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Resumen: Este estudio aborda el desafio de encontrar formas novedosas de solubilizar fésforo y zinc con fines
agricolas. El objetivo era aislar PSM (microbios solubilizadores de fésforo) y ZnSM (microbios solubilizadores de
zinc) de diferentes entornos (p. €j., enmiendas del suelo, usos de la tierra y sistemas de rotacion de cultivos) y
evaluar su capacidad para solubilizar diferentes fuentes de P insoluble (p. €j., B-fosfato tricalcico (B-TCP), fitato de
calcio (CaP) y fosfato de roca (RP)) y fuentes de Zn (p. €j., carbonato de zinc (ZnC), 6xido de zinc (ZnO) y fosfato
de zinc (ZnP)). Aqui, se aislaron y clasificaron por especies 25 aislados capaces de solubilizar fuentes de P 0 Zn
mediante secuenciacion de ARNr 16S y region ITS. En particular, Aspergillus awamori, Fusarium circinatum,
Fusarium longifundum y Mucor circinelloides, aislados de suelos cultivados y enmiendas del suelo, surgieron como
los PSM y ZnSM mas eficientes. Mucor circinelloides exhibio la mayor capacidad de solubilizacién para los caldos
que contienen B-TCP, CaP, RP, ZnO y ZnP, con cambios log2 veces de 3,7, 1,8, 8,9, 7,8 y 2,4, respectivamente, en
comparacioén con el control. Para ZnC y ZnO, Aspergillus awamori mostré la mayor solubilizacién de Zn, con un
cambio de 2,1y 3,0 log2 veces. El estudio destaca el potencial de estas cepas como biofertilizantes y subraya el

papel de los géneros Mucor y Fusarium en la solubilizacién del zinc.
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1. Introduccién

El fésforo (P) y el zinc (Zn) son nutrientes esenciales necesarios para el desarrollo de las
plantas, el rendimiento de los cultivos y la calidad del grano [1]. Sin embargo, mas del 30% de los
suelos cultivados en todo el mundo son alcalinos con un alto contenido de carbonato de calcio, lo que
dificulta la absorcion de nutrientes [2—4]. Aunque los fertilizantes de P y Zn abordan estas deficiencias,
>80% de las aplicaciones dan como resultado nutrientes escasamente solubles debido a la formacion
de formas insolubles de P y Zn [5,6]. Estos incluyen fosfato tricalcico (TCP) y fitato de calcio (CaP)
para P [5,7] y compuestos de Zn como smithsonita (ZnC, carbonato de zinc), zincita (ZnO, 6xido de
zinc) y Hopeita (ZnP, zinc) . fosfato) [3]. Estos compuestos insolubles se conocen como legado de P
y Zn en el suelo [8-14].

Las reservas limitadas y desigualmente distribuidas de fosfato de roca (PR) provocan un aumento adicional en
los precios de los fertilizantes fosfatados [15,16]. Ademas, méas del 50% de los suelos cultivados con cereales a nivel
mundial tienen deficiencia de Zn disponible para las plantas [2,4,5], o que afecta al 30% de la poblacion mundial [17,18].

Los esfuerzos para abordar la deficiencia de Zn mediante la biofortificacién agronédmica de cereales (por ejemplo, trigo y

maiz) enfrentan desafios debido a los altos costos de los fertilizantes con Zn [2,4].
La utilizaciéon de microorganismos solubilizadores de P y Zn (PSM y ZnSM) es una estrategia

ecoldgica y rentable para reciclar los nutrientes heredados de P y Zn en el suelo. Este grupo diverso

(https:// creativecommons.org/licenses/by/incluye diversas bacterias (p. €j., Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter y Burkholderia) y hongos (p.

4.00).

ej., Penicillium, Fusarium y Aspergillus) [5,19]. Un problema principal en PSM
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El aislamiento es el uso convencional de fosfato beta-tricalcico (3-TCP) como unica fuente de P para identificar PSM
[20,21]. Este método es objeto de debate porque el fosfato beta-tricalcico no representa con precision las diversas y
complejas formas de fésforo no disponible que se encuentran en los suelos naturales, lo que puede provocar discrepancias
y sobreestimaciones de la eficiencia del PSM en condiciones de laboratorio en comparacion con las condiciones de campo.
Por lo tanto, se recomienda utilizar una combinacién de fuentes de fésforo insoluble, como fitina, fosfato de roca (RP) y
fosfato de zinc (ZnP), para el aislamiento de microorganismos solubilizadores de fosfato (PSM) [22,23]. Esto se debe a que
depender de una sola fuente, como el fosfato tricalcico (TCP), ha mostrado limitaciones, ya que muchas cepas
seleccionadas de esta manera son ineficaces con otros compuestos de P insolubles y en condiciones de granja. El uso de
multiples fuentes de P no disponibles aumenta la probabilidad de aislar una gama diversa y efectiva de PSM, que se
adaptan mejor a las diferentes condiciones del suelo [24-26]. Ademas, aunque se han estudiado ampliamente los enfoques
de indculo Unico que integran PSM y ZnSM, estos enfoques generalmente prueban solo un tipo de fuente insoluble de P y
Zn [27-30]. Se dispone de informacion limitada sobre los consorcios PSM y ZnSM, que también han sido probados, aunque
con una Unica fuente insoluble de P y Zn [31]. Por lo tanto, el uso de consorcios de PSM y ZnSM o cepas individuales con
la capacidad de solubilizar multiples fuentes insolubles de P y Zn puede resultar una estrategia mas efectiva para abordar

la deficiencia de P y Zn en condiciones agricolas [31].

Comprender la densidad de poblacién de microorganismos solubilizantes de P y Zn (PSM y ZnSM) en diferentes
entornos es crucial para la deteccién eficaz de estos microbios. Por ejemplo, se ha demostrado que las practicas de
manejo del suelo, incluida la aplicacion de enmiendas del suelo, los cultivos intercalados o la rotacion de cultivos, aumentan
la diversidad y abundancia de PSM y ZnSM [32,33]. Li y col. [34] informaron que los PSM y ZnSM estan mas densamente
poblados en la rizosfera, suelos a granel, compost y raices de plantas que en sedimentos o cuerpos de agua. El uso de la
tierra también influye, ya que los suelos no cultivados (por ejemplo, suelos forestales) albergan una diversidad mas rica de

microbios en comparacion con los suelos agricolas, de pastizales y minados [20,34].

