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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO VEGETAL MULTIFUNCIONALES E INOCULACION DE
HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN Ricinus communis L.

Raul Fidel SGnchez-Hernandez, D. en C.
Colegio de Postgraduados, 2015.

La higuerilla o ricino (Ricinus communis L.), de la familia de las Euphorbiaceae, es
una especie polimérfica ampliamente distribuida a nivel mundial y particularmente
conocida en México desde épocas prehispanicas por los zapotecos (1578) y
mixtecos (1593), donde prospera comunmente en predios baldios de las ciudades
y poblados, asi como a la orilla de las carreteras. La higuerilla resiste condiciones
climatologicas extremas, suelos pobres en nutrientes y largas temporadas de
escasez hidrica. Adicionalmente, posee una gran variedad de usos, entre los que
se destaca la produccion de aceite para biocombustibles y productos utiles en la
alimentacion pecuaria. Sin embargo, su produccion sustentable enfrenta el
problema de la fertilizacion quimica, por tal motivo, el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la inoculacibn con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal y hongos endomicorrizicos en la produccion de planta de
Ricinus communis L. Se aislaron, caracterizaron e identificaron bacterias
multifuncionales promotoras del crecimiento vegetal;, y se determinaron las
poblaciones de hongos, bacterias totales y actinomicetos. Adicionalmente, se
evaluo el efecto de 2 consorcios de hongos micorrizicos arbusculares en el
crecimiento y colonizacién de plantas de higuerilla. Las cepas multifuncionales se
identificaron genéticamente con el gen 16S rDNA, teniendo como resultado la
identificacion de 7 cepas como: Arthrobacter koreensis, Bacillus megaterium,
Bacillus simplex, Paenibacillus lactis, Pseudomonas extremorientalis y Raoultella
ornithinolytica. Adicionalmente, se establecieron las relaciones filogenéticas de
dichos aislamientos, con base en estas pruebas moleculares. Hasta donde
conocemos, se reporta por primera ocasion la capacidad de solubilizar fosfatos y
de producir AIA en Arthrobacter koreensis y Bacillus megaterium. Finalmente, se
encontré que R. communis es susceptible de infeccion por hongos micorrizico
arbusculares, detectandose la presencia de estructuras intraradicales incluyendo
arbusculos, vesiculas, esporas e hifas. Este trabajo demuestra el potencial
biotecnolégico de microorganismos rizosféricos en la produccion de R. communis,
con su subsecuente potencial en la produccién de biocombustibles.

Palabras clave: Higuerilla, Arthrobacter koreensis, Bacillus megaterium,
Rhizophagus diaphanus, Claroideoglomus claroideum.



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PLANT GROWTH
PROMOTING MULTIFUNCTIONAL BACTERIA AND INOCULATION WITH
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN Ricinus communis L.

Raul Fidel Sanchez-Hernandez, D. en C.
Postgraduate College, 2015.

Castor oil or castor (Ricinus communis L.) of the family Euphorbiaceae, is a
polymorphic species widely distributed world-wide and particularly known in Mexico
since Pre-Hispanic times by Zapotec (1578) and Mixtec (1593) people, where it
grows frequently in abandoned places and in cities and towns, as well as in the
roadsides. The castor oil resists extreme climatic conditions, nutrient-poor soils and
long periods of drought. Additionally, castor has a variety of uses, including oll
production for biofuels and useful products for animal feeding. However, their
sustainable production faces the problem of chemical fertilization. Therefore, the
present work aimed to evaluate the effect of inoculation with plant growth
promoting rhizobacteria and endomycorrhizal fungi in the plant production of R.
communis. Multifunctional plant growth promoting rhizobacteria were isolated,
characterized and identified; and the populations of total fungi, bacteria and
actinomycetes. Aditionally, the effect of 2 consortia of abuscular mycorrhizal fungi
on the growth and colonization of castor plants was evaluated. The multifunctional
strains were genetically identified with the gen 16S rDNA, resulting in the
identification of 7 strains as Arthrobacter koreensis, Bacillus megaterium, Bacillus
simplex, Paenibacillus lactis, Pseudomonas extremorientalis and Raoultella
ornithinolytica. Additionally, the phylogenetic relationships of these isolates based
on these molecular tests were established. As fas as we know, the ability of
Arthrobacter koreensis and Bacillus megaterium to solubilize phosphates and to
produce indol acetic acid, is reported for the first time. Finally, it was found that R.
communis is susceptible of infection by arbuscular mycorrhizal fungi, producing
intraradical structures including arbuscules, vesicles, spores and hyphae. This
work demonstrates the biotechnological potential of rhizospheric microorganisms in
the production of R. communis, with their subsequent potential for biofuel
production.

Keywords: Castor oil, Arthrobacter koreensis, Bacillus megaterium, Rhizophagus
diaphanus, Claroideoglomus claroideum.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION GENERAL

De acuerdo con SEMARNAT (2009) el calentamiento global climatico es de origen
antropogénico, recientemente etiquetado como una nueva era geoldgica
denominada “antropoceno”, es decir, originada por las emisiones de gases de
efecto invernadero derivadas de las actividades humanas a partir de la invencion
de la agricultura. Se dice que México contribuye con alrededor de 1.5% al
problema global, muy por debajo de los grandes emisores historicos: Estados
Unidos, Union Europea y China, que vierten actualmente a la atmésfera mas de 17
mil millones de toneladas de CO0,. Por otro lado, Indonesia y Brasil, s6lo por
deforestacion, emiten anualmente casi 5 mil millones de toneladas, alrededor del
10% del total global; En contraste, los Estados Unidos de América, la Union
Europea, China, India, Reino Unido, Italia, Francia y Espafia, logran captura
forestal por alrededor de 530 millones de toneladas de C0O, (SEMARNAT, 2009).
Esto ocurre cuando el didxido de carbono atmosférico (C0,) es absorbido por los
arboles mediante la fotosintesis, y es almacenado en forma de materia organica
(biomasa-madera). Aproximadamente 42% a 50% de la biomasa de un arbol
(materia seca) es carbono. Una tonelada de carbono secuestrado, equivale a 3.5
toneladas aprox. de CO, atmosférico. Una tonelada de biomasa con 45% de
carbono contiene 450 Kg. de carbono y 1575 Kg. de C0,. Segun el Banco Mundial
se necesitarian 1.5 ha plantadas con é&rboles en desarrollo en regiones sin

forestacibn para compensar las emisiones de CO, de una persona, y 9,000



millones de hectareas para compensar temporalmente las emisiones de los 6,000
millones de habitantes en el mundo. Sin embargo, esto seria insuficiente, porque
la poblacién y las emisiones de CO0, aumentan diariamente. La liberacion del
carbono no es el Unico problema que genera la deforestacion, al estar el suelo
desnudo se provoca la pérdida de suelo fértil, afectando a las poblaciones de
microorganismos que lo habitan y mantienen en condiciones sanas, debido a que
el agua y el viento normalmente arrastran la capa superficial de tierra,
principalmente producto de malas técnicas de cultivo, sobrepastoreo, quema de
vegetacion o tala del bosque. El cultivo de tierras en lugares con pendiente
aumenta la posibilidad de agotamiento del suelo fértil, ya que es muy facil el
arrastre del mismo. La degradacion del suelo reviste gran importancia, porque su
regeneracion es en extremo lenta. En zonas agricolas tropicales y templadas, se
requiere de un promedio de 500 afios para la renovacion de 2.5 centimetros de
suelo. Es importante destacar que la erosion del suelo, ademas de afectar y alterar
los ecosistemas, afecta seriamente a la gente y a la economia de un lugar. Hay
una relacién directa entre la disminucién de la capacidad productora del suelo y la
disminucién de los ingresos de la comunidad. Cuando se tala vegetacion para
despejar tierras o usar lefa, la capa fértil del suelo es expuesta a la lluvia y al sol,
la corteza del suelo se endurece y se seca, impidiendo la infiltracion de mas agua.
Asi comienza el proceso de desertificacion, ya que disminuye la filtracion acuosa a
depositos subterraneos, y la capa de suelo superficial se erosiona y se convierte
en estéril. Las raices de las plantas y los animales propios de suelo lo hacen mas
poroso dandole oportunidad al agua para pasar a través de él. La vegetacion

puede facilitar la infiltracion aun en los suelos duros y arcillosos. Una alternativa
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que contribuye potencialmnte a mitigar parcialmente estos problemas, es el
establecimiento de sistemas agroforestales, incluyendo aquellos con higuerilla o
ricino (Ricinus communis L.), de la familia de las Euphorbiaceae, cuyo centro de
origen se presume en Africa tropical (Abisinia) y posiblemente de la india. Esta es
una especie monoespecifica polimorfica (Manjunath y Sannappa, 2014)
ampliamente distribuida en el mundo actual (Marenco et al., 2012) y
particularmente conocida en México (Goytia et al., 2010) desde épocas
prehispénicas por los zapotecos (1578) y mixtecos (1593), donde nace, crece y se
reproduce en todos los predios baldios de las ciudades y poblados, asi como a la
orilla de las carreteras (De la Vega, 2006). Gracias al eficiente aprovechamiento
de los recursos ambientales (Reveles et al., 2010), dada su capacidad para resistir
en condiciones climatolégicas extremas, suelos pobres en nutrientes y largas
temporadas de escasez hidrica. Se reporta que México cuenta con condiciones
agroecolodgicas propicias para el cultivo de esta especie, con una superficie de
3,940,991 hectareas y actualmente el interés por su cultivo va en aumento
(Cordoba, 2012 y Orihuela, 2011), resaltando sus bondades al implementarse en
sistemas agroforestales ya que produce muchos productos y subproductos que
pueden ser aprovechables, reduciendo el impacto a zonas naturales, se ha
plantado en zonas aridas para control de la erosion del suelo, puede ser usada en
cercos vivos, o en terrazas de formacion sucesiva (Sanchez-Hernandez, 2007),
provee de una sombra media, permitiendo el desarrollo de plantaciones de café
(Farfan-Valencia y Mestre-Mestre, 2005) o cultivos de cobertera, funciona como
repelente de insectos y tuzas, contribuye con la protecciéon del suelo, promueve la

incorporacion de materia organica, evita la erosion y mejora la capacidad de
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retencion de humedad. Por lo que, una estrategia encaminada al desarrollo de
este cultivo como fuente de energia y productos renovables podria permitir: reducir
la pobreza creando empleos, en especial para el sector femenino, y creando
nuevos productos, como biocombustibles (Reveles-Saucedo et al.,, 2010;
Fernandez et al., 2014), alimentos balanceados (Ascheri et al, 2007; Santos, 2009;
Neves et al., 2011), medicinas (Yadav y Agarwala, 2011; Nemudzivhadi y Masoko,
2014), anticonceptivo masculino (Nath et al., 2013), insecticidas (Corradine-Mora,
et al., 2014), bactericidas (Mathur et al., 2011), nematicidas (Arboleda et al., 2010),
lubricantes (Delgado, Aperador y Silva, 2011) y fertilizantes (Edison et al., 2012).
De esta manera, el cultivo de higuerilla puede contribuair a la atenuacién de
problemas ambientales, como la erosién y la deforestacion, ademas de mejorar
microclimas y mitigar los gases de efecto invernadero; incrementar la calidad de
vida en el campo; reducir el consumo de lefia de especies forestales en zonas
rurales; disminuir la vulnerabilidad alimentaria y desarrollar tecnologias
descentralizadas en especial de fuentes de energia. (Goytia—Jiménez, 2014, com.

pers.).

La microbiota del suelo juega un papel fundamental en la regulacion de los
ecosistemas terrestres, influyendo en la productividad, diversidad y estructura de
las comunidades vegetales. La materia organica es descompuesta por la actividad
de diferentes especies de bacterias y hongos que liberan los nutrientes al suelo,
dejandolos disponibles para que sean nuevamente absorbidos por las plantas. La
absorcién puede ser directa a través de las raices o indirecta a través de los

microorganismos que forman simbiosis con las raices (hongos endofitos). Estos



organismos cohabitan con microorganismos patdégenos que atacan a las plantas
reduciendo su productividad. En consecuencia, la comunidad vegetal se ve
sometida a una serie de costos y beneficios que brindan dinamismo y estructura a
los ecosistemas terrestres (Martinez y Pugnaire, 2009). El area de influencia de la
raiz, conocida como rizésfera, es un &rea muy abundante en microorganismos
debido a la acumulacibn de compuestos organicos que son exudados y
depositados por el sistema radical (Brimecombe et al, 2007). Los
microorganismos usan y transforman muchos de los productos de la raiz y liberan
otros que pueden tener una influencia sobre el sistema radical; algunos habitantes
de la rizosfera son saprobios, otros causan dafios a la raiz y algunos mas se
alimentan de otros microorganismos, por lo que las redes de relaciones entre
microorganismo-microorganismo, microorganismo-raiz y raiz-raiz suelen ser
complejas (Bais et al., 2004; Bais et al., 2006). Entre los diversos microorganismos
gue viven en la rizosfera, las bacterias que son capaces de promover el
crecimiento de las plantas son llamadas bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV), también se les conoce como rizobacterias. Estas pueden
contribuir al crecimiento de las plantas a través de varias vias. Algunas producen
hormonas vegetales como auxinas, giberelinas, y citocininas que estimulan
directamente el crecimiento de las plantas; en general estas son producidas por
las BPCV cuando sus precursores son liberados por la raiz (Bais et al., 2006). A
nivel laboratorio la adicion de triptofano a cultivos de BPCV puede resultar en la
produccion de acido indol acético, por lo que este es un método comunmente
utilizado para identificar cepas que producen auxinas (Dias et al., 2009). Otro

grupo de BPCV tiene la capacidad de fijar nitrdgeno. La mayoria de los estudios
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hechos con bacterias fijadoras de nitrdgeno han sido en cereales y pastos, donde
el efecto de la inoculacion resulta en un incremento en la biomasa e incremento en
el nimero de espigas y granos por espigas, asi como plantas mas altas e
incremento en el tamafio de las hojas (De-Bashan et al., 2007). Algunas BPCV
son capaces de solubilizar fosfatos; estas bacterias convierten el fosforo insoluble
en formas solubles a través de la liberacion de acidos organicos y enzimas
fosfatasas (Dias et al., 2009; Hariprasad y Niranjana et al., 2009), Las formas
solubles las plantas las pueden tomar por lo que su estado nutrimental se mejora.
La identificacion de bacterias con capacidad solubilizadora de fosfato es sencilla 'y
usualmente se hace en medios que contienen fosfato insoluble. Las BPCV
también pueden promover el crecimiento vegetal indirectamente a través del
control de enfermedades de la raiz causadas por bacterias y hongos. Los
mecanismos, de control incluyen la produccién de compuestos antimicrobianos,
competencia por nutrientes y espacio, o bien induccién de resistencia en las
plantas (Bais et al., 2006). Las endomicorrizas arbusculares (MA) son
asociaciones simbidticas generalmente mutualistas que se establecen entre un
selecto grupo de hongos pertenecientes a GLomeromycota y la gran mayoria de
las plantas. Aproximadamente 80% de las familias de plantas existentes tienen la
potencialidad de formar este tipo de asociacién (Cuenca et al., 2007). Actualmente
se han documentado los efectos benéficos de las MA, los cuales comprenden la
mayor absorcion de elementos poco méviles en el suelo como el fésforo, cobre y
zinc por parte de las plantas micorrizadas en comparacion con las no
micorrizadas. Ademas, gracias al uso mas eficiente que hacen las plantas

micorrizadas de los nutrientes del suelo, permiten ahorrar fertilizantes quimicos y
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reducir por consiguiente los problemas de contaminacion que el uso excesivo de
fertilizantes origina (Alarcon y Ferrera, 2000). Es importante el conocimiento
acerca de la biodiversidad y distribucién de las micorrizas nativas y el uso de
tecnologias de produccion que involucran el aprovechamiento del recurso
bioldgico, como estrategia para contribuir al desarrollo de sistemas de produccion
sostenibles que permitan conservar e incrementar la eficiencia potencial de las
micorrizas con el fin de mejorar la calidad nutricional de las especies vegetales
(Salamanca, 1999). Por otro lado, en los dltimos afios han aumentado las
investigaciones que buscan definir los factores abibticos y bidticos que
condicionan la estructura espacial de las comunidades de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA). Se ha demostrado que factores abiéticos como la humedad,
la estructura y composicién quimica del suelo se correlacionan con la distribucion
espacial de las comunidades de HMA. Sorprendentemente, los Ultimos estudios
parecen indicar que es el nivel de N y no el de P el que mas influye en la
distribucién de los HMA, mientras que cabe pensar que al ser el P la principal
contribucion a la planta por parte de las micorrizas, es este el que mas afecta. Se
ha demostrado que existe una correlacion negativa entre el N en el suelo y la
presencia de HMA, mientras que existe una falta de respuesta de los HMA a la
disponibilidad de P. algunos investigadores indican que la adiccién de nitrogeno en
dosis bajas (5 a 15 Kg ha™), promueve el desarrollo de los HMA (Alarcén y

Ferrera, 2000).

