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CRECIMIENTO DE PLANTAS DE LECHUGA INOCULADAS CON BACTERIAS
AISLADAS DE MELIPONIDOS COMBINADAS CON HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES Y FERTILIZACION FOSFATADA

Orlando Catalan Barrera, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2021
RESUMEN

Los meliponinos (abejas sin aguijon) promueven el funcionamiento del ecosistema a traves de
sus interacciones con plantas y microorganismos. El estudio de bacterias asociadas a estas abejas
representa un potencial biotecnoldgico, al conocer y evaluar sus efectos benéficos. Esta
investigacion evalud la promocién del crecimiento de plantas de lechuga, en invernadero, al
inocular bacterias aisladas de sin aguijon en combinacién con hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) vy fertilizacion fosfatada. EI primer ensayo evalué el efecto de 11 bacterias aisladas de
abejas sin aguijon, inoculadas en hoja o en raiz de lechuga, y analizando indice de verdor (Unidades
SPAD), eficiencia fotosintética del fotosistema Il, area foliar, area foliar especifica, y peso seco
(aéreo, radical y total). La inoculacidn de bacterias (en hojas o en raiz), produjo beneficios en todas
las variables, representando una forma efectiva de uso como inoculantes, destacando las bacterias
Pantoea anthophila (T38) y Serratia nematodiphila (15). El segundo ensayo inoculd las dos
bacterias destacadas, en combinacion con HMA (Claroideoglomus claroideum y Funneliformis
mosseae), y con tres dosis de fertilizacion fosfatada (11, 22 y 44 pug P mL 1) en lechuga, y evaluando
peso fresco, area foliar, area foliar especifica, peso seco (aéreo, radical y total), colonizacién
micorrizica, supervivencia bacteriana inoculada en hoja, y nimero de estomas. Los resultados
mostraron diferencias significativas en las plantas inoculadas con las bacterias en comparacion con
los controles, destacando el peso seco y el area foliar. La inoculacion con HMA no mostrd
diferencias significativas en comparacion con su combinacién con bacterias. La aplicacion de las
dosis 22 pg P mL™, mostré mayores resultados al combinarse con las dos bacterias. Las bacterias
aisladas de meliponinos presentan propiedades fisioldgicas que benefician a las plantas; por lo que
su uso como bacterias promotoras de crecimiento vegetal es factible para producir plantas de
lechuga en almacigos, en combinacion con HMA, y con dosis bajas 0 medias de fertilizacion
fosfatada.

Palabras clave: meliponas, abejas sin aguijon, Pantoea anthophila, Serratia nematodiphila,

inoculacién foliar, micorriza arbuscular, fésforo.



GROWTH OF LETTUCE PLANTS INOCULATED WITH BACTERIA ISOLATED
FORM MELIPONIDS IN COMBINATION WITH ARBUSCULAR MYCORRHIZAL
FUNGI AND PHOSPHATE FERTILIZATION

Orlando Catalan Barrera, M.Sc.
Colegio de Postgraduados, 2021
ABSTRACT
Meliponidas (stingless bees) promote the functioning of ecosystems through their interactions with
plants and microorganisms. The study of bacteria associated to these bees represents a
biotechnological potential, by knowing and evaluating their potential benefits. This research
evaluated the growth promotion of lettuce plants, under greenhouse, by inoculating bacteria
isolated from meliponids in combination with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and phosphate
fertilization. The first assay evaluated the effect of 11 bacteria isolated from stingless bees,
inoculated on leaves or roots, and analyzing greenness index (SPAD Units), photosynthetic
efficiency of photosystem 11, leaf area, specific leaf area, and dry weight (aerial, radical and total).
Bacterial inoculation (in leaves or roots) benefited all variables, representing an effective form of
using them as inoculants, highlighting the bacteria Pantoea anthophila (T38) and Serratia
nematodiphila (15). The second assay inoculated the two prominent bacteria, in combination with
AMF (Claroideoglomus claroideum and Funneliformis mosseae), and with three doses of
phosphate fertilization (11, 22 and 44 pg P mL-1) in lettuce, and evaluating fresh weight, leaf area,
specific leaf area, dry weight (aerial, root and total), mycorrhizal colonization, bacterial survival
inoculated on the leaf, and number of stomata. The results showed significant differences in the
plants inoculated with the bacteria compared to the controls, highlighting the dry weight and the
foliar area. Inoculation with AMF did not show significant differences when compared to its
combination with bacteria. The application of 22 ug P mL™, showed greater results by combining
the two bacteria. Bacteria isolated from meliponids have physiological properties that benefit
plants; therefore, its use as plant growth promoting bacteria is feasible for producing lettuce plants

in seedbeds, in combination with AMF, and with low or medium doses of phosphate fertilization.

Key words: meliponids, stingless bees, Pantoea anthophila, Serratia nematodiphila, foliar

inoculation, arbuscular mycorrhiza, phosphorus.
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1. INTRODUCCION

Las abejas sin aguijon (ASA) (meliponinos), son insectos eusociales que viven en colonias
en regiones tropicales y subtropicales en todo el mundo (Aguilera Peralta y Ferrufino, 2004),
y son uno de los pocos grupos de América con comportamientos sociales y colonias perennes
que se reproducen por enjambres (Nates, 2005). Las abejas sin aguijon se agrupan en la familia
Apidae y la tribu meliponini, se estiman 33 géneros con aproximadamente 400 especies para
el Neotrdpico, distribuidas desde México hasta Argentina y algunas islas del Caribe, de los
cero hasta los 4000 msnm (Yurrita et al., 2017).

La importancia ecoldgica, cultural y econémica de estas abejas, deriva por sus habitos
polinizadores y por su miel. Algunos antecedentes historicos denotan la importancia de estos
insectos y su uso por civilizaciones antiguas; por ejemplo, los Mayas consideraban a las abejas
sin aguijon como parte de su riqueza natural y cultural, desde el punto de vista econdmico,
por las propiedades medicinales de la miel y del polen (Ayala et al., 2013). Ademaés del uso
de materiales primarios derivados de las abejas, el cerumen era utilizado para fabricar
utensilios o piezas ornamentales como forma de representacién de diversos pensamientos
simbdlicos y cosmicos. Los métodos de identificacion tradicional de estos insectos, se basan
en sus caracteristicas morfoldgicas, comportamiento, aspectos sensoriales, y por su
funcionalidad o utilidad (Zamudio y Hilgert, 2012). El estudio de este grupo de abejas, al igual
que aquellas de la especie Apis mellifera, se fundamenta en la calidad de su miel, ya que cuenta
con propiedades nutricionales de alta calidad, alta capacidad antioxidante y rica en diferentes
elementos, lo cual le brinda importancia en el area medicinal (Cauich et al., 2015). En
especifico, la miel de las abejas sin aguijon puede presentar mejores propiedades en
comparacion con la producida por A. melifera, a pesar de que estas ultimas presentan mayor

area de exploracion y diversidad floristica para el pecoreo (Alvarez et al., 2018).



En la naturaleza existen relaciones complejas entre varios grupos de organismos. Ejemplo
de esto, es la interaccion entre insectos y microorganismos benéficos, que se establece
mediante una relacion mutualista de suma importancia en la cual los insectos benefician a las
bacterias al brindar las condiciones adecuadas para su crecimiento y sobrevivencia en su
interior o exterior; por su parte, las bacterias ayudan a los insectos en aspectos nutricionales,
0 como reguladores de la fisiologia y desarrollo, e incluso la proteccion contra patdgenos
(Zheng et al., 2018; Arias, 2019; Khan et al., 2020). Lo anterior, promueve mayor posibilidad
de que los insectos puedan adaptarse a nuevos ambientes.

Por su parte, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son simbiontes de méas del 85%
de plantas terrestres (Pinto et al., 2017). Debido a sus maltiples beneficios como potenciadores
del crecimiento vegetal, los HMA son un a alternativa factible para mejorar la produccion
vegetal gracias a los diversos beneficios relacionados con la translocacion de nutrientes,
proteccion contra patdgenos, resistencia a sequias y otras condiciones de estrés (Llonin et al.,
2002; Carreon et al., 2014; Garcia et al., 2016), y por la actividad metabdlica que se promueve
en la planta por estos microorganismos (Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2001).

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta de gran extensién de terreno cultivable,
resistente a diferentes temperaturas que van desde los -12°C a 35°C, siendo los 18°C la
temperatura Optima para su crecimiento, aunque las altas temperaturas suelen tener efectos
negativos en la germinacion de las semillas (Lamichhane et al., 2018). Este cultivo es uno de
los vegetales mas consumido y que se produce de forma intensiva en todo el mundo, la parte
consumible es la hoja, por lo que su produccion se realiza hasta la etapa vegetativa; por lo
anterior, es comercializado con un valor econémico importante en el mercado (Monroy et al.,

2017). Esta planta cuenta con propiedades nutrimentales importantes de los que destacan



calorias, fenoles, vitaminas, minerales, etc., y es considerada como una parte fundamental en
la dieta humana debido a los diferentes beneficios que ofrece (Chu et al., 2002).

Algunas investigaciones han probado la eficacia de la utilizacion de microorganismos
benéficos como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) y HMA para promover
el crecimiento de plantas de lechuga con resultados notables en su combinacién (Chavez et
al., 2017; Cerna et al., 2018; Rodriguez et al., 2018; Gutiérrez et al., 2019). Mas aun, existe
limitada informacién sobre el uso de bacterias aisladas de insectos, y en particular abejas sin
aguijon (ASA), en combinacion con HMA, aplicadas a la produccion de plantas de lechuga. Por
lo anterior, esta investigacion evalu6 la promocién del crecimiento de plantas de lechuga, en
invernadero, al inocular bacterias aisladas de meliponinos en combinacién con hongos

micorrizicos arbusculares (HMA) y fertilizacion fosfatada.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las ASA son un componente importante en los ecosistemas, como uno de los principales
polinizadores de flores a demas de que promueven el buen funcionamiento del sistema a través
de sus interacciones. Las ASA son de gran importancia debido a la miel que producen, y su
utilizacion data desde la antigliedad en donde los nativos la utilizaban con diferentes fines. El
estudio morfolégico e intestinal de la composicion bacteriana en las ASA, representa un
potencial biotecnoldgico y aplicable que podria ayudar a conocer mejor el funcionamiento y
composicion de la miel de estos insectos.

Las bacterias aisladas de abejas meliferas poseen propiedades bioquimicas importantes que
benefician la salud de las abejas, derivado de su actividad metabdlica (enzimatica) en el
interior de las abejas, por lo cual se beneficia directamente su salud (Nwese et al., 2017). Los

metabolitos derivados de los microorganismos del intestino de las abejas, ayudan al



procesamiento del polen para transformarlo en miel; y estos microorganismos poseen
propiedades enziméticas que benefician la calidad y cuidado de la miel (Khan et al., 2020), y
con la actividad antagdnica contra microorganismos entomopatdgenos, por lo cual se
mantiene en buen estado toda la colmena y la miel que proviene de estas abejas (Al-Ghamdi,
et al., 2020; Barth et al., 2020).

Existen grupos de bacterias y hongos que a través de sus procesos metabdlicos pueden
beneficiar considerablemente tanto el suelo como a las plantas mismas (Terrestre et al., 2017).
Asi, la implementacion de microorganismos benéficos para las plantas en los sistemas
agricolas, es una alternativa factible que puede beneficiar el crecimiento de plantas de lechuga,
al mitigar el uso desmedido de quimicos en el suelo (Gaston et al., 2017), combatir diferentes
enfermedades, y aumentar la eficiencia de las plantas para resistir a diferentes factores de
estrés (Noguez et al., 2017).

Las bacterias aisladas de abejas sin aguijon cuentan con propiedades bioquimicas
relevantes para considerarse como una alternativa biotecnoldgica para la agricultura, y para
su uso como biofertilizantes junto a otros microorganismos como los hongos micorrizicos
arbusculares (Harikumar, 2017), asi como para validar su efectividad en combinacién con
manejo de fertilizacién quimica a base de fosforo, con la finalidad de mejorar la produccion

de diferentes cultivos (Battini et al., 2017).



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Evaluar la promocidn del crecimiento de plantas de lechuga en condiciones de invernadero,
mediante la inoculacién de bacterias aisladas de abejas sin aguijon en combinacion con hongos

micorrizicos arbusculares y fertilizacion fosfatada.

3.2 Objetivos especificos

1. Seleccionar bacterias aisladas de abejas sin aguijon con capacidad de promover el
crecimiento de plantas de lechuga en almacigos bajo condiciones de invernadero.

2. Evaluar el efecto de bacterias aisladas de abejas sin aguijon inoculadas en hojas o en raiz,
combinadas con hongos micorrizicos arbusculares y fertilizacion fosfatada, en la

promocion del crecimiento de plantas de lechuga en almécigos, en invernadero.

4. HIPOTESIS
4.1 Hipotesis general
La inoculacion de bacterias aisladas de abejas sin aguijéon en combinacion con hongos
micorrizicos arbusculares y fertilizacion fosfatada mejoraran el crecimiento de plantas de

lechuga en condiciones de invernadero.

4.2 Hipdtesis especificos
1. Las bacterias aisladas de abejas sin aguijon que sean seleccionadas promoveran el
crecimiento de plantas de lechuga en almacigos bajo condiciones de invernadero.
2. Las bacterias aisladas de abejas sin aguijon inoculadas en hoja o en raiz, combinadas
con hongos micorrizicos arbusculares y con la aplicacion de fertilizacion fosfatada,

promoveran el crecimiento de plantas de lechuga en almacigos, en invernadero.



5. REVISION DE LITERATURA
5.1 Bacterias

Las bacterias son un grupo de microorganismos megadiverso en el planeta, cumplen con
funciones importantes en la naturaleza como el reciclaje de nutrientes, en los ciclos
biogeoquimicos, etc.; ademas, tienen la capacidad de adaptarse en diversas condiciones y
habitats en todo el planeta (Corrales et al., 2015). Debido a la importancia que tienen algunas
de estas funciones elementales para las plantas, algunas bacterias son consideradas como
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), ya que influyen en la sanidad vegetal y
brindando condiciones adecuadas desde el suelo, para contribuir en la mejora de la nutricion
vegetal (Olanrewuaju et al., 2017; Yadav et al., 2017).

Por lo anterior, diversos estudios han reportado la eficacia biotecnolédgica de algunas
bacterias, y su consecuente uso en la agricultura como biofertilizantes (Angeles y Cruz, 2015;
Gracia et al., 2015; Hidalgo et al., 2016; Terrestre et al., 2017), aprovechando sus multiples
beneficios para promover el crecimiento vegetal y la fertilidad del suelo (Gaston et al., 2017).
Las bacterias también aportan otros beneficios para las plantas al liberar metabolitos que
controlan patdgenos, tolerar condiciones de sequia, salinidad, toxicidad, etc. (Noguez et al.,

2017), y en la fitorremediacion de suelos contaminados (Perea et al., 2017).

5.2 Relacion planta-microorganismo

El crecimiento de las plantas beneficia el crecimiento de los microorganismos del suelo,
las plantas tienen la capacidad de liberar compuestos a nivel molecular que permiten la
proliferacion de los microorganismos en las raices y en sus areas circundantes, y estos patrones

son conocidos como mecanismos de sefializacion planta-microorganismo (Zhang et al., 2016).



