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ABREVIATURAS Y SIGLAS.

ACC: Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico

ADN: Acido desoxirribonucleico

Ca: Calcio

cm: Centimetro

ERS: Eficiencia Relativa de Solubilizacién

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura.

Fe: Hierro

g: Gramo

g/L: Gramos por litros

HCN: Cianuro de hidrégeno

IS: indice de solubilizacién

kg/ha: Kilogramos por hectarea

kg/m?: Kilogramos por metro cuadrado

LB: Luria Bertani

M: Metro

mg/mL: Miligramos/mililitros

mm: Milimetro

Mn: Manganeso

N: Nitrogeno

NacCl: Cloruro de sodio

NPK: Nitrégeno, Fosforo y Potasio.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

P: Fosforo

PDA: Agar papa dextrosa

PGPB: Bacteria promotora de crecimiento vegetal.

PGPR: Rizobacteria promotora de crecimiento vegetal

pH: Potencial de hidrogeno
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RPBI:

rpm:

SDS:

sp. | spp.

TE:
UFC:
viv:
wlv:
ML:

Residuos peligrosos bioldgicos infecciosos.
Revoluciones por minuto

Segundo

Dodecilsulfato sodico

Especie / especies

Buffer Tris EDTA

Unidades formadoras de colonia
Volumen/volumen

Peso/volumen

Microlitros
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RESUMEN

La agricultura se enfrenta al reto de producir mas alimentos para satisfacer
la demanda de la poblacién, sin embargo, los sistemas agricolas son inadecuados
e insuficientes. Ademas, los recursos naturales base para la agricultura se
encuentran bajo presién. Por lo que surge la necesidad de implementar tecnologias
enfocadas a una explotacion racional de los recursos naturales y preservacion del
medio ambiente, siendo una de ellas el uso de microorganismos del suelo con
propiedades para promover el crecimiento vegetal y de biocontrol. Las PGPB’s
estimulan el desarrollo vegetal aumentando la disponibilidad de nutrientes vy
produccion de proteinas y fitohormonas. Los ‘antipatogénicos actuan
antagdénicamente con fitopatégenos minimizando su-crecimiento. Sin embargo, las
cepas microbianas con estas caracteristicas deben ser cuidadosamente estudiadas,
ya que su efectividad depende de las condiciones ambientales, caracteristicas del

suelo y las relaciones con la especie vegetal.

Se aislaron tres bacterias de una composta, caracterizaron e identificaron dos
aislados de Stenotrophomonas « rhizophila y Bacillus pumilus. Presentaron
capacidad para solubilizar fosfato y para inhibir a Fusarium oxysporumy Sclerotium

cepivorum.

El sinergismo entre las tres bacterias incrementan la tasa de germinacion de
semillas de lechuga y jitomate, 24.03% y 6.29%, respectivamente. Ademas, por la
correlacion entre la altura y el grosor de tallo de las plantulas, promueve un
desarrollo saludable y plantas vigorosas. El sinergismo entre B. pumilus y S.
rhizophila2 aumenta 41.2% el grosor de tallo en lechuga, el consorcio entre los dos
aislados de S. rhizophila aumenta 43.74% la altura y 55.48% el grosor de tallo de la
acelga. S. rhizophila 'y B. pumilus aumenta mas de 100% el area foliar del chile
jalapefio y acelga, ademas, 35.1% la altura de la lechuga. En el chile jalapefo, S.
rhizophila aumenta 132.92% la altura y 61.34% el contenido de clorofila. Mientras

que en jitomate aumenta el grosor de tallo y area foliar. B. pumilus aumenta 129.95%
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el area foliar en lechuga y S. rhizophila2 aumenta 116.87% el grosor de tallo del

chile jalapefio.

Mejoramiento vegetal, ingenieria de la rizésfera, consorcios bacterianos,

solubilizadores de fosfato.
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ABSTRACT

Agriculture has the challenge of producing more food to satisfy the demand of the
population, however, agricultural systems are inadequate and insufficient." In
addition, the basic natural resources for agriculture are under pressure. So the need
arises to implement technologies focused on a rational exploitation of natural
resources and preservation of the environment, one of them being the use of soll
microorganisms with properties to promote plant growth and biocontrol. PGPB's
stimulate plant development by increasing the availability of nutrients and the
production of proteins and phytohormones. The antipathogenic agents act
antagonistically with phytopathogens, minimizing their growth. However, microbial
strains with these characteristics must be carefully studied, since their effectiveness
depends on environmental conditions, soil characteristics and relationships with the

plant species.

Three bacteria were isolated from a compost, characterized and identified two
isolates of Stenotrophomonas rhizophila and Bacillus pumilus. They showed the
ability to solubilize phosphate and to inhibit Fusarium oxysporum and Sclerotium

cepivorum.

The synergism between the three bacteria increases the germination rate of lettuce
and tomato seeds, 24.03% and 6.29%, respectively. In addition, by the correlation
between the height and stem thickness of the seedlings, promotes healthy
development and vigorous plants. The synergism between B. pumilus and S.
rhizophila 2 increases 41.2% the stem thickness in lettuce, the consortium between
the two isolates of S. rhizophila increases 43.74% the height and 55.48% the stem
thickness of the Swiss chard. S. rhizophila and B. pumilus increases more than
100% the leaf area of jalapefo pepper and Swiss chard, in addition, 35.1% the height
of the lettuce. In jalapefo pepper, S. rhizophila increases 132.92% height and

61.34% chlorophyll content. While in tomato increases the thickness of stem and
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leaf area. B. pumilus increases the leaf area in lettuce by 129.95% and S. rhizophila2

increases the stem thickness of jalapefio pepper by 116.87%.

Plant breeding, rhizosphere engineering, bacterial consortiums, phosphate

solubilizers.
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. INTRODUCCION

Actualmente, la agricultura se enfrenta al reto de producir una mayor cantidad
de alimentos para satisfacer la progresiva demanda de la poblacion mediante el
desarrollo de sistemas agricolas productivos y sostenibles (FAO, 2017). Es por esto
que el uso de nuevas tecnologias en este sector, estan siendo enfocadas a una
explotacion racional de los recursos naturales, aplicando medidas para la
preservacion del medio ambiente (Grageda-Cabrera, Diaz-Franco, Pefia-Cabriales,
Vera-Nufez, 2012).

Para contrarrestar el efecto de la rapida pérdida de la calidad ambiental a la
que nos enfrentamos se han propuesto diferentes estrategias, una de ellas es la
llamada agricultura sustentable (Creus, 2017), la cual tiene por objetivo lograr un
alto rendimiento por unidad de superficie para satisfacer la demanda creciente de
alimentos, con una disminucién del uso de productos quimicos tomando recursos
biolégicos como lo son los biofertilizantes, los cuales son preparaciones con células
de cepas microbianas eficientes para la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de

fosfato o promotoras de crecimiento (Nehra y Choudhary, 2015).

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) pertenecen a un
grupo de microorganismos benéficos que pueden ser localizadas en la rizésfera,
asociadas a las raices de ciertas plantas. Estas bacterias tienen la capacidad de
mejorar-el crecimiento vegetal y brindan proteccion contra enfermedades y factores

de estrés principalmente abidtico (Glick, 2012).

Los mecanismos mediante los cuales la PGPB estimula el crecimiento de las
plantas son diversos, pero en la mayoria de los casos, involucran la disponibilidad
de nutrientes, como la fijacion bioldgica de nitrégeno y la solubilizacién de fosfato,
brindando proteccion ante factores de estrés mediante la expresion de proteinas y
la produccion de fitohormonas, entre otros (de Souza, Ambrosini, y Passaglia,

2015). Las interacciones benéficas planta-microorganismo en la rizésfera, son
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determinantes para la salud de la planta y la fertilidad del suelo (Glick, 1995; Hamza
et al., 1994; Hegazi y Fayez, 2003; Jeffries, Gianinazzi, Perotto, Turnau y Barea,
2003), ademas, satisface la necesidad de reducir el aporte de nitrégeno para lograr
una mayor eficiencia en la produccion de cultivos (Dal Cortivo et al., 2017), ya que
ofrece una alternativa para reemplazar los fertilizantes quimicos y suplementos
(Prasad y Babu, 2017).

Algunas de las bacterias estudiadas por sus cualidades para promover el
crecimiento de las plantas son los géneros Pseudomonas spp. que se utiliza para
mejorar el crecimiento y rendimiento de cultivos (Mohamed y Gomaa, 2012;
Piromyou et al., 2011), Brevibacillus sp., el cual, aumenta el crecimiento y biomasa
de las plantas, asi como su resistencia a metales pesados, participando activamente
en la biorremediacién del suelo contaminado (Ruiz-Lozano y Azco, 2011), Bacillus
spp. que posee gran potencial para aumentar el crecimiento de las plantas y suprimir

enfermedades, entre otras (Gowtham et al., 2018).

Un antipatogénico es aquel microorganismo que interactua antagénicamente
con otro microorganismo causante de algun dafo o enfermedad a la planta (Creus,
2017). La mayoria de los productos utilizados para el control biologico de
fitopatdogenos estan elaborados a partir de bacterias, hongos, virus 0 nematodos,
los cuales, son agregados a un agroecosistema para limitar las enfermedades de

las plantas (Lazarovits, Turnbull y Johnston-Monje, 2014).

El uso de estos productos son una alternativa para dar solucion a la aparicion
de enfermedades fungicas o bacterianas que atacan a las plantas y disminuyen los
rendimientos agricolas (Pérez, Terron y Mufioz-Rojas, 2014). Actualmente, se han
utilizado bacterias como Bacillus spp. (Mansoori, Heydari, Hassanzadeh, Rezaee y
Naraghi, 2013; Shen et al., 2015; Zhang et al., 2014), Enterobacter spp. (Abbas et
al., 2014), Burkholderia sp. (Zaki, Misaghi, Heydari y Shatla, 1998) y Pseudomonas
spp. (Byrne et al., 2005; Erdogan y Benlioglu, 2010; Mansoori et al., 2013) asimismo,

actinomicetos y hongos como Streptomyces sp. (Yuan y Crawford, 1995) y
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Trichoderma spp. (Bae et al., 2016; Hanson, 2000; Howell, 2002) respectivamente,

para funciones antipatogénicas.

El sinergismo se define como “asociacion de varios érganos para realizar una
funciéon” (Emile Littré, 1878), segun la Real Academia Espafiola, se refiere a “la
accién de dos o mas causas cuyo efecto es superior a la suma de los efectos
individuales”. De acuerdo a la Teoria General de Sistemas, concebida por el
Bidlogo Ludwig von Bertalanffy en 1984, “un objeto posee sinergia cuando el
examen de una de sus partes o alguna en forma aislada no puede explicar o predecir

la conducta del todo”.

En los ecosistemas naturales, el sinergismo tiene un papel clave ya que
influyen en la productividad de las plantas, su nutricion y ademas proveen una mejor
inhibicion de los patdgenos de las plantas (Abd-Alla, EI-Enany, Nafady, Khalaf y
Morsy, 2014). Sin embargo, la compatibilidad entre diferentes cepas necesita ser

cuidadosamente determinada (Roberts et al., 2005).

El estudio entre la sinergia de Azotobacter spp., Bacillus spp., Enterobacter
spp. Y Pseudomonas spp. muestra rendimientos mas altos en comparacion con los
fertilizantes quimicos (Ali et al., 2005). La sinergia entre Azotobacter spp. y hongos
micorrizicos mejoran la altura de las plantas, asi como el niumero y peso de los frutos
(Paul, Rathi, y Tyagi, 2011). Por su parte, Azotobacter spp. y Bacillus spp., en
sinergia, mejoran el crecimiento y rendimiento de cultivos, al hacer una aplicacion

reducida de fertilizantes quimicos (Yasmin, Hafeez, Schmid y Hartmann, 2013).

Por otro lado la sinergia entre Rhizobium sp. y Trichoderma sp. ha
demostrado que se puede obtener una mayor produccién del cultivo, asi como un
aumento en el soporte de las plantas (Hannan, Hasan, y Hossain, 2013).
Azospirillum sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Enterobacter sp. y Pseudomonas sp.,
al convivir de manera sinérgica, se obtiene una recuperacion significativa del
nitrégeno fijado biolégicamente, asi como una menor incidencia de patégenos, lo

cual se ve reflejado en una buena productividad (Abbas et al., 2014). Ademas
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Azospirillum sp. en sinergia con Azotobacter sp. han arrojado resultados benéficos
en el crecimiento de las plantas cuando se agrega nitrogeno inorganico (Bilal, Ayub,
Tariq, Tahir y Nadeem, 2017). El consorcio de bacterias Azospirillum sp., Azoarcus
sp. y Azorhizobium sp., mejora el crecimiento de raices, aumenta la resistencia a la
tension ambiental y disminuye la pérdida de nitrégeno en el ecosistema agricola
(Dal Cortivo et al., 2017).

La necesidad de implementar una agricultura sustentable ha llevado a
realizar estudios sobre el efecto que generan distintos tipos de microorganismos en
cultivos de importancia agricola de acuerdo a las condiciones ambientales donde se
siembran. Es importante analizar la compatibilidad entre las diferentes cepas que
son utilizadas actualmente en cultivos agricolas para garantizar mejoras en la
movilizacion de nutrientes en el suelo, se estimule el crecimiento de los cultivos y
que ademas se obtenga un efecto antipatogénico al ser implementadas en las

practicas agricolas.
Ll Motivacion.

Se estima que en el afo 2050 el pais tendra alrededor de 150 millones de
habitantes (Consejo Nacional de Poblacién, 2014). Esta tendencia significa que la
demanda de alimentos aumentara un 60% (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacién, 2012). Por esta razén, la agricultura actual se enfrenta al reto
de obtener una produccién mayor de alimentos para satisfacer las necesidades de

la poblacion con menores costos en mano de obra (FAO, 2009).

Para mejorar los rendimientos de los cultivos, se han utilizado diversos
productos, para aumentar la cantidad de nutrientes presentes en el suelo y el control
de patdégenos. Si bien es cierto que estos productos ayudan a incrementar los
rendimientos, han traido consigo consecuencias no deseadas, como el aumento de
la contaminacién ambiental, la degradacion del suelo (Grageda-Cabrera et al., 2012)
y ademas perjudica a la microbiota, la cual ayuda a mantener el equilibrio del suelo

y, mediante su actividad metabdlica, proporcionan metabolitos que pueden utilizarse
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como fertilizantes (Creus, 2017). Esta situacion ha traido consigo una disminucion
en la superficie apropiada para la agricultura ocasionada por el dafio que sufre por
este tipo de productos, dejando sin nutrientes suficientes para que sea cultivable,
ademas de problemas ecoldgicos, economicos y sociales (Grageda-Cabrera et al.,
2012).

Se estima que el 10.92% de la tierra en el mundo es cultivable, no obstante,
se esta utilizando un 37.5% para fines agricolas. En el caso de México estos
porcentajes son aun mayores, con un 11.83% y 54.89% respectivamente (FAO,
2012). Una de las consecuencias de la sobreexplotacion de las tierras cultivables,
tanto para agricultura en campo abierto, como en agricultura protegida, es el
deterioro del suelo, cerca del 33% de la tierra 'se encuentra de moderada a
altamente degradada (FAOb, 2016).

En México se tiene registrado que cerca del 64% de la tierra presenta cierto
grado de deterioro y solo el 36% no lo presenta (Secretaria de agricultura y
desarrollo rural, 2012), provocando afectacion en la microbiota del suelo, una
disminucion en el crecimiento de los cultivos y en los niveles de fijacion biolégica

del nitrégeno (Vargas, Esquivel, y Garcia, 2002).

Por otra parte, se encuentran los agentes fitopatdgenos, los cuales
promueven enfermedades y deterioro en el crecimiento de los cultivos (Feijoo,
2016). Se estima que cada afio se pierden rendimientos entre 20% y 40% en los
cultivos internacionales por plagas y enfermedades de las plantas, representando
costos a la economia mundial de alrededor de 220 000 millones de ddlares anuales
(FAO, 2019).

En base a esto se han planteado diferentes propuestas como la inoculacion
de ciertos microorganismos que ayudan al crecimiento y a la fijacion de nitrégeno,
sin embargo, los estudios sobre la sinergia entre dos 0 mas microorganismos siguen
siendo escasos. Lo que nos lleva a la necesidad de estudiar la sinergia entre

microorganismos que cuenten con la capacidad de promover el crecimiento vegetal
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mediante diferentes mecanismos y que ademas participen en la agricultura como
agentes de biocontrol o antipatogénicos. Evaluando ademas su efectividad en las

condiciones ambientales de la region.
Il. ANTECEDENTES
1.1 Agricultura, situacién actual.

Actualmente, la agricultura y la seguridad alimentaria enfrentan grandes
desafios tales como el incremento de la poblacién y el aumento de ingresos en los
paises desarrollados que acrecientan la demanda de productos agricolas (FAOa,
2016). Se estima que para satisfacer las necesidades alimentarias de la poblacién
en el 2050 sera necesario que el rendimiento de produccion agricola y ganadera
mundial anual sea 60% mayor que en el 2006 (Alexandratos y Bruinsma, 2012),
minimizando, a su vez, los costos de mano de obra e insumos con la finalidad de
contribuir en la accesibilidad a los alimentos (FAOa, 2016). Ademas, la calidad de
los cultivos es una preocupacion creciente en la demanda de los consumidores,
buscandose cultivos mas ricos en nutrientes minerales, antioxidantes u otros
metabolitos, ya que representan alta calidad y reducen el riesgo de enfermedades
cronicas (Timmusk, Behers, Muthoni, Muraya y Aronsson, 2017). Los cultivos de
alta calidad son mas rentables para los agricultores comparados con los cultivos
convencionales, sin embargo, los métodos existentes para mejorar la calidad de los
cultivos agricolas se limitan a la reproduccién mediante un régimen de fertilizacion

y practicas agricolas tradicionales (Kong, Hart, y Liu, 2018).

Las practicas agricolas convencionales como la labranza, el uso excesivo de
fertilizantes quimicos, pesticidas y el monocultivo, disminuyen la calidad de los
ecosistemas agricolas, del suelo y de la salud humana (Hartman et al., 2018). Si
bien es cierto, la intensificacion agricola ha dado lugar a un aumento en la
produccion de cultivos basicos como el trigo, arroz y maiz, dando lugar a una mayor
seguridad alimentaria a la poblacién creciente (Godfray et al., 2012), también ha

causado muchos efectos adversos en el medio ambiente tales como el aumento de
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las emisiones de gases de efecto invernadero, lixiviacion de nutrientes por el uso
excesivo de fertilizantes (Matson, Parton, Power y Swift, 1997), mayor erosion del
suelo (Pimental et al., 1995), efectos perjudiciales sobre la biodiversidad (Vitousek,
Mooney, Lubchenco y Melillo, 1997) y la sobreexplotacion de mantos acuiferos
(Zhong, Sun, Fischer, Tian y Liang, 2019), lo cual, disminuye la capacidad para el

aumento de rendimiento agricola que se necesita (FAO, 2017).

Para contrarrestar la pérdida de calidad ambiental se han propuesto diversas
estrategias, una de ellas es la agricultura sustentable, cuyo objetivo es aumentar la
produccion agricola, disminuir el uso de agroquimicos y aprovechar el potencial
biolégico de plantas y microorganismos presentes en el suelo (Creus, 2017),
principalmente en la rizésfera, que es la porcion del suelo donde se llevan a cabo
las interacciones bioquimicas y biologicas-de las raices de las plantas con los

microorganismos que ahi proliferan y compiten (Cano, 2011).
LIl Larizésfera y su importancia en la agricultura

El primer habitat donde se relacionan las particulas del suelo y las raices de
las plantas es la rizésfera, la cual, constituye el primer contacto entre los
microorganismos del suelo y las plantas. En esta zona de interaccion entre la planta
y el suelo hay una-comunicacion muy importante que ejerce un alto impacto en el
flujo del carbono 'y su transformacion, asi como de otros componentes del suelo que
son utilizados por las plantas como alimento (Ahkami, White Ill, Handakumbura y
Janson, 2017). Asi mismo, hay una relacion muy estrecha entre la composicion y
abundancia de los exudados de las raices de las plantas con las propiedades
estructurales y funcionales de los microorganismos que lo habitan (White et al.,
2017). Por lo cual, mas que considerarse una region, es catalogada como un
gradiente de cualidades fisicas, quimicas y biologicas a través de la raiz (York,

Carminati, Mooney, Ritz y Bennett, 2016).

La composicion de la rizésfera es influenciada por el metabolismo de las

plantas al excretar fotosintatos y algunas fitohormonas que pueden servir de
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comunicaciéon con los microorganismos que ahi habitan. Las interacciones
benéficas de las plantas con dichos microorganismos traen consigo efectos
favorables, como la supresién de enfermedades, un aumento en la disponibilidad y
absorcidén de nutrientes, y una intensificacion en la inmunidad de la planta ante
factores de estrés bidticos y abidticos (Huang et al., 2014). Asi mismo, los
microorganismos y su actividad en la rizésfera determina la disponibilidad de
nutrientes e influyen significativamente en la salud y productividad de las plantas
(Jeffries et al., 2003; Singh et al., 2016).

Entre los principales microorganismos presentes en la rizosfera se
encuentran asociaciones de diazoétrofos, que son bacterias que tienen la capacidad
de fijar nitrogeno, las cuales influyen en el estado nutricional del sistema planta-
suelo (Hegazi y Fayez, 2003). Ademas; microorganismos que estimulan el
crecimiento vegetal mediante la produccion de fitohormonas y compuestos que
ocasionan estrés a la planta (Glick, 2014), asi como mecanismos moleculares que
le facilitan la adquisicion de recursos a partir de los propios metabolismos
microbianos (Creus, 2017). Por otro lado, ciertos microorganismos actian como
agentes de control de patdgenos, debido a la sintesis de sideréforos, antibidticos o

bactericidas, entre otros antagénicos (Kilian et al., 2001).

Al conocer los microorganismos que habitan en cada region y benefician el
crecimiento vegetal asi como el control biolégico, éstos pueden ser utilizados para
mejorar las caracteristicas de la rizosfera y aumentar rendimiento, calidad y
caracteristicas de los cultivos, no obstante, esto debe ser cuidadosamente

estudiado.
LIl Ingenieria de la rizésfera y su aplicacion en la agricultura.

La ingenieria de la rizosfera se basa en el disefio y manipulacion del ambiente
fisico y quimico en la rizésfera para lograr efectos que beneficien a las plantas y al
medioambiente (Lambers, Mougel, Jaillard y Hinsinger, 2009). En la agricultura esto

es utilizado como un medio para alcanzar mejoras en el rendimiento y calidad de
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los cultivos (Orozco-Mosqueda, Rocha-Granados, Glick y Santoyo, 2018), asi como
optimizar la capacidad de retencion de agua, el ciclo de nutrientes y la resistencia a
patdgenos (Shen et al., 2015).

Una de las aplicaciones de la ingenieria de la rizésfera se centra en gestionar
y manipular las comunidades microbianas para buscar la salud de las plantas, de
acuerdo al papel que tienen los microorganismos en la formacion de materia
organica en el suelo, la mineralizacién y solubilizaciéon de nutrientes, asi como la

resistencia a ciertas plagas (Wallenstein, 2017).

Actualmente la capacidad que se tiene para administrar y manipular las
comunidades microbianas en la rizésfera es reducido, siendo la inoculacién la
manera mas directa de hacerlo. Sin embargo, estos indculos, si bien muestran
buenos resultados en condiciones de laboratorio e invernadero, no son
reproducibles bajo condiciones naturales en el campo (Verbruggen, Heijden, Rilling
y Kiers, 2013). Esto se debe a que la rizosfera es un sistema complejo de

componentes bioldgicos, quimicos y fisicos que interactuan estrechamente.

La ingenieria de la rizésfera exitosa requiere una perspectiva de sistemas
(Figura 1), requiere del disefio de una rizosfera interactiva, que mejore la eficiencia
y sostenibilidad dela produccion de cultivos mediante las interacciones simbidticas
y sinérgicas entre las plantas, el suelo y los microorganismos presentes
(Wallenstein, 2017).

A B C

Figura 1. Ingenieria de la rizosfera. A) ecosistema natural. B) ecosistema degradado por la agricultura intensiva y uso de
fertilizantes. C) diserio de la rizosfera mediante la inoculacion de comunidades microbianas.
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ILIV  Biofertilizantes.

Una alternativa que surge para minimizar la problematica de la agricultura es
el uso de biofertilizantes preparados con microorganismos, que son aplicados al
suelo y/o planta, con la finalidad de sustituir parcial o totalmente la fertilizacion
quimica (Bojérquez et al., 2010). Ademas pueden ser utilizados por sus efectos
sinérgicos como un medio para suprimir insectos y enfermedades de las plantas,
para mejorar la calidad y rendimiento de los cultivos; asi como reducir la mano de
obra (Higa y Wididana, 1991; Higa y Parr, 1994).

