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RESUMEN

En el presente estudio se llevd a cabo la caracterizacion metabolica y microbioldgica
de bacterias obtenidas de la rizosfera de arboles de encino provenientes del Area Natural
Protegida (ANP) “Sierra de los Agustinos”, en el estado de Guanajuato. Estas demostraron
poseer caracteristicas asociadas a las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, ya
que se obtuvieron 52 aislados que reportaron actividad positiva para la enzima ACC
desaminasa; 37 aislados presentaron actividad favorable para la solubilizacion de fosfatos;
2 aislados presentaron actividad favorable para la solubilizacion de potasio; 34 aislados
presentaron actividad favorable para la produccion de sider6foros; 47 aislados presentaron
actividad favorable para la produccion de celulasas; 29 aislados fueron capaces de producir
exopolisacaridos de fenotipo mucoide; 21 aislados presentaron actividad favorable para la
produccion de acido indol acético; 23 aislados tuvieron un porcentaje de germinacion y
vigorosidad superior al control en semillas de lenteja; 23 aislados tuvieron un porcentaje de
germinacion y vigorosidad superior al control en semillas de pepino; 2 aislados presentaron
actividad favorable para la produccion de compuestos volatiles que inhibieron el
crecimiento del hongo Fusarium spp. durante un mes y 8 aislados presentaron actividad
favorable para la produccion de compuestos volatiles que inhibieron el crecimiento del

hongo Rizoctonia spp. durante dos semanas.



ABSTRACT

In the present study was carried out the metabolic and microbiological
characterization of bacteria obtained from the rhizosphere of oak trees from the Natural
Protected Area (NPA) "Sierra de los Agustinos", in the state of Guanajuato. These showed
characteristics associated with plant growth-promoting rhizobacteria since 52 isolates
reported positive activity of the enzyme ACC deaminase; 37 isolates showed favorable
activity for phosphate solubilization; 2 isolates showed favorable activity for potassium
solubilization; 34 isolates showed favorable activity for the production of siderophores; 47
isolates showed favorable activity for the production of cellulases; 29 isolates were able to
produce exopolysaccharides of mucoid phenotype; 21 isolates showed favorable activity
for the production of indole acetic acid; 23 isolates had a higher germination percentage
and vigorousness than the control in lentil seeds; 23 isolates had a higher germination
percentage and vigorousness than the control in cucumber seeds; 2 isolates showed
favorable activity for the production of volatile compounds that inhibited the growth of
Fusarium spp. fungus during one month; and 8 isolates showed favorable activity for the
production of volatile compounds that inhibited the growth of Fusarium spp. during one
month for one month and 8 isolates showed favorable activity for the production of volatile

compounds that inhibited the growth of Rhizoctonia spp. for two weeks.
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1 INTRODUCCION

La agricultura en México es el subsector que actualmente genera mas recursos
econémicos, proveyendo asi de alimentos, materia prima y mano de obra al sector
agroindustrial, beneficiando a innumerables familias mexicanas y siendo ademas parte del
patrimonio e identidad cultural de nuestro pais (SADER, 2018). El sector agricola mexicano
es uno de los lideres en América Latina, siendo el principal pais productor de hortalizas en
la region latinoamericana y ocupando la segunda posicion en el cultivo de fruta, solo por

detras de Brasil.

El sector agricola no ha parado de crecer, con un valor de produccion que supero6 los
880,000 millones de pesos mexicanos a finales de 2022 (Statista, 2024). Sin embargo, esta
alza en el sector ha forzado la produccion intensiva de cultivos, las cuales son facilmente
implementadas por grandes agricultores establecidos comercialmente a diferencia de los
pequefos agricultores rurales que no cuentan con las mismas oportunidades, potenciando
asi la polarizacién econdmica, desvalorizando las técnicas tradicionales y del medio rural e
incrementando el uso excesivo de fertilizantes sintéticos, generando un impacto negativo
a nivel ambiental, poniendo en riesgo la salud de productores, consumidores y los recursos

productivos, genéticos y la biodiversidad (Chavez-Diaz y otros, 2021).

Debido a lo anterior, en los Ultimos anos se han estado trabajando para nuevas
alternativas que permitan sustituir a los agroquimicos sintéticos por compuestos mas
amigables para el ambiente y las personas, encontrando viable la utilizacién de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal como inoculantes microbianos (Moreno-Reséndez y

otros, 2018)

Actualmente, en la Universidad de Guanajuato se han estado realizando

investigaciones sobre las aplicaciones de la inoculacion de estas rizobacterias. Santoyo de



la Cruz y otros (2023) utilizaron rizobacterias en semillas de alfalfa en dos tipos de suelo
regado con aguas residuales y de pozo. Mendoza-Hernandez y otros (2023) trabajaron con
rizobacterias provenientes de jales de mina de Zimapan, Hidalgo para la redistribucion de
elementos potencialmente toxicos en jales de minas. Ramirez y Gomez (2015) utilizaron
rizobacterias provenientes del cerro de “Las Cruces” en semillas de cilantro y pepino para
medir la inhibicion frente al hongo Bipolaris sp., e Hidalgo (2015) trabaj6 con rizobacterias

aisladas de huertos de guayaba ubicados en Salvatierra en semillas de pepino y guayaba.

Asimismo, la utilizacién de rizobacterias provenientes de Areas Naturales Protegidas
(ANP) del estado de Guanajuato ha sido objeto de estudio en los Ultimos afios. A través de
comunicacion directa, se report6 la utilizacion de rizobacterias provenientes del cerro “El
Culiacan” para evaluar su actividad antagoénica frente hongos fitopatégenos y de obtencion
de rizobacterias provenientes del cerro “El Culiacan” y “La Gavia”, las cuales se aislaron y
caracterizaron microbiol6gica y metabdlicamente, sirviendo esto como antecedente
directo para el desarrollo de este trabajo. El objetivo de este trabajo es realizar un
aislamiento y caracterizacion microbiologica y metabdlica de bacterias provenientes de

muestras de suelo de la “Sierra de los Agustinos”, una ANP del estado de Guanajuato.



1.1 Justificacion

El estado de Guanajuato cuenta con una biodiversidad excepcional y con una gran
variedad de ecosistemas, las cuales albergan una diversidad microbioldgica que no ha sido
completamente explorada. Entre estos microorganismos, las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal han demostrado ser una herramienta eficaz para mejorar el
rendimiento de cultivos agricolas a través del aumento de disponibilidad de elementos
nutritivos para el crecimiento de las plantas (Moreno-Reséndez y otros, 2018), reduciendo

con esto la dependencia de fertilizantes quimicos y pesticidas sintéticos.

Sin embargo, existe muy poca informacion respecto a la diversidad y potencial de
estas rizobacterias en ecosistemas especificos, como las Areas Naturales Protegidas de
Guanajuato. Esta investigacion se enfoca en las rizobacterias provenientes de la “Sierra de
los Agustinos” para identificar aislados bacterianos con potencial para promover el
crecimiento y salud de cultivos importantes para el estado, como la lenteja o el pepino. Al
trabajar con estos microrganismos nativos de la region como potenciales biofertilizantes,
se busca obtener informacién sobre los mecanismos de accion involucrados en la
promocion vegetal y la resistencia sistémica a enfermedades. Esto permitira el desarrollo
de estrategias de manejo mas eficientes y sostenibles para la agricultura en Guanajuato,

contribuyendo asi a la seguridad alimentaria y la conservacion de los ecosistemas locales.

1.2 Hipotesis

Las rizobacterias obtenidas del suelo del ANP “Sierra de los Agustinos” en el estado
de Guanajuato tienen el potencial biotecnoldgico para utilizarse como promotoras de
crecimiento vegetal a través de la produccion de fitohormonas, metabolitos antifingicos y

actividades enzimaticas propias de este tipo de bacterias.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar microbiolégica y metabdlicamente rizobacterias del ANP

“Sierra de los Agustinos” del estado de Guanajuato.



1.3.2

Objetivos especificos

Determinar la actividad de la enzima ACC desaminasa en los aislados de las
rizobacterias.

Evaluar en los aislados de las rizobacterias caracteristicas asociadas a los
mecanismos de promocion del crecimiento vegetal (produccion de fosfato,
potasio, sideréforos, enzimas liticas, AlA, etcétera).

Evaluar el incremento en la germinacion, indice de vigorosidad y biomasa en
semillas de plantas de lenteja y pepino.

Evaluar la actividad de compuestos volatiles como agentes de control

bioldgico frente a hongos fitopatdgenos.



2  ANTECEDENTES

Actualmente, la agricultura representa una de las actividades humanas mas
demandadas a nivel global, pues no solo es la principal fuente de alimentos tanto para
personas como para animales destinados al consumo humano, sino que también es un
promotor esencial en el crecimiento econémico de los paises. En México, por ejemplo, al
cierre del 2022 el sector agricola present6 un crecimiento de 0.9% respecto al afio anterior,
impulsado por una mayor produccion de frutas, hortalizas y forrajes y, en términos de valor,
equivalid mas de 7 billones de pesos, incrementando un 7.2% con referencia a 2021 (SIAP,

2023).

México es un pais megadiverso, tanto en ecosistemas como en climas, por lo que los
requerimientos de clima y suelo de un elevado nimero de cultivos agricolas son 6ptimos
para su escalamiento, lo que ha permitido posicionar al pais como uno de los mayores
productores a nivel global de productos agricolas, entre los cuales encontramos el maiz
grano blanco y amarillo, trigo, sorgo, jitomate, lenteja, soya, etcétera. Esto ha permitido
que el Producto Interno Bruto (PIB) haya tenido un alza de 3.1%, recuperandose asi de los

estragos econdmicos ocasionados por la pandemia global del COVID-19 (IMCO, 2023).

Sin embargo, en los dltimos afios la agricultura se ha encontrado en una creciente
presion derivada del aumento poblacional, asi como los patrones insostenibles de
produccion y consumo global (Cuadras-Berrelleza y otros, 2021). Debido a esto, los
productores han tenido que recurrir a la agricultura intensiva para poder suplir las
demandas tan elevadas de alimentos en plazos limite de tiempo, afectando con esto la
sustentabilidad y la calidad de los suelos, comprometiendo las propiedades fisicoquimicas y
microbianas que permiten a este ser fértil y producir productos sanos (Andrade y otros,
2021).

Asimismo, la aplicacion y uso indiscriminado de agroquimicos necesarios para el

control de plagas y organismos nocivos, las necesidades en el aumento de la fertilidad del
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suelo, la mejora del rendimiento de los productos y de la preservacion de la calidad de las
cosechas han comprometido la calidad del ecosistema; la aplicacion necesaria de los
agroquimicos hace que sus residuos se arrastren a través de corrientes de agua y aire que
permiten su transporte a grandes distancias; ademas, algunos de estos residuos son
volatiles y pueden llegar a la atmosfera y regresar a la tierra a otros lugares (Lopez-Geta y

otros, 1992).

Esta es la razon por lo que se han buscado alternativas que puedan remplazar los
agroquimicos, encontrandose en este campo el uso de biofertilizantes, los cuales son
ecologicos, no presentan toxicidad al ambiente ni bioacumulacion, son faciles de aplicar y
ayudan a mantener la biodiversidad y estructura de los suelos agricolas (Nosheen y otros,
2021). En este contexto, actualmente se han empleado rizobacterias promotoras de

crecimiento de plantas.

2.1 Areas Naturales Protegidas

Se les conoce como Areas Naturales Protegidas (ANP) a aquellos suelos que no han
sido alterados por el hombre ni han sido comprometidas sus propiedades fisicoquimicas por
las acciones antropogénicas, conservando intactas las comunidades de microorganismos
que la habitan (Gémez y otros, 2021). Estos microorganismos, como parte de los
componentes bioticos del suelo, desarrollan diversas funciones importantes que influyen
en la calidad y salud del suelo y del ecosistema, tales como la degradacion de materia
organica, formacion del suelo y humus, reciclado y disponibilidad de nutrientes, forma de
asociaciones simbioticas con plantas, ser bioindicadores de la fertilidad del suelo, ayudar en
la absorcion de agua en las plantas, mejorar su tasa fotosintética y desarrollar defensas
contra fitopatdgenos. Y aunque este grupo de microorganismos suele estar conformado
por hongos, algas y bacterias, estas Ultimas han sido objeto de estudio los Ultimos ahos
debido a la cantidad de acciones orientadas en el cuidado y mantenimiento de la calidad del
suelo (Morocho & Leiva-Mora, 2019).

De acuerdo con la Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP,
2020), en nuestro pais existen 182 ANP en el sistema federal, las cuales abarcan una

superficie total de 90 millones 839 mil 522 hectareas; de esta superficie total, 21 millones



380 mil 773 hectareas, es decir el 23.6% corresponde a ecosistemas terrestres
continentales, dulceacuicolas e insulares; y, 69 millones 458 mil 748 hectareas, o sea el
76.4%, a ecosistemas marinos. A estas categorias, se adicionan las 336 Areas Destinadas

Voluntariamente a la Conservaciéon (ADVC) certificadas por la CONANP.

En Guanajuato se encuentran 23 ANP estatales distribuidas en 28 de los 46
municipios de la entidad, como se muestra en la Figura 2.1. Estas areas tienen una extension
de 346 505.39 ha, lo que constituye el 83.93% de la superficie forestal estatal, lo que
representa el 11.32% de la superficie total del estado. La entidad cuenta, ademas, con 583
388.15 ha bajo el régimen de proteccion, representando un 19.06% del territorio del estado
(CONABIO, 2021), la cual tiene el propésito de conformar un conjunto de espacios,
naturales o seminaturales, representativos de la biodiversidad y sus ecosistemas, que

contribuyan al logro de determinados objetivos de conservacion y desarrollo.

Megapargue
Bicentenati
D

and

i ol S
Bicentgharioc ¥ o, enca de
P 1a soledad{”[ 7 Cuenca de la
1 \r~ Esperanza

S
Zterodel{

Cerrodel /|
! 5 Cubilete )

Palenques; ST

L
\} Presd de Sily;
[ Areas-pledal

L, v
) ()11 Zona de Influencia
| R y

-

] )
meencatnila d‘el.}*\,"" i

; .Fi’\lnTerhaqu;m :
e L ,§(:Zonadelnﬂuﬂenci'§’

{ “Ceiro de 1
J Arandas o
. —
y 0 v -

==
] < La$ Fuentes

“Sierrade i
Penjamo

A %
Regidn Véisanica
Siete Lymifharias |

¢ -

P ggerr# de Iokdj
2 [ Agustinos’
O

T

Figura 2.1 Distribucion de las ANP en el estado de Guanajuato. Fuente: elaboracion propia.



2.1.1 Sierra de los Agustinos

La Sierra de los Agustinos es conocida como una de las principales sierras del estado
de Guanajuato, dada su riqueza bioldgica y sus abundantes escurrimientos superficiales que
se infiltran en los acuiferos de la region. Comprende 29 comunidades rurales con mas de 14
000 habitantes, dedicados la gran mayoria de ellos a las actividades agropecuarias y
forestales, por lo que fue declarada Area de Uso Sustentable cuyo objetivo es, segln lo
sefalado en la Ley para la Proteccion y Preservacion del Ambiente del Estado de
Guanajuato, el de producir bienes y servicios que respondan a las necesidades econémicas,
sociales y culturales de la poblacion, con base al aprovechamiento sustentable de los

recursos naturales.

Comprende parte del norte del municipio de Acambaro (2 397 ha), oeste de
Jerécuaro (9 671.06 ha) y sureste del municipio de Tarimoro (7 177.85 ha), colinda al norte
con las comunidades de la Canada de Turados de Arriba y Casas Blancas, al sur con Santa
Rosa y El Sauz, al este con San Pedro de los Agustinos y Vallecillo y al oeste con Los
Hernandez, Avicolas y Rancho de Guadalupe. Su superficie es de 19 246 ha y entre sus
principales elevaciones destacan el Cerro de los Agustinos, con 3 260 metros sobre el nivel
del mar. Pertenece al sistema fisiografico de volcanes con grandes elevaciones aisladas,
relieve ligeramente escarpado y quebrado, pendientes pronunciadas, lomerios y pequefios
valles, producto de una intensa actividad volcanica (Instituto de Ecologia del Estado, 2004 ).

Su mapa topografico se muestra en la Figura 2.1.1.

De acuerdo con la Secretaria de Medio Ambiente y Ordenamiento Territorial
(SMAOQT, 2011), es un importante habitat para la fauna silvestre en la que se registran 3
especies de anfibios, 16 de reptiles, 145 de aves y 29 de mamiferos. De este total, 58
especies se encuentran en estatus de proteccion y/o endémicas. La vegetacion principal en
la zona es el bosque de encino y bosque tropical caducifolio, destacando cuatro especies de
encino: Quercus castanea, Quercus laurina, Quercus obtusata y Quercus rugosa; pinquica
(Arctostaphylos pungens), palo dulce (Eysenhardtia polystachya) y tepeguaje (Lysiloma

sp)., entre otros. Asimismo, se reportan 531 especies de flora dentro del ANP.

Cuenta con yacimientos de minerales no metalicos como 6palo, perlita, caolin y

arena silica. Es productora de lefia y plantas medicinales, aportando un beneficio social a los
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Figura 2.1.1 Mapa de la Sierra de los Agustinos. Fuente: SMAOT (2011).

habitantes de la region. Se localiza el Acuifero de los Agustinos, lo que propicia la recarga
de acuiferos de la region, teniendo un importante rol en la captura de carbono y, ademas,

es parte de la ruta de la mariposa Danaus plexippus (Instituto de Ecologia del Estado, 2004).

Presenta  diversos problemas medioambientales como deforestacion,
fragmentacion de ecosistemas, erosion, pérdida de especies de flora y fauna silvestre,
pérdida de productividad de los suelos, disminucion de la recarga de los mantos acuiferos,
riesgo de derrumbes e inundaciones, sedimentacion de cuerpos de agua y contaminacion
de espacios con residuos solidos. Estos dafos son ocasionados principalmente por la fuerte
presion sobre los recursos naturales con la realizacion de actividades agricolas,
sobrepastoreo de ganado, eliminacion de zonas boscosas, extraccion de recursos, entre
otros. Lo anterior ha hecho que el estado implemente programas de restauracion ecologica,

proteccion y aprovechamiento de los recursos naturales.



2.2 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

El término bacterias promotoras de crecimiento vegetal se emplea para describir
bacterias que se establecen en las raices de las plantas, especificamente en el area de la
rizosfera, contribuyendo asi al mejoramiento del crecimiento de las plantas (Vejan y otros,
2016). La rizosfera se define como el area del suelo que rodea las raices de las plantas,
siendo una region con una elevada actividad microbiana, lo que crea una reserva exclusiva
de nutrientes esenciales, extraidos mediante la interaccion microbiana. La poblacion de
microorganismos en la rizosfera difiere notablemente de la que se encuentra en su entorno
circundante, debido principalmente a la presencia de exudados radiculares que sirven como
fuente de nutrientes para el desarrollo microbiano (Burdman y otros, 2000), lo cual es
corroborado a través de la cantidad de bacterias presentes en esta zona, la cual llega a ser
de 10 a 100 veces mayor que la que se encuentra en el suelo (Weller & Thomashow, 1994).

En la Figura 2.2 se muestra un diagrama de las interacciones entre planta y rizobacterias.
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A Le- " Jpo-

- I : \ Exudados
< v I R ... radiculares

Microbioma de la raiz y la rizosfera

Figura 2.2 Microbioma vegetal y su interaccion con la planta. Fuente: Ajijah y otros (2023).
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La composicion de los exudados radiculares de las plantas esta influenciada
por diversos factores, como la especie vegetal, la fase de desarrollo, tipo de suelo,
temperatura, humedad, pH y la disponibilidad de nutrientes. Los exudados radiculares
también son responsables del control bioldgico al provocar la formacion de biopeliculas
microbianas en la superficie de las raices, ya que reduce la competencia de los patdogenos

por nutrientes y espacio (Zhou y otros, 2016; Chen y otros, 2012).

Se ha reportado que el uso de este tipo de microorganismos ha contribuido a
combatir los cambios inducidos por el clima (factores abi6ticos) como las precipitaciones
irregulares, salinizacion del suelo y el agua y contaminacion por metales pesados, lo que
limita el rendimiento general de las plantas (Jalal y otros, 2023). Las rizobacterias mejoran
la fertilidad y la estructura del suelo, lo que contribuye a una adaptacion favorable de la
planta frente a condiciones de estrés (Alor y otros, 2017). Varios estudios han destacado
el uso de bacterias de géneros como Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Herbaspirillum y Burkholderia para estos propositos (Zeffa y otros, 2018).
Se ha establecido que el impacto positivo de estos en el crecimiento de plantas se logra a
través de mecanismos de accion, los cuales han sido clasificados como directos e indirectos
(Fahde y otros, 2023). La distincidn entre ambos no siempre es clara; por lo general, los
mecanismos indirectos suceden fuera de la planta mientras que los mecanismos directos

afectan al metabolismo de la planta y ocurren dentro de esta (Goswami y otros, 2016).

2.3 Mecanismos directos

2.3.1 Actividad de la enzima ACC desaminasa

Ciertas rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal contienen una enzima
vital que regula la produccion de etileno, el acido l-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) desaminasa (EC 3.5.99.7), el cual es un precursor intermedio de la biosintesis de
etileno. En plantas superiores, el etileno se sintetiza a partir del aminoacido L-metionina
que se encuentra en los exudados de la raiz y la accion de la enzima ACC desaminasa es
capaz de metabolizarlo en a-cetobutirato y amoniaco (Saleem y otros, 2007), evitando asi
la produccion de etileno, como se observa en la Figura 2.3.1.1. A continuacion se muestra

la reaccion quimica de este proceso:
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Figura 2.3.1 Reaccién de la enzima ACC desaminasa en las reacciones de sintesis y degradacion del ACC

como precursor del etileno. Fuente: Esquivel-Cote y otros (2013).