Por el contrario, Fernandez et al. [35] informaron que la estructura comunitaria de PSM era un 81% mayor en suelos
cultivados que en suelos naturales (por ejemplo, pastizales), y observaron diferencias entre los distintos suelos cultivados.
Esta diferencia fue particularmente pronunciada en suelos cultivados bajo sistemas de rotacion de cultivos (leguminosas-
trigo) en comparacion con sistemas de monocultivo [3]. A diferencia de los fertilizantes quimicos que pueden afectar
negativamente a la salud del suelo, los fertilizantes a base de residuos, como el vermicompost y el compost, estan ganando
popularidad [36]. Estos fertilizantes a base de residuos son conocidos por su rica diversidad microbiana, incluidos géneros
capaces de solubilizar P y Zn [37-39]. Por lo tanto, la presente investigacion plante6 la hipétesis de que la deteccion de

microbios de diferentes entornos ayudara a seleccionar PSM y ZnSM de élite.

El presente estudio presenta un enfoque novedoso para el aislamiento de PSM y ZnSM.
Para lograr esto, nuestros objetivos fueron (1) aislar los PSM y ZnSM de diferentes ambientes , incluidos aquellos con
diferentes usos de la tierra, sistemas de rotacién de cultivos y enmiendas del suelo , y (2) seleccionar cuantitativa y
cualitativamente los PSM y ZnSM capaces de de solubilizar diferentes fuentes de P escasamente solubles (es decir, TCP,
CaP y RP) y fuentes de Zn (es decir, ZnC, ZnO y ZnP). Estos microbios beneficiosos tienen un uso potencial en la

biofertilizacion agricola.

2. Materiales y métodos
2.1. Recoleccién de muestras de suelo y enmiendas de suelos

En mayo de 2023, se recolectaron muestras de capa superficial del suelo (de 5a 15 cm de
profundidad) del Centro de Educacion, Desarrollo e Investigacion Agricola (ARDEC) de la Universidad
Estatal de Colorado en Fort Collins, CO (40-36'36.9" N y 104°59 '38,2" O). Segun la Base de
Referencia Mundial para los Recursos del Suelo (WRB), el suelo forestal (FS) se clasifica como
luvisol, suelo agricola, incluido el suelo de trigo y cebada (WBS), el suelo de maiz y sorgo (CSS) y
el suelo de frijol pinto y caupi ( PCS), se clasifican como chernozems. Estas muestras se obtuvieron
de suelos agricolas bajo diferentes sistemas de rotacion de cultivos, incluidos trigo-cebada (WBS),
maiz-sorgo (CSS) y frijol pinto-caupi (PCS). Ademas, se recolectaron muestras de tierra vegetal (de
5 a 15 cm de profundidad) de un suelo forestal (FS) no cultivado en Poudre Canyon, ubicado en
Greyrock Mountain en Fort Collins, CO. Se tom6 una sola muestra compuesta de cada sitio (es decir, suelo a
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y suelos no cultivados) se obtuvo de seis muestras que fueron recolectadas al azar y
luego homogeneizado. El estudio también abarcé una investigacion de dos enmiendas del suelo:
fertilizante organico puro de humus de lombriz (WSA, UNCO Industries, Inc., Union Grove, WI,

EE. UU.) y abono pro ovejas y turba (CSA, Permagreen Organics, Co., Arvada, CO,

EE.UU.), ambos adquiridos a proveedores comerciales. Todas las muestras recolectadas se almacenaron en
4 -C hasta nuevos andlisis bioldgicos para evaluar su impacto en el aislamiento de posibles

PSM y ZnSM, considerando diversas practicas de manejo del suelo. el fisicoquimico
La caracterizacion tanto de las muestras de suelo como de las enmiendas del suelo (Tabla 1) se realizé utilizando
los siguientes métodos: una proporcion de suelo a agua de 1:1 para medir el pH, el DTPA extraible
Método Zn para analisis de zinc, método de pérdida por ignicion para determinacion de materia organica,
y el método Menlich 3 para probar el fésforo. Estos analisis fueron realizados por Ward

Laboratories, Inc. (Kearney, NE, EE. UU.). La conversién del fésforo a una forma accesible.

a las plantas esta significativamente influenciado por las propiedades del suelo, en particular el pH y el contenido de hierro. Estos
Los factores afectan la disponibilidad de fosforo formando complejos solubles o insolubles. Para

Para el aislamiento de microorganismos solubilizadores de fésforo (PSM) eficaces, es fundamental
Elija sustratos que imiten fielmente estas condiciones naturales del suelo. Este enfoque asegura
que los microorganismos aislados no sélo son eficaces en condiciones de laboratorio sino

También son capaces de mejorar la disponibilidad de fésforo en una variedad de entornos agricolas.
Por lo tanto, nuestra seleccién de sustrato se guié por estas consideraciones para optimizar la practica.

aplicabilidad de los PSM aislados.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los ambientes elegidos para aislar PSM y ZnSM.

Parametros Fs css PCS WBS CSA WSA
pH del suelo 7.1 8.3 8.6 8.4 8,9 7.2

P disponible (mg kg-1) 15 91 73 ) 1746 786
Zn disponible (mg kg-1) 1,62 1.46 1,83 1.36 1335 119,9
Materia orgénica (%) 43 2.7 2.6 3.0 19.2 43,5

FS: suelo forestal; CCS: suelo maiz-maiz; PCS: frijol pinto-caupi; WBS: suelo trigo-cebada; CSA: enmienda del suelo con
abono ; WSA: enmienda de lombriz para suelos.

2.2. Deteccion previa y aislamiento de PSM y ZnSM

Para el aislamiento de PSM y ZnSM en mayo de 2023, 1 g de cada suelo o enmienda
La muestra se homogeneizd en 9 ml de solucion salina estéril al 0,85%, seguida de 10 veces en serie.
dilucién (10-1 a 10-10) utilizando un método modificado [40]. Las suspensiones resultantes fueron
sembrado por triplicado en Plate Count Agar (PCA, EM Industries, Inc., Darmstadt, Alemania)
y se incubd a 30 C durante la noche para identificar la dilucion a partir de la cual fue posible
contar las unidades formadoras de colonias (UFC) para estudios adicionales.

