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AISLAMIENTO DE RIZOBACTERIAS ASOCIADAS A TOMATE (Solanum

lycopersicum L.) Y SU POTENCIAL PARA PROMOVER CRECIMIENTO VEGETAL

Yuridia Marlen Daza Martinez, M. C.
Colegio de Posgraduados, 2021

RESUMEN

Una alternativa para reducir dosis elevadas de fertilizantes quimicos en cultivos como tomate es
el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV). El objetivo de esta
investigacion fue aislar y caracterizar cepas de rizobacterias asi como evaluar su potencial para
promover crecimiento vegetal en plantulas de tomate. Se recolectaron muestras del suelo de la
rizosfera de tomate en la comunidad la Bajada, Municipio de Coyuca de Catalan, en el estado de
Guerrero. Se aislaron un total de 70 cepas de rizobacterias de las cuales se seleccionaron 12 en
funcién de su capacidad para producir indoles, solubilizar fosfatos y producir sideré6foros. Las
cepas se identificaron a nivel molecular y se encontr6 que pertenecieron a 7 especies: Arthobacter
pokkalii, Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter enclensis, Bacillus licheniformis, Bacillus
drentensis, Staphylococcus equorum y Pseudarthrobacter sp. Los resultados obtenidos en el
experimento de semillero, mostraron que la cepa JLB4 fue la mejor, ya que incrementd
significativamente (P< 0.05) las variables altura, volumen radical, peso fresco de parte area, peso
fresco de tallo y peso seco total, asi como contenido de N, P y K, con respecto al testigo y la cepa
de referencia P61. La cepa JN24 mostré mayor didmetro y altura de plantulas, JLB2 fue la mejor
en area foliar y la cepa JP4 en el area foliar especifica. La cepa Arthobacter pokkalii JLB4, que
tuvo los mayores efectos en plantulas con un 78% de incremento en biomasa, tiene un gran
potencial y podria usarse en la produccion de tomate condiciones de invernadero.
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ISOLATION OF RHIZOBACTERIA ASSOCIATED WITH TOMATO (Solanum
lycopersicum L.) AND ITS POTENTIAL TO PROMOTE PLANT GROWTH
Yuridia Marlen Daza Martinez, M. C.

Colegio de Posgraduados, 2021

ABSTRACT

To reduce high doses of chemical fertilizers in crops such as tomatoes an alternative is the use of
plant growth promoting rhizobacteria (PGPR). The objective of this research was to isolate and
characterize rhizobacteria strains as well as to evaluate their potential to promote plant growth in
tomato seedlings. Soil samples were collected from the tomato rhizosphere in the La Bajada
community, Municipality of Coyuca de Catalan, in the state of Guerrero. A total of 70 strains of
rhizobacteria were isolated from which 12 were selected based on their ability to produce indoles,
to solubilize phosphates and to produce siderophores. The strains were identified at molecular level
and found to belong to 7 species: Arthobacter pokkalii, Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter
enclensis, Bacillus licheniformis, Bacillus drentensis, Staphylococcus equorum and
Pseudarthrobacter sp. The results obtained in the seedling experiment showed that the JLB4 strain
was the best since it significantly increased (P< 0.05) the variables height, root volume, fresh
weight of shoots, fresh weight of stem and total dry weight, as well as content of N, P and K, with
respect to the control and the reference strain P61. The seedlings inoculated with JN24 strain
showed the greatest diameter and height, those inoculated with JLB2 had the highest foliar area
and the treatment with JP4 strain had the biggest specific foliar area. The Arthobacter pokkalii
JLB4 strain, which had the greatest effects on seedlings with a 78% increase in biomass, has great
potential and could be used in tomato production under greenhouse conditions.