El presente trabajo tuvo como objetivo general evaluar el efecto de la inoculacién

con bacterias promotoras del crecimiento vegetal y hongos endomicorrizicos en la



produccion de planta de Ricinus communis L., la cual es una especie con potencial
de produccion de biodiesel. La tesis se encuentra dividida en tres secciones, la
primera corresponde a la seleccién e identificaciébn de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal multifuncionales aisladas de rizosfera de higuerilla, donde se
evaluaron en 139 cepas bacterianas, la capacidad de solubilizar fosfatos, producir
auxinas, especificamente acido indolacético (AlA), y crecer en medio libre de
nitrégeno. Veitiln de las cepas presentaron la capacidad de solubilizar fosfatos,
24% creci6 en medio Rennie libre de nitrégeno y 6% produjeron &cido
indolacético. 38% de las cepas evaluadas presentaron al menos un atributo
benéfico, y 7% presentaron los 3 atributos benéficos evaluados. Las cepas
multifuncionales se identificaron genéticamente con el gen 16S rDNA como
Arthrobacter koreensis, Bacillus megaterium, Bacillus simplex, Paenibacillus lactis,
Pseudomonas extremorientalis y Raoultella ornithinolytica, y las relaciones
flogenéticas de dichos aislamientos en base a estas pruebas moleculares fueron
establecidas. Hasta donde conocemos, se reporta por primera ocasion la
capacidad de solubilizar fosfatos y de producir AIA en Arthrobacter koreensis y
Bacillus megaterium. Se demuestra la existencia de la multifuncionalidad de
propiedades benéficas para las plantas, en cepas rizésfericas de R. communis. La
segunda seccion presenta un estudio ecologico de las poblaciones totales de
hongos, bacterias y actinomicetos aislados de rizosfera de higuerilla, proveniente
de diferentes sitios de muestreo, donde se muestran diferencias significativas en
tres de ellos; San Nicolas Tlaminca, Venta de Carpio y Universidad Autonoma
Chapingo, determinadas principalmente por la ubicacion geogréfica y las

caracteristicas propias del suelo. Y por udltimo, se presenta una evaluacion para
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determinar si la especie de Ricinus communis es susceptible de infeccion por
hongos micorrizico arbusculares, asi como su posible efecto en términos de
crecimiento y contenido nutrimental, en contraste con plantas no inoculadas, para
ello, se probaron dos consorcios de HMA: clave "C-12" (3 especies de Glomus sp.,
G. mosseae y 2 especies de Acaulospora sp.) y clave "Zac-19" [Glomus albidum,
Rhizophagus diaphanus (antes Glomus diaphanum) y Claroideoglomus claroideum
(antes Glomus claroideum)]. Finalmnte se discute el potencial de los
microorganismos rizosféricos estudiados en la elaboracion de bioinoculantes para
la produccion de Ricinus communis y si potencial en la produccion de

biocombustibles.
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CAPITULO I

2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento ecofisiolégico y biotecnoldégico de la relacién entre
microorganismos rizosféricos y la produccion de planta de Ricinus communis L., la cual

es una especie con gran potencial de produccién de biodiesel.

2.2. Objetivos particulares

Aislar, cuantificar y seleccionar bacterias promotoras de crecimiento vegetal de rizésfera
de higuerilla, con los siguientes atributos: solubilizadoras de fosfatos, productoras de
fitohormonas o fijadoras de nitrégeno.

Identificar mediante pruebas bioquimicas y técnicas moleculares las bacterias aisladas de
la rizosfera de Ricinus communis L. con capacidad multifuncional

Determinar las poblaciones totales de unidades formadoras de colonias de bacterias,
hongos y actinomicetos, asociados a la rizosfera de higuerilla, procedente de diversas
localidades, incluyendo plantas cultivadas, ruderales y creciendo en traspatio.

Evaluar la susceptibilidad de micorrizacion de Ricinus communis L. por hongos micorrizico
arbusculares y su posible efecto en términos de crecimiento y contenido nutrimental,

respecto a plantas no inoculadas.

2.3. Hipotesis particulares

Existe un nimero reducido de cepas con capacidad multifuncional de solubilizar fosfato,
producir acido indolacético y crecer en medio libre de nitrégeno, teniendo la gran mayoria

capacidades benéficas limitadas o nula.
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Con base en la identificacion molecular, es posible identificar especies multifuncionales

con atributos no reportados previamente.

Plantas de higuerillas cultivadas poseen menores poblaciones totales de microrganismos

rizosféricos, comparadas con plantas crecidas en condiciones ruderales.

La planta de higuerilla es susceptible de micorrizacion por hongos micorrizicos

arbusculares.
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CAPITULO Il

3. BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL
MULTIFUNCIONALES ASOCIADAS CON SUELO RIZOSFERICO
DE Ricinus communis L. UNA ESPECIE CON POTENCIAL

BIOENERGETICO

3.1. Introduccion

Actualmente, el uso excesivo de combustibles fésiles, y su potencial agotamiento a futuro,
ha promovido la busqueda y uso de fuentes alternativas de energia procedentes de
recursos renovables (Mukhopadhyay et al., 2011). Por esta razdn, los gobiernos de las
economias industrializadas han emitido normativas para el impulso de utilizacion de
biocombustibles, primero de manera voluntaria y posteriormente obligatoria, en mezclas
con los combustibles fésiles (gasolinas y diésel) cuyas proporciones han sido establecidas
en calendarios inaplazables (Demodaram y Hegde, 2010, FAO, 2008). En Europa se
busca tener una participacion de 10% de energias renovables en el sector transporte para
el afio 2020 (Jull et al., 2007); mientras que en Estados Unidos la meta es introducir 36 mil
millones de galones de biocombustibles para el afio 2022 (Directive, 2009).
Adicionalmente, en la actualidad se buscan alternativas que reduzcan el conflicto entre la
produccién de alimentos y de energia, cuando se utilizan cultivos de alimentos para la
generacién de biocombustibles (ISA, 2007).

La higuerilla o ricino (Ricinus communis L.), es una planta herbacea de porte arbustivo,
ligeramente lefiosa, con tallos y ramas huecas por dentro, de color verde claro a azul
grisaceo, en ocasiones rojiza (Cassman y Liska, 2007), cultivada en mas de 30 paises;

siendo India, China y Brasil sus principales productores (Anjani y Raoof, 2014). Su
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producciébn puede efectuarse mediante monocultivo o como parte de sistemas
agroforestales (Rodriguez-Hernandez, 2014). En México su cultivo se efectia desde
épocas prehispanicas, previas al siglo XVI, por los grupos étnicos zapotecos (Jiménez-
Moreno, 2012) y mixtecos (Alvarado, 1593). El aceite de higuerilla ha sido utilizado en la
medicina tradicional, industria quimica y farmacéutica, y actualmente en la produccion de
biodiesel y bioturbosina. R. communis es considerado como un cultivo con potencial
bioenergético debido a las caracteristicas excepcionales de su aceite, el cual esta
compuesto en 90% de un Unico acido graso (acido ricinoleico) que contiene un radical
hidroxilo que lo hace soluble en alcohol a baja temperatura, muy viscoso (Soares-
Severino y de Souza-Gondim, 2005). Por estas propiedades se ha considerado que el
biodiesel producido a partir del aceite de ricino pueda reemplazar al diésel para su uso en
motores (Pabdn, 2010).

Debido al impacto negativo sobre el medio ambiente y al alto precio en el mercado
internacional que tienen los fertilizantes y pesticidas quimicos, existe en agricultura una
urgente necesidad en la generacion y uso de biofertilizantes, basados en
microorganismos benéficos, para mejorar los rendimientos (Sanchez-Hernandez, 2007).
El incremento en la superficie cultivada de Ricinus communis en muchos paises, como
medida preventiva para garantizar la seguridad energética, hace imprescindible la
generacién de alternativas de fertilizacién sustentables (Sanchez-Hernandez, 2007). En el
suelo existe una notable poblacién microbiana benéfica para los cultivos, dentro de la que
se incluyen las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), en las cuales se han
demostrado diversas propiedades benéficas dentro de las cuales se incluyen
principalmente: i) la fijacion de N atmosférico (Bais et al., 2006), ii) la solubilizacién de
fosfatos (SF), al convertir el fésforo insoluble en formas solubles a través de la liberacion
de &cidos organicos y enzimas fosfatasas (Rodriguez y Fraga, 1999, Dias et al., 2009); y

iii) la promocién de crecimiento y desarrollo vegetal mediante la produccién de
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fitohormonas, como AIA (Grageda-Cabrera, 2012, Rives, Acebo y Hernandez, 2007).
Todas estas funciones son de enorme importancia en las actividades agricolas ya que
aumentan la productividad de los cultivos al disminuir el uso de fertilizantes quimicos. Por
esta razon, las BPCV pueden ser utilizadas como biofertilizantes, benéficos para la
agricultura, los cuales ademas incorporan poblaciones microbianas que restauran la
rizosfera deteriorada por el manejo agricola convencional (Welbaum et al., 2004). A pesar
de que el estudio de las propiedades benéficas de las BPCV ha sido estudiado
ampliamente, el estudio de la multifuncionalidad de propiedades benéficas simultaneas en
aislamientos bacterianos rizosféricos ha recibido escasa atencién a pesar de su enorme
importancia para la produccién de biofertilizantes, utiles en la produccién agricola
sustentable al reducir los costos de produccion y el impacto ambiental por el uso de
fertilizantes quimicos, nitrogenados y fosfatados. Adicionalmente, las BPCV asociadas a
la rizésfera de Ricinus communis, y el estudio de sus propiedades benéficas, en términos
generales han recibido escasa atencion a pesar del gran potencial que presentan como
una alternativa a la fertilizacion quimica, de este importante cultivo productor de biodiesel.
En este trabajo se estudié la multifuncionalidad, es decir la capacidad de un
microorganismo de poseer simultdneamente méas de una funcion especifica, de
aislamientos rizosféricos de Ricinus communis procedentes de 7 localidades. Los
atributos estudiados en 139 aislamientos fueron: capacidad de solubilizacién de fosfatos,
de produccién de AlA y de crecimiento en medio libre de N. Posteriormente, se realizé la
identificacion genética de las bacterias multifuncionales, con el gen 16S rDNA y se

establecieron las relaciones filogenéticas de las bacterias identificadas.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Muestreo de suelo rizosférico
Se recolectaron muestras de suelo rizosférico de Ricinus communis L. en 7 sitios,

ubicados en 2 regiones de México, del centro y sureste del pais. En estas regiones la
higuerilla crece de forma silvestre, y en un caso se muestreo un cultivo de R. communis.
Los sitios poseen condiciones de suelo, clima y altitud distintas (Cuadro 3.1). Las
muestras de rizosfera fueron recolectadas de 3 puntos en los primeros 30 cm de
profundidad, a 0.5 m de distancia de la base del tronco de las plantas. En total se
muestred0 1 kg de suelo, originado por una muestra compuesta de los 3 puntos
recolectados. Estas muestras se colocaron en bolsas de plastico, las cuales se
transportaron en una hielera al laboratorio para los analisis respectivos. La recolecta se
realizé a finales de la época de lluvias (junio-octubre de 2011) y cada una se analizd por

triplicado.
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Cuadro 3.1. Caracteristicas de los sitios de muestreo de suelo rizosférico de

Ricinus communis.

Longitud Latitud Altitud

Muestra Localidad Ecosistema
! ! ! N W (msnm)

San Bernardino, Texcoco, . i i
1 L. Silvestre 19°28.76 98°53.40 2257
Estado de México.

Venta de Carpio, Ecatepec,

2 . . Silvestre 19°37.20° 98°59.38" 2229
Estado de México.
San Nicolas Tlaminca, . . .

3 L. Silvestre 19°29.16 08°48.46 2348
Texcoco, Estado de México.
San Felipe, Texcoco, .

4 P Silvestre 19°30.36 98°53.69" 2217

Estado de México.
Universidad Autbnoma
5 Chapingo, Texcoco, Estado de  Cultivada 19°29.50 98°52.96° 2253
México.
Colegio de Postgraduados,
6 Campus Montecillo, Texcoco, Silvestre 19°27.81 98°54.28 2200
Estado de México.
Santa Catarina Estetla, Santa

, . Traspatio 17°0.69 97°8.29 2100
Maria Pefoles, Oaxaca. P

N: norte; W: oeste; y msnm: metros sobre el nivel del mar.

3.2.2. Aislamiento y seleccién de aislamientos
En laboratorio se removieron las raices de Ricinus communis para obtener el suelo

rizosférico adherido a éstas. Se tomd una muestra de 10 g de suelo, asi obtenido y se
diluyé en 90 mL de agua destilada estéril, se agitdé a 45xg durante 20 min. Se realizaron
diluciones seriadas 1:10 y se inocularon 0.1 mL en medios de cultivo semiespecificos.
Para bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF), se utilizé el medio sélido Pikovskaya (De
Basham et al., 2007) y las placas se incubaron por 120 h a 28 °C. Para bacterias
productoras de AIA se utilizé el medio solido Luria-Bertani (Sigma, St. Louis, E.E.U.U.) y
las placas se incubaron a 28 °C durante 48 h, ademas se les colocé una membrana de
nitrocelulosa, la cual fue colocada en contacto directo con el reactivo de Salkowski en caja

de Petri a temperatura ambiente. Para bacterias potencialmente fijadoras de N
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asimbidticias se utilizd el medio sélido de Rennie (Hariprasad y Niranjana, 2009), y las
placas fueron, incubadas a 28 °C durante 96 h; y se procedi6 a la seleccién y purificacion
de las cepas con mejor crecimiento. En total se seleccionaron, purificaron y propagaron

139 cepas para las evaluaciones de la siguiente fase.

3.2.3. Seleccion de cepas microbianas

3.2.3.1. Determinacion de la solubilizacion de fosfatos
Las cepas seleccionadas se sembraron en medio liquido Pikovskaya y se incubaron a

28°C por 72 h. Después de la incubacion las muestras fueron transferidas a tubos para
microcentrifuga y se centrifugaron a 2739xg durante 15 min, del sobrenadante obtenido
de cada muestra se tomaron alicuotas de 200 pl y se transfirieron a celdas para
espectrofotometria, se adicionaron 100 ul de solucién de vanadato (NH4VO; 0.25% en
35% HNO3) y 100 ul de solucion de molibdato ((NH,)e MO,0,4 en 5% en agua); se dejo
reaccionar durante 5 min hasta que se desarrolld6 un color rojizo en las muestras.
Transcurrido el tiempo las muestras se leyeron en el espectrofotometro (Biotek, model
Synergy 2) a 420 nm y se corrigieron las lecturas con los blancos. Se calcul6 la cantidad
de p-nitrofenol contenido con el uso de una curva patron de calibracion (y=172.93x —

6.2025, R?=0.9952) que se construyé con cantidades de p-nitrofenol.