De igual forma, los microorganismos pueden presentar mecanismos de sefializacion que
son reconocidos o no, por las plantas, y pueden influir en la comunidad microbiana. Algunos
estudios sefialan que estos patrones de reconocimiento pueden estimular o controlar la
induccion de la defensa vegetal hacia patdgenos, enfermedades y otros factores abidticos
(Pieterse et al., 2014).

Por su parte, las plantas tienen sistemas de defensa que pueden presentarse de forma local
en la raiz, conocido como proceso de “cebado” el cual ocurre cuando la planta prepara la
comunicacion cuando al detectar la presencia microbiana tanto en raiz como en hojas para
responder de forma eficaz en caso de ser algun patdgeno (Selosse et al., 2014). En este
proceso, se pueden producir hormonas vegetales de sefializacion como el acido jasménico,
etileno, entre otros; que inducen la resistencia a enfermedades en la planta a través del proceso
[lamado resistencia sistémica inducida (RSI). Esta RSI contrariamente a la presencia de
fitopatdgenos o insectos, es contrarrestada por BPCV y hongos simbidticos por lo que se
pueden establecer en los érganos Y tejidos vegetales (Conrath, 2011; Jung et al., 2012). Por
su parte, la resistencia sistémica adquirida (RSA) es generada por fitohormonas como el acido
salicilico y el acido jasmdnico reguladoras del crecimiento vegetal, y son generadas por las
plantas después de haber presenciado dafio en su estructura causado por microorganismos o
insectos. Esta respuesta de defensa puede durar desde varios dias o0 semanas y mantiene a las
plantas activas contra la presencia de uno o varios patégenos (Laredo et al., 2017; Trinidad et
al., 2019).

Las plantas pueden secretar moléculas especificas que suelen presentarse cuando se genera
la interaccion entre microorganismos ya sea de vida libre o simbi6tica, como los rizobios o
los HMA (Rivero et al., 2015; Tugizimana et al., 2018). Debido a que naturalmente no son

reconocidos como propios del sistema vegetal, se presenta un mecanismo de sefializacion



conservada denominado como patrones moleculares asociados a microbios (MAMPS)
(Bonfante y Genre, 2015; Tsuzuki et al., 2016). En ambos casos, estos grupos microbianos
representan relaciones simbioticas mutualistas, y son definidas a través del intercambio
molecular de biomoléculas que permiten el establecimiento de forma més réapida y eficaz en
la superficie de la raiz; estas biomoléculas son conocidas generalmente como factores Nod
para los rizobios, y factores Myc para los HMA (Ruyter, et al., 2013). Los factores Nod como
Myc son moléculas modelo sobre el tipo de relacidn inter-comunicativa encargados de
suprimir de forma directa las respuestas de defensa del &cido salicilico, dando origen a la
comunicacion simbidtica (Oldroyd, 2013).

La liberacion de compuestos organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés) es otro
mecanismo de sefializacion que realizan las plantas; estos compuestos pueden ser liberados
desde la parte aérea hacia las raices o viceversa, siendo los mas comunes los terpenoides,
fenilpropanoides y compuestos derivados de &cidos grasos y aminoacidos (Vivaldo et al.,
2017; Cantta et al., 2019).

Las bacterias también pueden liberar diferentes COV’s de los que resaltan los terpenos,
pirazinas, compuestos azufrados entre otros, (Tyc et al., 2017) los cuales atraviesan de forma
directa las membranas; en las hojas sirven para protegerlas contra herbivoros, y en la raiz
funcionan como repelentes o atrayentes de microbios especificos; un ejemplo, es la liberacion
de B-cariofileno para atraer al nematodo entomopatdgeno que parasita larvas de gusanos
(Delory et al., 2016). Las auxinas, giberelinas y citoquininas son biomoléculas producidas por
microorganismos que afectan el crecimiento y desarrollo de tejido, las respuestas “inmunes”,

y la sefializacion hormonal dentro de la planta (Duca et al., 2014).



5.3 Filos bacterianos asociados a insectos

Los principales filos bacterianos encontrados en intestinos de insectos son
Verrucomicrobia, Alphaproteobacteria, Bacteroidetes, Betaproteobacteria, Firmicutes,
Gamma, proteobacteria, actinomicetos y algunos géneros como Lactobacillus sp, Bacillus sp,
Clostridium sp, actinobacterias, entre otros (Colman et al., 2012). Algunos grupos de insectos
presentan relaciones especificas y reconocidas con algunos géneros bacterianos como
Snodgrassella sp., Gilliamella sp. y Wolbachia sp., con grupos de insectos como termitas,
abejas, y abejorros (Hongoh, 2010; Martinson et al., 2011; Koch et al., 2013; Syed et al.,
2018; Elzeini et al., 2020; Mohammad et al., 2020).

Existen diferentes formas de colonizacion de las bacterias en el cuerpo de insecto,
destacando la via oral (la mas frecuente), por la comida, consumo de heces, directamente de
los huevos, transmision vertical de madre a hijos, etc. (Martinson et al., 2012). Algunas
investigaciones han encontrado ADN bacteriano del género Bacillus sp., en fosiles de
meliponas de la especie Proplebeia dominicana, lo cual demuestra la interaccion entre ambos
grupos desde la antiguedad, y las posibles relaciones que se pueden suponer para su
supervivencia. Por su parte, algunas especies del género Streptomyces sp. se han encontrado
en las celdas de crias y otros materiales del nido de abejas sin aguijon, y estas especies han
presentado potencial biotecnoldgico debido a su capacidad inhibitoria contra patégenos, como
por ejemplo, su capacidad inhibitoria contra el entomopatégeno Paenibacillus larvae

(Menezes et al., 2013; Al-Ghamdi, et al., 2020; Barth et al., 2020).

5.4 Importancia de la interaccion insectos-microorganismos
En el ecosistema se establecen relaciones de importancia entre microorganismos e insectos;

estos Ultimos, brindan las condiciones adecuadas para el crecimiento y sobrevivencia



microbiana que a su vez, ayudan a los insectos mediante aspectos nutricionales, reguladores
de la fisiologia y desarrollo, e incluso proteccion contra patogenos, lo cual favorece la
capacidad de adaptaciéon de los insectos a diferentes habitats (Arias, 2019). Este tipo de
relaciones ayuda a entender la forma en que se realizan diversos procesos en la naturaleza y
que, mediante la combinacién de factores entre ambos grupos, pueden suceder procesos
fisiologicos complejos que benefician complementariamente a los organismos en los
ecosistemas; ejemplo de ello, son las abejas meliferas y sus bacterias asociadas (Raymann y
Moran, 2018).

Por lo anterior, algunas investigaciones han estudiado el comportamiento de poblaciones
microbianas con relacién al tipo de insecto y el area donde se encuentran. Ejemplo de esto son
las abundantes cantidades de bacterias y levaduras encontradas en el tracto digestivo de
escarabajos y abejas meliferas en comparacién con otra parte del cuerpo de algunos insectos
(Figura 1) (Boekhout et al., 2005; Elzeini et al., 2020). Lo anterior denota que el microbioma
intestinal de los insectos esta relacionado con el beneficio en la digestion metabdlica de

compuestos derivados de las plantas (Khiyami y Alyamani, 2008).

P iap :
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Figura 1. Microscopia de bacterias intestinales de abeja (Baldo y Clarck, 2008).
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Los insectos presentan relaciones tanto positivas como negativas con otros organismos, su

estado de crecimiento puede ser afectado rapidamente por parésitos o enfermedades que

pueden afectar a pocos individuos o a toda la colmena (Cuadro 1). Algunas poblaciones de

insectos pueden ser afectadas drésticamente en ciertas etapas del afio, causando dafios

irreversibles por condiciones adecuadas (por ejemplo, temporada de lluvias) para la

proliferacion de microorganismos (hongos) entomopatdgenos (Zufiiga, 2017).

Cuadro 1. Grupos microbianos de insectos y su potencial benéfico.

Insecto Microorganismo  Potencial Referencia
Termitas Bacterias Celuloliticas, promueven la Mantilla y Pineda (2013);
degradacion de celulosa en Bozzetta et al. (2018).
insectos madereros.
Coledpteros  Levaduras Antagonismo Salazar et al. (2016)
Pulgones Buchnera Aporte de aminoacidos Arias (2019)
Moscas Wolvachia Proteccion contra virus, efecto Sanda (2016)
pipientis en la reproduccién
Chinches Shikawaella Resguardo nutricional en dietas  Fukatsu y Hosokawa
capsulata estrictas (2002)
Luciérnagas  Actinobacterias, Aumento en la eficiencia de Salem et al. (2012)
Firmicutes nutricion
Escarabajos  Bacterias Nutricion de Kolsch y Pedersen (2010)
larvas post eclosion
Escarabajos  Arqueas Aumento en la digestion de Engel y Moran (2013)
y termitas alimentos
Mariposas, Wolbachia sp. Modifica las hormonas de Sugio et al. (2014)
polillas sefializacién en las mandibulas
Escarabajo Pseudomonas Segrega proteinas que modifican Wielkopolan (2016)
respuesta de defensa de la planta
Gusano Pantoea ananatis, Segregan proteinas que Priya et al. (2012);
cogollero Serratia spp, modifican respuesta de defensa  Acevedo et al. (2017);

Rahnella spp.

de la planta

Wang et al. (2018).
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5.5 Importancia de la estructura intestinal de los insectos en las poblaciones
bacterianas

El tracto intestinal de los insectos esta formado de estructuras centrales divididas en tres
partes: intestino anterior, medio y posterior; el anterior y posterior tienen origen en el
ecotodermo embrionario y estan cubiertos por una capa quitilaginosa. El intestino medio tiene
origen distinto, de células endodérmicas y carece de recubrimiento exoesquelético, y es el
principal lugar donde se lleva a cabo la digestion y absorcion de alimentos en la mayoria de
los insectos; la forma estructural de los intestinos varia segln la especie, debido a las altas
modificaciones sufridas en su evolucion (Figura 2) (Chapman et al., 2013).

En el intestino medio solo se encuentra del 1 al 4% de la poblacion total de bacterias
intestinales, en donde se realiza la digestion y la absorcion nutrimental hacia la hemolinfa, y
donde se suelen realizar afectaciones importantes por los patdgenos mas eficaces (Dussaubat
etal., 2012).

Las bacterias intestinales dentro del organismo, varian segun el tamafio, la composicién,
ubicacion y funciones del mismo. Las cantidades de bacterias de insectos adultos como una
abeja, Rhodnius, saltamontes, y una mosca, varian de 10 a 10° células bacterianas; En los
insectos que se alimentan de savia de arboles, su cantidad bacteriana es baja o nula, por el
contrario, la mayor cantidad de bacterias se encuentran en insectos detrivoros y madereros en
los que se incluyen grillos, termitas y cucarachas (Ryu et al., 2010; Colman et al., 2012;
Martinson et al., 2012).

Existen mecanismos de seleccion bacteriana por parte de los insectos a través de
reguladores especificos que controlan el nicho bacteriano benéfico en el intestino y ayuda a
depurar a los posibles patdgenos que se adquieren del ambiente por la alimentacion del insecto

(Wier et al., 2010; Nyholm y Graf, 2012).
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Figura 2. Morfologia general del intestino de insectos y sus modificaciones: a) Morfologia
general, b) Larva de lepidoptera, c) Orthoptera, d) Larva coledptera, e) Larva de escarabajo
rojo, f) Diptera, g) Hymenoptera, h) Dictyopera termita, i) Termita superior, j) Hemiptera
afido, k) Hemiptera insecto chupador, I) Dictyoptera superior, Termita, m) Hemiptera chinche
(Engel y Moran, 2013).
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5.6 Principales funciones de las bacterias intestinales de insectos

La microbiota intestinal de los insectos desempefia funciones importantes en distintos
procesos que lo ayudan a su crecimiento y su adaptacién ambiental; se estima que el nimero
de bacterias intestinales es diez veces mayor al numero total de células del mismo insecto
(Krishnan et al., 2014; Oliver y Martinez, 2014). Existen diferentes comportamientos con
respecto a las poblaciones bacterianas en los intestinos, pueden ser mutualistas, parasitas e
incluso, pueden existir especies que son simbiontes obligados y desempefiar funciones
elementales para la vida del insecto (Arias, 2019). La mayor cantidad bacteriana dentro del
cuerpo de los insectos, se encuentra en el tracto digestivo, donde pueden sufrir procesos de
reemplazo o dispersion por nuevas bacterias recién ingeridas consideradas como "bacterias
transitorias”, y cambiar en fracciones o completamente la flora intestinal segin sean las
necesidades o el potencial de éstas para reemplazar y subsistir en el nuevo héabitat del
hospedero (Martinson et al., 2012; Engel y Moran, 2013; Shapira, 2016).

La cantidad de bacterias presentes en los insectos es dependiente y afectada por diferentes
aspectos como el hospedante, su estado de crecimiento, ambiente, dieta, edad y los diferentes
compartimentos intestinales del insecto (Robinson et al., 2010). Por ejemplo, en larvas y
trabajadores de abejas, las cantidades de bacterias son minimas o nulas en algunos casos, a
mayor edad de los insectos en el caso de las abejas, los adultos contienen las concentraciones
mas altas de microorganismos en su cuerpo, al aumentar sus tareas y salidas de la colmena,
sus poblaciones aumentan y varian constantemente (Kapheim et al., 2015; Tarpy et al., 2015).
Algunas investigaciones confirman la presencia de enzimas presentes en las celdas del panal,
las cuales se encargan de filtrar y descontaminar de bacterias presentes en el polen en el
proceso de fermentacion a miel (Martinson et al., 2012). Dentro del panal, se realiza un

proceso selectivo de trasmision bacteriana entre mismos individuos para conservar las
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poblaciones microbianas dentro de la colmena para beneficiar y conservar la salud de las
abejas (Martinson, 2011).

Algunos beneficios que reciben los insectos de su microbiota intestinal asociada, se
relacionan con el apoyo para mejorar las dietas pobres en nutrientes, digestion de alimentos
recalcitrantes, y participacion en procesos fisiologicos como la comunicacion inter- e intra-
especifica; Los organismos de la misma especie al comunicarse, segregan moléculas volatiles
reconocibles entre ellos, dichas moléculas son sintetizadas y secretadas en el tracto intestinal
por los microorganismos (Sharon et al., 2010).

Las bacterias intestinales de las abejas ayudan a regular los sistemas de apareamiento y
protegen contra parasitos y patégenos a través de la competencia de nutrientes dentro del
insecto, o debido a que la concentracion bacteriana en los lugares de entrada de los patdgenos
evita su entrada al interior o bien, por la activacion del sistema inmune del insecto antes de
comenzar con la infeccién (Stecher y Hardt, 2011). Esta Gltima propiedad ha sido observada
en abejorros, cuyas bacterias los protegen contra la infeccion de protozoos parasitos (Koch y
Schmid, 2011). Los microorganismos intestinales de insectos incluyen protistas, arqueas,
bacterias, y hongos, y su presencia depende del tipo de insecto, alimentacion y forma de vida
(Cuadro 2) (Brune 2010; Hongoh, 2010).

Cuadro 2. Grupos bacterianos asociados a insectos de acuerdo con su tipo de alimentacion
Homgoh (2010).