Key words: Microbial communities, seedling growth, vegetables, bacteria.
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I. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor consumo a nivel nacional
e internacional debido a que se adapta a condiciones de clima calido y templado, se puede cultivar
en lugares con alturas de entre 100 a 1,500 metros sobre el nivel del mar. Es considerado como
una de las hortalizas de mayor importancia por su valor econémico, su alto contenido de vitaminas
y minerales (Escobar y Lee, 2009; Alvarez, 2018). Sin embargo, para la produccion de tomate, se
utiliza una fuerte cantidad de fertilizantes quimicos y biocidas con la finalidad de abordar las
deficiencias de nutrientes, el control de enfermedades y malezas. En consecuencia, se origina la
contaminacion de los agroecosistemas como el suelo y agua, afectando la salud de las personas,
ademas de tener un alto costo de produccion (Riah et al., 2014; Shen et al., 2016).

Una alternativa para reducir el uso de fertilizantes quimicos es la introduccion de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) en los agroecosistemas ya que, estas pueden mejorar
las interacciones planta-microbios beneficiando la sostenibilidad de los ecosistemas, la
productividad agricola y la calidad ambiental (Zahid et al., 2015). Esto es posible dado que la
comunidad microbiana es un componente importante en la biota del suelo, gracias a sus efectos
directos como la fijacion de nitrégeno, solublizacion de fosfato y fitoestimulacion (producen
fitohormonas promotoras de crecimiento), también contribuyen de manera indirecta como agentes
de biocontrol, ya sea por la produccion de compuestos quimicos antimicrobianos o por la induccion
de resistencia sistémica en la planta contra los patogenos (Kido et al., 2009; Lee et al., 2010;
Camelo et al., 2011; Mustafa et al., 2019).

A pesar de la poca informacidn que hay con respecto al aislamiento de rizobacterias en el cultivo

de tomate, se ha encontrado que los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y



Streptomyces, forman parte de la comunidad microbiana de la rizosfera de este cultivo (Alfonso et
al., 2005).

La agricultura sustentable es una alternativa para reducir el uso de productos agroquimicos y la
degradacion del medio ambiente, ademas, asegura a la poblacién productos de consumo sanos y
de buena calidad (Soto,2008).

Tomando en cuenta la problematica que se presenta de la contaminacion con agroquimicos y la
perturbacion en los suelos, esta investigacion tuvo como objetivo Aislar y caracterizar
rizobacterias asociadas a Solanum lycopersicum L. y evaluar su potencial para promover

crecimiento vegetal de plantulas de tomate.



Il.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.2 Objetivo General
e Aislar y caracterizar rizobacterias asociadas a Solanum lycopersicum L y evaluar su

potencial para promover crecimiento vegetal en plantulas de tomate.

2.2.1 Objetivos Especificos

e Aislar rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) de rizosfera de tomate de
la localidad la Bajada del Municipio de Coyuca de Catalan, Region de Tierra Caliente,
Guerrero.

e Caracterizar y seleccionar cepas con atributos de promocion de crecimiento vegetal
(solubilizacién de fosfatos, produccién de auxinas, fijacion de nitrégeno y produccion de
sideroforos).

« Identificar de forma molecular las cepas aisladas de la rizosfera del cultivo de tomate.

o Evaluar el efecto de las RPCV seleccionadas en el crecimiento de plantulas de tomate



2.2 Hipdtesis General

e Cepas de RPCV aisladas de la rizosfera de tomate y seleccionadas por caracteristicas
deseables (solubilizacion de fosfatos, produccion de auxinas, fijacion de nitrogeno y
produccién de sideroforos) tienen un efecto positivo en el crecimiento de plantulas de la
misma especie de donde fueron obtenidas.

2.2.1 Hipotesis Especificas

e En el area de cultivo de tomate en la localidad la Bajada, Tierra Caliente, Guerrero, existe
un reservorio de cepas de RPCV que pueden aislarse a través de medios convencionales.

e Las cepas de RPCV aisladas de la localidad la Bajada poseen al menos uno de los atributos
de promocidn de crecimiento vegetal (solubilizacién de fosfatos, produccién de auxinas,
fijacion de nitrogeno y produccion de sideroforos).

e Las cepas seleccionadas por sus caracteristicas de promover crecimiento pertenecen al
menos a cuatro especies de RPCV.

