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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS DE LA RIZOSFERA DE
MAIZ Y ASOCIADAS A Melipona beecheii

Angel Mena Garcia, MC.
Colegio de Postgraduados, 2020

RESUMEN

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son un grupo de microorganismos
benéficos que favorecen el desarrollo de las plantas y que, en los ultimos afios, se han
utilizado en la agricultura para la produccion mas amigable con el ambiente. La fuente de
obtencion de estas bacterias es el suelo y, especificamente, la rizosfera; pero pueden tener
otros origenes. El objetivo de este trabajo consistié en evaluar el potencial biotecnoldgico de
bacterias de la rizosfera de maiz y asociadas a la abeja sin aguijon, Melipona beecheii. Se
aislaron bacterias y se determino la capacidad de fijar N atmosférico, solubilizar fosfatos y
producir indoles y sideréforos. Las cepas seleccionadas aisladas de maiz y de M. beecheii se
inocularon en maiz y lechuga cv. Parris island en condiciones de invernadero. Ademas, se
determiné la induccién de la germinacién in vitro en semillas de lechuga. Por altimo, se
compard el efecto de tres cepas y sus filtrados en la promocion del crecimiento de maiz
cultivado in vitro. En total, se aislaron 21 cepas de la rizosfera de maiz y 26 de la abeja M.
beecheii. En invernadero, con maiz hubo un incremento en el desarrollo radical de las plantas
que se inocularon con la cepa NF4, PM9, Al2 y Al8. Las bacterias asociadas a M. beecheii
resultaron mas eficientes en el crecimiento de lechuga que las provenientes de la rizosfera de
maiz. El peso fresco, peso seco aéreo y area foliar de plantas de lechuga mejoré por la
inoculacién bacteriana, ya que increment6 el peso fresco hasta 61% y el area foliar hasta
58%, mientras que en la germinacién no hubo efectos. Los filtrados de cultivos bacterianos
promovieron mas el peso seco radical en comparacion con las bacterias inoculadas a maiz in
vitro. Por lo anterior, se concluy6é que las bacterias presentes en abejas sin aguijon, M.
beecheii, tienen un uso biotecnoldgico agricola potencial que debe ser considerado en la
generacion de biofertilizantes.

Palabras clave: Filtrados bacterianos, acido indol acético, fijacion de nitrogeno, lechuga,

maiz.



BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF CORN-RHIZOSPHERE AND Melipona
beecheii-ASSOCIATED BACTERIA

Angel Mena Garcia, MC.
Colegio de Postgraduados, 2020

ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria are a group of beneficial microorganisms which help plant
development and that, in last years, have been used in agriculture for more environmentally
friendly production. The origin of these, is the soil and in specific, the rhizosphere, but they
may be obtained from another places. Objective of this investigation was to evaluate the
biotechnological potential of corn rhizosphere bacteria and bacteria associated with the
stingless bee, Melipona beecheii. Bacteria were isolated from corn rhizosphere and the ability
to fix atmospheric nitrogen, solubilize inorganic phosphate and produce indol acetic acid and
siderophore were determined. Selected isolates strains from corn and M. beecheii were
inoculated on Corn and Lettuce cv. Parris Island under Greenhouse conditions. Furthermore,
induction of Lettuce germination in vitro was tested. Finally, the effect of three strains and
their filtrates were compared on the growth promotion of corn in vitro. In total, 21 strains
from corn rhizosphere and 26 from M. beecheii were isolated. Under Greenhouse, corn plants
increased the root development when were inoculated with the NF4, PM9, Al2 and Al8
strains. Bacteria associated with M.beecheii were more effective than corn rhizosphere
bacteria on Lettuce growth. Fresh weight, shoot dry weight and leaf area of lettuce plants
were enhanced by bacterial inoculation, inasmuch as fresh weight was increased up to 61%
and leaf area up to 58% when the lettuce plants were inoculated, while there were no effects
on seed germination. In vitro corn plants inoculated with bacterial culture filtrates showed a
maximum increase in root dry weight compared to cell inoculated plants. Therefore, it was
concluded that the bacteria present in stingless bee, M. beecheii, have agricultural
biotechnological potential that must be considered on biofertilizers production.

Keywords: Bacterial culture filtrates, indole acetic acid, nitrogen fixation, lettuce, corn.
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I. INTRODUCCION

La poblacion humana no cesa en su crecimiento y, por lo tanto, tampoco deja crecer la
demanda mundial de alimentos. Por esto, existe una necesidad imperiosa por generar
tecnologias agricolas que aumenten la produccion de cultivos de todo tipo. Claro esta, no a
cualquier precio. Esto implica no causar degradacion del suelo, contaminacion del agua 'y, en
general, producir alimentos de manera amigable con el medio ambiente. Una de las
biotecnologias agricolas de mayor potencial a nivel mundial, se basa en el uso de
microorganismos benéficos del suelo o sus metabolitos secundarios, para elaborar productos
de valor agregado para el hombre, en formulaciones conocidas como biofertilizantes (Rashid

y Hakeem, 2016).

En México, la agricultura ha avanzado de manera lenta, lo que ha generado la necesidad de
“una agricultura basada en el conocimiento” para potencializar el desarrollo agricola en un
pais en el que la poblacion crece a tasas aceleradas. Después de que la revolucion verde
apoyada por el uso de cultivares mejorados, el monocultivo y la aplicacién de gran cantidad
de insumos (maquinaria agricola sofisticada, sistemas de riego, diversos pesticidas y
fertilizantes quimicos) se consider6 como la solucion para la aumentar la productividad
agricola, los productores se hicieron cada vez mas dependientes de los agroquimicos;
especialmente en los paises pobres. La revolucién verde provocd grandes aumentos en la
produccién de alimentos y contrarrestd a las hambrunas en muchos paises; pero también
provocé efectos negativos en el medio ambiente (Mahdi et al., 2010); como contaminacion
del suelo, las lagunas y los mantos acuiferos subterraneos con plaguicidas y fertilizantes
quimicos. Ademas, estos fertilizantes son cada vez mas caros y poco accesibles para los

agricultores. La biotecnologia agricola es una de las multiples herramientas con las que se



cuenta para producir alimentos a menores costos y las posibilidades que ofrece son muy
amplias. Sobre todo respecto al cuidado y preservacion del ambiente y la biodiversidad, lo
que hace que las actividades agricolas puedan ser rentables y sostenibles (Carcafio-Montiel

y Lopez-Reyes, 2015).

El desarrollo de biotecnologias para incrementar la produccion agricola estd aumentando en
todas partes del mundo vy, dentro de ellas, la produccion de inoculantes bacterianos o
biofertilizantes puede ser una mejor opcion que los fertilizantes quimicos, tanto para
aumentar la produccion agricola como para procurar la sostenibilidad ambiental (Bashan y
De Bashan, 2015). Un biofertilizante o inoculante bacteriano es un concentrado de bacterias
benéficas para las plantas, constituido de uno, dos 0 méas organismos (de una sola cepa,
especie 0 multiespecifico), con facilidad de uso, indicado para aplicar durante la siembra o
el trasplante, dosificado en un soporte econdmico (orgénico, inorganico o sintético), que se
aplica directamente al suelo o a la semilla, y mejora el desarrollo del cultivo (Pandit, 2016).
Los microorganismos que componen los biofertilizantes o inoculantes, colonizan la rizosfera
o el interior de la planta promoviendo su crecimiento, ya sea por incrementar el suministro o
la disponibilidad de los nutrimentos esenciales o por otros mecanismos que favorecen el

crecimiento vegetal (Rashid y Hakeem, 2016).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV o PGPR, por sus siglas en
inglés) son componentes comunes en los biofertilizantes. Las plantas exudan diversos
compuestos en sus raices (azUcares, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas, etc.), los
cuales son utiles en el desarrollo de una enorme comunidad de microorganismos. Las BPCV
aprovechan estos exudados radicales y se desarrollan con éxito en la rizosfera y rizoplano de

las plantas. Las BPCV establecen relaciones benéficas con las plantas y de esta manera evitan



la competencia con la microbiota total del suelo (Camelo-Rusinque et al., 2011). Las BPCV
son habitantes del suelo y su funcion esta directa o indirectamente relacionada con el
crecimiento de las plantas; ya sea por la produccion y secrecion de compuestos quimicos en
la cercania de la raiz, fijacion de N atmosférico, solubilizacion de formas insolubles de P,
disminucion de los efectos negativos de fitopatdgenos, entre otra mas (Fererra-Cerrato et al.,
2016). Con base en lo anterior, es precisamente el suelo, y el suelo rizosférico, la fuente
primaria de aquellos microorganismos que pueden ser Utiles en los procesos de produccion
de biofertilizantes. Sin embargo, es posible buscar en otros ambientes a los microorganismos
con potencial biotecnoldgico encaminados a mejorar la productividad agricola. Por ejemplo,
Pineda-Mendoza et al. (2019) encontraron las BPCV para chile Serrano (Capsicum annuum

L.), en esporomas del hongo ectomicorrizico Lactarius salmonicolor.

Por otro lado, las abejas sin aguijon del género Melipona se componen de al menos 50
especies con una talla de 8 a 15 ¢cm en su etapa adulta, en su mayoria con cuerpo hirsuto y
que habitan en las selvas tropicales de América, desde Argentina hasta México. Este tipo de
insectos sociales exhiben una fuerte diferenciacion sexual en cuanto a su funcion en la
colmena. Del mismo modo que en las abejas europeas, las meliponas tienen la habilidad de
indicar, a los otros integrantes de su comunidad, los sitios de mayor oferta de alimentos
(Ramirez et al., 2010). Debido a este comportamiento, las meliponas son consideradas como
dispersoras de microorganismos; pero no hay registros de su capacidad de diseminar BPCV.
Por lo anterior, se planted el presente estudio con los objetivos centrales de aislar BPCV de
suelo rizosférico de maiz; identificar sus caracteristicas benéficas en la promocion de
crecimiento a través de pruebas in vitro y comprobar el efecto de los aislamientos y de

bacterias asociadas a M. beecheii en el crecimiento de maiz y de lechuga en invernadero.



I1. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

e Evaluar el potencial biotecnologico de bacterias de la rizosfera de maiz (Zea mays L.)
y asociadas al cuerpo de Melipona beecheii como promotoras del crecimiento vegetal

en lechuga y maiz.

2.1.1 Objetivos Especificos

e Aislar bacterias que promueven el crecimiento vegetal a partir de la rizosfera de maiz

(Zea mays L.).

e Determinar los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal que poseen las

bacterias aisladas de la rizésfera de maiz.

e Evaluar el efecto de las cepas aisladas de la rizésfera de maiz y asociadas a M.

beecheii en el crecimiento de maiz y lechuga cultivados en invernadero.

e Evaluar la promocion del crecimiento radical de maiz en cultivo in vitro por algunas

cepas aisladas de la rizdsfera de maiz y filtrados del cultivo de estas.

o ldentificar el efecto de las cepas asociadas a maiz y aisladas de M. beecheii, en la

germinacion in vitro de semillas de lechuga.



2.2 Hipotesis General

Las bacterias de la rizosfera de maiz y asociadas a M. beecheii tienen potencial

biotecnoldgico como promotoras del crecimiento de lechuga y maiz.

2.2.1 Hipotesis Especificas

Bacterias con capacidad de promover el crecimiento vegetal se encuentran en la
rizosfera de maiz.

Las bacterias de la rizésfera de maiz poseen mecanismos por los cuales se promueve
el crecimiento vegetal en plantas.

Las bacterias aisladas de la rizosfera de maiz y asociadas a M. beecheii promueven el
crecimiento de maiz y lechuga en invernadero.

La promocion del crecimiento radical de maiz en cultivo in vitro es mayor debido a
los filtrados de las cepas aisladas de la rizdsfera de maiz que debido a las bacterias.

Las bacterias no inducen la germinacion de lechuga in vitro.



I11. REVISION DE LITERATURA
3.1 La poblacion mundial y la creciente demanda de alimentos

Pocos son los paises que tiene control de la natalidad en el mundo, debido a esto la poblacion
humana sigue creciendo. Se estima que para el afio 2100 seremos méas de 11 mil millones de
personas las que habitemos el planeta. EI aumento demografico se va a presentar
principalmente en paises poco desarrollados, incluyendo el sur y oeste de Asia y Africa. Caso

contrario sucedera en los paises desarrollados (Bongaarts, 2016).

La elevada tasa de natalidad conlleva a enfrentar diversas problematicas, sociales, politicas,
econdmicas y ambientales. A medida que existe expansion de la poblacion, también lo hace
la pobreza, la carencia de empleos y sobre todo, la necesidad de explotar los recursos
naturales, y con ello la reduccion de la biodiversidad. La escases de recursos vitales, como el
agua, sera cada vez mas notoria, al igual que la contaminacion del ambiente y el deterioro de
la calidad de vida (Bongaarts, 2016). Una de las preocupaciones mas destacadas que causara
la urbanizacién en algunos paises es la degradacion de los suelos por la demanda alimentaria,
la competencia por tierras y la necesidad de cumplir con las expectativas de vida en el mundo.
La agricultura se enfrentara a retos casi imposible de cumplir (ya vividos en el presente), por
el exceso en demanda de alimentos. La disponibilidad de tierras fértiles serd cada vez menor
debido al aumento de los asentamientos humanos. Incluso, se estima que la deforestacion de
bosques va a incrementarse a causa del establecimiento de tierras agricolas; las cuales,
ocuparan para el 2030 un aproximado de 141 millones de hectareas mas a las actuales

(Gomiero, 2016).



3.2 Revolucién verde

El crecimiento demografico sucedido en la década de los 40’s del siglo XX, urgio la
generacion de alternativas agricolas que evitaran una crisis alimentaria. Fue asi que desde
1940, y con su consolidacion en los 60’s, surgio la denominada Revolucion Verde, que
generd la produccion intensiva, principalmente de granos basicos y monocultivos, como maiz
y trigo (Pazos-Rojas et al., 2016). Fue notorio el incremento de la produccion de estos
cereales a partir de 1960 sin cesar hasta la actualidad. La sobreproduccion (2 billones de
toneladas de granos) ocasiono que los costos de los granos se redujeran a medida que pasaban
los afios. En gran parte, estos incrementos se deben a la creacion de variedades mejoradas
por el CIMMYT en México y el Instituto Internacional de Mejoramiento del Arroz en
Filipinas, las cuales tenian como Unica meta, aumentar el rendimiento de los cultivos (Khush,
2001). En México, por ejemplo, tan solo de 1950 a 1970 los rendimientos de trigo ha™ se

triplicaron, llegando a mas de 3 ton (Ceccon, 2008).

