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RESUMEN

El Agave montana Villarreal, es una especie nativa de México que fue descubierta
en la sierra Madre Oriental por José A. Villarreal Q. y ha sido estudiada en varias
partes del territorio mexicano incluyendo a Querétaro donde su inflorescencia es
consumida por los habitantes de algunas zonas de la sierra, ademas esta agavacea
tiene una importancia ecolédgica evolutiva con los murciélagos quiropterofilos, por lo
cual es importante realizar estrategias de conservacion de esta especie. Las
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal son microorganismos del suelo
capaces de facilitar a la planta nutrientes, hormonas y resistencia ante el estrés y
plagas por medio de estrategias directas e indirectas, por lo que son consideradas
para usarlas como una alternativa sustentable para la conservacion de A. montana.
El objetivo de esta tesis fue promover y potenciar el crecimiento de A. montana por
medio de las bacterias cercanas a la region de sus raices asociadas de manera
natural a la planta. Para esto se hizo una recoleccioén de la rizosfera de diez Agave
montana Villarreal y dos A. gentryi de donde se aislaron cepas bacterianas para los
analisis morfologicos macroscopicos y microscopicos, ademas de pruebas de Gram,
pruebas de produccién de auxinas, giberelinas y solubilidad de fosforo. Las semillas
fueron inoculadas con las bacterias seleccionadas y se llevé a cabo su monitoreo. Los
datos de todas las pruebas fueron analizados estadisticamente mediante un ANOVA.
Se obtuvieron 12 muestras de suelo rizosférico de las cuales en una etapa inicial se
aislaron 28 bacterias y posteriormente se seleccionaron las 15 de mayor potencial de
UFCs, de las cuales, 5 fueron las mas sobresalientes en etapas diferentes, en la
germinacion hubo un porcentaje de 93.315.8, para la longitud de la hoja 2.670+0.370
mm, ancho de la hoja 5.75+1.57 mm, diametro a los 105 dias 49.51+06.61 mm, altura
32.85+05.68 mm, diametro a los 265 dias 62.46+13.59mm y en in vitro, la produccién
indoles 20.105+3.449 mg/L, biosintesis de giberelinas 18512.500+£3363.664 mg/L y la
eficiencia de solubilidad de fosforo de 235.299+118.846 %.En este contexto, la
asociacién entre el agave y rizobacterias son una estrategia que puede emplearse
como bioestimulante, asi como para enfrentar los posibles danos causados por
factores bidticos y abidticos disminuyendo pérdidas significativas

Palabras clave: Microorganismos promotores de crecimiento, UFCs, conservacion,
fitohormonas, microorganismos solubilizadores de fosforo.



SUMMARY

Agave montana Villarreal is a species native to Mexico that was discovered in the
Sierra Madre Oriental by José A. Villarreal Q. It has been studied in several regions of
the Mexican territory, including Querétaro, where its inflorescence is consumed by
inhabitants of some areas of the highlands. Moreover, this agave species has an
important ecological and evolutionary relationship with chiropterophilous bats, making
the implementation of conservation strategies for this species highly relevant. Plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are soil microorganisms capable of providing
plants with nutrients and phytohormones, as well as enhancing resistance to stress
and pests through direct and indirect mechanisms. Therefore, they are considered a
sustainable alternative for the conservation of A. montana. The objective of this thesis
was to promote and enhance the growth of A. montana through the use of bacteria
found in the region of its root zone, naturally associated with the plant. For this
purpose, rhizospheric soil samples were collected from ten Agave montana Villarreal
and two A. gentryi plants, from which bacterial strains were isolated for macroscopic
and microscopic morphological analyses, as well as Gram staining, auxin and
gibberellin production tests, and phosphate solubilization assays. The seeds were
inoculated with the selected bacterial strains and subsequently monitored. All data
from the assays were statistically analyzed using ANOVA. A total of 12 rhizospheric
soil samples were obtained, from which 28 bacterial isolates were initially identified.
The 15 strains with the highest colony-forming unit (CFU) potential were selected, and
among these, 5 were the most outstanding at different stages. Germination showed a
percentage of 93.3 + 5.8%; leaf length averaged 2.670 £ 0.370 mm, leaf width 5.75 +
1.57 mm, diameter at 105 days 49.51 + 6.61 mm, height 32.85 + 5.68 mm, and
diameter at 265 days 62.46 + 13.59 mm. In vitro analyses showed indole production
of 20.105 * 3.449 mg/L, gibberellin biosynthesis of 18,512.500 + 3,363.664 mg/L, and
phosphate solubilization efficiency of 235.299 + 118.846 %.In this context, the
association between Agave and rhizobacteria represents a promising bio-stimulant
strategy to mitigate potential damage caused by biotic and abiotic factors, thereby
reducing significant losses.

Keywords: Plant growth-promoting microorganisms, CFUs, conservation,
phytohormones, phosphate-solubilizing microorganisms.
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1 INTRODUCCION

México es centro de origen y diversificacion del agave. Dentro del territorio crecen 150
de las 200 especies existentes representando el 75%, ademas de 36 taxa especificos,
58% de sus especies son endémicas de México (Garcia-Mendoza, 2002), por lo
anterior México no solo es el centro de mayor riqueza y endemismo, sino también su
centro de domesticacion (Gentry, 1982). Su uso se remonta a hace mas de 10, 000
afos, cuando los pueblos recolectores-cazadores de Meso y Aridoamérica
comenzaron a seleccionar las variedades, para producir bebidas fermentadas,
destiladas (llamadas genéricamente mezcales) y alimento entre ellos el mexcalli el
cual saciaba la necesidad de buscar comida durante dias por su alto nivel nutricional

(lisley et al., 2009).

La estrecha relacién entre los mexicanos y el Agave permanece hasta hoy. Estas
plantas satisfacen varias necesidades de los pobladores de zonas aridas y semiaridas
del pais, brindando un soporte econémico como el que generan las industrias
tequileras, mezcaleras y de fibras naturales (Esqueda et al., 2011). Actualmente los
tallos, quiotes, bases de las hojas y flores son parte de la dieta en muchas regiones
del pais. Asi mismo, es base de la industria de bebidas ancestrales como el pulque y

el aguamiel (Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacién de Semillas, 2017).

El A. montana es una especie descubierta en la Sierra Madre Oriental (Villareal, 1996;
Garcia, 2007;Tovar-Cardenas, 2024)El A. montana ha sido estudiada en el territorio
de Querétaro en la Sierra del doctor, donde sus habitantes acostumbran consumir los
diferentes érganos de la especie, principalmente la flor, practica que pone en riesgo
la variabilidad genética de este agave, es por esto que es importante realizar practicas

de conservacion, incluyendo aquellas que aceleren la adaptacion y el crecimiento de
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las plantas a través de diferentes tecnologias, como lo es la inoculacion de bacterias

promotoras de crecimiento.

Los microorganismos promotores de crecimiento, los cuales pueden ser bacterias u
hongos, permiten el crecimiento de las raices, la disponibilidad de minerales y
eficiencias en la utilizacion de nutrientes en las areas de la rizosfera para aumentar el
crecimiento de las plantas (Antonius et al., 2021; Gafur et al., 2007; Langefeld-Heyser

et al., 2007).

En esta investigacion se hara un uso especifico de las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal, las cuales son bacterias benéficas del suelo capaces de producir
fitohormonas, de diluir y mineralizar fosfatos, asi como de fijar de manera simbi6tica
el nitrégeno atmosférico y de producir sideréforos y antibioticos en beneficio de la

planta (Vessey, 2003).

Es importante la obtencién y evaluacién de los microorganismos de la rizosfera de los
agaves, como en el caso de Medina-de la Rosa et al. (2023), evaluaron las
comunidades bacterianas de la rizosfera, asociadas con Agave lechuguilla Torr, para
conocer el efecto promotor del crecimiento, ademas de la evaluacion de aminoacidos
y metabolitos producidos en los exudados radicales. Por otra parte, la mayoria de los
agaves se pueden propagar de manera asexual, debido a la facilidad con la que se
obtiene el material vegetal, sin embargo, es también importante indagar en técnicas
utilizadas en propagacion sexual, debido a la conservacioén de la variabilidad genética,
como lo presentan en su investigacion Campos-Ruiz et al. (2024), quienes evaluaron
el efecto de Azotobacter spp. y Azospirillum spp. sobre el porcentaje de germinacién

de semillas de dos especies de la familia Agavaceae: A. angustifolia Haw y A.
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potatorum Zucc., evaluando tres periodos de inoculacién, obteniendo hasta un 55 %

de aumento en la tasa de germinacion para A. angustifolia.

La alternativa del uso de las rizobacterias promotoras de crecimiento es necesaria
para la produccién agrondomica sostenible, donde se reemplazan los fertilizantes
sintéticos, los cuales son dafinos para el medio ambiente. En un estudio realizado
por Bautista-Cruz y Martinez-gallegos (2021), se evalu6 al A. potatorum, una especie
comercial de alta demanda de fijacion de nitrébgeno, que es uno de los
macronutrientes mas necesarios para el crecimiento de la planta, a partir de tres
cepas de rizobacterias A. potatorum, Burkholderia cepacia, Flavobacterium sp.,
Paenibacillus amylolyticus y un control (sin bacterias promotoras de crecimiento). Se

comprobd que las 3 cepas aumentaron la biomasa total de la planta.

Estos microorganismos desempefian un papel fundamental en ambientes aridos
oligotroficos y con baja disponibilidad de agua como las que predominan en los
desiertos (Gamalero et al., 2020). Debido a las condiciones ambientales extremas, la
vegetacion de estos ecosistemas, como es el caso de A. montana, requiere de
mecanismos adicionales que le permitan asegurar su supervivencia. En este contexto

las RPCV pueden favorecer en la absorcion de nutrientes.