Para PSM, una alicuota de 100 ml de la dilucién en serie con el recuento de colonias viables de cada
La suspension se extendid sobre el fosfato del Instituto Nacional de Investigacion Botanica (NBRIP).
agar medio [41] suplementado con B-fosfato tricalcico (B-TCP) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EE. UU.), fitato de calcio (CaP) (TCI America, Portland, OR, EE. UU.) o roca
fosfato (RP). El medio NBRIP para RP se modificé afiadiendo azul de bromofenol.
colorante a la concentracion indicada por Li et al. [42] para mejorar la visualizacion. despues de las siete
dias de incubacion a 30 -C, PSM con halos claros (es decir, para 3-TCP y CaP) o halos amarillos
(es decir, para RP) se purificaron volviendo a rayar cinco veces en placas de medio NBRIP para obtener puro
presiones. Las cepas purificadas se conservaron a —80 C en caldo de papa dextrosa (PDB, Difco
Laboratories, Sparks, MD, EE. UU.) suplementados con 50% (v/v) de glicerol (Sigma-Aldrich,
MO) para su posterior analisis.

De manera similar, se tom6 una alicuota de 100 ml de la dilucién seriada con el recuento de colonias viables.
evaluado para ZnSM en medio Pikovskaya modificado [4 1] suplementado con 0,1%
ZnO (Spectrum Chemical MFG, New Brunswick, Nueva Jersey, EE. UU.), ZnP (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) o ZnC (MP Biomedicals, LLC, Solon, OH, EE. UU.). Pikévskaya modificada
El medio se considera el medio mas eficiente para detectar ZnSM [29]. Lo mismo

El método de almacenamiento similar al de los PSM se aplicé a los ZnSM.
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2.3. Caracterizacién taxondémica de cepas aisladas En

junio de 2023 se obtuvieron un total de 25 aislamientos que exhibian capacidad de solubilizacion de P o
Zn de diferentes entornos durante la seleccion previa. Entre estos aislados, 7 cepas bacterianas se identificaron
mediante analisis de ADNr 16S, mientras que 18 cepas de hongos se sometieron a andlisis de secuencia del
gen ITS rDNA. Para la identificacion de bacterias y hongos , se sembraron colonias individuales de cada cepa
en placas PDA y se incubaron a 30 -C durante la noche para obtener cultivos frescos. Posteriormente, las placas
de PDA se enviaron para la extraccion y el analisis de ADN utilizando los servicios de secuenciacion de ADN de
Sanger proporcionados por Azenta Life Sciences-Genewiz, Inc. (South Plainfield, Nueva Jersey, EE. UU.).

2.4, Seleccién final de PSM y ZnSM EI

procedimiento experimental sigui6 de cerca el de la seleccidn previa, con la excepcion de que solo se
seleccionaron para analisis posteriores las cepas que funcionaban bien de manera consistente en diferentes
medios de P y Zn. De las 25 cepas iniciales aisladas en la seleccion previa, se retuvieron un total de seis cepas
para analisis posteriores. Estas seis cepas se sometieron a pruebas adicionales en NBRIP sdélido y liquido y en
medios Pikovskaya modificados para identificar aquellas con la capacidad de solubilizar dos o mas fuentes

insolubles de Py Zn.
La estimacion cualitativa de la solubilizacion de P y Zn por parte de los aislados bacterianos

implico la inoculacién de 10 L de cultivo bacteriano en fase logaritmica (in6culo ajustado a una
densidad optica (OD)600 = 0,4~2,9 x 108 UFC mL-1 ) en el centro de NBRIP y medios Pikovskaya
modificados, siguiendo las mismas condiciones que en el experimento de preseleccion. Para la
estimacion cualitativa de la solubilizacion de P y Zn por aislamientos de hongos, se inocul6 un disco
de 7 mm en el centro de NBRIP y medio Pikovskaya modificado. Los medios NBRIP no inoculados y
Pikovskaya modificado sirvieron como controles. La eficiencia de solubilizacion de P y la eficiencia de
solubilizacion de Zn se calcularon mediante una férmula estdndar como lo describen Nguyen et al. [43].

La estimacion cuantitativa de la solubilizaciéon de P y Zn por aislados bacterianos implicé la inoculacién de
10 ml de NBRIP y caldo Pikovskaya modificado (es decir, reemplazando el -TCP con fuentes de Zn) con 100 pL
de cultivo bacteriano en fase logaritmica [41]. Estos cultivos se mantuvieron en una incubadora-agitadora a 200
rpm durante siete dias a 30 °C. Para la estimacion cuantitativa de la solubilizaciéon de P y Zn por aislados de
hongos, se utilizé6 la metodologia descrita por Mittal et al. [44] se llevé a cabo. Brevemente, se inoculd un disco
de 7 mm en 10 ml de NBRIP y caldo Pikovskaya modificado. Después de la incubacion, el sobrenadante se
obtuvo por centrifugacion a 10.000 rpm durante 5 min y se filtrd utilizando papel de filtro Whatman 1 [44]. Luego,
se determind la cantidad de solubilizacion de P utilizando un método de acido ascorbico modificado a 882 nm
[40,45] y el pH se midi6 utilizando un medidor de pH (multimetro HQ40d, Hach, Loveland, CO, EE. UU.). La
solubilizacién de Zn fue analizada por Ward Laboratories, Inc. (Kearney, NE, EE. UU.).

2.5. Andlisis estadistico Se

construyé un arbol filogenético utilizando el software Mega version 11 mediante el método de unién de
vecinos con 100 réplicas de arranque. El arbol filogenético se visualizé utilizando el paquete ggtree [46]. Los
datos se analizaron utilizando RStudio Team 2023 version 4.2.3 (PBC, Boston, MA, EE. UU.). Se realiz6 un
andlisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba HSD de Tukey post-hoc. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p < 0,05. Los supuestos del modelo, incluida la homogeneidad de la varianza
y la normalidad de los residuos, se evaluaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad
mediante la prueba de Levene. Los datos que no cumplian con los supuestos (es decir, p < 0,05) se transformaron
utilizando transformaciones sqrt o log. Ademas, las correlaciones entre los cambios de pH y la solubilizaciéon de
P o Zn en los caldos se probaron con el coeficiente de correlacion de Pearson (p <0,05) para conjuntos de datos
distribuidos normalmente. Para los datos no distribuidos normalmente, se calcularon los coeficientes de
correlacién de Spearman.
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Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162: 3.