La ACC desaminasa es una enzima clave en la regulacion de los niveles de etileno en
las plantas y los microorganismos asociados, y su presencia puede influir significativamente
en el desarrollo y la salud de las plantas, especialmente en condiciones de estrés. El etileno
es una fitohormona gaseosa producida en concentraciones mas bajas y tiene funciones
variadas en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Sin embargo, durante las etapas de
formacion y maduracion del fruto, la concentracion de etileno producido aumenta
drasticamente (Ghorai y otros, 2021). Muchas plantas requieren de una elevada cantidad
de etileno para romper la latencia de la semilla (Matilla, 2000), pero un elevado nivel de

este compuesto después de la germinacion es capaz de inhibir el crecimiento de la raiz. La
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enzima ACC desaminasa actla como un mecanismo para asegurar que el nivel de etileno
no se eleve hasta el punto en que el crecimiento inicial no se vea afectado, ademas de que
su descomposicion en o-cetobutirato y amoniaco sirve como fuente de carbono y
nitrogeno, reduce la senescencia en las hojas y fomenta el crecimiento de las plantas

(Bernard & Glick, 2015).

Las bacterias productoras de ACC desaminasa pueden colonizar las raices de las
plantas u optar por ser endofitas, residiendo en los tejidos internos de las plantas (Babu y
otros, 2015) y absorber nutrientes de los exudados de las raices, como azucares,
aminoacidos, acidos organicos y moléculas pequefias como triptéfano. Esto ayuda para la
sintesis de acido indol-3-acético (AIA) que ayuda a la produccion de ACC sintasa en las
plantas y que, a su vez, promueve la sintesis de ACC, como se puede observar en la Figura

2.3.1.2.

i Crecimiento y
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e 00
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Figura 2.3.2 Mitigacion del estrés en plantas mediado por la producciéon de 1-aminociclopropano-1-

carboxilato desaminasa. Fuente: Ghorai y otros (2021).

2.3.2 Solubilizacion de fosfatos

El fosforo es uno de los nutrientes vegetales mas esenciales y que afectan al
crecimiento general de las plantas al influir en varios de los procesos metabdlicos clave,
como la division celular, transporte de energia, transduccion de senales, biosintesis
macromolecular, fotosintesis y la respiracion de las plantas (Shenoy & Kalagudi, 2005;
Ahemad y otros, 2009). Sin embargo, a diferencia del nitrogeno, la atmosfera no
proporciona fosfato soluble a las plantas; la fuente de fosfato es en gran medida los
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minerales primarios y secundarios y/o compuestos organicos (Khan y otros, 2014). Esto
ha provocado que la cantidad de fosfato disponible para las plantas sea muy baja en relacion
con el fosfato total del suelo. Ademas, la mayor parte del fosfato del suelo se encuentra
fijado a minerales de arcilla y 6xidos de hierro y aluminio y s6lo una pequefa fraccion esta
disponible para su absorcion por las plantas. Por lo tanto, su deficiencia provoca un retraso
en el crecimiento, hojas oscuras e inhibicion de la floracion y del desarrollo del sistema

radicular (Wissuwa, 2003).

Diversos informes sefialan que las rizobacterias pueden liberar fosfatos organicos o
solubilizar compuestos de fosfato inorganico soluble, como el fosfato tricalcico o dicalcico.
Estas bacterias proporcionan a las plantas fosfatos solubles y, a cambio, reciben
compuestos de carbono como azucares o acidos organicos (Khan y otros, 2010). La
liberacion de fosfatos organicos es mediada por la accion de enzimas como las fitasas, C-P
liasas y fosfatasas y el proceso principal de solubilizacion involucra la generacion de acidos
organicos y fosfatasas acidas (lllmer y otros, 1995). Entre los acidos organicos, el acido
gluconico parece ser el mas cominmente empleado para solubilizar fosfato inorganico
junto con el acido a-cetogluconico (Rodriguez y otros, 2006). Estos acidos se producen
en el periplasma de bacterias Gram negativas a través de una via de oxidacion directa de la
glucosa (Anthony, 2014 ). En este proceso, las enzimas glucosa deshidrogenasa y gluconato
deshidrogenasa se encuentran en la cara externa de la membrana citoplasmatica y oxidan
el sustrato en el espacio periplasmico (Chhabra y otros, 2013). Como resultado, los acidos
organicos se liberan fuera de las células, liberando altas cantidades de fosfato soluble de los
fosfatos minerales mediante la aportacion de protones y aniones de acidos organicos que

forman complejos con los metales. (Rodriguez & Fraga, 1999).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato también pueden ser (tiles para la
fitorremediacion en suelos afectados por metales pesados (Ahemad, 2015) o para la

biolixiviacion de elementos de tierras raras en minerales extraidos (Shin y otros, 2015).

2.3.3 Solubilizacion de potasio

El potasio es uno de los principales macronutrientes para las plantas, ya que tiene un
impacto significativo en el crecimiento, desarrollo y calidad de los granos; juega un papel

fundamental en la formacion de células, enzimas, proteinas, almidon, celulosa y vitaminas.
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Ademas de facilitar el transporte y absorcion de otros nutrientes, también contribuye a la
resistencia contra el estrés tanto abidtico como bidtico, lo que resulta en una mayor
produccion de cultivos de calidad y proporciona proteccion contra enfermedades vegetales
(Epstein & Bloom, 2005). Sin embargo, solo entre 2 a 3% del potasio del suelo esta
disponible para las plantas en forma soluble libre, ya que el resto permanece unido a otros
minerales del suelo, lo que constituye aproximadamente el 95% del potasio del suelo
(Etesami y otros, 2017). Las bacterias que solubilizan potasio utilizan una variedad de
métodos como la produccion de acidos organicos, formacion de complejos, secrecion de
polisacaridos o la creacion de biopeliculas sobre las superficies minerales (Prajapati y otros,

2012; Sattar y otros, 2019).

Diversos autores sefialan que una amplia gama de bacterias, concretamente del
género Pseudomonas, Burkholderia, Acidothiobacillus ferrooxidans, B. mucilaginosus, B.
edaphicus, B. circulans y Paenibacillus sp., liberan potasio a partir de minerales del suelo que
lo contienen (Sheng, 2005; Liu y otros, 2012). Uno de los mecanismos es la liberacion de
nutrientes potasicos mediante la produccion de diferentes acidos organicos (Kumar y
otros, 2016), los cuales ayudan en la acidificacion de la rizosfera y mejoran la solubilizacion
del potasio de los minerales. Estos acidos organicos disuelven directamente los minerales
de potasio debido a la liberacion lenta de potasio intercambiable y facilmente disponible
(Ahmad y otros, 2016). Por lo tanto, la sintesis y descarga de acidos organicos por los
solubilizadores de potasio en el ambiente circundante disminuye el pH y en ultima instancia
resulta en la liberacion de iones de potasio de los minerales a través de la protonacion (Kour
y otros, 2020).

2.3.4 Produccion de AIA

Las fitohormonas, especialmente las auxinas, controlan varias fases del crecimiento
y desarrollo de las plantas, como la elongacion celular, la division celular, la diferenciacion
de tejidos y la dominancia apical. La auxina, acido indol-3-acético (AIA), es una de las
fitohormonas mas importantes, ya que posee un papel fundamental en las respuestas
celulares de las plantas, como la division celular, expresidon génica, organogénesis,
formacion de pigmentos, desarrollo de las raices, germinacion de las semillas, resistencia de

las plantas ante el estrés, respuestas tropicas y fotosintesis (Spaepen y otros, 2007). El AIA
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puede funcionar tanto como inhibidor como estimulante y la cantidad necesaria para
promover el crecimiento de las plantas depende en gran medida de la especies vegetal y
bacteriana (Lwin y otros, 2012). Se ha identificado cinco vias de biosintesis de AIA en

bacterias en donde el precursor es el triptéfano, como se observa en la Figura 2.3.4.
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Figura 2.3.4 Rutas para la biosintesis de AIA en bacterias. El intermediario que hace referencia al nombre de

la via 0 a la propia via estd subrayado con una linea discontinua. Fuente: Spaepen y otros (2007).

La via del indol-3-acetamida (IAM) es la via mejor caracterizada y especifica en
bacterias, ya que no se ha podido encontrar evidencia de esta via en plantas. En esta via de
dos pasos, el triptéfano se convierte primero en IAM por la enzima triptofano-2-
monooxigenasa, codificada por el gen iaaM. En el segundo paso, IAM se convierte en AlA
mediante una IAM hidrolasa, codificada por iaaH. Los genes iaaM e iaaH han sido clonados
y caracterizados a partir de diversas bacterias, como Agrobacterium tumefaciens,
Pseudomonas syringae, Pantoea agglomerans, Rhizobium y Bradyrhizobium (Sekine y otros,

1989; Morris, 1995; Theunis y otros, 2004).
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2.4 Mecanismos indirectos

2.4.1 Produccion de sideroforos

El hierro es un elemento vital para el desarrollo de las plantas, ya que actia como
cofactor en varias enzimas cruciales para procesos fisiologicos, tales como la respiracion,
fotosintesis, fijacion de nitrogeno, metabolismo del acido citrico y la sintesis de ADN y ARN
por lo que su deficiencia se manifiesta en graves modificaciones metabolicas (Rout &
Sahoo, 2015). Aunque el hierro es com(n en los suelos, frecuentemente no esta disponible
para las plantas ni para los microorganismos del suelo. La forma quimica predominante,
Fe*3, la cual se oxida y forma dxidos e hidroxidos insolubles que no pueden ser absorbidos

por las plantas ni por los microorganismos del suelo (Deb & Tatung, 2024).

Los sideroforos son un grupo de metabolitos secundarios producidos por diversas
bacterias, hongos, levaduras y ciertas plantas monocotiledoneas en respuesta a la escasez
de hierro y que presentan una gran afinidad por el hierro (lll) (Hider & Kong, 2010). Estos
actlian como agentes quelantes de alta afinidad para solubilizar el ion férrico y transportarlo
a la célula, en donde se convierte en Fe?* (Hu & Xu, 2011) Los siderdforos se dividen en
tres grupos principales: hidroxamatos, catecolatos y carboxilatos, dependiendo del grupo
funcional utilizado para formar complejos con el hierro (Shameer & Prasad, 2018). Los
sideroforos pueden absorber el hierro disponible en el medio circundante v,
posteriormente, este es adquirido por los organismos que poseen un receptor especifico
para ese complejo sideroforo-hierro, haciéndolo inaccesible para sus competidores. Los
receptores de sideroforos presentes en la membrana celular de las raices de las plantas

reconocen el complejo siderdforo-hierro y es absorbido por la célula (Singh, 2020).

Diversos informes reportan que bacterias como Agrobacterium tumefaciens,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, E. coli, Enterobacter, Mycobacterium, Neisseria
gonorrhoeae, Paracoccus denitrificans, P. fluorescens, Rhizobium meliloti o Serratia, y
Streptomyces son capaces de sintetizar siderdforos (Ghosh y otros, 2020). La aplicacion de
bacterias productoras de sider6foros ha demostrado la mejora en el crecimiento y la

productividad de diversas plantas de cultivo (Hakim y otros, 2021).
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2.4.2 Produccion de enzimas

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal funcionan como efectivos
agentes de control biologico al producir diversas enzimas hidroliticas que afectan el
crecimiento de los patdgenos. Entre estas enzimas encontramos a las quitinasas, proteasas,
glucanasas, celulasas, ureasas y catalasas, las cuales son eficaces contra patogenos flngicos
al inducir la lisis en las células (Bowman & Free, 2006). Las quitinasas tienen la capacidad
de descomponer la pared celular fungica compuesta por el polimero quitina, la cual esta
formada por N-acetil-D-glucosamina sin ramificar con enlaces 1,4-beta (g-1,4), siendo este
el segundo polimero mas comun en la naturaleza. Las proteasas son enzimas capaces de
hidrolizar proteinas en fragmentos peptidicos, actuando como degradantes de la pared
celular de la mayoria de los hongos patégenos. Las glucanasas pueden degradar el glucano,
el cual es uno de los componentes principales de la pared celular de hongos y levaduras y
que estan formados por enlaces beta-1,3 (R-1,3) con ramificaciones beta-1,6 (3-1,6),
desde el extremo no reductor o en sitios internos aleatorios. Las celulasas son enzimas que
catalizan la hidrolisis de la celulosa, el cual es el polimero biolégico mas abundante en la
tierra y que compone las paredes celulares de la mayoria de las platas. La celulosa consiste
en miles de unidades de D-glucosa que estan unidas entre si por enlaces B-1, 4-glicosidicos,
que se pueden degradar por medio de la hidrolisis inducida por las celulasas para liberar
glucosa. Las ureasas llevan a cabo la hidrdlisis de la urea en amoniaco y didxido de carbono,
lo que es esencial para proporcionar nitrégeno a las plantas y las catalasas degradan el
peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno, desempefiando un papel importante en la
defensa, el envejecimiento y la senescencia de las plantas (Mohammed, 2020; Roy y otros,
2022).

2.4.3 Produccion de exopolisacaridos

Los exopolisacaridos (EPS) son macromoléculas organicas importante para la
formacion de biopeliculas bacterianas y son la parte mas importante de la matriz
extracelular, representando entre el 40% y el 95% del peso bacteriano (Flemming &
Wingender, 2001). Las bacterias producen EPS en dos formas: limosos y capsulares
(Ngoufack y otros, 2004). Los EPS son mezclas heterogéneas compuestas por

polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Los EPS bacterianos suelen ser polimeros
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acidos debido a la presencia de algunos grupos funcionales como hidroxilo, carboxilo o
acido fosforico, lo que les confiere una gran afinidad por los iones metalicos (Mittelman &
Geesey, 1985). Los EPS bacterianos desempefan varias funciones relacionadas con la
formacion de agregados en el suelo, mejorando el agua y los nutrientes disponibles en el
suelo, y mejoran las actividades enzimaticas importantes (fosfomonoesterasa, B-

glucosidasa, proteasa, arilsulfatasa y ureasa) en el suelo (Deka y otros, 2019).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal productoras de EPS han
demostrado poseer una excelente capacidad para mejorar las propiedades del suelo y la
productividad de los cultivos. pueden aumentar la disponibilidad de agua y fertilizantes para
la planta mediante la mejora del volumen de los microporos del suelo y la agregacion del
suelo en la rizosfera. Desarrollan ademas bioflms que ayudan en la regulacion de los
nutrientes y el flujo de agua a través de las raices de las plantas y que también ayudan a la
regulacion de la agregacion del suelo. Los EPS bacterianos forman polimeros de limo
(cargados negativamente) que tienen potencial adhesivo para unirse a las particulas de
arcilla. Estas fuerzas adhesivas que incluyen enlaces de hidrogeno, puentes de cationes,
adsorcion de aniones y fuerzas de Van der Waalls son responsables de la formacion de
microagregados que ademas se adhieren al tejido radicular, proporcionando proteccion

contra la desecacion (Cheng y otros, 2020).

2.4.4 Produccion de compuestos volatiles

Las bacterias interacttan con las plantas huésped de muchas maneras, teniendo efectos
positivos que varian en funcion de la especie participante. Estas sintetizan compuestos
quimicos se difunden a través de los espacios entre las particulas del suelo, los cuales son
denominados compuestos organicos volatiles microbianos (COVs). Los COVs son
metabolitos secundarios, derivados principalmente de vias de fermentacion que, debido a
su bajo peso molecular, su alta presion de vapor y su bajo punto de ebullicion, se volatilizan
(Vespermann y otros, 2007) (Kai y otros, 2009). Los microorganismos también pueden
producir compuestos volatiles inorganicos que desempenan funciones en la cadena
alimentaria microbiana al ser asimilados e incorporados a la materia organica
(bioconversion), o al funcionar como aceptores o donantes de electrones en reacciones

metabolicas. Entre estos compuestos se encuentran el didxido de carbono, el monoxido de
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carbono, el hidrogeno, el amoniaco, el sulfuro de hidrogeno y el cianuro de hidrégeno. Estos
compuestos juegan un papel primordial en el control de patégenos, ya que pueden
propagarse a larga distancia y crear un microambiente bacteriostatico alrededor de las
comunidades antagénicas (Raza y otros, 2016). Se ha documentado que la regulacion de
la homeostasis de las auxinas endogenas de la planta y la absorcion de hierro por las raices
de las plantas es mediada por los COVs (Zhang y otros, 2009). Ademas, promueven el
crecimiento de las plantas, inducen resistencia a las enfermedades y tolerancia al estrés

abiético (Liu & Zhang, 2015).

El principal grupo utilizado como agente de control biologico es el género Pseudomonas, las
cuales se consideran las productoras mas comunes de cianuro (Lakshmi y otros, 2015),
aunque también se han aislado de especies de los géneros Stenotrophomonas, Serratia,
Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Agrobacterium, Staphylococcus y Xanthomonas (Santoro y

otros, 2015).

2.5 Cultivo de lenteja

La lenteja (Lens suculenta) es un cultivo apreciado por su capacidad para producir
granos de alto valor nutricional. Tiene un contenido de alrededor del 25% de proteinas y es
rico en hierro, fibra, vitaminas y minerales (Saenz-Reyes y otros, 2022). De acuerdo con el
Servicio de Informaciéon Agropecuaria y Pesquera (SIAP, 2023), para su germinacion
necesita una temperatura de 15 a 21 °C, adaptandose a una diversidad de climas, para su
crecimiento requiere una temperatura que oscile entre los 6 a 28 °C y unas precipitaciones
anuales de 260 a 850 mm. Se adapta bien a las diferentes altitudes desde zonas que
comprenden desde los 100 hasta 3,100 m. Le perjudica la nieve y los rocios, requiere un
suelo con un PH comprendido entre 5.5 a 9. Es un cultivo muy sensible a |a salinidad, por
ello suelos con presencia de sal puede ser un obstaculo para el rendimiento; tolera la sequia

bastante, requiere suelos profundos, frescos, ricos en materia organica y sueltos.

Forma parte esencial de la dieta tradicional de la poblacion mexicana y otorgan
importantes beneficios nutricionales a costos accesibles. EI SIAP informé que la produccion
total de este cultivo en México fue de 12 448 toneladas en el 2022, aumentando un 23.1%
respecto al afo anterior y generando ganancias de 90.6 millones de pesos. Los estados

productores de lenteja son Michoacan con 9 496 toneladas, Guanajuato con 612 toneladas
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y San Luis Potosi con cuatro toneladas. A nivel nacional, Guanajuato es uno de los estados
con mayor produccion agricola. Tan solo en el 2022, la SIAP report6é que cosecho 897
970.12 ha, generando ingresos de mas 51 millones de pesos (SIAP, 2023). Destaca sobre
todo en la produccion de maiz grano, agave, sorgo grano, alfalfa y brocoli, pero a nivel
nacional sobresale en la produccion de lenteja siendo el segundo estado con mayor

produccién (SADER, 2023).

Sin embargo, al igual que otros cultivos, el crecimiento de la lenteja se ve
gravemente afectado por factores bidticos y abidticos que alteran los procesos bioquimicos
y fisiologicos de la célula, reduciendo asi el crecimiento y el rendimiento de la planta
(Sadeghpour y otros, 2022). La marchitez por Fusarium es uno de los factores comunes
que limitan el rendimiento bidtico en ambientes secos y calidos. Causa pérdidas de
rendimiento del 50 % al 100 % en condiciones favorables para el hongo y afecta en la etapa
de plantula y reproductiva del desarrollo, entra a través de la raiz y bloquea el xilema, lo que
impide la absorcion de agua y otros nutrientes en la planta, provocando marchitamiento,
decoloracion y la muerte de la planta (Jiskani y otros, 2021). El manejo de la marchitez
causado por Fusarium es una tarea desalentadora debido a la capacidad del patdégeno de
permanecer en el tejido del huésped, haciéndolo capaz de sobrevivir en el suelo durante
largos periodos de tiempo. Las practicas de manejo de Fusarium incluyen la rotacion de
cultivos, uso de variedades resistentes y fungicidas quimicos. Sin embargo, esto Ultimo
afecta la comunidad microbiana y al medio ambiente y fomenta la aparicion de patégenos
resistentes, por lo que en los ultimos afios se han buscado estrategias ecologicas para

combatir este patdgeno (Ayub y otros, 2024).

La pudricion seca de la raiz causada por Rizoctonia bataticola es una importante
enfermedad emergente de las plantulas que forma microesclerocios en lentejas bajo
condiciones climaticas secas y himedas. Este hongo puede vivir hasta 15 afios en
temperaturas extremadamente altas (30-35 °C), condiciones de pH diverso, baja humedad
del suelo, sal y situaciones de sequia. R. bataticola es un patégeno que habita en el sueloy
que infecta a mas de 500 especies de plantas cultivadas y silvestres. Los sintomas de la
enfermedad incluyen la caida repentina de las hojas superiores, el secado de las raices y el
desarrollo de cuerpos esclerociales negros en la superficie de la raiz, lo que en Ultima

instancia resulta en un retraso en el crecimiento de las plantas (Kraft y otros, 1993).
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Recientemente se ha reportado el aumento de la pudricion seca de la raiz en diferentes
partes del mundo, causando severas pérdidas de rendimiento, especialmente en
condiciones de estrés por déficit de humedad del suelo y altas temperaturas. Sin embargo,
actualmente no se dispone de ningin control quimico efectivo ni de genotipos
absolutamente resistentes a la enfermedad que se conozcan para el manejo de esta
enfermedad (Mishra y otros, 2022), por lo que es indispensable buscar estrategias

alternativas que permitan tener un mejor control de este patdgeno.