Este tipo de biofertilizantes se han suministrado.en forma de indculos, los
cuales, son preparaciones de microorganismos benéficos, ya sean fitoestimulantes,
biofertilizantes o agentes de biocontrol utilizados en las practicas agricolas
sustentables (Creus, 2017), que representan una herramienta biotecnoldgica
sistémica (Glick, 1995; Zavala-Gonzalez et al., 2015); y pueden ser de un solo
microorganismo (Gravel, Antoun y Tweddell, 2007; Raj et al., 2003) o de una
combinacion de éstos (Afzal y Bano, 2008; Aslam, Hussain y Qazi, 2016; Sharma,

Kashyap, Srivastava, Bansal y Kaushik, 2019; Yasari y Patwardhan, 2007).

La inoculacién de microorganismos en el suelo agricola contribuye en la
mejora de la microbiota y sus propiedades fisicas, asimismo disminuye costos en

produccion y aumenta el rendimiento de los cultivos (Arias, 2010).

Se ‘han encontrado y probado un numero considerable de especies
bacterianas asociadas a la rizésfera de la planta y que han sido benéficas para la
vegetacion, tales como Acinetobacter sp., Alcaligenes spp., Arthrobacter sp.,
Azobacter spp., Azosprillum spp., Bacillus spp, Beijerinckia sp., Burkholderia spp.,
Chryseobacterium sp, Enterobacter spp., Erwinia sp., Flavobacterium spp., Frankia
sp., Gluconacetobacter spp., Herbaspirillum sp., Klebsiella spp, Mycobacterium
spp., Paenibacillus spp., Phyllobacterium spp., Pseudomonas spp., Rhizobia sp.,
Rhizobium spp., Serratia spp., Sinorhizobium sp., Sphingomonas sp., Streptomyces

sp., Variovorax sp., entre muchas otras conocidas por sus efectos benéficos para el
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crecimiento y salud de las plantas (Bashan, Kloepper, de-Bashan y Nannipieri, 2016;
Divi, Rahman y Krishna, 2016; Huang, de-Bashan, Crocker, Kloepper y Bashan,
2017; Li et al., 2016; Lopez-Gomez, Hidalgo-Castellanos, Lluch y Herrera-Cervera,
2016; Syranidou et al., 2016; Teng, Wang, Li, Liy Luo, 2015; Zhou et al., 2015).

Los microorganismos que comprenden el indculo deben coexistir y ser
fisioldgicamente compatibles y mutuamente complementarios, para que de esta
manera sus efectos benéficos individuales sean potenciados de manera sinérgica
(Higa y Parr, 1994). Las especies son capaces de coexistir cuando conviven en un
mismo ecosistema sin inhibirse debido a que hay una division de recursos entre
ellos, por la existencia de una o mas diferencias significativas en el total de recursos
bidticos y abiodticos utilizados por cada especie (Byrne et al., 2005). Los
microorganismos son mutuamente complementarios cuando sus funciones se ven
beneficiadas o potenciadas al compartir-un. mismo medio (Gonzalez y Roldan,
2003).

Es importante evaluar diferentes microorganismos de la rizosfera de cada
regién con distintas propiedades, que pueden beneficiar las caracteristicas del suelo
y el crecimiento vegetal, tales como, fijadores de nitrogeno o diazétrofos, bacterias

promotoras de crecimiento y antipatogénicos.
ILV  Microorganismos fijadores de nitrégeno.

La fijacion biolégica del nitrégeno, es la reacciéon en la que se reduce el
nitrdgeno atmosférico gaseoso a amonio, el cual puede ser aprovechado por las
plantas como nutriente (Bellenger, Xu, Zhang, Morel y Kraepiel, 2014; Vitousek et
al;, 2002; Wang et al., 2018).

La fijacion biolégica del nitrogeno fue observada principalmente en las
leguminosas debido a la presencia de “nudos” de la raiz inducidos por fermentos,
mas tarde, se encontrd que eran microorganismos asociadas a las plantas capaces

de realizar esta actividad como Rhizobium sp., Azotobacter sp., Clostridium
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pasteurianum (Nutman, 1987), Mesorhizobium sp., Bradyrhizobium sp.,
Azorhizobium sp., Allorhizobium sp. y Sinorhizobium sp. (Bhattacharjee, Singh y
Mukhopadhyay, 2008). Todos los microorganismos fijadores de nitrdgeno poseen la
enzima nitrogenasa, que es la encargada de llevar a cabo esta reaccion (Betancourt,

Loveless, Brown y Bishop, 2008).

Los microorganismos mas eficientes son los que se asocian con las plantas
por medio de “nddulos” presentes en la raiz, este tipo de simbiosis se da
principalmente con leguminosas (Zahran, 1999). No obstante existen también
diazétrofos de vida libre, o asimbidticos como Azotobacter (Kader, Mian y Hoque,
2002) que ademas es promotora de crecimiento (Remus, Ruppel, Jacob, Hecht-
Buchholz y Merbach, 2000), sideroforo (Suneja, Lakshminarayana y Narula, 1994),
fungicida (Lakshminarayana, 1993) y solubilizador de fosfato (Narula et al., 2000).
Asi mismo cierto tipo de cianobacterias, que ademas de fijar nitrdgeno potencia la
produccion de metabolitos secundarios, retienen humedad en el suelo y promueven

la captacion de nutrientes en las plantas (Al-Khiat, 2006; Capone et al., 2005).

Principalmente, los fijadores de nitrégeno han sido utilizados como
biofertilizantes en simbiosis con algunas leguminosas (Araujo, Diaz-Alcantara,
Velazquez, Urbano y Gonzanez-Andrés, 2015; Costa et al., 2014; Fernandes,
Fernandes y Hungria, 2003; Menna, Barcellos y Hungria, 2009; Ramsubhag,
Umaharan y Donawa, 2002). Y se encuentran diversas investigaciones en las que,
tras su inoculacion en diferentes tipos de plantas, se observa un incremento de
biomasa.y rendimiento (Biswas, Ladha y Dazzo, 2010; Cakmakgi, Kantar y Sahin,
2001; Rodrigues et al., 2008; Taylor, Dobbelaere, Vanderleydeny Okon, 2003).

Las bacterias fijadoras de nitrégeno han sido evaluadas en leguminosas
(Simms et al, 2006), no leguminosas (Muthukumarasamy, Revathi vy
Laksminarasimhan, 1999; Yanni et al., 2013; Zaheer et al., 2016), plantulas de arroz
estéril (Yanni, 1997; Prayitno et al., 1999), como sustitutos de urea en el cultivo de

arroz y otros cereales (Baldani, Baldani y Dd&berenier, 2000; Govindarajan,

35



Balandreau, Muthukumarasamy, Revathi y Lakshminarasimhan , 2006), cafeto
arabigo (Colina-Navarrete et al., 2017), cafia de azucar (Pérez y Casas, 2005), mijo
o Echinochloa frumentacea (Mathiyazhagan et al., 2004), trigo (Cracogna, Iglesias,
Diaz, Gonzélez y Carbajal, 2003), mangle y sandia, incrementando la altura de las
plantas, numero de hojas y nodos (Galindo et al., 2005), diferentes genotipos de
sorgo (Yoon et al., 2016), pasto varilla (Lowman, Kim-Dura, Mei y Nowak, 2016),
haba de soya (Sanz-Saez, Heath, Burke y Ainsworth, 2015), maiz (Fox et al., 2016),
pasto Ray Grass (Freire, Koch, y Salvador, 2016) y pepino (Hao y Chen, 2017).
Ademas, se han utilizado para la rehabilitacion agricola de los suelos con deficiencia
de nitrégeno (Biswas et al., 2010; Ning et al., 2017; Lowman et al., 2016; Prayitno
et al., 1999) y contaminados, aumentando asi, el rendimiento de los cultivos (Aslam
etal., 2016).

IlLVI Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB)

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB’s por sus siglas en
inglés) colonizan las raices de las plantas y promueven su crecimiento a través de
diversas actividades, tal como la movilizacion de nutrientes insolubles permitiendo
una mayor disponibilidad para las plantas (Adesemoye y Kloepper, 2009; Esitken et
al., 2010; Richardson, Barea, McNeill y Prigent-Combaret, 2009), aumento en la
disponibilidad de hierro en la rizésfera mediante la produccion de sideréforos
(Kloepper, Lifshitz 'y Zablotowicz, 1989), los cuales, son compuestos quelantes de
hierro secretados por PGPB’s utiles para la nutricion vegetal (Carrillo-Castafieda et
al., 2002; de la Garza y Pacheco, 2010; Kraemer, Crowley y Kretzschmar, 2006);
liberacion de hormonas de crecimiento (Aslantas, Cakmakgi y Sahin, 2007; Naiman,
Latrénico y Garcia de Salamone, 2009) y un aumento en la tasa de fotosintesis
(Zhang, Dashti, Hynes y Smith , 1997).

La promocion del crecimiento vegetal mediante PGPB’s se encuentra bien
documentada, este tipo de bacterias utilizan diferentes mecanismos para mejorar el

crecimiento y desarrollo de las plantas bajo diferentes condiciones en todo el
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mundo. Poseen mecanismos directos e indirectos que facilitan la absorcién de
nutrientes o aumentan su disponibilidad mediante la fijacion de nitrégeno, la
solubilizacion de nutrientes minerales, mineralizan compuestos organicos y la
produccion de fitohormonas. Ademas, algunas de ellas tienen la capacidad de
suprimir el crecimiento de agentes patdgenos. La formacion de zonas de inhibicién
puede deberse a la accion de componentes bioldégicamente activos como enzimas
quinoliticas, laminarinasa, celulosa, HCN, antibidticos y sideréforos (Kumar,

Maurya, Raghuwanshi, Meena y Tofazzal, 2017).

Las PGPB’s son consideradas un enfoque prometedor y-ecoldgico para lograr
una fertilidad sostenible del suelo y el crecimiento de las plantas de manera
indirecta, ademas del control biolégico de los fitopatégenos, minimizando el uso de

agroquimicos (Gupta, Parihar, Ahirwar, Snehi y Singh, 2015).

Han sido muchas las investigaciones que se han realizado para evaluar la
actividad promotora de crecimiento de diversos microorganismos, tales como el
realizado para Psedomonas putida y Bacillus megaterium que aumentan la
concentracion de acido indol-acético en el garbanzo obteniéndose un efecto positivo
en la cantidad de biomasa de la planta (Pérez-Fernandez y Alexander, 2017),
Paenibacillus polymyxa mejora el contenido de aminoacidos en el repollo (Dursun
etal., 2017) y se le atribuye la capacidad de producir hormonas, tales como auxina,
sideroforos y antibioticos, asi como la solubilizacién y mineralizacion de nutrientes
(Aeron, Kumar, Pandey y Maheshwari, 2011; Ahmad, Ahmad y Khan, 2008;
Goswami, Dhandhukia y Thakker, 2016), por su parte Serratia spp. incrementa el
rendimiento en el crecimiento de las cosechas en suelos con deficiencia de

nutrientes (Zaheer et al., 2016).

Bacillus spp. provoca efectos como la tolerancia a la sal, produccion de
fitohormonas, solubilizacion de fosfato, produccion de sideréforos y produccion de
metabolitos antibioticos (Egamberdieva et al., 2016), la inoculacion de Brevibacillus

spp. en semillas de algodon provoca un crecimiento significativo debido a su
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actividad como solubilizador de fésforo, productor de acido indol acético, reductor
de acetileno y su actividad antifungica (Nehra, Saharan y Choudhary, 2016) y
bacterias como Enterobacteriaceae sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp. y Pantoea
sp. tienen la capacidad para fijar nitrégeno, solubilizar fosfato, producir acido indol
acético y quitinasa con lo cual promueven el crecimiento en plantas de maiz
(Rodrigues et al., 2016).

Asimismo, se ha encontrado que los microorganismos que producen la
enzima ACC desaminasa promueven directamente el crecimiento de las plantas,
ejercen proteccion ante inundaciones, sequia, sal, marchitamiento de las flores,
metales, contaminantes organicos y patdogenos bacterianos y fungicos (Glick, 2014).
Sin embargo, los efectos que producen este tipo de microorganismos dependen del
tipo de suelo y las condiciones del cultivo (Inostroza, Barra, Wick, Mora, y Jorquera,
2017).

Las bacterias promotoras de crecimiento pueden convertirse en un pilar de la
agricultura, al modificar las sustancias quimicas en el suelo mejorando las

condiciones de cultivo (Glick, 2012).
ILVII Microorganismos antipatogénicos o agentes de biocontrol.

Los microorganismos antipatogénicos son aquellos que interactuan
antagdénicamente con otro microorganismo que causa algun dafo o enfermedad a
la planta. Una de las causas principales de enfermedad en las plantas son los
organismos patdgenos, que provocan debilitamiento, alteraciéon o inhibicién del
metabolismo por secrecion de toxinas y bloqueo de translocacién de nutrientes y
agua hacia la planta (Agrios, 1995). Por otro lado existe un grupo importante de
hongos y bacterias que presentan efectos antagénicos con otros microorganismos
y esta accion es utilizada para el control biologico de patdgenos en los cultivos
(Fernandez-Larrea, 2001). Estos contribuyen a la atenuacién de los dafios que

causan las enfermedades mediante diferentes modos de accion que les permiten
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ejercer su efecto biorregulador o inhibitorio (Infante, Martinez, Gonzalez y Reyes,
2009).

Entre los microorganismos antipatogénicos mas utilizados se encuentranlas
bacterias de los géneros Pseudomonas spp. y Bacillus spp., asi como hongos de
los géneros Gliocladium sp. y Trichoderma sp., siendo éste ultimo el mas utilizado
para el control de un grupo importante de patégenos del suelo (Fernandez-Larrea,
2001). Los principales mecanismos de accion de estos microorganismos son la
competencia por nutrientes y espacio (Armando et al., 2013; Dal Bello, M6naco y
Simon, 2002; Khan, Schisler, Boehm, Slininger y Bothast, 2007; Popiel, Kwasna y
Chetkowski, 2008; Schisler, Khan, Boehm y Slininger, 2007), efectos antagonicos
(Bujold, Paulitz y Carisse, 2007; Kosawang et al., 2014), micoparasitismo (Lutz,
Feichtinger, Défago y Duff, 2003; Naef, Senatore y Défago, 2006; Xue et al., 2009;
Xue et al., 2014), y mediante la produccién de metabolitos secundarios y antibiosis
(Hajieghrari, Torabi-giglou y Mohammadi, 2008; lulian y Dobre, 2015; Pal, Tilak,
Saxena, Dey y Singh, 2001; Wang et al., 2015).

Algunas investigaciones sugieren que Aureobasidium pullulans actua como
un potente agente de biocontrol contra Phytophthora infestants en tomate, debido a
que produce metabolitos volatiles y no volatiles que disminuyen el crecimiento de
patégenos (Di Francesco, Milella, Mari y Roberti, 2017). Trichoderma spp. actua
como antagonista de Sclerotinia minor 'y S. sclerotiorum en lechuga (Elias et al.,
2016); sin. embargo, su actividad para el control de plagas en los cultivos depende
de la cepa utilizada (Martinez, Infante y Reyes, 2013), Paenibacillus sp. estimula los
mecanismos de defensa de las plantas a través de su elicitor: lipopolipéptido de
paenimixina en contra de la mancha foliar de Septoria spp. (Samain, van Tuinen,
Jeandet, Aussenac y Selim, 2017), mientras que microorganismos como Bacillus
spp., Pseudomonas spp., Paenibacillus spp. tienen una actividad potencial contra
Fusarium verticillioides debido a que tienen la capacidad de producir glucanasas,

proteasas y quitinasas (Figueroa-Lépez et al., 2016).
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La inoculacién de Bacillus thuringiensis actia como insecticida microbiano
contra diferentes plagas de insectos en la agricultura (Jouzani, Valijanian y Sharafi,
2017), mientras que Bacillus subtilis contiene células y lipopolipéptidos especificos
contra patégenos fungicos que causan enfermedades en los cultivos (Arroyave-
Toro, Mosquera y Villegas-Escobar, 2017). Por otro lado Clonostachys rosea ejerce
una actividad de biocontrol del 80% contra Fusarium circinatum (Moraga-Suazo y
Sanfuentes, 2017). Pseudomonas putida es utilizada como control biologico de

Rhizoctonia en cultivos de pepino (Ohno et al., 2011).

Streptomyces galilaeus ha sido estudiada para el control de la enfermedad
del nudo de raiz y para suelos infestados por nematodos encontrandose que su
inoculacion aumenta la biomasa del cultivo y es un potente agente de biocontrol
(Nimnoi, Pongsilp y Ruanpanun, 2017), asimismo se ha estudiado su eficacia en el
control de Fusarium en cultivos de chile jalapefio (Robles-Hernandez et al., 2015).
Y, finalmente Beauveria bassiana ejerce un control biolégico del 98% contra
Phthorimaea operculella después de 10 dias de su inoculacion en plantios de papa
(Yuan, Lei, Rondon y Gao, 2017).

ILVIII Sinergismo microbiano y su uso en la agricultura.

En la agricultura, los microorganismos son utilizados por sus efectos
sinérgicos, como inoculantes de leguminosas para potenciar la fijacion y absorcién
de nitrégeno, como un medio para suprimir insectos y enfermedades de las plantas,
para mejorar la calidad y rendimiento de los cultivos; asi como reducir la mano de
obra (Higa y Wididana, 1991; Higa y Parr, 1994).

El sinergismo se define como “asociacién de varios drganos para realizar una
funcién” (Emile Littré), no obstante, segun la Real Academia Espafiola, se refiere a
“la accion de dos (0 mas) causas cuyo efecto es superior a la suma de los efectos
individuales, llegando a la concepcion aristotélica donde enfatiza la importancia del
todo, que es mas grande que la suma de las partes”. Sin embargo, en 1976, con la

Teoria General de Sistemas, concebida por el Bidlogo Ludwig von Bertalanffy, se
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define que “un objeto posee sinergia cuando el examen de una de sus partes o
alguna en forma aislada no puede explicar o predecir la conducta del todo”. Por su
parte, Kurt Lewin, psicélogo, define sinergismo cuando la suma de las partes es

diferente del todo.

La sinergia deriva de las conexiones entre las acciones y puede ser de
influencia cuando acciones procedentes de causas distintas se refuerzan para
provocar una distinta; y de dependencia o causalidad, cuando la aparicion de una
accion esta condicionada por la aparicion de otras. Se puede producir sinergia entre
acciones de una misma actividad y entre actividades distintas (Orea y Villarino,
2013).

Las interacciones sinérgicas son de crucial importancia dentro del sistema
sostenible de cultivo agricola, ya que a través de ellas se mantiene la fertilidad del
suelo y la salud de las plantas, utilizando inoculantes con microorganismos que
conviven en sinergia (Artursson, Finlay y Jansson, 2006). Estas interacciones entre
los microorganimos de la rizsfera beneficia el crecimiento vegetal debido al
aumento de absorcion de nitrogeno y fésforo, estimado en biomasa de las plantas,
lo cual se traduce a un indice aumentado en la disponibilidad de nutrientes en el
suelo, supervivencia de plantas, contenido de materia organica en el suelo y la
capacidad de retencion de agua (Matias et al., 2009). Este efecto, se ve expresado
ademas, en la potencializacién de los efectos supresores de enfermedad vy

estimulacion del crecimiento vegetal (Cano, 2011).

Las inoculaciones combinadas de microorganismos eficaces, que sean
fisiologica y ecologicamente compatibles entre si aumenta la probabilidad de
cambiar el equilibrio microbiolégico del suelo y controlarlo, para favorecer el
crecimiento, el rendimiento y la salud de los cultivos. Una vez que estos indculos se
establecen, sus efectos beneficiosos individuales pueden verse potenciados de
manera sinérgica (Higa y Parr, 1994). Se ha reportado que las inoculaciones

combinadas de microorganismos fijadores de nitrdgeno con bacterias
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solubilizadoras de fosfato son mas eficaces que la inoculacibn de un solo
microorganismo para promover el crecimiento vegetal y proporcionar una nutricion
mas equilibrada en diversos tipos de cultivos (Cakmakgi et al., 2001; Madhaiyan,
Poonguzhali, y Kang, 2010; Valverde et al., 2006).

Se han llevado a cabo varias investigaciones para el analisis de la sinergia
entre las bacterias fijadoras de nitrégeno y los hongos micorrizicos en varias
especies vegetales (Awasthi et al., 2011; Geneva et al., 2006; Siviero. et al., 2008).
Asimismo, se ha encontrado que estos microorganismos tienen la capacidad de
interactuar de manera sinérgica para estimular el crecimiento de las plantas a través
de la adquisicion mejorada de nutrientes y la inhibicion de patégenos fungicos
(Artursson et al., 2006).

Se ha evaluado también el efecto de inocular P.chlororaphis, B. megaterium
en diversos cultivos, siendo estas  bacterias solubilizadoras de fosfato en
combinacion con A. pascense que es fijadora de nitrégeno en arbol de nuez, y se
observa una aumento en la altura de la planta y en el peso seco (Yu, Liu, Zhu, Liu 'y
Mao, 2012). Resultados experimentales han demostrado la compatibilidad y
sinergia entre G. mosseae y B. subtilis, lo cual sugiere que este consorcio
microbiano puede ser utilizado para aumentar el crecimiento, rendimiento vy
contenido de principios activos en A. annua (Awasthi et al., 2011). Por otro lado, las
cepas microbianas Bacillus megaterium y Pseudomonas putida inoculadas en
sistemas agricolas organicos indican compatibilidad cruzada y reducen la aplicacion

de fertilizantes inorganicos (Rajeela, Gopal, Gupta, Bhat y Thomas, 2017).

El estudio de la sinergia en los in6culos combinados requieren especial
atencion, ya que, existe la probabilidad de que un antagonista fungico lo sea
también para hongos beneficiosos para la planta (Vazquez, César, Azcon y Barea,
2000). Asimismo, representa un desafio significativo, debido a que se deben tener
en cuenta diversos factores, tales como: el comensalismo, la competencia, la

depredacion, la falta de interaccion, la cooperacion y el amensalismo (Ahkami et al.,
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2017). Minimizando el parasitismo y la competencia, mientras se maximizan los

efectos benéficos y la cooperacion entre los microorganismos (Foster y Bell, 2012).

Los aislamientos dentro de una region geografica delimitada bajo un proceso
de seleccion natural pueden ser utilizados para desarrollar bioinoculantes
especificos para cultivos y condiciones agroclimaticas de diferentes zonas del
mundo (Kumar et al., 2017). Esto significa que, las cepas a utilizar como inoculantes
son especificas para cada regién, es por ello que es importante hacer una seleccién
de cepas nativas, adaptadas a las condiciones climatologicas y caracteristicas del
suelo, que presenten rasgos como promotoras de crecimiento y antagonismo
bacteriano o biocontrol. No obstante, es necesario evaluar cada una de ellas para

conocer sus alcances y propiedades para el tipo de suelo y tipo de cultivar.

ILIX Descripcion de especies bacterianas y vegetales a utilizar en este

trabajo.
Bacillus pumilus

Bacillus pumilus es ‘una bacteria presente comunmente en el suelo e
interactla especificamente con las raices de las plantas en la rizosfera (Mafiero,
Acero, Lucas y Probanza, 1996). Es un bacilo aerobio Gram positivo formador de

esporas (Priest, 1993)

La cepa Bacillus pumilus presenta actividad promotora de crecimiento
vegetal cuyo cultivo acumula giberelinas bioactivas en cantidades relativamente
altas y son fisiolégicamente activas en especies vegetales hospederas, provocando

elongacion en el tallo de plantulas de aliso (Gutierrez-Mariero et al., 2001).

Esta cepa puede ser utilizada como bio-inoculante para la produccion de
biofertilizantes con el fin de aumentar el rendimiento de cultivos de trigo (Yasmin et
al., 2013), tiene capacidad para proveer tolerancia a la salinidad en plantas de arroz

(Khan et al., 2016), confiere resistencia a plantas de tomate con estrés por boro a
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través de actividad antioxidante inducida (Sirajuddin et al., 2016), aumenta entre un
24% y 34% el rendimiento de maiz en pruebas de campo, ademas, solubiliza fosfato
y produce acido indol acético in vitro (Breedt, Labuschagne, y Coutinho, 2017),
aumenta significativamente el crecimiento de plantulas de arroz de 21 dias, aunado
a un aumento en el contenido de clorofila, altura, niumero de macollos y biomasa
cuando se usa en combinacion con fertilizantes nitrogenados, ademas, promueve
el crecimiento de raices, o que aumenta la absorcién de nutrientes del suelo (Win,
Ohkama-Ohtsu y Yokoyama, 2018).