Por tanto, frente a los desafios ecoldgicos, agrondmicos y de conservacion que
enfrenta A. montana, se vuelve indispensable explorar estrategias que favorezcan su
propagacion, desarrollo y adaptacion en ambientes extremos. En este sentido, el
presente trabajo tuvo como finalidad inocular al A. montana con rizobacterias
promotoras del crecimiento que contribuyan a su conservacion, evaluando su efecto

sobre la germinacién de sus semillas y el crecimiento inicial de la planta. Esta

12



investigacion busca sentar las bases para practicas sustentables que permitan el

aprovechamiento y la proteccion de esta especie endémica en riesgo.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Agave montana Villarreal

2.1.1 Descripcion taxonémica
Reino: Planta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae o Asparagaceae
Subfamilia: Agavoideae
Género: Agave
Subgénero: Agave
Especie: A. montana Villarreal

Nombre comun: Maguey de montafa

2.1.2 Descripcion morfolégica

Esta especie es una agavacea multianual de rosetas hemisféricas compactas que van
de 1.40 a 1.65 m de diametro y de 0.90 a 1.25 m de alto, posee 84 a 112 hojas por
planta, que van de concavas a casi planas y miden de 30 a40 cm de largoy 15a 17
cm de ancho. Inflorescencia de 3 a 4.5 m de alto, ovoide, con alrededor de 30 ramillas
florales, de 25 a 35 cm de largo, ubicadas en las 2/5 partes superiores del escapo
(Figura 1). La especie se distingue de las demas especies porque posee rosetas de
aproximadamente 1.5 m de didmetro, sus hojas son color verde amarillento y por

poseer un borde dentado en sus bracteas (Villarreal, 1996).
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Figura 1. Agave montana. A. Hoja. B. bractea. C. flor, corte longitudinal. D. flor y E. capsula
(Villarreal, 1996).

2.1.3 Habitat y distribucion

El agave esta distribuido en la Sierra Madre Oriental, en los limites de los estados de
Coahuila, Nuevo Ledén, Tamaulipas y parte de Querétaro dentro de los bosques de
pino- encino entre los 3,200-3,400 msnm (metros sobre el nivel del mar) (Villarreal,

1996) (Figura 2).

Es una especie de distribucion restringida en la cima de la Sierra de la Marta, en
matorral bajo de Arcostaphylos pungens, Ceanothus buxifolius, Pinus culminicola, P.
hartwegii, Quercus gregqii, Ceanothus greggii, Cercocarpus sp, entre otras

(Gonzalez-Alvarez, 2005).
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Figura 2. Distribucion del Agave montana en la Sierra Madre Oriental (IJUCN & RL, 2018).

2.2 Importancia del género agave

2.2.1 Usos del género agave

De acuerdo a estudios etnobotanicos actuales, se tiene el conocimiento de que los
agaves son utilizados en todas la categorias antropocéntricas de uso y todas sus
estructuras morfoldgicas, ya que a partir de estas se derivan productos como las
fibras, las bebidas fermentadas en base a la savia como lo es el pulque, de su
inflorescencia, de los jugos de las hojas frescas o cocidas (tallo y base de las hojas)
y las bebidas destiladas como el mezcal y el tequila (Bahre y Bradbury, 1980; Gentry,
1982; Guerrero, 1985; Parsons y Parsons, 1990; Colunga-GarciaMarin y May-Pat,

1993; Valenzuela, 1994; Garcia-Mendoza, 1998).
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El A. montana tiene algunos usos especificos en la sierra del Doctor, Querétaro,
donde los tallos, hojas y especialmente las flores de esta especie, son consumidas
por los habitantes de la comunidad. En el cuadro 1 se mencionan algunos de los

diversos usos de los agaves.
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Cuadro 1. Usos de los agaves (Garcia et al., 2010).

Categorias Usos Organo de la planta
Construccion e Cercas, casasy e Escapo floral
corrales (quite).
e Tejas: Canales e Hojas.
para colectar agua e Residuos de fibra.
de lluvia
e Materiales
compuestos:
resinas

termoplasticas o
termdfilas y fibras.

Fibras e Cordeleriay e Fibras de hoja.
cesteria.
Escobetillas y
cepillos para
limpieza.
Estropajos, tejido y
vestuario.
Ornamentales e Arcos florales e Fibras de las hojas.
e Enjardinesy e Planta completa.
calles.

Domeésticos e Jabon o detergente e Hojas, tallos y
para trastes y ropa. raices.

e Macetasy e Hojas, tallos (pifa).
recipientes para
agua.

Otros usos e Industria quimica, e Hojas, raices, tallo
farmacéutica, y semillas.
medicamentos y e Hojas (pulpa,
productos residuos de
esteroides desfibramientos,
(saponinas). bagazo) y jugos.

e Productos de
celulosa para
papel. Produccién
de etanol, celulosa
y glucosados.

Productos y partes de la planta empleada de los agaves para la produccion y uso de distintos
materiales y alimentos consumidos y empleados por el humano.
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2.2.2 Importancia ecolégica

En México las especies de agave tienen una gran importancia ecoldgica, ya que son
componentes principales en los ecosistemas aridos y semiaridos entre otros, los
cuales predominan en gran parte del territorio. Los agaves retienen el suelo y la
humedad, lo que promueve la infiltracién del agua. De la misma manera brinda refugio
a especies de reptiles, principalmente lagartijas y serpientes, que controlan plagas
dentro del ecosistema (Torres- Garcia et al.,, 2019). Ademas, cuando estan en su
etapa de floracion actuan como atractores de especies meliferas (abejas) y
nectarivoras benéficas (aves, murciélagos y otros pequefios mamiferos) (Torres-

Garcia et al., 2019).

Los murciélagos son uno de los grupos de mamiferos mas vulnerables a nivel
mundial. En México mas de la cuarta parte de quiropterofauna se encuentra dentro
de alguna categoria de riesgo. Especies como Glossophagini (Phyllostomidae) se
encuentran altamente amenazadas ya que tienen habitos alimenticios especializados.
La principal fuente de néctar para estas especies la consumen directamente de

plantas del género Agave (Asparagaceae) (Gomez-Ruiz, 2020).

El género Agave presenta un sindrome de polinizacidn compatible con la
quiropterofilia, esto se caracteriza por adaptaciones florales que atraen a los
murciélagos, las cuales incluyen la forma y el tamano de las flores, la produccion
nocturna del néctar, la calidad del néctar y la concentracion de azucares (Trejo
Salazar el al, 2023). Existen relaciones geograficas entre Agave spp. y los
murciélagos Leptonycteris nivalis y L. yerbabuenae ademas de una coincidencia
temporal entre la época de floracion y la migracién (Molina-Freaner y Eguiarte, 2003;

Moreno-Valdez et al., 2004). Un estudio sobre la evolucion de las distintas especies
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del subgénero Agave propone que los murciélagos tuvieron un papel muy importante
se menciona a las especies de L. nivalis y L. yerbabuenae (Good-Avila et al., 2006).
El murciélago magueyero mayor (L. nivalis) migra entre corredores de agaves
siguiendo su floracién y lo hace con mayor frecuencia en zonas con mas diversidad
de agaves ubicadas en las cadenas montafiosas de la Sierra Madre Oriental (Gomez-

Ruiz y Lacher, 2017) (Figura 3).

La pérdida de la diversidad genética de los agaves puede influenciar directamente en
la reduccion de las poblaciones de murciélagos, aumentando su vulnerabilidad a los

cambios ambientales actuales (Gomez-Ruiz, 2020).

Figura 3. Fotografias y distribucion de tres especies de murciélagos nectarivoros presentes
en el noreste de México. L. nivalis (Foto: Emma P. Gomez-Ruiz, Poligono de distribucién: Bat
Conservation International), B) L. yerbabuenae (Foto: J. Scott Altenbach, Poligono de
distribucion: Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza), C) Choeronycteris
mexicana (Foto: Emma P. Gomez Ruiz, Poligono de Distribucion: Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza.
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2.2.3 Conservacion del género agave

El género Agave es endémico de América. Dependiendo del autor, en México, se
estiman de 201 a 205 especies, ademas 36 taxas infraespecificas (Garcia-Mendoza
2002). Esto representa un 80 % de especies de este género en el territorio mexicano,
no solo es el centro de mayor riqueza, también es su centro de domesticacion (Gentry

1982).

Estas plantas han sido utilizadas para multiples fines a lo largo de la historia de la
humanidad y en la actualidad son fuente de materias primas para industrias
importantes (Gentry, 1982; Eguiarte-Fruns y Gonzalez-Gonzalez, 2007). La mayor
parte de la diversidad genética de los agaves es utilizada por agricultores
tradicionales, especificamente para el autoconsumo y para comercializacion.
Generalmente estos agricultores emplean una gran cantidad de variedades locales
manteniendo una diversidad genética, en contraste con las agroindustrias las cuales
restringen mucho este uso manteniendo una diversidad limitada y malos manejos

(Bellon et al, 2009).

Entre las principales amenazas antropogénicos que afectan la conservacién de los

agaves estan presentes (Franco, 1995):

a) La destruccion y modificacion de los habitats a causa de la expansion de las
industrias agricolas, forestales y ganaderas, el sobrepastoreo, la expansion de
la mancha urbana y la construccion de vias de comunicacion.

b) La explotacidon o el uso no sostenible de las especies debido al mal manejo
basado en esquemas de alta demanda lo que provoca su desaparicion.

c) Colecta excesiva con fines de comercializacion o consumo.
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Actualmente varias especies de Agave se encuentran amenazadas debido al manejo
mencionado, por lo que la Norma Oficial Mexicana NOM 059-SEMARNAT-2010
incluye a 18 de ellas en la lista de plantas en peligro en la categoria de amenaza o
sujetas a proteccién especial (Perez Molphe-Balch et al., 2012). Esto ha ocasionado
qgue ciertas poblaciones de especies silvestres se vean afectadas, por la disminucién
de la produccion de semillas, esta anormalidad ha repercutido en la estructura

poblacional, tamafio y regeneracion natural de las mismas (Franco Martinez, 1995).

Para que se haga una buena conservacion de las especies es necesaria la estabilidad
en todos los niveles, desde los ecosistemas hasta el acervo genético y la interrelacion
entre estos niveles. Se han establecido diversas estrategias de conservacion a nivel
nacional e internacional que se dividen en dos categorias: in-situ y ex-situ (Franco

Martinez, 1995).

2.2.4 Conservacion in situ

Se refiere a la conservacién de las especies en sus habitats y areas de distribucion
natural (Hernandez, 1994) en México seria el equivalente a las Areas Naturales

Protegidas.

En 1983 se establecio el sistema nacional de areas protegidas en México (SINAP)
conformado por 6 categorias (Cuadro 2) segun la Secretaria de Medio Ambiente y

Recursos Naturales (2023).
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Cuadro 2. Areas Naturales Protegidas (CONABIO, 2023)

Categoria Numero Extension (km2)
Reservas de la Biosfera 45 777,615.30
Parques Nacionales 66 14,113.19
Monumentos Naturales 5 162.69
Areas de Proteccion de Recursos 5 162.69
Naturales
Areas de Proteccién de Fauna y Flora 40 69,968.64
Santuarios 18 1,501.93
Total 182 908,395.20

México cuenta con 185 Areas Naturales Protegidas (ANP) de caracter federal,
conservandose en 30 de ellas algunas especies de Agavaceae (Figura 4). Cabe
destacar que la mayoria de estas ANP no cuentan con inventarios botanicos
completos, los cuales son necesarios para la planeacidén de acciones de conservacion

(Martinez, 1995).