2.6 Cultivo de pepino

El pepino (Cucumis sativus) es el fruto en baya procedente de una planta herbacea
que recibe su mismo nombre. Pertenece a la familia de las cucurbitaceas. Bajo este nombre
se engloban unas 850 especies de plantas, casi todas herbaceas, trepadoras o rastreras, que
producen frutos muy grandes, cilindricos, alargados y protegidos por una corteza firme
(MAPA, 2018). Es un cultivo que se adapta a una gran variedad de localidades y se puede
cultivar desde el nivel del mar hasta los 1300 m. Se adapta temperaturas de 18 a 25 °C con
un maximo de 32 °C. Es un cultivo con un alto requerimiento de agua, cerca de 70 a 90%
de humedad relativa, ademas de que su cultivo requiere de suelos con textura-areno-

arcillosa, bien drenados y con un pH entre 5.5y 6.7 (MAG, 1991).

El SIAP informd que la produccion total de este cultivo en México fue de 1028
567.57 toneladas en el 2022, generando ganancias de 7.9 millones de pesos. Los estados
con mayor produccion de pepino son Sonora con 178 460 toneladas, Michoacan con 111
922 toneladas, Sinaloa con 308 482 toneladas, Morelos con 63 075 toneladas y Guanajuato

con 62 998 toneladas (SIAP, 2022).

A nivel nacional, Guanajuato cosecho6 1,374.15 ha, generando ingresos de mas 646
miles de pesos (SIAP, 2023). Desde el 2016, Guanajuato ha buscado posicionarse como uno
de los estados con mayor produccion de este cultivo, aprovechando las condiciones de
suelo y clima de la region. Entre sus municipios con mayor produccion, destacan Pénjamo,
con 72 163 ha cosechadas, Irapuato con 55 503 ha, Romita con 16 626 ha, Valle de Santiago
con 49 075 ha y Abasolo con 41 984 ha. Sin embargo, una de las principales limitantes en
el cultivo del pepino que lleva a la caida del rendimiento se deben principalmente a los
fitopatogenos, los cuales causan el deterioro del rendimiento al reducir la calidad y cantidad
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de los productos de los cultivos. Entre los mas importantes encontramos al mildit velloso
(Pseudoperonospora cubensis), el mildit polvoriento (Erysiphe cichoracearum), el moho gris
(Botrytis cinerea) y el marchitamiento por Fusarium (Fusarium oxysporum), siendo esta
ultima la enfermedad mas problematica y destructiva. Es transmitida por el suelo y se
transmite a través del suelo y el agua. El hongo puede atacar a las plantas susceptibles en
cualquier etapa de crecimiento y la infeccion de los hipocétilos de las plantas jovenes
provoca un marchitamiento antes o después de la emergencia. La infeccion en las plantas
mas viejas puede causar amarillamiento a partir de las hojas viejas, retraso en el crecimiento
o marchitamiento y, una vez que se produce el marchitamiento, la muerte puede producirse
entre tres a cinco dias. Después de que la planta muere, se forma una alfombra de micelio
blanco en las superficies externas de la planta (Pscheidt & Ocamb, 2016). Como el hongo
infecta a la planta de pepino en cualquier etapa, causa una gran pérdida de rendimiento en

la produccién (Din y otros, 2020).

La podredumbre del pepino causada por Rhizoctonia solani Kuehn se encuentra
entre las enfermedades mas graves que limitan la produccion en las zonas calidas y
himedas. La incidencia de la enfermedad se ve incrementada por el monocultivo y por la
plantacion de alta densidad, asi como por los procedimientos necesarios para la recoleccion
amaquina. Las condiciones himedas y calidas resultantes de la formacion de un dosel denso
favorecen la infestacion de los frutos jovenes que se desarrollan en la superficie del suelo.
Las lesiones comienzan como areas empapadas de agua que posteriormente se colapsan y
forman cancros marrones, hundidos e irregulares en la superficie de la fruta (Lewis &
Papavizas, 1980). En la actualidad, la enfermedad se maneja mediante practicas culturales,
como la rotacion de cultivos y métodos que minimizan el contacto prolongado de la planta
con el patégeno. Los fungicidas quimicos se utilizan a menudo cuando las pérdidas por R.
solani son sustanciales (Parry, 1990). Sin embargo, los controles culturales y quimicos
actuales no son completamente efectivos, y la enfermedad por Rhizoctonia sigue siendo un

problema persistente (Huang y otros, 2012).
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3  METODOLOGIA

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Investigacion en Biotecnologia en
la Universidad de Guanajuato, Campus Celaya-Salvatierra, sede Mutualismo en la ciudad de

Celaya.

3.1 Muestreo del suelo

Se recuperaron muestras de suelo del ANP “Sierra de los Agustinos” Tarimoro en el
estado de Guanajuato con las coordenadas de localizacion geografica 20°13'24.2"N

100°42'29.1"W. El muestreo se realizo en el mes de julio del afio 2022.

Las muestras de suelo se tomaron de la zona radicular de arboles de encino (Quercus
rugosa) a una profundidad de 10 cm, ya que a esta profundidad es la recomendada por
organizaciones agricolas y ambientales para la toma de muestras de suelo (Soil Science
Society of America, 2016; National Resources Conservation Service, 2018). Se generd una
muestra compuesta de seis puntos diferentes de tres arboles alejados entre si y se
guardaron en bolsas de plastico para su traslado. Para la seleccion de estos se tomaron en
cuenta aspectos positivos como una buena salud, que el tronco poseyera su corteza intacta,

de color y aspectos caracteristicos y que no presentase senescencia en las hojas.

3.2 Aislamiento, purificacion y actividad de la enzima ACC desaminasa

El aislamiento, purificacion y determinacion cualitativa de la actividad de la enzima
ACC desaminasa se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Gomez-Luna y otros
(2012). Las muestras de suelo se dejaron secar por dos semanas y posteriormente se
pasaron a través de los tamices No. 14 y 20, lo que permiti6 retirar restos de hojarasca,
piedras y raices presentes en estas. Se prepararon diluciones con 90 mL de agua destilada
estéril a las que se le anadieron 10 g de suelo, se agitaron a 240 rpm durante dos horas y se

dejaron sedimentar por media hora. Pasado este tiempo, se recuperaron 10 mL de la

24



solucion y se separaron en tres repeticiones de tubos, teniendo cuidado de tomar
Unicamente la mezcla homogénea y no los soélidos ubicados en la parte inferior de la
muestra. Se realizaron diluciones seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) y se sembraron 50 yL en
medio selectivo para actividad ACC desaminasa utilizando un equipo de siembra en placa

semiautomatico Automatic Spiral ® Sample Plater.

Para obtener aislados bacterianos con actividad para la enzima ACC desaminasa, se
prepararon 500 mL del medio selectivo Dworkin y Foster (DF) (Dworkin & Foster, 1958),
modificado por Penrose y Glick (Penrose y otros, 2001) con acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC), el cual contiene por litro: 4 g de KH2PO4, 6 g de NaHPO4, 0.2 g de
MgSO4, 1 mg de FeSO4, 10 mg de H3BO3, 10 mg de MnSO4, 50 mg de CuSO4, 10 mg de
MoOQ3s, 70 mg de MgSQ4, glucosa 0.2%, acido glucénico 0.2%, acido citrico 0.2%, 20 g de
agar bacteriologico y 0.3 g de ACC.

Las cajas sembradas se incubaron a 30 °C por cinco dias hasta que se observo el
crecimiento de colonias bacterianas, las cuales fueron recuperadas y purificadas en medio
Papa Dextrosa Agar (PDA) por medio de estria cruzada. Posteriormente, los aislados
resultantes se volvieron a resembrar en medio Dworkin y Foster para confirmar su
capacidad de producir la enzima ACC desaminasa, estriandolas en forma diagonal (45°) y
con un centimetro de longitud para visualizar de una manera mas efectiva el crecimiento
de la biomasa bacteriana. Esta metodologia se realizd por triplicado y la medicion de la

imagen fue obtenida con software de procesamiento Image).

3.3 Tincion de Gram

Para la tincion de Gram se recuper6 una porcion de inoculo a través de un asa de
metal y se realiz6 un frotis sobre un portaobjeto, agregando ademas una gota de agua
destilada. Una vez seco, se le agregaron unas gotas de cristal violeta y se dej6é que actuara
por un minuto, se enjuagd con agua destilada y se realizaron lavados hasta que todo el
colorante se escurriese. Posteriormente, se cubrid con Lugol y, esperando nuevamente un
minuto, se hizo otro lavado con agua para después aplicar unas gotas de solucion alcohol-
cetona 1:1, deteniendo la reaccion inmediatamente con agua. Finalmente, se aplicaron
unas gotas de safranina y se dejo actuar por un minuto, lavando y escurriendo el colorante
con agua (Gram, 1884).
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Esta metodologia se realiz6 para cada uno de los aislados y para la visualizacion de

su morfologia, se utilizod el objetivo 100X de un microscopio 6ptico.

3.4 Solubilizacion de fosfatos

Para la determinacion cualitativa de solubilizacion de fosfatos, se utilizé el medio
Pikovskaya modificado sin extracto de levadura (Nautiyal, 1999), el cual contiene por litro:
10 g de glucosa, 5 g de Caz(P0Oa4),, 0.5 g de (NH4)2S04, 0.2 g de KCl, 0.1 g de MgSQs4, 0.1
mg de MnSOs4, 0.1 mg de FeSO4, 10 mg de purpura de bromocresol y 15 g de agar
bacterioldgico. Se ajusto el pH a 7.2 mediante la adicion de NaOH 0.1 M y los aislados se
inocularon con el método de siembra por picadura en el medio, posteriormente estos se

incubaron a 30 °Cy en oscuridad por al menos 72 h (Gupta y otros, 1994).

Esta metodologia se realizé por triplicado y el cambio de coloracion morado a
amarillo en el medio indica un resultado positivo. La medicion de la imagen fue obtenida

con software de procesamiento Image).

3.5 Determinacion cuantitativa de solubilizacion de fosfatos

Para determinar la solubilizacion cuantitativa de fosfatos, se seleccionaron aquellos
aislados que presentaran un diametro de halo superior a 1 cm determinado a través de la
prueba cualitativa y se utilizd la metodologia azul molibdofosférico en medio de acido

clorhidrico, descrito por Jackson (1982).

Se inocularon los aislados seleccionados junto con un control negativo en medio
NBRIP, el cual contiene para un litro: 10 g de glucosa, 5 g de Ca(H2P04)-2H>0, 5 g de
MgCl2:6H20, 0.25 g de MgSO4-7H20, 0.2 g de KCl y 0.1 g de (NH4)2SO4. Es importante
mantener en agitacion el medio para que se homogenice, pues el fosfato de calcio
monobasico monohidratado tiende a precipitarse. Cada aislado y el control se inocularon
en 5 mL del medio NBRIP en tubos Falcon y se incubaron por al menos 72 ha 28 °Cya 320

rpm.

Posteriormente, se recuperaron 2 mL del medio inoculado en tubos Eppendorf y se
centrifugd cada cultivo a 6000 rpm durante 10 minutos. A continuacion, se rescaté 1 mL

del sobrenadante libre de células en un tubo Falcon estéril de 50 mL y se le agregaron 3
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gotas del indicador 2,4-dinitrofenol al 25% (p/v), el cual contiene 2.5 g de 2,4-dinitrofenol
en un litro de etanol al 96%. La solucion inmediatamente torna el sobrenadante a un color
amarillo limén (#f1c513 por su cédigo en hexadecimal), lo que indica que la muestra se
encuentra a un pH cercano a 3 desde la region acida. Sin embargo, se busca que la solucion
tenga una tonalidad amarillo palido desaturado (#f0e6c0) o incoloro para determinar que
la muestra se encuentre a un pH cercano a 3. En caso de ser necesario, se pueden agregar

gotas de NH4OH 4 N o HCI 4 N hasta alcanzar la coloracion mencionada.

Una vez llegado al pH deseado, se agregaron 5 mL de acido cloromolibdico al 1.5%

a la alicuota. A continuacion, se describe su preparacion para 200 ml:

1. Se disuelven 3 g de (NH4)sM07024-4H,0 en 60 mL de agua desionizada,
calentandolo a una temperatura cercana a 50 °C para facilitar su disolucion.

2. Se disuelven 56 mL de HCl al 38% 12.51 N en 14 mL de agua desionizada,
agregando suavemente el acido al agua por las paredes del recipiente,
obteniendo asi una solucion de HCL 10 N. Para evitar el aumento de
temperatura, es necesario mantener el recipiente adentro de uno mas grande
con agua.

3. Una vez que ambas soluciones se encuentren frias, se mezclan y se afora hasta
200 mL. Se puede almacenar la solucion por 2 meses dentro de un recipiente

de vidrio blando y ambar.

Posterior a esto, la muestra se diluye hasta 25 mL con agua desionizada, mezclando
las soluciones con agitaciones suaves. A partir de este punto, se debe de trabajar a una
temperatura de 25+5 °C debido a la sensibilidad de algunos reactivos. Cubiertas estas
condiciones, se agregaron 0.15 ml, o lo equivalente a 3 gotas de una pipeta Pasteur, de
acido cloroestafioso reductor y se mezcld vigorosamente. La preparacion de 2 mL de este

reactivo se explica a continuacion:

1. Se mezclan 0.05 g de SnCl>-2H20 y 0.1 mL de HCl al 38%, se disuelven muy
bien y se le agrega 0.9 mL de agua desionizada.

2. Seagrega 1l mL de HCI 1.2 N a la solucidn anterior, con movimientos suaves y
por las paredes del recipiente. Como este reactivo es muy susceptible a la

oxidacion, debe prepararse en volimenes muy pequenos y el dia de su ensayo.
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Ademas, su exposicion prolongada a la atmosfera produce resultados dudosos,

por lo que puede usarse hasta 4 h luego de haberse preparado.

Después de mezclar vigorosamente la solucion se torna, de manera casi inmediata,
a una coloracion azul, cuyo tono depende de qué tan concentrado se encuentre la muestra.
Se esperaron 5 minutos para que el color de la reaccion se estabilice y se ley6é en un
espectrofotometro Jenway™ Modelo 7305 a 660 nm usando una celda de plastico
desechable de 3 mL y utilizando como blanco al control negativo. Dado que el color es
estable hasta los 20 minutos, todas las lecturas fueron hechas dentro de este rango de

tiempo. Esta metodologia se realizé por triplicado (Morales-Torres, 2012).

Es importante mencionar que este método es afectado facilmente por
contaminacion con fosforo, por lo que se deben de tomar precauciones en su desarrollo,
como evitar respirar o toser cerca de los reactivos y recipientes usados. Preferentemente,
debe usarse tapabocas, bata cerrada y guantes de nylon, el material y cristaleria debe
lavarse con detergente libre de fosfatos y enjuagarse con agua destilada, ademas de

preparar cada uno de los reactivos con agua destilada.

Se elaboro6 una curva patron o de calibracion utilizando una solucion patron de 50

ppm de fosfato. A continuacion, se detalla su elaboracion:

1. Sedisuelven 0.2195 g de KH2PO4, previamente secado a 40 °C, en 400 mL de
agua destilada.

2. Se afade a la solucion anterior 25 mL de H2SO4 7 N y se afora a un litro. Se
debe almacenar en un recipiente de vidrio blando y no pyrex para reducir la

contaminacion con arsénico. Se conserva indefinidamente.

Se requirié una solucion patron de 10 ppm a partir de la de 50 ppm haciendo una
dilucion 1:4 en agua desionizada. Esta se diluyd para obtener ocho soluciones con
concentraciones menores de fosfato, pues su volumen final es de 25 mL debido a que se
afora a esta cantidad con agua destilada. Posteriormente se lleva a cabo la metodologia
descrita anteriormente, anadiendo la misma cantidad de acido cloromolibdico y acido

cloroestanoso. En la Tabla 3.2 se muestra la concentracion de cada reactivo.
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Tabla 3.5 VolUimenes de reactivos para la curva patron de fosfatos

Concentracion final ~ Solucion 10 ppm

Acido

Acido

de fosfato (mg/L) (ml) cloromolibdico (ml) cloroestafioso (ml)
0.00 0.00 5 0.15
0.04 0.10 5 0.15
0.10 0.25 5 0.15
0.20 0.50 5 0.15
0.40 1.00 5 0.15
0.60 1.50 5 0.15
0.80 2.00 5 0.15
1.00 2.50 5 0.15

Fuente: Morales-Torres (2012)

Con los datos de absorbancia, se hizo un analisis de regresion lineal para obtener una

funcion de concentracion de fosforo en la reaccion en ppm. Para esto, se utiliza la siguiente

relacion:

_Vr
=

Por lo tanto, se simplifica la Formula 1 para obtener la absorbancia:

Donde:

__ R(VR)
= —VA

A es la concentracion de fosforo en la alicuota ensayada en la reaccion.

R es la concentracion de fosforo en la reaccion.

Vg es el volumen de la reaccion.

V, es el volumen de la alicuota ensayada en la reaccion.

(1)

(2)
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3.6 Solubilizacion de potasio

Para la determinacion cualitativa de solubilizacion de potasio inorganico, se utilizd
el medio Pikovskaya modificado sin extracto de levadura, utilizando la misma cantidad
descrita anteriormente de Cas3(POa4)2 y purpura de bromocresol por KNOz y verde de
bromocresol, respectivamente. Los aislados se inocularon por picadura en el medio y se

incubaron en oscuridad por al menos 72 h a 30 °C (Delgado-Ramirez y otros, 2021).

Esta metodologia se realiz6 por triplicado y el cambio de coloracion azul a amarillo
en el medio indica un resultado positivo. La medicion de la imagen fue obtenida con

software de procesamiento Image).

3.7 Produccion de sideroforos

Para la determinacion cualitativa de siderdforos, se utilizo el medio Cromo Azurol S
(CAS) (Schwyn & Neilands, 1987) modificado por Barton y Hemming (1993). Para la
preparacion de este medio, se requiere de la elaboracion de cuatro soluciones diferentes
cuyos volimenes totales son unidos al final. A continuacion, se describe la preparacion de

cada solucion para un litro de medio:

1. Lasolucion 1 (100 ml) se prepar6 adicionando 0.0027 g de FeClz-6H20 en 10
mL de HC| 10 mM. Posteriormente, esto se anadio a una soluciéon conformada
por 0.06 g de CAS en 50 mL de agua destilada. A continuacion, la solucion
resultante se afadié a una nueva conformada por 0.073 g de HDTMA en 40
mL de agua destilada. La mezcla resultante produjo una solucion azul oscuro,
la cual se esterilizo en autoclave y, posteriormente, se dejo enfriar a 50 °C.

2. Lasolucion 2 (800 ml) se prepard disolviendo 30.24 g de PIPES en 750 mL de
una solucion salina que contenia: 0.3 g de KH2PO4, 0.5 g de NaCl y 1 g de
NH4CI. El pH se ajustd a 6.8 con KOH al 50% (p/v) y posteriormente se aforo
con agua destilada hasta llegar a 800 ml. Se le agregaron 15 g de agar
bacteriolégico y la solucién resultante se esterilizd en autoclave vy,
posteriormente, se dejé enfriar a 50 °C.

3. La soluciéon 3 (70 ml) se preparé disolviendo 2 g de glucosa, 2 g de manitol,

493 mg de MgS047H20, 11 mg de CaClz, 1.17 mg de MnSOs4, 1.4 mg de
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H3BOs3, 0.04 mg de CuSOg4, 1.2 mg de ZnSO4+7H20 y 1 mg de NaMoO4-2H20
en 70 mL de agua destilada. La solucion resultante se esterilizd en autoclave y,
posteriormente, se dejo enfriar a 50 °C.

4. Lasolucidn 4 (30 ml) se prepard mezclando 3 g de casamino acidos en 30 mL
de agua destilada, la cual se esterilizd con una membrana Milipore de 0.45 ym
de diametro.

5. La solucion 3 se adicion6 a la solucién 2 junto con la solucion 4. La solucion 1
se agrego al final, vertiéndolo con cuidado por las paredes del recipiente. La
solucion resultante se agité suavemente para evitar la formacion de espuma

en el medio.

Cabe destacar que la elaboracion de este medio puede verse obstaculizado por su
susceptibilidad de contaminarse, por lo que es recomendable limpiar toda la cristaleria
utilizada con HCl 6 M para eliminar cualquier rastro de elementos traza en su superficie, asi

como enjuagar estos con agua destilada (Louden y otros, 2011).

Los aislados bacterianos se inocularon mediante picadura en el medio y se incubaron

en oscuridad por al menos 96 ha 30 °C.

Esta metodologia se realiz6 por triplicado y el cambio de coloracion azul a amarillo
en el medio indica un resultado positivo. La medicion de la imagen fue obtenida con

software de procesamiento Image).

3.8 Actividad de enzimas extracelulares

3.8.1 Actividad de celulasas

Para la determinacion cualitativa de produccion de celulasas, se utilizo la
metodologia descrita por Liang y otros (2014). Los aislados bacterianos se inocularon en
medio Mandels y Reese (Mandels & Reese, 1957) adicionado con sal sbdica
carboximetilcelulosa (CMC) como fuente Unica de carbono, el cual contiene para un litro:
2 gde KH2POy4, 1.4 g de (NH4)2504, 0.3 g de MgS04-7H20, 0.3 g de CaCly, 0.4 g de extracto
de levadura, 0.005 g de FeSO4-7H20, 0.0016 g de MnSO4, 0.0017 g de ZnClz, 0.002 g de
CoClz, 5 g de CMC-Na y 15 g de agar bacteriologico. El pH se ajusté a 5.0 con HCI 0.1 M
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antes de meter el medio a esterilizar. Los aislados se inocularon por picadura y se incubaron

por al menos 48 h a 29 °C.

Una vez pasado el tiempo de inoculacion, las placas se tiferon con una solucion de
Rojo Congo 1% (p/v) durante 15 minutos. Posteriormente se retird el colorante y se

decoloraron con una solucion de NaCl 1 M durante una hora.