En cultivos de amaranto a bajas temperaturas, el cebado de las semillas con
un inoculo de B. pumilus aumenta el rendimiento de grano, aumenta
significativamente la disponibilidad de nutrientes en el suelo y su absorcién (Pandey,
Negi, Maheshwari, Rawat y Prabha, 2018). Mejora el crecimiento de Glycyrrhiza
uralensis en condiciones de sequia mediante el aumento de metabolitos y
antioxidantes (Xie, Chu, Zhang, Langy Zhang, 2019). Ademas, aislados bacterianos
de B. pumilus son capaces de producir celulasas, amilasas, pectinas, lipasas,
proteasas y sideroforos, lo que le confiere a las plantas de banano un aumento en

altura, longitud de raiz, masa seca de la raiz y area de la hoja (da Silva et al., 2018).

Por otra parte; B. pumilus posee la capacidad de tolerar altos niveles de sal,
entre 8 y 10% de NaCl, forma endosporas y muestra una actividad antifungica de
amplio espectro, por lo cual, juega un papel importante para manejar patdégenos en
las plantas en condiciones salinas y exhibe rasgos de promocién de crecimiento

vegetal invitro (Sharma et al., 2019).

Como agente de biocontrol, las esporas de B. pumilus presentan la enzima
quitinasa activa, que es capaz de inhibir el crecimiento de los hongos Rhizoctonia
solani y Trichoderma harzianum (Rostami et al., 2017), la cepa bacteriana confiere
resistencia al maiz contra dafio causado por larvas de gusano de la raiz del maiz
occidental (Disi, Kloepper, y Fadamiro, 2018), asi mismo, un estudio mostré que el

recubrimiento bacteriano de semillas de maiz con B. pumilus puede desempefiar un
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papel importante en la configuracion de las interacciones tritroficas subterraneas,
siendo util para el manejo del gusano de raiz del maiz (Disi, Mohammad, Lawrence,
Kloepper y Fadamiro, 2019), finalmente, tiene buena eficacia de control bioldgico
contra el marchitamiento bacteriano del tomate causado por Ralstonia
solanacearum debido a la atenuacion de virulencia por la secrecion de pumilacidina,
ademas, la liberacion de otros metabolitos secundarios resistentes al calor inhiben
la motilidad de contraccion y enjambre, ademas de la expresion de genes tipicos de

virulencia de R. solanacearum (Shen, Xia, Yin, Zhao y Kang, 2018).

B. pumilus es capaz de metabolizar de manera efectiva el herbicida
isoproturon fenilurea, utilizado ampliamente como pesticida en la agricultura
convencional, por lo que podria emplearse para el desarrollo de tecnologia de

biorremediacion en campos de cultivo (Giri et al., 2017).

Por todo lo anterior, la cepa bacteriana de B. pumilus es una alternativa como
bio-inoculante en diversos cultivos, con la finalidad de aumentar el crecimiento

vegetal, aunado a la inhibicion de patogenos.
Stenotrophomonas rhizophila.

Es un bacilo Gram negativo, puede encontrarse en la rizésfera o de manera
endofita en las plantas, raiz, tallos y hojas de muchas especies vegetales (Alavi,
Starcher, Zachow, Muller y Berg, 2013).

El género Stenotrophomonas se coloca filogenéticamente en la subclase y
de las proteobacterias. Las especies de Stenotrophomonas tienen un papel
ecologico importante en los ciclos de los elementos en la naturaleza (Wolf, Fritze,
Hagemann y Berg, 2002). S. rhizophila no tiene patogenicidad, produce
espermidina, enzimas degradadoras de la pared celular de las plantas y tiene una
alta resistencia a la salinidad. Ademas, tiene la capacidad de formar biopeliculas,
produce flagelos y diferentes polisacaridos de superficie y adhesion (Alavi et al.,
2014).
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S. rhizophila es un quimiorganoheterétrofo, puede oxidar la xilosa, D-
trehalosa, acido succinamico, acido DL-lactico, presentes en las raices de las
plantas (Wolf et al., 2018). Ademas, como productos moleculares excreta
glucosilglicerol que permite una alta retencion de agua en el suelo, protegiendo a
las plantas en condiciones de sequia y salinidad (Roder, Hoffmann, Hagemann'y
Berg, 2005). Finalmente, produce dodecanal, la cual, es una sustancia que inhibe

el crecimiento de hongos (Ryan et al., 2009).

En la agricultura, las aplicaciones de la cepa S. rhizophila son principalmente
como promotor de crecimiento vegetal y como control biolégico de patégenos. En
investigaciones anteriores se encontré que la cepa muestra un efecto estimulante
sobre el crecimiento de plantas de pepino en comparacion con plantas no
bacterizadas, el cebado de semillas de pepino con la cepa bacteriana aumenta el
rendimiento del fruto de pepino en invernadero dando asi, un enfoque prometedor
para la agricultura en suelos salinos (Egamberdieva et al., 2011). Se evalud la
actividad de la cepa en plantas de tomate, algoddén y pimiento dulce, en cuanto a
colonizacion y promocion del crecimiento en sistemas gnobidticos y en suelos no
estériles, demostrando que S. rhizophila controla las enfermedades en la pimienta
dulce y en el algoddn, ademas, afecto fuertemente a las comunidades de hongos
en la rizésfera del tomate y del pimiento dulce, teniendo un efecto promotor del
crecimiento en-las plantas, debido al antagonismo hacia microorganismos de la

rizosfera deletéreos y patdogenos (Schmidt, Alavi, Cardinale, Muller y Berg, 2012).

La sinergia entre S. rhizophila y B. japonicum en la rizésfera de la soja
proporciona raices mejoradas, mayor longitud de brotes, un aumento en peso seco,
mejor captacion de nitrégeno y fésforo, asi como un aumento en numero de nédulos
en condiciones de estrés salino (Egamberdieva et al., 2016). Una cepa de S.
rhizophila aislada de la rizésfera de la vid en China presenta actividad como
solubilizadora de fosfato (Liu et al., 2016). Ademas, se encuentra reportado que
produce auxinas y aumenta el crecimiento radial del hongo ectomicorrizico Suillus

sp, ademas de que aumenta la masa seca de brotes y masa seca de raiz de P.
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pseudostrobus (Heredia-Acufia, Almaraz-Suarez, Arteaga-Garibay, Ferrera-Cerrato
y Pineda-Mendoza, 2018).

En cuanto a funciones como control biolégico se encuentra que, en suelos
salinos, S. rihizophila produce sustancias osmoprotectoras como trehalosa y
glucosilglicerol, permitiendo una relacion simbidtica donde se forman biopeliculas
que permiten a la planta tolerar presiones osméticas combatiendo microorganismos
patégenos (Alavi et al., 2013). In vitro, la cepa S. rhizophila presenta actividad
fungistatica contra Fusarium solani, F. oxysporum, Fusarium sp. y F. oxysporum f.
sp. lycopersici. Ademas tiene la capacidad de producir sideréforos y cianuro, por lo
cual se consideran una alternativa prospectiva para su uso agricola (Blagova et al.,
2015).

Al combinar S. rhizophila con ulvan, un polisacarido aislado de algas verdes
del género Ulva utilizado como tratamiento alternativo para los fungicidas quimicos,
a una concentracion de 5 g/L se obtiene un control mas efectivo de la pudricion de
la fruta en comparacion con el fungicida benomyl (Rivas-Garcia et al., 2018) S.
rhizophila en consorcio con D. hansenii es efectivo para el control biolégico pos
cosecha de la pudricion de la fruta en el meldn, especificamente contra Fusarium
proliferatum, posiblemente debido a parasitismo directo, competicion de nutrientes,
enzimas liticas, biosurfactantes y/o compuestos organicos volatiles (Rivas-Garcia et
al., 2019). La cepa S. rhizophila enddfita del pino muestra una reduccion significativa
de la gravedad de la enfermedad del marchitamiento del pino por induccién de

resistencia sistémica (Kim et al., 2019).
Chile jalapeio

El chile jalapefio es una de las variedades picantes de Capsicum annuum
mayormente cultivado y consumido en América. En condiciones adecuadas la
planta mide entre 30 y 80 cm de altura, se adapta a diferentes tipos de suelo, pero
tiene un mejor desarrollo a profundidades de 30 a 60 cm en suelo franco arenoso,

franco limoso o franco arcilloso, con abundante materia organica (SAGARPA, 1996).
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En México se produce principalmente en los estados de Veracruz,
Chihuahua, Jalisco, Nayarit, Sonora, Sinaloa y Chiapas, destinando mas de 6000
hectareas en su produccion (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera,
2010). Y su consumo per capita es de 16 kg anuales aproximadamente (SAGARPA,
2017).

El chile jalapefio es una planta anual en zonas templadas y _perennes en
zonas tropicales, tiene tallos erectos, herbaceos y ramificados, de un color verde
oscuro (Valadez, 2001). El fruto es carnoso y alargado, medianamente picante,
entre 2500 a 5000 unidades Scoville (Servicio de Informacion Agroalimentaria y
pesquera, 2010), debido a su contenido de capsaicina, alcaloide que provoca la
pungencia o sensacion de ardor agudo caracteristicos de este tipo de alimentos
(Aguirre-Mancilla et al., 2017), dichos compuestos, ademas de proporcionar el sabor
picante son utilizados en la industria farmaceutica, de armas, cosmética, en pinturas
y como ingrediente activo de diversos productos (Saimbhi, Kaur y Nandpuri, 1977).
Esta demostrado que la fertilizacién nitrogenada incrementa el contenido de
capsaicinoides, aunque lainteraccion con el ambiente es importante para
determinar el nivel de pungencia (Reddy et al., 2014). Requiere una dosis de

fertilizacion de 180-80-80 kg/ha de NPK para obtener buenos rendimientos.

Actualmente existen algunos estudios del uso de microorganismos benéficos
para el cultivo de chile jalapefo, tales como, la cepa nativa Bacillus subtilis aumenta
la produccion de biomasa en comparacion con cepas de B. subtilis comerciales
(Espinoza et al., 2003). Tres diferentes cepas aisladas de Trichoderma spp
producen plantas 30% mas altas, 20% mas hojas, area foliar un 30% mas
abundante, tallos 15% mas gruesos, con un 60% mas de biomasa en raiz y 38%
mas de biomasa aérea, ademas ofrecen una alternativa para el biocontrol de la
marchitez del chile debido a P. capsici (Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2004).
La cepa Streptomyces sp. muestra potencial como agente de biocontrol contra
Fusarium spp. y como biofertilizante en plantas de chile jalapefio aumentando

particularmente la altura de la planta, el area foliar, la longitud de raiz y biomasa
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seca foliar y radical (Robles-Hernandez et al., 2015). La inoculacién individual de
los microorganismos Pseudomonas fluorescens y Azospirillum brasilense
incrementan el numero de frutos asi como la coinoculacion de R. intraradices + A.
brasilense, mientras que cuando las plantas de chile son inoculadas con R.
intraradices + P.fluorescens y A. brasilense se obtienen frutos mas grandes

(Aguirre-Medina y Espinosa, 2016).
Acelga

La acelga o Beta vulgaris var cicla es una subespecie de Beta vulgaris, cuyas
hojas son aprovechadas para el consumo en cualquier etapa de su periodo
vegetativo. Es nativa de Europa meridional, planta -herbacea cultivada de manera
anual. Tiene hojas grandes de color verde o rojizo nervadas cuyos peciolos son

blancos, amarillos o rojos segun la variedad (Gao et al., 2009)

Comunmente se consume cruda en ensaladas o cocinada, aporta una gran
cantidad de vitaminas, A, C y B, calcio, hierro y fosforo, ademas de carotenos, fibra,
acido fdlico y sales minerales, su contenido de agua es de alrededor de 48% (Pyo,
Lee, Logendra y Rosen, 2004). Se le han atribuido propiedades hipoglucemiantes
(Yanardag y Tabakog, 2000) y se usan en medicina tradicional para enfermedades
hepaticas y renales, estimulacion de sistema inmunitario y hematopéyico, asi como

dieta especial para el cancer (Kanner, Harel y Granit, 2001).

La acelga crece bien en toda estacion y presenta alta tolerancia a la salinidad.
Tiene un ciclo corto de crecimiento, entre 60 y 80 dias. Se desarrolla en cualquier
tipo de suelo con preferencia por los arcillosos-arenosos, es sensible a la acidez del
suelo. La dosis recomendada de fertilizante para una mejor produccion es de 120-
160 kg/ha de nitrégeno, de 60 a 80 kg /ha de fésforo y 50 kg/ha de potasio (Garcia
y Magafa, 2014).

Se encuentran estudios sobre el uso y eficiencia de microorganismos en el

cultivo de acelga, encontrandose que al inocular microorganismos de montafia
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aislados de un sistema de potrero y cultivo de café dos veces por semana se
obtienen plantas de mayor altura, mayor diametro y vigor, asi como una menor
incidencia de plagas, ademas, mejoran la calidad del suelo, aumentan su fertilidad
y evitan el deterioro de los ecosistemas agricolas (Morales-Velasco y Prado, 2014).
El uso de la bacteria A. brasilensis incrementa el area foliar de la acelga, lo que
indica que puede ser una alternativa como fertilizante (Rosas et al., 2018). Los
microorganismos efectivos afectan de manera positiva las plantas de acelga en las
variables de altura, numero, longitud y peso de las hojas, asi como el rendimiento
en kg/m? (Fosado, 2018).

Lechuga

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una hortaliza con gran importancia en el
mercado internacional. Es una planta herbacea de regiones semitempladas
cultivada para fines alimenticios. Es un cultivo anual, con savia lechosa, de 0.3 a 1
m de alto. Capitulescencias de densas paniculas corimbosas, capitulos ligulados
y erectos, filarias cilindricas, convarias series de bracteas caliculadas, imbricadas,
las series exteriores mas cortas, receptaculos planos y desnudos, flosculos de 10—
20, perfectos, 5 dentados y amarillos. Aquenios angulados, fusiformes, rostrados,
lenticular oblongos, vilano de numerosas cerdas finas y blancas (Davidse et al.,
2016)

La lechuga tolera temperaturas muy bajas, hasta -6 °C, tiene preferencia por
suelo arenoso-limoso y con buen drenaje. Requiere altas dosis de potasio en su
fertilizacion (Kader, 2002).

Han sido muchos los estudios que se han realizado en cuanto a inoculacién
de microorganismos promotores de crecimiento vegetal en este vegetal, debido a
su corto ciclo de crecimiento. Kohler, Hernandez, Caravaca y Roldan (2008)
demostro los efectos de la bacteria Pseudomonas mendocina y los hongos G.
intraradices y G. mosseae sobre la absorcion de N, P, Fe, Ca y Mn en lechuga bajo

diferentes niveles de estrés hidrico, encontrando que hay un aumento en la actividad
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fosfatasa en las raices de lechuga y acumulacion de prolina en las hojas, lo que
apoya el uso potencial de PGPR como estimulante para aliviar el dafio oxidativo
producido por estrés hidrico. De la misma manera, en el 2010, evaluo el crecimiento
de la lechuga en condiciones de estrés salino y encontré que incrementa la biomasa
y genera estabilidad en la planta tras su inoculacion (Kohler, Caravaca y Roldan,
2010).

La bacteria Azotobacter chroococum evaluada a dos concentraciones
distintas promueve el crecimiento vegetal, aumentando el rendimiento del cultivo,
sin que la concentracion sea un factor importante para la obtencion del efecto (Vélez
y Orellana, 2010). La bacteria Bacillus methylotrophicus aumenta el porcentaje de
germinacion de semillas de lechuga, lo cual, puede ser debido a la secrecion de una
gran variedad de giberelinas y acido indol acético, mientras que en plantulas
aumentd la longitud de brotes, peso freso y ancho de las hojas, con una mayor
concentracion de proteinas, aminoacidos, acido aminobutirico y fructosa,

aumentando sus valores alimenticios (Radhakrishnan y Lee, 2016).

El consorcio entre Microbacterium sp. y B. mycoides inducen y aceleran la
germinacion de semillas de lechuga, mientras que Azotobacter sp., T. harzianum 'y
E. aerogenes estimulan su crecimiento, desarrollo y rendimiento (Fuentes et al.,
2017). La asociacion de P. fluorescens con Azospirillum aumentan el porcentaje de
emergencia de plantulas de lechuga, ademas promueve el aumento del area foliar,
mostrando un peso seco significativamente mayor en plantas de 40 dias,
comparados con un control sin inocular, ademas, la sinergia de estas cepas
bacterianas desencadena un mecanismo de tolerancia a estrés a altas temperaturas

(Aponte, Castillo, Cabrera, Pernia y Hernandez 2017).

Por otro lado, los compuestos organicos volatiles liberados por Bacillus sp.
en bajas concentraciones aumentan la longitud de la raiz, mientras que altas
concentraciones inducen la longitud del brote y la longitud de la raiz lateral, el peso

seco y numero de raices laterales aumentan independientemente de la
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concentracion aplicada, lo que sugiere que los compuestos organicos volatiles
liberados por la cepa Bacillus sp representa una estrategia alternativa para inducir
el crecimiento de la lechuga (Fincheira, Parra, Mutis, Parada y Quiroz, 2017). Las
micorrizas arbusculares mejoran la elongacion de la raiz y desarrollo de plantulas
de lechuga en suelos contaminados por mercurio, sin embargo, no evitan el dafio
celular en las raices y el hipocaotilo, por lo que se plantea que la mejor condicion de
las plantulas ocurre debido a los beneficios nutricionales que las micorrizas les

proveen (Vargas Aguirre, Rivera Paez y Escobar Vargas, 2018).
Jitomate

El jitomate (Solanum lycopersicum) es uno de los principales cultivos en el
mundo debido a su alto consumo (Ochoa-Velasco et al., 2016). Es una planta
herbacea nativa del Centro y Sudamérica, sin embargo, es cultivada en todo el
mundo. Es una planta anual o perenne, tiene tallo erguido y cilindrico, a medida que
crece el tallo se cae y se vuelve anguloso, presenta vellosidades y puede medir
hasta 2.5 m. Sus hojas son compuestas y se insertan sobre diversos nudos
alternadamente. Presenta flores hermafroditas, su fruto es una baya de color rojo
de tamanio variable, de 3 hasta 16 cm de diametro, de forma redondeada, achatada

o de pera con superficie lisa o asurcada (Curtis, 1996).

En una planta de clima calido, de 20 a 24 °C, ya que detiene su crecimiento
a los 8 °C. Requiere alta luminosidad y humedad relativa de 75%. Prefiere suelos
profundos, mullidos, aireados con alta concentracion de materia organica y pH
ligeramente acido. México es el principal productor de jitomate a nivel mundial con
una produccion de 25.11% del mercado internacional (SAGARPA, 2017).

El jitomate es un alimento rico en vitaminas A, C y E, carotenoides,
especialmente licopeno y compuestos antioxidantes como los flavonoides, acidos
hidroxicinamicos y compuestos fendlicos (Santos-Sanchez et al., 2013).
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Las necesidades nutrimentales para el mejor crecimiento del cultivo de
tomates son 597 kg/ha de nitrégeno, 177 kg/ha de fosforo y 1049 kg/ha de potasio
(Bustamante et al., 2013) . Sin embargo, existen diversos microorganismos que, al

ser inoculados en cultivos de jitomate, mejoran su rendimiento y calidad.

La bacteria Burkholderia unamae es capaz de colonizar de forma endofitica
a las plantas de tomate, ademas, presenta actividad desaminasa ACC que juega un
papel importante en la promocion del crecimiento vegetal (Onofre-Lemus, Herna y
Girard, 2009). La aplicacion de un consorcio formado por Pseudomonas spp.,
Azotobacter spp., Azospirillum spp. y hongos micorrizicos arbusculares aumentan
el contenido de licopeno, actividad antioxidante y contenido de potasio en plantas
de jitomate (Ordookhani, Khavazi, Moezzi y Rejali', 2010). La cepa bacteriana
Stenotrophomonas rhizophila en condiciones no estériles y humedad ambiental

promueve su crecimiento vegetal (Schmidt et al., 2012).

El tratamiento de las semillas con Trichoderma protege eficientemente a las
plantas frente a R. solani, sin necesidad de aplicar ningun tratamiento al suelo
(Martinez et al., 2013). Bacillus licheniformis en combinacion con fertilizante
nitrogenado tiene un efecto neto positivo en la sintesis de flavonoides y otros
compuestos antioxidantes en los frutos (Ochoa-Velasco et al., 2016). La inoculaciéon
de Bacillus pumilus confiere tolerancia a las plantas estresadas con boro a través
de actividad antioxidante inducida, asi mismo, reduce la acumulacion de B en el
brote (Khan et al., 2016). La inoculacion de R. irregularis y V. paradoxus mejora el
rendimiento de las plantas en condiciones de estrés por sequia, mejora la capacidad
fotosintética neta, evita el dano oxidativo a los lipidos, mejora la acumulacion de
osmolitos, la conductividad hidraulica de la raiz y la abundancia de acuaporinas
(Calvo-Polanco et al., 2016).

Finalmente, la inoculacion conjunta de las cepas Bacillus toyonensis, B.
cereus, B. aryabhattai, B. megaterium, B. aerius, B. stratosphericus y Paenibacillus

barcinonensis pueden controlar el marchitamiento por Fusarium en los tomates,

53



ademas de conferirle a las plantas un mejor crecimiento (Yuriko, Rocha, Maia,
Oliveira y Renata, 2017).

Las bacterias a evaluar son nativas de la region por lo que, al presentar
efectos como promotoras de crecimiento vegetal estas pueden ser utilizadas para
mejorar el rendimiento y calidad de los cultivos, siempre y cuando sean

correctamente evaluadas.

La expresion matematica que describe el fenotipo de crecimiento en una

planta esta dada por:

F=G+ Ma+ G(Ma)

Ecuacion 1. Fenotipo de crecimiento de una planta

Doénde:

F = fenotipo
G = genotipo

Ma = medio ambiente
Al inocular una bacteria benéfica en un cultivo se tiene que:

F1=F+a1

Ecuacion 2. Crecimiento con inoculacion de una bacteria.

F2=F+a2

Ecuacion 3. Crecimiento con inoculacion de una bacteria 2.

Dénde:

Fn = fenotipo adquirido con la inoculacion del microorganismo
F = fenotipo original del cultivo

an = actividad que ejerce el microorganismo inoculado
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Cuando en un cultivo se inocula un consorcio bacteriano que actua en

sinergia se tendra que:
Ft ES Fl + F2 + F3
Ecuacion 4. Crecimiento de una planta con la inoculacion de un consorcio bacteriano
lil. Hipotesis

El sinergismo en una mezcla de bacterias promotoras de  crecimiento y
antipatogénicas incrementara significativamente el rendimiento de los cultivos en
comparacion con la actividad que realizan individualmente, debido a que sus efectos

benéficos individuales se veran potenciados.

Hipétesis nula

Donde:

R1
Rt

rendimiento obtenido con un solo microorganismo

rendimiento obtenido con un consorcio microbiano.

Hipétesis alternativa
R, <Ry
Donde:

R1
RT

rendimiento obtenido con un solo microorganismo

rendimiento obtenido con un consorcio microbiano de tres especies.
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IV. OBJETIVOS
Objetivo General

Aumentar significativamente el crecimiento vegetal mediante el sinergismo de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal y antipatogénicas provenientes de la

rizosfera.
Objetivos Particulares

1. Aislar, caracterizar e identificar bacterias rizosféricas con caracteristicas para
promover el crecimiento vegetal y antipatogénicas.

2. Evaluar la actividad de las bacterias individuales y en consorcio sobre la
germinacién de semillas.

3. Analizar el efecto individual y en consorcio de las bacterias aisladas sobre

plantulas de diferentes hortalizas bajo condiciones de invernadero.
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V. METODOLOGIA
Aislamiento de cepas bacterianas.

La recoleccion de las muestras se realiz6 mediante el método descrito por
Molano (2004) de una composta de la Universidad Autbnoma de Querétaro. campus
Amazcala, el Marqués, Querétaro. Se delimitaron cuatro zonas de la composta y se
realizé la extraccion manualmente. Las muestras fueron depositadas en bolsas

plasticas estériles con sellado (Figura 2).

Figura 2. Muestras obtenidas de la composta colocadas en bolsas plasticas estériles etiquetadas.

Para el aislamiento de las cepas microbianas se prepar6é medio de cultivo de
agar papa dextrosa, se esterilizd en una autoclave durante 15 minutos a 121 °C y
se colocé en cajas Petri estériles. Las muestras de composta fueron homogenizadas
y tamizadas. Y, de cada una de ellas se prepard una solucion madre en un matraz
de 125 ml. Donde se colocaron 10 gr de la muestra de tierra y 90 ml de agua
destilada estéril. con Tween 20 al 0.1% (Figura 3). La mezcla se mantuvo en

agitacion constante durante 48 horas. (Moya et al., 2014).

Se hizo la siembra de cada una de las soluciones previamente preparadas
en las cajas de agar papa dextrosa colocando 1 ml de la solucién y se distribuyo
sobre toda la superficie del medio. Las cajas sembradas se llevaron a la incubadora
a una temperatura de 27 °C (Figura 4).
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Figura 4. Siembra de la solucion madre en PDA con la finalidad de aislar las bacterias presentes en la composta.

