor

(Rameshaiah y Jpallavi, 2015).

Actualmente, en la literatura podemos encontrar diferentes trabajos enfocados al
uso de nanoparticulas. Nakasato et al. (2017), mencionan que las nanoparticulas
en altas concentraciones puede ser téxico, ya que, en el estudio no encontrd
germinaciéon de maiz a dosis altas, por lo que, es necesario saber la dosis
adecuada para cada cultivo. El uso de las nanoparticulas en la agricultura ha
demostrado ser benéfico, puesto que, tienen la capacidad de promover el
crecimiento de las plantas. Estudios realizados por Javed et al. (2017), reportan
que al aplicar 6xido de zinc a una concentracion de 1 mg/L genera mayor
porcentaje de formacion de brotes en Stevia rebaudiana Bertoni. Otro estudio
realizado en cultivo de algoddn, encontraron que, la aplicacion de nanoparticulas
de ZnO, promueve un incremento en el crecimiento y la biomasa total por 130.6%
y 131%, superando el testigo, asi como, el aumento en la clorofila, carotenoides y

proteinas solubles (Venkatachalam et al., 2017).

Hurtado et al. (2007), al realizar una microencapsulacion del nitrégeno y evaluar la
liberacion de este elemento comparando con un fertilizante comercial encontraron

gue, el microencapsulado se mantiene por mayor tiempo en el medio, mientras
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que, el convencional no, llegando a la conclusion que, el nimero de aplicaciones
pueden disminuir sin afectar el desarrollo de las plantas. En un trabajo similar de
encapsulacion de NPK con polisulfona a diferentes porcentajes de porosidad,
encontraron que, con 38.5% de porosidad después de 5 horas de prueba el
amonio fue liberado al 100%, mientras que, a una porosidad del 11% con el mismo
tiempo de prueba, solo libero el 19% logrando mayor eficiencia que en los
fertilizantes NPK convencionales (Tomaszewska y Jarosiewicz, 2002). A Melaj y E
Daraio (2012), al estudiar tres matrices poliméricas quitosano, xantano y la
combinacion de estas para la encapsulacion del KNOs encontraron que el
quitosano es el que libera en menor tiempo el fertilizante, mientras que el xantano
y la combinacion de estas matrices liberan en pequefias cantidades por un mayor
tiempo de disponibilidad. Al evaluar la encapsulacion de la urea con doble
recubrimiento a base de etilcelulosa y polimero superabsorbente basado en
almidon se reportd que el nitrégeno encapsulado se liberaba de una manera mas

lenta en el suelo que las particulas de urea sin revestimiento (Qiao et al., 2016).

Estudios recientes realizados por Chen et al. (2018), reportan que al realizar una
mezcla de biochar de maiz, arroz y carbén vegetal mas copolimero mejora las
propiedades para ser utilizado como un revestimiento y encapsular el nitrégeno,
puesto que, son mas eficaces en la resistencia al agua, asi como, una
degradabilidad mas rapida en el suelo. El copolimero de arroz con base de biochar
recubriendo urea exhibié un excelente rendimiento de liberacién lenta de 65.28%
al final de la prueba de lixiviacién. También se han probado materiales de 6xido de
grafeno como revestidos de KNOs y han encontrado ser prometedoras para el
desarrollo de fertilizantes de liberacion controlada ambientalmente benéficos
(Zhang et al., 2014).

Qiao et al. (2016), al determinar la liberacion de la urea en el suelo reportan que,
el fertilizante recubierto con etil celulosa (EC) mas almidon de papa mostro tener
excelente propiedad de liberacion lenta, con una cantidad de liberacion 40% a 24
horas y podria liberar constantemente el nutriente durante un periodo de

aproximadamente 70% a las 96 h, mientras que el fertilizante encapsulado con
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almidén de maiz y EC no tuvieron el mismo comportamiento. Sin embargo,
tuvieron una liberacion del 60%, este mismo autor menciona que la liberacion de

nutrientes experimenta tres etapas (Fig. 1):

1. El agua se embebié en el almidén penetrando la capa del EC.

2. El nutriente que se encuentra en el nicleo podria disolverse gradualmente
por el agua.

3. El nutriente fue entregado en el suelo al penetrar a través de las capas de

EC y el almiddn.

Almidon- Etil
SAP celulosa

Figura 1. llustracion de un fertilizante de urea encapsulado con diferentes
matrices de polimeros y su forma de liberacion de acuerdo al biopolimero. Imagen
modificada de Qiao et al. (2016).

Estudios enfocados en la liberacion del P encapsulado se ha encontrado lo

siguiente:

Teixeria et al. (2016), al evaluar la eficiencia del MAP recubierto bajo diferentes
acidos organicos con diferentes dosis de P y un testigo absoluto en plantas de
maiz bajo invernadero, reportan que, la eficiencia agronomica del P aplicada como
fertilizantes de liberacion lenta fue de 3 a 13 % mayor que el MAP sin
recubrimiento. Por otro lado, mencionan que, el MAP convencional sin
recubrimiento condujo a la menor disponibilidad del mineral en el suelo cuando se
aplicaron niveles mas altos de P, mientras que los fertilizantes recubiertos
alcanzaron mayor disponibilidad en el suelo, por lo que concluyen de que, los
fertilizantes recubiertos con acidos organicos modifican el patron de liberacion de

P, el movimiento del granulo de fertilizante al suelo y la disponibilidad de P en las
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plantas a lo largo del tiempo. Por otro lado, se ha determinado si diferentes
cantidades y formas de fertilizante de P afectan la diversidad de hongos
micorrizicos y la composicion de la comunidad asociada con las raices de las
plantas de manzana, donde encontraron que, aquellas plantas tratadas con
fertilizantes de liberacion lenta, mostraron mayor riqueza de hongos micorrizicos
que las tratadas con fertilizantes quimicos, por lo que, concluyen que los
fertilizantes de liberacion lenta promueven la diversidad de los hongos mediante el
control de los niveles de P disponible para las plantas y la concentracion del P en
el suelo es menor (Van Geel et al.,, 2016). También se ha estado sintetizando
materiales super absorbentes biodegradables utilizando &cido acrilico reticulado y
fésforo granular soluble en agua para un fertilizante de liberacion lenta, muestran
tener una capacidad de retencion de agua y liberar lento el fertilizante, no son

téxicos, son amigables con el medio ambiente y suelo (Tyliszczak et al., 2009).
II. 9. Matrices de encapsulamiento y su efecto en la liberacion lenta.

Una matriz polimérica tiene propiedades fisicas y estructurales adecuadas
para funcionar como una envoltura, proteger un agente activo y con ello, obtener
una liberacién lenta (Nakamatsu, 2017). Los recubrimientos son matrices
formuladas a base de lipidos, proteinas y carbohidratos o bien una mezcla de
estos componentes que registran diferentes propiedades fisicoquimicas (Ramos-
Garcia et al., 2010). El almidén es un polisacarido que se encuentra de manera
natural en muchos productos agricolas (Flores-Gorosquera et al., 2004) y acorde a
sus propiedades resulta buen candidato para el encapsulamiento de fertilizantes.
Los polisacaridos para recubrimiento son los més usados debido a sus
propiedades mecanicas de adherencia y flexibilidad (Meza, 2006).

II. 10. Situacién actual del fosforo y su importancia en la agricultura.

El fésforo (P), es uno de los elementos mas importantes en las plantas que
no puede ser sustituida por otro elemento, ademas, es un elemento no renovable,
por lo que, corre el riesgo de una escases en la oferta, desencadenando un sin fin
de problemas dentro del area agricola, econémica y social (Smol et al., 2016). La

importancia del P consiste en la conformacion de las moléculas de los &cidos
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nucleicos y esta presente en los procesos energéticos de las plantas en forma de
ATP (Theodorou y plaxton, 1993). El P, es considerado inmovil en el suelo, sin
embargo, se registran pérdidas por escurrimiento, erosion o lavado (Pose et al.,
2012). Se estima, que las reservas globales del P se acabaran en
aproximadamente 100 afios, ya que, actualmente las pérdidas del P por erosion y
precipitacion son de 11.4 millones de toneladas al afio, por lo que, se avecina un
problema mundial en la produccién de alimentos, generando un caos alimenticio
(Cofie et al., 2010).

Por otro lado, el crecimiento de la poblacion mundial ha impulsado el aumento del
uso del P como fertilizante en las actividades agricolas y ha surgido una cierta
preocupacion por el rapido agotamiento del recurso (Cereza, 2017). La fuente
principal del P es fosfato de roca, pero su extraccién ha ido creciendo (Liu et al.,
2008), alcanzando la demanda del P en el 2016 con 194 millones de toneladas y
se prevé gue seguira aumentando. La preocupacion del agotamiento mineral ha
generado la busqueda de nuevas técnicas que mejoren el uso eficiente del
mineral, dentro de las investigaciones se han encontrado bacterias que tienen la
capacidad de liberar &cidos para solubilizar el P (Paredes-Mendoza y Espinosa-
Victoria, 2010). Sin embargo, se ha empleado el uso de la nanotecnologia para
fabricar nanofertilizantes encapsulados para su liberacion lenta. Conjuntando
estas dos alternativas, se cree que se puede tener un mejor aprovechamiento del

elemento.
Il. 11. F6sforo en el suelo.

La concentracion del P en un suelo se encuentra alrededor de 0.05% y solo
el 0.01 % es disponible para las plantas (Tilak et al., 2005). El P proviene de las
apatitas y depositos de fosfato natural donde es liberado a través de la
meteorizacion por la accion de factores bidticos y abidticos, el fosforo inorganico
(Pi), se encuentra en el suelo como fosfatos de Ca, Fe, Mg y Al en las arcillas del
grupo caolinitas, por lo que, al ser precipitadas o fijadas la planta no puede

beneficiarse del elemento (Rincdn y Gutiérrez, 2012).
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El P se puede encontrar de dos formas en el suelo orgénico e inorgénico y su
disponibilidad para las plantas depende de las reacciones fisicoquimicas y
biolégicas en el suelo (Boschetti et al., 2003). El P disponible para las plantas es
aguella que se encuentra en la solucion del suelo como iones fosfato diacido y

monoacido (Silva Rossi et al., 2006).

La diversidad de los suelos influye directamente en la disponibilidad del P, puesto
gue, en suelos alcalinos con una presencia elevada de calcio se forma fosfatos de
calcio mientras que en suelos acidos forman precipitados de fosfatos de aluminio y
de hierro (Fernandez, 2007).

11.12. Movilidad del fésforo.

El elemento P por ser el menos movil en el suelo, es el principal elemento
que limita la produccion si no se suministra de manera inmediata (Devau et al.,
2009). De manera natural, el P al ser un nutriente limitante, afecta el rendimiento

de los cultivos, en especial en suelos acidos o alcalinos (Daroub et al., 2003).

La aplicacion del P en los suelos es muy especial, ya que, es un elemento de baja
movilidad, estudios realizados por (Aguilar-Acufia et al., 2006) encontraron que al
aplicar el elemento en un sistema de riego por goteo superficial asi como, sub-
superficial el movimiento del P es un patron esférico y hemisférico para el riego
superficial, las mayores concentraciones de P se ubicaron cerca del emisor (10
cm), con lo anterior, se muestra que el elemento tiene una movilidad muy baja y

por lo tanto se ve afectada la eficiencia del mismo.

La disponibilidad del P esta fuertemente relacionada con las condiciones del suelo.
El pH es uno de los pardmetros que se mide en el suelo ya que de ello depende la
disponibilidad de los minerales, (Lara et al., 2011) reportan que a un pH entre 6.6-
7.4 se da la mayor solubilidad del P, mientras que a un pH alcalino la solubilidad
es limitada, ya que se forman fosfatos de calcio insolubles y en suelo muy acidos
interacciona con el hierro y aluminio por lo que no es aprovechable para las

plantas.
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[1.13. Influencia de las bacterias en la disponibilidad de nutrientes.