Insecto Microorganismo Alimentacién
Todos Arqueas Madera y detritos, etc.
Todos Bacterias Madera, detritos, etc.
Todos Protistas Madera
Todos Hongos Madera y detritos, etc.
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5.7 Bacterias asociadas a melipéninos

Las abejas meliferas cuentan con asociaciones poco conocidas con diversos
microorganismos que se encuentran en la superficie e interior de ellos, este tipo de
microorganismos asociados, estan involucrados en diferentes procesos que intervienen
directamente en el sistema inmunolégico, y apoyan la absorcién de vitaminas y minerales que
benefician la salud de las abejas (Engel et al., 2012).

Las abejas sin aguijon cuentan con asociaciones bacterianas intestinales que promueven
efectos benéficos en las propiedades bioquimicas de la miel, y en las propiedades
antimicrobianas que ésta posee, algunas especies bacterianas como Bacillus
meliponotrophicus, Streptomyces y Lactobacillus han sido reportadas en abejas de los géneros
Trigona y Melipona (Morais et al., 2013). Por su parte, algunos grupos microbianos presentan
relaciones especificas y estrictas que les permite permanecer dentro de la colmena a pesar de
las propiedades antimicrobianas que se encuentran en la miel y en la colmena, lo cual denota
la complejidad de este tipo de interacciones entre las abejas y sus bacterias asociadas (Moran
etal., 2012).

El comportamiento de los insectos, depende de sus habitos de alimentacion y crecimiento
asi como de la diversidad de especies vegetales presentes en el ecosistema, debido a que se
alimentan del polen de gran variedad de plantas (Figura 3). Por lo anterior, en areas con mayor
riqueza floristica, existe también mayor presencia de insectos, por lo que para las abejas
meliferas, la presencia de diversidad de flores en su entorno, afecta directamente su

crecimiento y su supervivencia (Leon et al., 2018).
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5.8 Mecanismos especializados de bacterias intestinales

Existen mecanismos especializados que los microorganismos intestinales de insectos
aprovechan para promover el cuidado de la salud de su hospedero y mejorar las condiciones
para su propia sobrevivencia. Ejemplo de esto, es la capacidad de las bacterias para capturar
y mantener nutrientes, vitaminas, etc., en areas especificas del intestino con la finalidad de
poder liberarlos cuando las condiciones de alimentacion no sean favorables, especialmente en
especies de insectos con dietas restringidas a un solo tipo de alimento, como aquellos que se
alimentan de la savia (Nikoh et al., 2011).

Ejemplo de los anteriormente mencionado es lo que ocurre con el insecto Riporus pedertris
del frijol, el cual en una etapa de su crecimiento inicial debe ingerir al simbionte bacteriano
(Burkholderia), el cual forma colonias en el intestino medio, promoviendo multiples
beneficios como el resguardo de nutrientes en el insecto; aquellos insectos que no adquieren
este simbionte tras la formacion de criptas intestinales, tienden a presentar crecimiento

inadecuado o nulo (Kikuchi et al., 2011).
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Por otra parte, los escarabajos pueden trasmitir sus simbiontes, de la madre a los hijos, y
esto ocurre a través de su presencia en la superficie de los huevos, al eclosionar las larvas,
ingieren las particulas del huevo integrando a su cuerpo a los simbiontes, y con ello, iniciar el
ciclo nuevamente; de esta forma las bacterias promueven también, el incremento en la

adquisicién de nutrientes a las larvas (Kolsch y Pedersen, 2010).

5.9 Efectos de la simbiosis insecto-microorganismo en la agricultura

Las plantas, debido a su estado inmovil en la naturaleza, han desarrollado sistemas de
rapida percepcion relacionados con sus mecanismos de defensa (Acevedo et al., 2015) lo cual
realizan mediante moléculas que son secretadas por la planta cuando detectan dafio en las
hojas causados por insectos (Heil y Land, 2014), especificamente en moléculas como la
volicitina, pectinasas, polifenol oxidasa, proteinas salivales, etc. contenidas en secreciones de
regurgitacion o saliva de los insectos (Felton et al., 2014).

Las relaciones que existen entre organismos en un ecosistema no estan limitadas a la
interaccion entre individuos de la misma especie; por lo anterior, las plantas han desarrollado
estrategias de resistencia ante la posible infeccidn de patdgenos o el posible establecimiento
de simbiontes benéficos (Devi et al., 2017; Shittu et al., 2019). La relacion que existe entre
insectos y plantas, es compleja e importante, y mas aln cuando se trata de sistemas agricolas,
donde algunos microorganismos son transmitidos de uno a otro, o entre ambos organismos;
por ejemplo, los simbiontes reconocidos por los insectos, han sido adquiridos de plantas que
ellos ingieren, como es el caso de las rikettsias ingeridas por la mosca blanca en plantas de
lechuga (Arias, 2019). Esta actividad, promueve la transmision continua de microorganismos

de la filosfera de las plantas al intestino del insecto y viceversa, a través de la saliva o heces
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depositadas; algunas investigaciones sugieren que la cantidad microbiana puede ser igual en
las hojas como en el intestino de los insectos (Priya et al., 2012).

Algunos insectos pueden activar indirectamente la respuesta de la planta contra patdgenos
a través de su sistema de defensa, al producir compuestos repelentes y/o metabolitos toxicos
secundarios que derivan del reconocimiento de enzimas secretadas por las glandulas salivales
(glucosa oxidasa y lisozima) de los insectos (Hammer y Bowers, 2015). Algunas
investigaciones confirman este mecanismo en gusanos recolectados en plantas de tomate y
maiz (Acevedo et al., 2017; Wang et al., 2018). Por el contrario, existen mecanismos
especializados de algunos insectos que son capaces de suprimir los sistemas de defensa de las
plantas a través de la liberacion de moléculas especiales como polifenoloxidasas, peroxidasas,

acido jasmonico, y &cido salicilico (Chung et al., 2017; Shikano et al., 2018).

5.10 Diferencias entre meliponinos y Apis mellifera

Considerados en la “Tribu” meliponini, los meliponinos son insectos clasificados dentro
del grupo de los himendpteros apdcrifos de la familia Apidae; cuentan con caracteristicas
peculiares que los distinguen como la ausencia de aguijon, tener cuerpo mas ancho y lleno de
vellosidades, y un tamafio de entre 2 mm a 2 cm en comparacion con las abejas de A. mellifera
que son generalmente mas grandes, cuyo cuerpo tiene menos vellosidades, y presentan aguijon
(Martinez et al., 2011). Estos dos grupos de abejas, son considerados como los mas sociales
y de mayor enfoque para la produccién de miel (Genaro y Loriga, 2018). En ambos grupos,
las colonias estan constituidas por una reina, cientos de trabajadores (obreras), y los zanganos
(Lopez, 2015). Para el género Apis, los machos son similares a las obreras tanto en tamafio
como en apariencia, y las reinas son diferentes en ambos grupos de abejas (Figura 4)

(Michener, 2013).
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Figura 4. Abejas meliferas obreras: a) Melipona beecheii, b) Apis mellifera. (Ramirez,
2018).

Las colonias de abejas meliferas estan constituidas por varios cientos de individuos, la
recoleccion de comida para toda la colmena solo se realiza por una pequefia proporcion de
éstas (obreras). Este grupo de abejas son las que estdn mas expuestas a los cambios en los
nichos microbianos intestinales, y se cree que estos microorganismos permiten la adaptacion
evolutiva de las abejas, mediante la comunicacion de las obreras al resto de las colmena, a
través de moléculas secretadas desde el intestino por las bacterias y liberadas al exterior por
la abeja, lo cual permite modificar el comportamiento (produccion de mas celdas, crias, miel
etc.) de todas las abejas para obtener informacion sobre las condiciones del exterior (Figura
5) (Sanchez y Vandame, 2013).

Los meliponinos debido a la ausencia del aguijon (Euan, 2005), han desarrollado
mecanismos de defensa, como poseer mandibulas mas robustas y secretar acido férmico
(Guzman et al., 2011). Al no ser abejas agresivas en comparacion con abejas europeas, hacen
mas estrecha la entrada a sus nidos en la cual pueda pasar una sola abeja, y asi evitar la
invasion de intrusos, o bien, secretan sustancias repelentes para otros insectos; de igual forma,
asignan a un grupo de abejas para resguardar la entrada al nido (Figura 6) (Genaro y Loriga,

2018).
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A) B) Q)

Figura 5. Diferencias entre individuos de abejas melliferas: a) Obrera, b) Zangano, y c)
Reina (ASU, 2018).
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Figura 6. Abeja melipona cuidando la entrada del nido. (Baquero y Stamatti, 2007).
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5.11 Diferencias de la miel de meliponinos y Apis mellifera

La miel es un producto natural consumible de sabor dulce-4cido que es producido por las
abejas; la miel es sintetizada a partir del néctar de todo tipo de flores o exudaciones naturales
de las plantas. Este producto cuenta con propiedades quimicas y azlcares esenciales como
glucosa (40%), fructosa (35%), entre otros azlcares simples (sacarosa y maltosa), y contiene
minerales como Fe, Mn, Cu, S, P, Na, K, Mg, y Ca, a deméas de componentes como proteinas,
aminoacidos, enzimas, vitaminas, &cidos organicos, y pigmentos vegetales derivados del tipo
de planta (flores) en las que las abejas realizan el percoreo (Subovsky et al., 2016).

Algunas de las caracteristicas nutraceuticas mas importantes de la miel, es su actividad
antioxidante, y su contenido de fenoles, flavonoides, carotenoides, enzimas, proteinas y su
capacidad inhibitoria, por lo que cuenta con propiedades nutricionales importantes en la
nutricion humana (Kaygusuz et al., 2016; Al-Ghamdi et al., 2019; Taha et al., 2020).

La miel producida por abejas sin aguijon (principalmente abejas Meliponas, Trigonas y
Scaptotrigonas), es considerada como un producto de mejor calidad y mayor efecto benéfico
potencial en comparacién con la miel de A. mellifera, de mayor contenido de agua,
conductividad eléctrica, proteinas, enzimas, flavonoides, etc. (Nwese et al., 2017). A pesar de
que las abejas de Apis, visitan y obtienen el polen de una variedad méas amplia de plantas en
comparacion con aquellas que visitan las ASA (aunque concuerdan con algunas plantas), la
miel de estas Ultimas tiene mejores propiedades nutracéuticas. Por lo anterior, el polen
colectado por las ASA cuenta con mejor procesamiento enzimatico derivado de la actividad
microbiana asociada a ellas (Alvarez et al., 2018).

Algunas bacterias presentes en las abejas, en sus nidos y en su miel, pueden desempefiar
papeles de gran importancia ya que ademas de beneficiar la conservacion y fermentacion del

polen, ayudan a las abejas en aspectos nutricionales y de supervivencia. Por lo cual, hacen
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falta més investigaciones que se centren en el estidio de la diversidad funcional de las bacterias
asociadas Yy las relaciones moleculares que se mantiene entre ambos grupos (bacteria-abeja)
que les permiten coexistir funcionalmente en el ambiente (Morais et al. 2013).

A pesar de la importancia ecologica, econdmica y cultural de estos insectos, se ven
afectadas por diferentes problemas como el cambio climatico, cambio de uso de suelo,
introduccidn de especies exaticas, falta de programas de gestion de conservacion del ambiente
(Villanueva et al., 2005; Vamosi et al., 2006), poco manejo profesional en la domesticacion
de los meliponicultores, lo cual provoca la disminucién de competitividad en mercados
internacionales por los altos costos de produccion; por lo anterior, el conjunto de diversos

problemas provoca la pérdida de poblaciones de abejeas meliferas (Cauich et al., 2015).

5.12 Lechuga

La lechuga (Latuca sativa L.) es considerada como una hortaliza de importancia a nivel
mundial China (13 millones de toneladas), Estados Unidos (1.7 millones de toneladas), e India
(1 millén de toneladas) son los tres primeros paises con mayor produccion de esta hortaliza,
y México se posiciona en noveno lugar con 406 mil toneladas (FAO, 2020). A nivel nacional,
los principales estados productores son Veracruz, Zacatecas y Tamaulipas respectivamente
(SIAP, 2020), cuyo consumo se realiza en la etapa vegetativa del cultivo, y la parte
comercializable y consumible es la hoja. Esta planta forma parte de una dieta ideal para el ser
humano, aporta agua y cantidades adecuadas de calorias, fenoles, vitaminas, acido folico, y
Fe y K, ademas de ser baja en grasas, calorias y sodio (Monroy et al., 2017).

A pesar de ser una planta ampliamente consumida, se subestimaban sus propiedades
nutraceuticas, y sus beneficios varian segin la variedad de lechuga, por lo que es

recomendable el consumo variado de este vegetal para aumentar la adquisicion nutrimental
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completa, aunque las dosis adecuadas de consumo de lechuga varian, y no se tienen valores

exactos de sus aportes nutrimentales (Kim et al., 2016).

5.12.1 Metabolitos secundarios importantes de la lechuga

Los metabolitos secundarios son sustancias organicas importantes que estan presentes en
todas las plantas, y no participan en procesos metabdlicos fundamentales como la respiracion,
fotosintesis, asimilacion y transporte nutrimental, pero no todos se encuentran presentes en
todas las especies de plantas o familias boténicas, y se producen en pequefias cantidades
(Avalos y Pérez, 2009).

Este grupo de metabolitos funcionan especificamente con respecto a la necesidad de la
planta, algunos pueden atraer microorganismos benéficos o repeler a los posibles patdgenos
(Robles et al., 2016). Por tal razon, estos metabolitos son importantes en los sistemas de
defensa de las plantas, y pueden manifestarse a través de VOC’s, colores, y olores en las
superficies de las hojas, de forma concentrada. Algunos de estas biomoléculas son estudiadas
con importancia médica debido al potencial benéfico que tienen en la salud humana, como
son las saponinas, esteroides, alcaloides, etc. (Robles et al., 2016). Ejemplo de algunos de los
metabolitos secundarios mas frecuentes en plantas de lechuga son, cido ascorbico,
clorogénico, chicérico, cafeoil-meso-tartarico, acidos fendlicos totales, antocianinas entre
otros, son considerados importantes componentes en la salud humana (Mahmoudi et al., 2010;
El-Nakhel et al., 2019).

Algunos otros beneficios importantes del consumo de lechuga se relacionan con su alta
cantidad de vitaminas, fibras dietéticas, acidos grasos, acido félico, que actian directamente
en problemas cardiacos y en la prevencion de la formacion o diseminacion del cancer (Chu et

al., 2002). Ademas, esta planta tiene propiedades ansioliticas, antioxidantes, anticonvulsivas,
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analgésicas, antidepresivas, o actividades antiinflamatorias y anticoagulantes (Ismail et al.,
2017; Younus et al., 2019).

En el conocimiento cultural de la lechuga, esta planta se consume para tratar problemas
como tos seca, insomnio, dolor, artritis reumatica y neurosis; asi mismo, se usa para impulsar
ladigestion y el apetito y para el tratamiento de problemas estomacales (Ismail y Mirza, 2015).
En todas las variedades de lechuga se encuentra una sustancia llamada "lactucarium"
encargada de inducir en el cuerpo cierta relajacion y suefio, y también es usado como farmaco

para el tratamiento de asma, bronquitis y afecciones hepéaticas (Mohammad, 2013).