Una vez desarrolladas las cepas bacterianas se extrajeron las mas
representativas, se inocularon en caldo nutritivo estéril y se realizo tincion Gram

para su clasificacion.

El caldo nutritivo se colocé en incubadora con agitacion rotatoria a 250 rpm
durante 4 dias a 28 °C (Kimberley et al., 2004).

La tincién Gram se realizé tomando una asada de la colonia del medio PDA
y se colocd en un portaobjetos limpio. Se agregd una gota de colorante primario
cristal violeta durante 1 minuto y se lavd con agua, posteriormente se colocé una
gota de lugol durante 1 minuto. Luego, se agregé alcohol-acetona durante 20
segundos y se enjuago con un poco de agua, finalmente se colocé una gota de

safranina durante 1 minuto y se lavé con agua.

Una vez teinida la colonia se observo en el microscopio y se llevo a cabo la
clasificacion como Gram positivas (bacterias color azul oscuro o morado) o Gram

negativas (color rosa a rojo) (Lopez-Jacome et al., 2014).
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Activacion y propagacion de cepas bacterianas.

Se llevo a cabo mediante el método utilizado por Diaz Vargas, Ferrera-

Cerrato, Almaraz-Suarez y Gonzalez en 2001.

Se prepardé agar nutritivo, se esterilizé en autoclave durante 15 minutos a 121
°C y se coloco en cajas Petri. Las bacterias aisladas fueron sembradas con-un asa
bacteriologica mediante estriado basico de acuerdo a las buenas practicas de
laboratorio de la OMS, haciendo el correcto uso de campanas de extraccion, bata
de laboratorio, guantes y crubrebocas. Asi como una correcta limpieza y

desinfeccion del area de trabajo (ver ANEXO 1).

Las cajas inoculadas se incubaron a 20 °C durante 3 dias. Para su
propagacion, las cepas fueron inoculadas en caldo de cultivo LB y se colocaron en
una incubadora con agitacién rotatoria a 250 rpm durante 4 dias a 28 °C (Figura 5),

para obtener una concentracién de 10° células/ml (Kimberley et al., 2004).

Figura 5. Activacion y propagacion de las cepas bacterianas aisladas inoculando en caldo de cultivo
LB e incubacion con rotacion constante para su adecuado crecimiento.

Extraccion de ADN e identificacion de cepas bacterianas mediante

secuenciacioén del gen 168S.

Se preparé medio liquido LB y se colocd cada una de las bacterias en un

matraz diferente. Se incubd a 25 °C toda la noche (Figura 6).
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Una vez que se obtuvo el medio con la bacteria se tomo una alicuota y se
centrifugd para obtener una pastilla de cada bacteria. Se resuspendio la pastilla
formada en 60 pl de buffer TE, se agregaron 30 ul de SDS y 3 ul de proteinasa K a
una concentracion de 20 mg/ml. Esta preparacion se incubé por una hora. Una vez
pasado el tiempo se adicionaron 400 pl de cloroformo/alcohol isoamilico, se mezclo
y se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos. Se transfirié el sobrenadante a un tubo
nuevo sin tocar la interface. Se adicionaron 400 pl de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico, se mezcld y se centrifugd nuevamente a 12000 rpm durante 5 minutos.
Se transfiri6 nuevamente el sobrenadante a un tubo nuevo sin tocar la interface, se
le adicionaron 600 ul de isopropanol, se mezcld por inversion, se centrifugd a 1000
rpm durante 3 minutos. Se tiré el sobrenadante y se le adicion6 a la pastilla 600 pl
de etanol al 70% y se lavo la pastilla. Se colocaron los tubos con la pastilla en toallas

absorbentes para secarlas y se diluyeron en 100 yl de TE (Alejos et al., 2008).

Figura 6. Extraccion de ADN de cada una de las cepas bacterianas aisladas. La imagen muestra las bacterias crecidas
en medio LB y los reactivos que se utilizaron.

Se realizd6 una electroforesis para comprobar presencia de ADN.
Primeramente, el gel fue colocado en una camara, el cual, de un extremo se conecta
a un electrodo positivo y el otro a un electrodo negativo. El cuerpo de la camara se
llené con solucion amortiguadora con sales para facilitar la conduccion de la

corriente.

El extremo del gel que tiene los pozos fue colocado hacia el electrodo
negativo, de manera que los fragmentos de ADN migraron hacia el electrodo

positivo. Se cargaron 10 pl de las muestras de ADN obtenidas en los pozos del gel
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de poliacrilamida y se aplicoé una corriente eléctrica para arrastrar los fragmentos de
ADN a través del gel de acuerdo a su tamafio (Figura 7). Este procedimiento se hizo

por duplicado.

§ .
rias aisladas, se hizo por

duplicado.

Las muestras de ADN obtenidas se enviaron al Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT) para la secuenciacion del gen 16S de cada una

de las bacterias seleccionadas.

Las muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucledtidos

marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer.
Evaluaciéon de la coexistencia y compatibilidad de cepas bacterianas.

Se realiz6 el método estandar del ensayo de raya cruzada (Raja et al., 2006).
Se prepard agar nutritivo y se esterilizé en autoclave durante 15 minutos a 121 °C.
Se coloco el medio de cultivo en placas. Una de las bacterias de prueba se sembré
en un extremo como una veta paralela. Se incubaron las placas a 32 °C por 48 horas
(Figura 8).
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Figura 8. Siembra de la bacteria de prueba, se sembro como una linea en el centro de la caja y se incubo hasta obtener
un crecimiento robusto.

Se realizaron observaciones diarias del desarrollo bacteriano sin destapar las
cajas. Después de un crecimiento robusto de la bacteria de prueba, los otros cultivos
se extendieron verticalmente a la bacteria de prueba'y se‘incubaron las placas a 32

°C durante una semana (Figura 9).

Figura 9. Siembra-de las otras dos bacterias extendiéndolas de manera vertical a la bacteria de prueba.

Se realizaron observaciones diarias del crecimiento bacteriano de cada una

de las cepas sin destapar las cajas. Se realizaron por triplicado.
Evaluacion de la actividad solubilizadora de fosfato.

Para determinar que las bacterias presentan actividad como solubilizadoras
de fosfato se preparé medio de cultivo Pikovskaya, el cual se elaboré a partir de 10
g de dextrosa, 5 g de fosfato tricalcico, 0.5 g de extracto de levadura, 0.5 g de sulfato
de amonio, 0.2 g de cloruro de potasio, 0.2 g de cloruro de sodio, 0.1 g de sulfato
de magnesio, un rastro de sulfato ferroso, un rastro de sulfato de magnesio, 15 g de

agar y 1 L de agua destilada. Se ajustd el pH a 7 £ 2 antes de la esterilizacion. Se
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esterilizé el medio de cultivo a 121 °C durante 15 minutos y se virtid en cajas de
Petri estériles (Pikovskaya, 1948).

Se sembraron las tres bacterias aisladas por triplicado, se incubaron durante
48 h a 28 + 2 °C. Una vez pasado este tiempo se observo si mostraban zonas de
halo (Figura 10).

Figura 10. Siembra de las bacterias en medio Pikovskaya con la finalidad de comprobar que las bacterias aisladas
producen dacidos orgdnicos.capaces de solubilizar fosfatos.

Se midio el indice de solubilizacion (Kumar y Narula, 1999) y la eficiencia

relativa de solubilizacion (Vera et al., 2002) con las siguientes formulas:

o Diametro de la zona de halo
Solubilizacioén de fosfato =

Diametro de colonia

Ecuacion 5. Calculo de solubilizacion de fosfato.

Y & ] L Diametro promedio de solubilizacion (mm)
Eficiencia Relativa de Solubilizacion = — - - x100
Diametro promedio de la colonia

Ecuacion 6. Calculo de eficiencia relativa de solubilizacion

Ademas, se aplicod un analisis estadistico de los datos que incluye un analisis
de varianza ANOVA con un nivel de confianza del 95.0% para evaluar si existe
diferencia significativa en el indice de solubilizacion de fosfato y eficiencia relativa
de solubilizacion de cada una de las bacterias, asi como una prueba TUKEY con un
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nivel de confianza de 95.0% para identificar las bacterias que presentan diferencia

significativa.
Evaluacion de la actividad antipatogénica.

Se llevé a cabo una prueba de antagonismo directo por cultivos duales
(Zamora-Natera et al., 2005).

Se preparé medio PDA, se esterilizd y se coloco en cajas Petri-estériles. Se
pusieron a crecer los hongos fitopatégenos elegidos, Fusarium oxysporum y dos

aislados de Sclerotium cepivorum (Figura 11).

Figura 11. Hongos fitopatogenos utilizados, a la izquierda se muestra Fusarium oxysporum y a la derecha Sclerotium
cepivorum.

Por otro lado, se prepararon in6culos de las tres bacterias aisladas con una
concentracion aproximada de 10° UFC en caldo LB, se incubaron durante 48 horas

a 30 °C a rotacién constante, 150 rpm.

Se prepard medio de cultivo PDA, se esterilizd y virtié en cajas Petri estériles.
Se sembro un disco del hongo patégeno en el centro de la caja. Posteriormente se
hicieron dos estrias con 25 pl del in6culo preparado de la bacteria aislada a 15 mm
de cada lado del disco (Figura 12). Los testigos se prepararon sembrando el
patdgeno unicamente. Las cajas se incubaron por 12 dias a temperatura ambiente.

Se hicieron por triplicado.
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Figura 12. Prueba de antagonismo directo
Finalmente, se tomo la medida del crecimiento micelial de los hongos Fusarium
oxysporumy Sclerotium cepivorum y se calculé el indice de inhibicion con la férmula
siguiente:

Diametro del micelio del testigo 100

" Didmetro del micelio del tratamiento

Ecuacion 7. Indice deinhibicion de crecimiento.

Una vez que se tuvo el indice de inhibicion de crecimiento se hizo una
evaluacién estadistica de los datos mediante un analisis de varianza ANOVA con
un nivel de confianza del 95.0% para determinar si hay diferencia significativa entre
la inhibicion presentada por cada una de la bacterias y una prueba de TUKEY con
un nivel de confianza de 95.0% cuando fue necesario determinar cual de las

bacterias era diferente.
Evaluacién de actividad sobre germinacion de semillas de lechuga y jitomate.

Se obtuvo mediante métodos estadisticos (ecuacién 8) el tamano de muestra

para las semillas de lechuga y jitomate con un 95% de confianza.

B N XZ2Xpxq
T d2x(N—-1)+Z2XpXq

n

Ecuacion 8. Ecuacion para obtener tamario de muestra con una poblacion finita y se conoce el total de unidades de

observacion que la integran.
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Se hicieron 7 tratamientos y dos controles, tal como se muestra en la tabla 1,

todos por triplicado.

Tratamientos

Stenotrophomonas rhizophila
Bacillus pumilus
Stenotrophomonas rhizophila 2
S. rhizophila + B. pumilus
S. rhizophila +.S. rhizophila 2

O g A~ ON -

B. pumilus + S. rhizophila 2
7 S. rhizophila + B. pumilus + S. rhizophila 2

Control 1 Agua destilada estéril

Tabla 1. Descripcion de tratamientos utilizados en las pruebas de germinacion de semillas de lechuga y jitomate.

Primeramente las semillas fueron desinfectadas y seleccionadas (Palacios,
2009).

Las semillas fueron colocadas en un vaso de precipitados. Se desinfectaron
con etanol al 70% (v/v) durante 1 minuto, seguido de hipoclorito de sodio al 2.5%
(w/v) durante 20 minutos. Se lavaron 3 veces consecutivas con agua destilada

estéril descartando.las semillas flotantes (Figura 13).

! : .
Figura 13. Desinfeccion de las semillas, se colocaron en vasos de precipitados, primero con alcohol y posteriormente con
hipoclorito de sodio.

Por otro lado, se preparé el inoculo bacteriano. Se prepararon los

tratamientos a utilizar en medio de cultivo LB. Se incubaron durante 16 horas con el
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fin de obtener células bacterianas maduras. Se estandarizo el indculo a 10° UFC/m

realizando la dilucién en solucién salina.

La inoculacién en las semillas se hizo siguiendo la metodologia utilizada por
Diaz Vargas (2001). En una placa Petri se colocé papel filtro previamente
cuadriculado y esterilizado, se humedecié con 5 ml de agua destilada estéril.
Posteriormente se colocaron las semillas, de acuerdo al tamafio de muestra
obtenida por métodos estadisticos, dejando un espacio suficiente entre las semillas
(Figura 14).

Figura 14. A la izquierda se muestra la preparacion de las cajas Petri con el papel destilado estéril cuadriculado y a la
derecha la manera en la que se distribuyeron las semillas dentro de las cajas.

Se inoculd 0.1 ml de la suspension bacteriana por cada semilla con ayuda de
una micropipeta (Figura 15).

Figura 15. Se indica la manera en la que se hizo la inoculacion de 0.1 ml de la suspension bacteriana en cada semilla con
una micropipeta dentro de la campana de extraccion.
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Las cajas se sellaron con parafilm y se dejaron a temperatura ambiente
(Figura 16). Se dejé un testigo sin inocular. Todo el procedimiento se llevo a cabo

en la campana de flujo laminar en condiciones de asepsia.

Se llevaron a cabo observaciones diarias sin destapar las cajas. Se registro
el numero de semillas germinadas hasta 20 dias después de la siembra. Las

pruebas de germinacién se realizaron en triplicado.

Finalmente se obtuvieron los siguientes datos:
Tiempo de latencia: numero de dias hasta la primera germinacién de cada placa.
Tasa de germinacion:

. ., Semillas germinadas
Tasa de germinacion = : x 100
Total de semillas

Ecuacion 9. Tasa de germinacion al finalizar la prueba.

Para su evaluacion estadistica se realiz6é un analisis de varianza ANOVA con
un 5% de significancia y una prueba TUKEY con un 5% de significancia para
determinar si hay diferencia significativa entre los tratamientos y de ser asi encontrar

cual de los tratamientos lo fue.
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Comparacion del efecto de la inoculacién individual y de la mezcla de

bacterias en plantulas de chile jalapeio, acelga, lechuga y jitomate.

Se hizo la evaluacion de cada una de las bacterias aisladas y sus
combinaciones haciendo un total de 7 tratamientos y un control donde se utilizd

agua destilada estéril. (Tabla 2).

Se sembraron 30 semillas de chile jalapefio, acelga, lechuga y jitomate en un

diseno al azar de 10 semillas con tres réplicas por tratamiento.

Tratamientos

Stenotrophomonas rhizophila
Bacillus pumilus
Stenotrophomonas rhizophila 2
S. rhizophila + B. pumilus

S. rhizophila + S. rhizophila 2

O g A~ WON =

B. pumilus + S. rhizophila 2
7 S. rhizophila + B. pumilus + S. rhizophila 2

Control 1 Agua destilada estéril

Tabla 2. Descripcion de tratamientos utilizados para la realizacion de las pruebas en chile jalaperio, acelga, lechuga y

Jitomate.
Preparacion y estandarizacion del indculo.
Para la preparacion del inéculo se incubaron las cepas bacterianas en caldo

de cultivo LB a una temperatura de 30 + 1 °C durante 36 horas en agitacion rotatoria

constante, hasta la fase de crecimiento exponencial media (Yu et al., 2012b).

La estandarizacién del inoculo se realiz6 mediante la dilucion con agua
destilada estéril en un volumen de 100 ml hasta llegar a una concentracion cercana
a 10° UFC/ml.
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Posteriormente se realizaron las diluciones correspondientes, se tomd un
mililitro de cada una y se sembrd en cajas de agar nutritivo, se incubaron durante
24 horas a 37 £ 1 °C. Una vez que hubo crecimiento bacteriano se procedié a contar
las colonias presentes y asi obtener la cantidad de UFC del inéculo (Camacho,
2009).

Para la inoculacién doble se mezclaron volumenes iguales de dos cultivos

bacterianos con una concentracion de 10° UFC/ml (Madhaiyan et al., 2010).
Preparacion del sustrato.

Se utilizé sustrato Peat Moss, se tamizé y esterilizé en autoclave a 121 °C
por 30 minutos. Por otro lado, se desinfectaron los semilleros sumergiéndolos en

una solucion de hipoclorito de sodio a razén de 5 ml/L, con agitacion durante 30 s.

En condiciones de asepsia, se llenaron los semilleros con el sustrato esteéril
haciendo una distribucién homogénea y uniforme en toda la bandeja, sin dejar

camaras de aire dentro de las cavidades (Figura 17).

ponerlos.en una solucion desinfectante de hipoclorito de sodio. En la derecha se muestra el llenado de los semilleros con
el sustrato previamente esterilizado.

Siembra de semillas.

Las semillas fueron colocadas en un vaso de precipitados. Se desinfectaron
con etanol al 70% (v/v) durante 1 minuto, seguido de hipoclorito de sodio al 2.5%
(w/v) durante 20 minutos. Se lavaron 3 veces consecutivas con agua destilada
estéril descartando las semillas flotantes.
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Para ubicar las semillas en el semillero se hizo un orificio en el centro del
cono de alrededor de 0.5 cm de diametro y de 2 o 3 mm de profundidad con una
leve presion. Se colocé una semilla por sitio y se tap6 con una capa fina del sustrato
(Figura 18).

Los semilleros fueron cubiertos con bolsas desinfectadas oscuras.

Manteniendo un riego diario con agua estéril (FAO).

Figura 18. Procedimiento para la siembra de las semillas

Tratamiento de las plantulas.

El disefio experimental para el tratamiento de los cultivos se hizo de manera
aleatoria con tres repeticiones (Awasthi et al., 2011) de acuerdo a lo descrito en la
Tabla 2. La inoculacion comenzé a partir de la primera semana después de la

siembra, y asi, cada semana durante 5 semanas.
e Tratamiento 1.

A cada cavidad correspondiente del semillero se agregd 1 ml del in6culo
previamente estandarizado que contenia a la bacteria descrita como bacteria 1

(Stenotrophomonas rhizophila).
e Tratamiento 2.

A cada cavidad correspondiente del semillero se agregd 1 ml del in6culo
previamente estandarizado que contenia a la bacteria descrita como bacteria 2

(Bacillus pumilus).
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e Tratamiento 3.

A cada cavidad correspondiente del semillero se agregé 1 ml del in6culo
previamente estandarizado que contenia a la bacteria descrita como bacteria 3

(Stenotrophomonas rhizophila 2).
e Tratamiento 4.

A cada cavidad correspondiente del semillero se agregd 0.5 ml del indculo
previamente estandarizado que contenia a la bacteria 1 (Stenotrophomonas
rhizophila) y 0.5 ml del indculo previamente estandarizado que contenia a la bacteria

2 (Bacillus pumilus).
e Tratamiento 5.

A cada cavidad correspondiente del semillero se agregé 0.5 ml del in6culo
previamente estandarizado que contenia a la bacteria 1 (Stenotrophomonas
rhizophila) y 0.5 ml del inéculo previamente estandarizado que contenia a la bacteria

3 (Stenotrophomonas rhizophila 2).
e Tratamiento 6.

A cada cavidad correspondiente del semillero se agregd 0.5 ml del indculo
previamente estandarizado que contenia a la bacteria 2 (Bacillus pumilus) y 0.5 ml
del inGculo - previamente estandarizado que contenia a la bacteria 3

(Stenotrophomonas rhizophila 2)
e Tratamiento 7.

A cada cavidad correspondiente del semillero se agregé 0.33 ml del in6culo
previamente estandarizado que contenia a la bacteria 1 (Stenotrophomonas
rhizophila), 0.33 ml del inéculo previamente estandarizado que contenia a la

72



bacteria 2 (Bacillus pumilus) y 0.33 ml del indculo previamente estandarizado que

contenia a la bacteria 3 (Stenotrophomonas rhizophila 2)
e Control sin ningun tratamiento bacteriano.

Se inocul6 agua destilada previamente esterilizada en autoclave a 121 °C durante

20 minutos.

El cuidado de los cultivos se realizé conforme a lo establecido por Diaz
Vargas (2001). Las plantulas se regaron con agua estéril cadatres dias a capacidad

de campo con la finalidad de que las plantulas tuvieran la humedad adecuada,

durante 5 semanas posteriores a la siembra.

Figura 19. Las plantulas se mantuvieron en condiciones de invernadero con riego cada tres dias durante 5 semanas.

El experimento se establecié en invernadero y se realizaron observaciones

cada semana durante 5 semanas.
Se realizaron mediciones semanales de altura y grosor de tallo.
En-la quinta semana se realiz6 la medicion del area foliar y clorofila.
Evaluacioén de los tratamientos.

Las plantas de chile jalapeno, acelga, lechuga y jitomate fueron medidas cada

semana en altura y grosor de tallo con ayuda de un vernier digital.

El area foliar fue calculada en la quinta semana después de la siembra, para

lo cual, se midi6 la longitud y anchura de cada una de las hojas de las plantas, se
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aplicé la ecuacién 9 para obtener el area y finalmente se sumo el area de cada hoja
para obtener el area foliar total de cada planta (Turner, Acker, Means y Garman,
2000).

Area de la hoja = (Longitud) (Anchura)(0.8)

2

Ecuacion 10. Calculo del drea de una hoja en mm?, se emplea para estimar el darea foliar de hortalizas.

La clorofila fue medida con el equipo SPAD-502 Plus y se llevé a cabo por

triplicado para cada planta.

Al finalizar la experimentacion con cepas bacterianas, en cada una de las
etapas, éstas fueron desechadas como RPBI de acuerdo a lo descrito por la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002, la cual indica como debe ser el manejo de residuos
bioldgico-infecciosos, desde su identificacion, manejo, almacenamiento vy
recoleccion (ver ANEXO 2).

Analisis estadistico.

El experimento se realizd en un disefio completamente al azar. Los datos
experimentales fueron analizados estadisticamente por analisis de varianza
ANOVA, analisis de-multiples rangos para la determinacién de diferencias entre los
tratamientos empleados y evaluar su efecto sobre las variables medidas a través
del tiempo, dichas pruebas se hicieron con un nivel del 95.0% de confianza
(Khadeejath Rajeela et al., 2017).

Regresion lineal para obtener la relacion entre la altura y grosor de tallo de
cada planta con la finalidad de evaluar el efecto de cada tratamiento sobre la salud

general de las plantas y estimar su vigor.

Modelo para predecir la altura de las plantas a un diametro de tallo conocido

de cada tratamiento.

La correlacion se hizo con un nivel de confianza del 95.0%.
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VL. RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de cepas bacterianas.

De una composta ubicada en el Campus Amazcala de la Universidad
Auténoma de Querétaro se aislaron tres cepas bacterianas en medio de cultivo
sélido agar papa dextrosa, la seleccion de las cepas se hizo completamente al azar
por diferencias en las caracteristicas fisicas de las colonias en el medio sélido,
ademas, se evaluaron las caracteristicas microscépicas de cada aislado con tincion

Gram y vistas en el microscopio, descritas a detalle en la Tabla 3.

Las bacterias seleccionadas presentan diferencias en las caracteristicas
macroscopicas de la colonia en PDA, sin embargo, al microscopio las tres presentan

formas bacilares.

Aislado bacteriano Caracteristicas Caracteristicas
macroscopicas de la colonia microscopicas de las

bacterias.

Bacteria 1 Colonia mediana, fusiforme, Bacilo Gram negativo.
convexa, con borde entero, lisa, (Figura 23)

cremosa y amarilla. (Figura 20)

Bacteria 2 Colonia mediana, circular, Bacilo Gram positivo.
convexa, blanquecina, (Figura 24)
fusiforme con bordes

redondeados. (Figura 21)

Bacteria 3 Colonia pequefia, puntiforme, Bacilo Gram negativo.
convexa, con borde entero, lisa, (Figura 25)
cremosa y blanquecina. (Figura
22)

Tabla 3. Caracteristicas macroscopicas de las colonias y microscépicas de las bacterias seleccionadas, aisladas de una
composta ubicada en el campus Amazcala de la Universidad Autonoma de Querétaro en 2018.
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En las compostas se encuentra una gran cantidad de microorganismos que
intervienen en el proceso de compostaje y estos varian de acuerdo a la evolucion
de la temperatura, oxigeno, contenido de agua y pH, siendo las bacterias el grupo
mas abundante, representando entre el 80 a 90% de los microorganismos
presentes (Camacho, Martinez, y Saad, 2014). La bacteria 1 es la Unica de las cepas
que presenta un tono amarilloso (Figura 20), mientras que las otras dos (Figura 21
y Figura 22) son de un tono blanquecino, sin embargo, la forma de la colonia es

distinta en tamafio y forma.

Figura 20. Caracteristicas macroscopicas de la colonia correspondiente a la bacteria identificada como bacteria 1. Se
observa una colonia en tono amarillo cremoso.