Las variedades logradas para esos afios fueron el punto de partida, no obstante su cultivo
estuvo acompariado de la liberacion constante y desmedida de insumos agricolas, tales como
plaguicidas y fertilizantes nitrogenados y fosfatados, principalmente. A pesar de que fue una
medida eficiente en el combate del hambre, los dafios ambientales sobresalieron, sobre todo
en la degradacién del suelo (Gomiero, 2016). Los dafios del uso excesivo de estos
fertilizantes, no es especifico del suelo, la planta absorbe lo que requiere, mientras que el
resto se lixivia a los mantos acuiferos, en una cadena que termina con la eutrofizacion de los
lagos o rios. A su vez, la pérdida de oxigeno en los ambientes acuaticos recae en la muerte
de peces. En esta ruta, los compuestos nitrogenados volatilizables que llegan a la atmosfera

son los causantes de la lluvia acida (Pazos-Rojas et al., 2016).



3.3 Biofertilizantes

En el siglo XIX se descubri6 la fijacion bioldgica de nitrégeno en leguminosas y después se
identificaron géneros bacterianos de vida libre que realizaban la misma funcion
(Azotobacter). Fue a principios del Siglo XX, que con el conocimiento adquirido de bacterias
benéficas del suelo que se asociaban con plantas en la rizosfera, rizoplano o tejidos internos
y el descubrimiento de otros microorganismos, como los hongos micorrizicos, surgio una ola
de investigaciones para corroborar los efectos en los cultivos a partir de los mecanismos
benéficos para el crecimiento de las plantas, en la mejora de la nutricion o en el control de

organismos patdgenos.

Muchos de los microorganismos benéficos pueden tener mas de un mecanismo para
favorecer el crecimiento vegetal, ya sea el actuar directamente sobre la planta o afectar a otro
organismo perjudicial. EI término biofertilizante, de acuerdo con la definicidn propuesta por
Vessey (2003), es una sustancia que contiene microorganismos vivos que se aplican a la
semilla, suelo o planta y que tiene la capacidad de colonizar la raiz o el interior del vegetal
hospedero y mejorar el estado nutrimental de este, a través del incremento de la
disponibilidad de nutrientes y de la fertilidad en el suelo. Es decir, no todas las bacterias que
promueven el desarrollo de las plantas entran bajo este término, ni los abonos orgéanicos o

verdes.

Durante la creciente demanda alimentaria en el siglo pasado, se logré solventar las
necesidades; sin embargo, el uso desmedido de pesticidas y fertilizantes tuvo consecuencias
ambientales alarmantes tales como: pérdida de fertilidad de suelos, generacion de resistencia

por las plagas, contaminacion del agua e incremento de la dureza; por las concentraciones de



minerales provenientes de los insumos inorgéanicos agricolas (Raja, 2013). Debido a la
identificacion de la causa de la problematica, los gobiernos se vieron forzados a implementar
alternativas eficientes y mas amigables con el ambiente en la produccion agricola. Por esto
es que se propone utilizar a los biofertilizantes, un producto compuesto por células vivas.
Basado en la definicion de Vesser (2003), se incluyen a muchas especies de bacterias o
géneros (denominadas bacterias promotoras del crecimiento vegetal) que mejoran el
contenido micro o macronutrimental. Algunas de estas son: Pseudomonas citronellis (PC),
Pseudomonas sp. RA6, Serratia marcescens CDP13, Frateuria aurantia (Simbionte-K),
Bacillus amyloliquefaciens, B. mucilaginosus, Azotobacter chroococcum A-41, P.
chlororaphisy y B. megaterium (Basak et al., 2010; Dogra et al., 2019; Jamal et al., 2018;

Yu et al., 2012). Muchas de estas aisladas de la rizosfera de los cultivos.

3.4 Rizé6sfera

La rizosfera es la zona del suelo que esta influenciada por la raiz de la planta, donde existe
un complejo de interacciones entre los microorganismos y la misma (Pétriacq et al., 2017).
En ella, hay mayor abundancia de microorganismos en relacion a otras parte del suelo
(Bakker et al., 2013); debido a esto, se favorece la accion de la microbiota sobre la materia
organica para transformar compuestos con carbono y nitrégeno, entre otros elementos (Finzi

et al., 2015; Philippot et al., 2013).

El tamafo de las poblaciones microbianas que habitan en la rizosfera esta fuertemente
relacionado con la sintesis de compuestos organicos durante las distintas etapas fenoldgicas
de la planta (Chaparro et al., 2014), el genotipo vegetal y los exudados radicales,

conformados por metabolitos primarios y secundarios. Los microorganismos detectan los



nutrientes (azUcares y otros compuestos carbonados) u otras moléculas, a través de receptores
de compuestos quimicos o de condiciones ambientales favorables (Van Dam y Bouwmeester,

2016).

El sistema complejo de comunicacion se realiza por medio de compuestos o metabolitos
secretados por las plantas, para seleccionar a los microorganismos asociados (Venturi y Keel,
2016). Durante este proceso, la planta hace uso de sus sistema de reconocimiento de
inductores que son secretados por los microorganismos, en un protocolo que puede dar como
resultado la asociacion con bacterias de vida libre benéficas o simbioticas, simbiosis con
micorrizas, microorganismos auxiliares en la respuesta al estrés, modificacion de la sintesis
de promotores del crecimiento vegetal y metabolismo y expresién de genes de defensa

(Venturi y Keel, 2016).

Los compuestos carbonados de la rizosfera no son especificos, por lo que existe competencia
entre los organismos benéficos y patdgenos, por ellos. Sin embargo, en el transcurso de la
colonizacién por patégenos, se suscitan cambios en la composicién de la poblacién de
microorganismos del suelo, por competencia por residuos que pueden servir como sustrato
para otros miembros de la microbiota (Chapelle et al., 2016). De esa manera, pueden
predominar los microorganismos que poseen caracteristicas de biocontrol (Dudenhdffer et

al, 2016).
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3.5 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)

Las bacterias promotoras del crecimiento en plantas (BPCV) o rizobacterias (RPCV), son
términos que se adjudicaron al grupo diverso de bacterias que colonizan la raiz o que se
encuentran en la rizosfera, intercambiando compuestos nutrimentales con la planta o
estimulando aquellos microorganismos que favorecen el crecimiento vegetal. Este término
hace referencia a bacterias de vida libre que pueden encontrarse en las zonas rizosféricas o
en otros drganos. También se le denomina asi a los rizobios que establecen simbiosis con
leguminosas y desarrollan 6rganos especificos, los nédulos radicales. EI modo de accidn en
que acttian las BPCV, divide a los mecanismos en directos e indirectos. El primer grupo lo

conforman:

1) Reduccion del impacto del estrés abiotico en la fisiologia de la planta.

2) Estimulacion de la elongacion celular por la exposicion a reguladores del crecimiento

vegetal (&cido indol acético, citocininas y giberelinas).

3) Procesos en los que el microorganismo es parte activa de la nutricion de la planta

(solubilizacidn de fosfato, fijacion de nitrégeno y produccion de sider6foros).

Mientras que el segundo grupo de mecanismos incluye:

1) Control de fitopatdgenos a traves de la secrecion de sustancias antimicrobianas.

2) Disminucién de las formas elementales del nutriente del que se alimentan los

patogenos.

3) Activacion del sistema de defensa en el vegetal para atacar a organismos perjudiciales

(resistencia sistémica inducida) (Vejan et al., 2016).
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Algunas bacterias de vida libre que se adhieren a la raiz pueden llegar a penetrarla y
considerarse endofitos bacterianos (Brusamarello-Santos et al., 2016). La colonizacién
interna de tejidos se genera a través de grietas en las raices primarias y laterales e incluso por
rupturas ocasionadas por el crecimiento radical (Glick, 2015). En el proceso de colonizacion,
los exudados radicales (carbohidratos, aminoacidos, enzimas, ligninas, indoles y acidos
orgénicos), juegan un rol importante debido a que son una fuente de energia y alimento para
los microorganismos (Allard-Massicotte et al., 2016). Estos compuestos permiten la
proliferacion de la vida microbiana y con ello se desencadena una serie de sefales a través
de activacion de quimiorreceptores para establecerse sobre la raiz o dentro de los tejidos de
la misma (Kierul et al., 2015), a la par, para que se logré la asociacion existe un proceso de
control de genes que tienen funciones especificas en la interaccion plata-microorganismo, de
movilidad, quimiotaxis y Utiles para la formacion de biopeliculas (Kierul et al., 2015). En
varias bacterias Gram negativas existe el sistema de deteccion de quorum (quorum sensing);
el cual es una maquinaria controlada por la molécula autoinductora N-acil homoserina-

lactona (Fukami et al., 2018).

La regulacion de genes por los nutrientes y carbohidratos de la exudacion radical son
diferentes dependiendo de las especies bacterianas que participan en la interaccion. Se
expresan algunos genes que activan funciones de replicacién de ADN, divisién celular,
sintesis de proteinas, reguladores del proceso de traduccién y postraduccion (Mwita et al.,
2016), y otras propiedades relacionadas con el biocontrol de fitopatdgenos como sintesis de

quelantes y de quitinasas (Zhou et al., 2016).
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3.5.1 Bacterias productoras de ACC desaminasa

El etileno (C2H4) es una fitohormona sintetizada a partir de la metionina en varios tejidos, su
funcion esta en la diferenciacion celular, maduracién del fruto, apertura de flores, abscision
de hojas, capacidad de anclaje al suelo por las raices y de respuesta de defensa (Davies, 2010).
En leguminosas se ha identificado como primordial en el establecimiento de la simbiosis para
formar el nddulo y encapsular a las bacterias, para posteriormente, fijar nitrégeno (Reid et
al., 2018). De acuerdo con Saleem et al. (2018) la ruta que sigue la metionina es la siguiente:
1. Metionina, 2. S-adenosilmetionina, 3. Acido 1-aminocilopropano-1 carboxilico y 4.

Etileno.

En su habitat natural, como parte del desarrollo las plantas, estas fabrican la cantidad de
etileno y especies reactivas de oxigeno (ERO) necesarias durante las diversas etapas, desde
la germinacion hasta completar su ciclo de vida. En situaciones no 6ptimas, los tejidos se
sobresaturan de etileno (Sarkar et al., 2018; Bal et al., 2013) y ERO (Oukarroum et al.,
2015), lo que provoca efectos secundarios como atrofia del tallo y del sistema radical (Chen
et al., 2017a; Airaki et al., 2015), incitar a la muerte celular programada (Poér et al., 2013)
y disminuir las células vivas en el tejido vegetal por el estrés oxidativo de los 6rganos (Garg
et al., 2015). A todos los procesos fisioldgicos de la planta surgidos por la incapacidad de
regular la concentracion interna de etileno y de sefializacion por sobrepasar los umbrales

normales, se le conoce como estrés por etileno.

La ACC desaminasa es una enzima que poseen algunas BPCV, la funcion principal por la
cual es util para las plantas se debe a la capacidad de reducir los niveles de etileno en

situaciones de estrés biotico y abidtico. El procariota posee mecanismos de reduccion de
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estrés, incluida la produccion de ACC desaminasa, para facilitar la supervivencia. Algunas
bacterias también poseen diversos mecanismos a la vez, como sintesis de sider6foros,
reguladores del crecimiento vegetal y actividad nitrogenasa (Sarkar et al., 2018; Heydarian
et al., 2016; Orhan et al., 2016), mientras que otras tienen caracteristicas Unicas, como ser
halotolerantes (Barra et al., 2017; Fukami et al., 2017). Lo anterior conlleva a que un sélo
microorganismo pueda provocar elongacion del tallo o crecimiento en general, aun cuando

la planta sufra por un estrés nutrimental y/o de otro tipo (Bal et al., 2013).

La accion principal de la ACC desaminasa es reducir el etileno en el tejido vegetal, la bacteria
actla sobre el &cido 1-aminociclopropano 1- carboxilico, intermediario de la sintesis del
etileno, utiliza &cidos organicos como fuente de carbono o nitrdgeno y desvia la ruta del
etileno para obtener amoniaco (Esquivel-Cote et al., 2010; Heydarian et al., 2016). Ademas,
en escenarios de exposicion a salinidad, los beneficios de las bacterias se atribuyen a regular
los procesos fisioldgicos que son afectados, las bacterias alivian el estrés y aumentan la
absorcion de agua y nutrientes como el fosforo y potasio (Nadeem et al., 2013) para facilitar
la produccion de energia a través de la fotosintesis (Jha et al., 2016), aunado a la regulacion
del sistema antioxidante que poseen las plantas para combatir la autodestruccion por ERO
(Karthikeyan et al., 2012). Los resultados se traducen en el incremento de la biomasa y mayor

rendimiento en cultivos de interés (Nadeem et al., 2013).

3.5.2 Bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico

El nitrgeno es un elemento esencial que la planta incorpora a moléculas organicas después
de obtenerlos en sus dos formas inorgéanicas preferibles, amonio (NH4) y nitrato (NOgz). Tiene

funciones estructurales, se encuentra en aminoacidos, acidos nucleicos, proteinas y enzimas,
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asi como también es parte fundamental en la elaboracion de compuestos carbonatados
durante la fotosintesis y energia (ATP), pues es necesario para el transportador citocromo en
la cadena transportadora de electrones de fotosintesis y respiracion que se realizan en la

membrana tilacoidal y mitocondria, respectivamente (Alcantar-Gonzalez et al., 2016).

En el ciclo del N en el medio natural, las transformaciones del elemento estdn controladas
por la actividad microbiana que existe en el suelo. Dentro de los procesos que lo conforman,
la fijacion bioldgica es la mas importante, por su aportacién de formas aprovechables de N
al suelo. Entrada de N realizada en exclusiva por las bacterias diazotréficas de vida libre o
simbidticas (Stein y Klotz, 2016). Las bacterias poseen nitrogenasa, un complejo enzimatico
metalico (Fe-Mo-nitrogenasa) que utiliza de sustrato el N2 de la atmosfera y lo convierte en
amoniaco (Stein y Klotz, 2016), mientras que algunas bacterias tienen mecanismos
enzimaticos alternativos para fijar el N2, en donde entra en accion la V- nitrogenasa y Fe-
nitrogenasa en suelos deficientes en molibdeno (Zhang et al., 2016). La conversion No-
amoniaco es mediado por las concentraciones de O en el ambiente. Las bacterias aerobicas
o microaerofilicas recurren al uso de sus sistemas especializados de proteccion de la
nitrogenasa. Pero, en el caso de la simbiosis leguminosa-rizobios, la leghemoglobina es la
responsable de captar el O dentro del nddulo, donde prevalece un ambiente favorable para

la infeccion por rizobios y para la fijacion de N por la nitrogenasa (de Bruijin, 2014).