5.13 Aplicaciones de microorganismos benéficos en el cultivo de lechuga

Los biofertilizantes son alternativas favorables para el cuidado del ambiente y la salud
humana, y los microorganismos promotores del crecimiento vegetal tienen la capacidad de
beneficiar el crecimiento aéreo y radical de las plantas (Stoll et al., 2018). La inoculacion de
este grupo de microorganismos en lechuga u otros cultivos horticolas, ha demostrado sus
efectos benéficos en las plantas. Algunas especies microbianas como Azotobacter sp.
Azozpirillum sp., y hongos micorrizicos arbusculares, son aplicados directamente a las plantas
0 combinados con sistemas complementarios de fertilizacion quimica, lo cual reduce
considerablemente el uso de este ultimo insumo quimico al combinarse (Velazquez et al.,
2017; Cerna et al., 2018). Por otra parte, estos microorganismos también son combinados con
abonos organicos, lo cual aumenta de forma sinérgica los resultados obtenidos en la
produccion organica de diferentes cultivos (Chavez et al., 2017; Rodriguez et al., 2018).

La produccion de lechuga se realiza en diversos sistemas de produccion; ejemplo de ello,
son los sistemas hidroponicos como lo es la pelicula nutritiva, raiz flotante, e incluso el uso

de sustratos inertes o sistemas aeropénicos (Lee y Lee, 2015). La combinacion de
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microorganismos con diferentes sistemas de produccidn, puede ejercer resultados mayores
que con solo su uso individual para aumentar la produccién (Gutiérrez et al., 2019).

La liberacion de moléculas producidas por los microorganismos, también influyen en el
metabolismo vegetal ya que permiten incrementar el crecimiento y la nutricién vegetal;
algunos de los mecanismos reportados por los cuales actlian, se relacionan con los ciclos
biogeoquimicos, lo que beneficia la disponibilidad nutrimental en el suelo favoreciendo su
absorcion por las raices, algunos de procesos favorecidos por la inoculacion de los
microorganismos benéficos son, la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfatos,

produccion de AlA, etc. (Mangmang et al., 2016; De Moraes et al., 2018; Xu et al., 2019).

5.14 Importancia de la aplicacion fosfatada en el cultivo de lechuga

El fosforo es un elemento importante en la naturaleza, este puede influir directamente en
el crecimiento de las plantas dependiendo del estado fenoldgico y la especie vegetal (AL-
Mharib et al., 2019). Las condiciones adecuadas de este elemento puede beneficiar diferentes
procesos del crecimiento de las plantas como el aumento de la produccion de rendimiento (Li,
et al., 2020), como se menciond anteriormente, la lechuga cuenta con diversos metabolitos de
importancia nutricional, por lo que un mal manejo de este nutriente, puede provocar el
aumento de la concentracion de diferentes metabolitos (Gao et al., 2020). Por otro lado, la
influencia de este nutriente en presencia de diferentes factores como los microorganismos,
favorece sinérgicamente su absorcion y por consecuente el desarrollo de las plantas (Wu et

al., 2019).
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Experimento 1. Evaluacion y seleccién de cepas bacterianas aisladas de meliponidos
e inoculadas en plantas de lechuga

El experimento se llevo a cabo en los meses de septiembre y octubre del 2020, en
condiciones de invernadero, con temperatura maxima de 35 °C y minima de 10 °C, y humedad
relativa del 75%. El sustrato usado fue una mezcla de vermiculita y perlita (1:1 v/v)
esterilizado previamente a 120 °C durante dos horas, por dos dias consecutivos.

Las cepas bacterianas utilizadas en el experimento fueron seleccionadas de la coleccion de
cepas de origen externo e interno del cuerpo de las abejas sin aguijon Frieseomelitta nigra,
Scaptotrigona pectoralis y Melipona beecheii procedentes de Campeche, México (Baqueiro,
2020; Ferrera-Rodriguez et al., datos no publicados) pertenecientes al proyecto SEP-
CONACYT 257847 “Diversidad de meliponinos, estudio de microorganismos asociados y
analisis de las propiedades biologicas de sus productos”. Las cuales corresponden a las
especies Pantoea anthophila (S38), P. anthophila (T38), P. anthophila (T83), P. anthophila
(T84), Bacillus sp. (T69), Bacillus sp. (T70), Pseudomonas psychrotolerans (T82),
Sinorhodobacter sp. (T31), Serratia nematodiphila (15), Staphylococcus arlettae (18), y
Staphylococcus kloosii (27) (Cuadro 3). Estas cepas bacterianas fueron seleccionadas a partir
de caracteristicas de importancia para la agricultura, y de pruebas bioquimicas con posible uso
como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), de acuerdo con el Manual de
Bergey’s (Claus y Berkeley, 1984) (Cuadro 4).

6.1.1 Germinacion de las semillas

Se utilizé sustrato inerte compuesto de vermiculita y perlita en proporciones (1:1 v/v)

previamente esterilizado a 120 °C durante 2 h, por dos dias consecutivos. Se utilizaron

semilleros de plastico de 180 cavidades previamente desinfectados con alcohol al 70%, que
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fueron llenados a tres cuartas partes de su capacidad total. Posteriormente, se sembraron 5

semillas de lechuga variedad Parrish (AGROTEX con 90 % de germinacion) previamente

desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5% durante 30 s, y lavadas con agua destilada estéril.

Una vez sembradas, las semillas fueron cubiertas con el mismo sustrato. Las semillas fueron

regadas cada 3 dias con 5 mL de agua destilada estéril por cavidad.

Cuadro 3. Especies bacterianas aisladas de abejas sin aguijon.

Cepas/claves Clave Abeia sin aquiion Sitio de Lugar de Cadigo del
P interna ) gul colecta aislamiento Genbank
Pantoea anthophila S38 Scaptotrigona Pomuch, Parte interna MN733038
CP0O 4.210 pectoralis Campeche
Pantoea anthophila T38 Frieseomelitta Tankuché, Parte interna MN733052
CP0O 4.224 nigra Campeche
Pantoea anthophila T83 Frieseomelitta Tankuchg, Parte interna MN733062
CP0O 4.234 nigra Campeche
Pantoea anthophila T84 Frieseomelitta Tankuché, Parte interna MN733063
CPO 4.235 nigra Campeche
Bacillus sp. CPO 4.238 T69 Frieseomelitta Tankuché, Parte interna MN733066
nigra Campeche
Bacillus sp. CPO 4.229 T70 Frieseomelitta Tankuché, Parte externa MN733057
nigra Campeche
Pseudomonas T82 Frieseomelitta Tankuché, Parte interna MN733061
sychrotolerans nigra Campeche
CPO 4.233
Sinorhodobacter sp. T31 Frieseomelitta Tankuché, Parte externa MN733050
CPO 4.222 nigra Campeche
Serratia nematodiphila 15 Melipona beecheii Sihochac Parte interna ~ MW857195
Mb15Tb Campeche
Staphylococcus arlettae 18 Melipona beecheii Sihochac Nido MW857196
Mb18N Campeche
Staphylococcus kloosii 27 Melipona beecheii Sihochac Nido MW857197
Mb27N Campeche
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Cuadro 4. Propiedades bioquimicas de especies bacterianas aisladas de abejas sin

aguijon.
e . e, ., Resistencia
Cepas/ Fijacion Solubilizacion  Produccion . )
oropiedad Clave de N, de fosfato de AIA Sideroforos  Catalasa asgfitr:gs
S38
Pantoea T38
anthophila  T83 + + + + + +
T84
. T69
Bacillus sp. T70 4 + + +
Pseudomon
as
psychrotole  T82 N + + +
rans
Sinorhodob
acter sp. T31 + +
Serratia 15
nematodiphi + + +
la
Staphylococ
cus arlettae 18 + +
Staphylocc_)_c 27 + + + +
cus kloosii

6.1.2 Preparacion del indculo bacteriano

Las cepas bacterianas fueron reactivadas en medio liquido Luria Bertani (Lb) (Birruga et

al., 2020) brevemente, con un asa bacterioldgica se tom6 un poco de muestra y se coloco en

tubos falcon de 30 mL con 15 mL de medio liquido Lb, los tubos se colocaron en agitacién a

180 rpm durante 5 dias a temperatura de 28°C, posteriormente, se sembraron en placas con

medio sélido de Lb y se colocaron en incubadora a 20°C durante 4 dias para la distincion y

caracterizacion de las colonias puras.
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Para la elaboracion del in6culo bacteriano se colocaron 30 mL de caldo nutritivo en tubos
Falcon, y se esterilizaron a 120 °C durante 18 min. Se tomo6 una colonia de las cepas
reactivadas y se mezclo dentro del tubo correspondiente. Posteriormente, se colocaron en
agitacion durante tres dias a 160 rpm a 27.4 °C, hasta obtener la concentracion bacteriana de
7x10% UFC (Unidades Formadoras de Colonias) estimadas por el método de diluciones
seriadas. Una vez alcanzada la concentracion de deseada, los tubos se centrifugaron a 7000
rpm por 10 min para eliminar el sobrenadante, a la pastilla bacteriana remanente, se agrego
30 mL de agua estéril para quedar asi preparado el in6culo de cada cepa bacteriana, agitando
en vortex, para su homogenizacion. La carga final bacteriana aplicada por mililitro de in6culo

a las plantas fue de 7x108 células mL™.

6.1.3 Inoculacion de plantulas en invernadero

Las plantulas de ocho dias de crecimiento después de la germinacion, fueron inoculadas
una vez que presentaban dos hojas verdaderas, y dejando una sola plantula por cavidad. Con
base en el propdsito de la investigacion, se realizaron dos diferentes tipos de inoculacion
bacteriana de manera independiente en las plantas: en la raiz aplicando la suspension
bacteriana en la base del tallo, y foliar mediante aspersion homogénea en las hojas. Para la
inoculacién radical se tom6 1 mL de cada suspension bacteriana aplicada por plantula,
colocando el in6culo en la base del tallo. Por su parte, para la inoculacion foliar, el in6culo
fue aplicado con un atomizador, por cada cepa, previamente desinfectado con hipoclorito de
sodio al 5%. En cada atomizador, se colocaron 5 mL de indculo, el cual fue asperjado
homogéneamente en las hojas de las plantas, de cada tratamiento. Las plantas fueron
previamente regadas con agua destilada estéril, y regadas nuevamente a las 24 horas

posteriores a la inoculacion.
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6.1.4 Variables evaluadas

Después de 25 dias de la inoculacién, se evalud la eficiencia del fotosistema Il (PSII), y el
indice de verdor (Unidades SPAD), en las plantas vivas. Posteriormente, las plantas fueron
cosechadas, para determinar el peso seco (hojas, raiz y total), &rea foliar, y area foliar
especifica.

La cuantificacion de la supervivencia de bacterias inoculadas en las hojas se determiné a
las 24 h, y a los 20 dias de la inoculacién. Se colectaron hojas de las plantas inoculadas y de
plantas testigo (sin inoculacion bacteriana); se cortaron 10 fragmentos de hoja de 1 cm?, y se
colocaron en tubos con 10 mL de agua destilada estéril. Posteriormente, se realizé el método
de diluciones seriadas (-2, -3, y -4) (Ramirez et al., 2020). Los fragmentos suspendidos en los
tubos con agua destilada, se agitaron vigorosamente en vortex, y se tomaron 100 pL de la
suspension, y se aplicaorn en cajas de Petri con medio de cuntivo sélido de Lb, y con una
varilla de vidrio estéril se homogeniz6 la alicuota sobre el agar. Las cajas se incubaron a 28
°C por 24-48 h, y se realiz6 la cuantificacion de las UFC.

La eficiencia del PSII (Fv/Fm) se midi6 mediante el uso del Fluorometro OS-30p+ (Opti-
Sciences) portétil. Para ello se realiz6 la estandarizacion de tiempo para la adaptacion de la
hoja en la fase oscura, al colocar los sensores (clips) con camara oscura en la hoja, y realizar
la medicidn. Los tiempos de adaptacion en la fase oscura para lechuga fueron de 15 min. Los
clips se colocaron con la cdmara cerrada, y después de 15 min se coloco el medidor portétil.
Una vez colocado el medidor, se abrio la camara, y se tomo rapidamente la lectura de Fv/Fm,
Se hizo una medicion por planta con tres repeticiones por tratamiento.

El indice de verdor (Unidades SPAD) se tomé con un medidor de clorofila Spadmeter
(Minolta, SPAD-502, Japdn), tomando lecturas en tres hojas diferentes de cada planta, y

considerado ocho plantas por tratamiento.
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La determinacion del area foliar fue medida en el laboratorio. Las hojas fueron separadas
y acomodadas en acetatos para medirlas en un integrador de area foliar LICOR (LI 3000, Inc.
Lincoln, NE, EE. UU.).

Una vez determinadas las variables anteriores, las hojas fueron colocadas en bolsas de
papel y secadas a 70 °C por 72 h, para determinar el peso seco mediante balanza analitica. El
area foliar especifica se determin6d mediante la division del area foliar entre el peso seco de
las hojas (Angulo et al., 2018).

6.1.5 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, con 24 tratamientos y 10
repeticiones cada uno. Los tratamientos consistieron en un testigo (sin inocular), y 11
tratamientos correspondientes a las cepas bacterianas utilizadas. Los resultados de las
variables determinadas se analizaron con el programa SAS mediante anélisis de varianza y

prueba de comparacion de medias (Tukey, P<0.05).

6.2 Experimento 2. Efecto de cepas bacterianas seleccionadas aisladas de meliponidos,
combinadas con hongos micorrizicos arbusculares y tres dosis de fertilizacion con
fésforo, en plantas de lechuga.

El experimento se llevd a cabo en los meses de noviembre y diciembre del 2020 en
condiciones de invernadero con temperatura maxima de 35 °C y minima de 10 °C, con
humedad relativa del 80%.

A partir del experimento anterior, se seleccionaron dos cepas bacterianas que presentaron
las mejores caracteristicas de promociéon del crecimiento de plantas de lechuga. Para el caso
de la inoculacion foliar, se selecciond la cepa T38 (Pantoea anthophila), y para el caso de la

inoculacion en raiz se selecciono la cepa 15 (Serratia nematodiphila). Estas bacterias fueron
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combinadas con la inoculacion de un consorcio micorrizico arbuscular integrado por las
especies Claroideoglomus claroideum y Funneliformis mosseae, el cual ha sido previamente
evaluado como promotor del crecimiento de especies horticolas (Carballar et al., 2018).

Los tratamientos de inoculacion con los microorganismos fueron combinados también con
tres dosis de fertilizacion con P (11, 22 y 44 ug mL™?) aplicadas con la solucion nutritiva de
Long Asthon (Hewitt, 1966) cuya composicién se aprecia en el Anexo 1 (Cuadro A-01, del
Apéndice).

6.2.1 Germinacién de las semillas e inoculacion del consorcio micorrizico arbuscular

Se utiliz6 sustrato inerte compuesto de vermiculita y perlita en proporciones (1:1 v/v)
previamente esterilizado a 120 °C durante 2 h, por dos dias consecutivos. Se utilizaron
semilleros de pléastico de 180 cavidades previamente desinfectados con alcohol al 70 %.