Existen algunas medidas de accion indirectas que se deben implementar en la
periferia de las ANP para definir y planear estrategias y politicas de conservacion in

situ, Franco Martinez (1995) sugiere las siguientes:

e La instrumentacion de acciones tales como el establecimiento de programas

de proteccion de la flora y vegetacion.
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e Planes de recuperacion y repoblamiento de especies y la eliminacién de
actividades como el desmonte.
e Sobrepastoreo, la colecta de especies raras, y la regulacién de algunas

actividades humanas (urbanizacion, turismo, etc.).

/*«/‘/ Wﬁ/l‘\_\\“

GOLFO
DE
MEXICO

Figura 4. Areas Naturales Protegidas en México que conservan Agavaceas y Nolinaceas
(Modificado de: Instituto Nacional de Ecologia, 1995).

2.2.5 Conservacion ex situ

La conservaciéon ex situ tiene el objetivo de conservar a las especies fuera de su
habitat y areas de distribucion natural (Hidalgo, 1994). Las estrategias que se
emplean permiten la preservacion de ejemplares importantes para la biodiversidad
vegetal en zonas reducidas (Hernandez, 1994), manteniendo los germoplasmas ya
sea en forma de plantas enteras (jardines botanicos) o en bancos de genes, semillas

tubérculos o propagulos, (bancos de germoplasma) (Hong et al., 1998; Franco, 2008).
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2.2.5.1 Bancos de germoplasma

La estrategia mas utilizada para conservar el material vegetal es el banco de semillas
o Index seminum. Diferentes Jardines Botanicos Nacionales cuentan con colecciones
de semillas, material destinado para la propagacion y para la reposicion de ejemplares

en las colecciones cientificas (Hidalgo, 1996).

2.2.5.2 Jardines botanicos

En los jardines botanicos se tienen colecciones de plantas vivas bajo su resguardo a
largo plazo (Vovides et al., s.f.). de acuerdo con Meilleur (1977) las colecciones se

dividen en 2 categorias:

e Colecciones de conservacion.

Son muestras representativas de especies pertenecientes a un grupo genético
con germoplasma saludable, de origen conocido y previamente
documentadas. El resguardo de esta categoria se basa en evitar la extincién y
para la propagacién de ejemplares, restauracion ecoldgica y reintroduccion
(Meilleur, 1997). Estan ligadas a investigaciones cientificas desde analisis
moleculares para la determinacién y la conservacion genética (Chase & Fay,
1997), hasta actividades practicas de horticultura tradicional para su

propagacion y cultivo en las condiciones adecuadas (Cooke, 1998).

e Colecciones con valor de conservacion.

Conjuntos de plantas poco comunes que se utilizan para la investigacion
relacionada a su preservacion. Tienen un valor educativo y cultural alto

(Meilleur, 1997).
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2.3 Suelo rizosférico

El término de rizosfera se origind de las palabras griegas rhiza (raiz) ysphaira (esfera
o entorno de influencia). Fue propuesto por Hilther en 1904, para describir el volumen
del suelo que rodea las raices de las plantas vivas (Hartmann et al., 2009). Esta region
abarca aproximadamente de 1 - 2 mm desde la superficie de la raiz, esta colonizada
por un microbioma sorprendentemente diverso, influenciado en gran medida por los
compuestos organicos exudados por las raices (Tilman et al., 2011). La exudacion
modifica las propiedades quimicas y fisicas del suelo y, por lo tanto, regula la
estructura de la comunidad microbiana en las zonas cercanas a la raiz (Dakora y

Phillips, 2002).

Existen tres componentes principales que interactuan entre si dentro de la rizosfera:
el suelo rizosférico, el rizoplano y la raiz misma. El rizoplano constituye la superficie

de la raiz, e incluye las particulas del suelo adheridas a ella (Barea et al., 2005).

La rizosfera desempefia un papel fundamental en la productividad vegetal, ya que
facilita procesos metabdlicos como la descomposicion de materia organica y el ciclo
de nutrientes, haciendo estos compuestos disponibles para la planta (Tilman et al.,
2011). Es necesario que esta zona radicular se mantenga activa para asegurar
procesos como el aumento de la velocidad de descomposicion de materia organica,
la exudacién de compuestos solubles, la absorcion de agua, la organizacién de
nutrientes por parte de los microorganismos y plantas, asi como la liberacion de

diéxido de carbono producto de la respiracion (Dijkstra et al., 2013).

Cada especie vegetal emite senales especificas en el suelo rizosférico, o que implica
que la diversidad vegetal que se encuentra sobre la superficie esta vinculada

directamente a la diversidad del suelo rizosférico (Dijkstra et al., 2013).
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2.3.1 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV)

El microbioma de la rizosfera representa un papel importante para la salud de las
plantas (Ahemad y Kibret, 2013). Principalmente estd compuesta por bacterias
llamadas rizobacterias, que directa o indirectamente, impactan positivamente a la
planta. Estos son microorganismos que habitan en la 6rbita de la superficie radicular,
benefician el crecimiento y desarrollo vegetal a través de la produccion y secrecion
de diversas sustancias quimicas reguladas en la region de la rizosfera, son
denominadas como rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) y se
caracterizan por las siguientes distinciones inherentes (Ahemad y Kibret, 2013;

Kundan et al., 2015):

i) Deben ser competentes para colonizar la superficie de la raiz.

ii) Deben tener una alta tasa de supervivencia, multiplicarse y competir con otro

microbiota para asegurar el crecimiento vegetal.

iii) Deben promover el crecimiento de las plantas (Kloepper, 1994).

Se ha demostrado que las asociaciones de RPCV, varian de acuerdo con el grado de
proximidad que tengan con la raiz y su intimidad de asociacion (Gray y Smith, 2005).
Estos microorganismos pueden estar ubicados extracelularmente (eRPCV), en el
suelo rizosférico, en el rizoplano, o en los espacios entre las células de la corteza de
la raiz, ademas, también existen las bacterias intracelulares (iIRPCV), que se localizan
dentro de las células de la raiz , en estructuras nodulares especializadas (Figueiredo

etal., 2011).

Algunos ejemplos de géneros de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
extracelulares son: Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,

27



Burkholde-ria,  Caulobacter, = Chromobacterium,  Erwinia, = Flavobacterium,
Micrococcous, Pseudomonas y Serratia, entre otras (Bhattacharyya y Jha, 2012).
Entre las bacterias promotoras de crecimiento vegetal intracelulares podemos
mencionar a: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y
Rhizobium. De acuerdo con los analisis se afirma que la mayoria de las rizobacterias
intracelulares pertenecen a los bacilos Gram negativos (Bhattacharyya y Jha, 2012).
Por otra parte, los actinomicetos también estan presentes y entre ellos se encuentran
de manera destacable Micromonospora sp., Streptomyces spp., Streptosporangium
sp. y Thermobifida sp., los anteriores han demostrado tener un gran potencial como

agentes de biocontrol (Bhattacharyya y Jha, 2012).

De acuerdo con Ehrlich (1990), las principales funciones de estas bacterias son: i)
suministrar nutrientes a las plantas, ii) estimular el crecimiento de las plantas iii)
controlar o inhibir la accién de los patégenos sobre las plantas, iv) fortalecer la
estructura del suelo y, v) bioacumulacion o lixiviacion microbiana de compuestos

inorganicos.

2.3.2 Mecanismos promotores vegetales

La promocion de crecimiento vegetal influida por las RPCV se genera mediante la
transformacion de toda la actividad microbiana dentro de la rizosfera a través de la
produccién de diversas sustancias (Kloepper y Schroth ,1981). Los mecanismos por
los cuales estos microorganismos estimulan el crecimiento se clasifican en directos e

indirectos (Kundan et a., 2015).
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2.4 Mecanismos directos

El mecanismo directo de accién de las RPCV representa la via fundamental para la
estimulacién del crecimiento vegetal. Mecanismo en el que se incluye la fijacion de
nitrégeno, produccion de fitohormonas, el aumento de la disponibilidad de hierro y la

solubilizacion de fosfatos (Kundan et al., 2015).

2.4.1 Fijacion de nitrégeno

El nitrégeno es el nutriente mas esencial para la productividad y crecimiento de las
plantas. Se tiene el conocimiento de que este elemento esta presente en un 78%
dentro de la atmoésfera, pero para ser disponible para las plantas debe ser fijado
biolégicamente (FBN), ya que de esta manera el nitrégeno se transforma en amoniaco
y este proceso se realiza a través de microorganismos fijadores de nitrogeno, por

medio del complejo nitrogenasa (Kim & Rees, 1994).

Microorganismos fijadores de nitrégeno: principalmente bacterias pertenecientes a los
geéneros  Azospirillum, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizobium y

Serratia, los cuales colonizan la rizosfera (Tilak et al., 2005).

2.4.2 Solubilizacion de fosfato

El fésforo es el segundo nutriente limitante con gran importancia al respecto del
crecimiento vegetal, esta presente en grandes cantidades en el suelo, en formas
organicas e inorganicas, pero la cantidad de formas disponibles para las plantas es
generalmente baja (Khan et al.,, 2009). Este nutriente se encuentra en formas

insolubles, presente inorganicamente como la apatita y organicamente como el
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fosfato de inositol, fosfomonoésteres y fosfotriésteres (Glick, 2012). Esta deficiencia
se compensa a través de la aplicacion de fertilizantes fosfatados en campos agricolas.
Aunque la desventaja de este tipo de manejo es que la mayoria de las ocasiones la
cantidad de fosfato absorbida por las plantas es muy baja, mientras que el resto de
los fertilizantes se fija en el suelo en compuestos insolubles (McKenzie y Roberts,
1990). Las plantas unicamente absorben el fosfato como monobasico (H2PO47) y
dibasico (H3POa4), la solubilizacién y mineralizacion de fosfato es un proceso que las

RPCV pueden lograr (Gouda et al., 2018).

Algunos géneros de RPCV solubilizadores de fosfato mas importantes son los
siguientes: Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Microbacterium Pseudomonas, Erwinia, Rhizobium, Mesorhizobium, Flavobacterium,
Rhodococcus y Serratia (Obtenio et al., 2015). Estos géneros de bacterias, ademas
de proporcionar P a las plantas estimulan la eficiencia de fijacion biolégica de
nitrogeno (BFN) ya que mejoran la disponibilidad de algunos oligoelementos mediante

sintesis de sustancias lo que provoca la estimulacion del crecimiento.