Las cepas de RPCV seleccionadas en el laboratorio incrementan el crecimiento de plantulas

de tomate en mas del 30 %.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1 Rizosfera

El concepto de rizosfera fue introducido por Lorentz Hiltner en 1904 y la define como una capa
de suelo que rodea las raices de las plantas donde hay mayor actividad de los microrganismos, es
un area importante y activa por la accion y el metabolismo de las raices (Hiltner, 1904; Foster,
1998). Siendo una pequefia region milimétrica con tan solo 3 a5 cm de capa de suelo, sin embargo
es una de las regiones con mayor actividad y es de suma importancia por ser el espacio con una
intensa actividad bioldgica, donde habitan miles de microorganismos con distintas funciones
(Lugtenberg y kamilova, 2009; Bakker et al., 2013; Lugtenberg, 2015).

La comunidad microbiana presente en esta area es relativamente diferente a la de su entorno debido
a la liberacion de exudados radicales (metabolitos primarios y secundarios) por parte de la planta
que sirven como fuente de nutricion y adhesion (Burdman et al., 2000; Venturi y Keel, 2016). Los
metabolitos que exudan las raices del tomate son: acidos organicos, como el citrico, acidos malico,
lactico, succinico, oxalico y piravico. Otros compuestos del exudado de la raiz incluyen azlcares
(como glucosa, xilosa, fructosa, maltosa, sacarosa y ribosa), aminoacidos, &cidos grasos,
nucleotidos, putrescina y vitaminas (Lugtenberg, 2015).

Entre los grupos mas comunes gue habitan en la rizosfera estan las bacterias, hongos, protozoos y
algas, siendo las bacterias los microorganismos mas abundantes, las cuales tienen la capacidad de
influir en mayor medida en la fisiologia de las plantas, especialmente por su competitividad en la
colonizacién de raices (Barriuso et al., 2008; Kaymak, 2010; Antoun, 2013).

Cabe mencionar que existen diversos grupos microbianos, entre los que se encuentran las

rizobacterias que habitan en la rizosfera del suelo (Dodd et al., 2010). Actualmente, el término



Rizobacteria Promotora de Crecimiento Vegetal (RPCV) se usa para mencionar a todas aquellas

bacterias que mejoran el crecimiento de las plantas (Brencic y Winans. 2005; Tarkka et al., 2008).

3.2 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las rizobacterias juegan un papel importante en la rizosfera debido a que interaccionan con las
plantas favoreciendo su crecimiento y supervivencia, ademas controlan las poblaciones de
fitopatogenos. Las RPCV influyen positivamente en las plantas debido a que hacen disponibles los
nutrientes que las plantas necesitan a través de diferentes mecanismos, los cuales pueden ser
directos e indirectos (Ortiz-Castro et al., 2009; Malik y Sindhu, 2011; Samar et al., 2019). Los
mecanismos que utilizan estas bacterias para promover el crecimiento son humerosos y variados,
estos difieren de un microorganismo a otro, al igual que de una cepa a otra (Bashan y Dubrovsky,
1996; Garcia et al., 2012).

Estas bacterias se han clasificado en grupos de acuerdo al efecto benéfico que ejercen sobre las
plantas (Fibach-Paldi et al., 2012). Entre las RPCV que tienen un efecto directo se ubican las
rizobacterias que participan en los ciclos biogeoquimicos o aportan nutrientes esenciales como las
fijadoras de nitrogeno y las solubilizadoras de fosfatos (Saleem et al., 2007), y las otras son
fitoestimuladoras (produccion de fitohormonas de tipo auxinas, citocininas y giberelinas o
regulacion de la produccion de hormonas por parte de la planta) (Malik y Sindhu, 2011; Camelo
et al., 2011). También pueden eliminar fitopatdgenos a través de la produccion de sustancias
inhibitorias como antibidticos, sider6foros o bactericinas, mecanismo conocido como biocontrol
(Van-Loon, 2007). Los procesos de colonizacion y estimulacién del crecimiento por parte de las
rizobacterias se llevan acabo por los mecanismos de reconocimiento del hospedero y procesos de
sefializacion molecular entre la bacteria y la planta (Kamilova et al., 2006; Bémke y Tudzynski,

2009).