En medios in vitro la presencia de la proteina vegetal, ha demostrado hacer mas eficiente la
utilizacion de O2 para mantener las condiciones Optimas e incrementar la eficiencia de la
nitrogenasa (Marino et al., 2013; Wittenberg et al., 1974). Por otra parte, en la bacterias
fijadoras de N atmosférico de vida libre, Azotobacter vinelandii, Azospirillum brasilense y

Pseudomonas stutzeri, la accion sobre el O, estd regulada por la secrecion de
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exopolisacaridos que sintetizan a partir de carbono disponible para formar biopeliculas y
mediar la exposicion de la enzima nitrogenasa al Oz, dejando a las células bacterianas en

entornos poco aerdbicos (Natzke et al., 2018; Wang et al., 2017).

3.5.3 Bacterias productoras de indoles

Las plantas fabrican reguladores del crecimiento para controlar diversas etapas de su
fenologia, desde la germinacion, la produccion de frutos y el término de su ciclo de vida. Las
auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, brasinoesteroides, jasmonatos, acido abscisico y

acido salicilico son algunos de los reguladores que sintetizan las plantas.

En conjunto o por separado, desempefian funciones de regulacion de la division,
diferenciacion o elongacion celular, elongacion del tallo, el control del cierre y apertura de
estomas, la dormancia axilar o la induccion sobre yemas axilares, germinacion o expresion
de enzimas necesarias durante la elaboracion de energia a partir del almidén, desarrollo del

fruto, maduracion y floracién (Davies, 2010).

Las auxinas son las hormonas vegetales que se descubrieron primero. A pesar de que los
estudios surgieron en plantas, algunas algas también son capaces biosintetizar miembros que
conforman esta familia, como el acido indol acético (AlA); compuesto exdgeno en Chlorella

vulgaris para la acumulacidon del acido palmitico y esteérico (Jusoh et al., 2015).

El AlA se considera la auxina mas importante y estudiada, sin embargo, se ha puesto interés
en el conocer la funcion del &cido fenilacético y las enzimas participes en la obtencién de
ambos reguladores (Cook et al., 2016). EI AlA se elabora a partir del triptéfano y otras ruta
independiente que en la actualidad no se ha descrito con exactitud y que se considera poco
importante en las respuestas de las plantas en etapas diferentes de desarrollo (Zhao, 2012).
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El triptéfano es convertido a indol-3-piruvato (IPA) y después a AIA por enzimas
pertenecientes a la familia TAA (aminotransferasas) y YUC (flavin monooxigenasas)
respectivamente, de las cuales se ha demostrado su protagonismo y esencialidad principal en
ensayos al relacionar la carencia de AIA con la inactivacion de genes que codifican esta
actividad enzimatica (Zhao, 2012). El AlA se ha identificado desde el crecimiento inicial

hasta en la maduracion del fruto y en el desarrollo de las flores (Bernales et al, 2019).

Bacterias de la rizosfera utilizan el aminoécido tript6fano como fuente de energia y producen
la auxina AIA. A través del estudio de la expresién de genes o en filtrados de cultivos
bacterianos, se han descrito tres vias que usan al triptéfano como precursor (acido indol-3-
piravico, indol-3-acetamida e indol-3-acetaldoxima o indol-3- acetonitrilo), en las cuales
difieren de las enzimas participes en cada una y de los intermediarios formados. Algunas
bacterias no dependen del triptéfano para producir indoles (Duca et al., 2014), es decir,
elaboran pequefas cantidades de AIA en ambientes sintéticos o de manera natural, pero su
maquinaria de sintesis funciona mejor por la presencia del aminoacido lo cual lleva a

incrementar las concentraciones del regulador (Ahmad et al., 2005).

Las bacterias de vida libre endéfitas mutantes que sobre expresan la sintesis de AlA, tienen
efectos positivos en la fijacion de nitrdgeno al ser inoculadas en arroz e inducen el incremento
de la actividad nitrogenasa; enzima responsable de la conversién del N2 a formas

nitrogenadas aprovechables por las plantas (Defez et al., 2017).
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Algunos géneros o especies de bacterias simbidticas, endéfitas o de vida libre, benéficas o
patdgenas aisladas y estudiadas por la capacidad de sintetizar AIA son Herbaspirillum
seropedicae (Yin et al., 2015), Bacillus subtilis, Pseudomonas sp., P. fluorescens, P.
syringae, Ralstonia solanacearum, Erwinia herbicola, Klebsiella aerogenes, Azospirillum
brasilense, A. lipoferum, Gluconacetobacter sp., Rhizobium sp., Bradyrhizobium japonicum,

entre otras (Duca et al., 2014).
3.5.4 Bacterias productoras de sideroforos

El hierro (Fe) esencial para el desarrollo 6ptimo de las plantas, participa en el metabolismo
y adaptacion en circunstancias de estrés oxidativo, en la sintesis de proteinas y mantiene la

estabilidad de la pared celular primaria (Bocchini et al., 2015; Ceballos-Laita et al., 2018).

En el suelo es un nutriente susceptible a cambios dréasticos por la actividad quimica, bioldgica
y las condiciones ambientales edéaficas. Las bacterias desempefian un papel importante para
el vegetal, pues se involucran en la reduccién y oxidacién del Fe (Colombo et al., 2013). En
presencia de oxigeno y con pH neutro el Fe puede quedar capturado en hidréxidos de hierro
u oxihidroxidos por las reacciones quimicas y la accion de bacterias neutrofilicas (Colombo

etal., 2013).

Las plantas absorben el Fe reducido (Férrico Fe?*) y oxidado (Ferroso Fe®*). La nutricion del
primer grupo se denomina estrategia | y el segundo estrategia Il. Las que pertenecen a la
estrategia | requieren de la enzima hierro quelato reductasa de la superficie de la raiz para

reducir el Fe** y después traslocarlo (Martin-Fernandez et al., 2017; Wulandari et al., 2014).
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La estrategia Il es propia de las gramineas, se caracterizan por poseer un sistema
especializado de exudacion de ligandos de la familia de los acidos muginéicos de la raiz a la
rizosfera, denominadas fitosider6foros (Colombo et al., 2013;). Los sider6foros son
compuestos de union que tienen afinidad por capturan el hierro y formar complejos muy
estables, las moléculas también pueden capturar otros metales: Mg, Cu, Zn y Ni pero su
compatibilidad es menor y el trasporte o captura insignificante respecto al Fe (Walter et al.,

2017).

La metionina es el aminoacido del cual parten las reacciones para crear fitosider6foros. Las
tres enzimas que participan en orden son: nicotiniamina sintasa, nicotiniamina
aminotransferasa y la acido desoximuginico sintasa (Beasley et al., 2017). Los
transportadores de la familia YSL estan presentes en todas las plantas (estrategias | y 11); en
gramineas se encargan de absorber el complejo Fe- fitosiderdforo al interior. Los estudios en
trigo y arroz demuestran regulacion positiva de miembros de los YSL (Kumar et al., 2019;
Senoura et al., 2017) y de la enzima nicotiniamina aminotransferasa en la raiz, en medios

deficientes en Fe (Beasley et al., 2017).

Algunas bacterias promotoras del crecimiento en plantas de la rizosfera y endéfitas sintetizan
sideroforos y alivian el estrés nutrimental (Rana et al., 2012; Rashid et al., 2012), a través
de los complejos protectores que actlan sobre minerales como la geotita, por el mecanismo
de solubilizacion encaminado a tener formas inorganicas disponibles (Liu et al., 2017). Al
igual que en las plantas, el estado nutrimental del Fe del medio en el que crecen las bacterias
influyen en su secrecidn (Sah et al., 2017). Su efecto se ha consolidado como una maquinaria
de control de microorganismos perjudiciales para la salud vegetal (Solanki et al., 2013) y

permitir el desarrollo en pH elevado y en suelos contaminados por elementos potencialmente
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toxicos, tras mejorar la capacidad de fitorremediacién (Grobelak y Hiller, 2017). Algunos de
los sideroforos bacterianos se estimulan en suelos contaminados con metales y metaloides y
tienen compatibilidad con el cadmio, al inmovilizarlo en la rizosfera (Chen et al., 2017b),

con el niquel, cobre o aluminio (Dimkpa et al., 2008).
3.5.5 Bacterias solubilizadoras de fosfatos

El fosforo es el segundo macroelemento mas importante por detras del nitrégeno; ocupa hasta
el 0.5% del peso total de la materia seca de la planta (Naeem et al., 2017) y es necesario para
completar su desarrollo y su ciclo de vida de manera exitosa (Shabmnam e Igbal, 2016;
Fernandes et al., 2016). Es 0til para diversos procesos fisiologicos tales como: el transporte
de agua (Mahdieh et al., 2016), la permeabilidad y composicion de la membrana (Barea y
Richardson, 2015; Mahdieh et al., 2016), reduccion de azlcares en la zona de demanda aérea
por la acumulacién de aminoacidos en el tejido radical, regular intermediarios en la
respiracion por las plantas (Sung et al., 2015), mediar el metabolismo de proteinas de
captacion de luz y de enzimas relacionadas con el ciclo de Calvin durante la fotosintesis,
produccién de ATP (Zhang et al., 2014) y sintetizar acidos organicos y metabolitos

secundarios (Ding et al., 2017).

En el suelo, el fésforo es limitante, proviene de la descomposicion de la materia organica o
la transformacion de los minerales que lo contienen adsorbido o precipitado. Las
concentraciones van de 200 a 300 mg kg de suelo. De este, el 1% lo ocupan los ortofosfatos
monovalente (HPO4) y divalente (H2POs), los cuales son las formas solubles en que la planta
lo adquiere de la solucion del suelo, para su nutricion (Naeem et al., 2017). Los iones

ortofosfato son susceptibles a rapidas transformaciones que hace disminuir su presencia y
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por ende la disponibilidad debido a que son incorporados a moléculas organicas sintetizadas
por organismos o se precipitan en fosfatos de calcio (CaPQOs) en suelos alcalinos (calcareos)
0 en fosfatos de hierro (FePO4) y aluminio (AIPO4) en entornos de acidez cuando el pH
disminuye por debajo de 5.5 y hay presencia de estos elementos en sus formas oxidadas

(Naeem et al., 2017).

Para la obtencion de fésforo en suelos con deficiencias, las plantas desarrollaron diversos
mecanismos para adaptarse o actuar sobre los fosfatos inmovilizados. Los procesos de
obtencidn incluyen: exudar &cidos orgénicos, acidificar el medio (Valentinuzzi et al., 2015),
desarrollo radical para explorar a profundidad, en el area subsuperficial o de manera lateral
(Wen et al., 2017), actividad fosfatasa que actla sobre grupos fosfatos adheridos a
compuestos organicos (Erel et al., 2017) y liberar protones a través de la raiz (Valentinuzzi
et al., 2015), entre otros. Ademas, contienen transportadores especificos que se encuentran
en la membrana plasmaética, los cuales se encargan de absorber por la raiz y movilizar en el
sistema vascular hasta la zona de demanda en los organelos de las células, para la sintesis de

compuestos organicos (Naeem et al., 2017).

Los microorganismos del suelo participan en el ciclo del fosforo en las transformaciones de
solubilizacion, mineralizacién e inmovilizacion. Las bacterias rizosféricas tienen mayor
namero en comparacion con aquellas en la edafosfera, esto hace que las reacciones como la
catalizada por la enzima fosfatasa (vegetal o microbiana) se favorezcan en conjunto con la
absorcion por el tejido radical. Esto produce un incremento del fésforo en la parte aérea y

favorece el desarrollo de las plantas (Fraser et al., 2017; Spohn et al., 2015).
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En el suelo la mayor parte del fosforo organico se encuentra en fosfato inositol, el cual no es
soluble y, por tanto, las plantas no pueden usarlo. Las bacterias mineralizan (P organico >
P inorganico soluble) el fosforo orgéanico por la actividad fosfatasa, alcalina o acida
dependiendo de las condiciones del suelo, en donde se libera el grupo fosfato (PO4) de la
materia orgénica y fosfato de inositol a la solucion del suelo. Este ultimo es sustrato de la

enzima fitasa (Alori et al., 2017).

Por otra parte, los complejos minerales como el fosfato de calcio, Cas (POs), son
solubilizados por diversos mecanismos de accion, entre los cuales se encuentra la liberacién
de protones H* durante la asimilacion del amonio (Ilimer et al., 1995) y la secrecion de acidos
organicos (AO): gluconico, fumérico, succinico, acético (Rashid et al., 2004) e incluso por
acidos inorgéanicos (Al) como el acido sulfarico que solubiliza roca fosférica. Esto a traves
de la oxidacion del azufre realizado por bacterias mesofilas o termdfilas (Xiao et al., 2011).
La liberacién del acido sulfarico no depende de la ausencia de fosforo soluble en el medio,
el proceso de conversion es afectado por la temperatura, el crecimiento de las bacterias y el
incremento de la cantidad de roca fosférica o fuente insoluble de fésforo (Babana et al.,
2011). A pesar de la importancia de las bacterias termdfilas y algunas mesofilas que oxidan
el azufre, se ha considerado al acido glucénico al mecanismo mas frecuente de accion sobre
el fosfato tricélcico en la correlacion de &cido gluconico-POs (Stella y Halimi 2015), y de
carbonato de cadmio (Yang et al., 2018). Los acidos organicos secretados por bacterias son
sintetizados por el metabolismo propio por las rutas de la glicdlisis, ciclo de Krebs o la ruta
de la pentosa fosfato, donde los compuestos organicos producidos se van utilizando como
sustrato para formar otros, incluso diferentes entre cepas por la capacidad diferente que

poseen. El acido glucénico se elabora por la ruta de la pentosa fosfato, donde la enzima
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glucosa deshidrogenasa utiliza de sustrato a la glucosa entre la membrana interna y externa
periplasmatica de la célula, mientras que la siguiente enzima (glucono-lactonasa) trabaja

dentro de la célula donde consigue el producto final (4cido gluconico, Yang et al., 2018).