" WBS: 6
Bacteria: 78 £y sarium longifundum: 3I
Pseudomonas nitroreducens |AM 1439: 118 pCS: 3
Cultivated soil: 14
Mucor circinelloides: 2 l
/ 5 r WSA: 6
Microorganisms: 25 Fusarium circinatum: 2. I
Purpureacillium lilacinum: 1
FUI"IgiZ 18 CSS: 5 _
Fusarium fujikuroi: 1 Soil amendments: 10

Galactomyces pseudocandidus: 11

Neocosmospora rubicola: 1

CSA: 4I

Penicillium hordei: 3 I

Aspergillus awamori: 2

Circinella chinensis: 118

Penicillium chalabudae: 11 FS: 1 Uncultivated soil: 1m

Figu.r'a 2. Diagrama’de S‘?ﬂéﬁ\‘aq% Bfé&ﬁ?a!ﬂ?ga&%a%%%RSJ‘&%%"&JSB%CFSQ%&%%&S& ﬁgtﬁ’gb%sy bacterias segun sus entornos.
El diametro de las lineas e pEapareona| Al IHERY R 9B ApRARiIBRMEs AGRRRAEL s g arrsds GsIA IR S 3%Ris de cada una.
ambientes diferentes: WBIS:lssiskisdanttiintashditreRIES: 8RS sieivijdd pigoicaehpdddy BLS: suelo de frijol pinto y caupi, WSA: gusano

. enmienda de suelo de colada, CSS: suelo de maiz-sorgo, CSA: enmienda de suelo de compost§ FS: suelo de bosque.
enmienda de suelo de humus de lombriz, CSS: suelo de maiz-sorgo, CSA’ enmienda de suelo de compost y FS: suelo de

bosque. El analisis filogenético también agrupé dos cepas de Aspergillus awamori y dos de Mucor.
cepas circinelloides con soporte 100% bootstrap (Figura 1). Se obtuvieron valores de arranque similares

El analisis filogen@HEERAAGERTY A (RRESSHE HEAUB GHRISAMBIORAT /TS B RRAg MM usRrium longifundum.

circinelloides con soporfédgem é"‘rsraHSEeCSé’F? 0%9"): ||gCL|1”rlé 1h%réj %b?erp\pé?gnfeg%?é%ndgnarcrlgrqgu%osnlmulrpafr’gs/c’pg(raa&oé"tUd’ con

cepas de Fusarium circﬂ?a?ugney_e I8§af95@%gp%r§ %ng%gﬂu%rﬁ%w&#u%%u%OWJ&%%QO{)(%Q 88})%%% Egn%?lﬂ%al’ el

Se clasificaron 18 cepas de hongos en 11 especies diferentes, |0 que refleja sus asociaciones.
hordei también formarog 4 §l?§?eféﬂb%ﬂ\ﬁ§§/‘e‘?ﬂo?iﬁ3@%¢ig&‘asﬂ? Epﬁﬁé?ﬁ'&ﬁ’i@‘] W3 sERsiAds RaRRIEIPdBUreocillium
100% de soporte bootstizifumiojaCileintixepisensisawaskrotasificasinaenctitedposienidiiersnths, suelee Similarmente,
refleja sus asociacioned 6GREUSTEBPEFURRBUSALITHES (FIGUFHIHU EH, SRl agiamyessrqifes daearstidrary INessmemospora
lilacinum y Circinella chiH8if§@sedfigatiicaraniincamanie R siplien aadivRiesmieRtAssme Ranisiym chalabudae solo se

identificados en suelos no cultivados. Por el contrario, Mucor circinelloides, Fusarium circinatum y
fujikuroi, Galactomyces pseudocandidus, )
Penicillum hordei se aislo6 tanto de enmiendas de suelo como de suelos cultivados.

Este estudio arroja luz sobre la prevalencia de PSM y ZnSM en diferentes entornos.
y Neocosmospora rubicelg s jsealifieaseh YlisrB et RiusHa o6y i Grairntias Gae Rangjllum indico su
chalabudae solo fue idesuifivadas(MStilBnine Rgtsurdos dultivadusiolaMivege cinditeiaidedereSdcto a suelos no

Se aislaron Fusarium ciccinattacioResidélcoithosldedeearabes eomEMABS §48%ejoGSR observd ZnSM en suelos

longifundum, Fusarium

suelos cultivados. (36%), en contraste con las rotaciones de cultivos de leguminosas, como la PCS (21%).
, . Entre las 15 especie cterigs y hongos, 6 demostraron Ia,ca (?cidad de solubilizar
Este estudo amo e OB B S O o e o e e C e 103162

ocurrencia en suelos culliyaaRs §3621 ¥ SATBRRAAESIP HENUGRL) AL ARRO AT RIS FHIRERGEHIY ARSI Tongifun-

Entre los suelos cultivados, la mayor incidencia de PSM y ZnSM se observé en suelos con rotaciones de cultivos
de cereales, como WBS (43%)
y CSS (36%), en contraste con las rotaciones de cultivos de leguminosas, como PCS (21%).

Entre las 15 especies de bacterias y hongos, 6 demostraron la capacidad de solubilizar mitl nsibl P ndr Zn
srcs. Ntbl Psdmns Iclsscd NBRC 103162



Machine Translateddyecespakgue mostraron solubilizacion de multiples fuentes insolubles de P y/o Zn en la seleccion inicial
(Figura 3) se sometieron a una evaluacién adicional para determinar su capacidad para solubilizar todas las fuentes
insolubles de P y Zn probadas en NBRIP y en medios Pikovskaya modificados.

Aplica. MicﬁQ!A Los ensayos en placa revelaron que Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162, Aspergillus awamori y 1048

Penicillum hordei solubilizaron las tres fuentes de P insolubles analizadas con eficiencia variable (Figura 4). Penicillum

hordei mostré una alta eficiencia en la solubilizacién de RP, mientras que Pseudomonas plecoglossicida NBRC destaco
dum, entre las cepas de hongos, solubilizé dos o tres fuentes de Zn insolubles (Figura 3).

en la mineralizacion de GaB, AMbag cepasyIHBI QNSRS LR AN AMs N ORALRL, Y25 lubilizacion de B-TCP
similar. En particular, Fusgtisidanaitusifssnmessasormnaitade aranmatedesraradasebhiizasionuia SguadnsiecEdn para

pudo solubilizar las otrasdusafuristespdeidadasdelbibsilirabigdate. P y Zn utilizando todo el P y el Zn insolubles.
Fuentes de Zn.