Esta metodologia se realizé por triplicado y el cambio de coloracion por la formacion
de un halo en el medio indica la capacidad de hidrolizar CMC de los aislados. La medicion

de la imagen fue obtenida con software de procesamiento Image).

3.8.2 Actividad de quitinasas

Para la determinacion cualitativa de quitinasas, se utilizd el medio Agar Czapek
(Raper & Fennell, 1965) adicionado con quitina como fuente Unica de carbono, el cual
contiene para un litro: 3 g de NaNOs, 1 g de K2HPO4, 0.5 g de MgS04-7H20, 0.5 g de KCl,
0.1 g de FeS0O4-7H20, 15 g de agar bacterioldgico y 2 g de quitina como fuente de carbono.
Los aislados se inocularon por picadura y se incubaron en oscuridad por al menos 48 h a 28
°C.

Esta metodologia se realizé por triplicado y el cambio de coloracion por la formacion
de un halo en el medio indica la capacidad de producir quitinasas de los aislados. La medicion

de la imagen fue obtenida con software de procesamiento Image].

3.9 Produccion de exopolisacaridos (EPS)

Para la determinacion cualitativa de produccion de exopolisacaridos se utilizo la
metodologia descrita por Zlosnik y otros (2008) utilizando el medio levadura manitol (LM)
(Sage y otros, 1990), el cual contiene para un litro: 0.5 g de extracto de levadura, 4 g de
manitol y 15 g de agar bacteriol6gico. Todos los aislados de la coleccion se cultivaron en

este medio y se dejaron incubar por al menos 48 ha 35 °C.

Pasado el tiempo de incubacion, se visualizo la morfologia y la cantidad de biomasa
bacteriana producida por cada aislado bacteriano. La medicién de la imagen fue obtenida

con software de procesamiento Image).

32



3.10 Produccion de acido indol acético

Para la produccion cuantitativa de acido indol acético, se utilizd la técnica
colorimétrica con el reactivo de Salkowsky (Ehmann, 1977), utilizando medio Luria-Bertani
(LB) (Bertani, 1951) adicionado con L-Triptéfano en vez de caldo levadura extracto de
malta-dextrosa (caldo YMD) (Mohite, 2013). El medio LB contiene para un litro: 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y se suplementa con 500 pg de L-
Triptéfano (Sigma). Los aislados se incubaron en 15 mL de este medio junto con un control

negativo y se incubaron por al menos 48 ha 28 °Cya 150 rpm.

Terminado el tiempo de inoculacion, se recuperaron 2 mL del caldo bacteriano y se
centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos. Se recupero el sobrenadante libre de células
y se le agregd 1 mL del reactivo de Salkowsky, el cual contiene para un litro: 19.6 mL de

FeCl3 0.5 My 980 mL de HCIO4 al 35% (v/v).

La solucidn se dejo en oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 minutos y,
una vez pasado este tiempo, se leyo en un espectrofotometro a 530 nm usando una celda
de plastico desechable de 3 mL y utilizando como blanco al control negativo. Dado que el
color es estable entre un rango de 30 a 120 minutos, todas las lecturas fueron hechas
dentro de este rango de tiempo. El cambio de color amarillo a rosa o rojo indica la

produccion de AlA. Esta metodologia se realizd por triplicado.

La elaboracion de la curva patrén o de calibracion se realizo utilizando diferentes
concentraciones de un estandar de AlA, variando de 0 a 10 pg/mL de AlA. El estandar se

elabord de la siguiente manera:

1. Lasolucion concentrada de 10 mg/mL requiere disolver 50 mg de AlA (Sigma)
en 5 mL de etanol al 70% (v/v).
2. La solucion estandar original de 100 pg/mL requiere disolver 50 pL de la

solucion concentrada en 4950 plL de agua destilada.

Posteriormente se lleva a cabo la metodologia descrita anteriormente, variando las
concentraciones de la solucion estandar junto con 1 mL del reactivo de Salkowsky. Se dejo
reposar en oscuridad y a temperatura ambiente por 30 minutos y se leyd en un

espectrofotometro a 530 nm usando una celda de plastico desechable de 3 ml, utilizando
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como blanco un control sin AlA. En la Tabla 3.1 se muestra la concentracion de cada

reactivo.

Tabla 3.10 Volimenes de reactivos para la curva patrén de acido indol acético

Concentracion final Soluciéon madre ‘ Reactivo de
de AIA (ug/L) (uL) Agua destilada (uL) Salkowsky (uL)
0 0 1000 1000
1 10 990 1000
2 20 980 1000
3 30 970 1000
4 40 960 1000
5 50 950 1000
6 60 940 1000
7 70 930 1000
8 80 920 1000
9 90 910 1000
10 100 900 1000

3.11 Pruebas de germinacion, vigorosidad y biomasa

3.11.1 Lenteja (Lens culinaris)

Para este ensayo, se utilizé la metodologia descrita por Oliva-Garcia y Gomez-Luna
(2016). Se prepar6 para cada aislado junto con un control negativo un in6culo de 10 mL de
Caldo Papa Dextrosa, el cual se puso en agitacion constante por al menos 24 ha 28 °Cya

150 rpm.

Posteriormente, se lavaron 25 semillas de lentejas (Hortyjardin®) para cada aislado
y se desinfectaron con una solucién de alcohol etilico al 70% (v/v) durante 20 segundos;

una vez terminado el tiempo, se retird el exceso de alcohol y se enjuagaron las semillas con
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agua estéril por 30 segundos. Las semillas se colocaron en un tubo Falcon de 50 mL junto

con el indculo y se llevaron nuevamente a agitacion por 30 minutos a 240 rpm.

Una vez terminado el tiempo de agitacion, se les retird el exceso de liquido y las
semillas embebidas se colocaron en cajas Petri con papel hUmedo estéril, a modo de una
camara hiumeda. Las semillas se dejaron crecer por ocho dias en un ambiente con luz 6ptima

y se regaron cada dos dias con 1.5 mL de agua estéril.

Pasado el tiempo de germinacion, se midio la longitud de las plantulas y del area
radial y se obtuvo un promedio por cada aislado. También se evalud el porcentaje de

germinacion con la siguiente formula:

(100)(no.de semillas germinadas) (3)

% de germinacion = — .
cantidad inicial de semillas

El indice de vigorosidad (IV) se obtuvo de la siguiente forma:
IV = (promedio de longitud de las plantulas)(% de germinacion) (4)

Una vez evaluadas todas los aislados bacterianos, se seleccionaron aquellos que
superaron al control tanto en el porcentaje de germinacion como en el indice de
vigorosidad y se repitio el experimento, aumentando el nimero de semillas a 50 para cada

tratamiento.

Se realizd un duplicado para este ensayo y la medicion de las plantulas fue obtenida

con software de procesamiento Image).

3.11.2 Pepino (Cucumis sativus)

Para este ensayo se utilizd la misma metodologia descrita anteriormente para la
desinfeccion de semillas, con la excepcion de que se trabajaron con semillas de pepino

(Vita®). Se utilizaron las mismas condiciones de cultivo y germinacidn para los indculos.

Pasado el tiempo de germinacion de las semillas, se midio la longitud de las plantulas
y area radicular para obtener un promedio de esto y se evalubé también el porcentaje de

germinacion e indice de vigorosidad.

Finalmente, se midid el peso fresco de cinco plantulas escogidas al azar. El peso seco

se obtuvo después de someter a las mismas plantulas a una temperatura de 80 °C en una
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estufa de secado por al menos 24 h y, pasado este tiempo, se midi6 el peso de estas

nuevamente. El peso himedo se calcul6 de la siguiente manera:
Peso himedo = Peso fresco — Peso seco (5)

Se realizé un duplicado para este ensayo y la medicion de la imagen fue obtenida

con software de procesamiento Image).

o o7

3.12 Produccion de compuestos volatiles para la inhibicion de hongos
fitopatogenos

3.12.1 Fusarium spp

Para la deteccion de la produccion de compuestos volatiles emitidas por las
rizobacterias, se utilizé la metodologia propuesta por Osorio-Hernandez y otros (2016),
en donde se dejo6 en crecimiento en cajas Petri divididas un disco de 5 mm del micelio activo
del hongo Fusarium spp. en medio PDA durante 48 h para asegurar su crecimiento.
Posteriormente, se realizé un estriado vertical de cada uno de los aislados en el medioa 1.5

cm de distancia de la linea divisora de la caja.

Las cajas se incubaron a 28 °C durante ocho dias y se llevd un registro del
crecimiento del diametro del micelio e interseccion con la bacteria (si era el caso) cada dia.
Las cajas permanecieron selladas con plastico durante todo el experimento con el fin de

asegurar la interaccion Unicamente por el espacio aéreo entre el hongo y la bacteria.

Para el control negativo se utilizd una placa con un medio PDA y solo con la
presencia de Fusarium spp., a modo de ver el crecimiento normal del hongo sin la
interferencia de los compuestos volatiles emitidos por las rizobacterias y se determino su

cinética de crecimiento.

Aquellos tratamientos que lograron inhibir o frenar el avance del hongo se les dejo
en observacién durante una semana mas para ver su evolucion, llegando hasta un maximo
de cuatro semanas a partir del primer dia de inoculaciéon. La medicion de la imagen fue

obtenida con software de procesamiento Image).
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3.12.2 Rhizoctonia spp.

Para este ensayo, se utilizo la misma metodologia descrita anteriormente, utilizando

el hongo Rhizoctonia spp.

Aquellos tratamientos que lograron inhibir o frenar el avance del hongo se les dejo
en observacion durante una semana mas para ver su evolucion, llegando hasta un maximo
de cuatro semanas a partir del primer dia de inoculacion. La medicion de la imagen fue

obtenida con software de procesamiento Image).

3.13 Preservacion de los aislados bacterianos

Para la preservacion de la coleccion bacteriana, se utilizo la metodologia descrita por
Pérez-Reytor y Sosa-Espinosa (2010) modificando las concentraciones del caldo y
crioprotector. Se cultivo cada uno de los aislados en medio LB inoculandolos en 3 mL de

medio y se dejaron incubar en agitacion por al menos 24 ha 28 °Cya 150 rpm.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se recuperd 2 mL del caldo bacteriano y se
centrifugd a 10000 rpm durante 6 minutos. Posteriormente se descart6 el sobrenadante y
el precipitado resultante se resuspendi6 en 1 mL de medio LB y se le afadié 500 ul de

glicerol biesterilizado al 100%.

La coleccion se resguardd a -71 °C. en un ultracongelador Panasonic® Pro Series
MDF-U5486SC.

3.14 Analisis estadistico

El analisis estadistico de este trabajo se realiz6 a través de un Analisis de Varianza
(ANOVA) de disefio aleatorio y la comparacién de medias fue llevada a cabo utilizando una
prueba de diferencia minima significativa de Tukey, utilizando un nivel de significancia del

95% a través del software estadistico Minitab.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento, purificacion y actividad de la enzima ACC desaminasa de

las rizobacterias

Del aislamiento y purificacion de las rizobacterias provenientes de suelo del ANP
Sierra de los Agustinos, se obtuvieron 52 aislados bacterianos con actividad para la enzima
ACC desaminasa, la cual se determind con el crecimiento observable de las bacterias sobre
la estria en el medio Dworkin-Foster después de una semana en incubacion, como se puede
observar en la Figura 4.1. Esta determinacion cualitativa se realizo a través de un estudio
de imagen por medio de la medicion de la biomasa a partir del crecimiento bacteriano en la

linea de estriado en diagonal para cada uno de los aislados.
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Figura 4.1 Crecimiento de los aislados en el medio selectivo para la actividad de ACC desaminasa. En a) se
muestra la produccion de biomasa bacteriana de los asilados y en b) se observa su ubicacién en el medio de

cada uno.

A continuacion, se muestran los resultados de las mediciones en la Tabla 4.1 y su

analisis en el crecimiento de biomasa.
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Tabla 4.1 Analisis de las pruebas cualitativas para la produccion de la enzima ACC desaminasa

Mislado ey | Aado e e
400 0.137+0.026 426 0.115+0.005
401 0.152+0.020 427 0.191+0.027
402 0.073+0.002 428 0.117+0.042
403 0.126+0.030 429 0.138+0.014
404 0.168+0.045 430 0.090+0.015
405 0.102+0.017 431 0.058+0.004
406 0.094+0.012 432 0.097+0.007
407 0.147+0.039 433 0.188+0.036
408 0.125+0.035 434 0.108+0.020
409 0.147+0.034 435 0.204+0.020
410 0.108+0.030 436 0.178+0.015
411 0.146+0.053 437 0.121+0.006
412 0.125+0.047 438 0.113+0.029
413 0.116+0.020 439 0.120+0.004
414 0.110+0.031 440 0.085+0.045
415 0.151+0.024 441 0.122+0.061
416 0.119+0.023 442 0.144+0.012
417 0.198+0.017 443 0.158+0.013
418 0.079+0.013 444 0.105+0.014
419 0.235+0.034 445 0.090+0.024
420 0.161+0.040 446 0.140+0.023
421 0.191+0.052 447 0.163+0.031
422 0.167+0.009 448 0.125+0.007
423 0.207+0.023 449 0.157+0.045
424 0.384+0.051 450 0.087+0.038
425 0.187+0.026 451 0.093+0.017

El nUmero seguido de + indica la desviacion estandar.



Diversos autores han utilizado el medio DF adicionado con ACC para evaluar la
capacidad de la enzima ACC desaminasa (Luna-Martinez y otros, 2013; Angulo y otros,
2014; Mejia-Bautista y otros, 2022), siendo este un método confiable para su analisis
cualitativo. Los aislados que demostraron poseer un mayor crecimiento en el medio
selectivo fueron: 401, 404, 415, 417, 419, 423, 424, 427, 433, 435, 443, 447 y 449; los
cuales alcanzaron una longitud de biomasa superior a 0.15 cm a partir del estriado. Los
aislados presentaron colonias diferentes en morfologia y color; los aislados 427, 433, 447 y
449 fueron transparentes mientras que el resto de los aislados presentaron una apariencia

lechosa y densa.

Actualmente, se ha reconocido la presencia de la enzima ACC desaminasa en
diversas cepas bacterianas que abarcan una amplia variedad de géneros, entre los que se
incluyen: Achromobacter, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Rhizobium,
Rhodococcus, Enterobacter, Klebsiella, Methylobacterium, Mesorhizobium, Pseudomonas y
Sinorhizobium (Molina-Romero y otros, 2015; Patil y otros, 2016). La actividad de esta
enzima ha sido reportada como favorable en la promocion del crecimiento en plantas
como: tomate (Lycopersicum esculentum Mill.), pimiento (Capsicum annuum L.) (Luna-
Martinez y otros, 2013), eucalipto (Eucalyptus nitens) (Angulo y otros, 2014) y chile
habanero (Capsicum chinense Jacq.) (Mejia-Bautista y otros, 2022).

4.2 Tincion de Gram

La clasificacion de los aislados bacterianos a través de su pared celular se determino
mediante la tincion de Gram, en donde se pudieron determinar que 26 de los aislados de la
coleccién son Gram positivo y los 26 restantes son Gram negativo. En la Tabla 4.2 se
muestran estos resultados junto con la identificacion morfoldgica de la coleccion, como se

muestra en la Figura 4.2.

Tabla 4.2 Caracteristicas morfologicas de los aislados bacterianos

Gram + Gram -
Cepa Morfologia Cepa Morfologia| Cepa Morfologia Cepa Morfologia
400 Bacilos 420 Bacilos 402 Bacilos 436  Diplobacilos
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401 Bacilos 421 Bacilos 408 Bacilos 438 Bacilos
403 Cocos 422 Cocos 413 Bacilos 439  Diplobacilos
404 Cocos 423 Cocos 415 Bacilos 440  Diplobacilos
405 Bacilos 424 Bacilos 417 Bacilos 441 Bacilos
406 Bacilos 426 Bacilos 418 Cocos 442  Diplobacilos
407 Cocos 427 Cocos 419 Bacilos 444 Bacilos
409 Bacilos 430 Bacilos 425 Bacilos 445 Bacilos
410 Bacilos 431 Bacilos 428 Bacilos 446 Bacilos
411 Cocos 435 Bacilos 429 Diplobacilos 447 Cocos
412 Cocos 437 Bacilos 432 Diplobacilos 448 Bacilos
414 Cocos 443 Cocos 433 Bacilos 449 Bacilos
416 Bacilos 451 Bacilos 434 Bacilos 450 Bacilos

Figura 4.2 Morfologia y tincion de Gram de los aislados. En a) se observa el aislado 406, la cual es Gram —y

de tipo coco; en b) se muestra el aislado 428, la cual es Gram + y de tipo bacilo; y en ¢) se presenta el aislado

440, la cual es Gram + y de tipo diplobacilo.

De los 52 aislados de la coleccion, 16 son del tipo bacilo Gram +. Estas pueden ser
asociadas al género Bacillus, mencionada anteriormente por su capacidad de producir ACC
desaminasa. Este género, ademas, es parte de un conjunto de bacterias aerdbicas que
forman endosporas y son comunes en el suelo y la rizosfera (Adame-Garcia y otros, 2021).

Especies como Bacillus subtilis, B. megaterium, B. thuringiensis, B. cereus y B. pumilus
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pueden ayudar a mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas a través de la produccion

de compuestos organicos (Meena V. S. y otros, 2016).

4.3 Determinacion cualitativa de solubilizacion de fosfatos

De acuerdo con los resultados, 37 de los 52 aislados presentaron actividad favorable
para la solubilizacion de fosfatos, la cual pudo ser visualizada gracias al cambio de color azul

a amarillo-naranja en el medio Pikovskaya adicionado, como se puede observar en la Figura

4.3. Enla Tabla 4.3 se presentan los diametros de la colonia y del halo de cada colonia.

Tabla 4.3 Resultados de la evaluacion cualitativa para la solubilizacion de fosfatos

Aislado Diéme:cro dela Diametro del Aislado Diéme.tro dela Diametro del
colonia (cm) halo (cm) colonia (cm) halo (cm)

400 0.776+0.114 1.369+0.244 426 1.007+0.094 1.179+0.042
401 0.943+0.070 1.147+0.106 427 0.917+0.064 1.184+0.069
402 S/P S/P 428 0.364+0.078 0.540+0.098
403 0.995+0.045 1.142+0.036 429 S/P S/P
404 0.911+0.069 1.039+0.028 430 0.745%0.078 1.351+0.089
405 0.463+0.160 0.987+0.067 431 0.665%0.082 1.245+0.062
406 0.519+0.078 1.237+0.015 432 0.757+0.039 0.853+0.043
407 0.084+0.030 0.293+0.091 433 S/P S/P
408 0.279+0.059 0.475+0.054 434 S/P S/P
409 0.364+0.086 0.501+0.089 435 0.348+0.056 0.513+0.049
410 0.771+0.096 1.003+0.048 436 S/P S/P
411 0.489+0.057 1.287+0.079 437 0.653+0.104 0.909+0.096
412 1.129+0.088 1.297+0.055 438 S/P S/P
413 0.098+0.047 0.141+0.022 439 1.049+0.116 1.263%0.057
414 0.739+0.043 1.207+0.018 440 S/P S/P
415 0.293+0.132 0.447+0.162 441 0.130+0.038 0.229+0.022
416 0.095+0.045 0.203+0.061 442 0.250+0.036 0.425+0.044
417 S/P S/P 443 0.137+0.041 0.231+0.049
418 0.116+0.043 0.189+0.025 444 0.101+0.041 0.233+0.086
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419 S/P+S/P S/P 445 S/P S/pP
420  0.072+0.003  0.157+0.040 | 446  0.505:0.019  0.574+0.134

421  1.070+0.256  1.189+0.068 | 447 S/pP S/P
422 0.482:0.327  0.609:0.249 | 448 S/pP S/P
423 S/P S/P 449 S/pP S/P
424 S/P S/P 450  0.414:0.052  0.975+0.028

425 0.606+0.096 1.608+0.050 451 0.226+0.027 0.710+0.019

S/P: sin presencia de solubilizacion. El nUmero seguido de + indica la desviacion estandar.

De los 37 aislados mencionados anteriormente, solo 14 de estos pudieron superar el
centimetro en el didmetro del halo y, respecto a la relacion entre el radio de la colonia y el
de los halos, 8 de estas pudieron superar los 0.25 cm de distancia, siendo los aislados 425
(0.501cm), 411 (0.399 cm), 406 (0.359 cm), 430 (0.303 cm), 400 (0.296 cm), 431 (0.29
cm), 450 (0.28 cm) y 405 (0.262 cm) las que mas destacaron. Para esta prueba se
establecio la distancia entre el radio de la colonia y el halo de coloracion en 0.25 cm como
punto de referencia, lo que podria indicar una mayor capacidad solubilizadoras en

comparacion con aquellas que tienen un halo mas pequefio o no lo presentan.

La utilizacion del medio Pikovskaya para la determinacion cualitativa de produccion
de fosfatos en aislados bacterianos ha sido utilizada por un gran nimero de autores
(Sanchez-Gonzalez y otros, 2023; Joe y otros, 2018; Naik y otros, 2008; Jha y otros, 2009)
gracias a la efectividad relativa de las cepas aisladas, la cual se logra al seleccionar a los
microorganismos capaces de generar un halo o area transparente en la placa, resultado de
la produccion de acidos organicos en el medio, como el acido citrico o el acido oxalico, o
enzimas fosfatasas, los cuales disuelven los materiales fosfatados y quelan complejos
catiénicos de iones de fosforo, es decir PO4*, liberando asi el fésforo. Esto mejora la
disolucion en fuentes con fosforo poco soluble, incluyendo fosfatos de hierro y aluminio y
apatita, mediante procesos de acidificacion y complejacion (He y otros, 2002; Violante y
otros, 1991). Asimismo, se ha reportado la disminucion significativa del pH en el medio
gracias a la produccion microbiana de acidos organicos, estableciendo asi una relacion entre
la acidez del medio y la liberacion de fosfatos solubles (lllmer & Schinner, 1995; Chen y
otros, 2006; Pandey & Palni, 1998).
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No obstante, se cuestiona la fiabilidad de esta técnica, ya que varios aislados que no
producen ningun halo o area visible en las placas de agar demostraban tener la capacidad
de solubilizar diversos tipos de fosfatos inorganicos insolubles en el medio liquido (Gupta y
otros, 1994; Louw & Webley, 1959), por lo que no se descarta la posibilidad de encontrar

mas aislados con capacidad de solubilizar fosfato mediante otras técnicas.