3.2.3.2.  Produccion de auxinas
La produccion de auxinas fue evaluada mediante la cuantificacion de la produccion de AlA

por las cepas bacterianas, siguiendo la metodologia de Bric et al. (1948). Las cepas
evaluadas se sembraron en 30 mL de caldo Luria-Bertani (Sigma, St. Louis, E.E.U.U.) (1 L
de agua con: 10 g Triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl, y 1 g de Triptéfano)
y se incubaron a 28 °C durante 48 h. Una vez crecidas las cepas bacterianas, la

suspension bacteriana se depositd en tubos para centrifuga de 50 mL, se centrifugaron a
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3144xg por 15 min, para separar el Pellet del sobrenadante. Por triplicado, se tomaron
150 uL del sobrenadante y el blanco (solo el medio liquido Luria-Bertani), se depositaron
en microceldas para espectrofotometro, se adicionaron 100 pL del reactivo Salkowski (63
mL de agua destilada, 35 mL de acido perclérico, y 2 mL de FeCl 0.5 M). La reaccién se
incubo a temperatura ambiente y en obscuridad durante 30 min, el cambio de coloracion
rosa indico la produccion de indoles (AIA). La intensidad luminosa se leyé en un
espectrofotémetro de luz UV (Biotek, modelo Synergy 2) a una longitud de onda de 530
nm. Se hicieron correcciones de los resultados con las lecturas del blanco y se calcul6 la
concentraciéon de AIA (ug mL™) en funcién de la ecuacién (Y=65.77X+1.6785, R2 =

0.9943) con la que se genero la curva de calibracion.

3.2.3.3. Crecimiento de cepas en medio libre de nitrégeno
Para la seleccion de cepas potencialmente fijadoras de N, éstas se sembraron en placas

con medio de cultivo Rennie libre de N, y se evalué la presencia o ausencia de

crecimiento bacteriano, lo cual genero una respuesta cualitativa.

3.2.4. Seleccion de las 7 mejores cepas bacterianas multifuncionales
Se realizé la seleccion de las mejores cepas multifuncionales mediante un indice que se

generd para este propésito. Se consideré el valor mayor de produccion de AlA, ponderado
al 40%, mas el valor mas alto de la SF ponderado al 40%, y se consideré un 20% mas, si

la cepa fue capaz de crecer en el medio sin fuente nitrégeno.

3.2.5. Identificacién de cepas multifuncionales
Se realizé la siembra de las 7 cepas con mejor indice de multifuncionalidad en medio

Gelosa Nutritiva (Bioxon, BD, Mexico) para generar biomasa y determinar la viabilidad y

pureza de las cepas. Se utilizd la plataforma de identificacion BBL Crystal® (BD, Mexico)
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mediante el uso de los paneles de identificacion para bacterias Gram Negativas y Gram
Positivas, se llenaron los paneles con una suspensién bacteriana ajustada a 1x10’
UFC/mL; se utilizaron otras pruebas complementarias para la identificacion como: indol,
catalasa, tincion de Gram, y OF (Hugh-Leifson) suplementado con glucosa al 0.1%. Se
incubaron los paneles a 37 °C por 24 h. Se obtuvieron las lecturas en el lector de placas
BBL Crystal® (BD, Mexico) y los resultados se interpretaron en el Software CRYSTAL
MIND® (BD, Mexico), se emplearon las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y

Staphylococcus aureus ATCC 25922 para la validacion del sistema.

3.25.1. Identificacion de genética de las cepas multifuncionales
Se identificaron las 7 cepas con mayor indice de multifuncionalidad. Se realizé la

extraccion del material genético de biomasa de las cepas con el sistema comercial EZ-10
Spin® Column Bacterial DNA mini-preps kit (Bio Basic Inc., Canada), se verificd la
integridad y concentracion de las muestras de DNA. Se realizd la amplificacion de un
fragmento de =500 pb del gen 16S rDNA correspondiente a las regiones hipervariables V1
a V3 que permiten realizar la asignacion de identidad de manera confiable hasta nivel de
género y especie. Las secuencias fueron editadas con el programa BioEdit version 7.0.9.0
(Hall, 1999) y Seaview versién 4.0 (Tamura et al. 2013) y la construccion de los arboles
filogenéticos se hizo con el programa MEGA version 6.0 (Tamura et al. 2013), con las
secuencias se realizé un andlisis en la plataforma BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para la busqueda de genes homdlogos con
porcentajes de identidad mayores a 97% para nivel de especie, 95-96% para nivel de
género y porcentajes de cobertura mayores a 85%, con base a los criterios de Rossell6-
Mora y Aman (2001). Se realizé una reconstruccion filogenética con el programa MEGA 6
(Tamura et al. 2013) con minerias de secuencias de las bases de datos del GenBank

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/) obtenidas del analisis MegaBLAT (Morgulis et al.
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2008) con la finalidad de corroborar la identidad mediante la concordancia de la topologia
y la identidad del BLAST para cada una de las secuencias analizadas. Se construy6 un
arbol filogenético con las secuencias de las cepas multifuncionales con una mineria de
secuencias de bacterias promotoras de crecimiento vegetal con las que se construyo el
alineamiento multiple. Se utiliz6 el método de Neighbor-Joining, el modelo sustitucion de
Tamura-Nei y 10 000 bootstrap de repeticiones. Se realizdé un alineamiento multiple con
ClustalX version 2.0 (Larkin et al. 2007) y se construyd el arbol filogenético con el

programa MEGA®6 (Tamura et al. 2013).

3.3. Resultados
De las 139 cepas bacterianas, provenientes de los 7 sitios de muestreo, con mejor

crecimiento, 71% fueron capaces de solubilizar 100 pL mL™ de fosfatos o cantidades
mayores, 29% solubilizaron menos de 100 pL mL™* y el restante 10% no se detectd
capacidad de SF (Figura 1). Seis cepas, las cuales representaron 4.5% (AN68, ANG9,
AN153, FN13, AN72 y FN121) solubilizaron més de 195 pL mL™ (Figura 3.1). El grafico de
distribucién de las cepas productoras de AIA gener6 una curva logaritmica. Como
consecuencia, solo 5% del total de las cepas aisladas produjeron mas de 50 uL mL™ de
AlA (SP22, SP83, SP25, FN144, AN150, AN128 y FN123) (Figura 3.2), el restante 95%
produjo una cantidad menor de AlA.

Del total de las cepas evaluadas, se seleccionaron las 7 que presentaron las mejores
caracteristicas de acuerdo al indice de multifuncionalidad que se gener6 para este
propésito, descrito en materiales y métodos. La cepa que presenté una mayor produccion
de AIA fue la SP22 (Clave GenBank KP715106) con 108.5 uL mL™; sin embargo, esta
cepa fue la que menos fosfato solubilizé (90.47 L mL™). La cepa AN68 (Clave GenBank
KP715108) no crecié en medio Rennie libre de nitrégeno y presentd una concentracion de
2399 pL mL?' de AIA, solubilizd6 221.83 pL mL*' de fosfato (Cuadro 3.2).
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Figura 3.1. Solubilizacién de fosfatos por 99 rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas de rizosfera de
Ricinus communis de un universo total de cepas, procedente de 7 sitios de muestres. Las claves de las cepas

corresponden a los medios de cultivo en los que fueron aisladas SP (Pikovskaya), AN (Agar nutritivo), FN (Rennie), AU
(Luria-Bertani), seguido del nUmero consecutivo de aislamiento.
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Figura 3.2. Produccién de acido indolacético en 93 rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas de rizosfera

de Ricinus communis de un universo total de cepas, procedente de 7 sitios de muestres. Las claves de las cepas

corresponden a los medios de cultivo en los que fueron aisladas SP (Pikovskaya), AN (Agar nutritivo), FN (Rennie), AU

(Luria-Bertani), seguido del nUmero consecutivo de aislamiento.
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Cuadro 3.2. Caracteristicas de las 7 cepas multifuncionales seleccionadas y
aisladas de rizosfera de Ricinus communis, con atributos benéficos como bacterias

promotoras del crecimiento vegetal.

NUumero de Produccién Solubilizaciobn Crecimiento indice de
Clave/Cepa accesion de AIA de fosfatos en medio multifuncionalidad
GenBank (UL mL™ (UL mL™ Rennie* (%)1
SpP22 KP715106 108.50 90.47 + 76.31
SP25 KP715111 77.67 141.77 + 74.20
FN144 KP715107 75.74 102.97 + 66.49
ANGS8 KP715108 23.99 221.83 - 48.85
AN153 KP715109 1.19 206.96 + 57.76
FN121 KP715110 16.38 195.84 + 61.35
SP24 KP715112 48.08 135.08 + 62.08

AlA= Acido indolacético; *Este medio es libre de nitrdgeno; | Ver seccion de materiales y
métodos para la estimacién de este indice; Las claves de las cepas corresponden a los
medios de cultivo en los que fueron aisladas SP (Pikovskaya), AN (Agar nutritivo), FN

(Rennie), seguido del nimero consecutivo de aislamiento.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las pruebas de multifuncionalidad indicaron que en
la rizosfera de las plantas de Ricinus communis, en su entorno natural, existen bacterias
con una tendencia multifuncional, para la de producir AlA, solubilizaciébn de fosfato,
crecimiento en ambientes con muy bajos o nulos niveles de nitrogeno. 38% de las
bacterias aisladas presentd al menos un atributo benéfico, con respecto a aquellas cepas
gue no presentan ningun atributo (37%). 21% de las 139 cepas aisladas solubilizé fosfato,
mientras que 24% crecid en medio Rennie libre de nitrdgeno y sélo 6% produjo AlA.
Ademas, 7% presentd los 3 atributos analizados en este trabajo: produccion de AlA,
solubilizacion de fosfato y capacidad de crecer en medio libre de fuente de nitr6geno

(Figura 3.3).
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Figura 3.3. Grupos de rizobacterias multifuncionales aisladas de rizosfera de

Ricinus communis.

En el sitio cultivado (sitio 5) se obtuvo la mayor cantidad de cepas sin atributos benéficos
(15 cepas) (Figura 3.4a), En contraste, se encontr6 que en el sitio de muestro 6 presento
el mayor numero de cepas multifuncionales (17) con al menos un atributo benéfico, este
suelo provino de la rizosfera de higuerilla silvestre. En la figura 3.4b, se observa que en
los sitios de muestro 3 y 1 se obtuvieron 11 y 10 cepas de bacterias con al menos dos
atributos benéficos respectivamente. Y en el sitio 4 se encontraron 17 cepas aisladas con
uno o ningun atributo. De las 139 cepas evaluadas se obtuvieron 52 sin atributos
benéficos (37%), 34 con al menos un atributo (24%), 44 (32%) con al menos dos atributos
y solo 9 cepas (7%) con 3 atributos benéficos. A partir de los resultados encontrados en
cuanto a las cepas de bacterias con al menos un atributo benéfico, de acuerdo al indice

de multifuncionalidad descrito en materiales y métodos, se seleccionaron las 7 mejores
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cepas. A estas bacterias se les realizaron diferentes pruebas para conocer sus
caracteristicas fenotipicas. Se encontré que todas las cepas son bacilos (4 cepas Gram
negativo y 3 Gram positivo) (Cuadro 3.3). Adicionalmente se efectué una identificacion
genotipica para lo cual se ampliaron los fragmento del gen 16S rDNA de las 7 cepas y se
asignaron identidades hasta nivel de especie (Cuadro 3.4). Con las secuencias se
construyé6 un arbol filogenético para determinar la relacibn que presentan los
microorganismos identificados, encontrando 3 cepas pertenecientes al grupo

Gammaproteobacteria, 3 al grupo Bacilli y una al grupo Actinobacteria (Figura 3.5).
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Figura 3.4. Cepas de rizobacterias multifuncionales con al menos un atributo

deseable (a) y al menos dos atributos deseables (b), aisladas de rizosfera de

Ricinus communis, en relacién a su sitio de origen. Los nimeros de los sitios de

origen son los descritos en el Cuadro 1. Los numeros dentro de las barras

representan el nUmero de cepas en cada sitio de muestreo.
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Cuadro 3.3. Caracterizacion fenotipica de 7 cepas mediante BBL Crystal® y pruebas complementarias para identificacion

fenotipica.
CLAVEY OXI CAT INDOL O/F OIF GRAM FORMA PANEL ACCESO Identidad fenotipica Factor de_
ACEITE confidencia

SP22 - + - K K + bacilo GP 008 Corynebacterium bovis 0.9368

SP25 - - - A3/4 A3/4 - bacilo ENF 024 Enterobacter aerogenes 0.9783

FN144 - + - K K + bacilo GP 013 Bacillus megaterium 0.9999

ANGS - + - K K + bacilo GP 010 Corynebacterium sp. 0.9134

AN153 + + - K K - bacilo ENF 026 Bacillus circulans 0.9999

FN121  + + - K K bacilo ENF 025 Miscelaneos Gram 0.6817/

negativos/Pseudomonas 0.2857

fluorescens

SP24 - - - A3/4 A3/4 - bacilo ENF 023 Enterobacter aerogenes 0.9783

E.c. + + + A+G A+G - bacilo ENF 027 Escherichia coli 0.9825

S.a. - + - K A sup + coco GP 014 Staphylococcus aureus 0.9999

Claves: E.c.= Escherichia coli ATCC 25922; S.a.= Staphylococcus aureus ATCC 25923; O/F= Medio OF; O/F ACEITE= Medio OF en
anaerobiosis; K= medio sin cambio; A= Generacion de acido a partir de glucosa; A+G= acido mas gas; GP= Panel Gram positivos;

ENF= Panel Entéricos No Fermentadores; esp= esporulado; sup= parte superior del medio en el tubo. fver pie de Figura 1.
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Cuadro 3.4. Comparacion de la identificacién fenotipica y genotipica.