Pseudomonas entomophila L48: 118

Pseudomonas koreensis Ps 9-14: 2 .

Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162: 3. I
CaP: 4

eocosmospora rubicola: 11
Bacteria: 7
Purpureocillium lilacinum: 188 B-TCP: 6 P media: 14
Pseudomonas nitroreducens 1AM 1439: 118
Penicillium chalabudae: 1M RP: 4I

Circinella chinensis: 1

Microorganisms: 25
Aspergillus awamori: 2 l

Fungi: 18 Penicillium hordei: 3.
Muecor circinelloides: 2 . 2oL £ I
Fusarium fujikuroi : 118 :
ZnC: 3. Zn media: 11

Fusarium longifundum: 3 I

Fusarium circinatum: 2 [

Galactomyces pseudocandidus : 11l

Figura 3. Diagrama de $aDkayrawe itlesaskeyqeasaldateisamienies de dicrgarrtbaaleriasegnsgdsapasiabighéada nodo

en funcién de su capacisiach & soluhilizabitn de Baubiiddcitriede Beletaidoriitiab| Briadeinicis. I8s dideastigede las lineas es
proporcional al nimerormig@pateaispda aishicks doioapartdaspenicdabesets|fiestés insoleblesaubescional al

CaP: fitato de calcio, fel€aRiB-BsFaB tfcfalsiaty RiealcistatRBe fasfai (e doido 40 ZiwidoQeZnCaRJifato

carbonato, y ZnP: fosfat@dwoRato, y ZnP: fosfato de Zn.

3.2. Deteccion de PSM y ZnSM con multiples fuentes de P y Zn no disponibles

Las seis cepas que exhiben solubilizacion de multiples fuentes insolubles de P y/o Zn
en la seleccion inicial (Figura 3) se sometieron a una evaluacion adicional para evaluar su capacidad
para solubilizar todas las fuentes insolubles de P y Zn probadas en NBRIP y Pikovskaya modificada
medios de comunicacion. Los ensayos en placa revelaron que Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162, Aspergillus
awamori y Penicillum hordei solubilizaron las tres fuentes de P insolubles probadas con diferentes
eficiencia (Figura 4). Penicillum hordei mostré alta eficiencia en la solubilizacion de RP, mientras que
Pseudomonas plecoglossicida NBRC se destaco en la mineralizacion de CaP. Ambas cepas, junto con
Aspergillus awamori mostré una solubilizacion de B-TCP similar. En particular, Fusarium longifundum

podria ser un aislado prometedor para la solubilizacién de RP, aunque no pudo solubilizar
los otros dos probaron fuentes de P insolubles.
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transformaciones, respectivamente, antes del analisis ANOVA.

33, %m%wy@%é%%%%%ﬁ%ﬁqwdo y cambios de pH
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la cepa inoculada. Aspergillus awamori, Fusarium C|rcmatum, Fusarium longifundum y
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4"y fa cepa fhocutada. Aspergiiius awamori, Fusarium circinatum, Fusarium fongifundum,

y Mucor circinelloides demostraron capacidades significativas de solubilizacion y mineralizacion en caldos NBRIP que

contienen B-TCP, CaPy RBighisBRaA 9Gan&enAlGentrol (Figura Mucor circinelloides demostré capacidades significativas

6). En particular, Mucor gircinglivig egrnenstiénip SRRGEAEHI@N sontraltarififa luhbizitienssrtaldos NBRIP que contienen B-

Los caldos NBRIP quengssttigian 8rheyorandeRiraemaaiemrRestidninerislraatiel sarikroRBrRees Mucor circinelloides

cambios de 3,7, 1,8 y § RPespestivganasion Bon &l comtiaiiccdiesisiviod wgeiveEiseddamnasg que contienen B-TCP, CaP

plecoglossicida NBRCHR3th&asle, Rusticiinbiizaieipariseinie te i prubisieadadmnBrclecir, CaP y 8.9, respectivamente.

y B-TCP, respectivaswiotsjzn.cti8ps@sisio padekotubititaoumzefaenfisrde Buinsplacidachiimitada(psrdecir, CaP y B-TCP, respectivamente).
ubilizar diferentes fuenégs deripzaeieidm con el control, lo que confirma su capacidad limitada para solubilizar diferentes insolubles

Fuentes P.
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Figura 6. Concentracion de Pss%Iubilizatdo p,aradseli‘,s celpgﬁ_secljeccionadas yel contrlol en calgo NBFI«’IP quelcontiende NBRIP i
igura 6. Concentracion de P solubiliza ra sejs cepas seleccionadas y el control en caldo ue contiene
ing (a) B-TCP: B—fosfato%icélcico, (b) CaE’: itato de calcio, y (c ﬁ% fosfato c?e roca después dey(a) E—T(ES: %—fos#ato 4

siete dias de incubacigir?é]l_%gcn"eg%tgggé F%%t.%ggn?gh"i&'\}'afg? ﬁ\gdfg %%fﬁgsépecﬁiggg?ggﬁ barras de error de siete dias

representando erroreS84RGHPACIAN: B9 IeSURAATLRARRRNIAMELYAIRE Bsdindad e renlFARasqnfasrre fseaor.

diferencia significativeegaodarsnseglinaspriferniasdairs syiiecy R faghicista ¢e3Bsdeoipregs indican una
diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba ANOVA seguida de la prueba HSD de Tukey.