La microbiota asociada a las raices de las plantas, es el componente mas
importante del suelo, ya que la interaccion entre ambos define la fertilidad, puesto
que, estan involucrados en las actividades biogeoquimicas, permitiendo la
disponibilidad de los nutrientes para las plantas (Sivila de Cary y Angulo, 2006). La
liberacion de nutrientes y fitohormonas intervienen en la promocion del crecimiento
vegetal mediante la interaccion entre la planta y el microorganismo (Berg, 2009).
Las PGPRs también tienen la capacidad de inducir el crecimiento de la planta a
través de la produccion de compuestos volatiles y favoreciendo la respuesta de
defensa de la planta (Cappellari et al., 2017).

Previos estudios han mostrado el papel que juegan las rizobacterias en la
promocion del crecimiento de las plantas. Trabajo realizado por Reyes et al.
(2008), al incorporar rizobacterias en las plantas de tomate y maiz, encontraron
que estas promueven el porcentaje de germinacion, asi como, incrementan el
porcentaje de N y P en el tejido de la planta. Otro estudio similar realizado por
Sanchez-Lopez et al. (2012) mencionan que al inocular rizobacterias en plantas de
tomate lograron registrar mayor biomasa, desarrollo de la planta y rendimiento,
esto lo asocian en que las bacterias presentan actividad fosfatasa, favoreciendo la

liberacién del P.

Dentro de las rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPRs) se encuentran las
del género Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter,
Rhizobium, Erwinia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobactery Flavobacterium.
Actualmente en el mercado se puede encontrar el género Bacillus es utilizado en
la formulacién de pesticidas microbianos, fungicidas y biofertilizantes (Pérez-
Garcia et al., 2011).

Estudios realizados por Terry et al. (2005) encontraron que, en el tomate se
registra la colonizacibn de los géneros de Pseudomonas, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus y Streptomyces interactuando con las plantas. Algunas
cepas del género Bacillus producen acido indolacético (AlA) de 0.9 a 2.3 mg/L,

solubilizan fosfato tricalcico 18.5 a 34.7 mg/L y son capaces de fijar el nitrégeno,
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por lo que, tienen la potencia de ser usados como biofertilizantes en la agricultura
(Luna et al., 2013).

Las bacterias del género Bacillus tienen la capacidad de ser resistentes debido a
gue son capaces de formar esporas, por lo que, se pueden encontrar en cualquier
ambiente como suelo y agua. Estas bacterias tienen el potencial de producir
antibioticos, enzimas, solubilizar fosfatos y fijar nitrégeno; este género cuenta con
muchas especies que se encuentran asociadas a las plantas, permitiendo la
promocion del crecimiento vegetal y el control de patdgenos por medio del control
bioldgico, las especies mas estudiadas son el B. subtilis, B. megaterium, B.

licheniformis, B. circulans y B. cereus (Tejera-Hernandez et al., 2011).

Bacillus subtilis tiene la capacidad de solubilizar el P mediante tres mecanismos

(Restrepo-Franco et al., 2015):
* La liberacién de acidos orgénicos.
* La quelacién de los elementos responsables de la insolubilizacion de fosfatos.

* La asimilacién directa de fosfatos que son incorporados en la célula y que

posteriormente son liberados en el suelo.
[1.14. Biomasa microbiana.

El ciclo del P en el suelo es muy complejo y dinamico, al grado de que la
acumulacion del elemento mineral se ve involucrado en la biomasa microbiana,

materia organica y formas inorgénicas (Picone y Zamuner, 2002).

La biomasa microbiana esta estrechamente relacionada con la conservacion del
suelo, entre mas biomasa microbiana significa mayor fertilidad del suelo, puesto
que, los microorganismos participan en la fijacion y solubilizacion de algunos
elementos minerales necesarios para el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Cadena et al., 1998). En la biomasa microbiana se encuentra almacenado el P
de manera inmovilizado que potencialmente puede ser utilizado para el desarrollo

de las plantas (Richardson, 2001)
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Ciertos factores abi6ticos intervienen en la biomasa microbiana del suelo como el
cambio climédtico, condiciones geogréficas, actividades antropogénicas,
profundidad, propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo, por lo tanto, la
cantidad de elementos minerales disponibles tienden a bajar o aumentar (Rincon y
Gutierrez, 2012). Con esto se entiende que la cantidad del P disponible para las
plantas esta influenciada por la biomasa microbiana, asi como, los factores
abidticos, ya que, la actividad metabdlica y colonizacion de los microorganismos
responden a la temperatura del suelo, humedad y disponibilidad del carbono

(Richardson y Simpson, 2011).

Las cepas que han demostrado ser mas potentes para la disolucién de fosfatos
son los del género Bacillus, Pseudomonas y Rhizobium (Rodriguez y Fraga,
1999). Las cepas de Bacillus subtilis son bacterias promotoras del crecimiento de
muchos cultivos y actualmente estos microorganismos son comerciables (Posada
et al., 2016).

Se ha demostrado que los microorganismos que se encuentran en el suelo estan
interactuando con las raices de las plantas, dicha interaccidén ocurre en un espacio
conocido como rizosfera, en el cual puede generarse un efecto positivo o negativo,
de acuerdo a sus funciones se agrupan de la siguiente manera (Pedraza et al.,
2010):

» Degradadores de residuos organicos.
* Bacterias promotoras del crecimiento vegetal.
* Bacterias y hongos antagonistas de patdgenos de raices.

El suelo es uno de los recursos mas importantes para la agricultura organica y la
calidad de esta no solo depende de la composicién quimica, sino también la parte
biolégica cuantitativa y cualitativa que habitan en él (Giri et al., 2005). La
importancia de la actividad microbiana es esencial para la agricultura (Pedraza et
al., 2010).

El P que se encuentra en el suelo esta presente de una manera movil e inmovil.

Sin embargo, las plantas y los microorganismos han desarrollado mecanismos
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para movilizar el P, de esta manera, ser incorporado al sistema vivo. La
competencia entre plantas y microorganismos por adquirir el P es complejo, sin
embargo, los microorganismos son los ganadores, ya que, tienen la capacidad de
absorber los nutrientes e inmovilizar los nutrientes en la biomasa antes de que
alcancen la superficie de la raiz, este P en algdn momento es aprovechado por las

plantas (Marschner et al., 2011).

La colonizacion de las bacterias u hongos en la raiz son seleccionados por la
planta a través de la secrecion de exudados radiculares usados para el
crecimiento del microorganismo, es por ello que, el uso de biofertilizantes esta
influenciado por la especie vegetal, tipo de suelo y condiciones ambientales (Tilak
et al., 2005).

Los hongos y bacterias influyen en la liberacion del P, los géneros Bacillus y
Pseudomonas son microorganismos que se les considera mas eficientes para
solubilizar fosfato (Tilak et al., 2005). Otra de las caracteristicas que se les
atribuye a los microorganismos es que pueden aumentar el area de superficie de
las raices, favoreciendo la toma del P disponible y agua del suelo (Richardson,
2001). Las micorrizas arbusculares son microorganismos que se encuentran de
manera natural que intervienen en la nutriciéon de las plantas de manera positiva

(Pefa-Venegas et al., 2007).

La aplicacion de PGPR en el suelo es un paso para el desarrollo de la agricultura
sustentable, ya que de esta manera el uso de fertilizantes sintéticos se vera
reducido y por lo tanto se estaria contribuyendo a mejorar la calidad ambiental, asi
como, la del suelo (Pedraza et al., 2010).

Los microorganismos solubilizadores del P tienen la caracteristica de liberar
acidos organicos como: oxalico, citrico, butirico, malonico, lactico, succinico,
malico, glucdnico, acético, glicénico, fumarico, adipico e indolacético, estos acidos
forman complejos estables del Al y Fe, disminuyen el pH de la rizosfera
permitiendo la disponibilidad del P, Fe, Zn y Mn (Paredes-Mendoza y Espinosa-
Victoria, 2010).
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El uso de los microorganismos conocidos como biofertilizantes proporcionan una
alternativa en el sector agricola, permitiendo minimizar el uso de fertilizantes
quimicos y con ello disminuir la contaminacion ambiental (Fernandez y Rodriguez,
2005). Las PGPR han demostrado que ademas de promover el crecimiento de las
plantas también tienen funciones mas amplias, ya que, las plantas inoculadas

pueden tolerar factores bidticos y abioticos (Lopez et al., 2007).
[1.15. Liberacion de moléculas de las bacterias en el suelo.

El suelo es uno de los sistemas mas dinamicos, dentro de dicho sistema se
manifiesta la presencia de microorganismos mediante la bio-mineralizacion y la
sinergia de co-evolucion con las plantas (Gouda et al., 2018). El suelo es un
sistema vivo que, por muchos afios, existe una lucha a nivel microscopica para la
sobrevivencia de microorganismos, la interaccion con las plantas para generar un
beneficio, la productividad de los ecosistemas esta fuertemente influenciada por la

presencia de estos microorganismos.

Durante muchos afios, a través de estudios, experimentos y revisiones
bibliograficas se ha tratado de describir, los mecanismos que utilizan los
microorganismos del suelo para mantener un ecosistema con vida, dentro de los
resultados se destaca la participacion de efectos directo o bien indirectos, estas
células sobrevivientes del suelo son capaces de liberar moléculas que promueven

el crecimiento vegetal.
[1.16. Generalidades de Bacillus subtilis.

Son bacterias que se pueden encontrar en cualquier ambiente, ya que,
tienen la capacidad de formar esporas que les permite subsistir por mucho tiempo
y colonizar la rizésfera cuando encuentran las condiciones adecuadas, estas
bacterias pueden desplazar la colonizacion de otras bacterias, puesto que, liberan
sustancias que inhiben el crecimiento y desarrollo normal del microorganismo, por

lo que, pueden ser utilizados como organismos biocontrol (Layton, 2011).

La rizobacteria Bacillus ha demostrado tener la capacidad de colonizar las plantas
de tomate y la eficiencia de colonizar en las puntas de las raices (Gao et al.,
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2016). Son bacterias en forma bacilos aerobios y anaerobios facultativos, Gram
positivos, las esporas son de forma ovalada o cilindrica, la colonizaciébn abunda
cuando se encuentran en pH de 5.5 a 8.5 con humedad abundante (Layton, 2011).
B. subtilis ataca principalmente a los hongos patdgenos de vegetales. La actividad
antifingica se da gracias a la liberacion de polipéptidos como la iturina, subtilina,
bacitracina, micobacilina, micosubtilina, fengimincina, surfactina y bacilomicina que
controlan  Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis, Fusarium, Phytophthora vy
Gaeumannomyces (Ramos Hernandez et al., 2011).

[1.17. Colonias tipicas de Bacillus subtilis.

Las colonias de B. subtilis en placas de agar dan un aspecto blanquecino, de
forma circular e isotrdpica, con bordes irregulares, con ramas casi rectas y de la
misma longitud, tiene un crecimiento radical densa tal y como puede observarse

en la Figura 2 (Fujikawa y Matsushita, 1989).

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de las colonias de la bacteria Bacillus
subtilis: A) Disefio fractal de las colonias B. subtilis, B) Colonias de la bacteria B.
subtilis en placas con agar. Imagen tomada de Fujikawa y Matsushita. (1989).

Para identificar bacterias de han dearollado técnicas sencillas y rapidas, una de
ellas es la tincion Gram, dicha tincidon es una técnica que se ha empleado de
manera rutinaria en laboratorios de microbiologia, definida como una tincion

diferencial, ya que, utiliza dos colorantes y clasifica a las bacterias en Gram
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positivas y Gram negativas (L6pez-Jacome et al., 2014). Las bacterias Bacillus
subtilis son consideradas como Gram positivas y en forma de bacilo. La morfologia
de colonias de esta bacteria es con borde aserrado, centro elevado, en forma de

anillo con consistencia cremosa y pegajosa (Astorga-Quirés et al., 2014).

[1.18. Bacillus subtilis cepa LPML1.