Isolation 16S rDNA identification
codef Phenotypic identification Genetic identity Coverage (%) Identity (%) AE
SP22 Corynebacterium bovis Arthrobacter koreensis 100 100 0.0
SP25 Enterobacter aerogenes Raoultella ornithinolytica 100 100 0.0
FN144 Bacillus megaterium Bacillus megaterium 100 100 0.0
ANG8 Corynebacterium sp. Bacillus simplex 100 100 0.0
AN153 Bacillus circulans Paenibacillus lactis 100 99 0.0
FN121 Miscelaneos Gram Pseudomonas extremorientalis 100 100 0.0
negativos/Pseudomonas
fluorescens
SP24 Enterobacter aerogenes Raoultella ornithinolytica 100 99 0.0

Claves: sp.= especie; AE= valor de expectacién (<1x107). fver pie de Figura 1.
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NR_044799.1 Raoultella ornithinolytica CIP 103364

NR_102493.1 Enterobacter aerogenes KCTC 2190
100| NR_114502.1 Raoultella ornithinolytica ATCC 31898
NR_024996.1 Raoultella planticola ATCC 33531
Raoultella ornithinolytica SP25
Raoultella ornithinolytica SP24
AF140338.1 Erwinia amylovora BC206 L Gammaproteobacteria
0 78LEPUB0205.1 Erwinia persicinu

68 NR_117821.1 Pseudomonas marginalis ICMP 3553
NR_114911.1 Pseudomonas extremaustralis 14-3

100|| Pseudomonas extremorientalis FN121
NR_042392.1 Pseudomonas simiae
%_025174.1 Pseudomonas extremorientalis KMM
WZOZGBUJ Xanthomonas axonopodis LMG

H&Ps KF500593.1 Alcaligenes faecalis bdn1-BAB3053
NR_114959.1 Alcaligenes aquatilis LMG 22996

86 NR_042634.1 Burkholderia arboris R-24201
4 ﬁE\IR7125508.1 Burkholderia choica RA1-8
9 AB024310.1 Burkholderia kururiensi
76 HM636056.1 Azospirillum canadense LMG
9 GU%3RhEs.1 Azospirillum brasilense DSM 1690
DQ022958.1 Azospirillum melinis TMCY 0552
NR_117944.1 Bradyrhizobium dagingense CCBAU 15774
EU781656.2 Rhizobium rosettiformans o A|phaproteobacteria
%855276‘1 Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2
AY509900.1 Rhizobium leguminosarum ATCC 14480
EU867317.1 Rhizobium endophyticum
CRARRRFR 1 Rhizobium pisi DSM

30%8224606.1 Rhizobium mesoamericanum CCGE

501# AB795014.1 Flavobacterium longum
100 AB795015.1 Flavobacterium urocaniciphilum Flavobacteriia
AB180738.1 Flavobacterium granuli
NR_117492.1 Flavobacterium koreense ARSA-42

| KM817281.1 Bacillus megaterium IHB B 14109
NR_115953.1 Bacillus aryabhattai

Wffzm.l Bacillus megaterium IHB B 7046
NR_116873.1 Bacillus megaterium ATCC 14581

91

Betaproteobacteria

8 L S
66

9% Bacillus megaterium FN144
Bacillus simplex AN68
KJ767337.1 Bacillus simplex IHB B
100[443114919.1 Bacillus simplex LMG 11160
NR_042136.1 Bacillus simplex DSM 1321
— NR_115578.1 Bacillus benzoevorans DSM 5391
— NR_116496.1 Paenibacillus purispatii — BaC||||
ES %%171171851 Paenibacillus lautus AB236d
FN666884.1 Paenibacillus sp. 5LF 1P
HM566817.1 Bacillus sp. DB104 (2010)
77 JQ917975.1 Paenibacillus sp.
486901.1 Bacillus sp. DB190 (2010)
HM566879.1 Bacillus sp. DB166 (2010)
NR_025739.1 Paenibacillus lactis MB 1871
Paenibacillus lactis AN153
KJ023373.1 Paenibacillus lactis P631
JN102339.1 Paenibacillus lactis EWRR3

100

Arthrobacter koreensis SP22
JQ218454.1 Arthrobacter luteolus PNS-19
KC788100.1 Arthrobacter koreensis D34 Z0-31 - Actinobacteria
100 AY116497.1 Arthrobacter koreensis CA15-9
NR_025665.1 Arthrobacter koreensis CA15-8
DQ486130.1 Arthrobacter luteolus LNR3
NR_025888.1 Chlamydia trachomatis HAR- } GI’UpO externo
13

Figura 3.5. Arbol filogenético de microorganismos asociados al crecimiento vegetal. Se muestra
gue 3 de las cepas identificadas pertenecen al grupo Gammaproteobacteria, 3 al Bacilli y una al
Actinobacteria. Se realiz6 una mineria de secuencias de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal con las que se construyd el alineamiento multiple. Se utiliz6 el método de Neighbor-
Joining, el modelo sustitucion de Tamura-Nei y 10 000 bootstrap de repeticiones.
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3.4. Discusion
En el presente trabajo se detectaron bacterias multifuncionales con tres propiedades benéficas:

i) solubilizacion de fosfatos; ii) produccién de AlA; y iii) crecimiento en medio libre de N.
Asimismo, se detecté que la proporcion de cepas con las tres caracteristicas presentes
simultdneamente, fue relativamente baja, 7% del total de las 139 cepas bacterianas evaluadas.
Varios procesos importantes relacionados con la fisiologia vegetal estan asociados al P, por
ejemplo el P incide en la fijacion biol6gica de N, en la calidad y el rendimiento de los cultivos, y
en la resistencia a las enfermedades por parte de las especies vegetales. Sin embargo, es el
elemento de menor disponibilidad en el suelo, debido a su inmovilizacién y a la fijacién en
complejos minerales insolubles, lo que trae como consecuencia una disminucion de hasta 75%
del fésforo disponible en el suelo. Ciertos grupos bactrianos tienen la capacidad de efectuar
solubilizacién de fosfatos, a partir de compuestos organicos mediante un proceso catalizado por
enzimas y P inorganico, a través de la produccion de acidos organicos (Rennie, 1980). La
liberacion de &cidos organicos por las bacterias provoca una disminucion del pH en el medio, lo
que facilita la liberacion de fésforo inmovilizado, mediante la sustitucion y excrecién de H* o la
liberacién de iones Ca?* (Bric, Bostock y Silverstone, 1991). Otro mecanismo esta relacionado
con la formacién de complejos estables que permiten la liberacion de los grupos fosfatados, que
se forman debido a la alta afinidad que tienen los aniones carboxilicos de los acidos organicos
liberados por las bacterias, por Ca, F y Al presentes en los compuestos con grupos fosfatos
minerales (Khan, 2009). Las BSF presentes en los suelos pueden ser aerobias y anaerobias, y
constituir del 1 al 50% de la biomasa bacteriana presente en la rizosfera (Khan, 2007). Se ha
demostrado que no todas las bacterias que forman halos de solubilizacién en medios sélidos,
tienen capacidad de solubilizar fosfatos, por esta razén en el presente trabajo se emple6 una
metodologia mas precisa de cuantificacion de fosfatos solubilizados. Bashan et al. (2013),
sefalaron que para comprobar que un microorganismo solubiliza fosfato, después de la

determinacion de la formaciéon de halo en medio sélido con fuentes de fdésforo organico e

38



inorganico, se debe cuantificar el fésforo soluble en medio liquido. En este trabajo se encontrd
gue de las 139 cepas seleccionadas, 21% presentd la capacidad de solubilizar fosfato; sin
embargo, faltaria exponer este grupo de bacterias a condiciones de campo para comprobar su

verdadera capacidad en estas condiciones.

La produccién de fitohormonas por parte de las bacterias y su impacto en la morfogénesis de la
raiz, podrian explicar en gran parte los efectos positivos de las bacterias productoras de
auxinas en el crecimiento vegetal; Al incrementar el nimero de pelos radicales y raices
laterales, que permiten una mayor absorcion de agua y nutrientes por la planta (Khan, 2007) y
un mayor intercambio con el ambiente de la rizosfera, originando incrementos en el rendimiento
del cultivo. La fitoestimulacién esta dada particularmente por la compleja y balanceada red de
hormonas de plantas o compuestos similares, que influyen directamente en el crecimiento o
estimulan la formacion de raices. Por ejemplo, muchas especies de Azospirillum producen
auxinas, citoquininas y giberelinas (Demodaram y Hegde, 2010) que estimulan el desarrollo del

sistema radical, lo que provoca incrementos en los rendimientos agricolas (Bashan, 2013).

La produccion bacteriana de AlA fue estudiada no solo por su efecto fisioldgico en las plantas,
sino también por la funcidon que pueda desempefiar esta fitohormona en la interaccién planta-
microorganismo. De las 139 cepas aisladas de la rizosfera de Ricinus comunnis L. solo el 6%
presenté la capacidad de producir AlA. La cepa SP22 proveniente de las plantas cultivadas, fue
la que mayor produccién de AIA tuvo con 108.50 puL mL™ y la cepa AN153 aislada de San

Nicolas Tlaminca la de menor produccién con 1.19 pL mL™.

El N es un elemento limitante para la productividad vegetal por su escasez en los suelos,
ademas de que su disponibilidad es limitada (Anjani et al. 2014); Los inoculantes microbianos a
base de bacterias diazotroficas, constituyen una alternativa eficaz al uso de fertilizantes

guimicos nitrogenados (Soares-Severino y de Sousa-Gondim, 2005, Pabo6n, 2010). Estas
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bacterias tienen la capacidad de fijar el N atmosférico y hacerlo disponible para los cultivos. Los
beneficios del uso de estos microorganismos se han observado en hortalizas, granos y
especies forestales (Acebo-Guerrero, 2011); ademas, la presencia de estas bacterias favorece
el desarrollo de microorganismos que tienen la capacidad de producir vitaminas y fitohormonas;
como el AlA, acido giberélico y citoquininas; que influyen directamente en el desarrollo vegetal
(Garcia de Salamone, 2010). En el presente estudio este parametro se determiné de forma
cualitativa, encontrandose que del total de las bacterias aisladas de la rizosfera de R. comunnis,
37% posee la capacidad de crecer en un medio libre de nitrégeno, sin embargo, se necesitan
pruebas adicionales para determinar si estas cepas bacterianas tienen la capacidad para utilizar
el nitrégeno atmosférico, en condiciones mas realistas.

Actualmente existe una gran cantidad de bacterias identificadas como BPCV, probadas a nivel
laboratorio, aunque el estudio de la multifuncionalidad, y la abundancia de esta caracteristica,
ha recibido escasa atencién en términos generales.

A partir de los resultados de multifuncionalidad, las 7 mejores cepas fueron identificadas
fenotipicamente y genotipicamente, encontrandose que pertenecen a 5 géneros y 6 especies
diferentes de bacterias; a continuacién se muestran sus caracteristicas mas sobresalientes:

El phylum Actinobacteria esta integrado por un conjunto de organismos filogenéticamente
diversos, en los cuales se han estudiado principalmente sus propiedades para causar
enfermedades en plantas y animales, su capacidad productora de compuestos antimicrobianos
y anticancerigenos, y su habilidad para degradar compuestos recalcitrantes en los suelos.
Dentro de las actinobacterias, en el presente trabajo se identificé molecularmente Arthrobacter
koreensis en la cual se detectaron las 3 caracteristicas benéficas evaluadas. El género
Arthrobacter es un grupo de bacterias aerobicas, Gram-positivas, corineformes, positivas a la
catalasa, con L-lysina como é&cido diamino en sus paredes celulares y con acidos celulares
grasos ramificados. Especies de este género han sido reportadas de suelos de diversos

ambientes a nivel mundial, principalmente de ambientes contaminados con materiales
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radioactivos y quimicos industriales, incluyendo aislamientos con propiedades de degradacion
de hidrocarburos en suelos contaminados. Recientemente, han sido localizadas
abundantemente en suelos de la Antartida. A la fecha se conocen 82 especies con nombres
validos publicados. A. koreensis fue originalmente descrita de suelos de Daejeon, Korea y se ha
detectado que esta especie es dominante en la comunidad de estructura microbiana en suelos
contaminados con arsénico en Tailandia. Previamente, no se habia reportado la capacidad de
solubilizar fosfatos y producir acido indolacético para dicha especie bacteriana. Arthrobacter, es
un grupo de bacterias Gram-positivas, omnipresentes en los suelos pristinos y contaminados
(Jerke et al. 2008), que poseen una amplia gama de funciones fisiologicas, que incluyen la
resistencia a la desecacion y la radiacion ionizante (Crocker et al. 2000), resistencia a metales
pesados (Waasbergen et al. 2000, Fredrickson et al. 2008), elementos radioactivos (Carvajal,
Katsenovich y Lagos, 2012), contaminantes organicos y plaguicidas (Sajjaphan et al., 2004,
Overhage et al. 2005, Ferreira et al. 2008), eliminan dietilcetona (Costa, Quinelas y Tavares,
2012), y producen adenosina desaminasa, este (ltimo es importante para obtener compuestos
farmacoldgicamente activos, tales como un agente anti-leucémica, un inhibidor del virus de la
Hepatitis B y un inhibidor de VIH (Médici, Lewkowicz e Iribarren, 2008). Arthrobacter koreensis,
€s una bacteria aerobia capaz de crecer en suelos alcalinos, en un intervalo de pH de 7 a 12.
Son bacilos capaces de degradar hexaclorociclohexano plaguicida organoclorado (y-HCH,
lindano) y sus isbmeros no insecticidas a-, B- y 8-, los cuales, generan graves problemas
ambientales y de salud, aunque su uso ha sido restringido o prohibido totalmente (De Paolis et
al., 2013).

Raoultella ornithinolytica es un bacilo Gram-negativo, aerobio, inmévil y encapsulado; sus
colonias son redondas, lisas y de color amarillo. Es productora de histamina y ha sido aislada
en ambientes acudticos, plantas, termitas, insectos y suelos (Mayea et al., 1998). Da resultados
positivos a las pruebas de reduccién de nitrato, produccion de catalasa, indol, fosfatasa alcalina

y asimilacion de glucosa. Su crecimiento 6ptimo se da a un pH de 7.0-8.0, pero pueden tolerar
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pH de 6.0 a 12.0, por lo que se consideran bacterias alcalinotolerantes. Es una bacteria
predominante en diferentes tipos de suelos y se consideran bacterias mesdéfilas (Rodelas et al.,
2001).

Raoultella pertenece a Enterobacteriaceae, que se conforma por un grupo de bacterias
guimioorganotrofas, anaerobias facultativas, que tienen metabolismo de tipo respiratorio y
fermentativo, metabdlicamente versatiles, con capacidad de crecer en medios minimos y
pueden utilizar una amplia gama de fuentes de carbono (Don, 2005); algunos de sus miembros
tienen la capacidad para producir H, a partir de diferentes fuentes de energia; como azlcares:
(xilosa, arabinosa y celobiosa); este producto de su metabolismo puede emplearse como una
fuente de energia renovable a partir de la fermentacion de biomasa (Marone et al., 2012).
Degrada plaguicidas organofosforados como el dimetoato (Liang et al., 2009), fenol (Li et al.,
2009), acido benzoico (lwanade et al., 2005; Jang, Hirai and Shoda, 2006) y verde de malaquita
(Mei, Hong and Li, 2010). Produce fitasa, la cual al ser adicionada a los alimentos balanceados
para animales monogastricos, reduce el nivel de contaminacion de fésforo en los suelos, por
excreciones, en las zonas de produccion animal intensiva, al ser capaces de iniciar la liberacion
por etapas de P a partir de fitato la principal forma de almacenamiento de fosfato en semillas y
polen (Konietzny and Greiner, 2004), degrada y crece en medios con hormonas esteroides
sexuales, como Unica fuente de carbono y energia (Ji et al., 2007). Es util para la produccion de
biodiesel, por ejemplo, la cepa Raoultella planticola 232-2 es capaz de catabolizar
eficientemente una mezcla de aceites vegetales, manteca de cerdo y sebo de bovino para la
produccién de este combustible alternativo (Sugimori, Watanabe and Utsue, 2013). Es una
BPCV multifuncional, que produce AlA y solubiliza fosfato, lo que concuerda con Sajidan et al.
Se dice que las cepas bacterianas rizosféricas de Bacillus simplex pueden modular tanto la
promocion del crecimiento vegetal y la arquitectura del sistema radical por la emision diferencial
de compuestos organicos volatiles (Gutiérrez-Luna et al., 2010) asi como por la produccién de

IAA, que van desde 4,3 (Bacillus sp RC23) a 7,2 uL mL™ (Bacillus simplex RC19) reportado por
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Erturk et al. (2010), la cual esta por debajo de los niveles obtenidos en este trabajo (23.99 pL
mL™); ademas en este grupo se ha reportado previamente que la estimulacion de enraizamiento
y crecimiento de las raices por las PGPR puede ser correlacionada con la produccién de AlA
por las bacterias (Schwartz et al., 2013). Bacillus simplex ha sido reportado como un agente de
control biolégico potencial en contra de la pudricion blanda causada por Pectobacterium y
Dickeya spp. (Krzyzanowska et al., 2012), Phytophthora erythroseptica, el agente causante de
la podredumbre rosa en la papa (Schisler et al. 2014) y actividad anti-fingica contra Fusarium
spp. (Schwartz et al., 2013). La solubilizacion de fosfato coincide con lo reportado por Schwartz
et al. (2013) y la produccién de AlA reportada por Hassen and Labuschagne, (2010). También
se menciona que este posee capacidad de generar la enzima ACC desaminasa (Rashid,
Charles y Glick, 2012), que reduce el Fe* (dos Reis et al., 2014), ademéas de biodegradar
hidrocarburos (Garcia-Echauri et al.,2011), estimular el crecimiento de las plantas y aumentar
las concentraciones de macro y micronutrientes (Timmusk et al., 1999; Cakmakgi et al., 2012).
Sin embargo, nuestros aislamientos de B. simplex no tuvieron la capacidad de crecer en medio
libre de N, al contrario de lo reportado por Ertuk et al. (2012).