La solubilizaciéon de P observada coincidié con un cambio de pH hacia el rango acido después La solubilizacion de P

siete dias de incubacion (Tab?g Sz%f‘f\?lﬂ%o‘%%?r%ﬁﬂ'éh%? IS u%b'e? gﬁ %—ég %Fé%iﬁlcg %oa%'g%ig%s Bi%E de incubacion (Tabla
reduccion de B-FCBUESPIPRPegREIRIBE rARS sateH el contral (0,5, -0,3 y -1,0 Iog2
) ~ reduccion de E_-'_I',CP, CaP M RP en comparacion con el control g—O, ,—0,3y-1,0log2 veces
cambios, respectivamente). Esta cepa exhibié el valor de pH mas bajo junto con cambios de concentracion altos,
. . r,esgectivamente). Esta cepa ex| ibig’ el valg d%)bH mas bajo H.mt con altaa contracciones de P,soluble, lo que podria
sugerir produccién de acido organico y posteriores centrados de P soluble en el medio, lo que podria sugerir produccion de
acido organico y subsecuentes concentracignes de P soluble en el medio.
acidificacién. El andlisis (I:|e cor?e alci% agoyg aul?n mgs esta relaclgn entre el pCHJy la acidllfggacilgn del medio. El analisis de
correlacion apoyé aun mas esta relacion entre el i L
aumento de los caldos y el aumento de la solubilizacion de P. Las correlaciones negativas fueron la disminucion del pH en
. los caldos y el aumento en la solubilizacion de P. Las correlaciones negativas fueron
servido para caldos NBRIP que contienen B-TCP (r = -0,71; p < 0,001) y RP (r = -0,94; p < observado para caldos NBRIP
. que contienen B-TCP (r=-0,71; p <0,001) y RP_(r = -0,94; .
0,0001) segun la prueba de correlacion no paramétrica de Spearman. Sin embargo, se obtuvo un nonsig- p < 0,0001) . o
segun la prueba de correlacion no paramétrica de Spearman. Sin embargo, se observo una correlacion no significativa (r =
-0,38; p > 0,05) para CaP segun la correlacion de Pearson. Se observé una correlacion significativa (r = -0,38; p > 0,05)

prueba de lacién para CaP segun Pearson.

prueba de correlacion.

Tabla 2. pH medio dekgalflo NBRIF S3PHSI RS RIBRIBS AR MRPaS € 08159 YRETR 8GRI SFLPGEIAE L8R cepas seleccionadas.
Los datos representan la meEia + error esténdarén = Sr)_l. Iaas diferenteg Jetras en | mismg§ coIL{mnﬁ denotein . -
signos. Los datos representan la media * error estandar (n —833. Las diferentes letras en las mismas columnas indican
diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba ANOVA seguida de la prueba HSD de Tukey.
diferencia significativa (p < 0,05) segun la prueba ANOVA seguida de la prueba HSD de Tukey.

o PR
- oITa T\
Presiones B-TCP B-TCP Gorra PR
Presiones pH pH pH
Aspergilu +d Aspergil 530£007d  PH 601£003¢c PEl11:£0,05¢ pH
5,30 + 0,07 Fusarium circi 5,50 + 0,02 , ,
Fusarium longifundum 5,ﬁiwiﬂm%mg&m&ﬂgid&agsg;%&mﬁdum 5+,25 + 00,02 &,84 £ 0,03 dl&.’.Qﬂ,Gf_)O_"%aﬂ 2Cd|as 511+£0,05 ¢
circinelloides 4,87 + 0,03 Penicillum hordei 6,37 + 0,01 b 5,88 + 0,08 b S, .5,84+0, d . 465+012 d
b Penicillum hordei 5,88 + 0,08 Pseudomonas plecoglossicida NBRC g’zjs * 0’04 dl%78 . g%% * %’16 dias 452 +0.16 d
551+0,08e __~ 369+0,13mi e
™ 5,51+ 0,08 w0 ™ 3600136 ™
637+09°7 £0.09b 55740090
+ + 5,09+0,01 ¢
103162 5,14 £ 0,02 5,83 +0,02
Mando 6,77+0,14 2 6,75+0,07 2 753+0,16 2
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Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162

5,14 + 0,02 dias

5,83+0,02d5,09+0,01¢c
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Control 6,77 + 0,14a 6,75+ 0,07a 7,53 +0,16a
Entre las seis cepas evaluadas por su capacidad para SO|ubI|I ar todo insoluple bado re
P la u|s cepgs evalua%aas por gu capacid a para o) ugrrlllzar odo ePErr ﬁrsol Bf robado

fuentes, Aspergrllus awamon Fusarrum circinatum y Fusarium Ionglfun um demostraron fuentes, Aspergillus

mori,

de yZ It
Cambio de 2,1y 3,0 Iogﬁ‘vecesn rergggc? amento

mayor capacidad para soﬁﬁ)
con cambios log2 veese gdald a?forlubrl

monas plecoglossrmc?a"}\?ﬁeel &8\ é@ it
plecoglossicida NBI%C

ece
lizar

Fusarium circinatum y

nabildad para solut ?ﬂﬁ%l%?&oﬁgr‘%“?oﬁb bilizsie ?%"cTS

mostro la solubrlrzacron de nC

vamente ol o joide
res ectivamente. Por su cor circinelloides.
r?ca}(},os que con |ener$%d% 2 gen comparacr
izar Zn en caldos %ue c?ntu?:pen nO
ectivameénte. En particu eniclium

res ectlvarr]eBtFZ En artﬁ:ular PEfmCII%JmI hordei y Pseudomonas

leron so
103162 no pudo solublllzar mas Zn que el control.

Fusarium 0

mﬁlaracron con ell\cA‘ontroI exhibjel
ientras tanto

ifundum demostraron

éﬂl'r”é WB%tre estas cepas, Aspergillus awamori

ZnO mas alta en comparacion con el control, exhlbrendo una solubilizacién

gl’

¥ &ideiS HRTR3 fgé’b"{‘ene

ucor circine Iorges presento el cambio y

esentg
cone

la mtaa/lor

con el control, con

(a) (b) ()
3004 3001 300
a
_ . a 2 &= a
b o a L
E 2004 § E 200] E 200 { b
2 L 2
2 2 -
i ¢ P = c £
3 1004 ¢ 3 100 S
3 c c | B b a3 d d
[ [ e
0 01 01
& £ &P @ n,\‘g" e & & g e & & e "5@ &
'§Q & \\50& (@\@t’ & G\Q G?\\ rs‘\'b @\@ o &.‘@ §.<9\ ()\Q CJ\\ @@ @&\ \@B} & & c"\Q y é‘@
& Ff &S BONF: o & & & &
NPT i 2 § A A R
S & \)0‘5\0 & P S §§ & & & F £ &S &P
ST A & & & ¥ B e o
K3 & &
-3 =) ’:iQ
& éé\'b &
5@3@6‘) "@@ ﬁp
< Q Strains <

Figura 7. Concentracion de Zn solubilizado para las seis cepas seleccionadas y el control en caldo Pikovskaya

modificado que contiéi8YE ZnELBBITALIYR 98 4B AP IzRRCRYA [rg peisreraastSelegionadas y el control en version modificada.