Figura 21. Caracteristicas macroscopicas de la colonia Figura 22. Caracteristicas macroscopicas de la colonia
correspondiente a la bacteria identificada como correspondiente a la bacteria identificada como
bacteria 2. Se observa una colonia circular, con bordes bacteria 3. En el centro de la imagen se observa la
irregulares blanquecina. colonia pequeria, puntiforme, cremosa y blanquecina.

En cuanto a las caracteristicas micro morfolégicas de las bacterias, los tres
aislados presentan formas bacilares, en un estudio realizado por Adegunloye,
Adetuyi, Akinyosoye y Doyeni (2007), para identificar los microorganismos
presentes en una composta, se encontré que las poblaciones bacterianas que se
encuentran con mayor frecuencia son Micrococcus luteus, Bacillus pumilus, Bacillus
macerans, Bacillus spaericus, Bacillus laterosporus, Pseudomona aeruginosa,

Enterobacter aerogenes 'y Proteus mirabilis, siendo los bacilos un grupo abundante.
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La bacteria 1 y la bacteria 3 presentaron una tincion rosa (Figura 23 y Figura 25), lo
que indica que son Gram negativas, debido a las caracteristicas que presenta su
pared celular y toma el colorante de contraste (Tortora et al., 2007). Por otro lado la
bacteria 2, al observarse en el microscopio presenta un tono color violeta (Figura

24), indicando que es una bacteria Gram positiva.

Figura 23. Caracteristicas microscopicas de la bacteria
identificada como bacteria 1. Al microscopio se Figura 24. Caracteristicas microscopicas de la bacteria
observan bacilos Gram negativos. identificada como bacteria 2. Al microscopio se

observan bacilos Gram positivos.

Gram negativos.

Extraccion de ADN e identificacion de cepas bacterianas mediante

secuenciacion del gen 168S.

Se extrajo el ADN presente en cada una de las bacterias aisladas, para su
comprobacioén se llevé a cabo una electroforesis (Figura 26) donde se muestra la
presencia de ADN. La bacteria 1 fue depositada en el primero y segundo pozo, la
bacteria 2 fue depositada en el tercero y cuarto pozo y la bacteria 3 fue colocada en

el quinto y sexto pozo.
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Figura 26. Electroforesis de la extraccion de ADN de las bacterias aisladas, el primer y segundo pozo pertenecen a la
bacteria 1, el tercer y cuarto pozo pertenecen a la bacteria 2 y el quinto y sexto pozo pertenecen a la bacteria 3. En la
imagen se muestra la presencia abundante de ADN en el primero, tercero, cuarto y sexto pozo, por lo que se tiene el ADN
suficiente de cada una de las bacterias para realizar su secuenciacion.

La electroforesis en gel es utilizada para separar fragmentos de ADN por su
tamano y carga, al aplicar una corriente a través de un gel donde se encuentran
contenidas las moléculas de interés, éstas se desplazan por el gel en diferentes
direcciones y velocidades (Garcia, 2000). Lo que nos permite observar la cantidad

de fragmentos diferentes de ADN presentes en la muestra.

En la figura 26 se muestra la electroforesis obtenida a partir de la extraccion
de ADN de las tres bacterias aisladas, presentando una cantidad suficiente de ADN
para su posterior secuenciacion. Los pozos 1, 3, 4 y 6 presentan una banda del
mismo tamafno que viajo en la misma direccidn a través del gel, comprobando asi
la presencia de ADN en las muestras extraidas. Sabiendo esto, las muestras fueron

enviadas para su secuenciacion y posterior identificacion.

Las secuencias obtenidas con el método de didesoxinucleétidos marcados

en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer de cada una de las bacterias fueron:

Bacteria 1.
CGGTGCGAGAATCGGATACTGGGCGTAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGT
CTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGA
CTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTA
GAGATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGA
CACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTAT
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CGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAAT
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAG
AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
TCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAG
GGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGG
GCAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCG
ACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACAACCCGCCCCCGTCAAAAA.

Bacteria 2.
AGGAAAGGATGTCGGATATGGGCGTAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC
TGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTA
GAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GATCTTAGTTGCCAGCATTTATTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGAGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTT
AGCCAATCCCATAGATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTG
CGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCACGGGCCTTGTACACCCCGCCCCGTCAAAA
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Bacteria 3.
CAGATGGCAGCTGACCATCATATGCGATCGTACCGCGACATCCGGTGCCAGT
TTCGGTGTGCAGAGTCGTTACGGCGACAACTGGGAGCTTCGGCAGATTGCCT
TGCCCCCGCGGCTTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAG
CCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGT
TTGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAG
GACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCAT
CTCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATC
GAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTC
GATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTG
TCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTA
CGCATTTCACTGCTACACCGGGAATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGTCG
CCCAGTATCCACTGCAATTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAACAGACTT
AAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCAC
CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGA

De acuerdo a un analisis bioinformatico de las secuencias bacterianas se
determind que las bacterias aisladas son Stenotrophomonas rhizophila (bacteria 1
y 3) y Bacillus pumilus (bacteria 2). No obstante, la bacteria Stenotrophomonas
rhizophila se consideré como un aislado diferente de la misma cepa bacteriana, con
caracteristicas de colonia distintas y se evaluaron sus propiedades como promotora
de crecimiento de manera independiente, por lo cual fueron consideradas tres cepas
bacterianas aisladas: Stenotrophomonas rhizophila, Bacillus pumilus vy

Stenotrophomonas rhizophila 2.

Las secuencias de nucleétidos obtenidas fueron registradas en GenBank con

numeros de acceso:
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Stenotrophomonas rhizophila: SUB5832921 Seq1 MN067216

Bacillus pumilus: SUB5832921 Seq2 MN067217

Stenotrophomonas rhizophila 2: SUB5832921 Seq3 MN067218
Evaluaciéon de la coexistencia y compatibilidad de cepas bacterianas.

Los resultados obtenidos en el método estandar del ensayo de raya cruzada
sugieren que las cepas bacterianas Stenotrophomonas rhizophila, Bacillus pumilus
y Stenotrophomonas rhizophila 2 son capaces de coexistir en un mismo medio, al
crecer las tres de manera simultanea, sin inhibir o disminuir su crecimiento, tal como

se observa en la figura 27.

Figura 27. A la izquierda se muestra la bacteria S. rhizophila como una linea vertical en la caja Petri, mientras que las
bacterias B. pumilus y S. rhizophila 2° se muestran de manera horizontal. En la caja petri del centro se muestra a B.
pumilus como una linea vertical y los dos aislados de S. rhizophila horizontalmente, finalmente en la caja Petri de la
derecha se muestra a S. rhizophila 2 verticalmente y B. pumilus y S. rhizophila de manera horizontal. En todos los casos
se observa un buen crecimiento bacteriano.

Se empat6é a la bacteria S. rhizophila con las bacterias B. pumilus y S.
rhizophila 2, se muestra un buen crecimiento de las tres bacterias, no hay espacios
de inhibicidon o menor crecimiento en el area donde se encuentran, manteniendo un
crecimiento normal. La bacteria B. pumulis se empatd con las bacterias S. rhizophila
y S. rhizophila 2, se observé un buen crecimiento de las tres bacterias en el punto

donde se encuentran, no hay inhibiciéon o disminucién del crecimiento.

Finalmente, y de la misma manera, al empatar la bacteria S. rhizophila 2 con
B. pumilus y S. rhizophila muestran un buen crecimiento sin inhibiciéon. Lo que

sugiere que pueden crecer en las mismas condiciones sin inhibirse 0 minimizar su
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crecimiento, Raja (2006) comprueba la compatibilidad de cepas bacterianas con
este método y describe que al no existir una zona de inhibicion alrededor de las
colonias de cada inoculante estas son compatibles y pueden coexistir en un mismo

medio, lo que las convierte en candidatas para formar un consorcio bacteriano.
Evaluacion de la actividad solubilizadora de fosfato.

En medio Pikovskaya Stenotrophomonas rhizophila, Bacillus: pumilus y
Stenotrophomonas rhizophila 2 muestran un halo traslucido desde el segundo dia
después de su inoculacion. Al cabo de 48 horas se midio el diametro de la colonia

bacteriana y el diametro del halo de solubilizacion.

Con ayuda de la ecuaciéon 5 se obtuvo el indice de solubilizacién y con la
ecuacion 6 la eficiencia relativa de solubilizacion. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 4.

De acuerdo a Sanclemente y Yacumal (2017), un halo de solubilizacion
mayor a 10 mm indica un alto potencial de capacidad solubilizadora. De acuerdo a
las mediciones realizadas las cepas bacterianas aisladas presentan un halo de
solubilizacion de entre 21y 35 mm, lo que indica que tienen un alto potencial como

solubilizadoras de fosfato.

Bacteria Diametro de  Diametro de halo de IS** ERS***
colonia* (mm) solubilizacién* (mm) (mm) (%)

S. rhizophila 3.5+£0.5 21.167 £1.26 7.05 604.76

Bacillus pumilus 3.167 £ 0.57 34.667 £ 0.58 11.95 1094.74

S. rhizophila 2 4.967 £ 0.25 22.6 £ 0.53 5.55 455.03

Tabla 4. Indice de solubilizacién de fosfatos y eficiencia relativa de solubilizacion de S. rhizophila, B. pumilus y S.
rhizophila 2. Diametro de la colonia y diametro del halo de solubilizacion (X + DE). *Los valores son el promedio de tres
réplicas. ** IS = indice de solubilizacion. ***ERS= eficiencia relativa de solubilizacion.

Las tres bacterias presentan la capacidad para solubilizar fosfatos, la
importancia de esta actividad radica en que, luego del nitrégeno, el fésforo es un
elemento esencial para el desarrollo de las plantas, cuya funcion principal se da en
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el metabolismo celular (Coyne et al., 2000). No obstante, el fosforo soluble es un
nutriente que se encuentra limitado en los ecosistemas naturales (Hameeda, Harini,
Rupela, Wani y Reddy, 2008). Las plantas, absorben el fosforo en forma inorganica,
sin embargo, cuando este elemento se introduce al suelo como fertilizante mas del
90% no es utilizado por las plantas, sino que es almacenado en el suelo (Fernandez
et al., 2005). El fosforo insoluble puede ser tomado por bacterias solubilizadoras de
fésforo, y lo liberan como fosfatos di y monobasicos, que son formas asimilables

para las plantas (Diaz Vargas et al., 2001).

La solubilizacion de fésforo por accidn microbiana ocurre principalmente por
la produccién y excrecion de acidos organicos que actuan sobre los compuestos
insolubles de fosfato inorganico, fosfato tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y

roca fosférica (Halder, 1993).

En el medio de cultivo Pikovskaya se observa la liberacion de acidos
organicos por parte de las bacterias y se muestra como un halo de solubilizacién de
los compuestos fosfatados presentes en el medio. Siendo Bacillus pumilus la que
presenta un indice de solubilizacion mayor en comparacion con las cepas de S.
rhizophila. Se realizé un analisis de varianza ANOVA para comparar la diferencia
estadistica del indice de solubilizacién y eficiencia relativa de solubilizacién para las
bacterias aisladas y una prueba TUKEY con un nivel de significancia de p <0.05 y

con esta comprobar la bacteria que genera un mayor indice de solubilizacion.

Los resultados obtenidos del analisis de varianza para el indice de
solubilizacion (Tabla 5) muestran que si existe diferencia significativa entre las
bacterias Stenotrophomonas rhizophila, Bacillus pumilus y Stenotrophomonas
rhizophila 2. Mientras que la prueba de TUKEY (Tabla 6) indica que la bacteria que
tiene un mayor indice de solubilizacion es Bacillus pumilus (11.95 mm), y muestra
diferencias significativas en comparacién con los aislados de la cepa
Stenotrophomonas rhizophila, que estadisticamente tienen un indice de

solubilizacion igual.
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SS Grados de MS F p-valor

libertad
Bacteria 71.9035 2 35.9517 18.57 0.003
error 11.6156 6 1.9359
total 83.519 8

Tabla 5. Andlisis de varianza ANOVA del indice de solubilizacion de las bacterias S. rhizophila, B. pumilus’y S.
rhizophila 1. De acuerdo al valor p de 0,003 hay una diferencia estadisticamente significativa entre el IS presentado por
cada una de ellas. SS=suma de cuadrados. MS=media cuadrada.

Bacteria Media q* o

B. pumilus A 11.95 4.3341 0.05
S. rhizophila B 7.05

S. rhizophila 2 B 5.55

Tabla 6. Prueba de TUKEY donde se muestra que la bacteria Bacillus pumilus (4) es la que muestra diferencia significativa
en cuanto al indice de solubilizacion, siendo mayor que el presentado por los aislados de la cepa Stenotrophomonas
rhizophila (B).

Por otro lado, el analisis de varianza de la eficiencia relativa de solubilizacion
(Tabla 7) mostré que existe diferencia significativa entre las tres bacterias
estudiadas y la prueba de TUKEY (Tabla 8) sefiala que B. pumilus muestra un ERS

mayor en comparacién-con los aislados de S. rhizophila con un valor de 1094.74%.

SS Grados de MS F p-valor
libertad
Bacteria  719064.105 2 359532.052 18.571 0.0027
error 116135.523 6 19355.921
total 835199.628 8

Tabla 7. Andlisis de varianza ANOVA para la eficiencia relativa de solubilizacion de las bacterias S. rhizophila, B. pumilus
v S. rhizophila 2. De acuerdo al valor p de 0,0027 hay una diferencia estadisticamente significativa entre la ERS de cada
una de las bacterias. SS=suma de cuadrados. MS=media cuadrada.
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Bacteria Media q* a

B. pumilus A 1094.74 4.3341 0.05
S. rhizophila B 604.76
S. rizhophila 2 B 455.03

Tabla 8. Prueba de TUKEY donde se muestra que la bacteria Bacillus pumilus (A) es la que muestra diferencia significativa
en cuanto a la eficiencia relativa de solubilizacion, siendo mayor que el presentado por los aislados de la cepa
Stenotrophomonas rhizophila (B).

Las tres bacterias presentan la capacidad de solubilizar fosfatos, sin
embargo, en la naturaleza se encuentran una gran cantidad de microorganismos
que lo hacen y se han estudiado con anterioridad. En la tabla 9 se muestran algunos
de los microorganismos estudiados que presentan la capacidad de solubilizar
fosfatos asi como su indice de solubilizacion 'y/o su eficiencia relativa de
solubilizacion, la cual, sirve como referencia para comparar la actividad que

presentan las bacterias S. rhizophila, B. pumilus'y S. rhizophila 2 aisladas.

En la tabla se observan microorganismos cuyo indice de solubilizacion se
encuentra entre 0.35 mm y 6.22 mm, mientras que B. pumilus presenta un IS de
11.95 mm, siendo 5.73 mm mayor que el de Pseudomonas aeruginosa (Verma,
Yadav, Tiwari y Jaiswal, 2014), que presenta el IS mayor de los encontrados en
literatura. Ademas, el porcentaje de eficiencia relativa esta entre 165% y 340%,

siendo el de Bacillus pumilus 754.74% mas alto que el de Trichoderma aureoviride.

Microorganismo indice de Eficiencia Referencia

solubilizacion relativa de

(mm) solubilizacién
(%)
Aspergillus N.R. 250 Vera et al., 2002
aculeatus
Aspergillus N.R. 250 Vera et al., 2002
aculeatus
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Azotobacter

chroococcum

Azotobacter

chroococcum
Bacillus aryabhattai
Bacillus aryabhattai
Bacillus cereus

Bacillus

licheniformis

Bacillus polymixa

Bacillus pumilus
Bacillus sp
Bacillus sp
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus

thuringiensis
Burkholderia sp.

Clostridium

2.1

1.54

3.62

3.13

3.3

N.R.

2.3

N.R.

3.55

4.03

N.R.

1.56

1.94

N.R.

N.R.

262.3

239.3

N.R.

222

N.R.

175

N.R.

255.0

303.3

165

N.R.

N.R.

N.R.

Kumar y Nerula,
1999

Verma et al., 2014

Mumtaz et al., 2017
Mumtaz et al., 2017
Hussain et al., 2016

Kumar et al., 2018

Kumar y Nerula,
1999

Pandey y Negi, 2018
Tripti et al., 2012
Mumtaz et al., 2017
Mumtaz et al., 2017
Pandey y Negi, 2018

Armada et al., 2016

Hussain et al., 2016

Alvarez y Garcia,
2012
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Mesorhizobium sp 1.85 N.R. Verma et al., 2014

Paecilomyces N.R. 305 Hernandez-Leal,

lilacinus 2011

Pseudomonas 6.22 N.R. Verma et al., 2014

aeruginosa

Pseudomonas sp 3.1 N.R. Tripti et al., 2012

Pseudomonas sp. 3.05 N.R. Alvarez y Garcia,
2012

Pseudomonas sp. 41 N.R. Afzal, 2014

Rhizobium 2.5 N.R. Afzal, 2014

leguminosarum

Serratia 3.1 N.R. Hussain et al., 2016

marcescens

Tibouchina 4.33 N.R. Matias et al., 2009

multiflora (AMF)

Trichoderma N.R. 340 Vera et al., 2002
aureoviride

Trichoderma 0.35 N.R. Verma et al., 2014
harzianum

Tabla 9. Indice de solubilizacién y eficiencia relativa de solubilizacion de microorganismos que han presentado actividad
solubilizadora de fosfato reportados en bibliografia. N.R. = no reportado.

Con estos resultados obtenidos, indice de solubilizacion y eficiencia relativa
de solubilizacién, se puede comprobar que las bacterias aisladas presentan

cualidades prometedoras para ser utilizadas como promotoras de crecimiento
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vegetal proveyendo de fosforo a las plantas sin utilizar fertilizantes quimicos

elaborados a base de fosfatos.
Evaluacion de la actividad antipatogénica.

Con la prueba de antagonismo directo se evalué la capacidad de las bacterias
S. rhizophila, B. pumilus 'y S. rhizophila 2 de inhibir o minimizar el crecimiento de los

hongos fitopatégenos Sclerotium cepivorumy Fusarium oxysporum.

S. cepivorum es el hongo causante de la pudricion blanca en cebollas y en
ajos (Berk, 1960), el primer sintoma se presenta como un amarillamiento general,
posteriormente hay muerte descendente de las hojas externas y retardo del
crecimiento. En las raices crece abundantemente el micelio del hongo, el cual, es
de un color blanquecino y lanoso. Finalmente, hay un colapso de las hojas y una

pudricion basal seca o semiacuosa (Granados, 2005).

Para combatir esta infeccién se utiliza cloruro de mercurio, dicloran,
pentacloronitrobenceno, bencimidazoles y dicarboximidas (Coley-Smith, 1990).
Ademas, se han buscado otras alternativas como, la rotacién de cultivos, inundacién
(Leggett y Rahe, 1985), altas temperaturas con baja humedad (Adams, 1987) y el
combate bioldgico, mediante el uso de diferentes microorganismos como
Teratosperma oligocladum (Ayers y Adams, 1981), Trichoderma y Penicillium
italicum (Mesén, 1997), Gliocladium catenulatum (Tsigbey y Nutsugah, 1999) y

Paecilomyces sp (Granados, 2012).

Por otro lado, F. oxysporum es un hongo saprofito que crece y sobrevive en
la materia organica del suelo y en la rizésfera de muchas especies de plantas.
Algunas cepas son patdgenas, penetran en la raiz de las plantas e invaden el
sistema vascular, causando enfermedades. El hongo muestra un alto nivel de
especificidad de hospedaje e induce el marchitamiento, lo que causa dafios muy

severos a especies de plantas econdmicamente importantes.
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El manejo del marchitamiento por Fusarium es realizado principalmente con
fumigacion quimica del suelo, con bromuro de metilo, sin embargo, este quimico es
muy perjudicial para el medio ambiente. Asi mismo, se utilizan diferentes tipos de
cultivares resistentes a F. oxysporum, sin embargo, la disponibilidad no es muy
amplia y los patdgenos han superado la resistencia del huésped (Fravel et al., 2003),
es por esto que la investigacién se ha enfocado en la busqueda de un control
bioldgico capaz de erradicar a este hongo, siendo algunos de ellos' Pseudomonas
(Van Peer et al., 1991), Glomus intraradices (Akkopru et al., 2005) y Pseudomonas
putida (Bora et al., 2004).

El porcentaje de inhibicion se obtuvo con la ecuacién 7, tomando medidas
del diametro del micelio del hongo fitopatégeno del testigo sin ningun tratamiento y
el diametro del micelio del hongo fitopatdgeno del tratamiento. Los resultados
obtenidos de la inhibicidn de F. oxysporum se muestran en la tabla 10, mientras que
los resultados para la inhibicion de S. cepivorum se encuentran en la tabla 11. Se
realizd, también, un analisis de varianza, ANOVA, para comprobar diferencias

estadisticas significativas para el porcentaje de inhibicién de cada bacteria.

Bacteria D. micelio F. D. micelio F. % inhibicién
oxysporum oxysporum (cm)*

testigo (cm)*

S. rhizophila 5.8+ 0.17 20.182
B. pumilus 7.267 £ 0.45 5.134 £1.03 29.362
S. rhizophila 2 5.367 + 0.61 26.152

Tabla 10. Resultados de la prueba de antagonismo directo de las bacterias S. rhizophila, B. pumilus y S. rhizophila 2 contra
F. oxysporum. Se presenta el diametro del micelio testigo sin tratamiento y el diametro del micelio obtenido para cada una
de las bacterias aisladas (X £ DE), ademas se muestra el % de inhibicion que genera cada bacteria contra F. oxysporum.
*Los valores son el promedio de tres réplicas. “= andlisis de varianza (ANOVA) indica que no hay diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos.

De acuerdo a los datos de la tabla 10, la bacteria que presenté el mayor
porcentaje de inhibicion fue B. pumilus con un 29.36%, sin embargo, al haber
crecimiento del hongo fitopatdgeno significa que solamente minimiza su

crecimiento. De acuerdo a los resultados obtenidos con el analisis de varianza
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ANOVA no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las bacterias.
De acuerdo a estudios previos cepas de Bacillus inhiben el crecimiento de diferentes
especies de Fusarium, entre 55% y 65% (Majaw, Khonglah, Kayang y Rao et al,,
2016; Muhammad et al., 2016). Un ejemplo de esto es la cepa B. subtilis, que es
capaz de inhibir en un 71.7% al hongo Fusarium equiseti (Mejia-Bautista et al.,
2016). Por su parte, Heidarzadhe y Baghaee-Ravari (2015) demostraron que
Bacillus pumilus minimiza en un 73% la incidencia de la enfermedad causada por F.
oxysporum in vivo, en este estudio se utilizaron las mismas cepas microbianas, sin
embargo, el ambiente en que se realizé no fue el mismo, porlo-que hay diferencias
entre los resultados obtenidos. Asi mismo, en pruebas in vitro realizadas por
Rodriguez et al. (2017), una cepa de Bacillus pumilus.inhibe en un 63.87% a F.
oxysporum f. sp. cubense. Estos estudios sugieren que la cepa B. pumilus puede
ser utilizada para inhibir el crecimiento de diferentes especies de Fusarium, incluido
F. oxysporum, tal como se encontro en las pruebas realizadas, sin embargo, esta
actividad depende de las cepas microbianas y, al hacerlas in vivo, también depende

del ambiente donde se evaluan.

Por otro lado, Hernandez et al. (2018), mediante pruebas in vitro,
comprueban que dos aislados distintos de la cepa Stenotrophomonas rhizophila
inhibe en un 91.1% y 90.9% el crecimiento radical de una cepa de F. oxysporum,
sin embargo, las cepas utilizadas por Hernandez son marinas, a ello puede deberse
la diferencia en el porcentaje de inhibiciéon, ademas, las sustancias que liberan
pueden ser distintas y afectar el efecto antagonista, sin embargo, las cepas de S.

rhizophila inhiben en cierta medida al hongo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las tres cepas pueden ser utilizadas
para inhibir parcialmente el crecimiento de F. oxysporum (Figura 28), no obstante,
si se requiere inhibir el crecimiento del hongo en su totalidad es necesario utilizar

un tratamiento alternativo.
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Figura 28. Pruebas de antagonismo directo contra F. oxysporum. a) Testigo, el hongo crecio sin agregar ningun
tratamiento. b) Crecimiento del hongo en competencia con S. rhizophila. c) Crecimiento del hongo en
competencia con B. pumilus. d) Crecimiento del hongo en competencia con S. rhizophila 2.

En la tabla 11, se muestra que el hongo S. cepivorum presenta un aumento
en su crecimiento en presencia de las baterias B. pumilus 'y S. rhizophila 2 1o que
indica que cuando se encuentran en el mismo medio dichas bacterias promueven
el crecimiento del hongo. De acuerdo al andlisis de varianza hay diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos, y con la prueba de TUKEY se
encontré que la bacteria S. rhizophila es el tratamiento diferente con un porcentaje
de inhibicion del 44.45%, por lo que, esta bacteria minimiza el crecimiento del hongo

fitopatdgeno, pero no lo elimina por completo.