400 401
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Figura 4.3 Solubilizacién de fosfato en medio Pikovskaya modificado a partir de una semana de la
inoculacion. En a) se muestra del aislado 400 a 423, cuya disposicion se denota a la derecha; en b) se

encuentra del aislado 424 a 447; y en ¢) se visualizan del aislado 448 ala 451.
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4.4 Determinacion cuantitativa de solubilizacion de fosfatos

Se obtuvo la curva de calibracion y a partir de ella se genero la ecuacion para poder

relacionar la absorbancia de cada uno de los aislados a 660 nm en funcion de la

concentracion de fosfato, la cual se puede observar en la Figura 4.4.1. Se eligieron los 17

aislados que presentaron mejores resultados de la prueba anterior, tanto como que

presentaran un diametro del halo mayor a 1 cmy que la distancia entre este y el diametro

de la biomasa fuera superior a 0.25 cm de distancia; se les realiz6 la lectura de su

absorbancia, con la que se pudo determinar su concentracion de fosfatos a través de la

Formula 2, como se puede observar en la Tabla 4.4.

1
0.9
£0.8
(@)]
20.7
% 0.6
©
505
g 0.4
© 0.3
O
§ 0.2
0.1

'y =3.0731x - 0.0464
- R2=0.9918

0.10

0.20
Abs (660 nm)

0.30

Figura 4.4.1 Curva de calibracion de fosfatos.

Tabla 4.4 Resultados de la evaluacion cuantitativa para la solubilizacion de fosfatos

Concentracion

Concentracion

Aislado Abseso de P (ug/ml) Aislado Abssso de P (ug/ml)
400 0.179+0.135 4.189 426 0.160+0.075 3.702
401 0.214+0.170 5.102 427 0.140+0.076 3.199
402 S/P s/P 428 s/P s/pP
403 0.247+0.174 5.930 429 S/P S/P
404 0.206+0.160 4.889 430 0.195+0.115 4.607
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405 S/P S/P 431 0.193%0.091 4.564
406  0.226+0.181 5.392 432 S/P S/pP
407 S/P S/P 433 S/pP S/P
408 S/P S/P 434 S/pP S/P
409 S/P S/P 435 S/pP S/P
410  0.117£0.049 2.610 436 S/pP S/P
411  0.206£0.194 4.897 437 S/pP S/P
412 0.140£0.065 3.190 438 S/P S/pP
413 S/P S/P 439 0.115:0.031 2.558
414  0.222+0.208 5.307 440 S/P S/pP
415 S/P S/P 441 S/P S/pP
416 S/P S/P 442 S/P S/P
417 S/P S/P 443 S/P S/P
418 S/P S/P 444 S/P S/P
419 S/P S/P 445 S/P S/P
420 S/P S/P 446 S/P S/P
421  0.306+0.076 7.441 447 S/P S/P
422 S/P S/P 448 S/P S/P
423 S/P S/P 449 S/P S/P
424 S/P S/P 450  0.276%0.165 6.681
425  0.155:0.028 3.574 451 S/P S/pP

S/P: sin presencia de produccion. El nimero sequido de + indica la desviacion estandar.

Todos los aislados, hasta el control, presentaron una coloracion azul de Prusia

(#002b52), como se aprecia en la Figura 4.4.2 debido a la adicion del acido cloroestafioso,

el cual forma un complejo azul intenso con el fosfato en medio acido. Los aislados con

produccion de fosfato mas destacable fueron 421 (7.441 ug/ml), 450 (6.681 ug/ml), 403

(5.930 pug/ml), 406 (5.392 ug/ml), 414 (5.307 ug/ml) y 401 (5.102 ug/ml).

Varios autores han reportado el incremento de la produccion de fosfato en

rizobacterias luego de mantenerse en incubacion por cinco dias. Morales-Torres (2012)

reportd concentraciones entre 1 a 22 ug/ mL en las primeras 48 h de incubacion hasta

llegar de 150 a 310 pg/mL después de 5 dias en incubacion para bacterias provenientes de
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suelos calcareos, bosques de encino y raices de agave. Thakur y Parikh (2016) mostraron,
en sus resultados, aumento en las concentraciones de fosfato de 0.44 a 13.74 ug/mL en las
primeras 72 h de incubacion hasta llegar de 1.01 a 40.54 ug/mL después de 10 dias en
incubacion para bacterias provenientes de suelos agricolas de cacahuate (Arachis hypogaea
L.). Asimismo, bacterias aisladas de muestras de composta reportaron un incremento de 5
a 17.8 yg/mL de fosforo en las primeras 24 h de incubacion (Bobadilla & Rincon, 2008) lo
que sugiere el incremento en la produccion de fosfato es proporcional al tiempo de
incubacion, por lo que es posible un incremento en las concentraciones de esta coleccion si
el tiempo de incubacion se extiende. La importancia de la solubilizacion de fosfato por parte
de las rizobacterias radica en mejorar la disponibilidad de este en el suelo, estimulando asf

el crecimiento vegetal y reduciendo la dependencia a la aplicacion de fertilizantes quimicos.

C 400 401 403 404 406 410 411 412

A

414 421 425 426 427 430 431 439 450

L

Figura 4.4.2 Determinacion cuantitativa de fosfatos de los aislados con mas produccion de la prueba

cualitativa a las 72 h de incubacion.
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4.5 Solubilizacion de potasio

De acuerdo con los resultados, solo 2 de los 52 aislados presentaron actividad
favorable para la solubilizacion de potasio, la cual pudo ser visualizada gracias al cambio de
color azul a amarillo del medio Pikovskaya modificado, como se puede observar en la Figura

4.5. Enla Tabla 4.5 se presentan los diametros de la colonia y del halo de cada colonia.

Tabla 4.5 Resultados de la evaluacion cualitativa para la solubilizacién de potasio

Aislado Diéme:cro dela Diametro del Aislado Diéme.tro dela Diametro del
colonia (cm) halo (¢m) colonia (cm) halo (cm)
400 0.411+£0.053 S/P 426 0.887+0.066 S/P
401 0.559+0.098 S/P 427 0.509+0.114 S/P
402 0.318+0.227 S/P 428 0.698+0.128 S/P
403 0.445+0.033 S/P 429 1.138+0.043 S/P
404 0.648+0.085 S/P 430 3.363+0.487 S/P
405  0.419+0.059 S/P 431 S/P S/P
406 0.534+0.076 S/P 432 0.999+0.124 S/P
407  0.131+0.026 S/P 433 S/P S/P
408 0.632+0.029 S/P 434 0.919+0.099 S/P
409 0.439+0.058 S/P 435 0.149+0.055 S/P
410 0.641+0.134 S/P 436 1.078+0.134 S/P
411 S/P S/P 437 0.603+0.090 S/P
412 0.459+0.095 S/P 438 0.855+0.086 S/P
413 0.451+0.165 S/P 439 0.809+0.058 2.319+0.082
414 0.542+0.097 S/P 440 0.629+0.038 S/P
415 S/P S/P 441 0.491+0.047 S/P
416 S/P S/P 442 0.403+0.186 S/P
417 0.554+0.076 S/P 443 0.163+0.076 S/P
418 0.729+0.063 S/P 444 S/P S/P
419 S/P S/P 445  1.693+0.245 S/P
420 2.968+0.845 S/P 446 1.057+0.240 S/P
421 0.713+0.162 S/P 447 S/P S/P
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422 S/P S/P 448 1.477+0.077 S/P
423 0.565+0.022 S/P 449  2.365+0.565 S/P
424  0.427:0.086 S/P 450  0.269+0.112  1.023+0.090
425 S/P S/P 451 S/P S/P

S/P: sin presencia de solubilizacion. El nUmero seguido de + indica la desviacion estandar.

Se pudo formar una colonia bacteriana en 41 de los 52 aislados, lo que indica su
capacidad de crecer en el medio Pikovskaya adicionado con nitrato de potasio como fuente
Unica de potasio, aunque solo dos de estos tuvieron la capacidad de solubilizar este
compuesto. Aunque ambos lograron superar mas de 0.75 cm de diametro del halo, y su
relacion entre el radio de la colonia y el halo fue de 0.755 c¢cm para el aislado 439y 0.377 cm
para el aislado 450, el cambio de coloracion en el medio gracias al indicador es mas visible

en este uUltimo.

El colorante organico verde de bromocresol otorga una mejor visibilidad del halo
frente a otros colorantes como el azul de bromotimol o Rojo Congo (Joe y otros, 2018).
Mayoritariamente se utiliza como indicador de cambios en el pH, cambiando la apariencia
del medio de azul-verde a amarillo en el rango de pH de 3.8 a 5.4. Por lo tanto, el cambio
de coloracion observado se debe a la accion bacteriana al producir compuestos organicos,
tales como acido oxalico, acido citrico (Prajapati & Modi, 2012), acido ferulico, acido
cumarico (Setiawati & Mutmainnah, 2016), acido férmico, acido malico, acido acético
(Shanware y otros, 2014) y acido tartarico (Hu y otros, 2006); los cuales acidifican el medio
y tienen la capacidad de mejorar la disolucion de minerales que contienen potasio al
proporcionar protones, desestabilizar la superficie de dichos minerales y formar complejos
con iones Ca?*, Fe?" y AI¥* (Meena S. V. y otros, 2015; Fatharani & Rahayu, 2018).

Aunque el medio Pikovskaya ha sido utilizado para la determinacion cualitativa de
solubilizacion de potasio por varios autores (Nawaz y otros, 2023; Delgado-Ramirez y
otros, 2021; Mursyida y otros, 2015), el medio agar Alexandrov es el mas utilizado para
este tipo de pruebas, por lo que no se descarta la posibilidad de encontrar mas aislados con

capacidad de solubilizar potasio a través de este medio.
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Figura 4.5 Solubilizacion de potasio en medio Pikovskaya modificado a partir de una semana de la
inoculacion. En a) se muestra del aislado 400 a 423, cuya disposicion de denota a la derecha; en b) se

encuentra del aislado 424 a 447; y en ¢) se visualizan del aislado 448 ala 451.
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4.6 Produccion de sideroforos

Para esta prueba, 34 de los 52 aislados presentaron actividad favorable para la

produccion de sideroforos, la cual pudo ser visualizada gracias al cambio de color azul del

medio CAS modificado a amarillo-naranja, como se puede observar en la Figura 4.6. En la

Tabla 4.6 se presentan los diametros de la colonia y del halo de cada colonia.

Tabla 4.6 Resultados de la evaluacion cualitativa para la produccion de sideréforos

Diametro de la

Diametro del

Diametro de la

Diametro del

Aislado colonia (cm) halo (¢cm) Aislado colonia (cm) halo (¢cm)
400 1.087x0.230 1.279+0.197 426 1.857x0.445 2.138+£0.244
401 1.547+0.647 1.667+0.614 427 1.163+0.155 1.473+0.098
402 S/P S/P 428 0.918+0.062 1.091+0.190
403 1.662+0.416 2.154+0.147 429 S/P S/P
404 1.219+0.206 1.666+0.232 430 S/P S/P
405 0.895+0.150 1.055+0.144 431 1.161+0.181 1.590+0.194
406 1.239+0.296 1.430+0.163 432 S/P S/P
407 0.507+0.026 0.937+0.034 433 S/P S/P
408 0.483+0.091 0.596+0.039 434 0.745+0.618 0.903+0.606
409 1.049+0.129 1.552+0.152 435 0.529+0.101 0.965+0.156
410 1.842+0.332 1.999+0.411 436 S/P S/P
411 S,/P S/P 437 S/P S/P
412 1.604+0.211 2.023+0.173 438 0.647+0.189 0.968+0.169
413 0.323+0.105 0.465+0.049 439 S/P S/P
414 1.535+0.460 1.888+0.093 440 1.923+0.454 2.375+0.465
415 0.441+0.096 0.599+0.005 441 0.751+0.042 1.225+0.082
416 0.247+0.040 0.349+0.027 442 S/P S/P
417 0.856+0.263 1.216+0.206 443 S/P S/P
418 0.266+0.036 0.501+0.026 444 0.193+0.012 0.312+0.011
419 S/P S/P 445 0.980+0.274 1.150+0.208
420 S/P S/P 446 0.979+0.024 1.193+0.031
421 1.938+0.168 2.187+0.113 447 S/P S/P
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422 0.338+0.089 0.460+0.083 448 S/P S/P
423 0.873+0.190 0.987+0.240 449 S/P S/P
424 0.208+0.025 0.504+0.027 450 1.540+0.059 2.238+0.192
425 S/P S/P 451 1.489+0.195 2.225+0.192

S/P: sin presencia de produccion. El nimero seguido de + indica la desviacion estandar.

De los 34 aislados mencionados anteriormente, solo 22 de estos pudieron superar el
centimetro en el diametro del halo y, respecto a la relacion entre el radio de la colonia y el
de los halos, 3 de estas pudieron superar los 0.25 cm de distancia, siendo los aislados 451
(0.368 cm), 450 (0.349 cm) y 409 (0.252 cm) las que mas destacaron. Como se menciond
anteriormente, se establecio la distancia entre el radio de la colonia y el halo de coloracion

en 0.25 cm como punto de referencia.

Asimismo, se observo en algunos aislados la presencia de un pigmento verde en su
biomasa, como ocurre con 408, 416, 418, 422, 434, 438, 445 y 446. La presencia de este
pigmento podria estar vinculada a la generacion de sider6foros del conjunto catecolato, los
cuales suelen presentar fluorescencia. Bacterias del género Pseudomonas son capaces de
sintetizar siderdforos fluorescentes de color amarillo-verde (Diaz-Amaya, 2009); sin
embargo, de los aislados mencionadas solo 408, 434, 438, 445 y 446 son del tipo bacilo y

Gram negativa, por lo que pueden ser potencialmente pertenecientes a este género.

El cambio de coloracion en el medio es determinado por indicador CAS, el cual, en
presencia de iones de hierro, es capaz de formar un complejo azul. Aquellas bacterias
capaces de secretar sideroforos para quelar los iones de hierro y hacerlos solubles producen
un cambio en el complejo con el azul de Cromo Azurol S. Esta union forma un complejo
diferente que conduce a un cambio en el color del medio, pasando de azul a amarillo

(Schwyn & Neilands, 1987).

Aunque un gran nimero de autores utilizan este medio para la produccion
cualitativa de siderdforos en rizobacterias (Alexander & Zuberer, 1991; Chaiharn y otros,
2009; Sultana y otros, 2021), la utilizacion del agar CAS proporciona solo una estimacion
aproximada y no constituye un método perfecto para cuantificar la produccion de
sideroforos. Por lo tanto, su estimacion cualitativa puede realizarse empleando medios de

cultivo liquidos y el reactivo CAS (Arora & Verma, 2017).
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Figura 4.6 Produccion de sider6foros en medio CAS modificado a partir de una semana de la inoculacion. En
a) se muestra del aislado 400 a 423, cuya disposicion de denota a la derecha; en b) se encuentra del aislado
424 3 447; y en c) se visualizan del aislado 448 a la 451.
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4.7 Presencia de enzimas extracelulares

4.7.1 Actividad de celulasas

De acuerdo con los resultados, 47 de los 52 aislados presentaron actividad favorable
para la produccion de celulasas, la cual pudo ser visualizada gracias a la formacion de un

halo claro en el medio Mandels y Reese adicionado, como se puede observar en la Figura

4.7.1.Enla Tabla 4.7.1 se presentan los diametros de la colonia y del halo de cada colonia.

Tabla 4.7.1 Resultados de la evaluacion cualitativa para la actividad de celulasas

Aislado Diémejcro dela Diametro del Aislado Diéme.tro dela Diametro del
colonia (cm) halo (cm) colonia (cm) halo (cm)

400 0.151+0.024 0.429+0.079 426 0.165+0.047 0.381+£0.031
401 0.289+0.112 0.546+0.256 427 0.211+£0.028 0.299+0.005
402 0.107+0.058 0.351+£0.088 428 0.095+0.032 0.305+0.018
403 0.235+0.099 0.531+£0.089 429 0.095+0.050 0.253+0.100
404 0.197+0.065 0.299+0.064 430 S/P S/P
405 0.133+0.092 0.367+0.043 431 0.095+0.008 0.247+0.023
406 0.316+0.177 0.437+0.113 432 0.130+0.042 0.387+0.089
407 0.163+0.044 0.408+0.020 433 0.105%0.042 0.292+0.070
408 0.129+0.064 0.223+0.040 434 0.127+0.065 0.245+0.101
409 0.126+0.043 0.292+0.082 435 0.064+0.030 0.255+0.113
410 0.137+0.085 0.364+0.055 436 0.104+0.014 0.251+0.044
411 0.175+0.058 0.367+0.036 437 0.083+0.020 0.253+0.011
412 0.064+0.033 0.231+0.072 438 0.146+0.012 0.373+0.072
413 0.102+0.022 0.354+0.108 439 0.219+0.036 S/P
414 0.086+0.034 0.272+0.019 440 0.131+0.063 0.214+0.040
415 0.143+0.070 0.303+0.040 441 0.111+0.015 0.187+0.033
416 0.138+0.063 0.203+0.029 442 0.154+0.038 0.237+0.015
417 0.151+0.043 1.586+0.307 443 0.238+0.042 0.536+0.071
418 0.124+0.016 0.358+0.058 444 0.281+0.032 0.478+0.050
419 1.004+0.037 2.497+0.094 445 0.289+0.010 0.513+0.032
420 0.195+0.041 0.398+0.068 446 0.175+0.045 0.409+0.020
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421 0.256+0.031 0.342+0.011 447 S/P S/P
422 0.102+0.030 0.430+0.106 448 0.171+0.070 0.311+0.105
423 0.100+0.031 0.361+0.040 449 0.255+0.025 0.651+0.094
424 0.081+0.047 0.239+0.057 450 S/P S/P
425 0.148+0.067 0.359+0.038 451 S/P S/P

S/P: sin presencia de produccion. El nimero seguido de + indica la desviacion estandar.

De los 47 aislados mencionados anteriormente, solo 2 de estos pudieron superar el
centimetro en el diametro del halo y tener una relacion entre el radio de la colonia mayor a

0.25 cm de distancia, siendo estas los aislados 419 (0.747 cm) y 417 (0.718 cm).

El uso del medio Mandels y Reese adicionado con CMC es (til para la deteccion de
enzimas celuloliticas. De acuerdo con McDonald y otros (2012), la CMC es un producto
derivado de la celulosa que contiene grupos carboximetilo. Estos grupos se generan al
reaccionar la celulosa con cloroacetato en un entorno alcalino, lo que produce sustituciones
en las posiciones C2, C3 o C6 de las unidades de la glucosa (Gelman, 1982). Como
consecuencia, la CMC es soluble en agua y mas susceptible a la accion hidrolitica de las
celulasas, la cual puede determinarse mediante el uso del colorante rojo Congo, que se une
a los B-D-glucanos. Las areas claras alrededor de las colonias que crecen en medios solidos
que contienen CMC y que son tefiidas con este colorante, ofrecen un método practico para
detectar la hidrolisis del CMC vy, por ende, la actividad de la B-D-glucanasa (Teather &
Wood, 1982), ya que las regiones del agar en donde se produce hidrolisis seran claras,
mientras que aquellas que fueron capaces de mantener intacta a la CMC retendran el

colorante.

Sin embargo, aunque se ha descrito la relacion entre el diametro de la zona de
hidrolisis y la concentracion logaritmica de la enzima celulasa, esta correlacion no es capaz
de representar la capacidad de produccion de la enzima de los microorganismos (Teather
& Wood, 1982), ademas de que el diametro de hidrolisis puede no ser capaz de reflejar con

exactitud la actividad real de la celulasa (Sadhu & Maiti, 2013).
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Figura 4.7.1 Produccion de celulasas en medio Mandels y Reese adicionado a partir de una semana de la
inoculacién. En a) se muestra el crecimiento de toda la coleccion y la formacion de los halos; en b) se
cambib la imagen a escala de grises para visualizarla con mayor claridad; y en ¢) se visualiza la ubicacion en

el medio de cada aislado.

4.7.2 Presencia de quitinasas

De acuerdo con los resultados, ninguno de los 52 aislados presentaron actividad
favorable para la produccion de quitinasas, ya que no se pudo observar la formacion de un
halo claro en el medio Agar Czapek adicionado, como se muestra en la Figura 4.7.2. Sin

embargo, en la Tabla 4.7.2 se muestra los diametros de las colonias bacterianas.