Los resultados repredenisiodPilk@yskeyia dpiessoativas, (dh ZalksscarbabatodiepfesdaZandrsxidastedn y (c) ZnP: fosfato de Zn.
= 3). Las diferentes I¢toasresulenidas reprisse delastokionasstiodantmrdifsieasiaoigritratisale srfbP@ue representan errores estandar.
segun la prueba ANQ)ffeauisie dgdaiRetehRddIttaR THifisdna SRS ARZAI 58 BSMAlER e AtdRMYRa diferencia significativa (p < 0,05)

transformaciones Ioggre'tgn&'ﬁﬁsaapnrtﬁgkgjaellfﬂWiAs‘léguéa de la prueba HSD de Tukey. Los datos de ZnO se normalizaron mediante log

ansformaciones antes de] analisis ANOVA
La solublllzamon dse%‘n estuvo acompanada de un cambio notable en el pH hacia el rango acido

después de siete dias de |ncr£)aes u\gabla 3). Mucor circinelloides indu cion

acompanada por un cambio notéBl(leaesr?gblll-ﬁac 1 Tjas fignificativa

disminucion significativa del H ZnO n comparacion con troI ran 0
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en comparacion con eI tratamiento de control{j Estas cepas presentaron los

i0s, respectivamente camblo de 0 1 'Zgz veces ori mo Ja ma or reduccion en el pH.
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Produccién de acrdos organlcos y posterior acidificacion de los medios. El analisis de correlacron mue

uble junto con el valor H mas bajo,.lo ria sugerir
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BSR¢8e zno .
pH pH pH
Aspergillus awamori 6,77 £0,02b 6,73 + GREAHS,11 £ 0,06 ¢ ZnpP
Presiones
pH pH pH

Aspergillus awamori 6,77 £0,02 b CD 6,73 +0,07 5,11+ 0,06 dias ©
Fusarium circinatum 716+0,14 2 7,06 £0,03b b 4,71+ 0,11 5,00
Fusarium longifundum 7,18+0,04 2 £009d668 L% £006440% €
Mucor circinelloides 7,18+0,05 @ aC 6,89 £ 0,09 208 0,01b m‘
Penicillum hordei 7,26+0,04 2 5,96 + 0,09
Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162 7,22£0,06 2 699£0,087,26 ° 6,74£0,06 @
Control 729+0,05 2 +0,05 a 6,94+0,09 2
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4. Discusion

Dadas las diversas composiciones quimicas de los suelos, el uso de 3-TCP como fuente
universal de P insoluble para aislar PSM no es confiable [24]. Por lo tanto, se utilizaron diferentes
fuentes de P insoluble (B-TCP, CaP y RP) o fuentes de Zn (ZnC, ZnO y ZnP) para aislar 25 cepas
bacterianas y fungicas con capacidad de solubilizaciéon de P o Zn durante la seleccion inicial en
medios de comunicacion. Entre las 25 cepas microbianas aisladas, se encontré que 6 cepas de
los géneros Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillum y Pseudomonas poseian la capacidad de
solubilizar multiples fuentes insolubles de P y/o Zn en los medios. Estos hallazgos son consistentes
con estudios previos que encontraron microbios pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Penicillum y Pseudomonas como PSM y ZnSM dominantes en suelos agricolas [32—-34,44,47-52].

Con el fin de establecer un proceso eficaz para seleccionar PSM y ZnSM, las seis especies
del analisis inicial se probaron en todas las fuentes insolubles de P y Zn en diferentes condiciones.
Se encontraron diferencias entre medios y caldos. Por ejemplo, aunque Mucor circinelloides,
Fusarium circinatum y Fusarium longifundum no exhibieron halos para todas las fuentes de P
insoluble en los medios, pudieron solubilizar todas las fuentes de P insoluble en caldos.
Pseudomonas plecoglossicida mostré halos para todas las fuentes de P insolubles en los medios,
pero solo para B-TCP solubilizado en caldos. Esto se alinea con informes anteriores de que el
género Pseudomonas tiene una pobre solubilizacion y mineralizacion de P [53].

Se observaron tendencias similares para los medios Zn. Pseudomonas plecoglossicida NBRC
103162 exhibid un halo en los medios pero no solubilizacion de Zn en caldos. Por el contrario, Aspergillus
awamori mostro el porcentaje mas alto de eficiencia de solubilizacién de Zn en medios que contienen
ZnC, similar a su capacidad para solubilizar la mayor cantidad de Zn en caldo con la misma fuente
insoluble. Se encontraron resultados similares para Mucor circinelloides en medios y caldos que
contienen ZnP. Sin embargo, esta tendencia no se observd en medios o caldos que contenian ZnO. De
acuerdo con estos hallazgos, otros investigadores han informado una correlacion deficiente entre los
medios y los caldos para PSM debido a las variaciones en las tasas de difusion de diferentes acidos
organicos secretados en los medios [24,47].

Los caldos que contenian PSM y ZnSM revelaron una relacion inversa entre P o Zn soluble
y el pH. Esta tendencia fue particularmente evidente en Aspergillus awamori y Mucor circinelloides,
enfatizando el papel potencial de la produccién de acidos organicos en la solubilizacién de P y
Zn, como informaron previamente otros autores [24,47,49,54]. Aunque los hongos producen mas
acidos organicos que las bacterias [49,53], el tipo y la cantidad de acidos organicos producidos
pueden variar dependiendo del tiempo y la temperatura de incubacioén, asi como de la fuente
insoluble [47,55]. Potencialmente, esto podria explicar por qué los hongos exhibieron una mayor
capacidad para solubilizar P y Zn en comparacion con las bacterias en este estudio, asi como las
diferencias en las capacidades de solubilizacion entre los aislados. Este resultado es consistente
con otros estudios donde los hongos demostraron una mayor efectividad en la solubilizaciéon de
fuentes insolubles de P, como 3 -TCP y RP [56] y fuentes de Zn, incluidos ZnO, ZnP y sulfato de
Zn [29], en comparacion con las bacterias. Para Aspergillus awamori, Fusarium circinatum,
Fusarium longifundum y Mucor circinelloides, que también exhibieron la capacidad de mineralizar
fuentes de P organico insoluble, esta capacidad podria atribuirse a enzimas como las fosfatasas y las fitasz
Si bien algunos estudios también han informado sobre la capacidad de los géneros Mucor y Fusarium
para solubilizar P [47,55,57-60], no hay informacién sobre su capacidad para solubilizar Zn.