Bacteria D. micelio S. D. micelio S. % inhibicion
cepivorum cepivorum (cm)*

testigo (cm)*

S. rhizophila 1.667 +0.28 44 452
B. pumilus 3+0.5 3.067 +1.21 -2.23b
S. rhizophila 2 3.5+1.32 -16.67°

Tabla 11. Resultados de la prueba de antagonismo directo de las bacterias S. rhizophila, B. pumilus y S. rhizophila 2
contra S. cepivorum. Se presenta el diametro del micelio testigo sin tratamiento y el diametro del micelio obtenido para
cada una de las bacterias aisladas (X + DE), ademas, se muestra el porcentaje de inhibicion que genera cada bacteria
contra S. cepivorum. *Los valores son el promedio de tres réplicas. °= andlisis de varianza ANOVA y prueba TUKEY
indican diferencia estadistica significativa entre los tratamientos y cudles son diferentes entre si.

De acuerdo a la bibliografia consultada no se ha evaluado con anterioridad
el antagonismo entre estos microorganismos, sin embargo, en pruebas in vivo, se
encontré que el hongo Trichoderma es una alternativa viable para el control del
hongo S. cepivorum ya que se obtiene una eficacia similar a los controles quimicos

(Rivera-Mendez et al., 2016). Por otro lado el hongo Gliocladium sp es capaz de
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inhibirlo en casi un 50% (Castillo, Rojas y Villalta, 2016), la bacteria S. rhizophila
presenta resultados similares por lo cual, se considera una alternativa viable para
combatir la enfermedad causada por S. cepivorum. Ademas, no se recomienda
utilizar la cepa B. pumilus 'y S. rhizophila 2 para combatir dicho hongo ya que estas

cepas bacterianas promueven su crecimiento (Figura 29).

Figura 29. Pruebas de antagonismo directo contra S. cepivorum. a) Testigo, el hongo crecio sin agregar ningun
tratamiento. b) Crecimiento del hongo en competencia con S. rhizophila. ¢) Crecimiento del hongo en competencia con B.
pumilus. d) Crecimiento del hongo en competencia con S. rhizophila 2.

Evaluaciéon de la actividad sobre la germinacién de semillas de lechuga y

jitomate.

La germinacion es el proceso mediante el cual un embridn se desarrolla para
convertirse en una planta, la importancia de este proceso es vital, ya que sin
germinacién no hay planta y sin planta no hay cosecha (Samperio, 2005). Sin
embargo, existen ciertas limitantes para obtener un potencial completo en el
rendimiento de las plantas y hortalizas, tales como, la pérdida de la viabilidad de la
semilla, la latencia de la semilla y los factores ambientales inadecuadas para la
germinacion (FAO, 2016).

Para aumentar la tasa de germinacion en las semillas se han utilizado
diferentes métodos, tales como, tratamientos pre-germinativos de hidratacion
parcial de las semillas en soluciones osmoticas o tratamientos de quimio-
acondicionamiento con aditivos bioactivos, que tienen como finalidad revigorizar
semillas envejecidas, acelerar y uniformar la germinacion o robustecer semillas para
incrementar la resistencia de las plantas a las tensiones ambientales (Padron y
Torres, 2010).
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Lechuga

Se ha evaluado mediante diferentes tratamientos la tasa de germinacién de
semillas de lechuga con la finalidad de aumentarla y obtener una mayor
productividad agricola. En la Tabla 12 se muestran los datos utilizados para obtener

el tamafio de muestra para las semillas de lechuga.

Lechuga

2000
1,96
97%
3%
5%

Tamaho de muestra (n) 43.75

Q 0 T N Z

Tabla 12. Datos empleados para obtener el tamaiio de muestra de semillas de lechuga para pruebas de germinacion
obteniéndose un total de 44 semillas.

En esta prueba se emplearon 44 semillas comerciales para cada réplica, las
cuales, indican un porcentaje de germinacion del 88%, y de acuerdo a un estudio
elaborado por Nascimento et al. (2012) el porcentaje de germinacion de las semillas
de lechuga comerciales bajo condiciones de control in vitro es de 80%, sin embargo,
de acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de germinacién (Tabla 2), en el
control, donde solo se utilizé agua destilada estéril, la tasa de germinacion fue del
69%. De la prueba de germinacion se obtuvieron los resultados presentados en la

tabla 13 en cuanto a tasa de germinacién y tiempo de latencia.
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Tratamiento

Tasa de germinacién

Tiempo de latencia*®

(%)*
Tratamiento 1 80.62 + 5.85¢ 2
Tratamiento 2 62.02 + 4.842° 2
Tratamiento 3 72.09 + 8.38¢ 2
Tratamiento 4 60.47 + 4.65° 2
Tratamiento 5 72.09 £ 2.33¢ 2
Tratamiento 6 76.74 £ 6.15% 2
Tratamiento 7 93.02 + 2.33¢ 2
Control 68.99 + 13.630¢ 3

Tabla 13. Tasa de germinacion y tiempo de latencia de semillas de lechuga con los diferentes tratamientos, siendo el
tratamiento 1: S. rhizophila, tratamiento 2: B. pumilus, tratamiento 3:'S.rhizophila 2, tratamiento 4: S. rhizophila + B.
pumilus, tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2, tratamiento 6. B. pumilus + S. rhizophila 2, tratamiento 7: S.
rhizophila + B. pumilus + S. rhizophila 2. *Los valores mostrados son el promedio de tres réplicas. ° : andlisis de
varianza ANOVA y prueba TUKEY indican diferencia estadistica significativa entre los tratamientos y cudles son
diferentes entre si.

Para evaluar estadisticamente los resultados se realiz6 un analisis de
varianza ANOVA con un 5% de significancia, el cual, muestra que existe una
diferencia estadistica significativa en la tasa de germinacién y mediante la prueba
TUKEY es posible comprobar que el tratamiento 7 presenta la mayor tasa de
germinacion y es diferente al resto de los tratamientos utilizados, ademas, el
tratamiento que presentd la menor tasa de germinacion fue el tratamiento 4, un
consorcio entre B. pumilus'y S. rhizophila, por lo cual no se recomienda utilizar este

consorcio para promover la tasa de germinacion de la lechuga.

Ademas, los resultados se presentan de manera grafica (Figura 30), para
observar las diferencias significativas de cada tratamiento. Se observa que el
tratamiento que tuvo una mayor tasa de germinacion fue el tratamiento 7, mostrando
una pequefia desviacidn entre sus datos, siendo este el mejor tratamiento para
aumentar la tasa de germinacion de semillas de lechuga. Este resultado puede ser
debido a la liberacién de hormonas por parte de las tres cepas bacterianas, tales

como giberelinas y auxinas, que promueven la germinacion de las semillas.
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Figura 30. Tasa de germinacion de semillas de lechuga, se observa que el tratamiento que tuvo una mayor tasa de
germinacion fue el tratamiento 7, mientras que el tratamiento 4 disminuyo la tasa de germinacion. Siendo Tratamiento 1:
S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus.
Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus +.S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila
+ Bacilus pumilus + S. rhizophila 2.

De acuerdo a los datos, el consorcio de las tres bacterias aisladas aumenta
en un 24.03% la germinacién de semillas de lechuga (Figura 31), sin embargo, Diaz
Vargas et al. (2001) encontraron que la inoculacién con un aislado de Hafnia alvei
puede aumentar en un 57.4% la tasa de germinacion con respecto a un testigo sin
inocular, no obstante, dicha cepa presenta un 73.3% de germinacion, siendo este
valor mucho menor que el obtenido con el consorcio bacteriano entre B. pumilus y
las dos cepas de S. rhizophila. Por otro lado, Castro (2013), evalud la tasa de
germinacion de semillas de lechuga al aplicar diferentes aislados de Rhizobium 'y
encontré que uno de los aislados presenté un 86.66%, siendo mayor el presentado
en esta evaluacion. A pesar de ello, una cepa de Azotobacter chroococcum presento
una tasa de germinacién del 100% (Ato, 2015), situacién que no se logrd con
ninguno de los tratamientos empleados, siendo la tasa de germinacion mayor de
93.02%.

Malkoclu et al. (2017), por su parte, evaluaron el efecto de la inoculacién de
B. subtilis y un consorcio B. subtilis y Pseudomonas fluorescens, tratamientos que
tuvieron una tasa de germinacion del 92% y 89.3% respectivamente. Mientras que
en otro estudio se encontrdé que P. fluorescens de manera individual presenta un
86.3% de germinacién (Aponte et al., 2017).
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El estado de latencia es definido como la incapacidad de una semilla intacta
y viable de germinar bajo condiciones de temperatura, humedad y concentracion de
gases adecuados para la germinacion, por lo que, el tiempo de latencia es el tiempo
que requiere una semilla para brotar la radicula. En los resultados de las pruebas
de germinacion (Tabla 13) se observa que todos los tratamientos evaluados
presentan un tiempo de latencia de 2 dias, mientras que el control es de 3, lo cual,
indica que la inoculacion con las bacterias S. rhizophila y B. pumilus acelera en un
dia el tiempo de germinacion, la bacteria S. rhizophila tiene la capacidad de liberar
auxinas, lo cual, permite que haya un crecimiento acelerado de la radicula (Heredia-
Acuna et al., 2018).

Existen reportadas diversas cepas bacterianas que promueven la
germinacion de semillas de lechuga, sin embargo, la unica que tiene una tasa de
germinacion mayor a la obtenida con el consorcio bacteriano entre B. pumilus y las
cepas de S. rhizophila es Azotobacter chroococcum, razén por la cual, puede
atribuirse una promocion del porcentaje de germinacion al consorcio bacteriano

propuesto, debido a la sinergia que hay entre las bacterias que lo componen y la

lechuga.

ratamie r "y
< i = 2 il -

Figura 31. Se muestra en la imagen la germinacion al dia 20 presentada por el tratamiento 7 (izquierda) y el control
(derecha). Se observa con claridad el efecto de la inoculacion con el consorcio bacteriano.

Jitomate.

El jitomate es una planta de gran importancia econémica y alimentaria en
México, siendo México el principal proveedor mundial de jitomate con una
participacion en el mercado internacional del 25.11% del valor de las exportaciones
mundiales. Es por esta razén, que asegurar la germinacion de sus semillas es una

parte importante para mantener una produccion suficiente.
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Se obtuvo estadisticamente el tamafio de muestra de semillas de jitomate de

acuerdo a los datos presentados en la tabla 14.

Jitomate

610
1,96
97%
3%
5%

Tamano de muestra (n) 41.72

Q © T N Z2

Tabla 14. Datos empleados para obtener el tamaiio de muestra de semillas de jitomate para pruebas de germinacion
obteniéndose un total de 42 semillas.

Se utilizaron 42 semillas comerciales de jitomate, las cuales, reportan un

porcentaje de germinacion del 92%.

En la prueba de germinacion que se realizé se encontré que la inoculacion
de semillas de jitomate con bacterias como B. pumillus, S. rhizophila'y S. rhizophila
2 aumenta la tasa de germinacién, tal como se muestra en los resultados

presentados en la tabla 15.

En la tabla se observa que, mediante el analisis de varianza ANOVA con un
5% de significancia, existe una diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos utilizados, siendo el tratamiento 1 y 7 los que presentan una mayor
tasa de germinacion, mientras que el tratamiento 4 es el mas bajo, incluso mas bajo

que el control.
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Tasa de

Tasa de germinacién

Tratamiento Tiempo de latencia*
(%)*
Tratamiento 1 96.29 + 3.7¢ 2
Tratamiento 2 87.65 + 2.14° 2
Tratamiento 3 82.72 + 2.14bc 2
Tratamiento 4 65.43 + 5.66° 2
Tratamiento 5 81.48 + 3.7 2
Tratamiento 6 85.18 £ 3.7¢ 2
Tratamiento 7 96.29 + 3.7¢ 2
Control 90.12 + 2.14P 2

Tabla 15. Tasa de germinacion y tiempo de latencia de semillas de lechuga con los diferentes tratamientos, siendo el
tratamiento 1: S. rhizophila, tratamiento 2: B. pumilus, tratamiento 3. 'S.rhizophila 2, tratamiento 4: S. rhizophila + B.
pumilus, tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2, tratamiento 6. B. pumilus + S. rhizophila 2, tratamiento 7: S.
rhizophila + B. pumilus + S. rhizophila 2. *Los valores mostrados son el promedio de tres réplicas. ¢ : andlisis de
varianza ANOVA y prueba TUKEY indican diferencia estadistica significativa entre los tratamientos y cudles son
diferentes entre si.

El tratamiento 1, que es la bacteria S. rhizophila, aumenta la tasa de
germinacién en un 6.29%, al igual que el tratamiento 7, conformado por el consorcio
de las tres bacterias S. rhizophila, B. pumilus y S. rhizophila. Es importante
mencionar que los tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6 minimizan en cierto porcentaje la tasa

de germinacién comparando con el control sin inocular (Figura 32).
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Figura 32. Grdfica que muestra la tasa de germinacion de cada uno de los tratamientos evaluados. Tratamiento 1: S.
rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus.
Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila
+ Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que los tratamientos 1y 7 son los que presentan un mayor porcentaje de
germinacion, mientras que el resto de los tratamientos la disminuyen en comparacion con el control sin inocular.
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En la bibliografia consultada se encontré que hay diversas investigaciones
donde se realiza la inoculacion de bacterias a semillas de jitomate, con la finalidad
de aumentar su tasa de germinacion. Siqueira et al. (1993) evaluaron un consorcio
de microorganismos efectivos y obtuvieron un 66% de germinacién mientras que el
control sin inocular fue del 6%, con lo cual, lograron aumentar en un 60% la tasa de
germinacion. Por otro lado, la inoculacion de semillas con un inoculo de
Rhodopseudomonas tiene una germinacion del 96.8%, aumentando la tasa de
germinacion en un 23.4% con respecto a su control (Koh y Song, 2007), este valor
de germinacion es 0.5% mayor que el presentado por los tratamientos 1y 7 que
fueron los mas altos obtenidos en estas pruebas. Mahato, Badoni y Chauhan (2009)
obtuvieron un 90% de germinacién con un inéculo de Azotobacter mientras que su
control fue de 60%, este valor lo que indica que el uso de la bacteria S. rhizophila
de manera individual y un consorcio de dos aislados de S. rhizophila'y B. pumilus
son mas efectivos para aumentar la tasa de germinacion que la inoculacién de

Azotobacter.

El género Bacillus es muy utilizado para aumentar la tasa de germinacion en
diferentes tipos de semillas, tal es el caso de B. megaterium, que presenta una tasa
de germinacion de semillas de jitomate del 97.27%, 6.1% mas alta que su control
(Luna Martinez et al., 2013), B. subtilis de 82.83%, la cual, con un efecto contrario,
disminuye la tasa de germinacion en un 0.93% comparado con el control (Xu et al.,
2014) y B. circulans, que presenta una germinacion del 80.33%, 14.56% mayor que
el control(Mehta, Walia, Kulshrestha, Chauhan y Shirkot, 2015). En el caso de esta
evaluacion, la cepa de B. pumilus presenta una germinacion del 87.65% siendo
mayor que la presentada por B. subtilis y B. circulans, sin embargo, al igual que B.
Subtilis disminuye la tasa de germinacion con respecto al control. La cepa de B.
megaterium es la que presenta un mayor porcentaje de germinacion entre las cepas
evaluadas y revisadas en bibliografia. Finalmente, las cepas de Pseudomonasy P.
putida tienen altos indices de germinacién, 91.67% (Widnyana y Javandira, 2016) y

95.9% (Conde, Ocampo, Castafneda, Hernandez y Aguilar, 2018) respectivamente.
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Con estos resultados se puede observar que los tratamientos 1y 7 evaluados
en este trabajo tienen la propiedad de promover la tasa de germinacion de las
semillas de jitomate, por la liberacion de hormonas giberelinas y auxinas, lo cual,

probablemente se incrementa por la sinergia bacteriana.

Por otro lado, el tiempo de latencia no fue afectado por ninguno de los

tratamientos, siendo de dos dias para todos los tratamientos y el control.

Con base en los resultados obtenidos en estas pruebas, puede decirse que
el consorcio bacteriano formado entre los dos aislados de Stenofrophomonas
rhizophila y Bacillus pumilus promueve la tasa de germinacion de las semillas de
lechuga y jitomate, comprobando que hay sinergia entre las actividades que realiza
cada una de ellas. Ademas, el consorcio resulto ser recomendable para aumentar

la germinacion en semillas comparado con el control.

Comparacion del efecto de la inoculacién individual y de la mezcla de
bacterias en plantulas de chile jalapefio, acelga, lechuga y jitomate y

evaluacion de los tratamientos.

Chile jalapeno

Las respuestas que se midieron para el chile jalapefio a través del tiempo
fueron la altura y grosor de tallo. Mientras que, al finalizar el experimento se
evaluaron, ademas, el area foliar y la clorofila con la finalidad de observar el efecto

de cada tratamiento sobre dichas variables.

Con las medidas tomadas se llevo a cabo un andlisis de varianza ANOVA
con un 5% de significancia y una prueba de multiples rangos con un nivel de 95%
de significancia para determinar los tratamientos distintos y conocer el efecto de
cada uno sobre plantulas de chile jalapeno. En la Tabla 16 se observan los
resultados obtenidos al finalizar la experimentacién, es decir al tiempo 5, que

corresponde a 5 semanas después de la siembra de las semillas.

100



Tratamiento Altura de Grosor de Area foliar Clorofila*
tallo (mm)* tallo (mm)* (mm?2)*
Tratamiento 1 72.23f 1.41d 308.266" 37.27¢
Tratamiento 2 59.36° 1.66° 435.5224 24.062
Tratamiento 3 32.39bc 1.80f 343.901¢ 31.04¢cd
Tratamiento 4 33.97°¢ 1.424 440.3224 31.44
Tratamiento 5 28.332b 1.220¢ 290.04° 28.01°
Tratamiento6  50.11¢ 1.26° 404.499¢ 22.12
Tratamiento 7 27.822 1.10° 172.481° 28.11bc
Control 31.44abe 0.832 141.832° 23.12

Tabla 16. Altura y grosor de tallo, drea foliar y clorofila de plantulas de chile jalaperio en cada uno de los tratamientos
evaluados, asi como del control sin inocular. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S.
rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5:.S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6. B.
pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. * Los valores mostrados son
el promedio de tres réplicas, es decir, 30 plantulas. ° : anadlisis de varianza ANOVA y prueba de multiples rangos indican
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos. Las letras distintas sefialan diferencias estadisticas entre los
tratamientos.

Para la altura de tallo (Figura 33) se observa que los tratamientos comienzan
a tener un mayor efecto a partir de la semana 3 después de la siembra, sin embargo,
en la semana 5, el tratamiento 1 alcanza la mejor altura, 73.23 mm, mientras que el
control presenta una altura de 31.44 mm. De acuerdo al analisis de varianzas
ANOVA en la semana 5 existe una diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos, siendo el tratamiento 1 el que presenta una mayor altura, mientras que
el tratamiento 7 es el menos efectivo para aumentar la altura de las plantulas.
Resultados condensados en la tabla 14. Ademas, en la figura 33, puede observarse
que la manera en la que aumentan la altura de tallo los tratamientos 1 y 2 de la

semana 4 a la 5 es mayor en comparacion con el crecimiento del control.
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Figura 33. Grdfica que muestra el efecto sobre la altura de tallo en plantulas de chile jalaperio de cada uno de los
tratamientos a través del tiempo (semanas). Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento
3: 8. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila +'S. rhizophila 2. Tratamiento
6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que a partir

de la semana 3 los tratamientos tienen un efecto promotor en la altura de las plantulas 'y asi hasta la ultima semana

evaluada donde es claro el efecto del tratamiento .

De acuerdo a los resultados obtenidos en el tratamiento estadistico de los
datos (Tabla 16) el consorcio formado por. las tres bacterias aisladas es poco
adecuado para el aumento de altura de las plantulas de chile jalapefio. Sin embargo,
como se observa en la grafica de la figura 33 al tiempo 5 (semana 5), la inoculacion
de la bacteria S. rhizophila (tratamiento 1) y Bacillus pumilus (Tratamiento 2) de
manera individual tienen la capacidad de aumentar la altura de tallo de las plantulas
de chile jalapefio. S. rhizophila-aumenta la altura de tallo en un 132.92%, mientras
que B. pumilus 1o hace en un 88.8%, dicha bacteria produce giberelinas, hormonas

que participan en la elongacién de las plantas (Gutierrez et al., 2001).

Aguirre-Medina Y Espinosa (2016) encontraron que al inocular plantas de
chile jalapefio con A. brasilense su altura es un 56.44% mayor comparado con el
control, mientras que con un consorcio formado por R. intraradices y A. brasilense
aumenta solo un 27.61%. Por otro lado, Reyes-Ramirez et al. (2014) lograron
aumentar un 6.35% la altura de plantas de chile habanero en comparacion con un
control sin inocular, ademas evaluaron el efecto de Pseudomonas y R. irregularis,
las cuales la aumentan en un 8% y 3.76%, respectivamente. Diferentes tipos de
Bacillus también han sido empleados para aumentar la altura de plantas de chile,
logrando incrementos del 33.38% comparados con un control (Guillén-Cruz, 2006).

Con esto, se puede observar que la bacteria aislada S. rhizophila tiene una
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capacidad muy fuerte para aumentar la altura del tallo en este tipo de hortaliza,
puede ser debido a la interaccion que tiene con las raices, ya que cuenta con varios
genes que intervienen en la colonizacién de la raiz como los que codifican para el
antigeno O, sintesis de poliscaridos y proteinas de adhesién (Bais, Weir, Perry,
Gilroy y Vivanco, 2006). Ademas, se ha demostrado que produce la hormona de
crecimiento vegetal acido indolacético, la cual, controla diversos  procesos
fisiolégicos como la elongacion y division celular, situacién que comprueba los

resultados obtenidos (Egamberdieva et al., 2011).

En cuanto al grosor de tallo, de acuerdo a la figura-34, los tratamientos
comienzan a tener un efecto a partir de la semana 3, al igual que en la altura, donde
se observa con facilidad la diferencia entre los tratamientos 2 y 3 con el control. Al
finalizar el experimento, mediante el analisis de varianza y la prueba de multiples
rangos, se encontro que el tratamiento que presenta el tallo con mayor grosor es el
3, S. rhizophila 2, de 1.8 mm, seguido del tratamiento 2, B. pumilus, de 1.66 mm,
mientras que el control tiene un tallo promedio de 0.83 mm de grosor. De acuerdo
a estos resultados, el tratamiento 3 aumenta en un 116.87% el grosor del tallo en

plantulas de chile después de la semana 3 de aplicacion.
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Figura 34. Grdfica que muestra el efecto sobre el grosor de tallo en plantulas de chile jalaperio de cada uno de los
tratamientos a través del tiempo (semanas). Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento
3: 8. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento
6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que a partir

de la semana 3 los tratamientos tienen un efecto positivo en el engrosamiento del tallo de las plantulas y al finalizar el
experimento las plantulas del tratamiento 3 muestran el tallo mads grueso.
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En bibliografia se encuentran diferentes microorganismos empleados para mejorar
el crecimiento de plantas de chile, y los efectos que presentan sobre el grosor de
tallo son muy diversas. Aguirre-Medina et al. (2016) evaluaron el efecto de la
inoculacion de Azotobacter brasilense y Pseudomonas fluorescens sobre plantas
de chile jalapefio, y encontraron que dichas cepas pueden aumentan el grosor de
tallo en un 40% y 48.89% respectivamente. Por otro lado, se ha encontrado que la
cepa Bacillus subtilis aumenta un 16.23% el grosor de tallo en plantas de chile
jalapefio (Pefia-Yam et al., 2016), sin embargo, este dato es menor al 100%

obtenido con la inoculacion de B. pumilus bacteria del mismo geénero.

Reyes-Ramirez et al. (2014) reportaron que la inoculacion a plantas de chile
habanero con Pseudomonas aumenta un 13.32% el grosor del tallo en comparacién
con el control, Azospirilum brasilense, por-su parte, lo aumenta en un 8.41% y
finalmente Rhizophagus irregularis, 1o hace en un 5.61%. El porcentaje mas alto
presentado es el de Pseudomonas, sin embargo, es mucho menor que el obtenido

con la cepa S. rhizophila.

Al analizar los resultados obtenidos, puede observarse que los tratamientos
que aumentan el grosor y altura de tallo son cepas bacterianas individuales, con
mejores resultados S. rhizophila. Sin embargo, la mayor altura o el mayor grosor no
son sinbnimo de una planta saludable, y para evaluar esto se realizé una regresion
lineal para observar la relacion entre ambas respuestas y definir el tratamiento que

arroja plantas con mejores caracteristicas.