Tabla 4.7.2 Resultados de la evaluacion cualitativa para la produccion de quitinasas

Aislado Diametrodela Diametro del Aislado Diametrodela Diametro del
colonia (cm) halo (cm) colonia (cm) halo (cm)
400 0.287+0.057 S/P 426 0.122+0.057 S/P
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401 0.144+0.080 S/P 427  0.140+0.037 S/P
402 0.289+0.043 S/P 428 0.334:0.141 S/P
403 0.139+0.042 S/P 429  0.2530.091 S/P
404  0.123:0.044 S/P 430 S/P S/P
405  0.265+0.037 S/P 431 S/P S/P
406 S/P S/P 432 0.348+0.030 S/P
407 S/P S/P 433 0.23140.029 S/P
408 0.328+0.035 S/P 434  0.321£0.105 S/P
409 S/P S/P 435 S/P S/P
410  0.237#0.117 S/P 436  0.2970.101 S/P
411 S/P S/P 437 0.277+0.025 S/P
412 0.253+0.037 S/P 438 0.243+0.078 S/P
413 S/P S/P 439 0.108+0.071 S/P
414  0.245:0.065 S/P 440  0.242+0.048 S/P
415  0.397+0.087 S/P 441 S/P S/P
416 S/P S/P 442  0.307+0.093 S/P
417  0.260+0.082 S/P 443 0.193+0.026 S/P
418 S/P S/P 444 0.389+0.170 S/P
419  0.219+0.019 S/P 445  0.184+0.049 S/P
420  0.281+0.019 S/P 446 0.290+0.024 S/P
421 0.174%0.051 S/P 447  0.249+0.019 S/P
422 0.247+0.044 S/P 448  0.309+0.045 S/P
423 S/P S/P 449  0.231+0.036 S/P
424 S/P S/P 450 S/P S/P
425  0.163+0.025 S/P 451 0.309+0.124 S/P

S/P: sin presencia de produccion. El nimero sequido de + indica la desviacion estandar.

Aunque la adicion de quitina coloidal ha sido utilizada por diversos autores para
evaluar la actividad quitinolitica (Brzezinska & Jankiewicz , 2012; Alves y otros, 2018;
Narayana & Vijayalakshmi, 2009), el uso del medio Agar Czapek no mostrd resultados
favorables para la produccion de esta enzima en la coleccion. No obstante, la utilizacion de
otros medios como Murashige & Skoog (Renwick y otros, 1991) o el digerido de soja y

caseina (Wiwat y otros, 1999) han sido Utiles para determinar la actividad en rizobacterias.
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Cheba y otros (2016) sefalaron que las quitinasas son generadas por bacterias
pertenecientes a los géneros Bacillus, Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Serratia y
Enterobacter. Muchas de estas, de entre las cuales se encuentran reportadas S. marcescens
y Enterobacter agglomerans, poseen el potencial como biocontrol sobre numerosos hongos
fitopatdbgenos (Downing & Thomson, 2000). Asimismo, Shanmugaiah y otros (2008)
afirman que diversas especies de Bacillus como B. licheniformis, B. circulans, B. laterosporus,
B. amyloliquefaciens, B. pabuli, B. magaterium, B. stearothermophilus, B. subtilis y B.

thuringiensis tienen la capacidad de producir esta enzima.
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Figura 4.7.2 Produccion de quitinasas en medio Agar Czapek adicionado a partir de una semana de la
inoculacion. En a) se muestra el crecimiento bacteriano de toda la coleccion; en b) se someti6 el medio bajo

luz negra para una mejor visualizacion de estas; y en c) se observa la ubicacion en el medio de cada aislado.
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4.8 Produccion de exopolisacaridos (EPS)

De los 52 aislados, solo 43 de estos pudieron crecer en el medio LM. Sin embargo,
de estos solo 29 fueron capaces de presentar un fenotipo mucoide, el cual fue clasificado
de la siguiente manera: se le asigno el simbolo (—) a aquellos aislados que, aunque tuvieron
presencia de biomasa bacteriana en la linea del indculo inicial, esta no muestra evidencia de
produccion de EPS y las colonias en el medio presentan una coloracion mate y seca; aquellos
aislados denominados con el simbolo (+) fueron aquellos en los que se observé un
crecimiento bacteriano superior al anterior y que no presenta resistencia al contacto, por
lo que se le asigna como bacterias no mucoides; los aislados asignados con el simbolo (++)
fueron aquellos con presencia de produccion de EPS, ya que presentan una tenue matriz
gelatinosa alrededor de las células bacterianas, aunque su crecimiento en el medio es plano;
los aislados identificados con el simbolo (+++) fueron aquellos en la que la produccion de
EPS comienza a deformarse respecto al estriado inicial y la biomasa bacteriana presenta
volumen; el aislado marcado con el simbolo (++++) presenté una produccion de EPS viscosa
al tacto y muy voluminosa, con una matriz gelatinosa muy prominente y en donde la
biomasa bacteriana crecio incluso sobre las paredes y tapa de la placa. En la Figura 4.8 se
observa esta clasificacion y en la Tabla 4.8 se clasifica cada uno de los aislados de la

coleccion.

Tabla 4.8 Resultados de la evaluacion cualitativa para la produccién de exopolisacaridos

Aislado Biom?sa EPS Aislado Biom:jlsa EPS
bacteriana mucoides bacteriana mucoides

400 wH ++ 426 * -
401 * - 427 * +
402 ek ++ 428 ek "+
403 * + 429 . _
ot ' 430 /P /P
45 " + 431 /P /P
406 * - 432 * -+
407 * - 433 4 ++
408 * + 434 * -
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409 * + 435 S/P S/P
410 * + 436 * +

411 * - 437 # ++
412 * +++ 438 wk ++
413 * - 439 * -

414 * ++ 440 * ++
415 # + 441 S/P S/P
416 * - 442 S/P S/P
417 * - 443 * -

418 e +++ 444 * +

419 S/P S/P 445 # ++
420 * e 446 * ++
421 * - 447 o ++
422 o ++ 448 * +

423 S/P S/P 449 * +++
424 e +H++ 450 S/P S/P
425 * - 451 S/P S/P

*: Produccion media de biomasa; **: Produccion alta de biomasa; S/P: sin presencia de

produccion.

El aislado 424 fue el Unico con la capacidad de formar una prominente matriz
gelatinosa alrededor del inoculo, el cual era viscoso al contacto y muy elastico. Dado que la
sintesis de exopolisacaridos juega un papel crucial en las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal para contrarrestar el estrés salino al unir los iones a los exopolisacaridos
bacterianos y disminuir la concentracion de Na* libre, también resultan beneficiosos frente
al estrés causado por sequia (Upadhyay y otros, 2011). Debido a esto, muchos autores han
mostrado interés en rizobacterias autdctonas de suelo y agua con alta salinidad (Arias y
otros, 2003; Martinez-Canovas y otros, 2004; Fuentes y otros, 2013), los cuales reportan
que la presencia de EPS asociados a las células bacterianas es reconocida mediante la
formacion de colonias gomosas en medios solidos o por el aumento de la viscosidad e

incluso la formacion de un gel en medios liquidos. (Lugue y otros, 2010).
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Figura 4.8 Produccion de EPS mucoides y no mucoides. En a) se visualiza el aislado 424, categorizada como

“++++” debido a su naturaleza altamente mucoide; en b) se aprecia el aislado 418, categorizado como
“+++”; en ¢) se observa el aislado 438, categorizado como “++”; en d) se muestra el aislado 410,
categorizado como “+” debido a que no presenta mucosidad y en e) se presenta el aislado 425,

categorizado como “-“.

4.9 Produccion de acido indol acético

Se obtuvo la curva de calibracion y a partir de ella se generd la ecuacion para poder
relacionar la absorbancia de cada uno de los aislados a 530 nm en funcion de la
concentracion de AIA, cuantificada por una reaccion colorimétrica con el reactivo de
Salkowsky, la cual se puede observar en la Figura 4.9.1. Se hizo una lectura de la absorbancia
para cada uno de los aislados de la coleccion, y aquellos que presentaron una coloracion
rosa-roja se les hicieron dos lecturas mas, como se puede observar en la Tabla 4.9. De los
52 aislados, 21 presentaron esta coloracion, que iba desde el color whiskey (#d29e7a)
hasta el carmin (#ab3434), como se aprecia en la Figura 4.9.2. Los aislados con produccion
de AIA mas destacable fueron 438 (69.622 ug/ml), 448 (65.263 ug/ml), 445 (50.742
ug/ml), 412 (43.470 ug/ml) y 434 (41.731 ug/ml).
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Figura 4.9.1 Curva de calibracion de AlA.
Tabla 4.9 Resultados de la evaluacion cuantitativa para la produccion de AIA

Aislado Abss3o (ugy:nl) Aislado Abssso (ug}?nl)
400 0.198+0.058 13.073 426 0.147 9.617
401 0.143 9.346 427 0.178+0.066 11.695
402 0.312+0.119 20.819 428 0.110 7.111
403 0.134 9.346 429 0.328+0.051 21.858
404 0.117 7.585 430 0.018 0.877
405 0.118 7.653 431 0.025 1.352
406 0.078 4.942 432 0.551+0.261 37.011
407 0.141 9.211 433 0.313+0.106 20.841
408 0.357+0.192 23.868 434 0.621+0.295 41.731
409 0.135 8.804 435 0.179 11.785
410 0.092 5.891 436 0.162 10.634
411 0.149 9.753 437 0.386+0.052 25.787
412 0.647+0.329 43.470 438 1.033+0.534 69.622
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413 0.137 8.940 439 0.140 9.143
414 0.069 4.333 440 0.592+0.118 48.777
415 0.124 8.059 441 0.461+0.265 30.914
416 0.134 8.737 442 0.516+0.303 34.617
417 0.104 6.704 443 0.156 10.227
418 0.058 3.587 444 0.573+0.153 38.479
419 0.097 6.230 445 0.754+0.337 50.742
420 0.286+0.055 19.012 446 0.458+0.351 30.665
421 0.159+0.095 10.430 447 0.091 5.823
422 0.149 9.753 448 0.968+0.240 65.263
423 0.097 6.230 449 0.271+0.038 18.041
424 0.067 4.197 450 0.020 1.013
425 0.091 5.823 451 0.167 10.972

El nimero seguido de + indica la desviacion estandar.

Diversas investigaciones han evidenciado la capacidad de distintas especies
bacterianas para generar AIA en un amplio rango de concentraciones, pues es un
metabolito secundario abundante durante la fase estacionaria del crecimiento celular
(Wahyudi y otros, 2011). Sin embargo, no todas las bacterias que producen este
compuesto favorecen el crecimiento de las plantas. Por ejemplo, Agrobacterium
tumefaciens puede generar hasta 78 ug/mL de AIA, produciendo una enfermedad conocida
como “agalla de corona”, manifestada por tumores en raices, tallo y ramas de varias
especies vegetales. El AIA estimula la elongacion de las raices de haba (Vicia faba) a
concentraciones inferiores a 17.5 pug/mL, pero a concentraciones superiores a 87.5 inhibe
considerablemente el crecimiento (El-Antably & Larsen, 1974). Khalid y otros (2004)
aislaron rizobacterias de plantas de trigo que producian AIA en concentraciones 1.1 a2 12.1
ug/ml, estimulando el crecimiento para estos cultivos. Garcia y otros (2010) identificaron
cepas de Azospirillum que generaba 18.02 a 38.02 ug/mL y que favorecian el crecimiento
en plantas de arroz. La concentracion de AIA necesaria para estimular el crecimiento de las
plantas varia segun la especie. Asi, mientras que cierta concentracion puede ser adecuada
para estimular el crecimiento de una especie vegetal, para otras, esa misma concentracion

podria no tener una influencia significativa.
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Figura 4.9.2 Produccion de AlA de cada aislado.
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4.10 Pruebas de germinacion, vigorosidad y biomasa

4.10.1 Lenteja (Lens culinaris)

Se evaluo el porcentaje de germinacion e indice de vigorosidad haciendo uso de las
Formulas 3 y 4. Se encontr6 que, en la primera repeticion, 30 de los 52 aislados pudieron
superar el porcentaje de germinacion del control, el cual fue de 33%. No obstante, de estos
solo 27 aislados pudieron superar el indice de vigorosidad reportado por el control, el cual
fue de 193.33. Con los 27 aislados que superaron al control tanto en germinaciéon como en
indice de vigorosidad, se realizd una segunda repeticion de la prueba, realizada entre los
meses de febrero y abril. Debido al aumento de temperatura propia de estos meses, se
requirid un aumento de humedad para las semillas. De estos, solo 25 de los 27 aislados
pudieron superar el porcentaje de germinacion del control, el cual fue de 44%. Sin embargo,
23 de los 27 aislados pudieron superar el indice de vigorosidad reportado por el control, el

cual fue de 273.82.

Enla Tabla 4.10.1 se observan los resultados obtenidos para cada uno de los aislados.

Tabla 4.10.1 Resultados de las pruebas de germinacion e indice de vigorosidad de lenteja

Aislado % .s . fndic.e Aislado % .y . indic.e
Germinacion vigorosidad Germinacion vigorosidad
Control 38.5+7.77¢ 233.57+56.91°¢ 426 36 128.16
400 32 125.76 427 51+1.413¢  304.82+145.7 %
401 16 42.84 428 62+19.802¢ 328.21+29.942b
402 24 66.72 429 57+21.213¢  264.07+9.40 %
403 16 37.92 430 40 165.60
404 24 72.96 431  50+2.833¢  306.51+156.92°
405 8 25.60 432 77+26.872 405.29+100.70%°
406 4 8.40 433 54+19.80 214.82+23.17
407 8 12.80 434 56 132.16
408  46+2.833"  266.70£75.76% | 435  59+12.733¢ 318.91+75.95%
409 28 84.56 436  62+19.803¢ 363.32+25.73%
410 28+16.97 155.29+122.06 437 60+11.3135¢ 423.67+47.16%
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411 45+1.41 257.54+3.41 438  69+15.562" 481.43+115.152
412 8 34.00 439  72%16.97%® 472.68+133.8%
413  67+21.21%" 484.56+174.802 | 440 33 184.80

414 28 84.56 441 7349.902*  469.32+227 2
415 47+4.24 ¢  344.32+101.1%° | 442  58+14.143¢ 334.86+129.2%
416 28 229.04 443  63+12.73%° 369.56+97.01 %
417 41.5+2.12 207.20 444 29 387.60

418 36 236.16 445  63+12.73%° 421.52+76.82%
419  45:x21.21°5 339.60+198.5%° | 446 32 122.56

420 57+15.562° 315.35+51.682° | 447 24 134.40

421 26 74.88 448 3245.66¢  200.89+12.41°°
422 44 168.96 449 25 129.65

423 24 71.04 450 42+2.83b¢  312.98+110.9%
424  62+8.492¢  360.18+136.22P | 451 30 188.94

425 59+1.413¢ 372.51+229.8%

El nimero seguido de + indica la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia
significativa entre tratamientos de acuerdo con la diferencia honestamente significativa de

Tukey con o=0.05.

De acuerdo con lo anterior, los aislados que lograron poseer una diferencia
estadistica frente al control en el porcentaje de germinacion y vigorosidad en semillas de
lenteja fueron: 413, 432,438, 439 y 441; los cuales ademas tuvieron un mayor crecimiento
en el area radicular y del tallo respecto al control, como se puede observar en la Figura
4.10.1.

Asimismo, varios de los aislados que obtuvieron buenos valores para esta prueba
también reportaron resultados favorables para la produccion de acido indol acético. Sin
embargo, esto se contrapone con los resultados reportados por Sepulveda-Caamano y
otros (2017) y Jahanian y otros (2012), los cuales indican que las rizobacterias que
producen AIA pueden tener efetos negativos sobre el desarrollo de las plantas, ya que las
altas concentraciones de este compuesto pueden llegar a inhibir el desarrollo radicular de
estas por medio de emisiones de amoniaco a través de la sintesis de cianuro de hidrogeno
(Weise y otros, 2013).
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Figura 4.10.1 Vista superior de las plantulas de lenteja a una semana de crecimiento. En la parte superior se

encuentra el control y en la parte inferior, las plantulas inoculadas con el aislado 413.

Sin embargo, en tres de los aislados mencionados anteriormente se observé la
presencia de pelos radiculares, como se observa en la Figura 4.10.2. Estas estructuras
aumentan el area de captacion en las raices, propiciando asi una mayor captacion de agua

y nutrientes para la planta.

No obstante, otros aislados con una elevada produccion de AlA presentaron un bajo
porcentaje de germinacion o vigorosidad, como se puede observar en el aislado 412 o0 434.
Asimismo, en el andlisis estadistico se revelaron pocas diferencias significativas entre
aislados con alta y baja produccion de AIA, como en el aislado 413 o 439, lo que puede
indicar que el fomento de estas caracteristicas es dependiente de mas condiciones como la
temperatura o humedad, ya que la temperatura 6ptima de germinacion oscila entre los 15

y 25°Cy la temperatura real en la que germinaron estas semillas fue de entre 30 a 35°C.
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Figura 4.10.2 Vista del area radicular de las semillas de lenteja mediante un estereomicroscopio con un

objetivo de 2x y aumentado 5x. En a) se observa a la planta tratada con el aislado 413; en b) se observa a la
planta tratada con el aislado 432; en ¢) se observa a la planta tratada con el aislado 439 y en d) se observaa

la planta control.

4.10.2 Pepino (Cucumis sativus)

Se evalud el porcentaje de germinacion e indice de vigorosidad haciendo uso de las
Formulas 3 y 4. Se encontro6 que, en la primera repeticion, 33 de los 52 aislados pudieron
superar el porcentaje de germinacion del control, el cual fue de 67%. No obstante, de estos
solo 21 aislados pudieron superar el indice de vigorosidad reportado por el control, el cual
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fue de 462.501. En la segunda repeticion, 34 de los 52 aislados pudieron superar el
porcentaje de germinacion del control, el cual fue de 61%. De estos, 27 aislados pudieron
superar el indice de vigorosidad del control, el cual fue de 493.32. Al hacer el analisis
estadistico, encontramos finalmente que son 23 los aislados que superan el porcentaje de

germinacion e indice de vigorosidad del control, el cual es del 64% y 447, respectivamente.

Asimismo, se hizo una determinacion del peso de las plantulas para observar el
desarrollo de su biomasa y efecto de las rizobacterias, a través de la medicion del peso
fresco y seco, haciendo uso de la Formula 5. En la primera repeticion, solo 25 de los 52
aislados pudieron superar al peso fresco, seco y hiumedo del control, el cual fue de 0.8356,
0.0848 y 0.7508, respectivamente. En la segunda repeticion, 30 de los 52 aislados pudieron
superar al peso fresco, seco y himedo del control, el cual fue de 0.7554, 0.0891 y 0.6663,
respectivamente. Por lo tanto, el peso fresco, seco y hiumedo promediado de ambas
pruebas fue de 0.80, 0.09, 0.71, respectivamente. En la Tabla 4.10.2 se observan los

resultados obtenidos para cada uno de los aislados.

De acuerdo con lo anterior, los aislados que lograron poseer una diferencia
estadistica frente al control en el porcentaje de germinacion y vigorosidad en semillas de
pepino fueron: 424, 437 y 440; los cuales ademas tuvieron un mayor crecimiento en el area

radicular y del tallo respecto al control, como se puede observar en la Figura 4.10.3.

Al igual que las pruebas realizadas en semillas de lenteja, algunos aislados de la
coleccion demostraron ser promotores del crecimiento vegetal, fomentando el
crecimiento de raices y pelos radiculares, como se puede observar en la Figura 4.10.4.
Medina-Reyes (2020) reportd resultados favorables con Bacillus paralicheniformis y
Pseudomonas lini para el rendimiento total en plantas de pepino y Perez-Rosales (2012),
quien inocul6 las cepas Pseudomonas tolassi, P. tolassi, Bacillus pumilus y Microbacterium
paraoxydans en plantas de pepino para ver su respuesta frente al crecimiento de la plantula,
rendimiento en un sistema de fertirriego, calidad del fruto bajo diferentes concentraciones
de fertilizante y capacidad antagénica contra Fusarium oxysporum y Alternaria sp, reporto
que lainoculacion de estas mejoro la calidad de las plantulas en cuanto al tamafo y nutricion
y mejor6 algunos atributos relacionados a la calidad del fruto debido al aumento de sélidos

totales y concentracion de ortofosfatos en el fruto, tuvieron la capacidad de inhibir el
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crecimiento de los hongos en condiciones in vitro, aunque la respuesta del rendimiento
disminuyd y solo una cepa tuvo un ligero efecto en el rendimiento del fruto. Por otro lado,
Islam y otros (2016), utilizando rizobacterias provenientes de suelo agroecoldgico
destinado al cultivo de pepino, reportaron niveles significativamente mas altos de
germinacion, vigor de plantulas, crecimiento y contenido de nitrogeno en el tejido de la raiz
y el brote en comparacion con las plantas control no tratadas, asi como ser capaces de
suprimir significativamente la pudricion de la corona de Phytophthora causada por
Phytophthora capsici. Los aislados utilizados para este trabajo fueron identificados como

Pseudomonas stutzeri, Bacillus subtilis, Stenotrophomonas maltophilia y Bacillus

amyloliquefaciens.

Control

1 1,2 cm
I

Figura 4.10.3 Vista superior de las plantulas de pepino a una semana de crecimiento. En la parte superior se

encuentra el control y en la parte inferior, las plantulas inoculadas con el aislado 440.

Con los resultados obtenidos y reportados por la literatura, se observd que el
tratamiento de las semillas de pepino con rizobacterias resulta en una mejora significativa

en la emergencia y crecimiento de la plantula, gracias a diferentes mecanismos como la
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reduccion de la micoflora de las semillas. La produccion de AlA es un mecanismo comdn
entre las rizobacterias y, aunque los aislados que presentaron mayor promocion vegetal no
fueron aquellos con mayor produccion de AlA de la coleccion, los valores reportados por la
literatura oscilan en un rango de 29.25 a 51.28 ug/mL de AIA, contrastando con los de este
trabajo que fueron de 4.19 a 48.77 uyg/mL de AlA. Este mecanismo es crucial para la
promocion del crecimiento de las plantas, ya que promueve el desarrollo de las raices y la
absorcion de nutrientes. Se sugiere que las fitohormonas también pueden coordinar la
demanda y la adquisicion de nitrogeno, el cual desempefa también un papel adicional en la

promocion del crecimiento de las plantas.