2.4.3 Produccion de fitohormonas

Las fitohormonas son sustancias organicas que actuan a bajas concentraciones (< 1
mM), éstas promueven, modifican o inhiben el crecimiento y desarrollo vegetal
(Damam et al., 2016). Existen ciertos grupos de fitohormonas comunes, dentro de
ellos estan las giberelinas, citoquininas, acido abscisico, etileno, brasinoesteroides y

auxinas (Suresh babu et al., 2016).

La sintesis de la fitohormona auxina (acido indol-3-acético/acido indol acético/IAA)

que es secretada por rizobacterias influye positivamente en muchos procesos de
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desarrollo de las plantas. ElI IAA endogeno de las plantas es modificado por la
absorcion de IAA secretado por las RPCV (Glick,2012; Spaepen et al., 2007), ademas
de actuar como una molécula que afecta la expresion génica en varios
microorganismos (Spaepen y Vanderleyden, 2011). Hay bacterias productoras de
crecimiento que pueden inducir la produccién de las fitohormonas (Sureshbabu et al.,

2016). Estas fitohormonas se clasifican segun su tipo de accion:

i) Vigorizantes de raices

Los vigorizantes de raices comprenden microorganismos capaces de estimular el
crecimiento radical. Estos procesos estan regulados por fitohormonas, proceso que
esta influenciado por hormonas, en conjunto con vias que perciben y responden a
estimulos externos ambientales (Jung et al., 2013), estos microorganismos pueden
ser Pseudomonas putida, Enterobacter asburiae, Pseudomonas aeruginosa,
Paenibacillus polymyxa, Stenotrophomonas maltophilia, Mesorhizobium ciceri,
Klebsiella oxytoca, Azotobacter chroococcum y Rhizobium lequminosarum (Ahemad

y Kibret, 2013).

i) Vigorizacién de brotes

Los microorganismos que promueven la produccién de hormonas cumplen con un
papel importante en la vigorizaciéon de brotes. Algunas RPCV que estimulan esta
caracteristica de crecimiento son Rhizobium leguminosarum, Pantoea agglomerans,
Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Paenibacillus

polymyxa, Pseudomonas sp. y Azotobacter sp. (Prathap y Ranjitha, 2015).
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3 ANTECEDENTES
Se presentan estudios en los que se han empleado bacterias promotoras de

crecimiento vegetal en diversas especies de agave y sus principales resultados. De
acuerdo con ellos se puede confirmar que las BPCV benefician el crecimiento y

desarrollo vegetal (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Investigaciones acerca del efecto de bacterias promotoras de crecimiento en los agaves.

Especie Bacterias Variables Principales resultados Referencias
hospedera evaluadas evaluadas
Tobala (Agave | Enterobacter | Numero de e EI coindéculo Bacillus | Sanchez
potatorum sp, Bacillus | plantas sp. + Pseudomonas sp. | Mendoza et
Zucc.), sp, emergidas por incrementé el | al., 2018
sierrudo Pseudomona | tratamiento, porcentaje y la
(Agave spp.),|s sp., | indice de velocidad de
cuishe (Agave | Acinetobacter | velocidad de emergencia agave
spp.) y coyote | sp., emergencia, sierrudo y tobala.
(Agave spp.) Pseudomona |longitud de la e Enterobacter sp. +
s putida. hoja, diametro Pseudomonas sp.
de tallo, longitud mostro los mejores
de la raiz mas resultados en el
larga, peso seco crecimiento vegetal de
de hoja, peso las cuatro especies.
seco de tallo y
peso seco de
raiz.
Agave Rhizobium Crecimiento e Las cepas de R.|(DelLaTorre-
americana daejeonense, |vegetal y el daejeonense, de A.|Ruizetal.,
Acinetobacter | contenido de calcoaceticus 'y P.|[2016).
calcoaceticus | azucar. mosselii se consideran
y BPCV
Pseudomona e Cepas con alta fijacion
S mosselii de nitrégeno,
solubilizacién de
fosfato y biosintesis de
AlA.
Agave Rhizobium Solubilizacién e Rhizobium sp., S.| (Maranto-
tequilana sp., de fosfato, mexicanum. S. | Gomez et al.,
Weber var. | Sinorhizobiu | Produccion de chiapasense con | 2025).
Azul m siderdforos, potencial como

mexicanum,
S.
chiapasense

Produccion de
acido indol
acético  (AlA),
Produccion de
celulosa,

Actividad de la
celulasa, Altura
total, peso
fresco total,

biofertilizantes para la
agricultura sustentable.

e Rhizobium sp. con

capacidad de fijacion
de nitrogeno,
solubilizacion de
fosfato, produccion de
sideréforos, formacion
de  Dbiopeliculas vy
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peso de pifa,
numero de hojas
y contenido de
carbohidratos,

con datos
registrados  al
momento del

trasplante y
después de 90
dias de
crecimiento.

sintesis de celulosa.

S. mexicanum con
fijacion de nitrégeno y
biosintesis de FeMo-
Co.

S. chiapasense con
resistencia a farmacos
(Mdt A-N), que

compiten en la
rizosfera.

Todas las cepas
revelan una respuesta
al estrés, el
metabolismo y el
transporte de
membrana,
favoreciendo la
resiliencia a la

salinidad, el pH y los
metales pesados.

Agave
potatorum
Zucc.

Burkholderia
cepacia,
Flavobacteriu
m sp.,
Paenibacillus
amylolyticus

Emergencia de
hojas
verdaderas,
altura de |la
planta y
diametro de
roseta, diametro
del tallo de la
planta, el
numero de hojas
desplegadas, el
volumen
radicular, la
densidad
radicular,
biomasa seca
del tallo,

biomasa seca y
area foliar total.

Burkholderia  cepacia
aumento el volumen de
la raiz 322.2%; numero
de hojas desplegadas
42.6%; y contenido de
solidos solubles del
tallo 72.9%.
Paenibacillus
amylolyticus
incrementd la biomasa
seca del tallo 317.1%.
B. cepacia,
Flavobacterium sp. y P.
amylolyticus
incrementaron el
diametro del tallo de la
planta
aproximadamente en
un 50.3%.

B. cepacia,
Flavobacterium sp. y P.
amylolyticus

aumentaron el

diametrode la roseta de
la planta 48.6%; area
foliar 127.2%; altura de
la planta 51.8%.

Flavobacterium sp.

(Bautista-Cruz
& Martinez-
gallegos,
2020)
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incrementd la biomasa
total 164.8%.

Agave Azospirillum | Peso de las e Agave angustifolia | (Jarquin-Rosal
angustifolia brasilense hojas, el tallo sin presentd mayor tasa de | es et al. 2023)
hojas y las crecimiento relativo, el
raices. doble de area foliar,
Volumen de volumen radicular,
raiz, pina 'y peso fresco de hojas y
hojas. peso seco de raices,
Area foliar. hojas y pifias.
Peso en seco
de raiz, pifa 'y
hojas.
Agave sisalana | Pantoea Longitud de la e Presencia de bacterias | (Santos. et al.,
P. spp., raiz, la altura del fiiadoras de nitrogeno | 2019)
Rhizobium talloy la en todos los tejidos
spp., materia seca de internos de la planta
Burkholderia | brotes y raices. (raiz, tallo, hoja,
spp., peciolo y bulbillos).
Leifsonia e Mayores densidades
spp., y de bacterias fijadoras
Bacillus de nitrogeno en
spp.,. rizosfera, raices vy
tallos; las menores en
hojas, peciolos vy
bulbillos.
e Bacillus, se encontrd
mas en hojas y bulbillos
mientras que
Enterobacter en tallos 'y
peciolos, Rhizobium
predominé en raices.
A. angustifolia | Pseudomona | Altura de la e Pseudomonas sp. 1 + | (Antonio -
S spp., planta, numero Bacillus sp. incremento | Revuelta,
Enterobacter | de hojas 22.98% la altura de la | 2018)
spp., desplegadas, planta, 183.75% el
Acinetobacter | diametro del peso fresco de las
spp., ¥y tallo, sélidos hojas, 391.44% el peso
Bacillus spp., | solubles en el seco de las hojas,
tallo, peso 49.61% el diametro del
frescoy tallo, 213.65% el peso

seco de hojas,
peso fresco y
seco de raices,
contenido de P
foliar.

fresco del tallo vy
193.98% el peso seco
de raices.

Se registraron
Pseudomonas sp. 1 +
Enterobacter sp. A1,
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incrementaron 50%
con respecto al control.

Agave
salmiana

Acinetobacter
sp., A.
baumanii, A.
bereziniae,
Cronobacter
sakazakii,
Enterobacter
hormaechei,
Bacillus sp.,
Klebsiella
oxytoca,
Pseudomona
S sp.,
Enterococcus
casseliflavus,
Leuconostoc
mesenteroide
S subsp.
mesenteroide
Sy
Gluconobact
er oxydans.

Calidad del
ADN, analisis de
ADN
plasmidico.

Acinetobacter sp. 'y
Bacillus halotolerans,
Brevibacillus brevis,
Enterobacter cloacae,
Erwinia  tasmanensis
con alto potencial de
fijacion de N.

Leclercia
adecarboxylata
produce compuestos
antimicrobianos.
Produccion de
compuestos  volatiles
Bacillus subtilis,
Bacillus tequilensis,
Bacillus halotolerans,
Brevibacillus brevis,
Erwinia tasmaniensis,
Leclercia
adecarboxylata,
Pseudomonas
hunanensis, y
Pseudomonas putida.
Reduccion de los

niveles de etileno
Acinetobacter sp.
Bacillus halotolerans,
Enterobacter kobei,
Leclercia
adecarboxylata
Pseudomonas
hunanensis y
Pseudomonas putida.

Los géneros con una
mayor representacion
en los cinco tipos de
agave fueron Bacillus
spp., Enterobacter spp.
y Leclercia spp.

(Aguado-
Santacruz, et
al., 2002)

36




4 JUSTIFICACION

Agave montana Villarreal es una de las 125 agavaceas endémicas de México con
gran importancia en la estructura y funcién de los ecosistemas de alta montafa. Al
igual que muchas especies del género agave ha comenzado a ser extraida para usos
antropogénicos de alto impacto, como lo son la produccién de bebidas alcohdlicas

como el mezcal, y la ingesta de érganos florales en algunas regiones del pais.

Dichas practicas afectan directamente a la viabilidad de sus poblaciones ya que
limitan la variabilidad genética por el uso comestible de sus flores y el numero de sus
ejemplares debido a que es una especie de lento crecimiento, dificultando el éxito de

su reproduccion y propagacion.

En este contexto es de suma importancia desarrollar estrategias de conservacion in
situ y ex situ. Una de las alternativas posibles es la aplicacion de RBPCV para acortar

sus ciclos de desarrollo.