Se establecieron 24 semilleros de 10 cavidades con dos condiciones de inoculacion
micorrizica: 1) con el consorcio micorrizico arbuscular, y 2) sin inoculacién. En los semilleros
en los que se inocularia el consorcio micorrizico, se colocaron 5 g del in6culo previamente
propagado en arena de rio y usando alfalfa (Medicago sativa) como planta trampa. Este
inéculo tuvo 200 esporas por 5 g de indculo, y fragmentos de raices colonizadas con 35% de
colonizacion total. Sobre el indculo se sembraron 10 semillas de lechuga, las cuales fueron
previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5 %, y enjuagadas con agua destilada
esteril, se cubrieron con otra capa del sustrato estéril. Para los tratamientos sin inoculacion
micorrizica simplemente se llenaron las cavidades de los semilleros a tres cuartas partes de su
capacidad total, y se sembraron las 10 semillas de lechuga, y se cubrieron con otra capa de

sustrato estéril.
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6.2.3 Preparacion del indculo micorrizico arbuscular

La cuantificacion del namero de esporas en el in6culo micorrizico se realizé mediante la
extraccion de esporas por el método del tamizado humedo, decantacion y centrifugacion con
gradiente de sacarosa (Modificado de Gerdemann y Nicolson, 1963; Daniels y Skipper, 1972,
citado por Ferrera-Cerrato et al., 2020). Brevemente, el indculo (10 g) se coloc6 en un vaso
de precipitado con 1 L de agua corriente, agitdndolo vigorosamente durante 5 min, y dejando
reposar otros 5 min. El sobrenadante fue vertido a través de dos tamices de 0.59 y 0.045 mm
de tamafio de poro, este paso se repitio cinco veces. EI material colectado en el tamiz més
pequefio fue colocado en tubo Falcon de 30 mL, con solucion de sacarosa (20 % y 60 %).

Para la extraccion de esporas por centrifugacion se prepard sacarosa en concentraciones de
20 % y de 60 %. Primero se colocaron 5 mL de sacarosa al 20% dentro de un tubo Falcon,
posteriormente, se colocaron 4 mL de la concentracion de sacarosa al 60% en el fondo del
tubo, para formar el gradiente entre ambas concentraciones. Con una varilla de vidrio se
manipula el material obtenido del tamiz de 0.045 mm, y se vierte en el tubo con el gradiente
de sacarosa, tomando la mayor cantidad de material posible, pero con la menor cantidad de
agua. El tubo se centrifugd a 3000 rpm por 5 min, e inmediatamente el contenido se verti6 en
un tamiz de 0.045 mm, para enjuagar con agua destilada y eliminar la sacarosa. Finalmente,
las esporas se colocaron en una caja de Petri, y observadas al estereoscopio, para
contabilizarlas, y estimar su nimero por gramo de inéculo seco.

Para evaluar la colonizacion micorrizica de las plantas trampa se utilizo el procedimiento
modificado de clareo y tincion de raices Phillips y Haymann, (1970). Se cortaron 20
fragmentos de raiz de 1 cm, y se colocaron en KOH al 10 % para su decoloracion durante 48
h; posteriormente, las raices se enjuagaron con agua de la llave y se colocaron en acido

clorhidrico al 10 % durante 10 min; transcurrido el tiempo las raices sin enjuagar, se colocaron
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en azul tripano al 0.05 %, por 30 min. Por ultimo, las raices se colocaron en acido lctico 50
% para retirar el exceso del colorante, y se colocaron sobre un portaobjetos para ser observadas
al microscopio optico y determinar el porcentaje de colonizacion.

6.2.4 Preparacion del indculo bacteriano

Las cepas bacterianas fueron reactivadas en medio liquido Luria Bertani (Lb) (Birruga et
al., 2020) brevemente, con un asa bacterioldgica se tom6 un poco de muestra y se coloco en
tubos falcon de 30 mL con 15 mL de medio liquido Lb, los tubos se colocaron en agitacién a
180 rpm durante 5 dias a temperatura de 28°C, posteriormente, se sembraron en placas con
medio so6lido de Lb y se colocaron en incubadora a 20°C durante 4 dias para la distincion y
caracterizacion de las colonias puras.

Para la elaboracion del inoculo bacteriano, se colocaron 30 mL de caldo nutritivo en tubos
Falcon, y se esterilizaron a 120 °C durante 18 min. Se tomé una colonia de las cepas
reactivadas y se mezcld dentro del tubo correspondiente. Posteriormente, se colocaron en
agitacion durante tres dias a 160 rpm a 27.4 °C, hasta obtener la concentracion bacteriana de
6x10% UFC (Unidades Formadoras de Colonias) estimadas por el método de diluciones
seriadas. Una vez alcanzada la concentracion deseada, los tubos se centrifugaron a 7000 rpm
por 10 min para eliminar el caldo nutritivo, y a la pastilla bacteriana remanente, se agregd
agua estéril para preparar el inoculo de cada cepa bacteriana, agitando en vortex, para su
homogenizacion. La carga bacteriana aplicada por mL de indculo a las plantas fue de 6x108
UFC mL™,

6.2.5 Inoculacion de las plantas con las cepas bacterianas

Despues de ocho dias de germinacion de las semillas, una vez que presentaron dos hojas

verdaderas, las plantulas fueron inoculadas con las bacterias. Después de cinco dias de la

inoculacion, se dejaron Unicamente dos plantulas de lechuga por cavidad. Al igual que el
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experimento anterior, se realizaron dos tipos de inoculacion bacteriana de manera
independiente: foliar y radical, de acuerdo con el tipo de cepa seleccionada y con su
efectividad en ambas condiciones de inoculacion.

Para la inoculacion de la bacteria S. nematodiphila en la raiz, se aplicé 1 mL del in6culo
bacteriano por plantula de los tratamientos correspondientes, en 10 plantas de cada tratamiento
correspondiente a esta forma de inoculacion. Por su parte, para la inoculacién de la bacteria
P. anthophila, el in6culo fue asperjado en las hojas (10 plantas de cada tratamiento
correspondiente a esta forma de inoculacién) mediante atomizadores previamente
desinfectados con hipoclorito de sodio al 5 %, en los que se colocaron 5 mL del in6culo
bacteriano.

A los 20 dias después de la inoculacion bacteriana, las plantulas fueron trasplantadas de los
semilleros a macetas con 500 g de sustrato. El trasplante se hizo cuidadosamente para evitar
la pérdida del in6culo micorrizico de los cepellones. Al momento del trasplante, en los
tratamientos correspondientes, se realizé una segunda inoculacion bacteriana de acuerdo con
su forma de inoculacidn, equivalente a la carga de in6culo aplicado en la primera inoculacion.

6.2.6 Aplicacion de las dosis de fertilizacion fosfatada

La aplicacion de las diferentes dosis de P en el experimento se suministraron a través de la
solucion nutritiva Long Ashton (Cuadro A-01, Anexo 1 del Apéndice), modificada para
aplicar las dosis deseadas de 11, 22, y 44 ug P mL™, a partir de la fuente de P (NaH2PO4).

6.2.7 Variables evaluadas

Despueés de 35 dias de la inoculacion, se considerd la evaluacion de la supervivencia de
bacterias inoculadas en hoja, y el indice de verdor (Unidades SPAD). Posteriormente, las
plantas fueron cosechadas, y se determind el peso fresco, el peso seco (hojas, raiz y total), el

area foliar, el area foliar especifica, el nimero de estomas, y la colonizacion micorrizica.
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El indice de verdor (Unidades SPAD), se tom6 con un medidor de clorofila Spadmeter
(Minolta, SPAD-502, Japon), tomando lecturas en tres hojas diferentes de cada planta,
considerado ocho plantas por tratamiento.

El nimero de estomas se determiné mediante decoloracién y tincion de hojas (Cérdenas,
1999). Brevemente, se colectaron hojas de plantas de cada tratamiento, se cortaron fragmentos
de 1 cm? de cada hoja, por triplicado, y los fragmentos se suspendieron en hipoclorito de sodio
al 5% por 24 h. Trascurrido este tiempo, los fragmentos se colocaron en una solucién de rosa
de bengala al 0.05 % durante dos horas; posteriormente, se procedi6 a colocar los fragmentos
en portaobjetos, y se observaron en microscopio 6ptico para realizar el conteo de estomas.

El peso fresco fue tomado después de cosechar las plantas mediante una balanza portatil.
La medicion del area foliar fue medida en laboratorio. Las hojas fueron separadas y
acomodadas en acetatos para medirlas en un integrador de area foliar LICOR (LI 3000, Inc.
Lincoln, NE, EE. UU.). Una vez determinadas las variables anteriores, las hojas fueron
colocadas en bolsas de papel y secadas a 70 °C por 72 h, para determinar el peso seco. El area
foliar especifica se determind mediante la division del area foliar entre el peso seco foliar
(Angulo et al., 2018).

6.2.8. Disefio experimental y andlisis estadistico

Se establecid un experimento factorial 4x2x3, considerando cuatro niveles de inoculacion
bacteriana (sin inoculacion, P. anthophila, S. nematodiphila, y su combinacion), 2 niveles de
inoculacion micorrizica (sin y con HMA), y tres niveles de P (11, 22, y 44 ug P mL™?). En
total se tuvieron 24 tratamientos con ocho repeticiones cada uno, distribuidos en un disefio
experimental completamente al azar. Los datos se analizaron con el programa SAS mediante

analisis de varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, P<0.05).
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7. RESULTADOS
7.1 Experimento 1. Evaluaciéon y seleccidn de cepas bacterianas aisladas de meliponidos
e inoculadas en plantas de lechuga.

La inoculacion foliar con la bacteria S38 (Pantoea anthophila) produjo el valor
significativamente (Tukey, a=0.05) mas alto de la medicion de la eficiencia PSII (Fv/Fm) en
comparacion con la inoculaciéon foliar de las bacterias T83 (Pantoea anthophila) y 15
(Serratia nematodiphila) (Figura 7A). El resto de los tratamientos inoculados con las bacterias
en las hojas, no mostraron diferencias significativas con el control (Figura 7A); Por su parte,
la inoculacion radical con la bacteria 18 (Staphylococcus arlettae) mostrd diferencias
significativas (Tukey, a=0.05) en la eficiencia del PSII con respecto a la inoculacion con la
bacteria T38 (Pantoea anthophila) (Figura 7B). No se observaron diferencias significativas
entre el resto de los tratamientos (Figura 7B).

El valor mas alto del indice de verdor (Unidades SPAD) se obtuvo con la inoculacion foliar
de la cepa T38 (Pantoea anthophila); aunque todos los tratamientos inoculados mostraron
mayor efecto significativo que el control (Figura 8A). La cepa T31 (Sinorhodobacter sp.)
inoculada en raiz, produjo el valor més alto; sin embargo, todos los tratamientos bacterianos
mostraron mayor efecto significativo (Tukey, a=0.05) que el control (Figura 8B).

La inoculacion foliar con T38 (Pantoea anthophila) produjo mayor peso seco foliar, y el
valor mas bajo se obtuvo con la cepa T31 (Sinorhodobacter sp.); sin embargo, todos los
tratamientos inoculados mostraron diferencias significativas (Tukey, a=0.05) con respecto al
control (Figura 9A). Todos los tratamientos inoculados en raiz mostraron diferencias
significativas (Tukey, 0=0.05) en el peso seco foliar en comparacion con el control (Figura
9B); el valor més alto se obtuvo con la cepa 15 (Serratia amrcescens), y el mas bajo con T31

(Sinorhodobacter sp.) (Figura 9B).
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variedad Parrish inoculadas con bacterias aisladas de abejas sin aguijon, A) inoculacién foliar,
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El mayor valor del peso seco radical se obtuvo con la inoculacién foliar de la cepa 18
(Staphylococcus arlettae) la cual mostrd diferencias significativas (Tukey, 0=0.05) con las
cepa 15 (Serratia nematodiphila) y T69 (Bacillus sp); no obstante, todos los tratamientos
bacterianos mostraron diferencias significativas con el control (Figura 10A). La inoculacion
de la cepa T82 (Pseudomonas psychrotolerans) en raiz mostré diferencias significativas del
peso seco radical (Tukey, 0=0.05) con respecto al control (Figura 10B); en los tratamientos
bacterianos, la cepa T84 (Pantoea anthophila) mostré el valor més bajo (Figura 10B).

La inoculacion foliar de la cepa T38 (Pantoea anthophila) produjo significativamente
(Tukey, a=0.05) mayor peso seco total con respecto a las cepas 15 (Serratia nematodiphila),
T69 (Bacillus sp.), T83 (P. anthophila) y T31 (Sinorhodobacter sp.), y con el control (Figura
11A). Por su parte, la inoculacion en raiz con la cepa 15 (Serratia nematodiphila) produjo el
mayor valor de peso seco, aunque todos los tratamientos bacterianos mostraron diferencias
significativas (Tukey, a=0.05) en comparacion con el control (Figura 11B).

Todos los tratamientos inoculados de manera foliar mostraron diferencias significativas
(Tukey, 0=0.05) en el area foliar de las plantas en comparacién con el control (Figura 12A);
el mayor valor se obtuvo con la inoculacion dela cepa T38 (Pantoea anthophila) el cual mostré
diferencias significativas con la cepa T31 (Sinorhodobacter sp.) (Figura 12A). Por su parte,
la inoculacién en raiz de la cepa 15 (Serratia nematodiphila) registr6 significativamente
(Tukey, 0=0.05) el mayor valor del &rea foliar con respecto a la cepa T31 (Sinorhodobacter
sp.); sin embargo, todos los tratamientos bacterianos inoculados en raiz, mostraron diferencias

significativas (Tukey, a=0.05) con respecto al control (Figura 12B).
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El &rea foliar especifica de las plantas control fue significativamente mayor (Tukey,
a=0.05) con respecto a todos los tratamientos con la inoculacion bacteriana de forma foliar
(Figura 13A). Por su parte, la inoculacién de las bacterias en raiz, mostré el mismo efecto que
la inoculacion foliar, es decir, las plantas control tuvieron significativamente (Tukey, 0=0.05)

mayor area foliar especifica que los tratamientos inoculados (Figura 13B).
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Figura 13. Area foliar especifica de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish,
inoculadas con bacterias aisladas de abejas sin aguijén, A) inoculacion foliar, y B) inoculacion
radical, después de 25 dias de crecimiento en invernadero. Letras diferentes sobre las barras
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7.2 Experimento 2. Efecto de cepas bacterianas seleccionadas y aisladas de meliponidos,
combinadas con hongos micorrizicos arbusculares y con tres dosis de fertilizacién con
fosforo, en plantas de lechuga.

En esta investigacion se evalu6 de forma separada, el efecto independiente de cada uno de
los tres factores considerados (inoculacion bacteriana, inoculacion de HMA, y aplicacion de
fertilizacion fosfatada), y aplicados en plantas de lechuga en invernadero. Los resultados de
los efectos independientes de estos tres factores, a los 35 dias después de la inoculacion y
aplicacion de las dosis de P, se describen a continuacion.

Con respecto al factor independiente de la inoculacién bacteriana, las plantas inoculadas
mostraron mayor respuesta significativa en todas las variables con respecto al control. De
manera particular, la inoculacién individual de S. nematodiphila o su combinacién con P.
anthophila, produjo mayor respuesta en las variables evaluadas (Cuadro 5).