Sin embargo, esta investigacion ha demostrado por primera vez que cepas de los géneros Mucor
y Fusarium pueden solubilizar Zn.

Este estudio reveld que los hongos mostraron una mayor eficiencia potencial como PSM y ZnSM
que las bacterias en suelos agricolas bajo sistemas de rotacion de cultivos y enmiendas del suelo. Se
aislaron Fusarium circinatum y Fusarium longifundum de suelos cultivados bajo sistemas de rotacion
de cultivos . Mucor circinelloides también se identifico tanto en suelos cultivados como en enmiendas
de suelo, mientras que Aspergillus awamori se encontrdé en enmiendas de suelo. Sin embargo, las
diversas condiciones del suelo en suelos no cultivados y las enmiendas del suelo plantearon desafios
para determinar como estas condiciones afectan la presencia y eficiencia de diversas especies
microbianas. Se han demostrado resultados similares en estudios que muestran que los PSM y ZnSM
eficientes son mas abundantes en los sistemas de rotacion de cultivos que en ambientes no cultivados debido &
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para cultivar raices de plantas que proporcionan nutrientes especificos que promueven el crecimiento

microbiano diferencial, lo que a su vez afecta la composicién y densidad de la comunidad microbiana del suelo [35].

Otro estudio comparo la densidad de poblacion y la distribucion biogeografica de los PSM de 40

sitios diferentes en toda China e informé que los PSM son mas abundantes en suelos agricolas que

en desiertos, bosques, pastizales y suelos minados [34]. De manera similar, un estudio previo

también demostré que los usos de la tierra (por ejemplo, suelos no cultivados y suelos cultivados)

pueden tener un efecto pronunciado sobre la capacidad de solubilizacion entre cepas, incluso

aquellas del mismo género [20,61,62]. En ese estudio, los autores informaron que los suelos no

cultivados mostraban PSM mas eficientes en comparacion con los suelos cultivados debido a la baja

capacidad de los PSM en suelos cultivados como resultado de practicas agricolas intensivas. Para

promover PSM eficientes, el estudio recomendo la adopcion de practicas agricolas sostenibles vy fertilizantes c

Por lo tanto, este estudio demuestra que las enmiendas organicas del suelo y las buenas practicas

agricolas , como la rotacion de cultivos, pueden promover PSM y ZnSM eficientes. Sin embargo,

evaluar la relacion entre su prevalencia y parametros como los niveles disponibles de P y Zn, asi

como el porcentaje de materia organica, resulté desafiante debido a las variaciones en estos

parametros, ya que las enmiendas del suelo exhibieron valores mas altos en comparacion con los suelos culti
El presente estudio también destacé que si bien es importante detectar PSM y ZnSM mediante

el uso de diferentes fuentes de P y Zn insolubles en los medios, el control cualitativo debe

complementarse con un control cuantitativo en caldos para identificar PSM y ZnSM eficientes. Este

estudio también subraya el potencial del uso de consorcios microbianos para solubilizar/mineralizar

diversas fuentes insolubles del suelo, lo que podria mejorar significativamente el rendimiento y la

calidad de los cultivos. La inclusion de hongos especificos, como Fusarium circinatum y Fusarium

longifundum, junto con Mucor circinelloides y Aspergillus awamori, enriquece este potencial. Estos

hallazgos resaltan la importancia de diversas especies microbianas para mejorar la biofortificacion

del suelo y, en consecuencia, la productividad agricola.

5. Conclusiones

En conclusién, adoptar un enfoque mas eficiente para la identificacion de PSM y ZnSM eficientes implica
aislar cepas de diferentes suelos o practicas de manejo del suelo, como sistemas de rotacién de cultivos o
enmiendas del suelo. Nuestros resultados revelaron que algunas cepas de hongos no produjeron zonas de halo
en placas de agar pero mostraron solubilizacion en medios liquidos, mientras que las cepas bacterianas
produjeron zonas de halo pero mostraron una menor solubilizacién en medios liquidos en comparacion con las
cepas de hongos. Esto resalta que la solubilizacién de P y Zn varia dependiendo de las fuentes insolubles y de
las cepas inoculadas. Por lo tanto, si bien las pruebas en medios con varias fuentes insolubles de P y Zn en
conjunto sirven como un valioso método de seleccion previa para reducir las cepas, se recomiendan pruebas
adicionales en caldos para proporcionar una indicacién aceptable de la capacidad de solubilizacién de P y Zn,
asi como para identificar soluciones eficientes. PSM y ZnSM. De los 25 aislados, se seleccionaron Aspergillus
awamori, Fusarium circinatum, Fusarium longifundum y Mucor circinelloides como las cepas mas eficientes para
solubilizar P y Zn. Este estudio también demostré que las cepas de los géneros Mucor y Fusarium pueden
solubilizar Zn. A pesar de su capacidad para liberar P de fuentes tanto organicas como inorganicas, asi como Zn
de diferentes fuentes, dada la complejidad de las condiciones del suelo en comparacién con los entornos in vitro ,
se deben realizar mas estudios sobre sus interacciones antes de considerar las aplicaciones. Otros estudios
también deberian explorar los efectos combinados de estos PSM y ZnSM de diferentes entornos, con el objetivo
de desarrollar un biofertilizante compuesto con propiedades multifuncionales y de mayor calidad. Esto podria
mejorar la biodisponibilidad de P y Zn y mejorar su efectividad en condiciones de campo, a pesar de factores
desafiantes como las propiedades del suelo, las condiciones ambientales y la competencia con los
microorganismos nativos del suelo.

Contribuciones de los autores: Conceptualizacion, SI-V., AA y JMV; metodologia, SI-V. y AA;
analisis formal, SI-V.; escritura—preparacion del borrador original, SI-V.; redaccion: revisiéon y
edicién, SI-V., AA, BR y JMV; visualizacion, SI-V.; supervision, JMV; adquisicién de financiacion,
JMV Todos los autores han leido y aceptado la versién publicada del manuscrito.
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