Bacillus subtilis LPM1 es una bacteria aislada del cultivo de manzano y

presenta varios efectos benéficos como (Chéavez et al., 2006):

e Promocion del crecimiento vegetal.

e Produccion y liberacion de sideroforos.

e Son bacterias antagonicas y/o actian como agentes de control bioldgico
contra hongos fitopatégenos como del género Fusarium sp.

e Son bacterias que producen antibiéticos y enzimas liticas.

e Sintetizan amilasas y proteasas.

e Es capaz de biosintetizar la enzima ACC desaminasa empleando el acido

1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) como sustrato.
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. HIPOTESIS

La aplicacion del nanofertilizante de fésforo encapsulado con almidon tendra
un efecto positivo en el crecimiento de las plantas de tomate colonizadas por la

rizobacteria promotora del crecimiento vegetal Bacillus subtilis.
IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion del nanofertilizante de fésforo encapsulado
con almiddn sobre el crecimiento de plantas de tomate co-inoculadas con la cepa

promotora de crecimiento vegetal Bacillus subtilis LPM1.
IV. 1. Objetivos especificos

e Evaluar la promocion del crecimiento en plantas de tomate colonizadas por
Bacillus subtilis LPM1 y tratadas con el nanofertilizante de fosforo
encapsulado con almidén.

e Evaluar el establecimiento de B. subtilis LPM1 en raices de tomate
previamente tratadas con el nanofertilizante de fésforo a 3 intervalos de
tiempo.

e Cuantificar el contenido total de fosforo en tejido foliar y radicular de
plantas de tomate por las diferentes combinaciones entre tratamientos con

B. subtilis LPM1 y nanofertilizante de fosforo encapsulado.
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V. MATERIALES Y METODOS

V. 1. Localizacién del sitio experimental.

El presente trabajo de investigacion se realizd en Saltillo, Coahuila, México,
especificamente en las instalaciones del Centro de Investigacion en Quimica
Aplicada (CIQA), en un invernadero de baja tecnologia, cuyas coordenadas son
25° 27' 37" N y 100° 58' 08" 0, y una altura de 1503 msnm. El experimento se
realizé en el afio 2017 y posteriormente se repitio en el afio 2018 bajo las mismas

condiciones de aplicacion de tratamientos.

Figura 3. Localizacion del sitio experimental (fuente Google Earth). A) Vista
general del CIQA. B) Area de invernaderos. C) Area de trabajo principal en el
invernadero mediana tecnologia.

V. 2. Nanofertilizante de fosforo encapsulado con almidén.

El nanomaterial de fertilizante fosférico encapsulado fue proporcionado por el
Dr. Carlos Espinoza Gonzalez del Departamento de Materiales Avanzados del
CIQA. Dichos materiales fueron generados utilizando como matriz al polisacarido
almidén de maiz, formadas mediante un proceso de secado por aspersién de una
soluciébn acuosa previamente formulada con almidon y una sal fertilizante
fosfatada que fue fosfato monopotasico (MKP), esto en funcién de la
compatibilidad entre las fases. El nanofertilizante encapsulado con almidén fue
caracterizado previamente, considerando propiedades fisicas como el tamafio,
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quimicas como la composicién por almidon y contenido de fésforo, todo el trabajo
mencionado anteriormente se realizd por la estudiante Carolina Martinez Lara
(tesis de Maestria en Polimeros en Proceso) del Departamento de Materiales
Avanzados, quedando el fertilizante con una proporcion de 70 % almidon y 30 %
fertilizante. En la Figura 4 se muestra una micrografia en la cual se puede

observar el fertilizante de fosforo encapsulado.

Fésforo

Figura 4. Morfologia del nanofertilizante de fésforo encapsulado con almidon de
maiz, la flecha indica el P encapsulado. Imagen obtenia mediante Microscopio
electronico de barrido modelo SM-510, marca TOPCON.

V. 3. Condiciones de crecimiento para la cepa promotora de crecimiento
Bacillus subtilis LPML1.

La rizobacteria promotora del crecimiento que se utilizO en este trabajo
corresponde a Bacillus subtilis LPM1 aislada previamente por Chavez et al. (2006)
y fue proporcionada por el Dr. Alberto Flores Olivas del Departamento de
Parasitologia de la UAAAN. La cepa se crecio en medio de cultivo LB a 30°C por
48 h y en todos los bioensayos en plantulas de tomate, se utilizoO para la
inoculaciéon una poblacién bacteriana de 1 x 108 UFC/mL, dato estandarizado por

el Dr. Alberto Flores Olivas.
V. 4. Preparacion del sustrato para la siembra de las plantas de tomate.
El sustrato que se utiliz6 para este experimento fue la mezcla de peatmoss y

perlita a una relacion de 70:30 v/v. La mezcla se realiz0 de una manera
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homogénea humedeciendo el sustrato, posteriormente a la mezcla, el sustrato se
coloco en bolsas con una capacidad de 2 kg, esto con la finalidad de esterilizar el
sustrato en la autoclave digital (semiautomatica EVAL) por una hora,

posteriormente este sustrato fue utilizado para llenar macetas de 1.3 L.

Las semillas de tomate (Solanum lycopersicum variedad Floradade), se
germinaron en charolas de 200 cavidades que fueron desinfectadas previamente
en cloro. Cinco dias después de la emergencia, las plantas fueron regadas con
agua. Una vez que las plantulas presentaron hojas verdaderas se fertilizaron con
un fertilizante con nombre comercial peters 20-10-20. A los 28 dias de la
emergencia se realizé la primera inoculacion de plantas directamente a la charola
con la bacteria Bacillus subtilis. La cepa LPM1 que ya se tenia aislada fue
resembrada en 10 mL de medio Luria Bertani (LB) liquido a una temperatura de 30
°C por 48 horas y a una agitacion de 200 rpm. Una vez que ya se tenia
crecimiento celular, los 10 mL de medio de cultivo LB fue aforada a 1 L con agua
estéril, de esta solucion se le agrego 10 mL/plantula directamente a la charola tal y
como se muestra en la Figura 5 a una poblacién de 1 x 108 UFC/mL. La poblacion
de bacterias que se aplicd, fue estandarizada por el Dr. Alberto Flores Olivas,
donde a través de estudios relazados por él mismo y alumnos, determinaron que a
una temperatura de 30 °C por 48 horas el crecimiento de las bacterias es de 1 x
108 UFC/mL.

Figura 5. Aplicacion de la bacteria Bacillus subtilis a una poblacién de 1 x 108
UFC/mL sobre planta directamente en la charola.
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A los 5 dias después de la inoculacion se realizé el trasplante en macetas de 1.3 L
utilizando el sustrato peat moss mas perlita previamente esterilizado. 8 dias
después del trasplante (DDT) se realiz6 una segunda inoculacién. Los riegos
fueron suministrados mediante un sistema de riego localizado, distribuido en 5
riegos para suministrar 1 litro de agua/planta. Para cumplir con el requerimiento
hidrico, se realiz6 lo siguiente: en tres emisores se colecto la cantidad de agua
que drenaba por minuto, se obtuvo el promedio y en base a eso, se distribuyeron
los riegos. 15 dias después del trasplante, las plantas de tomate fueron en
tutoradas con rafia color blanco.

La solucion nutritiva para todas las plantas fue la de Steiner, eliminando el P de la
solucién nutritiva, ya que, este mineral se suministré directamente en la maceta. El
pH de la solucién nutritiva fue de 6.5 y la conductividad eléctrica de 2.5. Para nutrir
a las plantas se consideroé el analisis de agua y en base a ello se incorporaron los
nutrientes para cumplir con la solucion Steiner. En la tabla 1, podemos ver los

fertilizantes que se utilizaron y la dosis.

Tabla 1. Nutrientes incorporados en la solucién nutritiva Steiner.

FERTILIZANTES DOSIS
Nitrato de calcio 0.417 g/L
Nitrato de potasio 0.695 g/L
Sulfato de amonio 0.108 g/L
Micronutrientes 0.067 g/L
ACIDOS DOSIS
Acido sulfarico 0.108 ml/L

V. 5. Aplicacion de tratamientos y disefio experimental

La aplicacion de tratamientos se realizé cada 10 dias, es decir, del total del
fésforo encapsulado y fésforo libre, se distribuyo en 3 aplicaciones por los 30 dias
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del primer bioensayo. Mientras que, para el segundo bioensayo, se realizaron 5
aplicaciones por los 45 dias que permanecio el experimento.

Los tratamientos de este trabajo de investigacion fueron los siguientes:

1.- Plantas control sin fosforo. 4 .- Plantas tratadas con nanofertilizante
encapsulado més Bacillus subtilis.

2.- Plantas tratadas con MKP libre més | 5.- Plantas tratadas con nanofertilizante

Bacillus subtilis. encapsulado.
3.- Plantas tratadas con MKP libre. 6.- Plantas tratadas con almidon sin
procesar.

Para determinar la cantidad de fosforo/planta a aplicar, se realiz6 lo siguiente: en
la etapa vegetativa las plantas de tomate demandan 33 Kg/ha de fosforo y para la
etapa reproductiva demandan 34 Kg/ha. Se estima que en una hectarea la
densidad de plantas es de 33 mil. En base a estos datos, se calculd la cantidad de
fésforo a aplicar sobre planta, considerando inicialmente que, para el fertilizante
encapsulado el 60% es almidén y 40% corresponde al fertilizante MKP. Sin
embargo, por cuestiones ajenas a nosotros, nos notificaron que la proporcion real

es 70% almidén y 30% fertilizante.
Para determinar la cantidad de fosforo a aplicar se realizo lo siguiente:

1.- En la etapa vegetativa, las plantas demandan 33 Kg/ha de fosforo para 33 mil

plantas.
Entonces: 33000 plantas/ 33 000 g de fosforo= 1 g de fésforo/ planta

La composicion del fosfato monopotasico MKP es de: N 0%- P 52%- K 34%, para
cumplir con 1 g de fosforo/planta, se realizo una regla de tres: Si en 100 g de MKP
el 52 g corresponde al fosforo. Entonces, cuanto debo aplicar de MKP para

cumplir con la dosis de 1 g de fésforo/planta?

52 g P,O,

Sien 100 g de MKP

1 g de fésforo

1.923 g/planta de MKP
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Con los calculos realizados, se determing aplicar 1.923 g de MKP libre/planta para
la etapa vegetativa dividido en tres aplicaciones y 1.98 g de MKP libre para la

etapa de floracién una sola aplicacion.

2.- Célculos del encapsulado, considerando inicialmente que el 60% es almidén y
40 % es el fertilizante. Si en 100 g de encapsulado el 40% corresponde al
fertilizante, entonces se necesita 4.8 g de encapsulado para la etapa vegetativa

dividido en tres aplicaciones y 4.92 para la etapa de floracion una sola aplicacion.

40 % corresponde el fertilizante

Sien 100 g de encapsulado

1. 923 g de fosforo

| 4.8 g de encapsulado/ planta |

Sin embargo, cabe mencionar que, la relacion del fertilizante cambié a 70 %
almidon y 30 % fertilizante, por lo que, con esta modificacion, las plantas tratadas

con el MKP libre recibieron mas P que las plantas tratadas con el encapsulado.

Los tratamientos antes mencionados se aplicaron un dia después del trasplante
donde: se aplico 1.6 g/planta del nanofertilizante encapsulado para los
tratamientos 4 y 5, 0.64 g/planta del fertilizante comercial libre (MKP) para los
tratamientos 2 y 3, y 0.96 g/planta de la matriz sola para el tratamiento 6.
Posteriormente a los treinta dias, la dosis cambié a 1.64 g del nanofertilizante,
0.66 g de MKP libre y 0.984 de la matriz sola, esto debido a que, las plantas
cambiaron de etapa vegetativa a floracion. La proporcion final del encapsulado fue
de 70:30 % de almiddn: fertilizante. En total, las plantas con encapsulado
recibieron 1.932 g de P y 2.58 g de P en plantas con MKP libre (Fig. 6).

Figura 6. Aplicacion del encapsulado en la base del tallo de las plantas de tomate.
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El disefio experimental fue en bloques completamente al azar con 6 tratamientos y
24 plantas por tratamiento con 4 repeticiones, el analisis de varianza se realiz6 en
software Infostat 2015 con una p<0.05. Cabe mencionar que, para este trabajo se
realizaron ensayos preliminares en el afio 2017 bajo las mismas condiciones con 5
tratamientos excepto el tratamiento 6 y con 12 plantas por tratamiento con 3
repeticiones. Para el analisis nutricional de las plantas NPK en el bioensayo 2017

se realiz6 un analisis compuesto por falta de material (tejido vegetal).
V. 6. Colonizacién del microorganismo a 3 intervalos de tiempo.