El interés por el estudio de las Bacterias Promotoras de crecimiento Vegetal en pro
de los beneficios al A. montana, nace de la necesidad urgente de conservar esta
maravillosa especie, su presencia es vital para diversos procesos ecologicos que
pueden llegar a desaparecer si la especie lo hiciera, como su coevolucion con uno de
sus principales polinizadores, los murciélagos nectarivoros, ademas de su papel en

la retencion del suelo y la humedad.

Mas alla de los beneficios que esta especie nos provee como humanidad, A. montana,
como cualquier ser vivo, merece seguir coexistiendo en este planeta ya que forma
parte de la riqueza vegetal con la que tenemos el privilegio de relacionarnos,

presenciar y conservar.
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5 HIPOTESIS

Mas del 2 % de las bacterias aisladas del suelo rizosférico de A. montana en la
sierra del doctor, Cadereyta, Qro., presentaran al menos una variable caracteristica

como microorganismos promotores de crecimiento vegetal.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Promover y potenciar el crecimiento del Agave montana, por medio de la inoculacion

de bacterias presentes en el sitio de desarrollo natural de la especie.

6.2 Objetivos especificos

- Obtener y aislar bacterias presentes en la rizésfera de A. montana.

- ldentificacion morfolégica de las bacterias aisladas.

- Analizar la respuesta del A. montana ante la inoculacion de
rizobacterias.

- Determinar la capacidad de sintesis de hormonas de crecimiento
vegetal de las rizobacterias aisladas.

- Evaluar la influencia de las rizobacterias en la solubilidad de fosfato.
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7 METODOLOGIA

71 Obtencion del suelo rizosférico

Se realizé el muestreo de la rizosfera de doce ejemplares, diez de A. montana y dos
de A. gentryi distribuidos en la Sierra del Doctor, dentro del cerro del Espolon
aproximadamente a 2999 msnm. El suelo muestreado se obtuvo por medio de una
pala previamente desinfectada con alcohol al 70 % siguiendo los lineamientos
establecidos por la NMX-AA-132-SCFI-2006. Cada muestra se almacend y se

conservo en papel de estraza a 4 °C.

7.2 Aislamiento de bacterias

El aislamiento bacteriano se realizdé a partir del suelo rizosférico, siguiendo una
metodologia que fue adaptada de Castaldi et al. (2021), en base a esto se prepararon
las diluciones seriadas donde se tomd 1 g de suelo por cada 10 ml de agua destilada
(1:10). En la segunda dilucién se tomaron 50 pL por cada 0.45 mL de agua (1:10).
Una vez realizadas las proporciones, por medio de la técnica superficial, se
sembraron 10 yL de cada muestra en medio de cultivo a base de Agar Luria (Agar LB
Miller, marca CONDA) en cajas Petri previamente esterilizadas. El aislamiento
consistié en realizar la siembra continua por la técnica de estria cruzada en cajas petri
(Han et al., 2020).

Se eligieron las bacterias que predominaron por su tamano y cantidad de unidades

formadoras de colonias (UFCs).

7.3 Pruebas iniciales de identificacion de bacterias
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7.3.1 Identificaciéon morfolégica macroscépica

La identificacion morfoldgica macroscopica se realizé en las bacterias que fueron
seleccionadas previamente. A partir de los medios de cultivo en cajas petri con agar
se tomaron en cuenta caracteristicas de determinacion propuestas por Rojas-Triviio
(2011), como la forma, elevacién, margen o bordes de cada colonia. Para esto se
posiciono la caja de tal manera que se distinguiera la colonia de abajo hacia arriba,
tratando de tener la caja Petri de tal manera que se pudiera distinguir visualmente. La

descripcion se determiné en base a la figura 5.

Elevacion de la colonia
Convexa o
cupuliforme

Plana o aplastada Elevada Convexa baja

Mamelonada Pulvinada Umbilicada

& A aa

Bordes de la colonia
Espinoso, dentado o

Entero o continuo Ondulado Lobulado lacerado
Ondulado Filamentoso

Figura 5. Descripcion macroscopica de colonias microbianas creciendo en agar nutritivo
donde se observa forma, elevacion y borde (Rojas - Trivifo, 2011).

7.3.2 Identificacion morfolégica microscépica

Para la identificacion morfolégica microscopica se tomaron todos los cultivos de
bacterias en cajas Petri, dentro de la campana de flujo laminar. En un portaobjetos se
adiciond una gota de agua destilada y con un asa bacteriolégica esterilizada se tomé

una porcion de la colonia bacteriana, la cual se suspendié homogéneamente en la
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gota de agua para después extenderla sobre la superficie del portaobjetos, se seco la
preparacion al aire y se fijo pasandolo por el fuego del mechero dos o tres veces.

La muestra fijada se cubrié con azul de metileno durante dos minutos, se lavé con
abundante agua destilada y se secé suavemente con papel filtro.

Cada una de las bacterias se observd por medio del microscopio con el objetivo de
inmersion (100x). La descripcidn se realizé en base a la Figura 6 (Cappuccino &

Welsh, 2019).

Los cocos tienen forma esférica.

m (a) Diplococo Diplo = par

W (b) Estreptococo Estrepto = cadena

(¢) Estafilococo Estafilococo = grupo

% (d) Tétrada Paquete de tétrada de 4
@ (e) Sarana Sarcina = paquete de 8

Los bacilos tienen forma de baston.
D (a) Diplobadillus Diplo = par
@O Tpam  (b) Estreptobacillus Estrepto = cadena

Las bacterias espirales son rigidas o flexibles.

® (a) Los vibrios son bastones curvos.

@ (b) Los espirilos son helicoidales y rigidos.
m (¢) Las espiroquetas son helicoidales y flexibles

Figura 6. Determinacion de morfologia microscopica (Cappuccino & Welsh, 2019).
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7.3.3 Pruebas de KOH al 3 % para la determinaciéon de Gram positivo y Gram

negativo

7.3.3.1 Preparacion de Reaccion de KOH al 3 %

Se tomaron las 15 bacterias en orden y por medio de una pipeta se adicioné una gota
de KOH al 3 % sobre la superficie de un portaobjetos. Con un palillo de madera se
tomo una porcidn de la colonia bacteriana y se extendié de manera homogénea en la

gota de KOH, este procedimiento se repitié para cada una de las colonias.

Para la determinacion se tomé en cuenta la viscosidad y la presencia de filancia en
las bacterias Gram - (negativas), en el caso de las Gram + (positivas) se observé una

consistencia acuosa sin presencia de filancia (Rojas - Trivifio, 2011).

7.4 Inoculacion de A. montana

7.4.1 Inoculacion de las semillas

Se preparo el sustrato suficiente para llenar 15 charolas a base de Peat Moss con
perlita a una proporcién de 3:2, una vez llenadas las charolas se desinfectaron con
sales cuaternarias a 400 ppm y se dejaron en reposo por 24 horas antes de la siembra
de las semillas.

Se reactivaron las 15 bacterias en un medio de cultivo a base de caldo LB (marca
CONDA), dejandose reposar por 48 horas en la incubadora a 28 °C. Se seleccionaron
480 semillas de A. montana y se inocularon con las 15 diferentes bacterias, a una
concentracion promedio de 9x108 UFC/mL y se mantuvieron en el medio durante 5
minutos. Por medio de la camara de Neubauer se realizé el conteo de cada colonia

bacteriana (Castillo-Reyes et al., 2022)
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7.4.2 Monitoreo del efecto de la inoculacion

Se realizé un monitoreo de las semillas hasta que comenzaron a germinar y se inicié
el registro de los datos de cada cotiledon aproximadamente una vez a la semana. Al
emerger las hojas verdaderas se inici¢ la medicion del largo y ancho de las hojas, y
numero de hojas, cada 7 dias. En la etapa juvenil se comenzé a medir el largo por el

ancho y la altura de cada agave, cada 7 dias.

7.5 Evaluacion de la capacidad para la sintesis de hormonas de crecimiento

vegetal.

7.5.1 Produccion de indoles

Se reactivaron cada una de las 15 bacterias y por triplicado se inocularon 150 pL de
cada uno de los microorganismos en caldo LB suplementado con 100 ppm de L-
triptéfano. Se dejé en agitacion a 180 rpm durante 5 dias a 28 °C. Pasados los 5 dias
se tomo 1 mL de cada cultivo, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos. Para el
desarrollo del color se utilizé el reactivo de Salkowski, la cual se prepara con 600 mL
de H2SO04 18 My 4.5 g de FeCls. Se preparé una mezcla del reactivo de Salkowski
con sobrenadante de la muestra centrifugada, en relacion 2:1, se colocaron a
temperatura ambiente y oscuridad durante 30 minutos, después se procedio a la
lectura de las absorbancias a 530 nm. Se realizé una curva a partir del acido indol-3-
aceético, con las siguientes concentraciones de 0, 5, 10, 30, 50, 70, 90, 110, 130y 150
ppm. Para disolver el acido indol-3-acético en agua, se agregaron unas gotas de

alcohol y se agitd por 1 hora (Ortiz-Galeana et al., 2018).
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7.5.2 Produccién de giberelinas

Cada una de las 15 bacterias se reactivaron en caldo LB y por triplicado se inocularon
150 uL de cada uno de los microorganismos y se incubaron en caldo LB a 28 °C y
200 rpm durante 72 horas.

Luego de las 72 horas se tomaron 2 mL de cada muestra, se colocaron en tubos para
centrifuga de 2 mL y se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos, después de
que se elimind la biomasa celular, se tomé 1 mL de las muestras y se aforo en tubos
de ensayo a 10 mL con una solucién de HCI 3.75 M, la cual se agité vigorosamente
de manera manual durante 10 s y se dejo reaccionar por 45 minutos bajo la luz
natural, para que se sintetizara el acido giberélico (AG), esta fase se midié por medio
del espectrofotometro a 254 nm. Se utilizé una curva de calibracién de acido giberélico
de 50, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 ug/mL, a partir de una solucion estandar de AG
con etanol al 96 %, se aforaron con HCI 3.75 M y se midi6 la absorbancia por medio

del espectrofotometro a 254 nm (Renteria et al., 2019).

7.6 Solubilidad del féosforo

En un frasco de 500 mL se afadieron 132 mL de agua destilada y se llevo a ebullicion
en una parrilla para después agregar 0.75 g de Cas(POa)2, 0.007 g de Azul de
bromofenol y 2.7 g de Agar bacterioldgico. En otro frasco de 100 mL se afiadieron 6
ml de agua destilada y 1.5 g de glucosa.