Bacillus megaterium es una bacteria Gram-positiva formadora de esporas que se encuentra
principalmente en el suelo, de donde se puede transmitir a las plantas comestibles. No es una
bacteria altamente resistente al calor, crece a temperaturas de entre 30 °C a 45 °C. Presenta un
comportamiento similar a Bacillus cereus, por lo que se considera una cepa patdégena al
encontrarse en algunos alimentos, como la leche. Sin embargo, puede ser destruida por
métodos simples como la pasteurizacion, por lo que se considera oportunista (Hanak et al.,
2014). Normalmente forman pares o cadenas unidas entre si por paredes de polisacaridos. Es
una bacteria enddfita y se considera un agente potencial para el control de enfermedades
fungicas en plantas (Suvendu et al., 2014). Algunas cepas tienen la capacidad de fijar N
atmosférico (Das et al.,, 2014). Tiene importancia industrial ya que B. megaterium produce
amidasa de penicilina que se utiliza para producir penicilina sintética, vitamina B12, fungicidas y
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antivirales (Adeleke y Dames, 2013). Este microorganismo es importante por su potencial para
producir PHB, que es un polimero resistente producto de la asimilacién del carbono (a partir de
glucosa o almidon) y que es empleado por la bacteria como una forma de almacenamiento de
energia para ser metabolizado cuando otras fuentes comunes de energia no estan disponibles
(Latif et al., 2013). Previamente otras especies benéficas han sido utilizadas en la produccién
de R. communis. Por ejemplo, Bacillus subtilis mostré tener capacidad para inhibir el
crecimiento de Fusarium equiseti, como resultado de la sintesis de compuestos como
surfactina, iturina y fengicinas; que se utilizan para el control de enfermedades de las plantas,
esta actividad despierta el interés para continuar utilizandola en diferentes campos de la
investigacion, bajo condiciones controladas como en control biolégico, contra patégenos
vegetales, como biofertilizante o promotor de crecimiento vegetal en diferentes cultivos.

Paenibacillus lactis son bacilos rectos con extremos redondeados, moviles, Gram-negativos.
Las endosporas son elipsoidales o cilindricas. Las colonias son redondas, ligeramente
convexas, color crema y opacas. Con bordes transparentes, difusos; la superficie presenta una
textura parecida al cascarén de huevo. Son bacterias aerobias, que crecen en un intervalo de
temperatura entre 30 a 40 °C. Se desarrollan satisfactoriamente a pH 7.0, pero se pueden
encontrar en pH de entre 10.5 y 11.0. Se han asociado a la rizosfera de diferentes plantas y
presenta la capacidad de fijar N (Angelopoulou et al., 2014). Paenibacillus spp., es clasificado
como RPCV por producir citoquinina (Timmusk et al., 1999), péptidos antibiéticos (Budi et al.,
1999) y flavonoides (Selim et al., 2005). También produce IAA y solubiliza fésforo, tal como lo
reportado por Ma et al., (2011) para Paenibacillus sp ASR6, pero contrario a lo reportado por
Beatty et al., (2002), en cuanto a la solubilizacién de fésforo. Estimula el crecimiento micelial de
Kalaharituber pfeilii (Hennings) Trappe y Kagan-Zur (antes Terfezia pfeilii), por lo que también
se considera como una bacteria que ayuda a la micorrizacion (Martin et al., 2003), en otro
trabajo se reportdé la presencia de genes NOD en la asociacion simbibtica Unica de

Paenibacillus spp. en nédulos de Trifolium pratense (Suvendu et al., 2013); ademas, tiene la
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capacidad de crecer en medio libre de fuente de nitrégeno y presenta actividad antagonista
frente a muchos hongos fitopatdogenos (Schhwyn y Neilands, 1987), asi como un amplio
espectro de actividad bactericida en bacterias gram-positivas y gram-negativas (Jin et al., 2014),
al mismo tiempo que estimula la colonizacidon de la raiz por los hongos formadores de
micorrizas arbusculares (Jordan y Wagschal, 2010;Jin et al.,, 2014; Zhanga et al., 2014).
Paenibacillus, se considera como un grupo formador de endosporas, que le permiten resistir la
desecacion, el calor, la irradiacion UV, solventes organicos y puede prosperar en suelos
agricolas, por lo que es muy adecuado para aplicaciones de control bioldégico (Jordan y
Wagschal, 2010; Jin et al., 2014; Zhanga et al., 2014). Es un agente util en la biorremediacion
de suelos contaminados, ya que degrada diferentes compuestos como albendazol (Zhang et al.,
2014), ftalato de dibutilo (DBP) (Jin et al., 2014), xilano (Jordan y Wagschal, 2010; Jin et al.,
2014; Zhanga et al., 2014), di-n-butil ftalato (Kambourova et al., 2007), quitina (Itoh et al., 2014;
Meena et al., 2014), celulosa (Chua et al., 2014); ademéas de presentar actividad amilolitica
(Kambourova et al., 2007) y tolerancia a arsénico (Suvendu et al., 2014), por lo que tiene un
alto valor de aplicacién potencial en las industrias de farmacos, alimentos, energia, papel,
celulosa y de biocombustibles (Kambourova et al., 2007).

Pseudomonas extremorientalis es una bacteria Gram negativa, aerobia, formadora de esporas,
con el fenotipo tipico de Pseudomonas fluorescens. Son bacilos de entre 0.8 -1.0 um con un
diametro de entre 2.0-3.5 um que presentan un flagelo polar. Forma colonias redondas,
convexas de tamafo regular. Crecen en un intervalo de temperatura de 14-35 °C, con un
crecimiento 6ptimo a 25 °C y a un pH de 7.0, tiene metabolismo quimiorganotrofo (Spanggord et
al., 1991). Pseudomonas spp., posee la capacidad de degradar estireno (Liang et al., 2009; Li et
al., 2007), 2,4-dinitrotolueno (DNT) (Spanggord et al., 1991), atrazina (Mandelbaum, Allan y
Wackett, 1995), quinolina (Bai et al., 2010), fenol (Aneez Ahamad y Mohammad Kunhi, 2011),
verde malaquita (MG) (Du et al., 2011; Jung et al.,, 2013), nicotina (Zhong et al., 2010),

dibenzofurano (Kumar et al., 2011), paration-metilo (PM) (Zhang et al., 2012), y simazina [2-
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cloro-4,6-bis(etilamina)-s-triazina] utilizada en todo el mundo para el control de malezas de hoja
ancha (Morgante et al., 2010); compuestos clorados como el acido dicloroacético, éster
heptadecilo, formando compuestos mas simples como 4-isopropil-benzaldehido (Tanay et al.,
2012). Pseudomonas spp., produce la enzima reductasa de cobre, clave en la biorremediacion
de suelos contaminados con Cu (Andreazza et al., 2011), Pseudomonas spp M174. UW4
convierte indol-3-acetonitrilo para producir AIA (Duca, Rose y Glick , 2014). También
Pseudomonas spp. HYS produce L-3,4-Dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que es la droga mas
potente que se usa para el tratamiento del parkinson (Patil et al., 2013), asi como,
Pseudomonas sp 2B, produce un tipo de biosurfactante glucolipidico que reduce la tensién
superficial y emulsiona diferentes hidrocarburos (Aparna, Srinikethan y Smitha, 2012).
Pseudomonas sp como muchas otras RPCV produce 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), un
policétido producido por bacterias que muestran amplio espectro antiviral, antifingico,
antibacteriano, antitumorales y propiedades fitotdxicas, util para el control de la marchitez
bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, una enfermedad importante en cultivos como
el tomate (Lycopersicon esculentum), la papa (Solanum tuberosum), el chile (Capsicum
annuum), el tabaco (Nicotiana tabacum), la berenjena (Solanum melongena) y el pimiento
(Capsicum annuum) (Srinivasamurthy, Singh y Rai, 2014). Antag6nica a Radopholus similis
(Araujo et al., 2010) y Flavobacterium psychrophilum en trucha arco iris (Oncorhynchus
mykissmodelo) (Korkea-aho et al. 2011). Es capaz de utilizar el compuesto de la planta 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) como Uunica fuente de nitrégeno, ya que posee la
enzima ACC desaminasa (Yu et al., 2014) Tiene capacidad de nodulacion en algarrobo negro
(Robinia  pseudoacacia) (Shiraishi, Matsushita y Hougetsu, 2010). Pseudomonas
extremorientalis FN121 mostré produccion de AIA lo que concuerda con reportes previos
(Suvendu et al., 2014; Szilagyi-Zecchin et al., 2014), solubiliza fosfatos que concuerda con
Giles et al., (2013) y Achari et al. (2014), ademas, tiene la capacidad de crecer en medio libre

de nitrégeno (LaPatra, Fehringer y Cain, 2014);
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La sustentabilidad de los sistemas agricolas a largo plazo debe fomentar el uso y manejo
eficiente de los recursos naturales de los agroecosistemas. Los microorganismos benéficos son
un componente vital de los sistemas que tienden a la sustentabilidad; ademas de reducir los
costos de produccién y el impacto ambiental de la fertilizacion quimica. Los microorganismos
con mudltiples funciones, es decir, aquellos que sean capaces de solubilizar el fésforo para
hacerlo disponible a las plantas, y que ademas de producir fitohormonas y fijen N atmosférico,
tienen un amplio potencial para ser usados como bioinoculantes en sistemas de produccion

agricola.

3.5. Conclusiones
Se detecté que existe multifuncionalidad, es decir capacidad simultanea de solubilizar fosfatos,

producir AIA y crecer en medio libre de fuente de N, en una proporcién relativamente reducida,
7%, del total de las 139 cepas bacterianas aisladas de rizosfera de R. communis evaluadas.
Dentro de los sitios de muestro, las bacterias aisladas del area cultivada, fueron las que
presentaron menor numero de cepas con atributos benéficos. En 37% de las cepas evaluadas
no se registré ninguna caracteristica benéfica y 63% presentaron al menos 1 atributo benéfico.
Las cepas con capacidad de solubilizar fosfatos y producir AlA, constituyeron 58% y 14%,
respectivamente. Se obtuvieron 7 cepas con capacidad de producir mas de 50 mg L™ de AIA.
Se reporta por primera ocasion la capacidad de solubilizar fosfatos y producir AIA en
Arthrobacter koreensis y Bacillus megaterium. Adicionalmente, el presente trabajo contribuye al
conocimiento de los microorganismos potencialmente Utiles, principalmente Bacillus
megaterium, en la produccion de bioinoculantes Utiles para el cultivo de higuerilla, reduciendo
sus costos econdmicos y ambientales; y de esta forma contribuir a la produccién sustentable de

biocombustibles.
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CAPITULO IV

4. POBLACIONES DE BACTERIAS, HONGOS Y ACTINOMICETOS

AISLADAS DE LA RIZOSFERA DE HIGUERILLA

4.1. Introduccion
La produccion de biocombustibles a partir de cultivos oleaginosos como la higuerilla (Ricinus

communis L.) dependen de las condiciones del suelo como un recurso viviente, dindmico y no
renovable, cuya condicion y funcionamiento es vital para la produccion y el mantenimiento de la
calidad ambiental local, regional y global. Sin embargo, el suelo es un recurso que cada vez es
mas pobre en nutrientes y una de las alternativas es tratar de restaurar su fertilidad mediante
técnicas amigables con el ambiente, como puede ser la adicion de biofertilizantes, acordes con
cada cultivo. Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal desempefian un papel
clave en la toma de nutrientes, la tolerancia a estrés ambiental y, en general, el mantenimiento
de la salud radical, favoreciendo asi el aumento del rendimiento de los cultivos (Rives, Acebo y
Hernandez, 2007). Ademas de ser considerados como indicadores de la calidad del suelo
(Nieto y Garcia, 2010), por ser un reflejo de condiciones fisicoquimicas Optimas para el
desarrollo de los procesos metabélicos de microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos)
gue actlan sobre sustratos organicos y cultivos asociados, importantes en el desarrollo y
funcionamiento de los ecosistemas y su fertilidad, pues interviene tanto en el establecimiento de
los ciclos biogeoquimicos, como en la formacion de la estructura de los suelos (Ramos-Vasquez
y ZufAiga-Davila, 2008).

La distribucion de los microorganismos en el suelo estan relacionados con el contenido de
nutrientes, oxigeno (Rivera-Cruz et al., 2002), pH (Fierer y Jackson, 2006) e influenciados por lo

factores ecoldgicos (Burns et al., 2015). El crecimiento microbiano mas importante tiene lugar
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en la superficie de las particulas del suelo, principalmente en la zona conocida como rizésfera
(regién del suelo alrededor de la raiz de la planta influenciada por su metabolismo) (Aciego,
1998; Contreras, 2005). Se estima que en un gramo de suelo en buen estado se pueden
encontrar hasta 600 millones de bacterias, correspondiente entre 15 y 20 mil especies
(Contreras, 2005). Constituyendo la mayor proporciéon de su biodiversidad (Gans et al., 2005;
Fulthorpe et al., 2008). De estos microorganismos solo cerca de 0.1% se ha podido sembrar en
cultivos bajo condiciones controladas (Barrios, 2007). De los microorganismos aislados se
encuentran bacterias que tienen mecanismos como la movilizacién de algunos nutrientes
facilitando la entrada de N, P, K (NO3, H,PO, y K*) y microelementos en la planta (Dobbelaere
et al., 2003).

Ademas, muchas de las plantas exudan sustancias que pueden fomentar la presencia de
rizobacterias benéficas (Ehrenfeld et al., 2005; Hardoim et al., 2008; Berg and Smalla, 2009;
Compant et al., 2010). Por ejemplo, Arabidopsis thaliana exuda acido malico en presencia de un
patdgeno y este atrae a Bacillus subtilis, que protege la raiz del ataque del patégeno (Rudrappa
et at., 2008). También se menciona que los actinomicetos tienen la capacidad de inhibir algunos
patdgenos (Tokala et al., 2002; Marquez et al., 2003), sin embargo, estas interacciones entre
plantas y microorganismos, todavia no son muy conocidas, debido a que en la actualidad no se
conocen muchos mecanismos de estas simbiosis (Trivedi et al., 2005).

La mayoria de los microorganismos se encuentran interactuando en la rizosfera, donde el
ambiente es distinto del resto de la zona edafica (Diaz-Vargas et al., 2001), interactuando con la
planta en continuo estrés ocasionado por distintos factores del sitio (pH, temperatura, salinidad,
humedad, entre otros) (Banerjee et al., 2010; Calvo y Zufiiga, 2010; Garrido et al., 2010). Uno
de los fendmenos importantes que se produce en la rizésfera es la presencia de una gran
variedad de sustancias organicas, como aminodacidos, acidos organicos, carbohidratos,
derivados de acidos nucleicos, factores de crecimiento y enzimas que, directa o indirectamente,

tienen influencia positiva o negativa sobre los microorganismos que ahi habitan (Diaz-Vargas et
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al., 2001). Llegan a conformar hasta 40% de los fotosintatos de la planta (Nelson, 2004), lo cual
cambia la composicion del suelo en la vecindad de la raiz, creando un medio selectivo para la
existencia de grandes poblaciones microbianas heterétrofas, que establecen diferentes
interacciones con la planta, tanto positivas (promotoras del crecimiento vegetal), negativas
(patogénicas), como neutrales (Whipps, 2001; Schoebitz, 2006). Algunas bacterias pueden
tener la capacidad de solubilizar fosfatos (Chen et al., 2005; Chatli et al., 2008; Cordero et al.,
2008), producir AlA (Vessey, 2003) o el control de organismos patdégenos (Larrea, 2001), éstas
pueden ser sujetas de estudio y desarrollo como bioinoculantes para su uso en pro de una
agricultura sustentable (Chen et al., 2005; Coérdoba-Bautista et al., 2009). El objetivo del
presente trabajo fue cuantificar las poblaciones de hongos, bacterianas totales y actinomicetos
aislados de la rizésfera de ricino, de siete sitios de muestreo, incluyendo plantas cultivadas y
otras creciendo en areas ruderales o de traspatio, Yy correlacionarlas con les caracteristicas

fisicas, quimicas y bioldgicas de los suelos.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Lugar de muestreo de rizdsfera de ricino y toma de muestras.
Se recolectaron muestras de suelo rizosférico de Higuerilla (Ricinus communis L.) en 7 sitios,

ubicados en 2 regiones de México, del centro y sureste del pais. La primera corresponde a
localidades de Texcoco, Estado de México y la segunda se ubica en la localidad de Santa
Catarina Estetla, municipio de Santa Maria Pefioles, Oaxaca. Los sitios poseen condiciones de
suelo, clima y altitud distintas. De la regibn Texcoco se muestrearon seis sitios
georeferenciados con GPS digital (Garmin Modelo 60cx), cinco en areas ruderales donde se
encuentra el ricino de forma silvestre y uno en el campo de cultivo con ricino perteneciente a la
Universidad Autonoma Chapingo. En la region correspondiente a Oaxaca se realizé un
muestreo de una higuerilla presente en un traspatio. Las muestras de rizosfera fueron

recolectadas de 3 puntos en los primeros 30 cm de profundidad, a 0.5 m de distancia de la base
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del tronco de las plantas. En total se muestre6 1 kg de suelo, originado por una muestra
compuesta de los 3 puntos recolectados. Estas muestras se colocaron en bolsas de plastico,
las cuales se transportaron en una hielera al laboratorio para los andlisis respectivos. La
recolecta se realizd a finales de la época de lluvias (junio-octubre de 2011) y cada una se
analizé por triplicado.