Para evaluar los patrones de colonizacion en raices de las plantas de tomate
tratadas con el nanofertilizante encapsulado con almidén, se realiz6 la técnica de
diluciones seriadas, para ello se realiz6 lo siguiente: tres analisis destructivos cada
15 dias, en cada analisis destructivo se colectaron tres raices de diferentes
plantas del mismo tratamiento, dichas raices fueron lavadas con agua de llave de
manera cuidadosa para evitar el desprendimiento y perdida de la biopelicula que
se forma en la raiz, de estas se ocup6 un gramo macerando en 100 mL de agua
estéril todo bajo condiciones de esterilizacion y campana laminar. De la
maceracion se obtuvo un extracto, de este extracto se pasaron 100 uL en un tubo
con 900 uL de agua estéril para tener una dilucién de 1x10, posteriormente de la
primera dilucion se tom6 100 uL y se agregd en otro tubo con 900 pyL de agua
estéril para tener una diluciéon de 1x1072, asi sucesivamente hasta llegar 1x10°.
Una vez que se tenian las diluciones, se pasaron 10 uL en cada caja Petri de cada
dilucion que contenia medio LB sdlido (Fig. 7), para posteriormente incubar las

placas de 24 a 48 horas a una temperatura de 30 °C.
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Figura_7. Diluciones seriadas y siembra de bacterias en placas con medio LB.

Todo lo anterior se realizo con la finalidad de detectar la presencia de la bacteria

B. subtilis y realizar el conteo de colonias de todas las bacterias que se

presentaron en las raices, una vez que se detecto el crecimiento de las bacterias,

se obtuvieron colonias puras y, a estas se le realizé la técnica de tincion Gram,

para ver la bacteria en microscopio, ya que, es una bacteria Gram positiva y en

forma de bacilos (Fig. 8).

Figura 8. Deteccion de bacteria Bacillus subtilis: A) Crecimiento de bacterias
obtenidas de la raiz. B) Obtencién de colonias puras. C) Tinciébn Gram de las
colonias puras.
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V. 7. Cuantificacion del contenido total de fosforo en tejido foliar y radicular.

Para evaluar diferencias en la cantidad de fésforo presentes en las plantas
de cada tratamiento, las plantas secas de cada colecta se molieron de manera
separada la parte aérea y radicular, estas fueron etiquetadas y se mandaron a
analizar a Laboratorio del INIFAP CENID RASPA, Gomez Palacio, Durango.

V. 8. Promocion del crecimiento vegetal.

Para determinar la promocion del crecimiento vegetal, se realizo el conteo de
hojas, la medicidon del diametro del tallo tomando el criterio de medir antes de los
cotiledones con la ayuda de un vernier digital, la altura de las plantas fue desde la
base del tallo hasta la presencia de las ultimas hojas, la determinacion del area
foliar fue con el medidor del area foliar (LI-COR 3100), también se determin6 peso
fresco y seco de la hoja, tallo y raiz. El peso seco de las plantas se obtuvo
metiendo las plantas en una estufa de secado de muestras a una temperatura de
75 °C por 4 dias. También se realiz6 la medicién de parametros como fotosintesis,

transpiracion y conductancia estomaética con el IRGA (LI-6400XT Inc. USA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciondé en el apartado de la metodologia, este trabajo de
investigacion se repitid dos veces bajo las misas condiciones de la aplicacion de
tratamientos y evaluacion de parametros, en la primera parte corresponden los

resultados del afio 2017.
VI. 1. Bioensayo realizado en otofio del 2017.

Los resultados obtenidos que corresponden a la promocion del crecimiento
vegetal se representan en la Tabla 2, donde podemos observar las medias
obtenidas de cada tratamiento con sus respectivas variables evaluadas,
apreciamos que para las variables de crecimiento vegetal que corresponden a:
namero de hojas (NH), altura de la planta (AP), didmetro del tallo (DT), longitud de
la raiz (LR) y é&rea foliar (AF), se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, con la excepcion de la variable NH; sin embargo, se observan
diferencias significativas en la altura de la planta (AP), donde podemos observar
que las plantas tratadas con MKP + B. subtilis (2) y nanofertilizante + B. subtilis
(4), son las que presentaron mayor crecimiento en comparaciéon al resto de los
tratamientos: plantas sin P (1), asi como, las plantas tratadas con el
nanofertilizante (5) y MKP libre (3). Por otro lado, esta tendencia no se repite en la
variable DT, puesto que, todos los tratamientos superaron a las plantas sin P,
mientras que, en el AF se aprecia que las plantas con encapsulado + B. subtilis
obtienen la media mas alta con respecto a los demés tratamientos, presentando
diferencias con las plantas control. Luna Martinez et al. (2013), mencionan que las
bacterias del género Bacillus incrementan la biomasa de las plantas, ya que, a los
30 dias de evaluacion encontré que la cepa MAO6 (B. megaterium) y MA12 (B.
subtillis) reflejan mayor AP con 12.21 cm y 3.72 mm en el DT, dichos datos son
inferiores a los que se presentan en este trabajo de investigacion, esto podria
deberse a que, los métodos de inoculacién fueron diferentes en ambos trabajos,
asi como las variedades empleadas y condiciones del invernadero. Para la
variable LR, podemos apreciar que las plantas con encapsulado + B.subtilis

registran una media de 33.25 cm, con una diferencia de 8.25 cm con respecto a
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las plantas control, mientras que, las plantas con MKP libre + B. subtilis presenta
datos similares a las plantas con encapsulado + B. subtilis, existiendo una
diferencia estadisticamente significativa entre las plantas control, tal y como se
puede observar en la Tabla 2. Las plantas que estan inoculadas con la bacteria
tuvieron mayor crecimiento radicular, esta informacion concuerda con Angulo et al.
(2014), donde mencionan que la aplicacion de bacterias del género Bacillus en
plantulas de Eucalyptus nitens incrementé el crecimiento radicular hasta un 45%
con respecto a las plantas control y también confirma con el comportamiento de
esta cepa de B. subtilis LPM1 en diferentes especies de plantas al incrementar la

biomasa radicular.

Para las variables: peso fresco de la hoja (PFH), peso fresco del tallo (PFT) y
peso fresco de raiz (PFR), podemos apreciar en la Tabla 2, que para las tres
variables se manifiestan diferencias estadisticamente significativas, siendo las
plantas tratadas con encapsulado + B. subtilis la que presenta medias mas altas
en dichas variables. Seguido del tratamiento MKP + B. subtilis, dejando las plantas
sin P con los valores mas bajos. La tendencia que se ha estado observando, es
que las plantas tratadas con nanofertilizante + bacterias son las que presentan
mejores valores, por lo que se podria estar presentando algun efecto sinérgico o
aditivo entre el nanofertilizante encapsulado y la bacteria. Los fertilizantes
encapsulados tienen como objetivo liberar el mineral en una velocidad lenta y
continua, de tal manera, que esté disponible por mas tiempo en el medio para el
aprovechamiento de las plantas (Messa et al, 2016). Como se menciona
anteriormente, al encapsular el mineral puede estar favoreciendo los resultados
del tratamiento 4. Martinez et al. (2012), al aplicar B. subtilis como producto
comercial BIOBAC a una dosis de 0.37mL/cavidad, encontraron mayor peso
fresco aéreo de las plantas de tomate con un valor de 1.30 g/planta superando
significativamente a las plantas testigo, dichos datos por el autor concuerdan con

los valores obtenidos en este trabajo de investigacion.

Los parametros de peso seco de la hoja (PSH), peso seco del tallo (PST) y peso

seco de raiz (PSR) que corresponden a la biomasa seca de las plantas, se aprecia
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en la Tabla 2 que las plantas tratadas con el nanofertilizante encapsulado + B.
subtilis (4), son las que obtuvieron las medias mas altas en las tres variables,
logrando detectar una diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos, dejando en ultimo lugar las plantas testigo (1). Sheng et al. (2008)
demostraron que al inocular el suelo con B. subtilis vivas y muertas, los tejidos
secos Yy raices del tomate aumentaron en un 24 y 59% respectivamente, en el
suelo inoculado con bacterias vivas en comparacion con el suelo inoculado con
bacterias muertas. La informacién que proporciona dicho autor va con la similitud
de los resultados obtenidos en este experimento. Entonces, con esta primera
evaluacion de parametros que corresponde a los 15 DDT, se observé que los
tratamientos sobresalientes son aquellos que estan combinados con la

rizobacteria promotora del crecimiento vegetal.
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Tabla 2. Variables de crecimiento del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) tratadas con nanofertilizante de fosforo
encapsulado con almidén, MKP libre, con almidén solo y colonizadas por B. subtilis.

Trat NH AP DT AF PFH PFT PFR LR PSH PST PSR
(cm) (mm) (cm?) (9) (9) (9) (cm) (9) (9) (9)
1 6.00 b 1325¢  3.33b 116.48c 498c 13b  565c 25.00c 0.75¢ 01l1c  0.30b
2 7.00 a 16.75a 4.75a 227.33b 863b 300a 7.89b 3150b 1.17b  022b  0.4lab
3 6.75ab  1575a 4.90a 260.82ab 9.33ab 2.87a 858ab 29.25abc 1.21b 0.21b  0.4lab
4 6.50ab  17.00a 4.98a 287.65a 10.88a 3.35a 10.62a 33.25a 148a 026a 052a
5 6.25ab  14.25b  5.03a 23947ab 9.19b 2.64a 9.09ab 27.50bc 1.23b  0.19b  0.44a
CV% 8.43 9.92 9.32 1549 1252 19.94 21.07 1257 12.07  13.53 19.74

Datos de la primera evaluaciéon que corresponden NH= nimero de hojas AP= altura de la planta, DT= diametro del tallo,
AF=érea foliar, PFH=peso fresco de la hoja, PFT=peso fresco del tallo y PFR= peso fresco de la raiz, LR=longitud de raiz,
PSH=peso seco de la hoja, PST= peso seco del tallo y PSR= peso seco de raiz. 1) Plantas sin P. 2) Plantas con
MKP+B.s. 3) Plantas con MKP. 4) Plantas con encapsulado+B.s y 5) Plantas con encapsulado. Medias con una letra
comun no difieren estadisticamente de acuerdo al LSD (p<0.05).
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Para determinar la liberacion del fosforo encapsulado de una manera indirecta, se
determind el porcentaje de los elementos N, P y K. En la Figura 9, podemos
observar el estado nutricional de las plantas, apreciamos que el porcentaje de N
fue similar en las plantas tratadas con el MKP libre y el encapsulado con o sin
bacterias, mientras que, las plantas sin P se alcanzan observar que el porcentaje
de este mineral fue menor. Sin embargo, para el caso del P se muestra que en las
plantas tratadas con el encapsulado con o sin bacterias tienen mayor
concentracion de dicho mineral que en el resto de los tratamientos. Para el caso
del K, se observa que en los cinco tratamientos tuvieron un valor similar. Con los
resultados que se obtuvieron en el primer muestreo en cuanto al estado nutricional
de las plantas, podemos observar que en el porcentaje del P se nota una
diferencia mas clara en los tratamientos, no siendo asi para los nutrientes N y K.
La diferencia era de esperarse, ya que, el eje principal del trabajo es el P. En los
tratamientos MKP libre + B. subtilis y MKP libre podemos observar que, a pesar de
que el P estaba de manera libre y en mayor cantidad las plantas presentaron un
menor contenido de este mineral en el tejido vegetal mientras que, en las plantas
tratadas con el P encapsulado, se aprecia mayor concentraciéon. Con los
resultados mostrados, podemos determinar que el P encapsulado tiene mejor
eficiencia de absorcién en las plantas de tomate al igual que la aplicacion de
bacterias. Estudio realizado por Hurtado et al. (2007), reportan que al aplicar un
microencapsulado de urea en comparacion con un fertilizante libre, se obtiene
mayor porcentaje del N y K en el tejido foliar de la gladiola. Estos datos coinciden
para el caso del P de este trabajo de investigacion, ya que, las plantas tratadas
con el encapsulado acumularon mayor porcentaje del elemento P, aunque no se

esté tratando de la misma especie vegetal.
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Figura 9. Porcentaje de NPK en el tejido foliar de las plantas de tomate a los 15
DDT. Tratado con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial y B. subtilis.