Se toméd un vaso precipitado de 100 mL, se afiadieron 12 mL de agua destilada en la
que se disolvieron 0.75 g de MgCl2, 0.038g de MgSO4, 0.03 g KCl y 0.015g (NH4)2S0O4
para colocarlos en el frasco de 500 mL.

Los tres frascos se esterilizaron a 15 psi durante 15 minutos en la autoclave. Una vez

esterilizados se dejaron en reposo durante 30 minutos para después crear una mezcla
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homogénea dentro de un espacio estéril. El medio de cultivo se vertié en las cajas
Petri y se guardo para su posterior uso.

En las cajas Petri se inocularon por triplicado las 15 bacterias aisladas por la técnica
de estriado, se sellaron y se dejaron en periodo de incubacion durante 7 dias a 21 °C,
cuando la coloracion azul se fue aclarando o cambio a amarillo (Buono & Ulla, 2016),
se midi6 el halo alrededor de la colonia y se determiné la eficiencia de produccion de
solubilidad de fosfatos (EP) utilizando la formula propuesta por Clark (2019), donde

DH es el diametro del halo y DC el diametro de la colonia:

_ (DH - DC)(100)

EP
DC

7.7 Analisis estadistico

Para algunas de las variables de respuesta, especificadas en la metodologia, se
realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via por Tukey para parametros
individuales con un nivel de significancia de p<0.05 utilizando el paquete estadistico

Graph Pad PRISM software, version 8.0
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Obtencioén del suelo y aislamiento de las bacterias rizosféricas

Se obtuvieron diez muestras de la rizosfera de A. montana y dos de A. gentryi
ubicados en el cerro del Espolon a partir del 8 de octubre del 2022 al 16 de mayo del

2023 mostradas en cuadro 4.

Cuadro 4. Colecta de suelos rizosféricos.

Fecha de colecta Individuo Fecha Individuo
08/10/2022 Planta madre 1 03/04/2023 Ejemplar 4
08/10/2022 Ejemplar 2 04/04/2023 Ejemplar 8
08/10/2022 Planta madre 3 05/04/2023 Muestra 681
08/10/2022 Ejemplar 4 15/05/2023 Ejemplar 7
01/04/2023 Ejemplar 2 16/05/2023 Muestra 690
02/04/2023 Ejemplar 3 17/05/2023 Colecta 10

Se muestran en su mayoria suelos de A. montana a excepcion del individuo “muestra 690" y
“colecta 10” que pertenecen a A. gentriy.

Se realizo el aislamiento de bacterias (Han et al., 2020), en dénde se obtuvieron 28
UFCs de bacterias del suelo rizosférico (Figura 7). De cada ejemplar se aislaron de
dos a tres bacterias, seleccionando aquellas que presentaran una mayor cantidad de

UFCs.
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Bac-15

Bac-19b

Bac-15b

Bac-11
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Bac-17b

Bac-8b

Bac-12b
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Figura 7. Primer aislamiento de bacterias rizosféricas.

De acuerdo con la capacidad de formacién de colonias bacterianas se realizé una
segunda seleccion en la que se tomaron 15 bacterias para su reactivacion, ademas
se menciona el ejemplar del que se obtuvo cada bacteria aislada. Estos datos se

pueden observar en la figura 8.

EJEM 3/ Bac-3b PM1/ Bac-4 Ejem 4/, Bac-5
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P4/ Bac-6b EJEM 2/ Bac-8b EJEM 2/ Bac-7b
12/8

Uiy

Figura 8. Rizobacterias seleccionadas.
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8.3 Pruebas de identificacion inicial de bacterias

8.3.1 Identificaciéon morfolégica macroscépica

Por medio del estereoscopio se registrd (Forma, Borde, Elevacion, Superficie y

textura) como caracteristicas de identificacion macroscépica las cuales se presentan

en el cuadro 5.

Cuadro 5. Morfologia obtenida de las bacterias aisladas de Agave montana.

Identifi- Forma Borde Elevacion | Superficie Textura Fotografia
cacion
Bac-3b Entero Convexa
Circular
Brillante Humedo
Cremosa Traslucido
Bac-4 Puntiforme Entero Plana Mate
Mucoide
opaca
Bac-5 Puntiforme Ondulado Elevada Mate
Humedo
Opaca
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Bac-6b Entero Elevada
Circular
Brillante Humedo
Cremosa Traslucida
Bac-7b Puntiforme Ondulado Elevada ' B
$
Mate Mucoide o )
Cremoso Opaca '
Bac-8b Puntiforme Ondulado Elevada Mate
Mucoide
Opaca
Bac-11b Puntiforme Entero Elevada Brillante Humedo
Opaca
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Bac-13b Puntiforme Ondulado Brillante
Elevada Humedo
Bac-14 Puntiforme Ondulado Plana Brillante Mucoide
Bac-15b Ondulado Brillante Humedo
Irregular Convexo

Bac-16 Circular Elevado

Entero Mucoide

Cremosa
Traslucida
Mate
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Bac-17 Irregular Ondulado Craterifor-
me
Brillante Humedo
Cremosa Traslucido
Bac-20 Puntiforme Entero Convexa
Cremosa Translucid
o]
Brillosa
Humedo
Bac-22 Elevada
Circular Entero
Cremosa Translucid
o
Brillosa
Humedo
Bac-26 Convexa
Puntiforme Entero
Cremosa Traslucido
Mate Humedo
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8.3.2 Identificaciéon morfolégica microscépica

En el cuadro 6 se puede observar la identificacion morfolégica microscopica y la

descripcion de cada bacteria segun su forma. De acuerdo con los resultados 5 de

las bacterias fueron estreptobacilos, 3 bacilos, 5 cocos, 1 espirilo y 1 espiroqueta.

Cuadro 6. Clasificacion microscoépica de las rizobacterias aisladas.

Bacteria Identificacion Fotografia
Bac 13 b Estreptobacilos

Bac 26 Espirilos

Bac7 Estreptobacilos

Bac 22 Estreptobacilos
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Bac 13 Bacilos
Bac- 3b Bacilos
Bac 17 Cocos
Bac 8b Espiroquetas
Bac6b Cocos
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Bac 11

Estreptobacilos

Bac 16 Estreptobacilos
Bac 15 Bacilos
Bac 20 Cocos
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Bac 5 Cocos

Bac 4 Cocos

Otros estudios han reportado que un gran numero de las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (RPCV), presentan una predominancia en la morfologia bacilar
como en el caso de Chiranjeevi et al. (2020), donde se aislaron distintas cepas de
RPCV y se observo que todas las bacterias a excepcion de 1 resultaron ser bacilos,
confirmando que son la morfologia mas comun en las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal. De manera similar Garcia-Pérez et al. (2024 ) reportaron que las
cepas Rhizobium sp. ACO-34A y Mesorhizobium sp. 28A, aisladas de Agave

americana en México, presentaron células en forma de bastdn con flagelos peritricos

En este estudio se encontraron 8 bacterias pertenecientes a la categoria de bacilos y
las otras 7 pertenecen a la categoria de cocos. Aunque las bacterias en forma de coco
también pueden ser RPCV de acuerdo con Kalam et al., (2020), se destaca que las
bacterias necesitan tener la capacidad de movilizarse para poder colonizar la rizosfera
y competir por nutrientes y espacio, caracteristicas en las que los bacilos tienen esta
ventaja.
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8.4 Pruebas de Gram

De acuerdo con las pruebas realizadas se determiné que un 60 % de las bacterias
aisladas corresponden a bacterias Gram positivas, mientras que el 40 % restante
fueron Gram negativas, estos resultados se presentan en el cuadro 7.

Cuadro 7. Caracteristicas de bacterias Gram positivas y Gram negativas obtenidas
de Agave montana

BACTERIA GRAM (+), (-) BACTERIA GRAM (+), (7)
Bac-3b Gram Positiva Bacteria 11 Gram Negativa
Bac-4 Gram Negativa Bacteria 13-b Gram Positiva
Bac-5 Gram Positiva Bacteria 14-b Gram Positiva
Bac-6b Gram Positiva Bacteria 15 Gram Negativa
Bac-7b Gram Negativa Bacteria 16 Gram Positiva
Bac-8b Gram Negativa Bacteria 17 Gram Positiva
Bac-20 Gram Positiva Bacteria 22 Gram Positiva

Este predominio de bacterias Gram positivas, coincide con un estudio realizado en
Corea sobre la biodiversidad de RPCV, donde se seleccionaron 90 cepas aisladas de
la rizosfera de distintas especies vegetales en diferentes condiciones, de las cuales
el 76 % resultaron ser Gram positivas y el 24 % Gram negativas, donde el género

Bacillus spp. fue el mas representativo (Kim et al., 2011).
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8.5 Monitoreo del efecto de la inoculacion

8.5.1 Efecto de la inoculacion de rizobacterias en la germinacién

En el cuadro 8 se pueden observar los resultados de los analisis estadisticos para la
germinacion de semillas de A. montana inoculados con las bacterias rizosféricas,
donde se obtuvo una germinacién del 90 %, este resultado se observo a partir de los
28 dias, en los cuales las bacterias identificadas como Bac-11 (90.0+0.0), 4
(90.0£0.0), 26 (93.31£5.8) y 3b (93.315.8) obtuvieron resultados por encima del 90 %,

mayores a lo obtenido en el tratamiento de control (70.0+0.0).
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Cuadro 8. Resultados de la germinacién de semillas de A. montana inoculadas con RPCV.

Identificacion Dia
de la bacteria

9 18 21 25 28
Control 50.0 £ 0.0 abc 56.7 + 5.8 abc 60.0 £ 0.0 abc 70.0 £ 0.0 abc 70.0+£0.0 bc
Bac-11 50.0 £ 0.0 abc 63.3+5.8ab 73.3+58a 80.0 £ 0.0 ab 90.0+0.0a
Bac-15 63.3+58a 73.3+58a 73.3+58a 80.0+0.0a 83.3+5.8ab
Bac-4 46.7+5.8 bc 56.7 + 5.8 abc 66.7 £ 5.8 ab 83.3+5.8 abc 90.0+0.0a
Bac-6b 53.3+5.8ab 63.4+5.8ab 66.7 £ 5.8 ab 73.3+5.8ab 73.3+5.8 bc
Bac-7 36.7+58 cd 43.3+5.8¢cd 50.0 £ 0.0 cd 56.7 + 5.8 cd 66.7£5.8¢c
Bac-8b 56.7 £ 5.8 ab 63.3+5.8ab 70.0+0.0a 80.0 £ 0.0 ab 83.3+58ab
Bac-13b 50.0 £ 0.0 abc 53.3+5.8 bcd 63.3+5.8 abc 66.7 £ 5.8 bcd 73.3 £ 5.8bc
Bac-26 36.7+5.8 cd 46.7 +5.8 bcd 53.3+5.8 bc 83.3+5.8 bcd 93.3+58a
Bac-17 43.3+5.8 bc 50.0 £ 0.0 bcd 60.0 £ 0.0 abc 83.3+5.8 bcd 83.3+58ab
Bac-5 53.3+5.8ab 56.7 + 5.8 abc 66.7 £5.8 ab 73.3+£5.8 abc 80.0 £ 0.0 abc
Bac-22b 50.0 £ 0.0 abc 56.7 + 5.8 abc 63.3+5.8 abc 63.3 £ 5.8 abc 73.3+5.8 bc
Bac-3b 20.0+0.0 e 36.7+58 de 53.3+5.8bcd 76.7+58 de 93.3+58a
Bac-14 3.3+58 23.3+5.8 e 433+58d 53.3+5.8 e 66.7 £ 5.8c
Bac-20 26.7+5.8 de 36.7+58 de 50.0+0.0cd 76.7+58 de 80.0 £ 0.0 abc

Las letras indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones

multiples de Tukey (p=0.05).