Entre las bacterias promotoras de crecimiento se encuentran especies de los géneros Rhizobium,
Pseudomonas y Azospirillum, Agrobacterium, Arthrobacter, Azoarcus, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia, Caulobacter, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcous,

Pantoea, y Herbaspirilum (Glick 1995; Restrepo-Franco et al., 2015).

3.2.1 Produccién de fitohormonas

Las hormonas vegetales o fitohormonas se clasifican principalmente en cinco clases: auxinas,
citoquininas, giberelinas, acido abscisico y etileno (Spaepen, 2015); dichas hormonas son
compuestos quimicos que actlan en las plantas en cantidades muy pequefias. Por lo general, se
sintetizan en los tejidos de las plantas y se transportan a un sitio especifico de accion controlando
y regulando diversas funciones relacionadas con el crecimiento, metabolismo y reproduccion en
el tejido receptivo (Tsavkelova et al., 2006; Javid et al., 2011; Spaepen, 2015).

Cabe mencionar que las plantas, cuando se encuentran en condiciones adversas, son capaces de
ajustar los niveles de sus fitohormonas con el objetivo de disminuir los efectos negativos que le
puedan ocasionar dichas condiciones (Glick, 2012). Los microorganismos rizosféricos pueden
producir o metabolizar estos compuestos alterando el balance hormonal de la planta, impactando
directamente su crecimiento y respuesta al estrés (Dodd et al., 2010; Glick, 2012). Las plantas
responden a fitohormonas de la rizosfera que hayan sido suplementadas externamente, o
producidas por los microorganismos gque habitan en esta zona (Hofte et al., 1991).

Las fitohormonas derivadas de bacterias facilitan el crecimiento de las plantas al promover la
division celular en diversas condiciones ambientales, promoviendo la morfogénesis radical que
conduce la sobreproduccion de pelos radicales y raices laterales y posteriormente aumentando la

absorcion. Sin embargo, también hay efectos negativos, por ejemplo, cuando se presenta alguna



situacién de estrés abidtico, como salinidad, sequia y metales pesados, se provoca la produccién
de etileno, y este inhibe el crecimiento de las plantas (Mayak et al., 2004; Glick, 2005).

La capacidad de producir fitohormonas ha sido descubierta en muchos microorganismos
promotores de crecimiento vegetal, entre ellos estdn: Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter
vinelandii, Pantoea agglomerans, Bacillus subtilis, Azospirillum brasilense, Bacillus pumilus,

Achromobacter xylosoxidans, Rhizopogon roseolus y Trichoderma (Kudoyarova et al., 2015).

3.2.1.1 Auxinas

Las auxinas son fitohormonas que participan a lo largo del ciclo de vida de las plantas en procesos
de desarrollo, tales como la elongacién del tallo y raiz, estimulacion de la division celular,
iniciacion de la raices laterales y adventicias, dominancia apical, diferenciacion del tejido vascular,
gravitropismo y fototropismo (Davies, 2010; Ljung, 2013; Sauer et al., 2013; Garay-Arroyo et al.,
2014). Una de las caracteristicas mas destacdas de esta hormona es que esta distribuida
diferencialmente entre células y tejidos vegetales (Vanneste y Friml, 2009; Normanly, 2010),
siendo los tejidos mas jovenes, los de mayor actividad (Tanaka et al., 2006; Ljung, 2013; Sauer et
al., 2013).