4.2.2. Determinacion de las propiedades fisicas y quimicas de suelo de los sitios

de muestreo
Las muestras se enviaron al laboratorio de suelo y agua de la Universidad Autbnoma Chapingo,

para su analisis, donde fueron secadas a temperatura ambiente a la sombra y se molieron con
mazo de madera; las muestras organicas se fragmentaron con rodillos de madera y se
tamizaron en malla 10 (2 mm). Las rutinas analiticas para determinar pH, conductividad
eléctrica (CE), materia organica (MO), nitrégeno total (Ntotal), nitrégeno (N), fosforo (P), potasio
(K), calcio (Ca), magnesio (Mg), fierro (Fe), arena, limo, arcilla y textura, son las indicadas en la

NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2002).

4.2.3. Determinaciones de microorganismos de larizésfera de ricino
Se pesaron 10 g de suelo de cada muestra, se colocé en una botella de vidrio estéril con 90 mL

de agua, agitandose 20 min de manera vigorosa (dilucién 10™%) y se llevé a cabo diluciones
decimales seriadas en agua destilada estéril. Para el recuento de bacterias totales (AN), se
utilizé el medio de cultivo agar nutritivo donde se incubaron las placas durante 48 h a 28 °C.
Para hongos totales (PDA) se utiliz6 el medio de cultivo Potato Dextrose Agar con rosa de
bengala y estreptomicina (33 pg mL™) y la incubacién se realizé6 durante 144 h a 28 °C.
Pikovskaya (para solubilizadoras de fosfatos) (SP), las placas se incubaron 120 h a 28 °C. Para
el caso de actinomicetos (ACT) el medio fue CZAPECK, incubado a 28 °C durante 168 h. Medio

de Rennie para fijadores de nitrégeno asimbidticos (FN) incubado a 28 °C durante 96 h.
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4.2.4. Andlisis estadistico
Se cuantificé el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco (UFC g

1
de ss). Se realiz6 el andlisis estadistico G.L.M. mediante la comparacién de medias de Tukey
con un 0=0.05, y se correlaciond las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo con las
poblaciones de microorganismos rizosféricos, los cuales fueron analizados para determinar el
tipo (positivo o negativo) y la magnitud de los efectos de las variables independientes sobre las
dependientes (AN, FN, SP, PDA y ACT). Las relaciones entre las variables independientes y
dependientes se definen mediante la generacién de modelos de regresion multiple de la forma:
Variable dependiente= f(variable independiente). Los modelos de prediccion de los efectos de
cada uno de los factores del sitio sobre el nimero de UFC de microorganismos rizosféricos se
obtuvieron mediante el procedimiento stepwise del sistema SAS 9.0 (Statystical Analysis

System). Este procedimiento selecciona aquellas variables independientes que son

significativos a un nivel de confianza especificado y elimina los que no lo son.

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis multidimensional no paramétrico (nonmetric
multidimensional scaling, NMS) con el paquete estadistico R version 3.1.3. (R Development
Core Team, 2015), y las librerias Ecodist version 1.2.9. (Goslee y Urbano, 2015) y Vegan
version 2.2.1 (Oksanen et al., 2010). EI NMS es un método de ordenacion que ha demostrado
ser muy adecuado para el andlisis de datos de comunidades (McCune and Grace, 2002), ya
que, es un método de ordenacién sin restricciones que busca en forma iterativa la mejor
manera de representar los datos del sitio, en un reducido nimero de dimensiones, de modo que
las distancias en el diagrama de ordenacion reflejen las similitudes o diferencias en la estructura
de las comunidades de los sitios estudiados, el proceso de iteracion se detiene cuando se
minimiza la relacion, que se mide por un valor de estrés (menor de 20%) (MaCune and Grace
2002). Para el andlisis de distancias se utiliz6 el procedimiento de Sorensen (Bray-Curtis) con
9999 permutaciones. ElI NMS se considera mejor que muchas otras técnicas de ordenacion, ya

gue no asume una relacion lineal entre las variables (Clarke, 1993). Se uso el procedimiento de
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respuesta multiple por permutaciones (MRPP) con el paquete PC-ORD version 5 (McCune y
Medford 2006), para comparar las distancias en el espacio de coordinacién entre los puntos
correspondientes a los diferentes sitios de muestreo, con el fin de demostrar si algunos sitios de
interés serian diferentes estadisticamente. Se realizd la comparacién por pares entre los sitios
definidos a priori, para probar la hipbtesis nula i.e. no existe diferencia entre sitios. Este
procedimiento es muy Uutil, ya que ninguna hip6tesis debe cumplirse, como la normalidad
multivariable o la homogeneidad de varianzas. En adicién, el valor T en MRPP indica la
separacion entre los sitios, un mayor valor indica una separacion mas fuerte, mientras que el
valor A indica la homogeneidad dentro del sitio en comparacion con la expectativa al azar
(McCune y Grace, 2002). Por ultimo, se realizaron correcciones en base al ajuste propuesto por

Holm para determinar la tasa de error del valor de p (Legendre and Legendre, 2012).

4.3. Resultados y discusion

Una vez ubicados los puntos de muestreo se georefenciaron (Figura 4.1) y se registré la altitud

del sitio, como se muestra en el jError! No se encuentra el origen de la referencia..

Cuadro 4.1. Caracteristicas de los sitios de muestreo de suelo rizosférico de Ricinus

communis.

Longitud Latitud Altitud

M L li E i
uestra ocalidad cosistema N W (msnm)

San Bernardino, Texcoco, )
1 . Silvestre 19°28.76 98°53.40° 2257
Estado de México.
Venta de Carpio, Ecatepec,
Estado de México.
San Nicolas Tlaminca, Texcoco, .
3 L Silvestre 19°29.16" 98°48.46° 2348
Estado de México.

San Felipe, Texcoco,

Silvestre 19°37.20° 98°59.38" 2229

i 19°30.36 98°53.69"
4 Estado de México. Silvestre 2217
Universidad Auténoma
5 Chapingo, Texcoco, Estado de Cultivada 19°29.50 98°52.96 2253
México.
g  Colegio de Postgraduados, Silvestre ~ 19°27.81°  98°5428° 2200

Campus Montecillo, Texcoco,
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Estado de México.
Santa Catarina Estetla, Santa

. ~ Traspatio 17°0.69° 97°8.29° 2100
Maria Pefioles, Oaxaca. P

N: norte; W: oeste; y msnm: metros sobre el nivel del mar.
Los resultados de laboratorio de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo de los sitios de
muestreo se presentan en el Cuadro 4.3. Después de realizar la siembra en placa y el conteo
de UFC g* de suelo seco, se transformé a log 10 para facilitar su manejo estadistico (jError!

No se encuentra el origen de la referencia.).

)
w

- \
)
|
- ‘l
B o100 0 Mesico y Oaxncs
Mapatilicn Mesicwne
0 e pomee 000 ) 000 0. 000 £ 100,000
e Wl

Figura 4.1. Ubicacién geografica de los sitios de muestreo de suelo rizosférico de R.
communis.
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Cuadro 4.2. Analisis quimico y fisico del suelo de los sitios de procedencia.

Procedencia pH CE MO Ntotal N P K Ca Mg Fe Arena Limo Arcilla Textura
dsSm™ % mgKg™ %

1 7.05 0.36 148 0.07 13 1924 734 1471 515 13.77 63.6 19.3 0.36 Franco arenoso

2 81 0.88 215 0.11 104 2147 1760 6954 1062 10.6 61.6 253 0.88 Franco arenoso

3 77 08 538 0.27 104 1129 1780 3888 474 31.3 69.6 21.3 0.8 Franco arenoso

4 839 0.68 1.75 0.09 156 56.59 1810 2491 673 2348 53.6 253 0.68 Franco arcilloso arenoso
5 74 04 188 0.09 156 9.76 326 2599 1051 21.35 23.6 31.3 0.4 Arcilla

6 8.25 0.74 188 0.09 15.6 2256 446 4961 976 13.78 656 21.3 0.74 Franco arenoso

7 7.87 056 6.72 0.34 13 223.03 838 6115 680 60.16 356 23.3 0.56 Arcilla

71



Respecto al andlisis estadistico GLM se encontré que no hay diferencias significativas
para las poblaciones de bacterias totales en agar nutritivo (AN), coincidiendo con lo
reportado por Stres, et al. (2013). Sin embargo, hubo diferencias significativas con un

0a=0.05, para el resto de las poblaciones, como se muestra en el Cuadro 4.3.

Cuadro 4.3. Poblacion de microorganismos cuantificados de rizésfera de higuerilla

en siete sitios de muestreo.

Bacterias con

Bacterias . Bacterias Hongos . .
crecimiento en . Actinomicetos
Muestra totales L solubilizadoras de totales
medio libre de (ACT)
(AN) . fosfatos (SP) (PDA)
nitrogeno (FN)
Log UFC Log UFC Log UFC Log UFC Log UFC
1 6.3965 a'* 6.4855 ba 4552 a 3.3823 a 4.5745 b
2 6.1700 a 6.0715 bc 2.806 ba 3.1254 a 4.7518 ba
3 6.5058 a 6.5357 a 4517 a 3.9087 a 5.9046 a
4 5.8399 a 6.2512 bac 2.790 ba 3.6957 a 4.7016 ba
5 6.0554 a 6.5128 ba 4.494 a 0.8874 b 4.2608 b
6 5.8108 a 6.3184 bac 2.435 ba 45514 a 4.8015 ba
7 6.1152 a 5.9702 c 0.000 b 3.8430 a 3.8319b

UFC: Unidades formadoras de colonia. ‘Cada valor en el cuadro es la media de 3
repeticiones. ?Valores medios con letras iguales no son estadisticamente diferentes
(p=0.05).

Al cuantificar las poblaciones cultivables de microorganismos de la rizosfera de higuerilla
de los siete sitios de muestreo, se encontrd que las bacterias fueron mas numerosas que
las demas poblaciones, en particular las de hongos, como lo reportan Pefia y Reyes
(2007). Sanchez-Gomez (2013) menciona que las mayores poblaciones de bacterias, se

encuentran en pH cercano a la neutralidad, y Torres y Lizarazo (2006) lo relaciona con la

72



mayor cantidad de materia organica, contrario a lo encontrado en el presente estudio para
ambos casos.

Las bacterias fijadoras libres de nitrégeno presentaron los promedios méas altos como lo
reportado por Beltran-Pineda y Lizarazo-Forero (2013). Garcia, Jaramillo y Carrillo (2011)
reportan que la cantidad de Bacterias Fijadoras libres de nitrbgeno son directamente
proporcionales a las poblaciones de bacterias solubilizadoras de fosfatos, y Chen et al.
(2005) menciona que las poblaciones estan inversamente relacionadas con el pH,
contrario a lo encontrado en este trabajo para ambos casos.

En Santa Catarina Estetla no se presentaron poblaciones de solubilizadoras de fosfatos,
coincidiendo con los contenidos mas altos de fosforo y materia organica, como o
reportado por Kim, et al. (2011) y contrario a lo encontrado por Beltrdn-Pineda (2014).

Los actinomicetos se presentaron en mayor cantidad que los hongos, coincidiendo con lo
encontrado por Escobar-Escobar, Mora-Delgado y Romero-Jola (2009). Se dice que su
presencia responde a la fertilidad del suelo, contrario a lo encontrado en este trabajo
donde el sitio San Nicolas Tlaminca tiene la mayor poblacién pero no es el de mayor
fertilidad.

La menor cantidad de hongos se presentd en el sitio 5 con mayor perturbacién (cultivo de
higuerilla), coincidiendo con lo reportado por Moratto et al. (2005) para el cultivo de papa.
Posteriormente se realiz6 un andlisis de correlaciones de Pearson entre el analisis fisico y
quimico del suelo (Cuadro 4.2) y las poblaciones de microorganismos (Cuadro 4.3) de las
cuales las mas representativas para bacterias totales fue: la concentracion de magnesio
(Mg) vy nitrogeno (N), coincidiendo con Cenciani et al. (2009) en este Ultimo; Bacterias
fijadoras libres de nitrégeno: la concentracion de calcio (Ca); Bacterias solubilizadoras de

fosforo: el pH fue determinante; Hongos totales: el pH, la concentracion de potasio (K), el
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porcentaje de arena, materia organica (MO), y la concentracion de nitrégeno total (Ntotal);
Actinomicetos: el pH, la concentracion de N y Mg, la conductividad eléctrica (CE) y el
porcentaje de arena (Cuadro 4.4).

Cuadro 4.4. Modelos de regresién multiple y pardmetros independientes, para las

poblaciones de microorganismos rizosféricos aislados de R. communis.

No. Modelo| Modelo/variable independiente Significancia R?
estadistica parcial
Modelo 1 | AN = 6555002 -2306.91913Mg -218251N 0.0031 0.29
Magnesio 0.0418 0.20
Nitrégeno 0.1448 0.09
Modelo 2 | FN =3847174 -373.08198Ca <.0001 0.38
Calcio 0.0029 0.38
Modelo 3 | SP = 255926 -300669pH 0.0022 0.36
pH 0.0042 0.36
Modelo 4 | PDA = 24320pH -199989 +114510MO -
2231346Nt -12.09900K +423.01602A <.0001 0.88
pH 0.0654 0.17
Potasio 0.0059 0.29
Arena <.0001 0.35
Materia organica 0.0768 0.04
Nitrégeno total 0.0595 0.03
Modelo5 | ACT = 7292811 -1351172pH +140904N -
1032.27507Mg +4687109CE -11193A <.0001 0.85
Nitrégeno 0.0045 0.35
Magnesio 0.1423 0.07
Conductividad eléctrica 0.0696 0.10
pH 0.0041 0.21
Arena 0.0015 0.12

Dénde: AN: bacterias totales, FN: bacterias fijadoras libres de nitrégeno, SP: bacterias
solubilizadoras de fosforo, PDA: hongos totales, ACT: actinomicetos, CE: conductividad
eléctrica (dSm™), MO: materia organica (%), Nt: nitrégeno total en el suelo (%), N:
concentracion de nitrogeno en el suelo (mgKg™), K: concentracion de potasio en el suelo
(mgKg™?), Ca: concentracion de calcio en el suelo (mgKg™), Mg: concentracion de

magnesio en el suelo (mgKg™), A: arena (%)

Los modelos de regresion indican las propiedades del suelo del sitio que se correlacionan

mas estrechamente con el numero de UFC de bacterias totales (AN, a = 0,0031, R? =
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0.29), fijadoras libres de nitrégeno (FN, a = <.0001, R? = 0.38), solubilizadoras de fosfatos
(SP, a = 0,0022, R? = 0.35), hongos totales (PDA, a = <.0001, R? = 0.88) y actinomicetos
(ACT, a = <.0001, R? = 0.85). Las variables independientes restantes fueron eliminadas
por el procedimiento STEPWISE, cuando no se cumplié su nivel de significancia para la
entrada en el modelo (0.15).