En la tabla 17 se observa la relacién que tiene la altura y el grosor de tallo
para cada tratamiento utilizado, ademas, se propone una ecuacion para determinar
la altura de la planta. Mediante la pendiente se pueden discriminar los tratamientos
en los que las plantas estan elongadas y muy delgadas, asi como las que estan muy
bajitas y con tallos gruesos, para asi discutir con mayor facilidad el efecto que

genera cada tratamiento a las plantulas de chile jalapeno.
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Tratamiento Pendiente Correlacion R?2(%) Ecuacidn

y = (a+ bx)?
1 4.13693 0.902753 81.4963 y = (1.73133 + 4.13693G)?
2 321519 0919509  84.5497 y = (1.57469 + 3.21519G)?
3 1.92911 0.859129 73.8102 y = (2.29527 + 1.92911G)?
4 2.72986 0.906208 82.1212 y = (2.09677 + 2.72986G)?
5 2.84594 0.917035 84.0953 y = (1.66213 + 2.84594G)?
6 474657  0.931855  86.8353 y = (117311 + 4.74657G)?
7 3.05808 0.87312 76.2338 y =(1.96719 + 3.05808G)?
Control 4.97949 0.903821 81.6892 y = (1.72667 + 4.97949G)?

Tabla 17. Modelo matematico de la forma y=(a+bx)? para describir la relacion entre la altura y el grosor de tallo de las
plantulas de chile jalapeiio en cada uno de los tratamientos. Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B.
pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S.
rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila
2. G=grosor de tallo. Existe una relacion estadisticamente significativa entre altura y grosor de tallo con un nivel de
confianza del 95.0%.

El tratamiento que tiene una mejor correlacion y r? es el tratamiento 6, ya que
se ajusta adecuadamente la manera en la que aumenta la altura con respecto al

grosor del tallo.

La relacion entre la altura y el grosor del tallo se ha utilizado como una
estimacion de vigor en arboles y plantas (Mariano, 1966), las plantas que presentan
proporciones intermedias entre la altura y el grosor de tallo tienen un mayor
crecimiento en. campo, mientras que las muy achaparradas o muy delgadas o muy

anchas presentan un menor desarrollo (Salvador, 2003).

Con base a esto y a los datos de la tabla 17, el tratamiento 3 muestra una
pendiente muy baja, 1.92911, lo que indica que las plantulas tienden a ser bajas y
anchas, mientras que las plantulas del tratamiento 6, con pendiente 4.74657,
tienden a ser muy altas y delgadas, de acuerdo a la bibliografia, estas plantas tienen
un menor desarrollo en campo. Por otro lado, se encuentran las plantulas del
tratamiento 7, las cuales tienen una relacion intermedia entre altura y grosor de tallo,

las cuales presentan mayor vigor y por lo tanto un mayor crecimiento en campo.
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Area foliar mmp)

Por lo tanto, aunque las plantulas del tratamiento 1 tienen una mayor altura y
las del tratamiento 3 un mayor diametro de tallo, no significa que estas son mas
viables o mas vigorosas, sino mas bien, las del tratamiento 7, son las que tienen

una mejor relacion entre su altura y su diametro de tallo.

El area foliar define la capacidad que tiene la cubierta de una planta para
interceptar la radiacion fotosintética activa, siendo esta, la fuente primaria de
energia utilizada por las plantas para la elaboracién de compuestos y tejidos. Esta
variable fue medida unicamente al finalizar el experimento (Tabla 16) y, con el
analisis de varianza y prueba de multiples rangos, se encontro que los tratamientos
que presentan una mayor area foliar son el 2, 4 y 6, siendo el 4 y 6 consorcios
microbianos. Entre ellos no hay una diferencia estadistica significativa. El
tratamiento 4, que corresponde a un consorcio entre S. rhizophila 'y B. pumilus logra
aumentar un 210.453% el area foliar de las plantulas de chile jalapefio en

comparacion con el control sin inocular.
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Figura 35. Grafica de area foliar calculada al término de la experimentacion para cada uno de los tratamientos.
Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B.
pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S.
rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. El tratamiento 2, 4 y 6 presentan una mayor area foliar sin diferencias
estadisticas significativas entre ellos.

Robles-Hernandez et al. (2015) estudiaron el efecto de la inoculacion de
diferentes aislados de Streptomyces en plantas de chile jalapefio y encontraron que

la inoculacion aumenta 12% el area foliar con respecto a las plantas no inoculadas.
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Por otro lado, la cepa Serratia plymuthica tiene la capacidad de aumentar en un
34% el area foliar en plantas de chile poblano (Gonzalez et al., 2017), ambas cepas
bacterianas reportadas tienen capacidades como promotoras de crecimiento tales
como la liberacion de hormonas que promueven el crecimiento vegetal, produccién
de siderdéforos y solubilizacion de fosfatos. En esta investigacion, la inoculacion de
la bacteria Bacillus pumilus de manera individual aumenta 207.07% el area foliar de
las plantulas de chile jalapeno, lo cual, puede deberse a que tiende a acumular
giberelinas bioactivas (Gutiérrez et al., 2001), solubiliza fosfato y produce grandes
cantidades de acido indol acético, compuestos que afectan directamente el
crecimiento de las plantas (Breedt et al., 2017). El consorcio del tratamiento 4 tiene
la propiedad de aumentar el area foliar, sin embargo, no puede decirse que hay una
actividad sinérgica entre las bacterias que lo componen, debido a que no hay
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos donde se inocularon las

bacterias de manera individual.

La importancia de la clorofila radica en que es la sustancia que le permite a
la planta absorber la luz del sol y convertirla en energia quimica (Godinez y
Gutiérrez, 2017). Con los datos obtenidos y el analisis estadistico de los mismos
(Tabla 16), se comprueba que hay diferencia estadistica entre los tratamientos
utilizados y el tratamiento 1 es que el presenta mayor nivel de clorofila en las hojas
de las plantulas de chile jalapefio, aumentandola un 61.34% con respecto al control

sin inocular.
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Figura 36. Grdfica del contenido de clorofila medida al término de la experimentacion para cada uno de los
tratamientos. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3:S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S.
rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2.
Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Las hojas de las plantulas de chile inoculadas con el
tratamiento 1 presentan mayor contenido de clorofila.

En bibliografia se encuentran microorganismos que aumentan el contenido
de clorofila, lo cual, es bueno para proveer un mejor crecimiento vegetal, la
inoculacion de plantas de pimiento con el hongo R. intfraradices aumenta el
contenido de clorofila en un 11.95% comparado con un control sin inocular (Diaz,
Alvarado, Ortiz y Grageda-Cabrera, 2013). En el caso de chile jalapefio, el uso de
Streptomyces aumenta en un 6.73% el contenido de clorofila en comparacion con
el control (Robles-Hernandez et al., 2015), finalmente, en un estudio realizado por
Irabor (2017) en el chile campana, el uso de B. vallismortis tiende a aumentar en un
29.97% el contenido de clorofila, siendo este resultado aun menor que el presentado

por S. rhizophila en este estudio.

De acuerdo a los resultados obtenidos se encuentra que para el chile
jalapefio, los consorcios bacterianos propuestos son poco efectivos para obtener
aumentos en las variables agrondémicas evaluadas, siendo en algunos casos
menores comparados con el control, sin embargo, se encontré que la bacteria S.
rhizophila tiende a aumentar la altura, grosor de tallo y el contenido de clorofila en
las plantulas, mientras que Bacillus pumilus y los consorcios entre las cepas de S.
rhizophila'y B. pumilus tienen la capacidad de aumentar el area foliar de las mismas.

Resultados que son altos en comparacion con los encontrados en bibliografia de
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diferentes microorganismos sobre el mismo tipo de plantas. Ademas, al evaluar la
relacion entre la altura y el grosor de tallo, las plantulas del tratamiento 7 presentaron
mejores resultados, lo que significa que las plantas inoculadas con el consorcio de

las tres bacterias aisladas tienen una mejor viabilidad y desarrollo en campo.
Acelga

La altura y el grosor de tallo fueron respuestas medidas a través del tiempo,
mientras que, al finalizar el experimento, se evaluaron el area foliar y la clorofila,
para observar el efecto de cada tratamiento sobre dichas variables. Con las medidas
tomadas se llevo a cabo un analisis de varianza ANOVA con un 5% de significancia
y una prueba de multiples rangos con un nivel de 95% de significancia para
determinar los tratamientos distintos y conocer el efecto de cada uno sobre las
plantulas (Tabla 18).

Se muestran los resultados completos obtenidos al finalizar la

experimentacion, es decir, en la semana 5.

Tratamiento Altura de Grosor de Area foliar Clorofila*

tallo (mm)*  tallo (mm)*  (mm?)?*

Tratamiento1 50.252 1.70P 687.231° 31.87°

Tratamiento 2. 55.81° 1.81P 935.618¢ 30.152b
Tratamiento 3. 65.03¢ 2.26° 714.696° 27.112

Tratamiento 4 64.73¢ 2.37¢ 1403.220¢ 28.962°
Tratamiento 5 70.33¢ 2.41¢ 962.475° 28.55%
Tratamiento 6 62.39° 1.77° 573.863P 28.55%
Tratamiento 7 58.42° 1.82b 300.4792 28.552b
Control 48.932 1.552 669.001° 30.8520

Tabla 18. Altura y grosor de tallo, area foliar y clorofila de plantulas de acelga en cada uno de los tratamientos
evaluados, asi como del control sin inocular. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3. S.
rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B.
pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. * Los valores mostrados son
el promedio de tres réplicas, es decir, 30 plantulas.  : analisis de varianza ANOVA y prueba de multiples rangos indican

diferencia estadistica significativa entre los tratamientos. Las letras distintas sefialan diferencias estadisticas entre los
tratamientos.
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La altura de tallo de la acelga (Figura 37), en presencia de los tratamientos
evaluados, comienza a tener un efecto positivo a partir de la semana 4, comparado
con la semana 1, donde no se observa ninguna diferencia entre los tratamientos y
el control. Asi mismo, se observa que el control tiene un crecimiento poco acelerado
al paso de las semanas al compararlo con algunos tratamientos, como lo es el

tratamiento 5.
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Figura 37. Grdfica que muestra el efecto sobre la altura de tallo en plantulas de acelga a través del tiempo (semanas).
Siendo el Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S.
rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2.

Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el tratamiento estadistico de los
datos (Tabla 18) el consorcio formado por las tres bacterias aisladas, en
comparacion con el control, es bueno, ya que aumenta la altura del tallo de las
plantulas, sin embargo, como se observa en la grafica de la figura 37 al tiempo 5, la
inoculacion del tratamiento 5, que consiste en el consorcio entre los dos aislados de
S. rhizophila, es el que presenta un mayor aumento en la altura, promoviendo su

crecimiento en un 43.74% en comparacion con el control sin inocular.

Martinez, Sanchez, Velasco y Prado (2014) realizaron una evaluacién de la
inoculacién de microorganismos eficientes sobre plantas de acelga y encontraron
que se puede aumentar un 68% la altura de la planta mediante la aplicacion de
ciertos microorganismos provenientes de un potrero comparados con las plantas sin
inocular, este dato es mayor al obtenido en este estudio, sin embargo, ellos no

determinaron el consorcio de microorganismos que participaban para que se
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obtuviera dicho efecto. Asi mismo, la inoculacion de microorganismos con
caracteristicas como promotores de crecimiento aumentan en 6.66% la altura de las
acelgas en comparacion con el control (Aguilar, Garcia, Bravo, Munoz, J. M., y
Fosado, 2016). De acuerdo a estos datos, se puede observar que el uso de un
consorcio de aislados de S. rhizophila aumenta la altura en plantas de acelga
debido, posiblemente, a su produccién de acido indolacético, la cual, controla
diversos procesos fisiolégicos como la elongacion y division celular, situacion que

comprueba los resultados obtenidos (Egamberdieva et al., 2011).

El grosor de tallo de los tratamientos comenzo6 a ser efectivo tras la tercer
semana después de la siembra, observandose mejores efectos en los tratamientos
3 y 5, no obstante, al finalizar la experimentacion no se observa una diferencia
estadistica significativa entre dichos tratamientos y el tratamiento 4, el cual, mostré

un engrosamientos acelerado de la semana 4 a la 5 (Figura 38).
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Figura 38. Grdfica que muestra el efecto sobre el grosor de tallo en plantulas de acelga de cada uno de los tratamientos
a través del tiempo (semanas). Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3. S.
rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B.
pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que a partir de la

semana 3 los tratamientos tienen un efecto positivo en el engrosamiento del tallo de las plantulas y al finalizar el
experimento las plantulas del tratamiento 3, 4 y 5 muestran el tallo mas grueso.

De acuerdo a los resultados de la tabla 18, el tratamiento 5 mostré un
aumento del 55.48% en el grosor de tallo de las plantulas de acelga comparado con
un control. Son pocos los estudios donde se reporta el grosor de tallo alcanzado con
el uso de microorganismos, sin embargo, Martinez et al. (2014) describe que la

inoculacién de microorganismos presentes en la tierra de cultivo de café aumenta
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en un 52.56% el grosor de tallo de las plantas de acelga comparado con plantas no
inoculadas, debido a la gran poblacién microbiana y a la descomposicién de materia

organica que realizan.

En el caso de la acelga, es importante observar que, al finalizar el
experimento, el tratamiento 5, es decir, el consorcio entre S. rhizophila y S.
rhizophila 2, fue el que mejoro la altura y el grosor de tallo de las plantulas de acelga,
siendo estas bacterias una buena alternativa para mejorar y aumentar estas

caracteristicas en las plantulas.

Para conocer la viabilidad y hacer una estimacion del vigor de las plantulas
de acelga se hizo una relacidén entre la altura y el grosor del tallo con lo que se
obtuvieron los datos de la Tabla 19. Donde se observa que el tratamiento 3 es el
que mantiene una mayor relacién entre aaltura y el grosor de tallo con una
correlacion de 0.962103 y una r? de 92.5642%.

Tratamiento Pendiente Correlacion R?(%) Ecuacién

y = (a+ bx)?
1 2.80807 0.898381 80.7088 y = (2.18645 + 2.80807G)?
2 2.92578 . 0.90298 81.5356 y = (2.23711 + 2.92578G)?
3 2.66437 0.962103 92.5642 y = (2.1562 + 2.66437G)?
4 2.32424 0.900731 81.1316 y = (2.81102 + 2.32424G)?
5 2.52126 0.922896 85.1736 y = (2.35915 + 2.52126G)?
6 327916  0.919533  84.5541 y = (2.25819 + 3.27916G)?
7 3.07347 0944108  89.1341 1y = (2.2074 + 3.07347G)>
Control 299791  0.880146  77.4658 y = (2.69745 + 2.99791G)?

Tabla 19. Modelo matematico de la forma y=(a+bx)’ para describir la relacién entre la altura y el grosor de tallo de las
plantulas de acelga en cada uno de los tratamientos. Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus.
Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2.
Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7. S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. G=grosor
de tallo. Existe una relacion estadisticamente significativa entre altura y grosor de tallo con un nivel de confianza del
95.0%.
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Las plantulas presentaron pendientes muy homogéneas e intermedias, es
decir, en ninguno de los tratamientos las plantas se elongaron o se engrosaron en
demasia, siendo las del tratamiento 7 las que presentaron una relacion mas
intermedia, por lo tanto son las de mayor viabilidad y vigor, al igual que en el caso

del chile jalapefio.

El area foliar de la acelga es una de las caracteristicas agronbmicas mas
importantes, debido a que es la parte que se utiliza para el consumo. Esta variable
fue medida unicamente al finalizar el experimento y con base en lo reportado en la
tabla 18, se observa que el tratamiento 4 promueve en mayor medida el crecimiento
del area foliar con respecto a los otros tratamientos y al control, con un aumento de
109.75%. En la figura 39 se observa, de manera grafica, el efecto sobre el area foliar

de los tratamientos evaluados.
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Figura 39. Grdfica de drea foliar calculada al término de la experimentacion para cada uno de los tratamientos.
Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B.
pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S.
rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Las plantulas del tratamiento 4 presentan una mayor drea foliar en
comparacion con el control y el resto de los tratamientos.

Se encuentra reportado que la inoculacion de Azospirillum brasilensis de un
biofertilizante comercial aumenta en un 5.89% el area foliar de la acelga comparado
con un control sin inocular, esto, puede ocurrir debido a la poca viabilidad celular de
algunos biofertilizantes, sin embargo, al inocular las plantas con microorganismos
de suelo de montafia se aumenta en un 27.45% el area foliar (Medina-Saavedra,
Arroyo-Figueroa, Garcia-Viera y Dzul-Cauich, 2017). Datos que se encuentran muy
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por debajo de lo obtenido con el consorcio entre S. rhizophila'y B. pumilus, bacterias
aisladas de una composta. Un estudio realizado por Guerra et al. (2016)
comprueban que las plantas de acelga pueden aumentar hasta un 33.34% el area

foliar al agregar composta como abono.

Al comparar los resultados de estos estudios con los obtenidos se puede
observar que el aumento en el area foliar que tiene el consorcio es alto y pueden

ser utilizados como una estrategia para mejorar la produccion agricola de la acelga.

Finalmente, la cantidad de clorofila no fue afectada porla inoculacién de las
bacterias ni sus consorcios (Figura 40), ya que, de acuerdo al ANOVA no existe

diferencia estadistica significativa entre los tratamientos y el control.
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Figura 40. Grdfica del contenido de clorofila medida al término de la experimentacion para cada uno de los
tratamientos. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S.
rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6. B. pumilus + S. rhizophila 2.
Tratamiento 7:.S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. ANOVA: no hay diferencias estadisticas significativas.

Las caracteristicas morfolégicas de la acelga se ven modificadas tras la
aplicacion de consorcios bacterianos que incluyen las cepas S. rhizophila y B.
pumilus. La altura y grosor de tallo aumentan un 43.74% vy 55.48%,
respectivamente, tras la inoculacion de un consorcio entre dos aislados de S.
rhizophila. Mientras que el area foliar incrementa un 109.75% al inocular un
consorcio entre S. rhizophila y B. pumilus. Con lo que se comprueba que los

consorcios bacterianos tienen un efecto mayor en el crecimiento de plantulas de
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acelga. Ademas, de acuerdo a la relacién existente entre la altura y el grosor de
tallo, las plantulas mas viables y vigorosas fueron obtenidas con el tratamiento 7, es

decir, con el consorcio de las tres bacterias aisladas.

Lechuga

Las variables medidas en el las plantulas de lechuga a través del tiempo,
altura y grosor de tallo, presentaron un efecto de crecimiento positivo tras la
inoculacion bacteriana, al igual que el area foliar medida al finalizar las pruebas. Por
otro lado, la clorofila no presenta diferencia significativa entre el control y los

tratamientos con inoculacion bacteriana, de acuerdo a lo reportado en la Tabla 20.

Tratamiento Altura de Grosor de Area foliar Clorofila*

tallo (mm)*  tallo (mm)*  (mm?)*

Tratamiento1 36.302 1.102 431.0932 29.81ab
Tratamiento 2 49.77¢d 2174 1990.7004 28.212
Tratamiento 3 56.82f 2.07¢9 1912.464 32.32ab
Tratamiento 4 67.53¢ 1.44b 1490.440¢ 33.41b
Tratamiento 5 52.94¢ 1.68¢ 1367.100¢ 33.12b
Tratamiento 6 47.81°¢ 2.57¢ 1517.730¢° 33.46°
Tratamiento 7 45.26° 1.76¢ 775.582P 31.41@b
Control 49.99d 1.82°¢ 865.693P 31.952b

Tabla 20. Altura'y grosor de tallo, area foliar y clorofila de plantulas de lechuga de cada tratamiento y el control sin
inocular. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S.
rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2.
Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. * Los valores mostrados son el promedio de tres
réplicas. * : andlisis de varianza ANOVA y prueba de multiples rango, las letras distintas indican diferencia estadistica
significativa.

La altura de las plantulas de lechuga en la semana 1 y 2 no muestran
diferencias entre los tratamientos y el control, sin embargo, en la semana 3, se
observa un efecto positivo en la altura de las plantulas inoculadas con los
tratamientos. En la semana 4 el tratamiento 4 muestra un efecto mayor, el cual, se

mantiene hasta la ultima semana de evaluacion de los tratamientos (Figura 41). De
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acuerdo a los resultados de la tabla 20 la altura de tallo de las lechugas inoculadas
con el tratamiento 4 aumentan en un 35.1% con respecto al control. Por lo que, para
incrementar la altura de plantulas de lechuga es recomendable inocular un

consorcio de S. rhizophila'y B. pumilus.
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Figura 41. Grdfica que muestra el efecto sobre la altura de tallo en plantulas de lechuga con cada uno de los
tratamientos a través del tiempo. Siendo el Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S.
rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B.
pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que a partir de la
semana 4 los tratamientos tienen un efecto promotor en la altura de las plantulas y asi hasta la ultima semana evaluada
donde es claro el efecto del tratamiento 4.

La lechuga es una hortaliza que se utiliza con frecuencia para evaluar el
efecto de la inoculacién microbiana, debido a su corto ciclo de desarrollo. Colla,
Rouphael, Di Mattia, El-Nakhel y Cardarelli, (2015) evaluaron el efecto de la
inoculacion combinada de T. atroviridae y G. intraradices y lograron aumentar un
31.76% la altura de plantas de lechuga en comparacion con el control sin inocular.
La inoculaciéon de un consorcio entre A. chroococcum y B. yuanmingense a un
cultivo de lechuga permitié incrementar un 42.73% la altura del tallo al compararlo
con un control donde solo se agregd agua destilada estéril (Cerna-Yamali, Salinas-
Aranda y Soriano-Bernilla, 2018). Mossot, Estefania, Shagfiay y Giomayra (2019)
lograron aumentar un 36.43% la altura de tallo de plantas de lechuga tras la
inoculacion de una cepa de Bacillus. Estos datos son cercanos a los resultados
obtenidos con el consorcio evaluado en este trabajo, por lo que se comprueba que
el efecto de S. rhizophila y B. pumilus como promotores de crecimiento de la altura

de tallo también es util para plantulas de lechuga.
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Para el grosor de tallo de plantulas de lechuga se observo que los efectos
positivos de los tratamientos 2, 3 y 6 comienzan a observarse de la semana 2 a la
semana 3. Mientras que los tratamientos 4, 5 y 7 tienen un engrosamiento de tallo
mas lento, sin embargo, mantienen una tendencia parecida a la del control. Las
plantas que presentaron un mayor diametro de tallo fueron las inoculadas con el

tratamiento 6 (Figura 42).
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Figura 42.Grafica que muestra el efecto sobre el grosor de tallo en plantulas de lechuga de cada uno de los tratamientos
a traves del tiempo. Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2.
Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S.
rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que a partir de la semana 3 los

tratamientos tienen un efecto positivo en el engrosamiento del tallo de las plantulas y al finalizar el experimento las
plantulas del tratamiento 6 muestran el tallo mds grueso.

El aumento que genera la inoculacion de B. pumilus y S. rhizophila 2 es de
alrededor de 41.2% con respecto al control sin inocular. Estos datos pueden
relacionarse con el empleo de otras cepas microbianas para la produccién de
lechuga, tales como, Glomus sp. que incrementa el diametro del tallo de lechuga en
un 66.21%, R. clarum un 71.62% y la inoculacién del consorcio de ambas cepas un
74.32%, 10 que comprueba que el uso de indculos combinados genera un efecto
mayor que el de una sola cepa microbiana o la no inoculacién (Ley-Rivas, Napoles,
Sanchez, Furrazola y Ricardo, 2016). Mientras que, Mossot et al. (2019)
encontraron que la inoculacion de Bacillus sp no tiene ningun efecto sobre el grosor
de tallo de plantas de lechuga, contrario a lo que se encontré en esta evaluacion
con B. pumilus, que mediante la inoculacién individual lo incrementa en un 19.23%,

viéndose mejorada al estar en el mismo medio con S. rhizophila 2.
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La relacion entre la altura y el grosor de tallo permiten hacer una estimacion
del vigor de las plantas y, de esta manera, definir las plantas que presentan una
mayor viabilidad y desarrollo en el campo. Se propuso un modelo matematico del
tipo raiz cuadrada de vy, el cual, tiene una relacion estadisticamente significativa

entre la altura y el grosor de tallo con un nivel de confianza de 95% (Tabla 21).

Tratamiento Pendiente Correlacion R?(%) Ecuacion

y = (a+ bx)?
1 3.78186 0.916539 84.0043 y = (1.85421 + 3.78186G)?
2 2.26224 0.944439 89.1965 y =(2.39768 + 2.26224G)?
3 2.41385 0.931959 86.8547 y = (2.36722 + 2.41385G)?
4 517045  0.950473  90.3398 y = (1.42982 + 5.17045G)2
5 3.35519 0.927623 86.0484 y = (2.20178 + 3.35519G)?
6 1.83757 0.905778 82.0433 y = (2.72669 + 1.83757G)?
7 2.7099 0.929591 86.4139 y = (2.28139 + 2.7099G)?
Control 239097  0.910753 82.9471 y = (2.3589 + 2.39097G)?