Para la segunda evaluacion de la promocion del crecimiento vegetal, podemos
apreciar los resultados en la Tabla 3, valores correspondientes a los 30 DDT, en
ella, podemos observar que para el NH y DT todos los tratamientos superaron al
testigo (1), mientras que en el resto de los tratamientos no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, datos que concuerda con la primera
evaluacion 15 DDT. Cabe mencionar que las plantas con mayor nimero de hojas
fueron en las plantas tratadas con el encapsulado con un valor de 9, asi como, en
el DT con 6.73 mm, seguido de aquellas plantas que fueron tratadas con MKP
libre + B. subtilis. Con estos resultados se respalda que el encapsulado, el MKP
libre y la inoculacién con bacterias no tuvieron un efecto negativo para estas dos
variables. Sin embargo, Martinez et al. (2012), al evaluar estos mismos
pardmetros encontraron valores altos en plantas tratadas con la bacteria B.
subtillis en comparacion con el testigo y con ello diferencias estadisticamente
significativas, estos datos son contrarios a los obtenidos en este trabajo de
investigacion. Hurtado et al. (2007), mencionan que, al aplicar un fertilizante de

liberacion lenta en el cultivo de gladiolo, provoco ligeros incrementos en el nimero
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de hojas y diametro del tallo (8.75%) con relacién a la fertilizacién tradicional, esta

informacion concuerda con los resultados de este trabajo de investigacion.

Para la AP, AF y LR podemos observar las diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, siendo mayor en plantas con nanofertilizante de P
encapsulado + B. subtilis. Las plantas tratadas con MKP libre + B. subtilis
obtuvieron una media de 35.50 cm en cuanto a la AP, datos similares a aquellos
obtenidos en plantas tratadas con el nanofertilizante + B. subtilis. Sanchez-L6pez
et al. (2012), reportan mayor altura y diametro del tallo en plantas de tomate al
aplicar Bacillus spp, con esto, se demuestra que las bacterias promueven el

crecimiento vegetal.

El peso fresco de la hoja, tallo y raiz, manifiestan la misma tendencia de las
variables anteriores, en la Tabla 3 podemos observar que en estas tres
mediciones los valores mas altos se siguen presentando en las plantas con
encapsulado + B. subtilis y las plantas tratadas con el encapsulado, con respecto
a las plantas testigo. Con lo mencionado, se determina que al aplicar encapsulado
y MKP libre comercial en combinacion con bacterias ejercen un efecto positivo en

las plantas e incluso al aplicar solamente el hanoencapsulado.

Para el peso seco de la hoja y raiz, las medias més altas se encontraron en las
plantas tratadas con encapsulado con o sin B. subtilis en comparacion con el
testigo, existiendo una diferencia significativa entre tratamientos. Mientras que
para el PST las plantas tratadas con MKP libre mas bacterias obtuvieron un valor
de 1.41 g, dato superior al resto de los tratamientos. Bustos et al. (2008),
reportaron que al trabajar con un fertilizante de liberacion controlada recubierto
con una pelicula de resina organica con nombre comercial de Osmocote en
Nothofagus dombeyi, Eucryphia cordifolia y Nothofagus nervosa bajo diferentes
dosis, encontraron que para la altura, peso seco del tallo, peso seco de las hojas,
peso seco de raices gruesas, peso seco de raices finas, la dosis mas alta de
Osmocote (7.5 kg/m?) fue la que impacto de manera positiva en las variables de
crecimiento, dichos datos son similares a los de este trabajo, ya que el fertilizante

encapsulado obtuvo mas ventajas sobre las variable evaluadas. También cabe
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mencionar que las plantas tratadas con el encapsulado y MKP libre en
combinacion con la bacteria se encontraron resultados similares, ya que dichas
bacterias estan estudiadas y comprobadas de que ejercen un efecto positivo en la
promociéon del crecimiento vegetal a través de mecanismos como: liberacion de
fitohormonas, fijacion de N, solubilizacion de nutrimentos, liberacion de agentes

guelantes y control de patdgenos (Loredo-Osti et al., 2004).
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Tabla 3. Variables de crecimiento del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) tratadas con nanofertilizante de fosforo
encapsulado con almidén, MKP libre, con almidén solo y colonizadas por B. subtilis.

Trat  NH AP DT AF PFH PFT PFR LR PSH PST PSR
(cm) (mm) _ (cm?) (9) (9) (9) (cm) (9) (9) (9)
1 6.75b 2575b 4.05b 171.19c 6.48¢ 3.65¢ 7.84c 2375b 1.13c  042c  049c
2 9.25a 3550a 6.33a 623.94b 2898ab 12.71ab 25.75ab 28.50ab 3.46ab 1.4la  2.09ab
3 8.50a 30.25b 6.13a 58554b 26.67b 1043b  21.58b  28.00ab 3.26b  1.13b  172b
4 8.75a 34.25a 6.23a 75353a 3559a 129lab 28.89a 33.25a 4.04a 137ab 226a
5 9.00a 32.00a 6.73a 7244la 36.04a 1350a 26.99a 29.50ab 4.1la 1.37ab 233a
CV% 823  9.86 7.89  10.91 18.57 18.18 14.50 13.80 1539 1540  19.36

Datos de la segunda evaluacion que corresponden al NH= namero de hojas, AP= altura de la planta, DT= diametro del
tallo, AF=éarea foliar, PFH=peso fresco de la hoja, PFT=peso fresco del tallo y PFR=peso fresco de raiz, LR=longitud de
raiz, PSH=peso seco de la hoja, PST=peso seco del tallo y PSR= peso seco de raiz. 1) Plantas sin P. 2) Plantas con

MKP+B.s. 3) plantas con MKP. 4) Plantas con encapsulado+B.s y 5) Plantas con encapsulado. Medias con una letra
comun no difieren estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05)
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Para la segunda evaluacion del estado nutricional de las plantas, podemos observar en
la Figura 10, que las plantas sin P son las que obtuvieron menor concentracion de P y
N, mientras que, las plantas tratadas con el P libre con o sin bacterias muestran un
comportamiento similar para los tres nutrientes evaluados. Sin embargo, aquellas
plantas tratadas con el encapsulado se siguen apreciando con mayor cantidad de P en
el tejido foliar. En la literatura se ha mencionado que los encapsulados tienen la funcion
de liberar el mineral de una manera mas lenta y continua, de tal manera que, siempre
esté disponible para las plantas y asi mismo, reducir las pérdidas del fertilizante.
Estudios realizados por Jarosiewicz y Tomaszewska (2003), mencionan que las
propiedades fisicas de los recubrimientos influyen en la tasa de liberacion de
macronutrientes que estan presentes en el nacleo del fertilizante recubierto. Este mismo
autor, al recubrir el fertilizante granular comercial NPK 6-20-30 con poliacrilonitrilo
(PAN) con 60.45 % de porosidad, preparado a partir de una solucién de polimero al 16
%, se liber6 el 100 % de NHs4*y P20s después de 4 h de prueba y el 99.7 % de K*
después de 5 h de prueba, mientras que en el caso de recubrimiento con 48.8 % de
porosidad, se liber6 31.8 % de NH4%,16.7 % de P20sy 11.6 % de K* después de 5 h.
Aungue en este trabajo de investigacion no se evalud la liberacion del fosforo de una
manera directa, con los resultados obtenidos de este trabajo, podemos observar que, el
encapsulado mostré ser mejor de este mineral en el tejido foliar y con esto se asume
gue hubo una liberacion mas lenta con menor perdida de mineral, ya que los resultados

del contenido nutrimental en el tejido foliar lo reflejan asi.
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Figura 10. Porcentaje de NPK en el tejido foliar de las plantas de tomate a los 30 DDT
tratado con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial y B. subtilis.

Dentro de los parametros fisioldgicos evaluados en la Figura 11, se muestra el efecto
de la inoculacién con B. subtilis y la aplicacion del nanofertilizante en diferentes
variables fisiolégicas del crecimiento de las plantas de tomate como la fotosintesis,
conductancia estomatica y transpiracion. Las diferentes variables fueron analizadas a
los 21 dias después de la inoculacion con la bacteria B. subtilis. El registro de las
variables fue realizada a las 12 horas del dia. En la Figura 11 se puede observar que en

los tres parametros evaluados todos los tratamientos superaron el control.

La baja tasa fotosintética en el control, se debe a que las plantas, al no tener fésforo
presentaron sintomas de deficiencia en las hojas tomando un color purpura, como una
forma de manifiesto a la deficiencia del P y como bien se sabe, es un mineral que
interviene en la formacién de ATP, fosfolipidos en membranas y forma parte de los
acidos nucleicos, todo lo anterior interviene en la fotosintesis, es por ello que las plantas

control tuvieron este comportamiento diferente al resto de los tratamientos.

Al presentarse diferencias estadisticamente significativas en el testigo con el resto de
los tratamientos, se muestra que, en la transpiracion tanto como en la conductancia

estomatica en aquellas plantas tratadas con el encapsulado, MKP libre con o sin
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bacterias, presentan las mismas tendencias, asi como, en el pardmetro de la
fotosintesis y, esta similitud nos puede indicar que las plantas no fueron sometidas bajo
ningun estrés nutricional ni riego que pueda haber afectado los tratamientos.

Fotosintesis Conductancia estomatica
25 0.5

20 a

o
o

(pmol CO, m-2 1)
(molH,0 m-2s1)

Transpiracion

@l Plantas sin P

Plantas + MKP + B.s
Plantas + MKP

EE Plantas + encapsulado + B.s
B Plantas + encapsulado

(mmolH,Om-2s")

Figura 11. Medicién de parametros fisiologicos: A) Fotosintesis. B) Conductancia
estomética y C) Transpiracion en plantas de tomate tratadas con nanofertilizante de P
encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz. Medias * E.E con una letra
comun no difieren estadisticamente de acuerdo a LSD (p=<0.05).

VI. 2. Bioensayo realizado en primavera-verano del 2018.

Durante este experimento se realizaron tres analisis destructivos a diferentes
tiempos que corresponden: a los 15 DDT (M1), 30 DDT (M2) y 45 DDT (M3). Para este

caso se incluyé como control el almidén de maiz empleado como matriz encapsulante.
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VI. 2. 1. Nomero de hojas.

Como puede observarse en relacion al numero de hojas en la Figura 12, para el
M1 no se tienen diferencias significativas en los seis tratamientos, mientras que, en el
M2, se logran detectar que las plantas sin P registran valores mas bajos. Lo mismo
pasa para el ultimo muestreo, los valores mas bajos se presentan en las plantas sin P,
mientras que, para el resto no difieren para esta variable. En el M3 se alcanza a
apreciar que las plantas sin P presentaron defoliacion. Aunque no se detectan
diferencias significativas entre los tratamientos, podemos observar que las plantas
inoculadas con la bacteria B. subtilis registran medias ligeramente altas. Comparando
estos datos con los obtenidos por Martinez et al. (2012), reportan un valor de 4.1 hojas
a los 21 dias de la siembra esto al aplicar B. subtilis con nombre comercial BIOBAC a
una dosis de (0.37ml/cavidad) mostrando el efecto de la bacteria. Con los datos de
ambos trabajos, podemos ver la actuacion de las bacterias de manera benéfica,
considerando que para este experimento las plantas evaluadas fueron a los 45 dias

después de la germinacion.
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Figura 12. Numero de hojas (NH) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante de P
encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin tratar. M1) 15 DDT. M2)
30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren estadisticamente
de acuerdo a LSD (p<0.05).
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VI. 2. 2. Altura de las plantas.

En la Figura 13 se aprecian los valores de la altura de las plantas, en ella se
puede ver diferencias significativas desde el primer muestreo, donde las plantas
tratadas con MKP libre + B. subtilis y encapsulado + B. subtilis numéricamente son las
mas destacadas con respecto al resto de los tratamientos, aunque solo el tratamiento
con MKP + B.subtilis resultd significativo para los otros tratamientos. La misma
tendencia ocurre para el muestreo 2, mientras que para el muestreo 3, el tratamiento 4
(encapsulado + B. subtilis) obtuvo una mejor respuesta. Con este parametro se sigue
conservando que las plantas tratadas con B. subtilis ya sea con el encapsulado o MKP
libre, ejercen un efecto positivo en el crecimiento de las plantas de tomate. Estudios
realizados por Solanki et al. (2015) al evaluar a los 45 dias el efecto del Bacillus subtilis
(MB14) y Bacillus amyloliquefaciens (MB101) solas y en combinacién con R. zolani en
tomate, encontraron que la altura mas alta se registré en el tratamiento MB101 con un
valor de 39 cm, seguido del MB14 35 cm e incluso en plantas que fueron tratadas con
R. zolani, estos datos son inferiores a los que se reportan en este trabajo de
investigacion, destacando la participacién del encapsulado.