Para el factor independiente de la aplicacion de las dosis de fosforo, la dosis de 22 pg P
mL? resultd en general, en incrementos significativos en las variables evaluadas en
comparacion con las dosis de 11 pg P mL?y 44 ug P mL*? (Cuadro 6). No obstante, la
aplicacion de 44 ug P mL? aument6 significativamente la colonizacion micorrizica en
comparacion con las otras dos dosis de fosforo (Cuadro 6).

La inoculacion con HMA como factor independiente, solo mostro diferencias significativas
en el peso seco foliar y en el peso seco total; las plantas inoculadas con HMA mostraron mayor
respuesta en estas dos variables en comparacion con las plantas no inoculadas (Cuadro 7).
Para el resto de las variables no se observaron diferencias significativas por la inoculacion de

los HMA (Cuadro 7).
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Cuadro 5. Efecto de la inoculacion bacteriana como factor independiente, en el crecimiento de plantas de lechuga, después de 35
dias de crecimiento en condiciones de invernadero.

Efecto de la Peso fresco Peso seco Peso seco Peso seco Indice de Area foliar Colonizacion
inoculacion foliar foliar radical total verdor (cm?) micorrizica
bacteriana (9) (mg) (mg) (mg) (Unidades (%)
SPAD)
Control 3.24b+0.1 0.190c+0.01 0.04 ¢ £0.001 0.229 ¢ £0.01 26.62 b+ 0.4 77.06 c +4.43 19.31 b +4.8
S. nematodiphila 541a+0.1 0.302azx0.01 0.05 ab +0.002 0.357a+0.01 31.34a+05 130.4 ab +4 19.58 ab +4.8
P. anthophila 5.12a+0.1 0.261 b £0.007 0.05 b +0.001 0.311 b +£0.007 30.92a+0.4 120.17b +3 20.62 ab £5
Combinacion 556a+0.1 0.304 a=0.01 0.05 a £0.001 0.360 a £0.01 31.05a+0.5 13496a+4.01 21.33a+5.2
Significancia 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
C.v. 19.28 25.01 23.28 22.29 10.62 20.48 19.01
DSM 0.4 0.03 0.006 0.03 1.6 12.4 3.3

Medias + error estandar. Letras idénticas en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05). n=48. C.V =Coeficiente de variacion. DSM=

Diferencia significativa minima. S= Serratia. P=Pantoea.

Cuadro 6. Efecto de la aplicacion de tres dosis de fertilizacion fosfatada como factor independiente, en el crecimiento de
plantas de lechuga, después de 35 dias de crecimiento en condiciones de invernadero.

Efecto de la Peso fresco Peso seco Peso seco Peso seco Indice de verdor Area foliar Colonizacion
aplicacion de foliar foliar radical total (Unidades (cm?) micorrizica
fosforo ) (mg) (mg) (mg) SPAD) (%)
(ug P mL™)
11 4,08 ¢c 0.2 0.21 ¢ £0.009 0.04 b +0.001 0.25 ¢ +£0.01 27.88b+0.5 102.56 b £5.2 19.62b+0
22 5.46 a+0.1 0.31a+0.01 0.05a+0.001 0.36 a £0.01 31.26a+0.4 12491 a+3.4 19.14b+0
44 496 b +0.1 0.27 b £0.01 0.04 b +0.001 0.32 b +£0.01 30.82a+0.4 119.52 a +3.8 21.87a%0
Significancia 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
CV. 19.28 25.01 23.28 22.29 10.62 20.48 19.01
DSM 0.38 0.2 0.004 0.02 1.33 9.85 2.6

Medias + error estandar. Letras idénticas en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05). n= 64. C.V.=Coeficiente de variacién. DSM=
Diferencia significativa minima.
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Cuadro 7. Efecto de la inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) como factor independiente, en el crecimiento

de plantas de lechuga, después de 35 dias de crecimiento en condiciones de invernadero.

Peso seco radical

Area foliar Colonizacion
(cm?) micorrizica
(%)

Efecto de la Peso fresco
aplicacion de foliar
HMA (9)
Con 492 a+0.13
Sin 475a+0.16
Significancia NS
CV. 19.28
DSM 0.2

0.27 a +0.009
0.25b +0.01

0.05a+0.001
0.04 a +0.001

0.32 a+0.009
0.31b +0.01

29.71a+0.3
30.25a+0.4

116.47 a +3.09 40.42 a+1.07

114.87 a +4.04 Ob+0
NS NS
20.48 19.01
6.7 1.8

Medias * error estandar. Letras idénticas en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05). n= 96.

Diferencia significativa minima.

CV.=Coeficiente de variacién. DSM=
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En el cuadro 8 se muestra la evaluacién de la supervivencia de las bacterias inoculadas a las 24
h'y 20 d después de la aspersion foliar en comparacion con el testigo, y se indica que el promedio
de la supervivencia bacteriana de los tratamientos resulto en un alto porcentaje de colonizacion de
las hojas en tratamientos inoculados. Esto denota la persistencia de las cepas en el tejido foliar de
las plantas. En las plantas testigo se obtuvieron datos relevantes a la colonizacion por bacterias
que no se inocularon; no obstante, los datos obtenidos 20 dias después de la inoculacién y en base
a las caracteristicas micromorfologicas de las cepas inoculadas, muestran un proceso de
competencia por el area en las hojas por las cepas que se aplicaron, debido a la nula presencia de
contaminacion en comparacion con las plantas control.

A continuacién se describen los resultados obtenidos por efecto de la combinacion de los tres
factores (24 tratamientos), que se aprecian en lo general, en el Cuadro A-02 (Anexo 2 del

Apéndice) y en las imagenes A-01 y A-02 (Anexo 3y 4 del Apéndice).

Cuadro 8. Resultados de la evaluacién de la supervivencia bacteriana de plantas inoculadas
en hoja.

24 horas después de la 20 dias después de la 20 dias después de la
inoculacién inoculacién inoculacién plantas
Testigo inoculadas
4.5 x10° UFC mL? 2.6 x10® UFC mL? 3.7x 10* UFC mL*

Con la dosis de 11 pg P mL™, la inoculacion de los microorganismos (solos o combinados)
produjo mayor indice de verdor (Tukey, a=0.05) con respecto a las plantas sin inoculacion

bacteriana sin HMA (Figura 14A). En la dosis de 22 pug P mL* el mayor indice de verdor se obtuvo
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al inocular individualmente a S. nematodiphila, pero sin mostrar diferencias significativas con los
demas tratamientos (Figura 14B). Con 44 pg P mL™, el mayor indice de verdor se obtuvo con la
inoculacién individual de P. anthophila, mostrando diferencias significativas (Tukey, o= 0.05) con
las plantas sin inoculacion bacteriana, con o sin HMA (Figura 14C).

La variable de peso fresco foliar mostro incrementos significativos (Tukey, a=0.05) con la dosis
de 11 ug P mL? y la inoculacién de todos los microorganismos (solo o combinados) con respecto
a las plantas sin inoculacion bacteriana (Figura 15A). Por su parte, la aplicacion de 22 pug P mL*
produjo significativamente (Tukey, a=0.05) mayor peso fresco con la inoculacion individual de S.
nematodiphila, en comparacion con el tratamiento sin inoculacién bacteriana, con o sin HMA
(Figura 15B); el resto de los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si (Figura
15B). En el caso de la aplicacion de la dosis de 44 pug P mL™, la inoculacion combinada de las
bacterias sin HMA produjo incrementos significativos (Tukey, a=0.05) con respecto a los
tratamientos sin inoculacion bacteriana y sin HMA (Figura 15C). El resto de los tratamientos

inoculados con los microorganismos no mostraron diferencias significativas entre si (Figura 15C).
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Figura 14. indice de verdor (SPAD) en hojas de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad
Parrish, inoculadas con dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), y la aplicacion de tres dosis de fésforo (11, 22 y 44 ug P mL"
1), después de 35 dias de crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las
barras en las tres graficas, son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, a=0.05).

Medias * error estandar, n=8.
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Figura 15. Peso fresco de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish, inoculadas con
dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), y la aplicacion de tres dosis de fosforo (11, 22 y 44 pug P mL™), después de 35 dias de
crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las barras en las tres graficas,

son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, 0=0.05). Medias + error estandar,

n=8.
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La inoculacion de las cepas bacterianas (solas o combinadas con HMA) con aplicacion de 11
ug P mL?, resulté en incrementos significativos (Tukey, a=0.05) en el peso seco de hojas con
respecto a las plantas sin inoculacion bacteriana y sin HMA (Figura 16A). Por su parte, en los
tratamientos con la dosis de 22 pug P mL™, la inoculacion individual de S. nematodiphila aumentd
significativamente (Tukey, 0=0.05) el peso seco foliar, en comparacién con las plantas sin
inoculacién bacteriana con o sin HMA, y con las plantas con la sola inoculacion de P. anthophila
(Figura 16B). Para el caso de la dosis de 44 ug P mL™, todos los microorganismos inoculados
(solo 0 en combinacidn) incrementaron significativamente (Tukey, a=0.05) el peso seco foliar en
comparacion con las plantas sin inoculacion bacteriana y sin HMA (Figura 16C).

En el caso del peso seco de raiz, todos los microorganismos inoculados (solos o en su
combinacion) con la aplicacion de 11 pug P mL™, produjeron incrementos significativos (Tukey,
a=0.05) con respecto a los tratamientos sin inoculacion de bacterias con o sin HMA,; se destaca el
efecto obtenido en las plantas con la sola inoculacion de P. anthophila con HMA, y en las plantas
con la combinacion con ambas bacterias sin HMA (Figura 17A). En la dosis de 22 pg P mL? el
peso seco de raiz con mayor incremento significativo (Tukey, 0=0.05) se obtuvo con la inoculacién
individual de S. nematodiphila con respecto al resto de los tratamientos (Figura 17B). En general,
la aplicacion de 22 pug P mL™ produjo mayor peso de raiz de las plantas con respecto a las plantas
con la dosis de 44 pg P mL* (Figura 17B y C). No obstante, con esta ultima dosis de P, la
inoculacion combinada de las bacterias sin HMA produjo incrementos significativos (Tukey,
a=0.05) en comparacion con las plantas sin inoculacion bacteriana, con o sin HMA (Figura 17C).

El resto de los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si (Figura 17C).
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Figura 15. Peso seco de hojas de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish, inoculadas
con dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), y la aplicacion de tres dosis de fosforo (11, 22 y 44 pug P mL™), después de 35 dias de
crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las barras en las tres graficas,

son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, 0=0.05). Medias + error estandar,

n=8.
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Figura 16. Peso seco radical de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish, inoculadas
con dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), y la aplicacion de tres dosis de fosforo (11, 22 y 44 pg P mL™), después de 35 dias de
crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las barras en las tres graficas,

son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, 0=0.05). Medias + error estdndar, n=8

56



En peso seco total de las plantas, con la dosis de 11 pg P mL™, fue significativamente mayor
(Tukey, a=0.05) con la inoculacién de las bacterias (solas o0 en su combinacion con HMA) con
respecto a las plantas sin inoculacién bacteriana, con o sin HMA (Figura 18A). Por su parte, en
con la dosis de 22 pg P mL* el mayor peso total se obtuvo con la inoculacién individual de S.
nematodiphila, mostrando diferencias significativas (Tukey, 0=0.05) con el resto de los
tratamientos, con excepcidn del tratamiento con la doble inoculacién de las bacterias con HMA
(Figura 18B). En el caso de la dosis de 44 pug P mL?, las plantas inoculadas de manera individual
0 combinada de los microorganismos benéficos, mostraron incrementos significativos (Tukey,
a=0.05) en el peso seco total, con respecto a las plantas sin inoculacion bacteriana y sin HMA
(Figura 18C).

La inoculacién de las cepas bacterianas, solas o en combinacién con los HMA, en las plantas
con aplicacion de la dosis de 11 pg P mL™2, resulté en incrementos significativos (Tukey, a=0.05)
en el area foliar de las plantas de lechuga, con respecto a las plantas sin inoculacion bacteriana,
con o sin HMA (Figura 19A). Por su parte, con la dosis de 22 ug P mL™ las plantas inoculadas
individualmente con S. nematodiphila mostraron mayor area foliar, cuyos valores fueron
significativamente (Tukey, 0=0.05) diferentes Unicamente con los tratamientos sin inoculacién
bacteriana, con o sin HMA (Figura 19B). En la dosis de 44 pug P mL™, la mayor area foliar se
obtuvo en el tratamiento con la doble inoculacién sin HMA, el cual mostr6 diferencias
significativas (Tukey, a=0.05) respecto a los tratamientos sin inoculacion bacteriana (con y sin
HMA), y con la inoculacion individual de las bacterias con HMA (Figura 19C). En esta dosis de
P, las plantas con bacterias tuvieron menor area foliar al combinarlas con HMA; sin embargo, sin
la inoculaciéon bacteriana, los HMA produjeron mayor area foliar (no significativa) que su

contraparte sin HMA (Figura 19C).
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Figura 17. Peso seco total de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish, inoculadas
con dos bacterias aisladas de abejas sin aguijén, un consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), y la aplicacion de tres dosis de fosforo (11, 22 y 44 pg P mL™), después de 35 dias de
crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las barras en las tres graficas,
son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, 0=0.05). Medias + error estandar,

n=8.
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Figura 18. Area foliar de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish, inoculadas con
dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), y la aplicacion de tres dosis de fosforo (11, 22 y 44 pg P mL™), después de 35 dias de
crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las barras en las tres gréaficas,
son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, 0=0.05). Medias + error estandar,

n=8.
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No se observaron diferencias significativas en el area foliar especifica de las plantas en todos
los tratamientos con la aplicacion de la dosis de 11 pg P mL™, no obstante, los valores mas altos
se obtuvieron con la sola inoculacion de HMA, y con inoculacion de P. anthophila con HMA
(Figura 20A). Similar efecto se obtuvo con la dosis de 22 pug P mL™, cuyos tratamientos con o sin
la inoculacion de los microorganismos (solos o0 en combinacion) no mostraron diferencias
significativas entre si (Figura 20B). Por su parte, en la dosis de 44 pg P mL™, se observé que las
plantas sin bacterias con HMA 'y las plantas con la inoculacion de P. anthophila o S. nematodiphila
en combinacién con HMA, mostraron valores significativamente méas bajos que sus contrapartes
sin HMA (Figura 20C). Lo anterior denota que las plantas con HMA mostraron hojas mas gruesas
con la dosis de 44 pg P mL* (Figura 20C), con respecto a las hojas de las plantas de todos los
tratamientos con la aplicacion de 11 0 22 ug P mL™ (Figura 20A y B).