Figura 4.10.4 Vista del area radicular de las semillas de pepino mediante un estereomicroscopio con un
objetivo de 2x y aumentado 5x. En a) se observa a la planta tratada con el aislado 424; en b) se observa a la
planta tratada con el aislado 437; en ¢) se observa a la planta tratada con el aislado 440 y en d) se observaa

la planta control.
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Tabla 4.10.2 Resultados de las pruebas de germinacion e indice de vigorosidad de lenteja

. Peso  Peso Peso . Peso Peso Peso

Aislado % Indice fresco seco humedo | Aislado % Indice fresco seco humedo

Germinacion  vigorosidad Germinacion  vigorosidad

(@ (9 (9) (@ (@ (9)
Control  64+4.2°¢ 447+21.7¢  0.80 0.09  0.71 426  76x11.3%*° 521.7+189< 092 0.08 0.84
400 62+25.4  397.1#196.2 1.20 0.08 1.12 427 76 < 495+63.1< 090 0.07 0.82
401 56+6.9 304.1+133.3 0.98 0.07 0091 428  78+14.14° 6458+49>¢ 081 0.08 0.73
402 52+22.6 233.4+73.7 1.17 0.08 1.09 429  74+8.49%™ 4628+111.6 0.87 0.07 0.80
403 76+22.6 395£173.8  1.05 0.08 0.97 430  70+8.49%°  450.5+5.8 0.80 0.08 0.72
404 60 293.6+47.8  0.89 0.07 0.81 431  76%5.66*°  473.3%x829 0.64 0.07 0.57
405 72422.6 290.4159.9 090 0.09 0.82 432 78+19.80* 690+123°¢  0.71 0.08 0.64
406 58+25.4  237.7t1444 1.00 0.10 0.90 433 82+8.49%  694+34.7°¢ 082 0.09 0.73
407 30+8.4 123.9¢129 1.10 0.08 1.03 434 82#8.49* 5972493« 074 0.09 0.65
408 48+33.9  220.8+112.4 117 0.09 1.08 435 86+8.49%*  651+98.7%¢ 0.72 0.07 0.65
409 40£16.9 201.6+93.7 0.87 0.08 0.79 436 76x11.31%* 663+138°¢  0.69 0.07 0.62
410 62+14.1 353.4+3.5 0.69 0.07 0.61 437 86+8.49%  737.1+#6.92*c 0.77 0.08 0.69
411 60+5.6 306.1+29.8  0.85 0.08 0.77 438 82+2.83%  666+26.7°¢ 0.85 0.08 0.77
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412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

64+5.6
58+14.1

50+8.4

68 be
62+25.4
54+42.4
58+14.1
58+42.4
48+11.3
36£22.6
56

70+25.4
88+11.32

80+5.6 ¢

370.9498.9
325.5+119.9
250.1+32.8
304.6+36.5
435.8+93.8
377.6+229.3
423.1+29.5
365.8+299
285.5+46.8
239+137.6
344,9+29.1
517+263.6<
619+117"b¢

516.9+105 ¢

0.85

0.85

0.85

0.86

0.89

0.79

1.01

0.90

0.87

0.96

0.97

0.94

0.95

0.81

0.09

0.08

0.07

0.08

0.08

0.09

0.10

0.09

0.09

0.09

0.09

0.08

0.09

0.07

0.76

0.76

0.78

0.78

0.81

0.70

091

0.81

0.78

0.86

0.88

0.85

0.86

0.74

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

82+2.83 3¢
88+11.312
78+2.83 3¢
70+8.49
64+11.31
68+11.31
60
74+8.49 <
80 abc
74+2.83 3¢
78+14.14 ¢
74+8.49 3¢

62+14.14

584+25.8<
984.9+89.3 2
855.8+17 %
451.3£146.7
530+18.2<
571.7+290.8
453.7+£189.3
700+336 <
708+178 b
675+148 b
660.9+29 b<d
679+93.6

523+84.5<

0.71

1.03

0.76

0.87

0.80

0.72

0.95

1.05

0.82

0.66

0.66

0.57

0.54

0.08

0.08

0.07

0.08

0.09

0.07

0.09

0.09

0.08

0.08

0.08

0.08

0.08

0.63

0.65

0.69

0.79

0.71

0.65

0.86

0.96

0.74

0.58

0.58

0.49

0.46

El nimero seguido de + indica la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos de

acuerdo con la diferencia honestamente significativa de Tukey con o=0.05.
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4.11 Produccion de compuestos volatiles para la inhibicion de hongos
fitopatogenos

4.11.1 Fusarium spp

Para esta prueba, se compard la inhibicion del crecimiento del hongo Fusarium spp.
a través de la produccion de compuestos volatiles generados por cada uno de los aislados
de las rizobacterias, el control fue una placa con hongo en el medio y sin la presencia de la
bacteria a través de la medicion del diametro del micelio del hongo. En la primera semana,
solo 15 aislados pudieron mantener al hongo detras de la linea divisora de la caja, siendo
estos los aislados 400, 403, 406, 408, 410, 416, 417, 423, 425, 426, 427, 440, 443, 445 y
448, como se puede observar en la Figura 4.11.1; teniendo un diametro maximo horizontal
de 4 cm y uno vertical de 8.5 cm. Esto indica que el hongo fitopatégeno tuvo una

disminucion del 30% en su crecimiento.

Figura 4.11.1 Inhibicion del crecimiento de Fusarium spp. por los COVs producidos por rizobacterias

después de siete dias en incubacion. Se observa en a) el control y los aislados: b) 400, ¢) 403, d) 406, €)
408, f) 410, g) 416,h) 417,1) 423, J) 425, k) 426,1) 427, m) 440, n) 443, fi) 445 y 0) 448.

A partir de la sequnda semana, de los 15 aislados anteriores que presentaron una
produccion favorable de COVs como control biologico, solo 6 de estos pudieron mantener
la inhibicion del hongo, siendo los aislados 410, 415, 417, 423, 425 y 443; como se observa
en la Figura 4.11.2.
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Figura 4.11.2 Inhibicion del crecimiento de Fusarium spp. por los COVs producidos por rizobacterias

después de catorce dias en incubacion. Se observa en a) el control y los aislados: b) 410, c) 416, d) 417, e)
423,f) 425y g) 443.

En la tercera semana, los 6 aislados anteriores siguieron manteniendo una

produccion favorable de COVs como control biolégico en la inhibicion del hongo, como se

observa en la Figura 4.11.3.

Figura 4.11.3 Inhibicién del crecimiento de Fusarium spp. por los COVs producidos por rizobacterias
después de veintiin dias en incubacion. Se observa en a) el control y los aislados: b) 410, ¢) 416, d) 417, e)
423, ) 425y g) 443.

A partir de la cuarta semana de incubacion, de los seis aislados anteriores, solamente
dos pudieron mantener la inhibicion del hongo, siendo los aislados 423 y 443; como se

observa en la Figura 4.11.4.

Figura 4.11.4 Inhibicion del crecimiento de Fusarium spp. por los COVs producidos por rizobacterias

después de treinta dias en incubacion. Se observa en a) el control y los aislados: b) 423 y ¢) 443,

Con lo anterior, podemos concluir que de las 52 rizobacterias de la coleccion, solo
nueve de estas son capaces de inhibir el crecimiento micelial del hongo Fusarium spp.
durante una semana, ya que a partir del séptimo dia el micelio del hongo supera la linea
divisora y se propaga por la mitad restante a través del indculo. Durante la segunda y

tercera semana, cuatro aislados son capaces de inhibir el crecimiento del hongo hasta dia
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veintiuno. Al final, tan solo dos aislados son capaces de inhibir el crecimiento micelial del
hongo durante treinta dias. Reverchon y otros (2020) aislaron bacterias obtenidas de la
rizosfera y filosfera de diferentes especies de arboles de bosque mesofilo de montafa de
una ANP con actividad antifingica significativa contra Fusarium solani. Estos pertenecian a
los géneros bacterianos Bacillus, Pseudomonas y al filo Actinobacteria, los cuales son grupos
taxondmicos identificados como agentes de control biologico para diversas especies de
Fusarium, como Fusarium circinatum (lturritxa y otros, 2017), F. oxysporum (Reverchon y
otros, 2019), F. euwallaceae (Guevara-Avendafio y otros, 2019) y F. kuroshium (Baez-
Vallejo y otros, 2020). Su actividad antifingica ha sido atribuida a la produccion de
metabolitos secundarios antimicrobianos en forma difusible, como algunos lipopéptidos o
el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) (Guevara-Avendafio y otros, 2020) o en forma volatil
como algunas cetonas o pirazinas (Yuan y otros, 2012). Algunos géneros como
Pseudomonas sp. PmH1-050 son capaces de inducir la produccion de pigmentos en el
micelio de F. solani, lo que indica una reaccion de defensa del hongo contra los metabolitos

secundarios o enzimas liticas producidas por la bacteria (Hamzah y otros, 2018).

No obstante, los dos aislados que pudieron mantener la inhibicion del hongo por
treinta dias fueron inicialmente caracterizadas morfolégicamente como cocos Gram
positivo, las cuales son capaces de producir una gran cantidad de metabolitos secundarios
bioactivos y sus respuestas ante el medio hacen que puedan ser ventajosos para las
aplicaciones agricolas (Francis y otros, 2010). Bacterias del orden de los Actinomicetos
poseen mecanismos de control basados en la destruccion de las paredes celulares fingicas
mediante enzimas hidroliticas bacterianas extracelulares como como las 3-1,3-glucanasas,
quitinasas (Trejo-Estrada y otros, 1998), B-1,4-N-acetil glucosaminidasa (Manjula &
Podile, 2005) o mediante la formacién de hifas que se enrollan en las oosporas, causando

un colapso citoplasmatico (El-Tarabily & Sivasithamparam, 2006).

4.11.2 Rhizoctonia spp.

Para esta prueba, se compar¢ la inhibicion del crecimiento del hongo Rhizoctonia
spp. a través de la produccion de compuestos volatiles producidos por cada uno de los
aislados de las rizobacterias, el control fue una placa con hongo en el medio y sin la

presencia de la bacteria a través de la medicion del didmetro del micelio del hongo. En la
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primera semana, de los 52 aislados solo 17 aislados pudieron mantener al hongo detras de
la linea divisora de la caja, siendo estos los aislados 403, 404, 406, 407, 410, 412, 414, 416,
420,421,423,424,425,429, 433, 436 y 438, como se puede observar en la Figura 4.11.5;
teniendo un diametro maximo horizontal de 4 cm y uno vertical de 8.3 cm. Esto indica que

el hongo fitopatdgeno tuvo una disminucion del 33% en su crecimiento.

Figura 4.11.5 Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia spp. por los COVs producidos por rizobacterias

después de siete dias en incubacion. En a) se observa el control y los aislados: b) 403, ¢) 404, d) 406, e)
407, 1) 410, g) 412,h) 414, i) 416, J) 420, k) 421,1) 423, m) 424, n) 425, A1) 429, 0) 433, p) 436y q) 438.

A partir de la sequnda semana, de los 17 aislados anteriores que presentaron una
produccion favorable de COVs como control biologico, solo 8 de estos pudieron mantener
la inhibicion del hongo, siendo los aislados 406, 410, 414, 416, 420, 423, 433 y 438; como
se observa en la Figura 4.11.6. A partir de este punto, ninguna de las cepas anteriores pudo
retener el avance del hongo, el cual paso6 incluso por encima del indculo, por lo que su

produccion de compuestos volatiles contra este fitopatdogeno es viable hasta catorce dias.

Wang y otros (2021) reportaron que la utilizacion de rizobacterias provenientes de
plantas de arroz fue capaz de inhibir el crecimiento de R. solani sin contacto directo a través
de la liberacion de COVs y entre las cuales destacaron cepas pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Enterobacter, Ralstonia, Bacillus, Arthrobacter, Brevibacillus vy

Paenisporosarcina, las cuales tuvieron un porcentaje de inhibicion entre 7.84 y 100%. Entre
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Figura 4.11.6 Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia spp. por los VOCs producidos por rizobacterias

después de catorce dias en incubacion. En a) se observa el control y los aislados: b) 406, ¢) 410, d) 414, e)

416, ) 420, g) 423,h) 433 e i) 438.

los COVs producidos por las bacterias con mayor actividad antifingica, se destaca el éster
metilico del acido benzoico y el acido 3-metil-butanoico, ya que tuvieron una actividad letal
frente de R. solani a concentraciones de 25%, mientras que el 2-etil-1-hexanol, el 3-metil-
1-butanol y el 6-metil-5-hepten-2-ona fueron capaz de inhibir significativamente el
crecimiento a la misma concentracion. Otros estudios sefialan que COVs como el 2-
feniletanol, acetato de isopentilo, naftaleno, 2-metilpentanoato de metilo, 1,3,5-tricloro-
2-metoxibenceno, 1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexeno y la 4-flavanona (4H-1-
benzopiran-4-ona, 2,3-dihidro-2-fenilo), son capaces de inhibir el crecimiento de este
hongo fitopatogeno (Cordovez y otros, 2015; Mookherjee y otros, 2018; Elshafie y otros,
2013). Asimismo, Kai y otros (2007) indicaron que los aislados bacterianos pertenecientes
a los géneros Stenotrophomonas, Serratia spp., Pseudomonas spp. y Bacillus son capaces de
influir negativamente en el crecimiento del hongo R. solani Kihn, llegando a inhibir de un

80 2 99% el crecimiento del micelio.

Como se puede observar, la inhibicion de las rizobacterias de esta coleccion frente a
Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. varia de entre 30 a 33%, siendo mayoritariamente del
género Gram positivo. El impacto de este tipo de bacterias esta mucho menos
documentado que las Gram negativo, pero aun asi tienen importantes repercusiones en

plantas.

A continuacion, en la Tabla 4.11 se muestran los resultados de los aislados en cada

una de las pruebas realizadas:
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Tabla 4.11 Resultados de las pruebas para la caracterizacion de las rizobacterias

% GER cov
Aislado ACC P K Fe CEL QUIT EPS AlA

LENT PEP F R
400 * *% * * * S/P ++ *k * * * S/P
401 *% Kok * * * S/P _ * * * S/P S/P
402 * S/P * S/P * S/P ++ * * * S/P S/P
403 * kkk * * * S/P + * * * * *
404 Hk Hk * * * S/P — * * * S/pP *
405 * * * * * S/pP ++ * * * S/P S/P
406 * kkk * * * S/P _ * * * * *k
407 * * * * * S/P - * * * S/pP *
408 * * * * * S/P + * ok * * S/P
409 * * * ok * S/P + * * * S/P S/pP
410 * *k * * * S/P + * * * *kkk 3k
411 * o S/P S/P * S/P - * * * S/P S/P
412 * ok * * * S/pP +++ * * * S/P *
413 * * * * * S/P _ * kokk * S/P S/P
414 * KKk * * * S/P ++ * * * S/P *k
415 ok * S/P * * S/P + * ok * S/P S/pP
416 * * S/P * * S/P _ * * * Kok *k
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S/P
S/P

S/P
S/P
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437 * * * S/P * s/P ,+ ok ok ok S/P s/P
439 * o o s/p S/PS/P - * wohx o s/P S/P
440 * s/P * * * s/P ,+ *x * ook * S/P
441 * * * * * /P /P ok o *k S/P S/P
442 * * * s/P * s/pS/P ok ok * s/P s/P
443 ok * * S/P * S/P _ * ok sk sk S/P
444 * * S/P * * S/P + ok * * S/P S/P
445 * S/P * * * S/P + *x ok * * S/P
446 * * * * * S/P + *x * ok S/P S/P
447 *x s/p S/P * s/p S/P ,+ * * ok S/P S/P
449 *x S/P * S/P * S/P 4+ *x * ok S/P S/P
450 * o *  S/p S/P S/P * = o s/P s/P
451 * *  S/p = S/p S/p S/p * * o s/P s/P

ACC: ACC desaminasa, *: Produccion media de biomasa, **: Produccion alta de biomasa; P: Fosfato, K: Potasio, Fe: Sideroforos, *:
Solubilizacién del compuesto, **: Solubilizacion superior a la media, ***: Solubilizacion con diferencias estadisticas significativas;
CEL: Celulasas, QUIT: Quitinasas, *: produccion de enzimas extracelulares; **: produccion de enzimas superior a la media; EPS:
Exopolisacaridos; AlA: Acido indolacético, *: produccién del compuesto; **: produccién del compuesto superior a la media; % GER:
% de germinacion, vigorosidad y biomasa, LEN: Lenteja, PEP: Pepino, *:% GER menor al control, **: % GER mayor al control, ***:
% GER mayor al control con diferencias estadisticamente significativas; COV: compuestos volatiles, F: Fusarium spp., R:
Rhizoctonia spp., *: Inhibicion del hongo por una semana, **: Inhibicion del hongo por dos semanas, ***: Inhibicion del hongo por
tres semanas, ****: Inhibicion del hongo por cuatro semanas; S/P: sin presencia.
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5 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados de este trabajo, se pudieron aislar rizobacterias
provenientes del suelo del ANP “Sierra de los Agustinos” con capacidades significativas para
mejorar el porcentaje de germinacion y vigorosidad en semillas de lenteja y pepino, se
confirmd la accion promotora de crecimiento directo en la planta, demostrando asi el
potencial biotecnolbégico que poseen para utilizarse como promotoras de crecimiento
vegetal. Ademas, se identifico la actividad de los distintos mecanismos de accion en cada
uno de los aislados por su diversidad metabdlica ya que presentaron capacidad de facilitar
la biodisponibilidad de varios nutrientes y la produccion de compuestos volatiles como

agentes de control bioldgico.

La caracterizacion de cada uno de los 52 aislados ofrece informacion especifica que
abre nuevas posibilidades para el futuro de esta investigacion a través del uso de consorcios
bacterianos, lo que pueden llegar a ser una pieza clave para la formulacion de alternativa a
los fertilizantes quimicos y que estos sean mas amigables con el medio ambiente y la salud

de las personas.

Los hallazgos aqui presentados tienen el potencial de informar politicas y practicas
agricolas que promuevan la resiliencia de los sistemas agricolas frente a los desafios
ambientales y socioeconémicos, beneficiando tanto a los agricultores locales como al

medio ambiente en general.

La conservacion y recuperacion de las areas naturales es de suma importancia
por los servicios ecosistémicos que proporcionan y como se muestra en este trabajo se

encuentra un gran potencial biotecnologico con diversas aplicaciones.
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RESUMEN

La agricultura es uno de los principales motores de desarrollo de nuestro pais, por lo que su
escalamiento ha representado un crecimiento econémico nacional que ha beneficiado a un elevado
sector de la poblacion mexicana. Sin embargo, esto ha forzado a los productores a recurrir a la
agricultura intensiva y a la aplicacion desmedida de agroquimicos, afectando asi la sustentabilidad y
calidad de los suelos y comprometiendo sus propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas. Debido a
esto, se han buscado alternativas mas amigables con el medio ambiente que sean mas faciles de
aplicar, que ayuden a mantener la biodiversidad y estructura de los suelos y que no presenten toxicidad
ni bioacumulacion. Actualmente, el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR) ha
demostrado ser una buena opcién a esto, por lo que en este trabajo se buscé aislar y purificar PGPR
provenientes del Area Natural Protegida de la Sierra de los Agustinos en el estado de Guanajuato y
probar su potencial en: indice de vigorosidad, en el porcentaje y reduccion del tiempo de germinacién
de semillas de lentejas. Se obtuvieron 52 cepas bacterianas mediante diluciones seriadas de muestras
de suelo y de las cuales 16 demostraron superar el porcentaje de germinacién e indice de vigorosidad
frente al control. Las cepas aisladas tienen un potencial como biofertilizantes en semillas de lenteja y
representan una alternativa ecoldgica frente al uso de agroquimicos.

INTRODUCCION

Actualmente, la agricultura representa una de las actividades humanas mas demandadas a nivel global,
pues no solo es la principal fuente de alimentos tanto para personas como para animales destinados al
consumo humano, sino que también es un promotor esencial en el crecimiento econémico de los paises.
De acuerdo con la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER), en el 2022 se registré en
México una alza del 15 por ciento en el sector agroalimentario, fortaleciendo la economia nacional y
desempefiando un papel fundamental a nivel global al incrementar sus exportaciones y atraccién de la
inversién extranjera al pais (SADER, 2022).

Sin embargo, en los Ultimos afios la agricultura ha encontrado una creciente presion derivada por el
aumento poblacional, asi como los patrones insostenibles de produccién y consumo global (Cuadras-
Berrelleza y otros, 2022). Debido a esto, los productores han tenido que recurrir a la agricultura intensiva
para poder suplir las demandas tan elevadas de alimentos en plazos limite de tiempo, afectando asi la
sustentabilidad y calidad de los suelos, comprometiendo sus propiedades fisicoquimicas y microbianas
gue le permiten ser fértil y producir productos sanos (Gomes-Zuppa de Andrade y otros, 2021).

Actualmente, la aplicacion y el uso indiscriminado de agroquimicos necesarios para el control de plagas
y aumento de fertilidad en los suelos ha comprometido la calidad de los ecosistemas en los que se
aplica, arrastrandose a través de corrientes de agua y aire que permiten su transporte; ademas sus
residuos llegan a ser volatiles, llegando a la atmosfera y regresando nuevamente a la tierra a otros
lugares (LOpez-Geta y otros, 2009).