Los microorganismos rizosféricos son aislados y manejados para la formulacion de
biofertilizantes; sin embargo, la rizosfera no es la Unica fuente de BPCV; ya que este tipo de
bacterias pueden encontrarse en otros ambientes como esporomas de hongos
ectomicorrizicos (Pineda-Mendoza et al., 2019) tracto digestivo de lombrices (Hussain et
al., 2016) o en la parte externa del cuerpo de insectos polinizadores (Chauhan et al., 2015),
de tripas de larvas de polillas (Indiragandhi et al., 2008), del estiércol de vaca (Swain y Ray,

2009) y de leche humana y de vaca (Singh et al., 2006).

3.6 Generalidades del género Melipona

La clasificacion descrita por Michener (2007) divide al orden Hymenoptera en siete familias:
Stenotritidae, Colletinae, Andrenidae, Halictidae, Melittida, Megachilinae y Apidae. El
género Melipona se agrupa de la siguiente manera: Familia: Apide, Subfamilia: Apinae,

Tribu: Meliponini.

Las caracteristicas las distingue de otras abejas que no se encuentran incluidas en la Tribu
Meliponini, debido a que las Meliponas no poseen aguijon, tienen un tamafio que va de los 8
a 15 mm, alas que apenas y pasan el apice del metostoma (Michener, 1990), con ausencia o
a penas distinguibles las venas cruzadas submarginales y la segunda vena recurrente del ala
anterior (Michener, 2013). Se menciona que la longitud puede ser uno de los rasgos por la
cual se puede identificar a una Melipona, sin embargo, existen miembros que pueden diferir

de los 8 0 15 mm que describe Mechener, 1990, y llegar a medir apenas 1.8 mm (Michener,
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2013). La capacidad de carga y transporte de néctar por individuo es menor en comparacion
a A. melifera, puede variar de 4 veces menos o solo 1/5 parte (Roubik y Buchmann, 1984),
incluso entre las especies del genero Melipona, la carga de néctar cambia con edad de las
abejas, en M. quadrifasciata existe correlacion negativa del peso del cuerpo y la eficiencia
de recoleccion y transporte de alimento por la reduccién de la estructura almacenamiento

(corbicula, Ramalho et al., 1998).

El material de construccion del nido en meliponinos esta conformado por la mezcla de cera
producida por las abejas y resina que colectan de los arboles. La entrada del nido es diferente
entre las especies que conforman el género. En M. yucatanica y M. beecheii la apertura esta
hecha de barro. La primera tiene caracteristicas discretas en el orificio de ingreso, mientras
que la segunda establece una cubierta de material al alrededor de la superficie, con un
didmetro que solo permite la entrada de una sola abeja a la vez (8.5-12 mm). Ademas, forman
un tunel que conecta al exterior con la cdmara donde se encuentran las crias, de tal manera

que toda abeja que ingresa realiza ese recorrido (van Veen y Arce, 1999).

3.6.1 La convivencia de M. beecheii con microorganismos

La abeja M. beecheii es un insecto sin aguijon agrupado en el Orden Hymenoptera y
subgénero Melikerria. Se distribuye desde México hasta Costa Rica y también en Cuba. En
México se condiciona a bosques tropicales y subtropicales, se encuentra en territorios
costeros del golfo y del océano pacifico, algunos de los estados son: Guerrero, Yucatan,
Oaxaca y Veracruz, los ultimos dos incluyen Istmo de Tehuantepec (zona mas pequefia que

conecta al Golfo-Pacifico) (Quezada-Euan, 2018).
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La importancia de los insectos meliponinos esta dada en las asociaciones que forman con
microorganismos Yy las propiedades que posee su miel respecto a la producida por la abeja
europea (Apis mellifera). La especie M. beecheii fabrica miel con caracteristicas particulares
que la hacen mas rica en flavonoides, acido ascorbico, aminoacidos, proteinas, capacidad
antioxidante y con mejor efecto antimicrobiano en comparacion con la de A. melifera
(Alvarez-Suaréz et al., 2018). La aplicacion de miel de Melipona inhibe el crecimiento in
vitro de Candida albicans (Hau-Yama et al., 2019) y de bacterias oportunistas resistentes a
antibiodticos que generan infecciones durante el proceso de sanacién de heridas y quemaduras,
como Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (Zamora et al., 2015). Lo anterior
puede asociarse con la carga microbiana benéfica que las abejas pueden seleccionar durante

los vuelos a las plantas de las que se alimentan.

Las abejas sin aguijon poseen una carga microbiana de bacterias, actinobacterias y hongos
(levaduras) que en conjunto o en particular desempefian funciones que favorecen la
supervivencia de la colonia, y que se pueden encontrar en el tracto digestivo, polen, en la
estructura del nido u otras partes (Menezes et al., 2013). Esta interaccion no solo se realiza
en las meliponas, sino que también en otras abejas sin aguijon o insectos. En abejas sin
aguijén parece ser una asociacion mutualista que se obtiene durante la recoleccién del polen
0 néctar en sus visitas a las plantas, aqui los microorganismos que se encuentran en las
estructuras vegetales, suelen ser transportados por las abejas (Rosa et al., 2003). Los estudios
sobre la asociacion de abejas sin aguijon identifican cominmente a miembros del genero
Bacillus como principales microorganismos constituyentes de las interacciones, estos se
caracterizan por poseer como funcion principal las actividades enzimaticas activas cuando se

aislan de provisiones larvales (Gilliam et al., 1985), polen, miel o lugares de almacenamiento
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del polen (Gilliam et al., 1990). La actividad enzimatica de Bacillus es importante en
mantener la supervivencia de la colonia, acttan en la predigestion del polen por las proteasas,
amilasas, esterasas y establecen una barrera protectora contra otras bacterias patogenas
(Gilliam et al., 1985). Gilliam y colaboradores en 1990 determinaron que la prevalencia del
género bacteriano al estudiar a M. fasciata poseia enzimas lipasas, fosfatasas, glicosidasas y
aminopeptidasas. La mayor abundancia de Bacillus se atribuye al actuar sobre las larvas, por
algun proceso desconocido que los hace méas numerosas en este estadio que en miel o polen

(Gilliam et al., 1990).

3.7 El cultivo de maiz (Zea mays L.): Generealidades e importancia

El maiz (Zea mays L.) es una planta graminea. Las variedades conocidas en la actualidad
remontan su origen de la domesticacion y dispersiéon en el sur de México a partir de su
ancestro el teocinte hace aproximadamente 9,000 afios (Zea mays ssp. parviglumis), ademas,
de acuerdo con la evidencia genética se plantea que la zona geogréafica especifica es en la
cuenca oeste del Rio Balsas, debido a la estrecha relacion de las poblaciones de Zea mays

ssp. parviglumis (Matsouka et al., 2002).

Del sur de México, se distribuyo para su cultivo extensivo en varios paises. Es considerado
el cereal y la planta mas distribuida en el mundo, posee la facilidad de encontrarse en varios
ambientes por la capacidad de adaptacién adquirida durante su evolucion y en el proceso de
domesticacion. La regiones geograficas que abarca su presencia alcanza altitudes de 3800
metros y zonas donde la precipitacion anual es de 400 mm hasta 1500 mm (Bedoya et al.,

2010).
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Posee caracteristicas nutricionales sobresalientes que ayudan al fortalecimiento del sistema
inmunoldgico, el contenido de grasas y proteinas es superior al de otros cereales, ademas
tienen importancia médica e industrial (Kumar y Jhariya, 2013). En el &mbito agricola se

caracteriza por ser un excelente forraje.

En México, tiene diversos usos y aplicaciones, pues es parte de la gastronomia nacional todos
los dias al ser la materia prima para elaborar la tortilla y por la utilidad del elote o los granos
en la elaboracion de platillos, ya sea a partir de granos enteros 0 molidos. Esto lo convierte

en una fuente importante de ingresos econdmicos en el pais.

3.8 Generalidades del cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.)

La taxonomia clasifica a la lechuga en la familia de las Asteraceas (Asteraceae) en la clase
de las dicotileddneas (Kftistkova et al., 2008). Las dicotiledoneas son conocidas también
como magnoliopsida, un grupo que pertenece a las angiospermas (Magnoliophyta)
(Villasefior y Ortiz, 2014). Rzedowski clasifico al genero Lactuca dentro de la Tribu
Lactuceae. El género se conforma por plantas herbaceas anuales o perennes dependiendo la
especie; tienen latex blanco y flores hermafroditas liguladas con bracteas desiguales y

graduadas (Rzedowski et al., 2005).

Las variedades de Lactuca sativa L. estan clasificadas con base a la morfologia de las hojas
y la forma que desarrollan en primera instancia en seis grupo: 1) cos (romana), 2) de corte
(hojas sueltas), 3) tallo, 4) mantecosa, 5) iceberg, crisphead o cabbage (crujientes) y 6) latin.
Después se adiciond la seccidén que concentra a las plantas que poseen hojas que no son
consumidas pero que tienen semillas ricas en aceite aptas para su uso en la cocina y

alimentacion: 7) oleaginosas (de Vries, 1997).
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El origen de la domesticacion y del ancestro del cual evoluciono, no se conoce con exactitud,
sin embargo, por la evidencia encontrada en tumbas y paredes talladas dando forma al
cultivo, se cree que se cultivaba desde 4500 afios a.C. en Egipto y de ahi la dispersaron al
continente Europeo (Pink y Eavan, 1993). Las relaciones filogenéticas indican que la
domesticacion se efectud de la especie progenitora silvestre L. serriola, asimismo, el ensayo
genético demografico coincide con las evidencias fisicas, las variedades primitivas
cultivables de lechuga surgieron por la distribucion que se realizd en Europa a partir de su
centro de origen en la media luna fértil hace 10, 800 afios, mientras que en america se
introdujo en conjunto con la conquista hace 500 afios, donde después surgio el grupo de las

iceberg (crujientes) (Zhang et al., 2017).

3.8.1 Importancia del cultivo de lechuga

Las hortalizas son de los principales grupos vegetales constituyentes en la alimentacion
humana, de los cuales destacan mas de 19 tipos de acuerdo a los diversos censos realizados
a nivel mundial, los dos més sobresalientes son el jitomate y la lechuga con los valores mas
altos de produccién a nivel intensivo (Viteri et al., 2013).La lechuga es una planta de
importancia a nivel mundial, su produccion se puede realizar durante todo el afio, esto debido
a su gran capacidad de resistencia a diferentes temperaturas lo cual la referencia como una
planta de potencial en la agricultura (Lafta y Mou, 2013).En los Gltimos afios el interés por
este cultivo ha aumentado, debido a la diversificacion de variedades y al incremento de su

consumo a nivel nacional y mundial (Suarez y Serrano, 2012).
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Gracias al interés econémico, su produccion se realiza en todo el mundo, los principales
paises productores son China, Estados Unidos e India (Faostat 2017).Debido a su
distribucion, el 98% de su produccion se realiza en los continentes de Asia, América y
Europa principalmente, la superficie de produccion de este cultivo se aproxima a 1.100 000

ha con mas de 28 millones de toneladas producidas (Faostat, 2017).

La exportacion de lechuga en mercados internacionales se realiza principalmente por paises
como Espafia, EUA y los Paises Bajos, por su parte los principales paises importadores
fueron Alemania, Reino unido, Canada, , debido a que la cantidad producida es destinada al
consumo propio. México ocupé el quinceavo lugar en la lista de exportacion siendo EUA su
principal importador. La produccion de lechuga en México se efectta en 25 estados, los tres

principales productores son Guanajuato, Puebla y Zacatecas (Soto et al., 2010).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestreo

Se colectaron dos muestras de la rizosfera de maiz de dos parcelas agricolas en la Regién
Tierra Caliente de Guerrero. De cada parcela las muestras se compusieron de 3 submuestras.
Las cepas definidas como asociadas a M. beecheii se aislaron de la superficie externa, del
tubo digestivo, del nido y del pan de abeja a través de métodos de desinfestacion

estandarizados y el método de dilucion y extension en placa.

4.2 Aislamiento de bacterias con rasgos promotores del crecimiento vegetal

4.2.1 Bacterias con ACC desaminasa

Se utilizé la metodologia descrita por Penrose y Glick (2003), la cual tiene como objetivo
aislar bacterias capaces de utilizar el ACC como fuente de nitrogeno. Para el crecimiento de
las bacterias se utilizaron frascos de vidrio de 250 mL. Se agreg6 1 g de suelo rizosférico en
frascos con 50 mL de medio de cultivo liquido Pseudomonas Agar F (PAF) y se incubaron a
28°C durante 24 h a 200 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacion, se tomé una alicuota de
1 mL y se adicion6 a 50 mL de medio PAF liguido, se incubd a las mismas condiciones que
el primero. Del crecimiento obtenido se transfirié 1 mL a 50 mL de medio de cultivo liquido
minimo y se incubo de la misma forma. Posterior a las 24 h, 1 mL se transfirié a 50 mL de
medio minimo liquido que contenia 3.0 mM de ACC en lugar de (NH4)2SO4 como suministro
de nitrégeno y se mantuvo a 28°C durante 24 h a 200 rpm (el ACC se esterilizo por filtracion
y se adiciond una vez tibio el medio de cultivo). Las cepas crecidas en esta Gltima incubacion

a medio liquido se consideraron como ACC positivas.
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Para conseguir colonias aisladas se realizaron diluciones seriadas y extension en placa. 100
L de la dilucion 10 a 10 se sembraron en placas con medio minimo con 3 mM de ACC
solidificado con agar. Se incubaron durante 4 d a 28 °C y se purificaron las colonias. Las
cepas ACC positivas se sometieron a las pruebas de solubilizacion de fosfatos, produccién

de indoles y siderdforos.
4.2.2 Bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico

El aislamiento de realiz6 por el método de diluciones seriadas y extension en placa. La
dilucion 102 a 10 se sembraron por triplicado en medio de cultivo “nitrogen fixing bacteria”
(NFB) con rojo congo (Rodriguez-Casares, 1982) y se incubaron durante 4 dias a 28°C. Las
cepas que absorbieron el colorante se purificaron y se sometieron a la prueba de

solubilizacion de fosfatos, produccion de indoles y sideroforos.
4.2.3 Bacterias productoras de indoles (ensayo cualitativo)

Se sembrara 100 pL de la dilucion 10 a 10 en placas Petri con medio de cultivo Luria-
Bentanni (LB) sélido y se incubaron a 28°C durante 3 d. Las cepas se purificaron en medio
de cultivo LB solido. Para determinar las bacterias que producian indoles (AlA), las cepas se
sembraron en tubos de polipropileno de 15 mL con 10 mL medio de cultivo LB liquido
suplementado con 1 g L-! de triptdfano, se incubaron por 48 h a 28 °C a 160 rpm. Después
del periodo de incubacion los tubos se centrifugaron a 7000 rpm por 10 minutos y una
alicuota de 200 pL se coloc6 en pozos de microplaca y se les adicion6 100 pL de reactivo de
Salkowski (2% 0.5 M FeCls en 35% de &cido perclérico). Las muestras con coloracion rosa
se determinaron como positivas para la produccion de AIA y se evaluaron para su

cuantificacion y para ensayar su capacidad de solubilizar fosfatos y producir sideroforos.
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4.2 .4 Bacterias solubilizadoras de fosfatos