La inoculacion de bacterias (solas o combinadas con HMA), en la dosis de 11 pg P mL™, resulto
en mayor nimero de estomas por unidad de area, siendo significativamente mayor (Tukey, a=0.05)
al nimero de estomas de los tratamientos sin inoculacion bacteriana con o sin HMA (Figura 21A).
En el caso de la dosis de 22 ug P mL?, la inoculacion individual de P. anthophila produjo
incrementos significativos (Tukey, 0=0.05) en el nimero de estomas con respecto a los
tratamientos sin bacterias, con o sin HMA,; el resto de los tratamientos no tuvieron diferencias
significativas entre si (Figura 21B). En la dosis de 44 pg P mL?, en general, los tratamientos
inoculados con las dos bacterias y el tratamiento de P. anthophila con HMA, mostraron
significativamente (Tukey, a=0.05) mayor nimero de estomas con respecto a los tratamientos sin

inoculacion bacteriana, con o sin HMA (Figura 21C).
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estandar, n=8.
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Figura 19. Area foliar especifica de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish,
inoculadas con dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), y la aplicacion de tres dosis de fosforo (11, 22 y 44 pug P mL™Y), después de
35 dias de crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las barras en las tres

gréficas, son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, a=0.05). Medias + error
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Figura 20. Numero de estomas en hojas de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad Parrish,
inoculadas con dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), y la aplicacion de tres dosis de fosforo (11, 22 y 44 pg P mL™?), después de
35 dias de crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las barras en las tres
graficas, son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, a=0.05). Medias + error

estandar, n=8.
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Con respecto a la colonizacion micorrizica, la plantas inoculadas con HMA con la dosis de 11
ug P mLt mostraron el mayor valor de colonizacion en combinacion con las bacterias; en general,
todos los tratamientos mostraron diferencias significativas (Tukey, 0=0.05) en comparacion con
las plantas micorrizadas sin la inoculacion bacteriana (Figura 22A). Para el caso de la dosis de 22
ug P mL-1, los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si (Figura 22B). Por su
parte, en la dosis de 44 pug P mL™2, el mayor valor de colonizacion se obtuvo con la inoculacion de
P. anthophila, y en la inoculacién individual de HMA; sin embargo, todos los tratamientos no

mostraron diferencias significativas entre si (Figura 22C).

8. DISCUSION

Los microorganismos estan relacionados con procesos importantes en el ambiente que
benefician de manera directa o indirecta a las plantas, tales como la liberacion de nutrientes,
fertilidad y formacion del suelo (Galvez y Burbano, 2015; Garcia et al., 2016; Veturi y Keel, 2016).
Las plantas por su parte, liberan exudados radicales que ayudan a los microorganismos a sobrevivir
en diferentes ambientes (Feijoo, 2016), cuya distribucién y abundancia son afectados por factores
fisicos, quimicos y biolégicos (Robledo, 2017). A su vez los microorganismos influyen en
procesos metabolicos de las plantas, y contribuyen en su crecimiento y proteccion contra
patdgenos (Pérez et al., 2015; Moreno et al., 2018).

La lechuga al ser una planta horticola de rapido crecimiento y facil manejo, es un cultivo factible
de producirlo con la aplicacion de biofertilizantes. Algunas investigaciones han probado el uso de
diferentes géneros bacterianos y su efectividad obteniendo resultados significativos al aumentar el

crecimiento de estas plantas (Cerna et al., 2018; Gutierrez et al., 2019).
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Figura 21. Colonizacion micorrizica en raices de plantas de lechuga (Latuca sativa L.) variedad
Parrish, inoculadas con dos bacterias aisladas de abejas sin aguijon, un consorcio de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), y la aplicacién de tres dosis de fésforo (11, 22 y 44 ug P mL"
1), después de 35 dias de crecimiento en condiciones de invernadero. Letras diferentes sobre las

barras en las tres graficas, son significativamente diferentes entre tratamientos (Tukey, a=0.05).

Medias * error estandar, n=8.
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Uno de los parametros mas importantes a considerar partir del uso de microorganismos como
biofertilizantes 0 mejoradores del crecimiento vegetal es la medicién de la eficiencia fotoquimica
del PSII es unatécnica no invasiva, que detecta cambios fisiol6gicos en las plantas que se atribuyen
a diferentes efectos de estrés, que se reflejan en la funcionalidad del PSII (Zhang et al., 2014). Los
pardmetros Fo, Fm, Fv, Fv/Fo, y Fv/Fm, miden el grado de severidad del problema que afecta a la
planta (Zhu et al., 2010); causado ya sea por factores bidticos o abioticos que dafian quimica o
estructuralmente a las plantas, lo cual suele reflejarse en el estado fisiologico y nutrimental de las
mismas debido al dafio producido por la fluorescencia de la clorofila (Li et al., 2012; Rattan et al.,
2012; Donnini et al., 2013; De Faira et al., 2013).

En la presente investigacion en el primer bioensayo, se realizo la evaluacion del efecto de la
inoculacién bacteriana sobre la eficiencia fotosintética de las plantas, los valores mas
sobresalientes se obtuvieron en las plantas inoculadas en comparacién con los controles sin
inocular. Los microorganismos también pueden modificar la eficiencia fotosintética ain cuando
las plantas no presentan limitacion nutrimental en el suelo, por ejemplo, los valores de la eficiencia
del PSII pueden aumentar o mantenerse por la actividad benéfica de microorganismos como
bacterias promotoras del crecimiento (Angulo et al., 2018). Por el contrario, debido al incremento
acelerado del crecimiento vegetal provocado por la interaccion microbiana, los nutrientes pueden
disminuir rapidamente en el suelo provocando un déficit que se ve reflejado en deficiencias
nutrimentales y cambios fisiologicos en las plantas (Elhindi et al., 2017). Por lo anterior, en los
resultados obtenidos en esta investigacion no se observaron efectos negativos en la eficiencia
fotosintética de las plantas de lechuga no inoculadas con microorganismos en comparacion con
aquellas que si fueron inoculadas, pareciendo no tener un efecto (positivo o negativo) en las plantas

por la inoculacion de microorganismos promotores del crecimiento vegetal, sin embargo esto esto
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también pudo deberse a una aplicacion constante y homogénea de solucién nutritiva en ambos
tratamientos (con y sin inoculacion con bacterias) denotando la aplicacion adecuada de
nutrimentos para el crecimiento vegetal en las condiciones y tiempo del experimento.

Los valores obtenidos del indice de verdor fueron en general mayores, en las plantas con
inoculacién bacteriana en comparacién con las plantas sin la inoculacion de bacterias, lo cual se
atribuye a los efectos benéficos de las bacterias en el crecimiento vegetal. Esto se debe
parcialmente, a la capacidad de aumentar la absorcion nutrimental de las plantas, lo cual se ve
reflejado en un mayor indice en el crecimiento foliar y concentracion de clorofila (Wu et al., 2019).
La fijacion de nitrégeno y solubilizacion de fosfato, son propiedades bioquimicas importantes que
tienen efecto en la formacion de la clorofila en las plantas, por lo que la inoculacion con bacterias
con estas propiedades, beneficia considerablemente las concentraciones de clorofila y capacidad
fotosintética de las plantas (Panhwar et al., 2011; Garcia et al., 2019).

Los valores de peso fresco, peso seco y area foliar de las plantas inoculadas mostraron
resultados sinérgicos en comparacion con las plantas sin inoculacion bacteriana. Como se explicd,
los diferentes efectos ejercidos por los procesos metabdlicos microbianos benefician la liberacion
y la absorcién nutrimental por las plantas. Por lo anterior, la germinacion y crecimiento vegetal se
ve afectado benéficamente con inoculacién microbiana, en comparacién con las plantas sin
inoculacién microbiana (Blanco et al., 2018; Latef et al., 2020).

Los microorganismos benéficos para las plantas provocan cambios fisioldgicos y estructurales
en las mismas a través de mecanismos moleculares como la produccion de fitohormonas como el
acido indol acético (AlA), la enzima ACC-desminasa, la actividad nitrogenasa, y la solubilizacion
de fosfatos que provocan la elongacion celular (Ahemad y Kibret, 2014); por lo tanto, el

crecimiento de hojas, tallos y raices, son beneficiados por el efecto de la inoculacion microbiana
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(Ahmed y Hasnain, 2014). En el caso de plantas de lechuga, se han reportado resultados sinérgicos
(peso fresco, peso seco y area foliar) en su crecimiento cuando son inoculadas con bacterias
(Vargas et al., 2001). Algunas investigaciones han reportado estos efectos benéficos incluso en
plantas sometidas a condiciones de estrés hidrico o de contaminacién (Khalid et al., 2017; Morales
et al., 2020).

Para el segundo bioensayo realizado en la presente investigacion, la inoculacion bacteriana de
P. antophila y S. nematodiphila afect6 de forma benéfica el crecimiento de las plantas inoculadas
con los microorganismos. Las bacterias son capaces de aumentar la absorcion nutrimental como
el Py N, los cuales son componentes importantes en las concentraciones de clorofila en las plantas
(Wu et al., 2019; Romero et al., 2021), por lo que el indice de verdor de las plantas fue mejorado.

Por otra parte, el peso fresco, peso seco y area foliar, fueron beneficiados sinérgicamente por
las bacterias y por los HMA, en comparacion con las plantas sin inoculacion bacteriana. La
inoculacién bacteriana cuenta con mecansimos que promueven la absorcién nutrimental y
aumentan el crecimiento y tamafio de las plantas (Castillo et al., 2017; Ren et al., 2019), y ademas,
mejoran las condiciones hormonales de las plantas, lo que produce cambios estructurales en la
misma (Kudoyarova et al., 2017). Por su parte, la inoculaciéon de HMA en general, no mostro6
diferencias significativas en comparacion con las plantas sin inoculacién, pero favorecio el peso
seco de las plantas, lo que se debe a la capacidad de este tipo de hongos para aumentar el
crecimiento vegetal (Carballar et al., 2018) al mejorar la toma de nutrientes y agua (Bariuelos et
al., 2017; Yang et al., 2020). Al igual que las bacterias, los HMA cuentan con mecanismos que
benefician el crecimiento de las plantas, como el aumento de la produccion de fitohormonas como

el &cido jasmonico, el acido salicilico, asi como AIA, citoquininas, giberelinas, etileno, acido
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abscisico, entre otros (Ferlian et al., 2018), y estas fitohormonas suelen incrementar cuando las
plantas micorrizadas se encuentran en condiciones de estrés (Medina, 2016; Quiroga et al., 2020).

Por otro lado, el nimero de estomas y la colonizacion micorrizica mostraron diferencias
significativas en las plantas con la aplicacion a 11 pug P mL™ en comparacion con las plantas sin
inoculacién bacteriana ni micorrizica, y con las otras dos dosis de fertilizacion. La colonizacion
micorrizica beneficia la estabilidad de la membrana celular y liberacion de electrélitos por las hojas
através de la produccion de fitohormonas, por lo que se beneficia la resistencia a sequia (Santander
et al., 2017; Santarder et al., 2019; Quiroga et al., 2020). Este proceso se realiza a través de la
liberacion de agua por los estomas, los cuales estan influenciados por fitohormonas como el &cido
abcisico el cual aumenta significativamente cuando la planta es colonizada por HMA los cuales
estimulan el aumento del nimero de estomas y la resistencia a sequia de las plantas (Ouledali et
al., 2019).

Por su parte, la aplicacion de diferentes dosis de P en las plantas, mostré diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados. En general, se observd mejor aprovechamiento con
la dosis 22 ug P mL. Se ha demostrado que las concentraciones de P influyen directamente en el
crecimiento de las plantas, por lo que este elemento puede favorecer el crecimiento vegetal o
provocar problemas por toxicidad (Bafiuelos et al., 2017; AL-Mharib et al., 2019). La fetilizacion
adecuada con P, puede aumentar el rendimiento del grano y la biomasa vegetal (Li et al., 2020).
Por el contrario, la deficiencia de este elemento puede alterar procesos metabdlicos y causar la
acumulacién de metabolitos como por ejemplo: citrato, isocitrato, I-5-oxoprolina, succinato e
histamina, las cuales estan relacionadas como respuesta de la planta a cambios en el ambiente que
provocan periodos de estrés en la misma, asi mismo, pueden ser usados como marcadores

moleculares para detectar de forma directa, las deficiencias de P en las plantas (Gao et al., 2020).
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En el caso del efecto de la aplicacidn de P y de las bacterias en plantas de lechuga resulto en
aumentos significativos en las variables evaluadas. Al respecto, la combinacion de bacterias
solubilizadoras de fosfato y la aplicacion de fuentes de fésforo inorganico puede aumentar el
crecimiento foliar de las plantas y las concentraciones de clorofila (Wu et al., 2019). Por su parte,
la aplicacion combinada de bacterias puede aumentar sinérgicamente el contenido de clorofila en
comparacion con su inoculacion individual (Neelipally et al., 2020). Este efecto microbiano puede
presentarse entre microorganismos de la misma especie, e incluso si se inocula de manera conjunta
con bacterias y HMA (Garcia et al., 2019).

Los mejores efectos en el crecimiento vegetal se obtuvieron al inocular de forma combinada,
bacterias y HMA, lo cual se atribuye a sus propiedades para aprovechar la aplicacion de P
(Velasquez et al., 2017; Harikumar, 2017). Los HMAy las bacterias solubilizadoras de P presentan
relaciones especificas, que en conjunto, aumentan el aprovechamiento del P, ya sea por la
secrecion de fosfatasas o bien, por la liberacién de acidos organicos a partir de sales poco solubles
(Ordofiez et al., 2016; Battini et al., 2017).

Por su parte, los HMA son capaces de aprovechar la liberacion controlada de sustancias
organicas por las hifas, contribuyendo en la proliferacion de bacterias alrededor de éstas, y con
ello promover de forma directa, la liberacion de &acidos orgénicos o fosfatasas para la
mineralizacion de P, y con ello, favorecer la translocacién de este nutriente hacia la planta (Zhang
et al., 2016). EI movimiento de P a través del hongo hacia la planta, ain no esté establecido; sin
embargo, algunos trabajos de laboratorio reportan relaciones aun mas especificas, a través de las
cuales las plantas micorrizadas son beneficiadas (Ezawa y Saito, 2018).

En esta investigacion se probaron dos tipos de inoculacion bacteriana, tanto en hojas como en

raiz, lo que produjo beneficios en el crecimiento vegetal. Al respecto, las comunidades bacterianas
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se encuentran en diferentes partes de una planta, ya sea en forma externa (epifita) o interna
(enddfita) (Pfeilmeier et al., 2016). En la filosfera existe un conjunto de relaciones microbianas
que crecen en ella, encontrandose bacterias patdgenas que reducen el crecimiento de las plantas, o
bien, microorganismos benéficos que protegen a la planta de diferentes enfermedades, ya que
reducen el crecimiento de patdgenos al competir por nutrientes y espacio, y liberando metabolitos
0 enzimas antimicrobianas (Legein et al., 2020).

La promocidn del crecimiento vegetal puede deberse a la produccion de fitohormonas como el
AIlA, que también es producido por las bacterias en las hojas, o beneficiando principalmente el
crecimiento de la raiz (Dubey et al., 2017; Senthilkumar y Krishnamoorthy, 2017). Algunas
investigaciones reportan el efecto benéfico de la produccion de AlIA por bacterias inoculadas en
hojas y con influencia positiva sobre la colonizacion con rizobios en la raiz, observando por el
contrario la disminucién de la colonizacién por rizobios cuando las plantas fueron inoculadas en
las hojas con bacterias genéticamente modificadas en las que se suprimieron genes que codifican
la produccion de AIA (Puente et al., 2018).