Tabla 21. Modelo matemadtico de la forma y=(a+bx)? para describir la relacion entre la altura y el grosor de tallo de las
plantulas de lechuga en cada uno de los tratamientos. Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus.
Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4. S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2.
Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. G=grosor
de tallo. Existe una relacion estadisticamente significativa entre altura y grosor de tallo con un nivel de confianza del
95.0%.

El tratamiento que presenta una mejor relacion entre la altura y el grosor del
tallo es el tratamiento 4, con una r? de 90.3398 mientras que el tratamiento 6
presenta una mayor dispersion entre los datos, con una r? de 82.0433. El tratamiento
4 hace que las plantas aumenten la longitud del tallo, mientras que el tratamiento 6
incrementa el diametro. Sin embargo, los tratamientos que tienen una relacion mas
adecuada entre la altura y el grosor del tallo son el 7 y el 5, es decir, estos
tratamientos otorgan a la planta un mayor vigor y tienen un mejor desarrollo en

campo. Siendo aun mejor el tratamiento 7.

El tratamiento 4, aumenta la longitud del tallo, lo cual, puede ser debido a que

la sinergia entre las bacterias S. rhizophila y B. pumilus incremente el contenido de
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auxinas en la planta, lo que aumenta la altura y la planta tiende a elongarse. El
tratamiento 6, por el contrario, genera plantas mas cortas y anchas, estos

tratamientos no son viables, ya que tienen un menor desarrollo en campo.

El area foliar de la lechuga, al igual que en la acelga, es importante debido a
que es la parte que se utiliza para consumo. En la Figura 43 se observa la grafica
del area foliar de los tratamientos al finalizar la experimentacion, en la cual, se
observa que los tratamientos 2 y 3 obtuvieron la mayor area foliar sin tener

diferencias significativas entre ellos con respecto al control.
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Figura 43. Grdfica de drea foliar calculada al término de la experimentacion para cada uno de los tratamientos.
Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B.
pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S.
rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Las plantulas del tratamiento 2 y 3 presentan una mayor darea foliar en
comparacion con el control y el resto de los tratamientos.

De acuerdo a los datos de la tabla 20, la inoculacion de plantulas de lechuga
con B. pumilus aumenta en un 129.95% su area foliar con respecto al control. Colla
et al. (2015) logr6é aumentar el area foliar de plantas de lechuga en un 168.98% al
inocular un consorcio entre T. atroviride y G. intraradices comparado con el control,
este dato es alto con respecto al obtenido en estas pruebas y puede deberse a la
relacion que existe entre los microorganismos presentes en el consorcio y su
relacion con las raices de la lechuga. Por otro lado, se ha encontrado que la
inoculacién de una mezcla de microorganismos efectivos incrementa mas de un

100% el area foliar de la lechuga (Kleiber, Starzyk y Bosiacki, 2013). Mientras que
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Diaz-Vargas et al. (2001) demostraron que la aplicacion de A. brasilense aumenta
115.58%.

En el caso de la clorofila se encontré que la aplicacion de las bacterias S.
rhizophila 'y B. pumilus y sus consorcios no afectan la cantidad de clorofila de las

plantas de lechuga, tal como se observa en la grafica de la Figura 44.
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Figura 44. Grdfica del contenido de clorofila medida al término de la experimentacion para cada uno de los
tratamientos. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S.
rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2.
Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. ANOVA: no hay diferencias estadisticas significativas.

En la bibliografia se encuentra que son pocos los microorganismos que
aumentan el contenido de clorofila en la lechuga, tal como Bacillus subtilis, el cual,
al ser aplicado en combinacién con humus lo incrementa en un 15%, puede ser
debido al contenido del humus que mejora la actividad promotora de crecimiento de
dicha bacteria (Pishchik, Vorobyov, Walsh, Surin y Khomyakov, 2016). Bacillus sp.
tiene la capacidad de aumentar un 180% el contenido de clorofila de acuerdo a los
estudios realizados por Stoll, Olalde y Bravo (2018). Por otro lado y al igual que en
la evaluacion que se realizd en el presente trabajo, la inoculacién de
microorganismos efectivos (Kleiber et al., 2013) y un consorcio entre T. atroviride y
G. intraradices (Colla et al., 2015) a un cultivo de lechuga no tuvieron ningun efecto

sobre el contenido de clorofila.
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Para mejorar el cultivo de lechuga en altura y grosor de tallo se recomienda
el uso de consorcios microbianos, S. rhizophila + B. pumilus y B. pumilus + S.
rhizophila 2, respectivamente, mientras que para aumentar el area foliar es mejor
hacer uso de la bacteria B. pumillus de manera individual. No obstante, de acuerdo
a la relacion entre la altura y grosor de tallo, para obtener plantulas con mejor
desarrollo en campo, es recomendable inocularlas con un consorcio formado entre

las tres cepas bacterianas aisladas.
Jitomate

Los resultados de la evaluacion de plantulas de jitomate se encuentran
resumidos en la Tabla 22. La altura de tallo no se ve beneficiada con ninguno de
los tratamientos, siendo el control el que presenta una mayor altura al finalizar la
experimentacion, el grosor de tallo y el area foliar mejoran su crecimiento al aplicar
la cepa S. rhizophila individualmente. Mientras que la clorofila de las plantulas de

jitomate aumenta su contenido al ser.inoculada por la bacteria B. pumilus.

Tratamiento Altura de Grosor de Area foliar Clorofila*

tallo (mm)* - tallo (mm)*  (mm?)*

Tratamiento1 106.10° 2.454 2188.58f 26.62
Tratamiento 2 119.84° 2.43cd 1443.774 38.47¢
Tratamiento 3 95.702 2.052 885.952 24.602
Tratamiento 4 107.76° 2.032 1365.22¢% 34.47bc
Tratamiento 5 106.06° 2.28bcd 1242.41¢ 36.93¢d
Tratamiento 6 121.299 2.25Pb 1634.23¢ 35.70bcd
Tratamiento 7 114.05° 2.1820 1064.58° 32.45°
Control 122.434 2.26b¢ 1721.52¢ 37.16%

Tabla 22. Altura y grosor de tallo, drea foliar y clorofila de plantulas de jitomate en cada uno de los tratamientos
evaluados, asi como del control sin inocular. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S.
rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B.
pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. * Los valores mostrados son
el promedio de tres réplicas, es decir, 30 plantulas.  : analisis de varianza ANOVA y prueba de multiples rangos indican

diferencia estadistica significativa entre los tratamientos. Las letras distintas sefialan diferencias estadisticas entre los
tratamientos.
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La inoculacién de los tratamientos no tiene un aumento significativo en la
longitud del tallo, al contrario la disminuyen, siendo el tratamiento 3 en el que se
observa el menor tamafo de las plantulas (Figura 45). El efecto de los tratamientos
2,4 y 7 comienzan a observarse a partir de la tercera semana de inoculacion, sin
embargo, al finalizar las pruebas, no se observa diferencia significativa entre el
tratamiento 2 y el control, siendo estos los que arrojaron plantulas de mayor altura.
El tratamiento 3, por el contrario, minimiza el tamafo de las plantulas de jitomate en
un 21.83%. De acuerdo a los datos de la Tabla 22, los tratamientos que arrojan
plantas con mayor tamafno son el tratamiento 6 y el control, siendo estos

tratamientos iguales estadisticamente.
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Figura 45. Grdfica que muestra el efecto sobre la altura de tallo en plantulas de jitomate con cada uno de los
tratamientos a través del tiempo. Siendo el Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S.
rhizophila 2. Tratamiento 4:.S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B.
pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que a partir de la

semana 3 los tratamientos tienen un efecto promotor en la altura de las plantulas. Sin embargo no hay diferencia
estadistica significativa entre la altura obtenida al finalizar la experimentacion entre el tratamiento 2 y el control.

Comprobando los resultados que se obtuvieron en este estudio, se encuentra
el realizado por Ramirez, Ulloa y Medina (2013) donde describen que la inoculacion
de hongos micorrizicos arbusculares, P. putida y nematodos de manera individual
0-€en consorcio no afecta la altura de plantas de jitomate, siendo los nematodos los
unicos que provocan una disminucion en la altura de las mismas. Asi mismo,
Xiaohui et al. (2017), al inocular una mezcla de B. pumilus y B. amyloliquefaciens
no observaron diferencias significativas en la altura de las plantas de jitomate al
compararlas con el control sin inocular, sin embargo, al agregar un fertilizante de

liberacion controlada y la mezcla de bacterias en un suelo con nitrogeno bajo se

122



observa un efecto positivo en la altura de las plantas en comparacion con las no

inoculadas.

Por otro lado, Ojha, Benjamin y Singh (2018) comprobaron que el mejor
tratamiento para aumentar la altura de plantulas de jitomate es una dosis
recomendada de NPK, 1 kg de composta y un indculo de rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal (PGPR) a las semillas, el cual, puede aumentar casi un 50%

la altura de las plantas respecto al control.

La aplicacién de las bacterias P. putida, B. pumilus, B. mojavensis y B.
amyloliquefaciens solas o en varias combinaciones no aumenta significativamente
la altura de plantas de tomate en comparacion con controles no tratados (He et al.,
2019). Estos estudios muestran que la inoculacion de algunas bacterias, aunque
sean efectivas para aumentar la altura de algunos cultivos, no lo son para las plantas
de jitomate, sin embargo, pueden ser utilizadas en combinacién con fertilizantes y

mejorar su rendimiento agricola.

El efecto de los tratamientos en el grosor de tallo de las plantulas comenzo6 a
tener un efecto benéfico a partir de la semana 3 después de la siembra,
principalmente por parte de los tratamientos 3, 5 y 6. Sin embargo, el tratamiento 1,
que obtuvo las plantulas con mayor diametro, su efecto mas visible se observo de
la semana 4 a'la 5, ya que en la semana 4 era el tratamiento con plantulas mas
delgadas (Figura 46). De acuerdo a los resultados de la tabla 22, la inoculacion con
S. rhizophila aumenta en un 8.41% el grosor de tallo de las plantulas con respecto

al control.
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Figura 46. Grdfica que muestra el efecto sobre el grosor de tallo en plantulas de jitomate de cada uno de los tratamientos
a través del tiempo. Siendo Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3. S. rhizophila 2.
Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S.
rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Se observa que a partir de la semana 3 los
tratamientos tienen un efecto positivo en el engrosamiento del tallo de las plantulas y al finalizar el experimento las
plantulas del tratamiento 1 muestran el tallo mas grueso.

Ramirez et al. (2013) encontraron que al inocular plantas de jitomate con
hongos micorrizicos arbusculares se logra aumentar el diametro del tallo en un
7.18% al compararlo con un control sininocular. Por su parte, la cepa Arthrobacter
sp. tiene la capacidad de aumentarlo en un 7.69% (Cordero, Balaguer, Rincén y
Pueyo, 2018), siendo mas efectiva la cepa S. rhizophila, esta bacteria mejora la
captacion de nitrégeno y fosforo, lo cual, provee mayor nutricion a la planta y puede
verse reflejado en el diametro de su tallo, haciéndola mas fuerte (Egamberdieva et
al., 2016). Sin embargo, un estudio realizado por Moustaine, Elkahkabhi,
Benbouazza, Benkirane y Achbani (2017) demuestran que la inoculacion de Bacillus
cereus a cultivos de tomate aumenta en un 40.74% el grosor del tallo con respecto
al control sin inocular debido a que esta bacteria libera hormonas que afectan

directamente el crecimiento de los tejidos vegetales.

La relacion entre la altura y el grosor de tallo de las plantulas de jitomate
(Tabla 23) indican que el tratamiento 1 fue donde se relacion6 de una mejor manera
la altura con el grosor obtenido. Ademas, se encontraron proporciones intermedias
entre los tratamientos, es decir, ninguno de los tratamientos utilizados provoca que

las plantas se elonguen demasiado o que presenten un tallo muy grueso y corto.
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Tratamiento Pendiente Correlacion R?(%) Ecuacion

y = (a+ bx)?
1 3.62885 0.960056 92.1707 y = (1.47043 + 3.62885G)?
2 3.71577 0.861843 74.2773 y = (2.89979 + 3.71577G)?
3 3.83905 0.912815 83.3231 y = (2.06565 + 3.83905G)?
4 4.07218 0.861241 741736 y = (2.93383 + 4.07218G)?
5 3.60837 0.918334 64.3334 y = (2.4961 + 3.60837G)?
6 3.71172 0.9304 86.5644 y = (2.24998 + 3.71172G)?
7 347352  0.88691 78.6609 y = (3.52182 + 3.47352()?
Control 3.75624 0.931288 86.7296 y = (3.1424 + 3.75624G)?

Tabla 23. Modelo matemadtico de la forma y=(a+bx)? para describir la relacion entre la altura y el grosor de tallo de las
plantulas de lechuga en cada uno de los tratamientos. Siendo Tratamiento 1: 8. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus.
Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4. S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2.
Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S..rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. G=grosor
de tallo. Existe una relacion estadisticamente significativa entre altura y grosor de tallo con un nivel de confianza del
95.0%.

Las plantulas del tratamiento 4 son las mas largas y de tallo mas delgado,
siendo las menos viables para un buen desarrollo, mientras que las que presentan
una proporcion adecuada o intermedia son las del tratamiento 7, siendo estas, las
mas vigorosas con base a su altura y grosor de tallo. La sinergia que presentan las
tres cepas bacterianas es adecuada para que las plantas crezcan

proporcionalmente y tengan un desarrollo viable en campo.

El areafoliar en la semana 5 se observa mas abundante en las plantulas del
tratamiento 1, seguido por el control. En la figura 47 es claro el efecto negativo que
tiene el tratamiento 3 y el tratamiento 7 para el area foliar, siendo estos dos los
menos recomendable si lo que se desea es aumentar dicha variable. De acuerdo a
los resultados de la Tabla 22, el aumento que genera la inoculacién de la bacteria
S. rhizophila con respecto al control es de 27.10%, este efecto puede atribuirse a la
liberacion de hormonas y compuestos que mejoran el crecimiento vegetal, asi como

el aumento en la absorcion de nutrientes (Heredia-Acufia et al., 2018).
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Figura 47. Grdfica de drea foliar calculada al término de la experimentacion para cada uno.de los tratamientos.
Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B.
pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus +.S. vhizophila 2. Tratamiento 7: S.
rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. Las plantulas del tratamiento 1 presentan una mayor drea foliar en
comparacion con el control y el resto de los tratamientos.

La co-inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares y Pseudomonas
putida promueve un aumento en el area foliar de plantas de jitomate en un 70.44%,
debido al efecto que tienen los hongos sobre |a raiz de la planta que le permite una
mejor absorcidn de nutrientes (Ramirez et al., 2013). Ademas, la inoculacién del
hongo micorrizico G. intraradices en combinacion con A. brasilense mediante una
aplicacién a las semillas y dos posteriores a la siembra, incrementa el area foliar un
9% comparado con un control tratado con nitrégeno, fésforo y potasio (Lira-Saldivar
etal., 2014). Ojha et al.(2018) lograron incrementar el area foliar de plantas de chile
un 42.83% mediante un tratamiento de rizobacterias promotoras de crecimiento

vegetal, 1 kg de composta y una dosis recomendada de NPK.

Finalmente, la clorofila presenté un aumento con el tratamiento 2, en
comparacién con los otros tratamientos, sin embargo, no existe diferencia
estadistica significativa con el control, lo que indica que la inoculacion de B. pumilus
no afecta la cantidad de clorofila con respecto al control sin inocular. Mientras que

el tratamiento 3 afecta de manera negativa (Figura 48).
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Figura 48. Grdfica del contenido de clorofila medida al término de la experimentacion para cada uno de los
tratamientos. Tratamiento 1: S. rhizophila. Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S. rhizophila 2. Tratamiento 4: S.
rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5: S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6: B. pumilus + S. rhizophila 2.
Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2.

En los estudios realizados con anterioridad no se han enfocado en la cantidad
de clorofila que presentan las hojas de las plantas de tomate tras ser inoculadas, ni
coémo afecta la presencia de bacterias promotoras de crecimiento vegetal en dicha
variable, sin embargo, en un estudio realizado por Moustaine et al. (2017) midieron
la cantidad de clorofila presente en las hojas de tomate al inocular las plantas con
Serratia proteamaculans, los resultados obtenidos demuestran que dicha bacteria
aumenta en un 92% el contenido de clorofila con respecto a un control sin inocular,
esto, debido a que la bacteria tiene la capacidad de solubilizar fosfato, producir acido
indol acético, producir_amoniaco (NHs), fijar nitrégeno atmosférico y producir
compuestos como celulasa, quitinasa y proteasa, lo que mejora la salud y nutricion

de las plantas.

Para aumentar el crecimiento de las variables medidas en las plantulas de
jitomate, no se recomienda hacer uso de los consorcios bacterianos propuestos,
siendo que para la altura ningun tratamiento fue efectivo, el tratamiento 1 genera
plantulas con un mayor diametro y mayor area foliar, mientras que el tratamiento 2
aumentd el contenido de clorofila. Sin embargo, al relacionar la altura y el grosor
de tallo, los mejores resultados se obtuvieron con el consorcio entre las tres
bacterias. Es importante evaluar lo que se quiere obtener para hacer una eleccién
correcta del inéculo a aplicar.
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Las diferencias presentadas entre las respuestas de las semillas de lechuga
y jitomate en la germinacion y las plantulas de chile jalapefio, acelga, lechuga y
jitomate inoculadas con diferentes cepas bacterianas se dan principalmente por las
interacciones generadas entre la bacteria o bacterias y la planta. Cada. cepa
después de ser inoculada libera distintas sustancias que pueden ser benéficas para
un cultivo, siempre y cuando se encuentren en cantidades suficientes para mejorar
el crecimiento y desarrollo de la planta. A su vez, las plantas producen compuestos
quimicos que atraen a determinados microorganismos y se generan condiciones
adecuadas para su establecimiento en la rizosfera de la planta (Carrillo-Castarneda,

Juarez-Mufoz, Ruiz-Landac y Muller-Garcia, 2000).

Para que exista una respuesta favorable debe existir afinidad entre los
compuestos producidos por ambos organismos, es por esto, que en cada especie
vegetal se observan respuestas distintas ante los diferentes tratamientos aplicados.
Por esto se recomienda realizar estudios especializados en la interaccion
microorganismo-planta para elucidar los cambios bioquimicos que puede estar

generando la bacteria en la planta.

A manera de resumen se presenta una tabla donde se condensan todos los
resultados, se muestran las variables medidas a cada planta, asi como el
tratamiento que benefici6 o aumentd la variable sefialada, con la finalidad de
compararlos_ y encontrar el tratamiento mas adecuado para cada especie vegetal
(Tabla 24).
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Planta Germinacion Altura Grosor Relacion  Area Clorofila

altura- foliar

grosor
Chile N.A. T.1 T. 3 T. 7 T.6,2y4 T. 1
jalapeno
Acelga N.A. T.5 T. 3,4y5 T.7 T. 4 NA
Lechuga T.7 T.4 T. 6 T. 7 T. 2y3 NA
Jitomate T.7y1 T.8y6 T.1 T.7 T. 1 NA

Tabla 24.Resumen de resultados obtenidos para cada especie vegetal y sus variables. Se describen los tratamientos que
aumentaron o mejoraron la variable a medir. Tratamiento 1: S. rhizophila: Tratamiento 2: B. pumilus. Tratamiento 3: S.
rhizophila 2. Tratamiento 4: S. rhizophila + B. pumilus. Tratamiento 5:S. rhizophila + S. rhizophila 2. Tratamiento 6. B.

pumilus + S. rhizophila 2. Tratamiento 7: S. rhizophila + Bacilus pumilus + S. rhizophila 2. NA: los tratamientos no
presentaron diferencia significativa. T= tratamiento.

Para elegir un tratamiento en especifico es importante definir qué es lo que
se busca mejorar. En el caso del chile jalaperio, el area foliar no es lo mas importante
en la planta, por lo que el mejor tratamiento es el 7, que asegura que las plantas
son vigorosas y tendran un buen desarrollo, mientras que la acelga y la lechuga,
tiende a ser mas importante el area foliar, ya que es la que se utiliza para consumo,
por lo que es recomendable utilizar el tratamiento 4 en la acelgay el 2 0 3 en la
lechuga, sin embargo, el tratamiento 7 mejorara la germinacién y asegurara que las
plantas tendran un desarrollo 6ptimo por su relacion altura-grosor de tallo.
Finalmente en las plantulas de jitomate, el tratamiento 7, al igual que en la lechuga,
mejorara el porcentaje de germinacion y las plantas tendran un mejor desarrollo que

con el resto de los tratamientos.
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VII. CONCLUSIONES.

Se aislaron tres bacterias presentes en una composta y se identificaron como
Stenotrophomonas rhizophila, Bacillus pumilus y Stenotrophomas rhizophila 2. Son
compatibles, presentan alta capacidad de solubilizar fosfato e inhiben a Fusarium

oxysporum.

El sinergismo entre las bacterias S. rhizophila, B. pumilus y S. rhizophila 2
incrementa la tasa de germinacién de semillas de lechuga en un 24.03% y un 6.29%

en las de jitomate.

El sinergismo entre las tres bacterias genera plantulas de chile jalapefio, acelga,
lechuga y jitomate con relacion altura-grosor de tallo adecuada, lo que les permite

un buen desarrollo en campo.

El sinergismo entre B. pumilus y S. rhizophila 2 aumenta en un 41.21% el grosor de
tallo de plantulas de lechuga. El sinergismo entre los dos aislados de S. rhizophila
aumenta 43.74% la altura y 55.48% el grosor de tallo de la acelga. Mientras que el
sinergismo entre S. rhizophila y B. pumilus aumenta el area foliar del chile jalapefo
en un 210.45% y 109.75% en la acelga, asi como un 35.1% en la altura de la

lechuga.
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IX. ANEXOS
ANEXO 1.

Buenas practicas de laboratorio.
* Personal y medio ambiente.

Los ensayos deberan ser realizados y supervisados por una persona capacitada

en microbiologia o su equivalente.

El laboratorio debera contar con requisitos regulatorios y tecnolégicos necesarios

para llevar a cabo practicas de microbiologia.

Las actividades dentro del laboratorio deberan estar segregadas en espacios
diferentes o al menos por tiempos, con la finalidad de minimizar el riesgo de
contaminacion cruzada y los falsos resultados. Asimismo el ensayo de esterilidad

siempre debera realizarse en un area de dedicacion exclusiva.

Se contara con un programa de limpieza y desinfeccidn antes, durante y después
de realizar los ensayos microbiolégicos. Ademas se dispondra de instalaciones

adecuadas para lavado y desinfeccién de manos.

Se tendran medidas de seguridad para las personas que realicen los ensayos
microbioldgicos, tales como: el uso obligatorio de guantes, cubre bocas, bata de
laboratorio. Y equipos como: campana de extraccion, regadera de emergencia y

reactivos necesarios para realizar limpieza y desinfeccion.
* Reactivos y medios de cultivo

Los medios se prepararan en el laboratorio mediante estandares de calidad e
inocuidad, se usara agua destilada libre de bactericidas. Y seran manejados con
medidas de inocuidad y seguridad dentro del laboratorio para evitar
contaminaciones tanto del medio de cultivo como de los involucrados en el

ensayo.
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El transporte y almacenamiento de las muestras se realizara en condiciones que
mantengan la integridad de las mismas asi como la integridad de la persona que

las maneja.

* Limpieza de material utilizado durante el ensayo

Se esterilizaran en autoclave a 121 °C por 30 minutos.

Se colocaran en la tarja con solucion de hipoclorito de sodio a 1% por 30 minutos.

Se decanta el hipoclorito y se dejara correr bastante agua, posteriormente se lava

con solucién jabonosa y se enjuaga.
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ANEXO 2.

NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental -
Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion

y especificaciones de manejo.

El personal que lleve a cabo los ensayos microbioldgicos debera conocer el
manejo y desecho de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos de acuerdo a la
NOM NOM-087-ECOL-SSA1-2002, la cual, indica los siguientes puntos:

1.- Identificacion de los residuos: en este caso seran microbiologicos que incluyen

cultivos, cepas y productos bioldgicos.

2.- Manejo inicial: Esterilizar en autoclave a 121 °C por 30 minutos para su

inactivacion.

3.- Manejo final: Desechar restos en bolsa roja. El material debe colocarse en
hipoclorito de sodio al 1%, para posteriormente lavarse en solucion jabonosa y

enjuagar.

4.- Almacenamiento temporal: Los RPBI deberan almacenarse en contenedores
con tapa y permanecer cerrados todo el tiempo, cuidando que no se tiren

desechos en los alrededores ni se mezclen con basura comun.

5.- Recoleccion y transporte externo: se debe contar con recoleccion externa que

maneje los residuos y sacarlos de la Institucion.

Es importante tener en cuenta que las bolsas no deben llenarse a mas de 80% de

su capacidad, no se deben comprimir y deben cerrarse de una manera segura.
Bibliografia.

De la Federacion, O. (2002). NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,

Proteccion ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos biolégico-infecciosos.
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