Aislamiento por extension en placa. 100 pL de la dilucion 10 a 10 se sembraron en medio
de cultivo Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) e incubaron por 7 d a 28°C. Las bacterias que
formaron halo alrededor de la colonia se seleccionaron y purificaron por su capacidad de
solubilizacion de fosfato, ademas, se sometieron al ensayos de produccion de indoles y

sideroforos.
4.3 Ensayo cualitativo de produccion de sideroforos

Se utiliz6 el medio cromo azurol S (CAS) descrito por Louden et al. (2011). Las bacterias se
sembraron en tubos cénicos de polipropileno de 50 mL, con 25 mL caldo nutritivo y se
incubaron a 28°C por 24 h. Los tubos se centrifugaron a 7,000 rpm durante 15 min. Se
deseché el sobrenadante y se adicion6é agua bidestilada estéril, se agité en vortex y se
centrifugd a 7000 rpm por 15 min. Este procedimiento se repitié 3 veces para eliminar
residuos de elementos del medio de cultivo. Yarealizados los lavados, se sembr6 una alicuota
de 6 puL en medio CAS. La formacion de un halo amarillo alrededor de la colonia indic6 la

captura de hierro como consecuente de la presencia de los quelantes.
4.4 Ensayos cuantitativos
4.4.1 Cuantificacién de acido indol acético

Se utilizé como base la metodologia descrita por Gordon y Weber (1951). Las cepas se
inocularon en frascos de cristal de 250 mL con 25 mL de medio de cultivo LB liquido
suplementado con 1 g L™ de triptofano. Los tubos se incubaron a 28°C a 160 rpm durante 72

h. Después se vacio el cultivo en tubos de polipropileno de 50 mL, se centrifugaron durante
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10 min a 7000 rpm. 100 pL del sobrenadante de cada cepa por cuadruplicado cado se
colocaron en pozos de microplaca para espectrofotometria y se adiciond 100 pL de reactivo
de Salkowski. La placa se ley6 en espectrofotdmetro a 530 nm con un periodo de incubacién
de 30 min en la oscuridad. Para determinar la cantidad de AlA producido se utiliz6 una curva
estandar de concentracion de 0 a 100 pg mL™* de AIA para obtener la ecuacion de la recta
(Figura 1). (Ver anexo — curva estdndar AlA). El ensayo se realiz6 dos veces para verificar

resultados.

Ecuacién obtenida:

120 1 y = 135.66x - 0.2204

100 - R2=0.9909 * 100

AlA (ug mL1)
S (o)) o
o o o

N
o
1

o
D

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Absorbancia

Figura 1. Ecuacion de la recta obtenida a partir de las concentraciones de 0 a 100 pg/ mL™*

(curva patron acido indol acético).

4.4.2 Cuantificacion de fosfatos solubilizados

Una alicuota de cada una de las cepas se inoculé por triplicado en tubos conicos de
polipropileno de 15 mL que contenian 10 mL de medio de cultivo Pikovskaya. Los tubos se

incubaron en agitacion a 180 rpm durante 1 semana. Después de la incubacion, los tubos se
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centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min y se colectaron los sobrenadantes. Se coloc una
muestra de 200 puL por cuadruplicado en pozos de microplaca para espectrofotometria y se
adicionaron 100 pL de solucion de vanadato (NH4VOs al 0.25% en una solucion de HNOs
al 35% y 1 mL de solucion molibdato ((NHs)s M07024 al 5%), se dejo reaccionar durante 5
min. A continuacion se realizd la lectura en espectrofotometro a una absorbancia de 420 nm
(Dias et al., 2009). La cantidad de fosfato soluble se determiné a partir de una curva estandar
elaborada de concentracion de 10 a 300 pug mL™? (Figura 2). (Ver anexo para curva patron

fosfato) con la cual se realizd una de regresion simple y se obtuvo la ecuacion de la recta.

Ecuacion y gréafica obtenida:

y = 215.42x - 1.2407

300 R2 = 0.9921

250

PO, pg mL*
e S
o (On] o
o o o

[ J

50

0 T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

Absorbancia (nm)

Figura 2. Ecuacion de la recta obtenida a partir de la concentracion de 0 a 300 ug mL* de

PO4 soluble (curva patrén fosfato).

34



4.5 Efecto de la inoculacion de BPCV en el crecimiento de maiz
4.5.1 Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar. EI experimento se realizé en agosto de 2019 y
estuvo conformado por 23 tratamientos con tres replicas cada uno. 21 representaban a los
tratamientos inoculados con las cepas asiladas de la rizosfera y un testigo sin inoculacion.
Un experimento mas se realizo en septiembre de 2019 el cual se conformé de 27 tratamientos,
26 cepas asociadas a M. beecheii, previamente identificadas molecularmente y caracterizadas
por atributos enzimaticos y mecanismos directos e indirectos en la promocion del crecimiento
vegetal (cuadro 2), méas un testigo sin inoculacion. En ambos estudios se utilizd el mismo
procedimiento en el montaje del experimento y en la obtencién de plantulas a inocular como

se describe en el punto 4.5.2y 4.5.3.
4.5.2 Preparacion de sustrato y germinacion de semillas

Las semillas de maiz se desinfestaron con hipoclorito de sodio 1% durante 10 min, se
sembraron en vasos de 500 mL desinfestados con alcohol que contenian sustrato compuesto
por 30% de vermiculita y 70% de tezontle (v/v), previamente esterilizado durante 3 h a 125°C

y 18.5 libras plg? y dos dias después se volvié a esterilizar de la misma manera.
4.5.3 Inoculacion

Una alicuota de cada una de las cepas se sembro en 20 mL de caldo nutritivo contenido en
tubos de 50 mL. Se incubaron por 4 d a 28°C a 180 rpm. Una vez pasado el tiempo se
determind la cantidad de bacterias mL™? de medio de cultivo por diluciones seriadas y

extension en placa. Los tubos se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min para formar el
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pellet. EI medio de cultivo (sobrenadante) se sustituy6 por la misma porcion de agua destilada
estéril (20 mL). Una vez realizado la sustitucion por agua, los tubos se agitaron en vortex

durante 1 min para homogeneizar el inoculo.

Las plantas homogeneizadas por tratamientos de 7 d postgerminacion se inocularon con 5
mL de in6culo. A los 30 d después de inoculacion (DDI), se evaluaron las variables
agronomicas (altura de la planta, peso seco aéreo y peso seco radical). Los datos se analizaron
con el programa SAS, aplicando la prueba Tukey (a=0.05). Para fines comparativos entre los
2 experimentos y determinar las cepas que mas promovieron el crecimiento vegetal, se
calculd el porcentaje de aumento o reduccién del peso seco (aéreo o radical) en comparacion

con los valores del testigo de cada experimento.

4.6 Inoculacion de BPCV vy sus filtrados en el desarrollo radical in vitro

4.6.1 Obtencién de plantulas

Para este ensayo se seleccionaron las cepas que promovieron mayor el peso seco radical en

el experimento en invernadero.

Semillas de maiz se lavaron con jabon 5 min y se enjuagaron con agua corriente. Después se
lavaron con una solucién de 2 g L™ de Promyl (Marca Registrada) y 1 g L de Benlate (Marca
Registrada) durante 15 min y se enjuagé con agua destilada estéril. Las semillas se colocaron
durante 15 min en hipoclorito de sodio 5% por 10 min y se eliminé con agua destilada estéril.
Por altimo se sumergieron en Agrovit (Marca Registrada) por 30 min y posterior al tiempo
solo se desechd el Agrovit, sin enjuagar. Se sembraron en frascos de 250 mL con 40 mL de

medio de cultivo Murashige y Skoog preparado al 50% (Murashige y Skoog, 1962).
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Las semillas se mantuvieron en camara de crecimiento a 24 °C durante 10 d para posterior

inoculacion.
4.6.2 Inoculacién de plantulas

Las plantulas se homogeneizaron para tener plantas con el mismo crecimiento radical. El
experimento se conformd con siete tratamientos. Seis tratamientos representaron la

inoculacién con cepas o sus filtrados y uno al testigo sin inoculacion.

Se prepard el inoculo, tubos con 25 mL de medio de cultivo se inocularon con las cepas
seleccionadas y se incubaron durante 4 d a 28°C y 180 rpm hasta alcanzar concentracion
aproximada de 108 células mL™. De cada cultivo se realizo el filtrado, para esto, los tubos
se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min. Se tomo el sobrenadante con jeringa estéril y se
filtr6 a través de una membrana de 2.2 um. El cultivo restante se agitdé en vortex para
homogeneizarlo. Los tratamientos se inocularon con 100 pL de inéculo o 200 pL de filtrado.
Se mantuvieron durante 9 d a 24 °C en camara de crecimiento y despues de transcurrir el
tiempo se evalud el crecimiento radical inducido. La raiz se sec6 a 70 °C por 3 d y se peso.

Estos datos se analizaron con el programa SAS y se aplico la prueba Tukey (0=0.05).

4.7. Potencial biotecnoldgico de BPCV asociadas a M. beecheii y rizosfera de maiz en

lechuga (L. sativa)

Bacterias aisladas del exterior, del tubo digestivo y nido de M. beecheii y del pan de abeja,
se utilizaron para ensayar su efecto en maiz y lechuga. Las cepas se distinguen por el rasgo
in vitro de sintesis de AIA. La clave cepa, identificacibn molecular y capacidad de sintesis

de AIA se muestran en el cuadro 2.
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4.7.1 Ensayo de induccién de la germinacion en lechuga

La germinacion de las semillas se realizo in vitro en placas Petri, algodon y papel filtro. 10
mL de agua destilada estéril se adicionaron en la placa Petri, encima se coloc6 una
almohadilla de algoddn redonda seguida por el papel filtro. Las semillas se pusieron encima
del papel filtro. Estas se desinfestaron con alcohol 70° durante un minuto, se enjuagaron con
agua destilada estéril y se adiciond hipoclorito de sodio al 1 % por un minuto, después se
realizaron lavados con agua. Se pusieron 10 semillas por placa. Cada tratamiento se conformé

por 3 placas, donde cada una represento una repeticion.

Para la inoculacién de las semillas, las cepas se cultivaron en tubos conicos de 50 mL con 25
mL de caldo nutritivo. Se incubaron en agitacién a 180 rpm durante 3 d. Las semillas se
inocularon con 100 pL de cultivo bacteriano a concentracion aproximada de 1.18 x 107
células mL. Las cajas se mantuvieron a condiciones ambientales durante 14 dias, donde se

realizaron observaciones diarias para evaluar la induccion de la emergencia de la radicula.
4.7.2 Inoculacién de cepas y su efecto en el crecimiento de lechuga.

Semillas de lechuga se desinfestaron al igual que en la prueba de germinacion (Ver apartado
4.7.1). Las semillas se sembraron semilleros con sustrato compuesto por agrolita (50%) y
vermiculita (50%) (V/V), previamente esterilizado durante 3 h a 18 libras. Las plantulas se
trasplantaron cuando emergié la primera hoja verdadera a contenedores de 500 mL que
contenian como sustrato turba y tezontle 40 % y 60 % respectivamente (v/v), el cual se
esterilizé por calor humedo durante 3 h'y 3 veces en dias alternados. Las plantulas se regaron
con agua destilada y 6 d después de trasplante (DDT) se colocaron 5 mL de in6culo a una

concentracion de 10° células mL™ para cada planta. El experimento se compuso de 48
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tratamientos con cuatro repeticiones cada uno que representaron a 26 cepas aisladas de
Melipona beecheii, 21 de la rizosfera de maiz y un testigo sin inoculacion. Las plantulas se
regaron con 50 mL solucion Steiner cada semana y agua destilada segin necesidades. Se
evaluo el peso fresco, peso seco aéreo y radical y el area foliar a los 30 d después de trasplante

y se aplico la prueba Tukey (0=0.05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Aislamiento de bacterias con atributos de promocion del crecimiento vegetal

Se aislaron en total 36 cepas, de las cuales se seleccionaron 19 por sus rasgos con potencial
biotecnologico y se utilizaron la cepa 1R1B y 2AR1B aisladas en un trabajo previo de la
rizosfera de maiz (Mena-Garcia et al., 2018). Para pruebas adicionales solo se consideré a
las cepas que tenian mas de un atributo y aquellas que crecian en medio libre de nitrégeno.
Se aislaron dos cepas consideradas positivas a la actividad enzimatica de la ACC (Cuadro 1).
En varios estudios a partir de la rizosfera de maiz se han conseguido aislamientos de bacterias
con el potencial de sintetizar AIA, sideroforos, fijar nitrégeno y solubilizar fosfatos

(Castellano-Hinojosa et al., 2018; Pande et al., 2019; Tahmasbi et al., 2014).
5.2 Pruebas bioquimicas de promocién del crecimiento vegetal
5.2.1 Ensayo cualitativo deteccion de sideroforos

Los resultados en placa mostraron que 11 cepas sintetizaron sideréforos (Cuadro 1 y Figura
3). El indicativo de la formacion de complejos entre las moléculas organicas secretadas por
las bacterias y el Fe*3 que contiene el medio de cultivo es el cambio de viraje del color azul
a amarillo, rojo o naranja (Bertrand et al., 2009). El indice de sideréforos se calculd y mostro
que las cepas con mayor potencial en la quelatacion es la 1R1B con un indice de 2.8, seguida
de la Al8 con 2.78, PM7 y PM5 con 2.6. La que tuvo menor eficiencia fue la PM9 y ACC2
con el indice mas bajo (1.2). Los niveles reportados a las 48 h en este trabajo son similares a
los encontrados por Goes et al. (2012) al aislar bacterias del suelo y ensayar sus habilidades
de promocion. Encontraron niveles de produccién de sideréforos a las 72 h en el rango de
1.15 y 5.25 (Goes et al., 2012). El tamafio del halo indica la zona en la que hay hierro libre

40



soluble, la capacidad de liberar el metal se relaciona con la cantidad de siderdforo sintetizado
y el tipo del mismo, lo anterior porque existe una medida de constante de estabilidad que
cada ligando posee con respecto al metal o complejo insoluble sobre el cual actuard, es decir,
cantidades iguales de sideroforos estan presentes, pero la afinidad por el complejo es

diferente (Kraemer, 2004).