Por su parte Fukami et al. (2017) probaron un proceso similar al inocular de forma foliar
Azospirillum brasilense en plantas de maiz; a pesar de encontrar poca supervivencia de células
bacterianas a las 24 h de su aplicacidn, se detectaron concentraciones significativas de diferentes
metabolitos secundarios en diferentes areas de las plantas, de los cuales destacan el &cido indol-3-
acético, indol-3-etanol, acido indol-3-lactico y &cido salicilico, asi como genes relacionados con
el estrés oxidativo (APX1, APX2, CAT1, SOD2, SOD4) y con la defensa vegetal (PR1, prp2 y prp4
relacionados con la patogénesis) demostrando asi que la inoculacion foliar favorece el crecimiento
de las plantas en comparacion con los testigos. La expresion de los genes relacionados con el estres

oxidativo se detectaron en mayor proporcion en hojas, y en menor cantidad en las raices; por el
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contrario, los genes relacionados con la patogenicidad se concentraron mas en raices en
comparacion con las hojas.

Por su parte, la tolerancia al estrés hidrico también es otro beneficio de la inoculacion bacteriana
en las hojas, esto se debe a la acumulacion de fitohormonas, agua, azucares totales, proteinas,
prolina, y a la expresion de genes especificos relacionados con el estrés hidrico
(LEA , RAB16B , HSP70 , SNAC1 y bZIP23) ademas de la acumulacion de elementos como
calcio (Ca) y potasio (K) (Devarajan et al., 2021), los cuales estan relacionados con la movilidad
del agua en la planta (Wang et al., 2018).

La bacteria P. antophila ha sido reportada por Egamberdieva, (2008) demostrando que su
inoculacién beneficia el crecimiento y la nutricion de las plantas, favoreciendo su supervivencia
en condiciones salinas. Los datos concuerdan con los obtenidos en este trabajo debido a que las
plantas de lechuga inoculadas con esta cepa también mostraron mejor respuesta en todas las
variables. También algunas especies del género Pantoea sp. tienen propiedades benéficas para las
plantas relacionadas con la inhibicidn de algunas bacterias y hongos fitopatégenos (Smits et al.,
2010), con la promocion de la deformacion y crecimiento de pelos radicales (Verma et al., 2018),
con la produccion de sideréforos (Campestre et al., 2016), y con la solubilizacion de fosfato y zinc
(Da Silva et al., 2015).

Xie et al. (2017) reportan que P. agglomerans aumenta el crecimiento y el vigor de plantas de
mora, y promueve la inhibicion y la proteccidn contra el tizon bacteriano. Por el contrario, existen
reportes de la inoculacion foliar de P. agglomerans y P. anthophila, que confirman que estas cepas
causan la enfermedad del tizon del algodon, siendo el primer reporte que relaciona directamente a
estas bacterias como agentes causales de dicha enfermedad (Tufail et al., 2020). En contraste, la

presente investigacion muestra resultados significativamente diferentes, ya que en las plantas de
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lechuga se obtuvieron efectos benéficos en la promocion del crecimiento, sin mostrar ningun
sintoma de enfermedad.

Por otra parte, la cepa Serratia nematodiphila, tiene propiedades importantes para las plantas.
Estudios recientes confirman la capacidad de esta cepa para promover el crecimiento vegetal a
través de diferentes mecanismos como la produccion de auxinas, la solubilizacion de P, y la
fijacion de nitrégeno (Asaf et al., 2017). Por otra parte, también posee alto potencial para inhibir
el crecimiento de diferentes fitopatdgenos como Fusarium sp. y Alternaria solani, principalmente,
lo cual se relaciona con la capacidad de producir celulasas o sideréforos (Dastager et al., 2011;
Mendez et al., 2021).

Ademas, S. nematodiphila puede disminuir la toxicidad en plantas por elementos como el
cadmio (Cd), ya que este elemento reduce significativamente el crecimiento y la concentracion de
pigmentos fotosintéticos (Chen et al., 2010; Wang et al., 2012). Asi mismo, esta especie bacteriana
esta relacionada con el aumento de la adaptacion de las plantas, al aumentar o disminuir las
concentraciones de algunas fitohormonas como por ejemplo el acido jasmonico y acido salicilico
que promueven la adaptacion a climas frios (5 °C) y el crecimiento vegetal ante estas condiciones
(Kang et al., 2015).

La aplicacion combinada de microorganismos promueve mejores efectos en las plantas en
comparacion con su inoculacion individual (Blanco et al., 2018). Algunos reportes comprobaron
que la inoculacion de S. marcescens en combinacion con HMA en suelos contaminados con
hidrocarburos, aumentaron la actividad antioxidante, la biomasa vegetal, y la degradacion de
hidrocarburos, y con ello contribuyeron al mejoramiento del suelo, en la reduccion de
contaminantes y en el aumento de poblaciones microbianas (Dong et al., 2014). Por el contrario,

algunos reportes confirman efectos negativos de la cepa S. marcescens causantes de la enfermedad
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de vid amarilla en cucurbitéceas, la cual se transmite por la picadura de chinches infectadas, y que
se disemina a través del floema (Bruton et al., 2003).

En general, las bacterias aisladas de ASA mejoraron el crecimiento de plantas de lechuga en
condiciones de invernadero. La combinacion de bacterias y HMA indujeron efectos positivos en
comparacion con su inoculacion individual. Mé&s aun, la inoculacion foliar de las bacterias mostro
resultados iguales o mejores en comparacion con su inoculacion en raiz. También, las dosis de P
aplicadas produjeron efectos benéficos en el crecimiento vegetal. A pesar de que las bacterias
probadas no fueron aisladas de la rizsfera, éstas presentaron caracteristicas que las hacen

promisorias para su aplicacion en invernadero.

9. CONCLUSIONES

La inoculacion con bacterias aisladas de abejas sin aguijon produjo efectos benéficos en plantas
de lechuga en invernadero, por lo que se demostrd su efectividad biol6gica para uso como
inoculante bacteriano.

En el primer bioensayo, la inoculacion foliar de cepas bacterianas beneficio el crecimiento de
las plantas, mostrando resultados iguales o mayores en algunas ocasiones, en comparacién con la
inoculacién de las mismas bacterias en la raiz de plantas de lechuga. Todas las bacterias
promovieron el crecimiento de las plantas de lechuga en el primer bioensayo, en ambos tipos de
inoculacién, de las cuales destacan P. anthophila en inoculacién foliar y S. nematodiphila en
inoculacion radical.

En el segundo bioensayo, la combinacion de dos bacterias P. anthophila (T38) y S.

nematodiphila (15) con HMA (Claroideoglomus clarideum y Funneliformis mosseae) resulto en
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efectos benéficos en todas las variables, obteniendo resultados mayores en la aplicacion de la
fertilizacion con P a 22 ug P mL™.

Las dosis de P aplicadas en el experimento beneficiaron el crecimiento vegetal y la efectividad
de los microorganismos inoculados, en algunos tratamientos se refleja el efecto del aumento de P
en las variables evaluadas. No se mostraron diferencias significativas en el efecto de la aplicacion
de HMA, por lo que las plantas inoculadas obtuvieron resultados similares en el crecimiento en
comparacion con las plantas sin la inocualcion de HMA.

De acuerdo con los datos obtenidos en ambos experimentos, se aprueba la hipétesis general
planteada en esta investigacion, debido a que las bacterias aisladas de abejas sin aguijon en
combinacion con HMA y con fertilizacion fosfatada, mejoraron el crecimiento de las plantas de

lechuga en condiciones de invernadero.
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APENDICE

ANEXO 1

Cuadro A-01. Preparacion de solucion Long Ashton modificada

(Modificada para aplicar 11, 22y 44 ug P mL™1)

Reactivo Stock g Lt mL L
KNO3 80 g 5mL
MgSO4 7364 5mL
Ca(NO3)2 188.8 g 5mL
1.34 mL (11 pg P mL?)
NaH2PO4 36.8¢ 2.68 mL (22 ug P mL?)

5.36 mL (44 ug P mL?)

Micronutrientes

MnSQO4 1649
CuSOq4 0.25¢
ZnS0O4 029
H3BO3 31g 1mL
NaCl 59
(NH4)sM07024 0.088 g

Citrato Férrico

FeCeHsO7 44
H3CeHs07 49 5mL

Ajustar pH a 5.8
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ANEXO 2.

Cuadro A-02. Efecto de la aplicacion de abejas aisladas de meliponidos, hongos micorrizicos arbusculares y tres dosis de
fertilizacion fosfatada en plantas de lechuga en condiciones de invernadero a los 35 dias.

bacterias + HMA

Peso fresco Peso seco foliar p dical Peso seco SPAD A Foli Colonizacién
Tratamientos foliar (mg) €50 Seco radica total Unidad rea 2 1ar micorrizica
. ) () (mg) (mg) (Unidades) (cm?) (%)
Sin inoculacion 1.2¢+0.12 0.07 g + 0.007 0.03 ef + 0.003 0.11 e +0.006 221e+08 32.35e+3.1 0£0
< bacteriana
% S. nematodiphila 46bcd+014  022ef+0.007 0.04bcde+0.003 027d+0.009  28.3abcd +1 112.54c+45 0+0
= P. anthophila 4.2 de+0.22 0.22 def+0.006  0.04 bcde #0.002  0.27d +0.007  28.3 bed +1 104.66 cd + 5.1 0+0
| £ 1thop?
e |7 COT)QLTZS;S“ de 48bcd+029  025cde+0.01 006 ab+0.003  0.31cd+0.006 29.4abcd+1  133.46 abc + 8.1 0+0
o
o Inoculacion
T\ < | individual de HMA 2.2fg+0.18 0.11g+0.01 0.03 def +0.004 0.14 e +0.01 25 cde + 1 57.85¢+3.6 51d+18
- % S. nematodiphila 5bcd +£0.35 0.25 cde £ 0.02 0.05 bcde +0.003 0.31cd+0.002 30abcd £1.3 128.41 abc + 8.5 62.8cd £3.2
= P.anthophila 57abcd+0.38  0.25cde+0.01  0.05 abc+0.002  0.31cd+0.008 29.7abcd +0.8 137.51abc+81  70.2ab+1.8
© Co”t‘)g'cr:Zﬁ';s“ te 47bcd+047  025cde+0.01  0.05 bcd+0.002  0.32cd+0.01 299abcd+1.8  113.76 c 9.4 76.3a+2.8
< S'”b;r;‘t)gﬁ;f;o“ 43cde+026  0.27bcde+0.01  0.05bcde +0.002  0.32bcd+0.01  29.1abcd+0.9  98.76 cd + 6.2 0+0
% S. nematodiphila 6.6a+0.33 0.44a+0.02 0.07 a£0.005 0.51a+0.01 341a+0.6 155.59ab+7.1 00
- - P.anthophila 4.7 bed £0.31 0.23 de +0.008 0.04 bcde +0.002 0.28d £0.01 31.7abc+1.1 103.5cd +4.1 0£0
= thopn
e |” Congggt'gﬁ';’s” de 6.2ab + 051 0.31bcde+0.02  0.05abc+0.002  0.36bcd+0.02  32.5abc+05  135.81 abc + 10 +
D_ -7
2 __Inoculacion 45dc+031 0.24de+0.01  0.05bcde+0.001 029d+001 283abcd+1.1  107.78c+6.8 65.1bc+4.3
~ < individual de HMA
o % S. nematodiphila 5.8 abc £ 0.37 0.31bcde+0.02 0.06 ab + 0.004 0.36bcd+0.02 304 abcd+1.2  136.11 abc + 8.6 63.1bc+4.6
5 P.anthophila 5.7 abcd + 0.36 0.31bcde+0.02 0.06 ab + 0.004 0.36bcd+0.02 32.1abc+0.7 132.49 abc + 7.7 58.7cd+2.8
© Combinacion de 56abcd +0.27  0.37 ab +0.02 006ab+0.002  0.43ab+002 31.6abc+0.8  129.3abc+6.8 67 abc + 2.6
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< S'”b!;?gﬁmo“ 2.8ef+0.16 0.13 fg +0.009 0.02 f +0.001 015e+001 27.75cde+0.9  66.68de+5.2 0z
% S. nematodiphila 5.2 abcd £ 0.26 0.26 cde £0.01 0.04 bcde £+ 0.002 0.31 cd £0.02 32.2abc+0.6 133.53 abc £ 7 0x0
= P. anthophila 52abcd+0.09  0.26cde+0.01  0.04bcde+0.002  0.31cd+0.009  33.7ab+1.1  132.04 ahc + 2.6 0+0
'—E' @ Corgg::rt‘gﬁ';sn de 6.6a+0.21 0.34 abc +0.01 005ab+0.002  0.41bc+0.01  33.6ab+0.5 157.04a+ 6.7 +
o Inoculacion
2 o 42cde+026  0.31bcde+0.01  0.03cdef+0.002  0.35bcd+0.01  27.3cde + 1.1 99 cd + 5.6 76a+25
T < individual de HMA
~ % S. nematodiphila 5.1 abcd £0.36 0.33 bcd £0.02 0.04 bcde +0.003 0.37bcd+0.01 328abcx1.2 116.63 bc + 9.5 68.7abc x1
5 P. anthophila 51bcd+024  0.28bcde+0.01  0.04 bcde+0.003  0.33bcd+0.02  29.8abcd +0.7  110.86 ¢ +4.8 76.2a+23
O - .7
Combinacion de 52abcd £0.31  0.28bcde+0.02  0.04 bcde £0.002  0.33bcd+0.02  29.2abcd 0.8  127.94abc+7.8  69.1abc+ 1.5
bacterias + HMA
Sig. 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
CV. 17.72 21.26 22.36 18.66 10.52 18.64 16.91
DSM 15 0.1 0.02 0.1 5.8 39.7 10.4

Medias + error estandar. Letras idénticas en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0.05). n= 192. Sig= Significancia. C.V.=Coeficiente
de variacion. DSM= Diferencia significativa minima. S= Serratia. P=Pantoea. HMA=Hongos micorrizicos arbusculares.

109



ANEXO 3.
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Figura A-01. Plantas de lechuga del experimento 1. Inoculacién de 11 bacterias aisladas de
abejas sin aguijon [Pantoea anthophila (S38), P. anthophila (T38), P. anthophila (T83), P.
anthophila (T84), Bacillus sp. (T69), Bacillus sp. (T70), Pseudomonas psychrotolerans (T82),
Sinorhodobacter sp. (T31), Serratia nematodiphila (15), Staphylococcus arlettae (18), y
Staphylococcus kloosii (27)], en condiciones de invernadero, con temperatura maxima de 35

°C y minima de 10 °C, y humedad relativa del 75%, después de 20 dias de crecimiento.
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ANEXO 4.
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Figura A-02. Plantas de lechuga del experimento 2. Inoculacion de dos bacterias
seleccionadas [Pantoea anthophila y Serratia nematodiphila] aisladas de abejas sin aguijon,
hongos micorrizicos arbusculares (Claroideoglomus claroideum y funneliformis mosseae) y
tres dosis de fertilizacion fosfatada (11, 22 y 44 ug P mL™), en condiciones de invernadero,
con temperatura maxima de 35 °C y minima de 10 °C, y humedad relativa del 80%, después

de 20 dias de crecimiento.
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