Los resultados obtenidos muestran que las bacterias rizosféricas Bac 26 y 3-b,
alcanzaron buenos porcentajes de germinacién a los 28 dias superiores al control.
Este comportamiento coincide con el reportado por Garcia-Pérez et al. (2024) en
Agave americana, donde las semillas inoculadas con los rizobios nativos
(Mesorhizobium sp. 28A 'y Rhizobium sp. ACO-34A), presentaron tasas de

germinacion mas elevadas y una velocidad de emergencia mayor a la del control.
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8.5.2 Monitoreo posterior a la germinacién

En el cuadro 9 se observa la evaluacion de las plantulas de A. montana inoculadas,
durante 90 dias se analizaron las variables de la longitud y el ancho de la hoja en cm

durante la primera etapa.

Donde los primeros 55 dias las bacterias Bac-11 (2.360£0.500), Bac-26 (2.360+£0.240)
y Bac 3-b (2.350+0.320), obtuvieron buenos resultados con igualdad al control
(2.180+£0.460), sin embargo, Bac-20 (2.670+0.370), si tuvo diferencias significativas
en esta primera etapa sobre la longitud de la hoja. Respecto al ancho de la hoja no

existio una diferencia significativa en los tratamientos.

A partir del dia 60 las longitudes de las hojas no presentaron ninguna diferencia
significativa en comparacion con el control, a excepcién de Bac-5 (1.656+0.496) que
tuvo resultados mas bajos. En cuanto al ancho, todas las bacterias tuvieron igualdad
con respecto al control, aunque la Bac-6b (0.498+0.117) presentd mayores resultados

que las Bac-14 (0.397+0.149) y Bac-3b (0.397+0.124).

Para el dia 75, el largo de las hojas se mantuvo igual para todas las bacterias. De
acuerdo con los resultados del ancho de las hojas, el control obtuvo los mejores
resultados (0.496+0.183) aunque existe una igualdad con la mayoria de las bacterias
a excepcion de las bacterias 7 (0.367+0.115) y 3-b (0.372+0.110) con resultados mas

bajos.
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Los resultados a partir del dia 90 muestran que la longitud de las hojas fue igual para

todos los tratamientos sin diferencias significativas, mientras que para el ancho la

bacteria 15 (0.575+0.157) obtuvo los mejores resultados en comparacién con las

bacterias 11 (0.480+0.158), 6 (0.471+0.145), 7 (0.471+0.169), 20 (0.411+0.133), 14

(0.411+0.133), 3-b (0.412+0.136).

Cuadro 9. Evaluacion de plantulas inoculadas durante los primeros 90 dias.

Longitud de la hoja (cm)

Ancho de la hoja (cm)

55 dias

Control 2.1804£0.460 bc 0.340+0.130 ab
Bac-11 2.360+0.500 abc 0.380+0.110 ab
Bac-15 2.52040.330 ab 0.420+0.070 a
Bac-4 2.120+0.400 c 0.400+0.080 a
Bac-6b 2.2304£0.550 bc 0.410+0.080 a
Bac-7 2.010+£0.300 c 0.430+0.050 a
bac-8b 2.070+£0.330 c 0.410+0.070 a
Bac-13b 2.000£0.390 c 0.410+0.080 a
Bac-26 2.360+40.240 abc 0.410+0.070 a
Bac-17 2.240+0.240 bc 0.410+0.070 a
Bac-5 2.130+£0.250 c 0.390+0.080 a
Bac-20 2.670+0.370 a 0.380+0.070 ab
Bac-14 2.210+0.590 bc 0.300+0.080 b
Bac-3b 2.35040.320 abc 0.390+0.070 a
Bac-22b 2.230+0.340 bc 0.410+0.070 a
60 dias

Control 1.998+0.764 a 0.427+0.167 ab
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Bac-11

Bac-15

Bac-4

Bac-6b

Bac-7

Bac-8b

Bac-13b

Bac-26

Bac-17

Bac-5

Bac-14

Bac-3b

2.132+0.670 ab

2.246+0.659 ab

1.996+0.626 ab

2.074+0.727 ab

1.774+0.483 ab

1.817+0.485 ab

1.701+0.620 ab

1.960+0.478 ab

1.923+0.529 ab

1.656+0.496 b

2.070+£0.643 ab

1.885+0.543 ab

0.459+0.209 ab

0.481+0.159 ab

0.444+0.165 ab

0.498+0.117 a

0.433+0.166 ab

0.479+0.194 ab

0.440+0.161 ab

0.473+0.091 ab

0.450+0.110 ab

0.434+0.116 ab

0.397+0.149 b

0.397+0.124 b

75 dias

Control

Bac-11

Bac-15

Bac-4

Bac-6b

Bac-7

bac-8b

Bac-13b

Bac-26

Bac-17

Bac-5

Bac-20

Bac-14

2.107+0.773 a

2.073+0.768 a

2.153+0.722 a

1.948+0.726 a

1.921+0.759 a

1.625+0.606 a

1.684+0.684 a

1.788+0.940 a

1.830+0.666 a

1.702+0.706 a

1.658+0.544 a

2.094+0.720 a

2.074+0.720 a

0.496+0.183 a

0.479+0.139 abc

0.485+0.154 ab

0.437+0.130 abcde

0.457+0.153 abcd

0.367+0.115 e

0.422+0.142 abcde

0.388+0.139 de

0.406+0.140 cde

0.396+0.131 de

0.410+0.115 bcde

0.399+0.107 cde

0.382+0.111  de
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Bac-3b

Bac-22b

1.820+0.720 a

1.829+0.735 a

0.372+0.110 e

0.407+0.127 cde

90 dias

Control

Bac-11

Bac-15

Bac-4

Bac-6b

Bac-7

bac-8b

Bac-13b

Bac-26

Bac-17

Bac-5

Bac-20

Bac-14

Bac-3b

Bac-22b

2.215+0.800 a

2.050+0.744 a

2.290+0.487 a

2.151+£0.455 a

2.019+0.748 a

1.880+0.925 a

1.917+0.523 a

1.891+0.379 a

2.104£0.399 a

2.019+0.417 a

1.774+0.394 a

1.826+0.841 a

1.701+0.822 a

1.579+0.698 a

1.895+0.617 a

0.500+0.195 abc

0.480+0.158 bcd

0.575+0.157 a

0.540+0.136 ab

0.471+0.145 bcd

0.427+0.145 cd

0.502+0.111 abc

0.514+0.101 abc

0.518+0.096 abc

0.526+0.100 abc

0.524+0.093 abc

0.471+0.169 bcd

0.411+0.133 d

0.412+0.136 d

0.497+0.130 abc

Las letras indican las diferencias entre medias usando la prueba de comparaciones multiples

de Tukey (p=0.05).

En el cuadro 10 se muestra el crecimiento de los agaves a partir del dia 105 al 265,

donde las variables evaluadas fueron el numero de hojas, la altura y el diametro total

de la planta, medidos en mm.
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En el dia 105 hubo diferencias en el numero de hojas con respecto al control (3.6+0.7)
con las bacterias 7 (3.0+0.0),13-b (3.0£0.0), 26 (3.0+0.5), 17 (3.0+0.0), 5 (3.1+0.3), 14

(3.0£0.0) y 3-b (3.1£0.3), las cuales obtuvieron resultados menores.

La altura donde la bacteria 11 (21.48+3.57) fue la mas destacable a la par que el
control (19.40+4.65), existi6 una diferencia con las bacterias 4 (16.81+3.63), 7
(14.39+2.93), 8-b (17.86+3.50), 26 (15.03+£3.65), 17 (16.23£3.05) y 5 (15.82+3.25)

mostrando niveles de desarrollo por debajo de las mencionada.

En el diametro, la bacteria 15 (49.51+06.61) obtuvo mejores resultados a diferencia
de las bacterias 4 (38.69+07.65), 6-b (39.461+05.81), 7 (31.62+03.40), 8-b
(38.75+06.75), 13-b (35.33+04.86), 17 (40.88+04.22), 5 (33.73103.50), 3b

(40.18+05.30), 22-b (41.01+£05.61) y el control (42.72+12.91).

En el numero de hojas a partir del dia 265, la bacteria 13-b no obtuvo resultados
diferenciales con el control, pero si en comparacion con las bacterias 7 (6.1+0.8), 17

(6.4+1.1)y 5 (6.5¢1.1).

Para la altura de la planta, la bacteria 4 (32.85£05.68) presentd diferencias
significativas en comparacién al control y las bacterias 15 (26.65+04.53), 6-b
(26.81+£05.73), 26 (27.14+04.25), 17 (25.00+03.79), 5 (26.17+04.46, 14 (26.05+06.33)

y 3-b (26.83+04.10).

La bacteria 20 (62.46+13.59) tuvo resultados significativos en el diametro de la planta
comparada con el control y las bacterias 15 (60.87£11.16), 6b (54.66+06.01)),
7(56.58+09.72), 8-b (61.44+09.22), 13-b (61.441+06.10), 26 (60.63+09.55), 17

(56.28+08.82), 5 (55.26+08.88) y 14 (63.23+07.93).
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Cuadro 10. Evaluacion de plantas inoculadas a los 105 y 265 dias.