Cuadro 1. Clave de cepas aisladas y pruebas bioquimicas de atributos de promocion del

crecimiento in vitro.

Clave cepa  Solubilizacion Produccion de  Sintesis de AIA  Fijacion de
de fosfato Sideroforos N2
Al2 + + +
Al8
All5
PM3
PM5
PM7
PM8
PM9
NF1
NF2
NF3
NF4
NF5
NF6
NF7
NF8
NF9
ACC1
ACC2
1R1B
2AR1B +

+ + + + +

+ + 4+ + + + +
+

+
+

+ + + +
+ + 4+ + 4+ + + + +

+

+
+ + + +
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Las bacterias que produjeron mayor indice de sider6foros no tuvieron la misma respuesta
respecto a la deteccion de fosfato soluble (Figura 3 y 4), a pesar de que los sider6foros tienen
capacidad de atrapar iones Ca®* su afinidad por este metal no es la misma. La liberacion del
fosfato por actividad quelante no es la misma para fuentes de fosforo insoluble como la roca
fosférica que al aplicar fosfato de hierro (Ghosh et al., 2015). La preferencia de los
siderdforos por ciertos metales puede explicarse por el tipo de sideréforo y su capacidad de
retener el hierro, del mismo modo que la constante de estabilidad es distinta para cada metal.
El estudio de la constante de estabilidad del sideroforo rizoferrina sintetizado por Rhizopus
arrhizus mostrd mayor compatibilidad de ligando con el Fe (111) (10%%1), posteriormente con

el hierro reducido (107°), mientras que con el Ca?* fue de 10°® (Shenker et al., 1996).

Figura 3. Produccion de sideroforos por las diferentes cepas.
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5.2.2 Ensayo cuantitativo de solubilizacion de fosfato

Las 13 cepas seleccionadas por la solubilizacion cualitativa in vitro en medio de cultivo
solido (Figura 6 y 7), difirieron en su capacidad de solubilizar fosfato tricalcico en medio de
cultivo liquido (Figura 5). Es importante que la seleccion de las cepas con esta capacidad
cualitativa deba de corroborarse en medio liquido, debido a que cepas que forman el halo de
solubilizacion alrededor de la colonia en cultivo solido; ademas, es necesario identificar el

tipo de fosfato insoluble sobre el cual acttan (Liu et al., 2015).

La produccion de PO4soluble los 7 d de incubacion fluctud entre 28.74 ug mL™ por la cepa
Al15 a 290.85 en la cepa ACC1, seguida por la PM9 con 243.54 pg mL™?; lo que puede
apreciarse en la Figura 4. Solo la ACC1 y PM9 solubilizaron mas de 100 pg mL™ de CasPOsa,
el resto (84.6%) tuvieron menor eficacia con menos de 91 pg mL* (Figura 4). En otros
estudios se han identificado bacterias del género Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas y
Achromobacter aisladas de la rizosfera de maiz con mayor eficiencia de accion con hasta
7900 pug mL™! de POs a los 14 d de incubacion (Castellano-Hinojosa et al., 2018). Si bien, el
mecanismo principal que utilizan las bacterias es la secrecion de &cidos organicos, se plantea
que el fosfato liberado por el acido glucoénico (principal molécula organica encargada de la
solubilizacion), es utilizado para sintetizar otros acidos, debido a esto la acidez del medio de
cultivo puede disminuir y posteriormente elevarse, al igual que el POg, al envejecer el cultivo

bacteriano (Chen et al., 2016).

En el presente trabajo, las cepas con este mecanismo de promocion del crecimiento mostraron
potencial para aplicaciones futuras; pero, cuando se desea realizar un biofertilizante para un

suelo con caracteristicas especificas, lo prioritario es evaluar el efecto en la translocacién de
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fésforo al tejido de la planta, posterior a las pruebas in vitro con diversas fuentes de fosfato
insoluble (tricélcico, de hierro y aluminio). Aunado a esto, debe de hacerse la identificacion
de los &cidos organicos que son los responsables de la solubilizacion (Bashan et al., 2013).
En la actualidad se siguen realizando investigaciones con el fosfato tricalcico como método
seguro cualitativo en placa para elegir bacterias solubilizadoras (Batista et al., 2018; Thomas

et al., 2018) y comprobacion con inoculacion a los cultivos de interés.
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Figura 4. Solubilizacion de fosfato tricalcico por cepas aisladas de la rizosfera de maiz.

Figura 5. Ensayo en placa-viraje amarillo por la solubilizacion de fosfato tricélcico.
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Figura 6. Bacterias aisladas de rizosfera de maiz en medio de cultivo Pikovskaya con

capacidad de solubilizar fosfato tricalcico. Etiquetadas de PM1 A PM7. P: Pikovskaya, M:

Maiz.
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Figura 7. Bacterias aisladas de la rizosfera de maiz, con capacidad de solubilizar fosfato

tricalcico en medio de cultivo Pikovskaya.
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5.2.3 Cuantificacion de AlA de bacterias

Las auxinas son hormonas que desempefian funciones celulares importantes en la planta. Alteraciones
de las concentraciones en las mismas, pueden tener efectos benéficos o prejuiciosos de acuerdo con
la etapa en la que el contenido cambie. En plantas y bacterias, hay rutas similares en su sintesis, la
cual se da a partir de triptéfano, el aminodcido es metabolizado hasta AIA por bacterias. Este
aminoécido que también es segregado por las raices al suelo, es adicionado al medio de cultivo para

optimizar la deteccion de la molécula.

El ensayo realizado, consta de la adicion de reactivo de Salkowski, el cual permite revelar el contenido
de AIA a través de una coloracion de rosa claro a intenso. No obstante, el color arrojado, es una
estimacion aproximada del AlA en el sobrenadante, en particular porque el reactivo de Salkowski, no
solo forma complejos con el AlA, sino que también reacciona con otros compuestos indélicos (acido

indol piravico e indol acetamida, Glickmann y Dessaux, 1995).

Las bacterias positivas en la prueba de AIA cualitativa (ensayo colorimétrico se muestra en la Figura
9), siete se ensayaron para la cuantificacion. Las cepas tuvieron una capacidad moderada a muy alta
de produccion de la hormona a las 48 h. La cepa 1R1B revelo la menor cantidad de AIA (4.59 pg
mL™?), seguida por la Al-2 con 8.8 ug mL* y AlI15 (11.6 4.59 ug mL1). La fluctuacion intermedia
fue de 17.6 a 20 4.59 ug mL™* para la cepa 2AR1B y Al-8 respectivamente. Por Gltimo, el valor mas

alto lo arrojo el sobrenadante de la cepa ACC2 con 63.9 4.59 ug mL* (Figura 8).

Las BPCV con atributos de sintesis de AIA provenientes de la rizosfera de maiz esta bien
documentados (Karnwal, 2017; Khambani et al., 2019), incluso de la zona de influencia de la raiz de
otras plantas (Chandra et al., 2018). Lo informado en este trabajo es similar a lo reportado por
Khambani et al. (2019) de bacterias aisladas de la rizosfera de maiz, ahi consiguieron dos cepas que
destacan por este mecanismo capaces de sintetizar a los 3 d de incubacién 54.72 ug mL*y 97.20 ug

mL?, de las cuales se identificé la segunda como perteneciente a al género Pseudomonas.
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Cabe resaltar que la medicion la realizaron a partir de sobrenadantes de medio de cultivo liquido LB
suplementado con 5 pg mL* de triptéfano, menor a la adicionada en este trabajo. Por su parte, Singh
et al. (2015) con las mismas caracteristicas del medio de cultivo utilizadas en esta investigacién,
reporto que P. saponiphila BHUS8 sintetiz6 13.29 ug mL™* a las 24 h de incubacién. En medio libre
de nitrégeno con 0.5 g de triptéfano y 48 h de incubacion, Azotobacter sp. sintetizé un aproximado

de 37 ug mL1y Bacillus sp. 10 pug mL™* (Bjeli¢ et al., 2018).

Son muchas condiciones que pueden afectar la cantidad de AIA acético en los sobrenadantes de los
cultivos bacterianos. El contenido de triptfano es una de estas, por ejemplo, Karnwal (2017), informo
que las cepas AK18 (P. fluorescens), AK20 (P. aeruginosa), AK31 (P. aeruginosa), AK38 (B.
subtillis) y AK45 (P. fluorescens) se volvieron mas eficientes en la sintesis de AIA cuando habia méas
triptéfano, por ejemplo P. fluorescens AK45 indujo ocho veces mas (4.3 pg mL™) la fabricacion de
la hormona cuando se duplicé el triptofano de 50 a 100 pg mL™. Lo anterior se ha corroborado con
Azotobacter y Bacillus, aunado a el tiempo de incubacion (Bjeli¢ et al., 2018). Otros aspectos que

inducen la eficiencia es la temperatura, el pH o la fuente de carbono (Chandra et al., 2018).
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Figura 8. Produccion de acido indol acético (AlA) a las 48 h por bacterias aisladas de
rizosfera de maiz.
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Figura 9. Ensayo colorimétrico de produccién de AIA de algunas cepas aisladas de rizosfera
de maiz. 1) Blanco (medio de cultivo LB), 2) Al15, 3) Al8, 4) 2AR1B, 5) NF4, 6) Al2, 7)

ACC2.

5.3. Clave cepa e identificacion molecular de bacterias aisladas de M. beecheei.
Del total de las cepas provenientes de M. beecheii, cicno tuvieron las capacidad de producir
AlA acético de manera cualitativa en medio de cultivo LB liquido. El nombre, la clave de las

cepas Y el origen se muestran en el Cuadro 2.

5.4 Efecto de la inoculacién de bacterias en el crecimiento de maiz

5.4.1 Inoculacion con cepas de la rizosfera de maiz y de M. beecheii.

Las plantas inoculadas con la cepa ACC1 mostraron la mayor altura con 58 cm en
comparacidn con las plantas testigo (51 cm), sin haber diferencias significativas (Figura 10
y 11), al igual que en el peso seco aéreo de las plantas inoculadas a pesar de incrementar 144
mg. El peso seco radical tuvo una respuesta diferente a los anteriores, hubo diferencia
estadistica en 4 tratamientos (NF4, PM9, Al2 y AlB8), los cuales aumentaron 66, 65, 68 y 61%
respectivamente al comparar los datos obtenidos con el testigo (400 mg) (Cuadro 3y Figura

14). Cuando las plantas se inocularon con las cepas que se aislaron de M. beecheii, no
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mostraron diferencia significativa en ninguna variable (Cuadro 4 y figura 15). Los

incrementos porcentuales del peso seco aéreo y radical se muestran en la Figura 13 y 14.

Cuadro 2. Bacterias asociadas a M. beecheii de la coleccién del Laboratorio de

Microbiologia del Colegio de Postgraduados y su capacidad de producir AlA.

Clave Nombre AlA Clave cepa  Nombre cepa AlA
cepa cepa sintesis sintesis
Mb1E Bacillus - Mb19N Corynebacteri -
altitudinis um nuruki
Mb2E  Enterobacter + Mb20N Bacillus +
ludwigii panaciterrae
Mb6E  Pseudomonas + Mb21N Bacillus cereus -
geniculata
Mb7E  Enterobacter - Mb23N Corynebacteri -
cloacae um nuruki
subsp.
dissolvens
Mb8E Bacillus - Mb24N Staphylococcu -
pacificus s kloosii
Mb1lE Bacillus - Mb25N Staphylococcu -
pacificus s kloosii
Mb12Tb - - Mb26N PIZP s +
Mb13Th - + Mb27N Staphylococcu -
s kloosii
Mb14Th - - Mb28P LGUF s +
Mb15Tb Serratia - Mb29P CP018758 s +
marcescens
subsp.
sakuensis
Mb16Tb Enterobacter - Mb30P Bacillus +
cloacae zhangzhouensi
subsp. S
dissolvens
Mb17Tb Pseudomonas - Mb31P - -
geniculata
Mb18N  Staphylococc - Mb32P Bacillus -
us arlettae zhangzhouensi
S

Clave: Mb (Melipona beecheii); E (exterior), Tb (tubo digestivo), N (nido) y P (pan de abeja).
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Figura 10. Efecto de bacterias aisladas de la rizosfera en la altura de maiz. Tratamientos

nombrados por la clave cepa. T: Testigo.

Figura 11. Efecto de bacterias asociadas a M.beecheii en la altura de maiz. Tratamientos

nombrados por la clave cepa. T: Testigo.
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5.5 Ensayo in vitro de filtrados bacterianos en maiz

Para verificar el efectos de las cepas que desarrollaron mayor crecimiento radical. Plantas de
maiz in vitro de 10 d después de siembra en medio MS se inocularon con células bacterias o
filtrados de las cepas NF4, PM9 y Al8 por ser de las cepas que promovieron mayor el
desarrollo radical en maiz. No se utilizaron bacterias provenientes de M. beecheii porque no
mostraron diferencia significativa en la raiz cuando se inocularon. El peso seco radical de las
plantas fue contrastante en ambos experimentos y notorio en uno. Cuando las plantas se
expusieron a cualquier cepa, no hubo diferencia estadistica en comparacién con el peso
radical de las plantas sin inocular, no obstante, cuando se adicionaron los filtrados de cultivo
dos tratamiento mostraron diferencia significativa. El peso seco radical incremento 46.9 mg
en plantas a las que se le adiciond filtrado de la cepa NF4 (NF4F), 46 mg en los que provenian

de PM9, mientras que en el tratamiento AI8F no hubo diferencias significativa (Figura 12).

Los filtrados bacterianos son libres de células y contienen metabolitos que los
microorganismos sintetizan durante su crecimiento, enzimas, péptidos, acidos organicos,
hormonas (AIA, giberelinas), entre otros (Aldesuquy et al., 1998; Fukami et al., 2017;
Gutierrez-Mefiero et al., 2001). Los filtrados han sido utilizados por su capacidad de poseer
propiedades antifingicas para el control de enfermedades (Bach et al., 2016; Pineda-
Mendoza et al., 2019), inducir la germinacién (Sorty et al., 2016) o estimular el desarrollo
de las plantas (Gutierrez-Mafiero et al., 2001). Es probable que la induccion del desarrollo se
deba a una hormona bacteriana activa en el medio de cultivo, las cuales tienen las mismas
funciones que las sintetizadas por plantas, como se demostré con las giberelinas de
Bacillus pumilus y Bacillus licheniformis (Gutierrez-Mefiero et al., 2001), a su vez los

extractos de cultivos de Azospirillum brasilense tuvieron efectos similares al AIA ex6geno

52



en el desarrollo de pelos laterales en trigo, asi mismo se ha atribuido al AIA de Paenibacillus
el responsable de incitar el crecimiento de raices adventicias en Eustoma grandiflorum al
adicionar 2 mg L de la hormona bacteriana en medio de cultivo MS (Fuentes-Escobar et al.,

2019).