Otro problema derivado de este uso son los efectos negativos que tiene en la salud humana. La
exposicion de los agricultores a la aplicacion de agrogquimicos es peligrosa para su salud en varios
aspectos. Las enfermedades cardiovasculares estan directamente relacionadas con esta exposicion y
pueden provocar infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva (ICC), accidentes
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cerebrovasculares, arritmia y muerte subita. El estrés oxidativo de estos insumos agricolas, combinado
con su transporte a través de la sangre hace que el corazén sea uno de los 6rganos mas expuestos a
los riesgos de los agroquimicos (Sekhotha y otros, 2016). Ademas, estudios demuestran que la
prevalencia de intoxicacion por organofosforados debido a la exposicion creciente de agricultores a
agroquimicos, ademas de bioacumulacion de pesticidas en la ropa de quienes aplican el producto,
inhalacion y contacto directo con la piel cuando no hay un uso correcto del equipo de proteccién
individual (Raksanam y otros, 2014) (Magauzi y otros, 2011).

Por esta razon, se han buscado alternativas que puedan remplazar a los agroquimicos, encontrandose
en este campo el uso de biofertilizantes, los cuales son ecoldgicos, no presentan toxicidad al ambiente
ni bioacumulacion, son faciles de aplicar y ayudan a mantener la biodiversidad y estructura de los suelos
agricolas (Nosheen y otros, 2021). Y es por esto por lo que se han empleado rizobacterias promotoras
de crecimiento de plantas, mejor conocidas como PGPR debido al acronimo “Plant Growth Promoting
Rhizobacteria”.

Las bacterias promotoras de crecimiento son importantes en el control de enfermedades y la mejora del
crecimiento en una variedad de cultivos. Los microbiomas pueden inducir resistencia en plantas a
muchos de sus patdgenos, mejorar las propiedades quimicas del suelo y la calidad de los cultivos (Song
y otros, 2015). Ademas, investigaciones recientes han demostrado que el manejo de las comunidades
microbianas de la rizosfera ayuda en el control de las enfermedades de las plantas (Fadiji y otros, 2021).
Las bacterias endofitas y rizosféricas tienen un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas y las
actividades antifingicas tanto directa como indirectamente antagonistas antifingicos (Liu y otros, 2018).

Estas bacterias tienes mecanismos de acciéon que les ayudan a la promocién vegetal y que son
clasificados en directos e indirectos. En el primero, los mecanismos mas destacados son: la fijacion del
nitrégeno, sintesis de fitohormonas, vitaminas y enzimas, solubilizacion de fosforo inorganico y
mineralizacién de fosfato organico, oxidacion de sulfuros y la actividad de la enzima ACC desaminasa
(Reséndez y otros, 2018), la cual disminuye los niveles de etileno en la planta metabolizando su
precursor en una fuente de carbono y nitrégeno para utilizarlo como fuente de alimento (Shen y otros,
2012).

Se le conoce como Areas Naturales Protegidas (ANP) a aquellos suelos que no han sido alterados por
el hombre ni han sido comprometidas sus propiedades fisicoquimicas por acciones antropogénicas,
conservando intactas las comunidades de microorganismos que la habitan y los cuales desarrollan
diversas funciones importantes que influyen en la calidad y salud del suelo y los ecosistemas, tales
como la degradacion de materia organica, reciclado y disponibilidad de nutrientes, formar asociaciones
simbidticas con plantas, mejorar su tasa fotosintética, desarrollar defensas contra fitopatdogenos, entre
otras cosas (Gémez y otros, 2021).

La Sierra de los Agustinos, localizada en el estado de Guanajuato entre los municipios de Jerécuaro,
Tarimoro y Acambaro, es una ANP en la categoria de area de uso sustentable que, de acuerdo con la
Secretaria de Medio Ambiente y Ordenamiento Territorial (SMAOT) es una importante habitad para la
flora y fauna silvestre del estado, albergando 58 especies en estatus de proteccién y/o endémicas.

Las PGPR generalmente abundan en suelos de las ANP debido a que son ambientes originales que no
han sido alterados por actividades humanas o que requieren ser preservadas y/o restauradas
(Mosqueda-Arreguin y otros, 2018). En el presente trabajo, se utilizaron PGPR provenientes de un area
natural protegida del estado de Guanajuato para evaluar su capacidad para incrementar el porcentaje
de germinacion y el indice de vigorosidad en semillas de lenteja.

PARTE EXPERIMENTAL

El presente estudio se realizé en el laboratorio de investigacion de la Universidad de Guanajuato,
Campus Celaya-Salvatierra de la sede Mutualismo.

Muestreo del suelo

Se obtuvieron muestras de suelo recuperadas de la zona radical de arboles de encino pertenecientes
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al ANP “Sierra de los Agustinos” del estado de Guanajuato (20°13'24.2"N 100°42'29.1"W), de las cuales
se obtuvieron un kilogramo de suelo de seis puntos diferentes de tres arboles separados entre si y que
presentaban buena salud y vigorosidad. La muestra se extrajo escarbando a partir de diez centimetros
de la base del tronco y se guardaron en bolsas de plastico para su traslado.

Aislamiento, purificacion y actividad de AAC desaminasa

Las muestras de suelo se dejaron secar y posteriormente se redujeron de tamafio con la ayuda de los
tamices No. 14 y 20, lo que permiti6 retirar restos de hojarasca, raices y piedras. Posteriormente, se
prepararon tres diluciones con 90 mL de agua estéril a las que se le afiadieron 10 gr del suelo, se
agitaron a 240 rpm durante 2 hrs y se dejaron sedimentar por media hora. Se prepararon 500 mL del
medio selectivo Dworkin-Foster modificado por Penrose y Glick (Penrose y otros, 2001) con ACC, el
cual contiene para un litro: 4 g de KH2POs, 6 g de NaHPO4, 0.2 g de MgS04, 1 mg de FeSOa, 10 mg de
H3BO3, 10 mg de MnSO4, 50 mg de CuSOas, 10 mg de MoO3z, 70 mg de MgSOa, glucosa 0.2%, acido
gluconico 0.2%, acido citrico 0.2%, 20 g de agar bacteriolégico y 0.3 g de acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC). Este Ultimo se filtra por separado a través de una membrana Millipore. Para la
siembra se empledé un sembrador en placa semiautomatico Automatic Spiral ® Sample Plater,
utilizadndose 50 pl con modo exponencial. Se incubaron a 30°C por cinco dias en el medio selectivo
hasta que crecieron las bacterias con actividad ACC desaminasa. Estas cepas fueron recuperadas y se
purificaron en medio PDA (Papa Dextrosa Agar) por estria cruzada. Finalmente, toda la coleccion se
volvié a resembrar en el medio Dworkin-Foster para corroborar su capacidad de producir la enzima ACC
desaminasa.

Tincion de Gram

Se realiz6 un frotis de cada aislado, colocando una asada con el inéculo sobre el portaobjetos. Una vez
seco, se le agregaron unas gotas de cristal violeta y se dejé que actuara por un minuto, se escurrié el
colorante y se enjuagd con agua destilada. Posteriormente, se cubrié con lugol y, esperando
nuevamente un minuto, se hizo un lavado con agua para aplicar inmediatamente alcohol-acetona 1:1,
deteniendo la reaccién inmediatamente con agua. Finalmente, se aplicé safranina por un minuto y se
escurrié lavandose con agua. Para la visualizacion de su morfologia, se utilizé el objetivo 100X de un
microscopio electrénico.

Pruebas de germinacion

Se prepard por cada aislado un in6culo en 10 mL de Caldo Papa Dextrosa y se puso en agitaciéon
constante por 24 hrs a 150 rpm en 22°C. Posteriormente se lavaron 25 semillas de lenteja por cada
aislado y se desinfectaron con alcohol etilico al 70% (v/v) por 20 segundos y posteriormente con agua
estéril durante 30 segundos. Las semillas se embebieron con el caldo de bacterias en agitacion
constante por 30 minutos a 240 rpm. Una vez finalizado las semillas se llevaron a cajas Petri con papel
hamedo estéril, las cuales fungieron como camaras himedas. Se dejaron germinar durante 7 dias en
un ambiente con luz 6ptima, con una temperatura no mayor a 30°C y se regaron cada dos dias con 1.5
mL de agua.

El porcentaje de germinacion fue calculado utilizando la siguiente formula:

(100 x no. de semillas germinadas)
no.de semillas totales

% Germinacion =

El indice de vigorosidad fue calculado de la siguiente forma:
indice de vigorosidad = promedio de la longitud de las plantulas x % Germinacién

Una vez evaluadas todas las cepas, se realiz6 un promedio junto con los controles para repetir el
experimento con los mejores resultados, tomando esta vez 50 semillas en lugar de 25. La medicién de
las plantulas fue medida con software de procesamiento de imagen ImageJ.
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RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 52 cepas que demostraron poseer actividad de la enzima ACC desaminasa,
de las cuales 26 presentaron un crecimiento de biomasa superior al resto. En la Figura 1 se observa la
comparacion entre la actividad enziméatica de cada aislado:

Figura 4. Aislados con produccion de la enzima ACC desaminasa. En a) se observa la numeracion y
posicion de cada cepa y en b) la biomasa producida.

Ademas, gracias a la tincion de Gram, se pudo determinar su morfologia, obteniendo 26 aislados Gram

positivo y 26 Gram negativo, encontrandose que la mayoria de las bacterias son de tipo bacilo, como
se observa en la Figura 2. En la Tabla 1 se observan los resultados de la tincién de Gram:

Tabla 4.11.1 Caracteristicas de los aislados observadas mediante tincion de Gram

Gram + Gram -

Cepa  Morfologia Cepa Morfologia Cepa Morfologia Cepa Morfologia
400 Bacilos 420 Bacilos 402 Bacilos 436 Diplobacilos
401 Bacilos 421 Bacilos 408 Bacilos 438 Cocos
403 Cocos 422 Cocos 413 Bacilos 439 Diplobacilos
404 Cocos 423 Cocos 415 Bacilos 440 Diplobacilos
405 Bacilos 424 Bacilos 417 Bacilos 441 Bacilos
406 Bacilos 426 Bacilos 418 Cocos 442 Diplobacilos
407 Cocos 427 Cocos 419 Bacilos 444 Bacilos
409 Bacilos 430 Bacilos 425 Bacilos 445 Diplobacilos
410 Bacilos 431 Bacilos 428 Bacilos 446 Bacilos
411 Cocos 435 Bacilos 429 Diplobacilos 447 Cocos
412 Cocos 437 Bacilos 432 Diplobacilos 448 Bacilos
414 Cocos 443 Cocos 433 Bacilos 449 Bacilos
416 Bacilos 451 Bacilos 434 Diplobacilos 450 Bacilos
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Figura 5 Muestra de bacteria Gram negativo de tipo bacilo (cepa 413).

La promocién de crecimiento en plantas mostré que 30 de 52 aislados tuvieron un mayor porcentaje de
germinacion respecto al control, la cual tuvo una germinacion del 33%. Por otro lado, las 30 cepas antes
mencionadas tuvieron una germinacion arriba del 36%. Sin embargo, solo 27 aislados pudieron superar
al indice de vigorosidad que reportaba el control. En el Gréfico 1 se presentan los resultados de esta
prueba.

En la segunda prueba de germinacion, se tomaron las cepas que destararon en el porcentaje de
germinacion e indice de vigorosidad, siendo 27 cepas las seleccionadas. De estas, solo 16 lograron
superar el porcentaje de germinacion del control, el cual era de 44%, obteniendo estos una germinacion
arriba del 46%. En este prueba se destaca por sobre todas las demas la cepa 413, tanto en sus valores
de germinacién como en el indice de vigorosidad. En el Gréfico 2 se presentan los resultados de estas
pruebas.
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Grafico 1 Resultados de las mejores cepas de la primera prueba, en donde las gréaficas de color azul
representan el porcentaje de germinacion y las gréaficas de color verde el indice de vigorosidad.
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Segunda prueba de germinacién
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Graéfico 2 Resultados de las mejores cepas de la segunda prueba, en donde las gréaficas de color azul
representan el porcentaje de germinacion y las graficas de color rojo el indice de vigorosidad.

Otra caracteristica importante fue la presencia de pelos radiculares en las cepas con mejores indices
de vigorosidad, asi como una mayor extension en el area radicular. En la Figura 3 se presentan algunos
ejemplos de estas caracteristicas.

Figura 6 Fotografias del tallo y area radicular de: a) Control, b) cepa 413 y c) cepa 441. N6tese que
en b) y c) se observa la presencia de pelos radiculares, asi como una mayor longitud en la radicula.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo nos indican que la aplicaciéon de bacterias provenientes de
Areas Naturales Protegidas en semilla de lentejas puede poseer un potencial biotecnoldgico beneficioso
al aumentar el porcentaje de germinacion, vigorosidad en plantulas, longitud del tallo y desarrollo de
pelos radiculares, los cuales aumentan el &rea de espacio para la toma de agua y nutrientes del suelo.

Asimismo, nos demuestran la importancia del mantenimiento y conservacién de los microbiomas
originarios de Areas Naturales Protegidas, ya que estos pueden llegar a ser una pieza clave para la
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formulacién de alternativa a los fertilizantes quimicos y que sean mas amigables con el medio ambiente
y la salud de las personas.
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Resumen

En la actualidad, el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal ha surgido como una alternativa para la aplicacién
de agroquimicos como biofertilizantes, aumentando la salud y productividad de los cultivos y disminuyendo el impacto
ecoldgico en el suelo. No obstante, estos beneficios pueden verse afectados si las plantas no son capaces de resistir las
condiciones ambientales y ecoldgicas de las regiones en las que se aplican. Debido a esto, las rizobacterias inducen el
crecimiento y proteccion de la planta a través de diferentes mecanismos de accién como los mecanismos directos e indirectos,
los cuales incrementan la disponibilidad de nutrientes, generan fitohormonas y reducen las enfermedades. En este trabajo,
se evalud la capacidad de producir sideréforos y ACC desaminasa en 52 cepas obtenidas del Area Natural Protegida “Sierra de
los Agustinos”, de las cuales 35 pueden producir siderdforos y todas las cepas presentan actividad de ACC desaminasa. Estos
aislados pueden ser utilizados en la formulacidn de biofertilizantes.

Palabras clave: rizobacterias; biofertilizantes; siderdforos.

Introduccion

Actualmente, una de las problematicas mas importantes a nivel global es la disminucion en los rendimientos de sistemas
agricolas, ya que de estos dependen la alimentacidn y el sustento econdmico de un gran niumero de paises. Aunado a esto, el
desgaste provocado por la agricultura intensiva y la aplicaciéon desmedida de agroquimicos ha comenzado a comprometer la
calidad de los ecosistemas, afectando la sustentabilidad y calidad de los suelos. Es por esto por lo que desde los ultimos afios
se han estado desarrollando estrategias que permitan aumentar estos rendimientos a través de tecnologias ecoldgicas. Entre
estos, destaca el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) como biofertilizantes,
siendo estos una alternativa para la sustitucion parcial o total de los fertilizantes minerales (Grageda y otros, 2018). Las
rizobacterias inducen el crecimiento de las plantas y las protegen contra patdégenos a través de mecanismos. Los mecanismos
directos ayudan a mejorar la disponibilidad de nutrientes en el suelo a través de la solubilizacién de minerales o a la produccion
de fitohormonas y los mecanismos de accién indirectos ayudan a la reduccion de enfermedades a través de la produccién de
compuestos y a la estimulacion de mecanismos de resistencia (Delgado y otros, 2021).

Enzimas como la 1-aminociclopropano-1-carboxilo, también conocida como ACC desaminasa, desempefia un papel en la
regulacidn del etileno, el cual es una fitohormona gaseosa que se produce en la mayoria de las plantas y que media una amplia
gama de respuestas y procesos de desarrollo, teniendo efectos estimulantes o inhibitorios sobre el crecimiento vegetal de
acuerdo con sus concentraciones. Las PGPR son capaces de hidrolizar el ACC en a-cetobutirato y amoniaco, los cuales son
compuestos mas amigables para la planta y que ayudan a promover el crecimiento de las raices (Sher y otros. 2021).

Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular y que contienen grupos como hidroxamatos y catecoles capaces de
unir el hierro de manera reversible. Son secretados por las bacterias afectando la competitividad del suelo, pues inhiben el
crecimiento de otros microorganismos gracias a su accidon antimicrobiana, constituyendo asi ademds un mecanismo de
defensa frente al estrés abidtico (Benjumeda, 2017). El objetivo de este trabajo fue utilizar rizobacterias provenientes de una
Area Natural Protegida (ANP) del estado de Guanajuato para evaluar su produccion de sideréforos y ACC desaminasa.
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Metodologia

Se trabajo con una coleccién de 52 cepas bacterianas recolectadas de suelo del ANP Sierra de los Agustinos (20°13'24.2"N
100°42'29.1"W). Para determinar cualitativamente la produccidon de ACC desaminasa, se utilizé el medio selectivo Dworkin-
Foster modificado por Penrose y Glick (Penrose y otros, 2001). Toda la coleccidn se resembré en el medio Dworkin-Foster
mediante estria en diagonal y las placas resultantes se incubaron a 30°C por siete dias para observar el crecimiento de la
biomasa bacteriana y verificar su capacidad de sintetizar ACC desaminasa. Esta metodologia se realizé por triplicado.

Para la evaluacién cualitativa de la produccién de siderdforos, se utilizd la metodologia descrita por Schwyn y Neilands para
la preparacion el medio CAS (Schwyn & Neilands, 1987). Los aislados bacterianos se sembraron por puncién y las placas se
incubaron a 30°C en oscuridad por siete dias. Se realizaron triplicados y el cambio de coloracion del medio a amarillo indica
un resultado positivo. Se utilizé un vernier para medir la longitud de los halos producidos.

Resultados y discusién

El cambio de color del medio azul (#28667d por su cddigo en hexadecimal) a amarillo (#d6d24d) es un indicativo de produccién
de siderdforos por los aislados bacterianos, debido a la eliminacion del hierro presente en el medio por los sideréforos. Este
cambio ocurrido en las cepas productoras de hidroxamatos provoca cambio en la coloracién azul a un naranja-rojo (Pérez-
Miranda y otros, 2007). Asimismo, se observé un incremento proporcional de la biomasa bacteriana respecto al didmetro de
los halos, siendo 35 cepas las que destacan en este apartado (Figura 1.a-c).

Para la produccion de ACC desaminasa, se observa un crecimiento positivo de toda la coleccidn, visualmente facil de distinguir
debido al color transparente del medio selectivo y en el cual se observan las cepas con mayor produccidon de biomasa
bacteriana (Figura 1.d). De estos aislados, destacan 5 cepas (401, 404, 417, 421 y 423) por encima del resto de la coleccion,
pues éstas presentan una alta produccién de biomasa bacteriana y sus halos formados tienen un diametro mayor a 1 cm. La
presencia de la enzima ACC desaminasa en plantas favorece la tolerancia de estrés provocado por sequia, anegacion, salinidad
y presencia de metales pesados (Luna-Martinez y otros, 2013).

EnlaTabla 1 se muestra el didametro de las colonias y el halo para la produccidn de sideréforos y la biomasa para la produccion
de ACC desaminasa.

Tabla 1. Andlisis de las pruebas de produccion de sideréforos y ACC desaminasa. Fuente: elaboracion propia.

Produccién de sideréforos

Produccién
Cepa Didmetro de Didmetro del de ACC
la colonia halo (cm) desaminasa
(cm)
400 1.167 +0.06 1.643 £0.07 *
401 1.117 £0.09 1.494 +0.09 *x
402 S/P S/P *
403 1.777 £0.07 1.953 +0.03 *
404 1.380 +0.09 1.851+0.13 *x
405 1.111+0.14 1.243 £ 0.06 *
406 1.521+0.18 1.762 £ 0.05 *
407 0.614+0.3 1.049 +0.04 *
408 0.461+0.14 0.711 +0.05 *
409 1346 +0.31 1.649 +0.08 *
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1.860 +0.13

S/P

2.132+0.13

0.518 £0.03

1.820+0.06

0.517 +£0.05

0.391 +£0.04

1.222 +0.08

0.347 +£0.03

s/p

s/p

2.011+0.03

0.278 £0.03

0.887 £0.07

0.520+£0.04

S/P

1.577 £0.06

1.769£0.11

1.135+0.07

S/P

S/P

1.552+0.16

S/P

S/P

0.483+0.03

0.683 +0.02

S/P

S/P

0.585 +0.02

S/P

1.747 £0.1

0.939 +0.06

S/P

S/P
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2.091+0.12

S/P

2.324+0.25

0.620+0.03

2.275+0.25

0.708 +0.09

0.486 +0.06

1.368 £ 0.05

0.594 +0.04

s/p

s/p

2.475+0.23

0.497 £0.05

1.013+0.03

0.635+0.05

S/P

1.961 £ 0.05

1.648 £0.16

1.397 £0.02

S/P

S/P

1.654 £0.09

S/P

S/P

0.637 £0.04

0.919+0.03

S/P

S/P

0.969 +0.03

S/P

2.022+0.21

1.251£0.05

S/P

S/P

*k

*k

ok

ok

ok

ok

ok
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0.189 +0.09

1.044 +0.11

1.026 +0.05

1.795 £ 0.09

1.609+0.11

0.280 +0.03

1.151+£0.06

1.330+£0.08

2.289+0.23

2.211 +0.17

*k

*k

S/P: Sin presencia; *: Produccion media de biomasa; **: Produccion alta de biomasa.

Figura 1. De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: Produccion de siderdforos a) cepa 400 a la 423, b) cepa 424 a la 447, c) cepa 448 a la 451;

Produccion de ACC desaminasa d) cepa 400 a la 451. Fuente: elaboracion propia.
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Conclusiones

La capacidad de produccién de sideréforos y ACC desaminasa esta presente la gran mayoria de la coleccién obtenida de las
Sierra de los Agustinos, destacando de ésta 5 cepas con una amplia produccion de dichos compuestos. Estos aislados
bacterianos puede poseer un potencial biotecnoldgico beneficioso en la aplicacion de cultivos con dificultades de asimilar
hierro y/o en su regulacion de etileno, asi como ser pieza clave para la formulacion de alternativa a los fertilizantes quimicos.
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