Se encontré una alta correlacion entre las variables fisicas y quimicas de los suelos y las
poblaciones rizosféricas, tal como lo reporta Hoppe et al. (2015). Existe una alta
correlacion entre las poblaciones de microorganismos y el pH, ya que este parametro
explica parcialmente tres de los cinco modelos, concordando con lo reportado por Fierer
and Jackson (2006), Griffiths et al. (2011) y Clavijo et al. (2012). Calvo, Meneses y
Zufiiga, (2008) mencionan que el porcentaje de materia organica estd directamente
relacionado con la mayor diversidad de microorganismos, contrario a lo reportado por
Beltran-Pineda (2014), sin embargo, en el presente estudio no fue determinante en la
cantidad de bacterias en general, ni actinomicetos, solo parcialmente para hongos totales,
pero con un porcentaje muy bajo.

Frossard et al. (2013) reportan que el nitrégeno y el fosforo son determinantes en las

poblaciones de bacterias y hongos, contrario a lo encontrado en el presente estudio.

Mediante el andlisis multidimensional no paramétrico se obtuvo una ordenacién (Figura
4.2) donde se observa que la poblacion de bacterias totales tiene mayor presencia en los
sitios: San Nicolas Tlaminca, San Bernardino, Venta de Carpio y Santa Catarina Estetla
(donde solo una de las repeticiones es la que influye), y en menor relacion los sitios San
Felipe, Colegio de Postgraduados y Chapingo. La poblacién de bacterias diazotréficas o

fijadoras libres de nitrégeno, estd asociada principalmente con los sitios: San Nicolas
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Tlaminca, Chapingo, San Bernardino y en menor proporcién Colegio de Postgraduados.
En el caso de las bacterias solubilizadoras de fosfatos los sitios con mayores poblaciones
fueron: San Bernardino, San Nicolas Tlaminca y Chapingo. Las poblaciones de hongos
totales estan distribuidas en mayor cantidad en: Colegio de Postgraduados, Santa
Catarina Estetla y San Nicolas Tlaminca; este ultimo sitio a pesar de tener una gran
cantidad de hongos totales, esta mas influenciado por las poblaciones de bacterias. Por
tltimo, el mayor numero de unidades formadoras de colonias de actinomicetos se

encuentran en los sitios: San Nicolas Tlaminca, Venta de Carpio y San Bernardino.
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X2

CE1

X1

Figura 4.2. Distribucion no paramétrica de los microorganismos rizosféricos, en
relacion con las variables de suelo del sitio. Varianza explicada por los ejes: X1 =
44.5% y X2 =52.3%. Estrés= 8.51%.

Dénde: Las flechas representan la desviacién estandar a lo largo de ambos ejes. AN:
bacterias totales, FN: bacterias fijadoras libres de nitrdgeno, SP: bacterias solubilizadoras
de fosforo, PDA: hongos totales, ACT: actinomicetos. Elipses con 95% de confianza
corresponden a los sitios de origen: SBn: San Bernardino, VCn: Venta de Carpio, NTn:
San Nicolas Tlaminca, SFn: San Felipe, CHn: Chapingo, CPn: Colegio de Postgraduados,

CEn: Santa Catarina Estetla, n: nimero de repeticion (1 a 3).
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San Nicolas Tlaminca es el sitio con mas diversidad en comparacion con los demas, y su
ordenacién esta determinada principalmente por las poblaciones bacterianas, dejando los
hongos en segundo término, a pesar de ser uno de los sitios con mayor cantidad.

Sivila de Cary y Angulo (2006), Ayres, et al. (2008), Ayres, et al. (2010) y O’Neill, et al.
(2013) reportan que las poblaciones de bacterias varian de acuerdo con el grado de
perturbacion del suelo, concordando con lo encontrado para el sitio de San Nicolas
Tlaminca, siendo éste el menos perturbado antropocéntricamente.

La comparacion de medias mediante el MRPP se realiz6 GUnicamente en los sitios Venta
de Carpio, San Nicolas Tlaminca y Universidad Autbnoma Chapingo, por ser los sitios
mA&s contrastantes en base a su ubicacion y caracteristicas microbiol6gicas, ya que el
primero y segundo son sitios ruderales a diferente altitud y el tercero es una plantacion de
higuerilla. El sitio Venta de Carpio difiere significativamente de los sitios San Nicolas
Tlaminca (A= 0.5226, p= 0.0218), la tasa de error del sitio, utilizando la correccién de
Holm fue p=0.0656; y del sitio Universidad Autbnoma Chapingo (A= 0.3113, p= 0.0272), al
corregir la tasa de error se tuvo p= 0.0656. Para los sitios San Nicolas Tlaminca y
Universidad Autbnoma Chapingo se tuvieron diferencias significativas (A= 0.3613, p=
0.0233) al corregir el error se obtuvo p= 0.0656. De acuerdo a los valores de p, los tres
sitios fueron estadisticamente diferentes con un a= 0.10.

Como mencionaron Hannam, Quideau y Kishchuk (2007), el contenido de materia
organica explica porque no variaron significativamente las poblaciones de bacterias
totales, bacterias solubilizadoras de fosfatos y actinomicetos en los sitios Venta de Carpio
y San Nicolas Tlaminca. La ubicacién topografica segun lo reportado por Swallow et al.
(2009) y Singh et al. (2014) incide en las poblaciones bacterianas de los sitios,

principalmente en San Nicolas Tlaminca siendo el de mayor altura. De acuerdo con los
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datos encontrados, estos sitios son muy diferentes entre si, por la diversidad microbiana y

las caracteristicas propias del sitio.

4.4. Conclusiones

El sitio con mayor diversidad bioldgica es San Nicolas Tlaminca, con los niveles més altos
de UFC de bacterias totales, fijadoras libres de nitrégeno y actinomicetos, y en segundo
lugar para solubilizadoras de fosfatos y hongos totales. Siendo el sitio con menor
perturbacion antropocéntrica. El sitio con menor cantidad de hongos totales, corresponde
al area cultivada con R. communis en la Universidad Autonoma Chapingo, Y el sitio Santa
Catarina Estetla con nula poblaciéon de bacterias solubilizadoras de fosfatos. Se encontrd
el pH y el N como las principales caracteristicas que explican la cantidad de UFC de
microorganismos rizosféricos, con los sitios de muestreo estudiados. La ordenacién en
dos dimensiones nos explica el 96.8% de la variabilidad entre sitios, en base a las
poblaciones de microorganismos rizosféricos. Existen diferencias estadisticamente
significativas (o= 0.10) para los sitios: Venta de Carpio, San Nicolas Tlaminca y
Universidad Autbnoma Chapingo. Se encontraron bajas poblaciones de microorganismos
rizosféricos en el sitio cultivado con higuerilla de la Universidad Auténoma Chapingo,
presumiblemente por al alto grado de perturbacion del suelo, ya que es un area donde se
utilizan gran cantidad de agroquimicos. Existe un gran potencial en el aprovechamiento de
BPCV, para la produccion de higuerilla destinada para biocombustibles. Asi como, hongos
y actinomicetos, que pueden ser susceptibles de aprovechamiento como biofertilizantes.

Sin embargo, falta mucho por conocer sobre la dinamica de sus asociaciones.
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CAPITULO V

5. COLONIZACION MICORRIZICA EN HIGUERILLA (Ricinus
communis L.) UNA PLANTA CON POTENCIAL
BIOENERGETICO

5.1. Introduccion.

Entre los organismos que habitan en el suelo cabe destacar por su funcion
ecologica los hongos micorrizicos arbusculares (HMA). La micorriza es una
simbiosis entre un hongos del grupo de los Glomeromycota y las raices de las
planta (Sousa et al., 2010b). Los HMA se encuentran ampliamente extendidos por
toda la superficie terrestre y establecen simbiosis con, al menos, 80% de las
plantas vasculares, favorecen el crecimiento y adquisicion de nutrientes de la
mayoria de las plantas de interés econémico (Carneiro et al., 2008). Los HMA se
caracterizan porque sus hifas penetran en las células de las raices formando
estructuras de almacenamiento (vesiculas) y de intercambio bidireccional de
nutrientes y carbono (arbdsculos) (Martinez y Pugnaire, 2009). Estos son
simbiontes obligados, mientras que las plantas presentan distintos grados de

dependencia a la micorrizacion.

Las micorrizas arbusculares son un importante factor bioldgico dentro de la
estructura y funcionamiento de los suelos, e inciden sobre el comportamiento
ecoldgico, productividad y composicion de comunidades vegetales naturales, asi
como de cultivos agricolas y plantaciones forestales (Pérez y Fuentes, 2009).

Recientemente el origen edafico, desde el punto de vista de la fertilidad, de estos
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hongos mutualistas se considera determinante como mecanismo de adaptacién de
sus plantas hospederas, factor de suma importancia a considerar en el momento
de su utilizaciéon en la agricultura, restauracion de suelos y en la fijacién de
carbono. (Johnson et al., 2010). Actualmente, la comunidad de HMA ha sido
propuesta como potencial indicador biolégico de la calidad de los suelos (Flores,
2010), ya que existe una relacion muy estrecha entre la calidad microbioldgica del

suelo y el medio ambiente (Silveira y Freitas, 2007).

Una micorriza es esencial para uno o los dos simbiontes implicados, cuya funcion
principal es el intercambio de nutrientes, agua y azucares (Smith y Read 2008).
Estan presentes en las comunidades terrestres de una forma casi universal. Por lo
cual algunos autores proponen que las raices evolucionaron en las primeras
plantas primitivas para albergar estos hongos (Read 1994; Brundrett 2002). La
micorriza se considera como una extension de la raiz y como el componente mas
importante para la absorcion de nutrientes. ElI micelio extraradical tiene la
caracteristica de conectar a varias plantas, incluso, permite la formacion de una
red subterranea de transporte entre diferentes plantas de la comunidad vegetal,
gue ayuda a minimizar las pérdidas de nutrientes del ecosistema (Simard et al.

2002).

La mayoria de los microorganismos se encuentran interactuando en la rizosfera,
donde el ambiente es distinto del resto de la zona edafica. Uno de los fendmenos

importantes que se produce en la rizdsfera es la presencia de una gran variedad
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de sustancias organicas, como aminoacidos, acidos organicos, carbohidratos,
derivados de acidos nucleidos, factores de crecimiento y enzimas que, directa o
indirectamente, tienen influencia positiva o0 negativa sobre los microorganismos
gue ahi habitan (Diaz-Vargas, et al., 2001; Whipps, 2001; Franco-Correa, 2009;
Rives, Acebo y Hernandez, 2007). Los exudados radicales, pueden conformar

hasta 40% de los fotosintatos de la planta (Nelson, 2004),

La micorriza arbuscular es la mas comun, se presenta en 80% de las especies
vegetales, en la mayoria de las angiospermas (plantas con flores), en pteridofitas
(helechos, lycopodios, etc.), en algunas gimnospermas y en rizoides de musgos y
Anthoceros. Se le conoce también como endomicorriza debido a que el hongo se
desarrolla en el interior de la raiz de la planta hospedera y forma estructuras

intracelularmente (Reyes, 2002).

Las micorrizas aumentan la absorcion de fosforo, zinc, magnesio, potasio,
nitrégeno, azufre, calcio, cobre, molibdeno y boro en las plantas, incluso a partir de
particulas solidas inorganicas en suelos muy pobres (Kikvidze et al., 2010),
aumentando hasta en un 700% el &rea de absorcion (Minhoni y Auler, 2003).
Debido a estas condiciones, las plantas asociadas con micorrizas a menudo son
mas competitivas (Pautasso, 2010) y toleran mejor el estrés hidrico, las altas
temperaturas, la acidez y condiciones de suelos toxicos, y proveen proteccion
contra patdgenos de la raiz (Mello et al., 2006; Meir et al., 2010), estimulando los

mecanismos de defensa bioquimica (Hernandez y Chailloux. 2004; Zambrano y
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Diaz, 2009). La presencia de HMA disminuye la peroxidacion de lipidos, aumentan
las relaciones K":Na® y relaciones Ca®":Na', e incrementan la produccién de

glicina, betaina y prolina (Harris-Valle, et al., 2009).

La higuerilla (Ricinus communis L.) es una oleaginosa de gran importancia
econOmica y social, cuyo aceite es materia prima para biocombustibles, diversos
productos industriales, farmacéuticos, cosméticos y aeronauticos (Freire, 2001).
La higuerilla es una planta de elevada complejidad morfolégica y fisioldgica, su
crecimiento es diferenciado en cada rama, con ramas de varias edades
fisiologicas, desarrollo Heteroblastico, metabolismo fotosintético Cs, ineficiente,
con baja tasa fotosintética entre 18 y 27 mg C02/dm%h y elevada tasa de

fotorrespiracion (Beltrao et al., 2002).

Rajkumar y Freitas (2008) mencionaron que Ricinus communis es un cultivo con
multiples usos no alimentarios y es excelente en la rotacion de cultivos. Ademas,
gracias a su facil crecimiento vegetativo en diferentes climas y el uso de su
biomasa en la industria de los biocombustibles puede utilizarse como
bioremediador de suelos contaminados con metales pesados (principalmente Zn)
para hacerlos mas productivos, con plantas inoculadas con Pseudomonas sp.

(PsM6 y PjM15).

Hoy en dia la produccion de semilla de higuerilla es una actividad que puede
generar numerosos empleos debido a la extraccion del aceite (Freire et al., 2006)

util para la produccioén de biodiesel, como una alternativa productiva para regiones
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semiaridas o templadas (Azevedo y Lima, 2001), ya que su balance energético
segun Urquiaga et al. (2004) y Almeida et al, (2004) es menor a 3 el cual puede
ser mejorado, a través de la selecciéon de variedades de alto rendimiento y la
sustitucién o reduccion de la fertilizacion quimica con el uso abonos verdes,
rotacion de cultivos, sistemas agroforestales y bioinoculantes a base de HMA y
bacterias promotoras del crecimiento vegetal. El objetivo del trabajo presentado en
el presente capitulo fue seleccionar el mejor consorcio de hongos

endomicorrizicos compatible con higuerilla.

5.2. Materiales y métodos
5.2.1. In6culos micorrizicos
Se utilizé semilla de higuerilla "B39" proveniente de la coleccidon de germoplasma
de la Universidad Autonoma Chapingo. Los consorcios de hongos
endomicorrizicos arbusculares (HMA) Consorcio "C-12" (3 Glomus sp, G.
mosseae, Acaulospora leavis y A. denticulata) y "Zac-19" (Glomus albidum,
Rhizophagus diaphanus (antes Glomus diaphanum) y Claroideoglomus claroideum
(antes Glomus claroideum)) procedentes de la coleccién microbiana del Colegio

de Posgraduados. Inoculandose tres semillas por bolsa con 10g de inoculo.

5.2.2. Alturay volumen radical
Se midié en centimetros (cm) la altura de la planta desde la base de la raiz al
apice superior, antes de ser extraida de la maceta. Para medir el volumen radical,
primero se lavaron las raices para quitarles las particulas del suelo adheridas y
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fueron introducidas en una probeta de 100 mL conteniendo una cantidad de agua

conocida, tomandose como el volumen de la raiz al volumen desplazado (cm?).

5.2.3. Determinacion de peso seco de biomasa aéreay radical
Se determind el peso seco de la parte aérea y radical, secando la planta en estufa
a 80 C hasta obtener peso constante. Posteriormente se pesé el material en una

balanza analitica.