Relacionando los datos que se obtuvieron en este trabajo de investigacion y con los que
obtuvo Solanki et al. (2015), se ha demostrado que, en efecto, las plantas que son
inoculadas con Bacillus spp, se observa una promociéon del crecimiento vegetal, pero
también, se ha encontrado que la aplicacion de un microencapsulado de N, da un plus
en el crecimiento de las plantas, esto lo demuestra Hurtado et al. (2007), al evaluar la
altura en plantas de Gladiolus spp. variedad Rosado encontraron mayor altura (97.88
cm) en las plantas crecidas con el microencapsulado a diferencia con el fertilizante sin
encapsulaciéon (84.53 cm) datos que concuerdan con este trabajo. En los tres
muestreos se observa que no hubo mucha variacion de los tratamientos con respecto a
las plantas sin P y tratadas con la matriz de almidén, esto probablemente, las plantas al
carecer del elemento P tienden a alargar los tallos como un escape al estrés, las

plantas se enfocan en alargar el tallo y no en producir hojas y con ello alcanzando
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Figura 13. Altura de las plantas (AP) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante
de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin tratar. M1)15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p=<0.05).

VI. 2. 3. Area foliar.

Las diferencias entre tratamientos de la variable &rea foliar se plasman en la
Figura 14, observandose que en el M1 (15 DDT), las plantas tratadas con MKP + B.
subtilis, MKP libre, encapsulado + B. subtilis y encapsulado superaron a las plantas sin
P y plantas tratadas con la pura matriz, siendo significativos. Para el M2 (30 DDT) no
hubo ningln cambio en esta variable con respecto al primer muestreo, las diferencias
se destacan a los 45 DDT, donde se puede apreciar que las plantas tratadas con
encapsulado registran valor méas alto, que el resto de los tratamientos. A los 45 dias se
puede observar que las plantas sin P y plantas con la matriz detuvieron su crecimiento.
Con los datos de este parametro, se sigue destacando que las plantas tratadas con
MKP libre o encapsulado en combinacion con la bacteria podrian estar ejerciendo un
efecto positivo en crecimiento de las plantas. Zhang et al. (2014), reportan que al
encapsular el nitrato de potasio (KNOs) con peliculas de oOxido de grafeno las
caracteristicas de liberacion lenta del fertilizante mejoraron drasticamente y mencionan

que puede ser una gran promesa para el desarrollo de fertilizantes de liberacion
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controlada ambientalmente benéfico para los cultivos. Con este trabajo de investigacion
podemos decir que, efectivamente la encapsulacion del fertilizante beneficia el
crecimiento de las plantas, ya que, a pesar de que contenia menor cantidad de P las
variables de crecimiento fueron similares a las tratadas con MKP libre. Por otro lado,
Flores et al. (2018), al evaluar un producto comercial de SUPERBAC M-90 que
contiene Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens y Trichoderma harzianum a una
dosis de 0, 1, 2 y 4 L/ha reporta un valor entre 2000 y 2500 cm? de area foliar a los 62
DDT favoreciendo las dosis 2 y 4, dichos datos son inferiores a los de este trabajo de
investigacion, esto nos permite mostrar el plus del nanofertilizante de P encapsulado,
aunque la aplicacion del MKP también registra valores superiores.
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Figura 14. Area foliar (AF) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante de P
encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de maiz sin tratar. M1) 15 DDT. M2)
30 DDT y M3) 45 DDT. Medias * E.E con una letra comdn no difieren estadisticamente
de acuerdo a LSD (p<0.05).

VI. 2. 4. Diametro del tallo.

Dentro de los resultados que corresponden a la variable del diametro del tallo, en
la Figura 15 del M1 se observa que todos los tratamientos no presentaron diferencias
estadisticas. Sin embargo, para el M2 se logra observar que las plantas tratadas con
MKP libre con o sin bacterias, son los que alcanzaron valores altos, seguido de las
plantas tratadas con encapsulado con o sin bacterias, ocupando el ultimo lugar las

plantas sin P. Mientras que, en el M3 se observa que se sigue la misma tendencia con
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respecto a los dos primeros muestreos, encontrando los valores mas bajos en las
plantas sin P, mientras que en el resto de los tratamientos ya no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas. Los valores de esta variable indican que al
aplicar un fertilizante encapsulado que tiene la funcion de una liberaciéon lenta y en una
concentracion menor que el MKP comercial obtiene resultados similares o en algunas
variables son mejores en comparacion con el MPK libre sin encapsular. Estudios que
han evaluado la encapsulacién de fertilizantes con una matriz a base de almidén de
papa, demuestran tener una liberacion lenta, considerando una forma para mejorar la
efectividad de los fertilizantes (Qiao et al., 2016). Arriaga et al. (2009), al inocular las
plantas de Lilium sp. con B. subtilis comparando con un testigo (plantas sin B. subtillis),
reportan que el diametro de las plantas inoculadas fue de 8.1 mm, mientras que el
testigo alcanz6 8.5 mm, aunque no estemos trabajando con la misma especie vegetal,
estos datos comparando con los de este trabajo de investigacion, se destaca que hay
una similitud, ya que, en el primer y tercer muestreo las plantas inoculadas con B.
subtilis y sin B. subtilis no presentaron diferencias estadisticamente significativas.
Martinez (2018), al evaluar un microfertilizante de fosforo encapsulado con cera de
candelilla en comparacién con un fosforo libre (MKP) en plantas de tomate, reporta no
haber encontrado diferencias en el diametro del tallo, datos similares para este trabajo.
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Figura 15. Diametro del tallo (DT) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante de
P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin tratar. M1) 15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05).

50



VI. 3. Variables de crecimiento vegetal que corresponden ala biomasa fresca.

La biomasa es aquella materia organica de origen vegetal que se obtiene pesando las
partes que conforman una planta, tales como: hoja, tallo y raiz. Son parametros que nos
indican de manera general el desarrollo de las plantas y para nuestro propdsito
constituye una herramienta para detectar diferencias en la promocion de crecimiento

por la aplicacion de los tratamientos.
VI. 3. 1. Peso fresco de la hoja.

En la Figura 16 podemos percibir los resultados del peso fresco de la hoja, donde
se puede distinguir, que en los tres muestreos, todos los tratamientos superan a las
plantas sin P. Aunque en las plantas tratadas con el MKP libre o encapsulado con o sin
bacteris no muestren diferencias significativas, se puede apreciar que, la media mas
destacada se registra en las plantas tratadas con el encapsulado o MKP libre en
conbinacion co la bacteria B. subtilis. Con estos datos obtenidos se detecta que a pesar
de que el MKP esta encapsulado y en una baja proporcion de P, las plantas tienen la
misma respuesta con respecto a la aplicacion del P de manera libre y en mayor

cantidad.

Si bien, ya se conoce la funcion de un fertilizante encapsulado, es tambien de
reconocer que, durante afios se ha trabajado con nanomateriales en la medicina,
ciencia ambiental, etc, ha sido exitoso. Sin embargo, en la agricultura es poco
explorado, pero con los estudios ya realizados, demuestran que son capaces de
mejorar la germinacién de semillas, la proteccion de plantas y deteccion de patégenos
(Khot et al., 2012). Por otra parte, las bacterias tambien han tenido una contribucién
importante en la promocion del crecimiento vegetal para este trabajo de investigacion.
Aunque en la mayoria de las variable evaluadas no se muestran diferencias
significativas con respecto a las plantas inoculadas y no inoculadas, pues cabe destacar

gue las medias mas altas es en aquellas plantas inoculadas con la bacteria B. subtilis.
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Figura 16. Peso fresco de la hoja (PFH) del cultivo de tomate tratado con
nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin

tratar. M1) 15 DDT. M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias * E.E con una letra comun no
difieren estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05).
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VI. 3. 2. Peso fresco de la raiz.

Para el peso fresco de la raiz, se puede destacar que, en la primera evaluacion,
las plantas tratadas con el encapsulado + B. subtilis y las plantas tratadas con MKP
libre + B. subtilis son las que registran medias mas altas existiendo diferencias
significativas entre los tratamientos. La tendencia cambia para los dos ultimos
muestreos, ya que las plantas tratadas con MKP libre + B. subtilis, encapsulado + B.
subtilis y encapsulado son las que resaltan numéricamente, aungue no exista
diferencias significativas del tratamiento 2 al 5, las plantas sin P o con la pura matriz
siempre manifiestan diferencias con el resto de los tratamientos (Fig. 17), con estos
resultados se sigue observando que las plantas tratadas con la bacteria o encapsulado
resultan ser benéficos en el crecimiento y desarrollo de las mismas. Zaidi et al. (2006),
reporta el peso fresco de las raices en Brassica juncea con un valor de 8.0+ 1.3 g al
inocular las plantas con B. subtilis y 7.0 £ 0.2 g en plantas testigo a los 140 dias de
post-siembra en cultivo en macetas. Aunque no se trabajo con la misma especie de
planta, se logra apreciar que las bacterias estimulan el desarrollo de las raices de las

plantas, esta informacion concuerda con los resultados obtenidos de este trabajo.
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Figura 17. Peso fresco de la raiz (PFR) del cultivo de tomate tratado con
nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin
tratar. M1) 15 DDT. M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no
difieren estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05).

VI. 3. 3. Peso fresco del tallo.

Los datos del peso fresco del tallo, indican que las plantas tratadas con el MKP
libre y encapsulado en combinacion con bacterias tienen medias mas altas. Sin
embargo, no existe diferencia entre los tratamientos, esto para el M1. En el M2 y M3 se
observa que las plantas sin P y tratadas con la pura matriz, son las que presentaron
menor peso en comparacion con las plantas tratadas con MKP libre + B. subtilis, MKP,
encapsulado + B. subtilis y encapsulado (Fig. 18). Con los datos mostrados en la
Figura 16 se resalta que el encapsulado, esta cumpliendo con su funcion, asi como la
participacion de las bacterias. Flores et al. (2018) al aplicar un producto comercial
SUPERBAC M-90 a una dosis de 0, 1, 2 y 3 L/ha no encontré diferencias
estadisticamente significativas para el peso fresco del tallo en el cultivo de tomate,

informacion que concuerda con este trabajo de investigacion.
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Figura 18. Peso fresco del tallo (PFT) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante
de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin tratar. M1) 15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias £+ E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p=<0.05).

VI. 3. 4. Peso fresco total.

De manera resumida, en la Figura 19 se puede apreciar el peso fresco total aéreo,
mostrando que, para los tres muestreos, aquellas plantas sin P y tratadas con la matriz
sola, obtienen los valores mas bajos que el resto de los tratamientos. Entonces, de
manera general, se resalta que la plantas con MKP libre o encapsulado con o sin
bacterias tienen una respuesta similar, aun cuando la proporcién de P encapsulado sea

menor en comparacion con el MKP libre.
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Figura 19. Peso fresco total (PFTot) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante
de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de maiz sin tratar. M1) 15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05).

54



VI. 4. Variables de crecimiento vegetal que corresponden ala biomasa seca.
De las sigueintes figuras se muestran el peso seco de cada parte de la planta, son

datos que se obtienen una vez que las plantas pierden agua en el tejido.