Ademas de las plantas existen algunos microorganismos, como bacterias, actinomicetos, hongos
filamentosos y levaduras que son capaces de producir auxinas como el acido indol acético (AlIA)
(Ruanpanun et al. 2010; Limtong y Koowadjanakul, 2012; Keswani, et al., 2020). Esta hormona
es producida y secretada por mas del 80 % de las bacterias de la rizosfera, por ejemplo,
Azospirillum spp, Azotobacter spp, Enterobacter spp, Pseudomonas spp. y Staphylococcus spp.
(Rajkumar et al., 2012; Park et al., 2017).

En las plantas, las vias de indol-3-acetamida (IAM), acido indol-3-piravico (IPyA), triptamina

(TRA) e indol-3-acetaldoxima son las vias de biosintesis de AIA dependientes de triptofano (Trp),



mientras que, en las bacterias, el triptéfano se ha identificado como un precursor principal de las
vias de biosintesis de AlA. Con el andlisis de especies bacterianas adicionales, se han identificado
cinco diferentes vias bacterianas para sintetizar AIA (Figura 1) (Spaepen et al., 2007).

La primera ruta es la de la via de indol-3-acetamida (IAM), presente en plantas y en varios
microorganismos como en el caso de Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae,
Pantoea agglomerans, Rhizobium y Bradyrhizobium (Sekine et al., 1989; Clark et al., 1993,
Theunis et al., 2004). La segunda ruta, la formacion indol-3-piruvato (IPyA), se ha descrito en una
amplia gama de bacterias, tanto en bacterias patdgenas como P. Agglomerans y en bacterias
beneficas como Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium Yy Enterobacter cloacae Yy
cianobacterias (Singh et al., 2019; Singh et al.2017). La tercera corresponde a la via de la
triptamina (TAM), esta se ha identificado en Bacillus cereus mediante la actividad triptéfano
descarboxilasa (Perley y Stowe, 1966) y en Azospirillum (Hartmann et al., 1983). La cuarta es la
via de la oxidasa de la cadena lateral del tript6fano y solo se ha demostrado en Pseudomonas
fluorescens. Por Gltimo, esta la via independiente del triptéfano (Spaepen et al., 2007; Spaepen,

2015).
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Figura 1. Descripcion general de las diferentes vias para sintetizar acido indol acético en bacterias. El
intermedio que hace referencia al nombre de la via o la via en si esta subrayado con una linea discontinua.
IAAId, indol-3-acetaldehido; 1AM, indol-3-acetamida; IPDC, indol-3-piruvato descarboxilasa; Trp,
triptéfano (Spaepen et al., 2007).

3.2.1.2 Giberelinas

Las giberelinas (GA) son fitohormonas vegetales esenciales en muchos procesos de desarrollo en
las plantas, incluida la germinacion de semillas, elongacion del tallo, alargamiento y expansion de
organos a través del crecimiento celular, la expansion de las hojas, el desarrollo de tricomas, la
maduracion del polen, induccion de la floracion, en procesos fisioldgicos como la maduracion de
los frutos, la promocion del crecimiento de las raices y la abundancia de pelos radicales (Kang et
al., 2014; Hedden y Sponse, 2015; Halo et al., 2015; Binenbaum et al., 2018).

La giberelina acido indol acético se identificd por primera vez en el hongo patogeno Gibberella
fujikuroi, que causa una enfermedad en el arroz llamada “plantula tonta” (Yabuta, 1938;

Seilaniantz et al., 2007).
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Desde su descubrimiento, se han identificado mas de 130 giberelinas (GA) en plantas, hongos y
bacterias (‘Yamaguchi, 2008).

Las principales GA bioactivas, que incluyen GA, GA3, GA4 y GA7, se derivan de un esqueleto
de &cido carboxilico diterpenoide basico y comdnmente tienen un grupo hidroxilo C3 (Yamaguchi,
2008; Daviere y Achard, 2013).