5.2.4. Fotosintesis y resistencia estomatica
Se estim6 con un analizador de gases infrarrojo (IRGA) portatil modelo LI-6200
(LI-COR Inc.) en la tercera y cuarta hoja expuesta de una planta de cada
tratamiento y de cada repeticién. Sin desprender la hoja de la planta, se realiz6 la

determinacion con el IRGA (Long, 1981).

5.2.5. Area foliar

El area foliar se cuantificé utilizandose un integrador de area modelo LI-3000

marca LICOR, Inc. a los 90 dias después de la siembra.

5.2.6. Determinacion de las propiedades fisicas y quimicas del sustrato

Las muestras se enviaron al laboratorio de suelo y agua de la Universidad
Autébnoma Chapingo, para su analisis, donde fueron secadas a temperatura
ambiente a la sombra y se molieron con mazo de madera; las muestras organicas
se fragmentaron con rodillos de madera y se tamizaron en malla 10 (2 mm). Las

rutinas analiticas para determinar pH, conductividad eléctrica (CE), materia
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organica (MO), nitrogeno total (Ntotal), nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K),
calcio (Ca), magnesio (Mg), fierro (Fe), arena, limo, arcilla y textura, son las

indicadas en la NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2002).

5.2.7. Colonizacion y dependencia micorrizica

Se estimé la colonizacién micorrizica de acuerdo con la metodologia de Pillips y
Hayman, (1970). Las raices fueron observadas a 400x en un microscopio Olympus

BH-2, cuantificAndose al menos 150 intersecciones por preparado.

Para estimar la dependencia micorrizica se utilizé la féormula: DM = [(materia seca
de planta micorrizada) — (materia seca de planta no micorrizada) / materia seca de
planta micorrizada] x 100. >75% = dependencia excesiva; 50%-75%=
dependencia alta; 25%-50%= dependencia moderada; <25% dependencia

marginal; no responde a inoculacion (Machineski, Balota y Souza, 2011).

Se establecio el experimento en un disefio completamente al azar, con cinco
tratamientos; C-12 (10g/planta), Zac-19 (10g/pl), Comb (mezcla 5g/pl de C-12 y
Zac.19), Fert (fertilizado, 1g/pl, de triple 16 de liberacion lenta) y Test (testigo
absoluto), con nueve repeticiones, utilizandose como sustrato una mezcla de
arena, tezontle y composta (Relacién 1:1:1). Se realizé analisis estadistico (LSD),

al 5% de probabilidad en paquete SAS 9.0, para todas las variables.
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5.3. Resultados y discusion

Se propagoé la planta de higuerilla (Figura 5.1) y se inocul6é de acuerdo a cada uno

de los tratamientos (Figura 5.2).

. &‘Q : o e TS F -
Figura 5.2. Inoculacién de planta de higuerilla con hongos micorrizicos
arbusculares.
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Los resultados del analisis de laboratorio de las caracteristicas fisicas y quimicas

del sustrato se presentan en el Cuadro 5.1.

Cuadro 5.1. Analisis de las propiedades fisicas y quimicas del sustrato.

pH MO Ntotal N P K Ca Mg Fe CE Arena Limo Arcilla Textura
% 1 10] Q0 i ——— dSm %
- -- -1 -
Arena
7.62 10.76 0.54 109.1 114856 660 6629 2915 36.88 4.22 83.6 11.3 4.22
francoso

El crecimiento de las plantas se favorecié con una buena nutricién del suelo, como
lo comprobo previamente, Severino et al. (2008) en sus ensayos con higuerilla,
concordando con los resultados obtenidos en altura (Figura 5.33) y peso seco de
la parte aérea y total (Cuadro 5.22), los cuales, mostraron diferencias

significativas.

96



Altura

—Q

=Comb HZac-19 1 Test m Fert uC-12

Figura 5.3. Altura de la planta mostrando diferencias significativas para la prueba
LSD, valores con la misma letra no difieren entre si, al 5% de probabilidad.

Cuadro 5.2. Composicién de peso seco de la parte aérea y total de higuerilla
(Ricinus communis).

Tratamiento Tallo Hoja Raiz Parte aérea Total
Comb 1.8660 a 25191 a 1.3704 a 4.3851a 5.7555 a
Test 1.6762 ab 2.4279 ab 1.0273 a 4.1041 ab 5.1314 ab
Zac-19 1.5453 ab 2.2455 ab 1.1998 a 3.7909 ab 4.9907 ab
Fert 1.4863 b 2.2414 ab 1.2052 a 3.7276 ab 4.9328 ab
C-12 1.3920 b 2.0835hb 1.2039 a 3.4754 b 4.6793 b

Medias seguidas de la misma letra, no difieren entre si para la prueba de LSD al 5% de
probabilidad. Tratamientos: C-12 (3 Glomus sp, G. mosseae, Acaulospora leavis y A.
denticulata), Zac-19 (Glomus albidum, G. diaphanum y G. claroideum), Comb (mezcla C-

12 y Zac.19), Fert (fertilizado) y Test (testigo absoluto).

Las plantas producen tres tipos de raices: magnolioides (gruesas, sin pelos
radicales), intermedias, y graminoides (finas y con abundantes pelos radicales). Se

dice, que raices gruesas con pocos 0 sin pelos radicales, indican una alta
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respuesta micorrizica, teoria apoyada por algunos estudios (Brundrett, 2002;
Montilla et al., 2002; Jakobsen et al., 2005), lo que explica porque la higuerilla no
mostré una respuesta micorrizica evidente, ya que esta presenta en su etapa
inicial raices graminoides, contrario a lo que concluyd Flores (2010) con base en
sus especies estudiadas, que la respuesta micorrizica es directamente

proporcional al porcentaje de sus pelos radicales.

5.3.1. Fotosintesis y resistencia estomatica
Se estimo la fotosintesis con el IRGA portatil difiriendo en las unidades con
Beltrao et al., (2002) con 8-12 y 18-27 mg CO0,/dm?h respectivamente,
concordando en que es baja la tasa fotosintética (Figura 5.4) y elevada tasa de

fotorrespiracion.
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Fotosintesis
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| Fert Test =Comb mZac-19 wC-12

Figura 5.4. Fotosintesis en plantas de higuerilla, mostrando diferencias
significativas para la prueba LSD, valores con la misma letra no difieren entre si, al
5% de probabilidad.

La micorrizacion favorece el desarrollo de las plantas, pues se incrementa la
provision de los recursos, lo que se refleja en una mayor eficiencia fotosintética y
una menor incidencia de organismos patdgenos. Ademas, los HMA modifican las
relaciones hidricas de las plantas mediante diferentes mecanismos, los cuales
incluyen un incremento en la superficie de contacto de raices micorrizadas,
regulacion estomatica y una menor resistencia en el transporte del agua y los
solutos, mejorando su movilidad en el hospedero. Todo esto se refleja en un
incremento en la conductividad hidraulica (Pimienta-Barrios, 2009), elasticidad de
las hojas, cambios en el potencial agua y turgencia de hojas, variaciones en la
tasa de transpiracion (Covacevich y Echeverria, 2010). Siendo los tratamientos

Fert y Test los mas ineficientes en el aprovechamiento de agua, dada a su baja
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resistencia estomatica (Figura 5.5) y alta tasa de transpiracion relativa expresada

en mol cm? s de vapor de agua (Figura 5.6).

Conductancia estomatica
140

120

100

(0]
o
1

mm s
()]
o

D
o
1

20

mFert m Test = Comp ®C-12 mZac-19

Figura 5.5. Conductancia estoméatica en hojas de plantas de higuerilla, mostrando
diferencias significativas para la prueba LSD, valores con la misma letra no difieren
entre si, al 5% de probabilidad.
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Tasa de transpiracion relativa
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Figura 5.6. Tasa de transpiraciéon relativa para higuerilla, mostrando diferencias
significativas para la prueba LSD, valores con la misma letra no difieren entre si, al
5% de probabilidad.

El &rea foliar especifica (AFE) esta dada por la relacion entre el area foliar y el
peso seco foliar (Figura 5.7), El AFE esta fuertemente ligado al crecimiento de las
plantas y es atribuido como una de las principales caracteristicas competitivas
(Reich et al.,, 1997), y esta estrechamente relacionada con el crecimiento y
productividad de los individuos (Nouvellon et al., 2010), pudiendo esta variable
explicar hasta un 80 % de las diferencias en tasa de crecimiento de diferentes
especies (Villar et al, 2004). a mayor AFE menos eficiente, como lo encontrado en

el tratamiento C-12 cuya altura y biomasa es inferior a los demas tratamientos.
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Figura 5.7. Area foliar especifica de plantas de higuerilla, mostrando diferencias
significativas para la prueba LSD, valores con la misma letra no difieren entre si, al
5% de probabilidad.

El mayor contenido de clorofila se encontré en el tratamiento Comb (Figura 5.8)
coincidiendo con Bonfim et al., (2010) encontrado en las hojas del café de sombra,
lo que indica un buen estado nutricional de la planta. Segun Reis et al. (2006), el
contenido de clorofila se puede utilizar como valor de referencia para estimar el
contenido de N de la hoja y la productividad en el café. Segun Franco y Cano
(2006), en los estudios sobre la actividad de los HMA en la rizosfera del pasto
buffel (Cenchrus ciliar L.) encontraron que la colonizacion micorrizica aumento
significativamente los niveles de clorofila. Por lo que, se atribuye este aumento

como una respuesta a la colonizacién micorrizica.
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Unidades spad
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Figura 5.8. Contenido de nitrdgeno en hoja de higuerilla medido en unidades spad,
mostrando diferencias significativas para la prueba LSD, valores con la misma letra
no difieren entre si, al 5% de probabilidad.

5.3.2. Colonizacion y dependencia micorrizica
La colonizaciébn micorrizica fue dada principalmente por Claroideoglomus
claroideum (contenido en Zac-19) como lo muestra la Figura 5.9, presentandose
Unicamente en los tratamientos inoculados con el consorcio que lo contiene, con la

presencia de arbusculos (Figura 5.10), vesiculas, esporas e hifas, como las que se

muestran en las Figuras 5.11y 5.12.
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Colonizacion micorrizica

® Zac-19 = Comb 7 C-12 mFert m Test

Figura 5.9. Colonizacion micorrizica de plantas de higuerilla por hongos
micorrizicos arbusculares.

Figura 5.10. Arbusculos de hongo formador de micorriza arbuscular (Glomus sp.),
en raiz de Ricinus communis.
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N
Figura 5.11. Hongos formadores de micorrizas arbusculares (Glomus sp.) esporas
(izquierda) y vesiculas (derecha), en raiz de Ricinus communis.

Figura 5.12. Hifas cenociticas (flechas) de hongo formador de micorriza arbuscular
(Glomus sp.), en raiz de Ricinus communis.
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Después de ser evaluada la colonizacién, no se encontr6 dependencia micorrizica
entre higuerilla y los consorcios estudiados, concordando con Pérez et al. (2010),
probablemente debido a que las condiciones nutrimentales del sustrato donde fue
sembrada la higuerilla no permitio la colonizacion por HMA. Aunque, Silva,
Antoniolli y Andreazza (2002) mencionaron que la asociacién micorrizica no
favorece la absorcion de nutrientes (N, P y K) en el desarrollo de la parte aérea de
plantulas de pinos, como sucedié con higuerilla al no encontrarse diferencias
significativas entre los tratamientos Comb y test como se muestra en el Cuadro

5.2, contrario a lo indicado por Ortas (2010) para plantulas de pepino.

Generalmente, un alto contenido nutrimental (Cuadro 5.1), conduce a una
colonizacion minima por parte de la micorriza arbuscular, a tal grado que
dificilmente se encontraran asociaciones simbitticas (Guerra-Sierra, 2008). Es
muy sabido que el P es el mas importante nutriente inorganico que afecta el
desarrollo de los HMA, controlando principalmente la tasa de crecimiento fangico
intrarradical. Normalmente, altas concentraciones de P en la planta inhiben la
colonizacion de las raices, en tanto, bajas concentraciones favorecen la
colonizacion intrarradical. Se dice que el P puede afectar la exudacion radical,
cuyos componentes pueden ser importantes para la nutricion del hongo, o la
sefalizacion molecular durante los procesos de infeccién y colonizacién (Kiriachek

et al., 2009).
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Machineski, Balota y Sousa (2011), al inocular la higuerilla con HMA (Gigaspora
margarita y Glomus clarum) y diferentes niveles de fosforo, encontraron que
proporcionan aumento en la cantidad de materia seca, principalmente en los
niveles mas bajos de fosforo en el suelo, asi como una alta colonizacion radical,
determinando una alta dependencia a la micorrizacion, contrario a los resultados
encontrados en este trabajo, coincidiendo con Schiavo et al. (2010), en plantas de
Jatropha curcas inoculadas con Glomus clarum con baja o nula dependencia

micorrizica.

Segun Koide (1991), varios factores estan relacionados con el grado de
interaccion planta-hongo: en la colonizacion de la raiz pueden ocurrir alteraciones,
pero su respuesta potencial a la colonizacion parece ser una caracteristica
intrinseca de la herencia genética relacionada con las caracteristicas morfologicas

y fisioldgicas del huésped, asi como el grado de dependencia de la planta.

Para las variables area foliar (AF), volumen radical (VR), peso seco (PS),
contenido interno de CO, (CI), peso seco de raiz (r) y uso eficiente del agua (WEU,

por sus siglas en ingles), no se encontraron diferencias significativas.

5.4. Conclusiones

La inoculacion con los dos consorcios simultaneamente (Zac-19 y C-12),
constituyo el mejor tratamiento para la produccion de planta de higuerilla en

invernadero.
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Con estos resultados inicia en México el estudio de la colonizacién micorrizica en
Ricinus communis, con grandes expectativas de su potencial uso como

bioinoculante.

Se reporta por primera vez la presencia de arbusculos en raices de higuerilla.
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo contribuye al conocimiento ecofisiolégico y biotecnologico de la
relacion entre microorganismos rizosféricos y la produccién de planta de Ricinus
communis, al aislar, contabilizar y seleccionar bacterias multifuncionales
promotoras de crecimiento vegetal de rizésfera de higuerilla, capaces de
solubilizar fosfatos, producir AIA y crecer en medio libre de nitrogeno. El andlisis
molecular de ADNr identiico las cepas multifuncionales dentro de las especies
Arthrobacter koreensis, Bacillus megaterium, Bacillus simplex, Paenibacillus lactis,
Pseudomonas extremorientalis y Raoultella ornithinolytica. Hasta donde
conocemos, se reporta por primera ocasion la capacidad de solubilizar fosfatos y
de producir AIA en Arthrobacter koreensis y Bacillus megaterium. Se demuestra la
existencia de la multifuncionalidad de propiedades benéficas para las plantas,
teniendo estas, la habilidad de solubilizar fosfatos, producir acido indolacético y a
excepcion de Bacillus simplex, todas crecen en medio libre de nitrégeno. El
estudio de las poblaciones de hongos, bacterias y actinomicetos aislados de
rizosfera de higuerilla, proveniente de diferentes sitios de muestreo, mostré que el
sitio de San Nicolas Tlaminca tuvo las mayores poblaciones microbianas y el
campo de cultivo de higuerilla de la Universidad Autdnoma Chapingo presenté las
menores poblaciones microbianas, determinada principalmente por las

condiciones del sitio. Con la evaluacién de colonizacién micorrizica se comprobo
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gue la especie de Ricinus communis L. es susceptible de infeccion por hongos
micorrizicos arbusculares, registrandose la presencia de estructuras intrarradicales
como, arbusculos, vesiculas, esporas e hifas. Reportandose por primera vez la
presencia de arbusculos en esta especie. Estos datos demuestran el gran
potencial que poseen los microorganismos rizosféricos en la produccion de
bioinoculantes para la produccion de plantas de higuerilla, y su consecuente

potencial en la produccion de bioenergéticos.
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