ID Numero de Altura (mm) Diametro (mm)
hojas
105 dias
Control 3.610.7 a 19.4014.65 abc 427241291 b
Bac-11 3.4+0.5 abc 21.48+3.57 a 43.60+06.66 ab
Bac-15 3.5+0.5 ab 19.01+2.94 abcd 49.51+06.61 a
Bac-4 3.2+0.4 abc 16.81+3.63 bcde  38.69+07.65 bcd
Bac-6b 3.310.4 abc 19.26+4.30 abcd 39.46+05.81 bcd
Bac-7 3.0£0.0 c 14.39+2.93 e 31.62103.40 e
bac-8b 3.2+0.4 abc 17.86+3.50 bcd 38.75+06.75 bcd
Bac-13b 3.0£0.0 c 15.50+2.98 e 35.33104.86 cde
Bac-26 3.0£0.5 ¢ 15.03+3.65 cde 40.88+04.22 bc
Bac-17 3.0£0.0 c 16.23+3.05 e 36.39104.50 cde
Bac-5 3.1£0.3 bc 15.82+3.25 de 33.73103.50 de
Bac-20 3.2+0.4 abc 45.02+04.63 ab
Bac-14 3.0t0.0 c 43.79+04.59 ab
Bac-3b 3.1£0.3 bc 40.18+05.30 bc
Bac-22b 3.2+0.4 abc 19.55+3.55 ab 41.01+£05.61 bc
265 dias
Control 6.7+1.2 abc 25.91+06.09 bc 62.46+13.59 cd
Bac-11 7.2+1.2 ab 29.29+04.58 abc 67.18+12.76 abc
Bac-15 6.6+0.5 abc 26.65+04.53 bc 60.87+11.16 cd
Bac-4 6.8+0.7 abc 32.85+05.68 a 67.22+11.54 abc
Bac-6b 7.1£0.7 abc 26.81+05.73 bc 54.66+06.01 d
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Bac-7 6.10.8 ¢ 28.40+06.95 abc 56.58+09.72 d
bac-8b 7.1+0.6 abc 30.70+06.98 ab 61.44+09.22 cd
Bac-13b 7.4+0.7 a 29.73+04.96 abc 61.44+06.10 cd
Bac-26 6.6+0.7 abc 27.14+04.25 bc 60.63+09.55 cd
Bac-17 6.4+1.1 bc 25.00+03.79 ¢ 56.28+08.82 d
Bac-5 6.5+1.1 bc 26.17+x04.46 bc 55.26+08.88 d
Bac-20 7.2+0.7 ab 29.09+07.06 abc 74.88+10.30 a
Bac-14 6.9+0.7 abc 26.05+06.33 bc 63.23+07.93 bcd
Bac-3b 6.8+0.7 abc 26.83+04.10 bc 73.10+09.73 ab
Bac-22b 7.0+0.7 abc 27.96x06.20 abc 66.99+10.71 abc

Las letras indican las diferencias entre promedios usando la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

En esta etapa de la investigacion se evalud el efecto de la inoculaciéon con las 15
diferentes cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento en A. montana, durante
un periodo de 265 dias. Los resultados estadisticos sugieren que cepas especificas
tuvieron un mayor efecto en etapas tempranas como en la germinacion, dichos
efectos fueron cambiando a lo largo del monitoreo sin lograr mantenerse, pero en el
proceso otras cepas que en estas etapas tempranas no habian obtenido diferencias

significativas las obtuvieron en las ultimas etapas de monitoreo.

En los resultados obtenidos en esta investigacion la cepa Bac-20 tuvo un efecto
significativo de la elongacion de la hoja en etapas iniciales, esto concuerda con la
investigacion de Maranto-Gomez et al. (2025), donde se reporté que la inoculacion
con Rhizobium sp. ACO-34A aumento significativamente la altura total de A.

tequilana.
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En un estudio donde se evaluo el efecto de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal sobre el crecimiento de Agave americana L. las plantas mostraron un mayor

numero de hojas con la inoculacion de las cepas ACO-40, ACO-140 y ACO-34A

Los resultados que se obtuvieron reflejan un patron bien establecido, donde se
considera que unicamente solo entre el 2 % y el 5 % de las bacterias de la rizosfera
promueven el crecimiento vegetal (Antoun y Kloepper, 2001), esto explica porque solo
algunas de las bacterias mostraron diferencias significativas sobre el crecimiento, la
elongacion foliar y el diametro de la planta en distintas etapas del monitoreo
experimental como la 26 y 3-b en la germinacion, en la elongacion inicial de hojas
Bac-20 y en fases posteriores Bac 15 en el ancho de hoja y en el diametro, lo cual
demuestra la complejidad de las interacciones entre la planta y los microorganismos
y que existe la probabilidad de que las bacterias que no mostraron resultados en los

que se presentara un estimulo, puedan tenerlas en otras especies de plantas..

8.6 Sintesis de hormonas de crecimiento vegetal

8.6.1 Evaluacion de la produccion de indoles

La figura 9 muestra la grafica donde se pueden observar los resultados de la
presencia de indoles en cada cepa rizobacteriana, donde la bacteria 20 obtuvo la
concentracion promedio mas alta que la mayoria con 20.105£3.449 mg/L, esta
muestra una igualdad estadistica con las bacterias (expresada en mg/L) Bac 7
(19.219+1.108), Bac 17 (18.439+0.878), Bac 16 (18.07+0.755), Bac 4 (17.489+0.292),

Bac 3-b (18.059+3.152) y bac 5 (16.519+1.334).
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Figura 9. Indoles producidos por las bacterias. El valor estd dado en mg de acido indol-3-
acético por L de medio de cultivo. Las letras indican las diferencias entre medias usando la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

Estudios realizados con anterioridad han mostrado que la adiciéon de L-triptéfano
incrementa de manera significativa la sintesis de auxinas en bacterias estimulantes
de crecimiento vegetal como en el caso de Troya-Toloza y Martinez-Garcia (2025),
donde se reportaron concentraciones de acido indol-3-acético (AlIA) entre 3 y 50
mg/mL donde también se evidencia que la producciéon depende de la cepa y las
condiciones de cultivo, la bacteria identificada como Azotobacter spp presento niveles
de produccion de AlA de 48.38 mg/L. De acuerdo con lo anterior, la suplementacién
con L-triptéfano en el medio de cultivo probablemente posibilitdé que las rizobacterias

tuvieran un gran nivel de produccion de compuestos inddlicos, esto explica las

concentraciones altas en algunas bacterias como la Bac-20.

8.6.2 Produccion de giberelinas

En la figura 10 se muestra la grafica que representa los valores de niveles de
giberelinas en cada cepa rizobacteriana, donde la bac-26 resultd tener los valores
mas elevados con 18512.500+3363.664 mg/L, esta bacteria es estadisticamente

igual a las bacterias Bac-3b (1275.000+4250.664, Bac-4 (10241.667+1447.429), Bac-
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5 (11408.333+3253.204), Bac-6b (15088.889+3514.747), Bac-7
(17408.333+£5048.506), Bac 11 (11165.278+595.605) Bac-13b (10929,167+765.749),
Bac-14 (12109.722+2154.043), Bac-5 (12527.778+678.391), Bac-16

(13102.778+5375.094) y Bac-23 (12116.667+572.822).
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Figura 10. Produccion de giberelinas. La cantidad estd dada en mg de acido giberélico por
litro de medio de cultivo. Las letras indican las diferencias entre medias usando la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

De acuerdo con otras investigaciones como la de Jin-In et al. (2023) y en base a sus
resultados se puede comparar que se obtuvo una concentracion maxima de
giberelinas de 0.00851 mg/L producido por Pseudomonas frederiksbergensis,
mientras que Valillan et. al 2022, obtuvo como concentracion maxima 109250.000
mg/L los cuales fueron producidos por el aislado de Bacillus cereus demuestra que

los resultados obtenidos en esta investigacion estan en un rango intermedio que los

obtenidos en la literatura.
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8.7 Solubilidad de fosforo

De las 15 bacterias analizadas, el halo que indica la solubilizacion de fosforo, en 10
de ellas no fue detectado, unicamente 5 presentaron el halo indicador, las cuales
fueron: Bac-3b que obtuvo una solubilidad de 235.299+118.846 %, siendo
estadisticamente igual que Bac-6b con (191.928+92.886 %), estas dos bacterias son
significativamente diferentes a Bac-13b (104.080+43.543 %), Bac-17 (78.615+61.065

% )y Bac-26 (83.705236.759 %).
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Figura 11. Eficiencia de la solubilidad de fosforo. Las letras indican las diferencias entre
medias usando la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p=0.05).

Los valores de solubilizacién de fésforo obtenidos en este estudio son comparables
con los reportados por Bakki et al. (2024), donde evaluaron cepas de Pseudomonas
y Bacillus donde se analizaron 16 bacterias de las cuales 5 presentaron valores dentro
del rango contenido en este estudio. Ademas, en otra investigacion realizada por Kirui,
et. al (2022), hubo un indice de solubilizacion de fosfatos que va de 114.3 a 588.3 en
diferentes cepas de los géneros Burkholderia, Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter,

Pantoea, Paraburk holderia, Cronobacter, Ralstonia, Curtobacterium y Massilia.
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9 CONCLUSION

A partir de los resultados se puede concluir que entre las 15 cepas de rizobacterias
nativas evaluadas, es posible potenciar el crecimiento del Agave montana,
evidenciando efectos positivos desde la etapa germinacion y desarrollo foliar en la

fase juvenil de la planta.

De manera particular, ciertas cepas mostraron efectos mas significativos en etapas
especificas del agave, pudiendo confirmar que la influencia de microorganismos
depende tanto de la cepa como del momento de desarrollo de la planta, sabiendo
esto, es posible considerar el uso estratégico de acuerdo con la etapa de respuesta

para la propagacion y conservacion de la especie.

Ademas de los resultados significativos de rizobacterias in vivo, se pudo comprobar
mediante técnicas de laboratorio, caracteristicas destacables presentes en
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, siendo la sintesis de hormonas
como indoles y giberelinas, y otras propiedades como lo es la solubilidad de nutrientes
esenciales como el fésforo. De acuerdo con lo mencionado se puede sugerir que las
cepas 26, 3b, 20, 7 y 15 pueden considerarse bioestimulantes con gran potencial,
ejerciendo un efecto positivo sobre el desarrollo vegetal del agave y contribuyendo a

la disponibilidad de nutrientes esenciales.

En conjunto el estudio cumple con el crecimiento de A. montana, esta estrategia del
uso de los microorganismos nativos puede beneficiar el desarrollo de la especie en
su habitat natural y en condiciones controladas. Por otra parte, los hallazgos del
funcionamiento en etapas especificas pueden dar pie a la apertura de futuras
investigaciones enfocandose en la posible combinacion de cepas o la continua

aplicacion para maximizar su efecto en distintas etapas del desarrollo.
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