Se ha demostrado que algunas RPCV sintetizan giberelinas (GA) en pequefias cantidades
(Karadeniz et al.2006; Kang et al., 2014), y esto explica por qué estas promueven el crecimiento
y rendimiento de los cultivos. Las RPCV regulan el nivel de este grupo de hormonas vegetales de
tres formas, ya sea mediante la sintesis directa de la propia GA, la desconjugacion de las glucosil
giberelinas y el cambio del estado inactivo de las giberelinas a GA activa (Cassan et al., 2001;
Kang et al., 2014).

Se han identificado y aislado GA de plantas superiores, hongos y bacterias. Hasta ahora, se han
identificado 136 GA de plantas superiores, 28 GA de hongos y solo 4 GA (GA 1, GA3,GA 4y

GA 20) de bacterias (Hedden y Thomas, 2012).

3.2.1.3 Citoquininas

Las citoquininas son fitohormonas que se derivan principalmente de la adenina (Davies, 2010;
Kieber y Schaller, 2014). Ademas, constituyen un grupo de compuestos estructuralmente
similares, que pueden clasificarse como citoquininas isoprenoides o aromaticas (Kudo et al.,
2010).

Las citoquininas juegan un papel crucial en muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las
plantas, incluida la embriogénesis, el mantenimiento de la actividad de los meristemos de las

raices, los brotes, el desarrollo vascular, alargamiento de las raices, expansion de las hojas,
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formacion de nédulos, raices laterales y el dominio apical en respuesta a los estimulos ambientales
(Argueso et al., 2009; Davies, 2010; Frébort et al., 2011; Osugi y Sakakibara, 2015).

Las RPCV producen citoquininas, aumentando el contenido de estas en el suelo y las plantas
(Arkhipova et al. 2005; Arkhipova et al., 2007; Keyur et al., 2015). De las cuales se encuentran
las siguientes especies: Streptomyces flavous, Azospirillum tumefacians, Pseudomona syringeae,
P. fluorescens y P. putida, Erwinia herbicola y Bacillus. Ademas promueven la resistencia de las
plantas al estrés bidtico y abiotico, induciendo resistencia a la sequia (Lichter et al., 1995; Liu et
al., 2013). En resumen, la capacidad de producir citoquininas por las RPCV es de vital importancia

para la realizacion de los mecanismos de estimulacion del crecimiento (Tsukanova et al., 2017).

3.2.2 Fijacion de nitrogeno

El nitr6geno es un elemento necesario para el desarrollo de las plantas, es un componente esencial
de biomoléculas, enzimas, proteinas estructurales, acidos nucleicos, porfirinas, alcaloides y N-
glucosidos, ademas, desempefia un papel crucial en varios procesos fisioldgicos de las plantas
(Baca y Elmerich, 2007; Leghari et al., 2016). Sin embargo, el nitrgeno puede ser un factor
limitante para el crecimiento de las plantas si esta en baja disponibilidad en el suelo (Santi et al.,
2013).

Las plantas utilizan principalmente el nitrdgeno en forma de nitrato (NOz’) y amonio (NH4") y en
ocasiones, en formas organicas, incluidos aminoacidos, oligopéptidos, nucleétidos o urea, como
fuentes de nitrégeno. Es un proceso que requiere mucha energia en forma de ATP y la presencia
de Mg?* que acttia como puente de union entre uno de los componentes de la enzima y el ATP
(Rosenblueth et al., 2018). Mahmud et al. (2020), reportan que la via para la reduccion bioldgica
del N2 inerte en el compuesto reactivo NHz (amoniaco) en condiciones microaerobicas es:

N2 + 8H" + 8¢” + 16Mg-ATP — 2NH3 + H> + 16Mg-ADP + 16 P
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El nitrogeno atmosférico (N2) comprende casi el 78 % de la atmdsfera, puede transformarse en
amoniaco debido a eventos naturales (por ejemplo, rayos, incendios). Normalmente, las formas no
disponibles para las plantas pueden convertirse en formas asimilables mediante actividades
microbianas a traves de la mineralizacion, nitrificacion y fijacion (Subba et al., 2017; Smercina et
al., 2019; Moreau et al., 2019; Zhang et al., 2019).

La fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN) se refiere a la capacidad que tienen algunas bacterias
para captar el nitrégeno atmosférico (N2) y transformarlo a nitrégeno combinado, generalmente en
la forma de amonio (NHs") que es Util y esta disponible para la mayoria de los organismos,
utilizando el complejo enzimatico nitrogenasa que consta de dos componentes, dinitrogenasa y
nitrogenasa reductasa (Santi et al., 2013; Mahmud et al., 2020). EIl nitrégeno fijado es donado
hacia las plantas y éstas a cambio proporcionan fuente de carbono a las bacterias implicadas.

La FBN es llevada a cabo por de vida libre perteneciente a varios generos como Acetobacter,
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Citrobacter, Clostridium spp.,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Phyllobacterium, Pseudomonas, Serratia,
Streptomyces, Herbaspirillum (Fibach-Paldi et al., 2012; Vivanco-Calixto et al., 2016) y
microorganismos simbiodticos como Frankia spp, asociada con ciertas especies dicotiledoneas
(plantas actinoricicas) y rizobios en simbiosis con plantas leguminosas (Mahmud et al., 2020).
Uno de los modelos mas ampliamente estudiados es la interaccién de diferentes especies de
Rhizobium con leguminosas (Liu et al., 2011). Esta interaccién es altamente especifica y ambas
parejas de la interaccion son altamente favorecidas, razon por la que se considera como simbiosis
mutualista (Simms y Taylor, 2002). Aunque la FBN es altamente efectiva en leguminosas por la

interaccion con los rizobios, esta funcion no ha resultado tan significativo en plantas no
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leguminosas como el caso de gramineas con bacterias de vida libre (Sevilla et al., 2001; Mufioz-

Rojas y Caballero-Mellado, 2003).

3.2.3 Solubilizacion de fosfato

El fésforo (P) es el segundo nutriente mas importante después del nitrégeno para el crecimiento
de las plantas, es esencial en la floracion, formacion y maduracion de las semillas. Mejora la
resistencia a las enfermedades, aumenta la rigidez de los brotes y estimula el desarrollo del sistema
radical (Razaq et al., 2017). A pesar de que se encuentra en abundancia en los suelos tanto en
forma organica como inorganica y representa de 50 a 3000 mg kg™ en la capa superior del suelo,
solo el 0.1 % esta disponible para la absorcion de las plantas (Khan et al., 2007; Rawat et al.,
2020).

Esta baja disponibilidad se debe a que la mayoria del P se encuentra en formas insolubles, mientras
que las plantas lo absorben solo en dos formas solubles, iones monobasicos (H2PO4™) y dibasicos
(HPO42) (Banerjee et al., 2010; Jha y Saraf, 2012). También se encuentra en el suelo en forma de
ortofosfatos, que son las formas inorgénicas, y en su forma orgéanica en la materia organica, que
se origina por la degradacién microbiana de restos de animales y vegetales representando cerca de
50 % del fésforo total insoluble (Gyaneshwar et al., 2002; Oliviera et al., 2008). Una gran porcion
del fosforo organico esta representada por los fosfatos de inositol y en una menor cantidad por
otros ésteres de fosfato como fosfolipidos (Richardson, 2001; Oliviera, 2008).