Las células o filtrados de las plantas cambiaron la expresion génica en la raiz y hojas de
maiz, se determiné que los metabolitos en el cultivo eran los responsables de la respuesta
vegetal, debido a que el contenido de células disminuyo rapidamente en los tejidos (Fukami
etal., 2017). En otro estudio se ha evaluado la accion de los metabolitos a ensayos en sustrato,
Calvo et al. (2017) encontraron que la implementacién de células bacterianas en maiz iguald
el efecto de los cultivo sin bacterias, alcanzando el nivel de promocion en el cambio de la

morfologia de la raiz que generan las células bacterianas al inocularse en suelo.
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Figura 12. Peso seco radical de plantas de maiz sin inoculacion e inoculadas in vitro con
células de las cepas Al8, NF4 y PM9 o sus filtrados AI8F, NFAF y PM9F. Letras diferentes

sobre el tratamiento indican diferencias significativas (Tukey a=0.05).

53



5.6 Efecto de la inoculacion de bacterias en lechuga

5.6.1 Influencia de la inoculacion bacteriana en el peso fresco

El peso fresco se considera una variable imprecisa para evaluar las plantas tras ser inoculadas
por bacterias con potencial para la agricultura. Es una variable versatil a cambios en el manejo
de los tejidos vegetales, se perturba facil al incremento de temperatura (perdida de agua en
tejidos), y provoca errores en el registro de datos cuando el procesamiento de las muestras

no se realiza en &reas Gptimas para el pesaje; sobreestimado los valores (Huang et al., 2017).

A pesar de lo anterior, el peso fresco se tomé en cuenta en esta evaluacién, pues el valor
comercial de las lechugas depende del contenido total de agua en el tejido, ademas,
investigaciones recientes sobre microorganismos promotores del crecimiento vegetal lo han

registrado (Lee et al., 2020; Sahin et al., 2015).

El peso fresco de las lechugas evaluado a los 30 d post inoculacién se favorecio en 26
tratamientos inoculados. Los 10 tratamientos con mejor rendimiento en peso fresco
correspondieron a la cepas Mb6E (P. geniculata), Mb8E (Bacillus pacificus), Mb11E (B.
pacificus), Mb13Th, Mb14Th, Mb20N (B. panaciterrae), Mb26N (PIZP_s), Mb30P (B.
zhangzhouensis) Mb32P (B. zhangzhouensis) y ACC2, de las cuales solo la tltima pertenece
a los aislamientos realizados de la rizosfera de maiz. El incremento del peso fresco fue de
50% (Mb13Thb y B. panaciterrae Mb20N) hasta 60% (ACC2 y B. zhangzhouensis Mb32P) y
61 % por la bacteria B. zhangzhouensis Mb30P. ElI aumento por las cepas restantes
mencionadas fluctu6 en porcentajes intermedios, mientras que las no mencionadas
favorecieron de 38% (Enterobacter cloacae subsp. dissolvens Mb7E) a 49 % por

Staphylococcus kloosii Mb24N (Cuadro 5).
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Se ha demostrado que el contenido total de agua en varios cultivos se mejora al ser expuestos
a BPCP (Alguacil et al., 2009; Armada et al., 2015; Sahin et al., 2015). Es probable que el
cambio en el peso fresco influenciado por el agua en las lechugas se deba a la capacidad de
las bacterias de cambiar la expresion génica de la planta y ayudar a la absorcion y transporte
de la misma. De acuerdo con del Mar et al (2009) las acuaporinas, proteinas encargadas de
aumentar el estado de agua en la planta a través del ajuste de la conductividad hidraulica se
regularon a la alza en lechuga por Pseudomonas mendocina. Por otra parte Sahin et al (2015),
determino que especies del genero Bacillus incrementan el peso fresco de la lechuga al
inducir la acumulacion de agua y el contenido de esta en las hojas, mejoran la eficiencia de
la conductancia estomaética y en situaciones de déficit hidrico en el suelo, se reduce la fuga

de electrolitos.

5.6.2 Influencia de la inoculacion bacteriana en el area foliar

El tamafio de las hojas de la lechuga es una caracteristica importante en su comercio porque
agrega valor en masa vegetal por planta. 11 cepas mostraron diferencia significativa en el
desarrollo foliar respecto al area de las hojas del tratamiento sin inoculacion. Las once (P.
geniculata Mb6E, B. pacificus Mb8E, B. pacificus Mb11l, Mb12Tbh, Mb13Th, C. nuruki
Mb19N, Staphylococcus kloosii Mb24N, Staphylococcus kloosii Mb27N, B. zhangzhouensis
Mb30P, B. zhangzhouensis Mb32P y ACC2), se encuentran el grupo que incidieron en la
absorcion de agua, reflejado en el peso fresco de la planta. Las cepas ACC2 y P. geniculata
Mb6E, ejercieron mayor desarrollo foliar. El 4rea de las hojas incremento en 58% (128 cm?)
cuando las plantas se inocularon con ACC2 y 57% (125 cm?) con las cepa Mb6E P.
geniculata, estos datos en contraste a las plantas testigo sin bacterias que tuvieron area de

213.3 cm? Los tratamientos restantes también tuvieron valores sobresalientes, los
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porcentajes de area por encima de plantas testigo oscilaron entre 49 % (Mb12Thb) y 53% (B.

zhangzhouensis Mb32P) (Cuadro 5).

En las plantas, procesos fisiologicos como senescencia de hojas, maduracion del fruto,
elongacion de entrenudos, cierre y apertura de estomas, dormancia, diferenciacion, entre
otros, estan controlados por reguladores del crecimiento: auxinas, giberelinas (GA), acido
abscisico, etileno y citocininas (Davies et al., 2010). El desarrollo de méas hojas o la expansion
de las mismas en las plantas son las dos caracteristicas que explican el aumento del éarea
foliar. Las auxinas, familia de fitohormonas donde se incluye al AIA, participan en el
desarrollo de las hojas al igual que las GA. En lo que considera al AIA, en frijol esta variable
es afectada por la inhibicion del transportador de la auxina y la exposicion prolongada a alfa
naftaleno acético, lo cual redujo la expansion foliar, caso contrario a lo que la adicion
constante de AIA causo (Keller et al., 2004). En Arabidopsis y tabaco, se demostr6 que el
AlA es util para la division celular durante el desarrollo temprano de las hojas, al iniciar el
proceso el contenido en tejido se eleva y una vez finalizado e iniciada la elongacion celular
su contenido cae drasticamente (Ljung et al., 2002). El control del crecimiento y desarrollo
también se corroboro en hojas de té (Wang et al., 2020). Por otra parte, las GA modulan la
elongacion de los entrenudos del tallo, ademas, su carencia en las plantas causa cambios en

la morfologia de la hoja y minimiza su tamafio (Li et al., 2012).

AUln con la informacién que se sabe a cerca de la funcién directa o indirecta que tienen las
auxinas, en especifico el AlA, no se conoce si el procedente de la sintesis bacteriana sea el
protagonista del incremento del area foliar en los tratamientos, a razén de que bacterias que
produjeron AIlA in vitro no se expresaron en los resultados conseguidos como es el caso de

las cepas Al2, Al8, Al15, PM8, PM9, 1R1B y 2AR1B, aisladas de la rizosfera de maiz y las
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cepas Enterobacter ludwigii Mb2E, B. panaciterrae Mb20N, PIZP_s Mb26N, LGUF _s
Mb28P y CP018758 s Mb29.Cabe mencionar también el desconcierto de que cualquiera de
las bacterias aqui trabajadas sinteticen GA, a la cual se le atribuya la respuesta en la planta,
en particular porque algunas rizobacterias tienen la capacidad de producirla (Radhakrishnan
et al., 2016), o bien, que ciertos compuestos volatiles bacterianos regulen el estado de la
auxina o estimulen la sintesis de enzimas que realizan funciones de degradacion de la pared
celular y expansion de la hoja (Zhang et al., 2007). No obstante se conoce que bacterias AIA
y GA positivas establecen una asociacion benéfica cuando son adicionadas a las plantas

(Aponte et al, 2017; Radhakrishnan et al., 2016).

Los resultados destacados en el area foliar concuerdan con lo reportado por Aponte et al.
(2017) en lechuga, al aplicar Azospirillum sp. y P. fluorescens, ambas productoras de AIA
propiciaron beneficio desde germinacion hasta cosecha, en particular en el area foliar total
de las plantas inoculadas. En el mismo cultivo, Marulanda-Aguirre et al. (2007) reportaron
que la inoculacion con B. megaterium promueve el desarrollo total de las hojas hasta en 51%,
mientras que en mezcla mixta con hongos micorrizicos difieren los resultado sobre la planta,
benéficos o perjudiciales, puesto que la asociacion que estos formen con la bacteria depende
de la adaptabilidad del ambiente al que se van a estudiar, incluso al ser la misma especie. En
cuanto a la giberelina, induce e incita en lechuga la expresion de méas hojas con mayor tamafio
(Miceli et al., 2019), similar a lo que sucede cuando las GA son de procedencia bacteriana

y se encuentran activas (Radhakrishnan et al., 2016).
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5.6.3 Influencia de la inoculacion bacteriana en el peso seco

El peso seco aéreo de las plantas de lechuga se incrementd en todos los tratamientos. El
aumento fue de 13% cuando se expuso a la cepa 1R1B y hasta 63% cuando se inocularon
con Mb32P. La bacteria Mb19N aumento 60%, la Mb8E 57% y la Mb28P 55%, mientras
que la cepa de maiz que consiguié mejores valores fue la ACC2 con 53%. El peso seco radical
destacd en cuatro tratamientos en general. La cepa Mb32P, Mb19N, Al2 y Mbl5Tb

estimularon el peso seco radical 65, 100, 109 y 110% respectivamente (Figura 16).

A pesar de los datos porcentuales que numéricamente indican la promocién de mas de la
mitad del peso seco aéreo y més del doble del peso seco radical, el analisis estadistico no
arrojo diferencias significativas en ninguno de los tratamientos en estas variables (Cuadro 5).
Lo anterior sugiere que los mecanismos que influencian el peso seco radical y aéreo pueden

ser diferentes a los que indujeron el incremento del area foliar y peso fresco.

Los mecanismos por los cuales las BPCP mejoran el desarrollo de las plantas estan bien
definidos (solubilizacion de fosfato, sintesis de siderdforos y hormona vegetales y fijacion
de nitrégeno) (Durante et al., 2016). Bajo las condiciones que se realizo6 el experimento solo
se puede adjudicar a la fijacion de nitrégeno y la sintesis de AIA y otros reguladores
bacterianos. Cabe mencionar que la procedencia de las cepas también es un factor que influye
en la compatibilidad en la promocion del crecimiento. Por ejemplo, Durante et al. (2016)
encontraron que la bacteria del genero Burkholderia y Bacillus, procedente de Paullinia
cupana aumentaban el crecimiento y el peso seco radical y aéreo de maiz mas del 130%,
mientras que el efecto en soya no fue el mismo, puesto que el peso seco radical no cambio.

El efecto incluso puede darse en plantas de la misma especie, otro ejemplo claro es la

58



inoculacion de Azospirillum que solo aument6 el peso seco en maiz PR37Y15 pero no del
DK315, de acuerdo con la investigacion Azospirillum sp. ocasiona cambios diferentes en el
proceso de sintesis de metabolitos en las dos plantas, los cuales son los responsables del
crecimiento (Walker et al., 2010). Esto conlleva a que a pesar de los rasgos bioguimicos

importantes de seleccion de bacterias para la agricultura no sobresalgan en algunos cultivos.

5.7 Ensayo de germinacion

El porcentaje de germinacion se registré a los 5 dias y se tomo en cuenta la emergencia de la
radicula, sin embargo, para ver el efecto de las bacterias a largo plazo durante el desarrollo
de plantula se realizaron observaciones hasta los 15 dias. La inoculacion en las semillas tuvo
reacciones diferentes. No hubo aumento notorio de la germinacion a los 5 dias después de
inoculacion (ddi). Por el contrario la cepa 2AR1B, PM9, ACC2, Enterobacter ludwigii
Mb2E, P. geniculata Mb6E, Enterobacter cloacae subsp. dissolvens Mb7E redujeron el
porcentaje 37, 58, 17, 34, 24 y 27 % respectivamente. 15 ddi, las plantulas vivas y el
desarrollo continuo de la radicula lo redujeron algunas bacterias. Se registro la detencion de
la emergia de laradicula. Al finalizar germinaron 26 semillas del tratamiento sin inoculacién,
lo que hace referencia a la viabilidad de las mismas y que el efecto benéfico no sea destacado
por las bacterias. Cabe mencionar que 15 ddi dos bacterias (PM3 y Al15) ocasionaron
necrosis y detuvieron el desarrollo completo de la plantula y del continuo crecimiento de la

radicula, el resto se mantuvo en sintonia con el testigo (Figura 13).

Hay reportes de bacterias que establecen una asociacion benéfica con las plantas
promoviendo su crecimiento, pero que ademas de hacerlo, pueden ocasionar necrosis en la

punta de la raiz sin inducir dafios en el crecimiento (Kloepper y Schroth 1981). Es
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recomendable realizar pruebas de patogenicidad cuando se desea realizar un experimento
especifico sobre una caracteristica de promocion del crecimiento por microorganismos, ya
sea en germinacion o en planta, cuando los aislamientos de realizan de un organismo
diferente al que se va a trabajar, debido a que las pruebas de hipersensibilidad pueden resultar
positivas a los microorganismos promotores (Bacilio-Jiménez et al., 2001; Fatmawati et al.,

2019).

La latencia o germinacion de las semillas dependen de las condiciones externas. El proceso
como tal esta regulado por varios factores, entre los que se incluyen la temperatura (Xia et
al., 2018) y las hormonas vegetales que son producidas por las plantas y por algunas bacterias
del suelo (Miransari et al., 2014). Este también esta4 controlado por especies reactivas de
oxigeno, etileno, giberelinas y acido abscisico. El etileno y las giberelinas se asocian con la
estimulacion de la germinacion (EI- Maarouf-Bouteau et al., 2015; Gashi et al., 2012),
mientras que el acido abscisico con la inhibicion (El-Maarouf-Bouteau et al., 2015; Kang et
al., 2015). Por otra parte, el acido indol acético a pesar de ser una fitohormona producida por
bacterias del suelo no es indispensable en la germinacion, pero si para el crecimiento de las

plantulas (Hentrich et al., 2013).