VI. 4. 1. Peso seco de la hoja.

De acuerdo a la Figura 20 se puede destacar que para el PSH en los seis
tratamientos del primer muestreo no presentan diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, en la segunda y tercera evaluacion se aprecia que las
plantas tratadas con MKP + B. subtilis, MKP, encapsulado + B. subtilis y encapsulado
superaron de manera significativa a las plantas sin P y plantas tratadas con la matriz de
almidon. Al no presentarse diferencias en los tratamientos 2, 3, 4, 5 indica que las
plantas con MKP encapsulado con o sin bacterias con una proporcion menor de P,
intervienen de manera similar en el crecimiento de las plantas con respecto a las
plantas que tienen MKP libre y en mayor cantidad de P. Los fertilizantes encapsulados
que se le denomina también como, fertilizantes de liberacion lenta proporcionan a la
planta una nutricibn mas uniforme, equilibrada, con lo que se reducira el riesgo de
excesos Yy deficiencias nutricionales, asi como reducir la frecuencia de aplicaciéon
(Recasens, 2008).
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Figura 20. Peso seco de la hoja (PSH) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante
de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin tratar. M1) 15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05).
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VI. 4. 2. Peso seco de laraiz

Con respecto al peso seco de la raiz, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el M1. Para el M2 se observa que los tratamientos 4 y
5 que tienen encapsulado son superiores numericamente. Para el M3 las plantas sin P
y plantas con la matriz son los que tuvieron menor biomasa de raiz con respecto al
resto de los tratamientos que tuvieron un comportamiento similar, podemos observar
que las plantas tratadas con el encapsulado y MKP libre con o son bacterias tienen
efecto similar en el PSR (Fig. 21). Mena-Violante y Olalde-Portugal (2007), al evaluar
plantas de tomate inoculadas con la bacteria Bacillus subtilis y no inoculadas en dos
experimentos reportan un valor de 8.6 g de PSR en el primer experimento y 7.8 g en el
segundo, mientras que, en las plantas sin inocular fue de 6.8 g y 5.9 g resultados que
obtuvieron a los 50 DDT, dichos datos son inferiores a los resultados de este trabajo de
investigacion para el M3, mostrando que la aplicacion de bacterias y/o encapsulado hay

un ligero incremento en el PSR.
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Figura 21. Peso seco de la raiz (PSR) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante
de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin tratar. M1) 15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05).
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VI. 4. 3. Peso seco del tallo.

Para el peso seco del tallo, se puede observar que en el M1 no se encontraron
diferencias significativas, caso contrario para el M2 donde se puede destacar que las
plantas tratadas con MKP libre, nanoencapsulado con o sin B. subtilis superaron a las
plantas sin P y plantas con la matriz. Sin embargo, numéricamente los tratamientos con
encapsulado resultan ser mejores. Mientras que, para el Ultimo muestreo, todos los
tratamientos superaron a las plantas sin P y tratadas con la matriz, aunque dichos
tratamientos tuvieron un comportamiento similar entre ellos, destacando que el MKP
encapsulado tiende a tener valores un poco mas altos o igualar a las plantas tratadas
con MKP libre con o sin bacterias (Fig. 22). Flores et al. (2018), reportan que, a los 107
DDT del cultivo de tomate, las plantas testigo (sin inocular) alcanzaron mayor peso seco
en el tallo, que en plantas tratadas con SUPERBAC M-90, estos datos son contrarios a
los de este trabajo, ya que, en este trabajo el PST es similar en todos los tratamientos,

excepto en aquellas plantas sin fosforo.
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Figura 22. Peso seco del tallo (PST) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante
de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de maiz sin tratar. M1) 15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p=<0.05).
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VI. 4. 4. Peso seco total.

En la Figura 23 podemos observar de manera general el PSTot de la parte aérea
de las plantas del M1 y en ella, apreciar que las plantas tratadas con MKP libre y
encapsulado en combinacion con bacterias tienen valores ligeramente altos con
respecto al resto de los tratamientos, aunque no se presentan diferencias significativas.
Mientras que para el muestreo 2 y 3 todos los tratamientos superan a las plantas sin P,
asi como, las plantas tratadas con matriz, pero se puede observar que, a pesar de que
no exista diferencias significativas en los tratamientos, aquellas plantas tratadas con
MKP libre, encapsulado con o sin bacterias sobresalen en los parametros evaluados. La
bacteria Bacillus subtilis puede promover el crecimiento vegetal en diferentes especies,
tal es el caso de Arriaga et al. (2009), que al trabajar con Lilium sp, reportaron un mayor
peso aéreo en las plantas inoculadas con B. subtilis que en el testigo. También cabe
destacar la participacion del nanofertilizante de P encapsulado, ya que, segun
Recasens (2008), los nutrientes se liberan de forma lenta por la presion osmotica y el
nanofertilizante de P por su tamafio incrementa el contacto superficial con la raiz de las
plantas. Pr otro lado, reportan que, la eficiencia agronémica del P aplicada como fertilizantes

de liberacion lenta es de 3 a 13 % mayor que el MAP sin recubrimiento en plantas de maiz
(Teixeria et al., 2016).
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Figura 23. Peso seco total (PSTot) del cultivo de tomate tratado con nanofertilizante de
P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de maiz sin tratar. M1) 15 DDT.
M2) 30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren
estadisticamente de acuerdo a LSD (p<0.05).
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VI. 5. Contenido de macronutrientes N, P y K en el tejido foliar y radical de las
plantas de tomate.

Las plantas evaluadas durante el primer muestreo y el tercer muestreo se
mandaron a analizar para determinar el contenido de macronutrientes en el tejido foliar
y radicular de las plantas, con la finalidad de comparar de una manera indirecta, cbmo
fue la absorcion del elemento P encapsulado y de manera libre por las plantas, de esta

manera relacionar si hubo o no, una liberacion del P encapsulado.
VI. 5. 1. Nitrégeno en el tejido foliar.

En la Figura 24 podemos observar el porcentaje del N total, donde se aprecia que,
en las plantas tratadas con la matriz de almidoén, plantas con el encapsulado, plantas
con MKP libre con o sin bacterias obtienen valores mas altos en comparacion con las
plantas sin P, existiendo diferencias estadisticamente significativas. En el tercer
muestreo que corresponde a los 45 DDT la tendencia cambid con respecto al primer
muestreo, ya que la concentracion del N disminuyd. Sin embargo, a los 45 DDT no se
encuentran diferencias significativas, pero el porcentaje mas bajo del N se registra en

las plantas sin P.
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Figura 24. Porcentaje de nitrégeno (N) en el tejido foliar de las plantas de tomate
tratado con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de
maiz sin tratar. Medias + E.E con una letra comun no difieren estadisticamente de
acuerdo a LSD (p<0.05).
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VI. 5. 2. F6sforo en el tejido foliar.

Para el caso del P se puede observar claramente, que aquellas plantas sin P
fueron las que presentaron menor contenido de dicho mineral. Mientras que, para las
que fueron tratadas con el MKP libre y P encapsulado con o sin bacterias son las que
obtuvieron mayor concentracion del mineral en el tejido foliar, aunque numéricamente,
fue menor en aquellas plantas tratadas con el encapsulado. A los 45 DDT podemos
observar nuevamente que los valores mas bajos se registraron en aquellas plantas sin
P. Mientras que, el mayor contenido de P fue en los tratamientos con MKP libre con o
sin B. subtilis, seguido de las plantas tratadas con el encapsulado, mostrando
diferencias significativas entre plantas sin P, plantas con MKP libre y el encapsulado
(Fig. 25). Con los resultados que se observan en la figura 25, de manera indirecta se
puede determinar, que a pesar de que las plantas tratadas con el encapsulado
presentaron menor concentracion del fosforo en el tejido foliar, esto no afecto el
crecimiento de las plantas, ya que, en la mayoria de las variables de crecimiento
evaluadas tuvieron valores ligeramente mas altos. Por otro lado, también se recalca que
las plantas tratadas con el encapsulado recibieron menor cantidad de fésforo y es aqui,
donde podemos citar las funciones del encapsulado como: mayor eficiencia, las
pérdidas son menores, ahorro del fertilizante y disminuir la frecuencia de aplicacion, asi
como, mayor disponibilidad de P en el suelo para las plantas al modificar el patrén de liberacion

(Teixeria et al., 2016).
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Figura 25. Porcentaje de Fosforo (P) en el tejido foliar de las plantas de tomate tratado
con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de maiz sin
tratar. Medias + E.E con una letra comdn no difieren estadisticamente de acuerdo a
LSD (p<0.05).
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VI. 5. 3. Potasio en el tejido foliar.

En la Figura 26, podemos observar el porcentaje total del contenido de potasio (K),
se puede apreciar que en los seis tratamientos mantuvieron un comportamiento similar
para los dos muestreos, sin diferencias estadisticas. Con todo lo anterior, podemos
observar que donde se encontraron diferencias significativas fue en el contenido del P y
era de esperar estos resultados, ya que, el eje principal de este trabajo es el aplicar el P
de manera libre y encapsulado en plantas colonizadas por rizobacterias. También es de
destacar, que con los resultados que se muestran, podemos ver de manera general,
que aquellas plantas tratadas con el encapsulado obtuvieron menor concentracion del
elemento P en el tejido foliar que en las plantas tratadas con el P libre (esto acorde a la
relacion real de almidon: MKP). Estudios realizados por Cole et al. (2016), al aplicar un
fosfato monoamoénico (MAP) en comparacion con un fertilizante de liberacion
controlada, encontraron que el porcentaje de N en las hojas de tomate no difirié en sus
tratamientos ni en plantas control, asi mismo sucedio para el caso de del elemento P,
mientras que, para el K encontraron mayor concentracion en los tratamientos que en las
plantas control, estos mismos autores mencionan que, el MAP agregdé mas P que el
fertilizante de liberacién controlada sin afectar la concentracién del P en la hoja,
comparando estos resultados con los de este trabajo de investigacion, podemos
observar que para los elementos N y K concuerdan. Sin embargo, para el caso del P,
en este trabajo de investigacion si se encontraron diferencias significativas y con menor
concentracion en plantas tratadas con el encapsulado. Con los resultados en este
trabajo y resultados de otros autores se coincide que, en efecto, los fertilizantes
encapsulados tienen una liberacion lenta que cumplen la funcién de optimizar el uso del

mineral.
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Figura 26. Porcentaje de potasio (K) en el tejido foliar de las plantas de tomate tratado
con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de maiz sin
tratar. Medias =+ E.E con una letra comun no difieren estadisticamente de acuerdo a
LSD (p<0.05).

VI. 5. 4. Nitr6geno en el tejido radicular.

En relacion al porcentaje total de N en el tejido radicular, se puede observar que a
los 15 DDT el contenido de N no tuvo diferencias, puesto que, en los 6 tratamientos
mantuvieron un comportamiento similar. Para el tercer muestreo, que corresponde a los
45 DDT, podemos observar que, la concentracion de los macroelementos aumentd a
este tiempo de evaluacién, el contenido de N presentd diferencias estadisticamente
significativas, siendo mayor en todos los tratamientos, excepto en las plantas tratadas
con la matriz sola quedandose con los valores mas bajos (Fig. 27).
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Figura 27. Porcentaje de nitrégeno (N) en el tejido radicular de las plantas de tomate
tratado con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de
maiz sin tratar. Medias = E.E con una letra comun no difieren estadisticamente de
acuerdo a LSD (p<0.05).

VI. 5. 5. F6sforo en el tejido radicular.

Los resultados que se muestran en la Figura 28, podemos apreciar el contenido
del P en el tejido radicular, encontrando diferencias estadisticamente significativas. Los
valores bajos se presentan en las plantas sin P y valores altos en las plantas tratadas
con el P libre y posteriormente el encapsulado + B. subtilis. A los 45 DDT el contenido
de P fue mayor en las plantas tratadas con el P libre, seguido de las plantas tratadas
con P libre + B. subtilis, posteriormente las plantas tratadas con el encapsulado + B.
subtilis, plantas con encapsulado y con valores mas bajos para las plantas sin P. Con
los resultados mostrados, seguimos observando que en las plantas tratadas con el
encapsulado son las que presentaron menor concentracién del P en comparacién con
las plantas tratadas con el P libre, esto podria deberse a que las raices estan en
contacto directo con el fertilizante libre que el encapsulado, por lo que, la asimilacién es
mas rapida. Por otro lado, seguimos citando las ventajas del nanoencapsulado, entre
ellas es que, tienen mayor contacto superficial con las raices de las plantas, son mas

eficientes e intervienen de manera positiva en el crecimiento de las plantas.
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Figura 28. Porcentaje de fosforo (P) en el tejido radicular de las plantas de tomate
tratado con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de
maiz sin tratar. Medias = E.E con una letra comun no difieren estadisticamente de
acuerdo a LSD (p<0.05).