Si bien, diversos estudios han analizado el efecto de las bacterias sobre la germinacion, en
particular porgue se conoce que varias especies la inducen y la mejoran (Mangman et al.,
2016; Radhakrishnan et al., 2016; Sorty et al., 2016), también hay resultados contrarios, en
donde las bacterias la inhiben (Hoang et al., 2005; Miché et al., 2000). Por ejemplo, en
lechuga B. methylotrophicus KE2 positivas para AIA y giberelinas, indujeron la promocion
de la germinacion hasta 400 % (Radhakrishnan et al., 2016), mientras que Azospirillum sp.

y P. fluorescens en condiciones in vitro no hubo efecto (Aponte et al., 2016). Azospirillum
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brasilense, una bacteria estudiada por su potencial en la agricultura, produjo un compuesto
orgénico soluble en alcohol que al aplicarlo de forma exdgena inhibia la germinacion de

Orobanche aegyptica (Dadon et al., 2004).

En el ensayo in vitro cinco de las seis cepas que afectaron més la germinacién producen AIA
(2AR1B, PM9, ACC2, Enterobacter ludwigii Mb2E, P. geniculata Mb6E) y como se
menciond anteriormente, es una hormona que no es requerida en su totalidad para la
emergencia de la radicula a lo que se atribuye que parte del proceso pudo ser impedido por
el AIA bacteriano. En lechuga es una de las plantas en la que se confirmé esto (Khan et al.,
1966). Respecto al AlA bacteriano, Sorty et al. (2016), validaron en Psoralea corylifolia L.,
que las cepas que producen mayor AlA provocan la germinacion de las semillas con éxito.
Otra caracteristica importante es la regulaciéon que las bacterias logran con sus metabolitos.
El AIA de Pseudomonas sp. redujo la actividad enzimatica de la amilasa, la enzima
responsable de convertir el almidon en azdcar soluble para el desarrollo del trigo durante la
germinacion, lo cual se corroboré con la adicion exdgena de la hormona (Tabatabai et al.

2016).
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Figura 13. Efectos negativos de la inoculacion en semillas de lechuga. Vista es caja Petri

PM3 (A), Al15 (B), testigo (C), vista en estereoscopio PM3 (Al), Al15 (B1) y testigo (C1).
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Figura 16. Incremento porcentual del peso seco aéreo y radical en lechuga provocado por

las cepas aisladas de la rizosfera de maiz y M.beecheii.



Cuadro 3. Efecto de la inoculacion de las cepas rizosféricas en la altura y peso seco de

maiz.

Tratamiento Altura (cm) Peso seco aéreo (mg) Peso seco radical (mg)
ACC1 58+2.5a 735127 a 532+44 ab
ACC2 50.9+2 abcde 684123 a 501+18 ab
1R1B 44.9+1.5 bede 647423 a 565+47 ab

2AR1B 52.6+2.2 abc 674143 a 539430 ab
NF1 46.1+1 abcde 684132 a 530+37 ab
NF2 54.6+1.4 ab 702422 a 510466 ab
NF3 44.8+1.2 becde 594424 a 593+37 ab
NF4 51.7+1.5 abcd 7127 a 66442 a
NF5 43.5+2.1 bcde 610455 a 622158 ab
NF6 44.6+3.8 bcde 584+4 a 605+52 ab
NF7 47.1£1.9 abcde 643119 a 577435 ab
NF8 47.2+2.2 abcde 672158 a 545424 ab
NF9 40.2+2.1 cde 665154 a 622+19 ab
PM3 45.0+3.8 bede 579+41 a 535450 ab
PM5 45.6+2.3 abcde 680498 a 612434 ab
PM7 51.5+2.6 abcd 75942 a 559+49 ab
PM8 52.7+3.4 abc 699+33 a 564+34 ab
PM9 38.8+2.6 e 635189 a 661+53 a
Al2 39.3+£3 de 570434 a 671t12 a
Al8 46.9+0.09 abcde 693169 a 644169 a
All5 43.4+2.1 bede 706143 a 600+21 ab
Testigo 51.7+1.4 abcd 614+11 a 400149 b

Medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05).

Medias n=3 + EE.
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Cuadro 4. Efecto de la inoculacion de las cepas aisladas de M. beecheii en la altura y peso

seco de maiz.

Tratamiento Altura (cm) Peso seco aéreo (mg) Peso seco radical (mg)
Mb1E 64.612 a 567+£53 a 222+17 a
Mb2E 66.4+1.4 a 590468 a 221+43 a
Mb6E 70.1+2.2 a 586144 a 183+20 a
Mb7E 68.7+4.9 a 50073 a 201+34 a
MbSE 65.5+5.7 a 485+63 a 217+l a

Mb11lE 64.4+45a 477169 a 167+12 a
Mb12Th 70.8t1.2 a 516+11a 196+13 a
Mb13Th 69.1+5 a 567143 a 249+13 a
Mb14Th 68.7t4.3 a 582+43 a 202+28 a
Mb15Th 64+3.1a 484160 a 201+24 a
Mb16Th 67.3t4 a 632141 a 231424 a
Mb17Th 68.9+4 a 610£30 a 25217 a
Mb18N 63.6+2.8 a 534+11a 212423 a
Mb19N 68.6+1.7 a 613+31 a 205+29 a
Mb20N 70.6+2.6 a 566143 a 241+17 a
Mb21N 65.7+1.7 a 569144 a 229+26 a
Mb23N 734122 a 642426 a 237+35a
Mb24N 68.2+4.4 a 609+48 a 243t12 a
Mb25N 75.8+1.7 a 667155 a 209+23 a
Mb26N 64.6+1 a 589+17 a 250+40 a
Mb27N 70.2+05a 675+10 a 222+14 a
Mb28P 70.9+3.2 a 518471 a 197+23 a
Mb29P 62.2+3.6 a 588145 a 263+23 a
Mb30P 74.8t5.4 a 738484 a 248+37 a
Mb31P 64.4+3.4 a 616+59 a 205+18 a
Mb32P 71+3.9a 672177 a 222432 a
Testigo 67.3x2.2 a 536+38 a 237+12 a

Medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).

Medias n=3 + EE.
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Cuadro 5. Efecto de la inoculacion de las cepas rizosféricas y aisladas de M. beecheii en el

peso fresco, area foliar y peso seco de lechuga.

Tratamiento

Peso fresco (g)

Area foliar (cm?)

Peso seco aéreo (mg)

Peso seco radical

Mb1E
Mb2E
Mb6E
Mb7E
Mb8E
Mb11E
Mb12Tb
Mb13Tb
Mb14Tb
Mb15Tb
Mb16Tb
Mb17Tb
Mb18N
Mb19N
Mb20N
Mb21N
Mb23N
Mb24N
Mb25N
Mb26N
Mb27N
Mb28P
Mb29P
Mb30P
Mb31P
Mb32P
ACC1
ACC2
1R1B

9.2+0.6 abc
10.2+0.8 ab
11.3+0.3 ab
10.1+0.5ab
11.5+0.5ab
11.6£0.8a
10.3+0.3 ab
11+0.7 ab
116+0.3 ab
9.6+0.7 abc
10.1+0.7abc
10.2+1.1ab
10.1+0.3 abc
10.5+£0.3 ab
11+0.7 ab
9.7+0.4 abc
10+0.3 abc
10.9+0.3 ab
10+0.8 abc
11.1+0.5ab
10.6+0.6 ab
10.8+0.5 ab
10.5+£0.4 ab
11.8+0.3a
10+0.6 abc
1171 a
9.2+0.3 abc
11.7¢1a
8.8+0.5 bc

290.8+15.7 ab
291+21.7 ab
345.2+24 a
294.7+19 ab
326.3+31.1a
327+24.5 a
317.4+22.2 a
322.6x17.7 a
303.4+19.5 ab
288.3+30.6 ab
291.2+25.9 ab
307+34.4 ab
292+2.1 ab
322+145a
299.8+25.6 ab
288.3+16.3 ab
306.7+21.2 ab
326.9+12.8 a
283+26.5 ab
304.4+9 ab
323.6+23.7 a
302.8+16.4 ab
303.2+19.4 ab
337.2+17.8 a
289.9+17.9 ab
336.3+28.6 a
269.9+15 ab
348.2+30.4 a
267.6+21.7 ab

589+29 ab
668+79 ab
695177 ab
615457 ab
707+80 ab
711+£73 ab
592+16 ab
648+32 ab
613160 ab
621+109 ab
588+52 ab
609+71 ab
632114 ab
722456 ab
599+48 ab
611454 ab
674+102 ab
697+45 ab
434434 b
578+27 ab
636152 ab
698140 ab
586162 ab
630+66 ab
518+19 ab
737157 a
574163 ab
691+103 ab
512+59 ab

82+15abc
10845 abc
70+18 abc
68+14 abc
73+16 abc
99+7 abc
56+3 abc
768 abc
48420 bc
143+20 a
61+8 abc
82+16 abc
83112 abc
136+34 ab
64+21 abc
95+11 abc
76+20 abc
100£10 abc
18+4 c
48+7 abc
76+13 abc
92+15 abc
49+13 abc
559 abc
49411 abc
112419 abc
74+22 abc
75+23 abc
58+18 abc

Medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, a=0.05).

Medias n=4 + EE.
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Cuadro 5. Continuacion.

Tratamiento

Peso fresco (g)

Area foliar (cm?)

Peso seco aéreo (mg)

Peso seco radical

2AR1B
NF1
NF2
NF3
NF4
NF5
NF6
NF7
NF8
NF9
PM3
PM5
PM7
PM8
PM9
Al2
Al8
Al15
T

10.4+0.3 ab
8.8+0.5 bc
9+0.5 abc
9.2+0.4 abc
10.2+0.6 ab
10.1+0.2 abc
9.3+0.1 abc
11.5+0.3 ab
9.9+0.4 abc
10.1+1 ab
10.3+0.3 ab
9.5+0.5 abc
10.1+0.6 abc
9.8+0.4 abc
9.9+0.8 abc
10.6+0.9 ab
10.3+0.08 ab
9.7+1 abc
7.3+0.2¢c

313.6+20 ab
278.2+16.7 ab
277.7£17.1 ab
270.5+15.4 ab
283.7+£23.9 ab
293.5+14.5 ab
273.445.7 ab
313+18.3 ab
295.8+11.9 ab
283.5+35.1 ab
306.9+16.6 ab
288.2+25.8 ab
285.9+18.7 ab
286.7+15.3 ab
290.8+22 ab
312.1+39.8 ab
306.4+13.9 ab
280.7+23.4 ab
219.3¥12 b

602+41 ab
549+45 ab
577+57 ab
548+39 ab
629+44 ab
590+57 ab
567+23 ab
672+36 ab
629+39 ab
565+70 ab
617+95 ab
580+53 ab
645+62 ab
63568 ab
561+81 ab
672+91 ab
556+66 ab
631+41 ab
451+50 ab

66+13 abc
82120 abc
98+21 abc
73+14 abc
84+19 abc
73+18 abc
80+12 abc
90+£18 abc
9918 abc
7510 abc
63+20 abc
92+19 abc
98+18 abc
104+18 abc
64+12 abc
142+27ab
85110 abc
1056 abc
68+14 abc

Medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05).

Medias n=4 + EE.
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V1. CONCLUSIONES

- Bacterias con rasgos de promocion del crecimiento vegetal se asocian con la rizosfera

de maiz.

- Las cepas bacterianas asialdas de la rizosfera poseen mecanismos diferentes de
promover el crecimiento y de sintetizar AIA y solubilizar fosfato a diferentes

conentraciones.

- Las cepas asociadas a maiz y M. beecheii son candidatas para utilizarse en la
agricultura sustentable por promover el crecimiento en maiz, aumentar la absorcion de

agua, el desarrollo radical y foliar en lechuga.

- Las bacterias que provienen de la rizosfera y M. beecheii no son Utiles en la induccion

de la germinacion de lechuga.
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ANEXOS
Curva patron fosfato

Se utilizo KH2PO4 para las la curva de concentraciones conocidas. Se tomo en cuenta el peso

molecular del compuesto y del % que representa el PO4 del compuesto.

Se diluyeron 0.1 g de KH2PO4 en 6.978 mL de agua bidestilada. Después se elaboraron las
concentraciones en medio de cultivo pikovskaya aforado a 10 mL a partir de la cantidad de
solucion stock tomada para cada tubo, de tal forma que se obtuvieron las siguientes relaciones

que se muestran en el cuadro 6.

Curva patron indol

La solucion stock de AlA se realiza a partir de la adicion de 0.1 g de AIA en 5 ml de etanol
al 95%, se disuelve y se afora a 100 ml para obtener una concentracion inicial de 1000 pg/ml.
Apartir de esta se procede a elaborar los estandares que tengan una concentracion de 0 a 100
pug/ml en 10 mL de medio de cultivo LB. Para obtener las concentraciones mencionadas se

utilizé la cantidad indiada en el cuadro 7.

Una vez que se tienen los estandares se toman 100 pL de cada concentracién y se colocan en
pozos de placa para espectofotometria por triplicado. A las mustras se le adiciona 100 pL de
reactivo de salkowski. La placa se incuba por 30 min en la obscuridad. Pasado este tiempo
se procede a la lectura de las muestras en el espectrofotdbmetro a 530 nm (las lecturas se

inician a partir de la menor concentracion, como el ejemplo de la Figura 1).
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Cuadro 6. Requerimentos de medio de cultivo pikovskaya liquido y solucion stock para

preparar curva estandar de fosfato.

Concentracion

Cantidad de Stock

Cantidad de medio Total del medio de

(Mg mL™) a agregar (uL) de cultivo cultivo
pikovskaya (mL)
10 10 9.990
20 20 9.980
30 30 9.970
40 40 9.960
50 50 9.950
60 60 9.940 10 mL
100 100 9.900
200 200 9.800
300 300 9.700

Cuadro 7. Requerimentos de medio de cultivo LB liquido y solucion stock para preparar

curva estandar de indol.

solucion Stock mL

Cantidad de

Cantidad de medio

de cultivo LB mL

Concentracion pg/ ml

0.1
0.2

0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1

9.9
9.8

9.7
9.6
9.5
9.4
9.3
9.2
9.1
9.0

10
20

30
40
50

6.
70
80
90
100
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