VI. 5. 6. Potasio en el tejido radicular.

Los resultados del porcentaje total del elemento potasio se muestran en la figura
29, en ella observamos que no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion del potasio en el tejido radicular, en ninguno de los
dos muestreos. De manera general, el K no se vio afectado en presencia o ausencia del
fésforo, caso contrario al nitrégeno. Esto puede deberse a que, el P interviene en la

asimilacion del nitrégeno.
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Figura 29. Porcentaje de potasio (K) en el tejido radicular de las plantas de tomate
tratado con nanofertilizante de P encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidon de
maiz sin tratar. Medias + E.E con una letra comun no difieren estadisticamente de
acuerdo a LSD (p<0.05).
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VI. 6. Parametros fisiologicos que corresponden fotosintesis, conductancia

estomatica y transpiracion.

En la Figura 30, se muestran las graficas que corresponden a los parametros
fisiolégicos de las plantas, donde podemos observar que, en la fotosintesis no se
aprecian diferencias en el M1. Mientras que, en el M2 las plantas sin P son las que
presentan menor actividad fotosintética, esta tendencia se repite en el M3, puesto que,
todos los tratamientos que tienen P tienen un comportamiento similar. Las deficiencias
del P y baja tasa fotosintética se manifiestan después del M1 en plantas sin P. La
fotosintesis influye de manera directa en la conductancia estomatica y transpiracion, en
la grafica B, asi como en la C, se determina que en los dos primeros muestreos no
hubo ninguna diferencia significativa, sin embargo, en el M3 las plantas sin P y tratadas
con la pura matriz de almidén son las que presentaron menor conductancia estomatica,
asi mismo en la transpiracion. La fotosintesis es un proceso de las plantas que
determina la existencia de la vida en la tierra y a su vez, se sabe que el P juega un
papel importante en la transferencia de energia y transferencia de macronutrientes, es
por ello que, es importante en el proceso de la fotosintesis, es indispensable para la
diferenciacion de las células y para el desarrollo de los tejidos, que son los puntos de
crecimiento de todas las plantas silvestres o domesticadas (Marquez, 2017). Mejia de
Tafur et al. (1992), al aplicar diferentes niveles de P (0, 50, 100 kg/ha) en el cultivo de la
yuca, reportan que la tasa fotosintética fue alta, sin presentarse diferencias
significativas entre tratamientos, pero si en variedades, dichos datos son similares a los
de este estudio, ya que, las plantas que tenian P libre o encapsulado no mostro
diferencia en la fotosintesis, pero si con las plantas sin P. Por otro lado, Martinez
(2018), al trabajar con un microencapsulado de fésforo comparando con fésforo libre
(MKP) reporta que no encontré diferencias en la fotosintesis, transpiracion ni
conductancia estomatica bajo estos dos tratamientos, datos similares a los de este

trabajo de investigacion.
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Figura 30. Medicién de pardametros fisiolégicos: A) Fotosintesis. C) Conductancia
estomética y C) Transpiracion en plantas de tomate tratado con nanofertilizante de P
encapsulado, MKP comercial, B. subtilis y almidén de maiz sin tratar. M1) 15 DDT. M2)

30 DDT y M3) 45 DDT. Medias + E.E con una letra comun no difieren estadisticamente
de acuerdo a LSD (p<0.05).

VI. 7. Evaluacion de la colonizacion de la bacteria Bacillus subtilis en raices de
plantas de tomate.

Como se menciond en la metodologia, se realizd el conteo de la colonizacion de
las bacterias en plantas inoculadas y no inoculadas con la bacteria B. subtilis antes del
trasplante. En la Tabla 4, podemos observar que las plantas tratadas con B. subtilis
presentaron mayor cantidad de UFC/g de raiz que en las plantas no inoculadas, cabe
mencionar que este conteo se realizo antes de aplicar el MKP libre y el encapsulado.
Dicho conteo fue general, es decir, que en esta etapa se contaron todas las colonias sin
considerar que tipo de bacteria sea. Con los resultados obtenidos en la Tabla 4,

podemos determinar que, aunque las plantas no fueron inoculadas tuvieron crecimiento
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de bacterias, esto debido a que, en el sutrato no se logré eliminar por completo los

microorganismos por la técnica de esterilizacion del sustrato.

Tabla 4. UFC/g encontradas en las raices de las plantas de tomate antes de aplicar los

tratamientos de MKP libre y encapsulado.

Tratamiento UFC/g de raiz

Plantas inoculadas con B. subtilis 4.2X10%

Plantas no inoculadas 3.5X104

UFC/g= unidades formadoras de colonia sobre gramo de raiz.

Después de aplicar los tratamientos de P de manera libre o encapsulada en las plantas,
se realizo el conteo de UFC/g en las raices, dicho conteo se hizo en cada muestreo sin
importar que especie de bacterias sean, es decir, es un conteo general. En la Tabla 5,
podemos observar que, para el M1 la mayor cantidad de colonias encontradas es en las
plantas tratadas con el encapsulado mostrando diferencias significativas con respecto a
los otros tratamientos. Sin embargo, para el M2 la mayor cantidad de colonias
encontradas fue en las plantas tratadas con MKP libre sin inoculacién, dejando muy
abajo a las plantas con el encapsulado. Mientras que, para el M3 nuevamente las
plantas tratadas con el encapsulado presentaron mayor cantidad de colonias dejando
en ultimo lugar a las plantas tratadas con el MKP libre. Con los resultados obtenidos se
determina que, aunque el sustrato fue esterilizado no se logré eliminar el 100% de
microorganismos, ya que, hubo presencia de bacterias en todos los tratamientos. Las
diferencias de UFC/g de raiz que se muestran en la Tabla 5, posiblemente es
influenciado por cuestiones técnicas durante la manipulacion del lavado y la seleccién
de la raiz. Por otro lado, es necesario considerar que al trabajar con microorganismos
vivos bajo condiciones no controlados interviene en el crecimiento de estas mismas, ya
que, estan influenciadas por la humedad y disponibilidad de alimentos. Por otro lado, se
ha determinado si diferentes cantidades y formas de fertilizante de P afectan la diversidad de
hongos micorrizicos y la composicion de la comunidad asociada con las raices de las plantas de

manzana, donde encontraron que, aquellas plantas tratadas con fertilizantes de liberacion lenta,

mostraron mayor riqueza de hongos micorrizicos mediante el control de los niveles de P
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disponible para las plantas (Van Geel et al, 2016). Datos que coinciden con este trabajo de

investigacion en las plantas tratadas con el encapsulado para el M1y M3.

Tabla 5. UFC/g encontradas en las raices de las plantas de tomate tratadas con MKP
libre y el encapsulado en los tres muestreos.

Tratamientos UFC/g (M1) UFC/g (M2) UFC/g (M3)
MKP+B.s 1X10%b 5X10"b 1X10°b
MKP libre 1X10%b 2X10%a 3X108 ¢
Encapsulado + B.s 1.2X10%a 2.2X10°c 2.5X10° a

UFC/g= uniformadoras de colonia sobre gramo de raiz. M1) 15 DDT. M2) 30 DDT. M3)
45 DDT. Medias con una letra comun no difieren estadisticamente de acuerdo a LSD
(p=<0.05)

Para poder detectar a la bacteria Bacillus subtilis en las plantas inoculadas y no
inoculadas, se aislaron colonias puras. Mediante la morfologia de colonias y
posteriormente la tincion Gram, se logr6 determinar si en los tratamientos habia
colonizado la bacteria de interés para este trabajo de investigacion. Para ello, tuvimos la
cepa original como punto de comparacion de morfologia. En las siguientes figuras
podemos encontrar diferentes cepas de bacterias con diferente morfologia, pero con

una similitud en la tincién Gram.

Con lo anterior, presentamos en la figura 31, a las bacterias que se encontraron en las
raices de las plantas de tomate tratadas con MKP libre+ B. subtilis, como se puede
apreciar en la imagen A, las colonias son de color blanco lechoso, muy pequefias y con
bordes uniformes, nada parecido a las colonias tipicas del B. subtilis. Mientras que, en
la tincion Gram, se puede apreciar la presencia de dos tipos de bacterias las Gram
negativas y Gram positivas. La de color morado y en forma de bacilos son parecidos a
las de la bacteria de interés, es una bacteria del genero Bacillus, pero no afirmamos
gue sea el B. subtilis al no presentar la morfologia tipica en las colonias (A). Sin
embargo, puede ser que en la misma colonia (A), se hayan presentado dos tipos de
bacterias diferentes dificultando la identificacion de la bacteria de interés, por lo que, no

se sabe con certeza si sea B. subtilis (ver Fig. 31 lado B).
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Figura 31. Bacterias que corresponden a las plantas tratadas con MKP libre+ B.
subtilis. A) Colonias puras y B) Tincion Gram.

En la Figura 32, se observan los resultados obtenidos de las plantas tratadas con MKP
libre sin inoculacién. En la imagen A, podemos observar que las colonias no se parecen
nada a las de la bacteria de interés, asi mismo, en la tincion Gram (B). Con estas dos
técnicas no podemos definir la especie, pero podemos determinar que a pesar de que,
las plantas no fueran inoculadas, estas tienen la capacidad de interactuar con cualquier

otro tipo de bacterias.

Figura 32. Bacterias que corresponden a las plantas tratadas con MKP libre sin
inoculacién. A) Colonias puras y B) Tincién Gram.

69



Para las plantas tratadas con el encapsulado + B. subtilis, podemos observar que la
morfologia de las colonias (A) concuerdan con la bacteria B. subtilis, para afirmar si
estamos evaluando la bacteria de estudio, se realiz6 la tincion Gram y se pudo
determinar que son similares a las formas en que se reportan, tipo bacilos y Gram
positivos. Con lo anterior, se determina que la identificacién de la bacteria de interés fue
mas clara en este tratamiento que en las plantas tratadas con MKP libre + B. subtilis
(Fig. 33), esto debido a que, la morfologia de las colonias encontradas en las plantas

tratadas con MKP libre no coinciden con las caracteristicas de la cepa original.

Las evaluaciones de colonizacion e identificacion, se realizaron en los tres muestreos,
pero se encontraron las mismas bacterias en cada muestreo, es por eso que, los

resultados se reportan a las que corresponden del primer muestreo.

Figura 33. Bacterias que corresponden a las plantas tratadas con el encapsulado + B.
subtilis. A) Colonias puras y B) Tincion Gram.
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VII. CONCLUSIONES

Para los dos bioensayos realizados en plantas de tomate inoculadas con B. subtilis y
tratadas con el fertilizante de P encapsulado con almidon resultaron satisfactorios, esto
debido a que el fertilizante encapsulado no interfiere en la interaccion de la rizobacteria-
planta, los pardmetros biométricos evaluados y la determinacién de la presencia de B.

subtilis en los bioensayos confirman estos resultados.

Las plantas tratadas con MKP libre y B. subtilis no mostraron algun efecto negativo en

los pardmetros biométricos.

La cuantificacion del foésforo en el tejido foliar y radicular fue menor en las plantas
tratadas con el encapsulado, mientras que, en las plantas tratadas con el fosforo libre,
el porcentaje fue mayor. Por lo que, podemos citar el encapsulado como una técnica

que optimiza el mineral.

La ausencia del fosforo afecto la concentracion del nitrégeno en el tejido foliar y

radicular, sin embargo, para el caso del potasio no fue asi.
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VIll. PERSPECTIVAS

A pesar de que se lograron con los objetivos planteados en este trabajo de
investigacién, asi como, responder a la hipotesis planteada, se sugiere lo siguiente:

» Realizar la cuantificacion molecular por gPCR de bacterias en las raices de las

plantas de tomate.
» Evaluar diferentes vias de aplicacion del fertilizante encapsulado.

» Disefiar bioensayos con mas dosis del fertilizante de P encapsulado para poder

evaluar rendimientos de cultivos a nivel invernadero.

» Evaluar la compatibilidad del fertilizante de P encapsulado con otros géneros de

rizobacterias benéficas.
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