Los microorganismos solubilizadores de fosfato, pueden proporcionar las formas disponibles de P
a las plantas y por lo tanto ser un sustituto de los fertilizantes quimicos (Khan y et al., 2007).
Algunas bacterias son consideradas como biofertilizantes, esto se debe a que pueden suministrar a
las plantas P de manera simple a través de la solubilizacion. Estos microorganismos tiene la

capacidad de solubilizar fosfato, debido a la produccion de acidos organicos los cuales son
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compuestos de bajo peso molecular, tales como: acido butirico, oxalico, succinico, malico,
gluconico, acético, lactico, citrico, fumarico, 2-cetoglucdnico, los cuales actlan sobre compuestos
insolubles de fosfato inorganico como: fosfato dicélcico, fosfato tricalcico, y roca fosférica
(hidroxiapatita, apatitas, fluorapatita, cloroapatita). Los &cidos orgénicos acidifican el medio del
suelo facilitando la absorcion de este elemento y reaccionan con compuestos que poseen carga
negativa que se encuentran asociados con fdsforo insoluble liberando fosfato soluble (Jha y Saraf
2012; Ramirez et al., 2014).

Esta actividad debe tomarse en cuenta para reducir las dosis de fertilizantes fosfatados en los suelos
agricolas (Hafeez et al., 2019). Es por ello que la utilizacion de microorganismos benéficos como
biofertilizantes es un método sostenible y amigable con el ambiente dado que mejorara la fertilidad
del suelo sin provocar dafios al ecosistema (Rajwar et al., 2018; Gu et al., 2019).

Las bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus Serratia,
Pantoea, Rhizobium, Arthrobacter, Burkholderia, Agrobacterium, Azotobacter, Bradyrhizobium,
Salmonella son solubilizadoras de fosfato (Jahan et al., 2013; David et al., 2014; Biswas et al.

2018; Liu et al 2019; Zhang et al. 2019).

3.2.4 Produccién de sideroéforos

El hierro es un nutriente esencial para las plantas porque acta como un cofactor en varias enzimas
esenciales de procesos fisiolégicos importantes, como la respiracion, la fotosintesis y la fijacion
de nitrégeno. El hierro es bastante abundante en los suelos, pero con frecuencia no esta disponible
para las plantas o los microorganismos del suelo (Feng, 2005; Glick, 2012).

Las bacterias desempefian un papel importante en las plantas, debido a que se involucran en la
reduccién y oxidacion del Fe en presencia de oxigeno y con un pH neutro el Fe puede quedar

capturado en hidréxidos y hierro u oxihidroxidos por las reacciones quimicas y la accion de
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bacterias neutrofilicas. Las plantas adsorben el Fe reducido (Férrico Fe?") y oxidado (Ferroso Fe3*)
(Colombo et al., 2014).

Las bacterias de la rizosfera liberan sider6foros para aumentar su potencial competitivo, ya que
estas sustancias quelatan el hierro y mejoran la nutricion de este elemento para la planta. Las
rizobacterias productoras de sideroforos tienen efectos positivos en las plantas en varios niveles:
mejoran la nutricion del hierro e inhiben el crecimiento de otros microorganismos al limitar el
hierro disponible para el patdgeno, generalmente hongos, que no pueden absorber el complejo
siderdforo de hierro (Kobayashi y Nishizawa, 2015; Abbaspoura et al., 2015; Sah et al., 2017).
Los sider6foros son un grupo de 500 compuestos diferentes, alrededor de 270 caracterizados
estructuralmente por el momento (Kramer et al., 2020 ). Se distinguen tres categorias principales
de sideroforos: catecolatos, hidroxamatos y (a-hidroxi) -carboxilatos (Hider y Kong, 2010). Las
estructuras bioquimicas de los miembros importantes elegidos de estos compuestos se muestran
en la Figura 2 (Olenska et al., 2020).

Las bacterias productoras de sideréforos pertenecen al género Pseudomonas, donde los
organismos mas estudiados son Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa, que liberan
pirocelina y un tipo de sider6foros denominado piriformina. Entre los hidroxamatos, la ferribactina
es sintetizada por Pseudomonas fluorescens, mientras que la deferrioxamina es producida

por Streptomyces coelicolor (Ali y Vidhale, 2013; Pahari et al., 2017).
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Figura 2. Ejemplos de categorias principales de sideroforos: (A) enterobactina como catecolato, (B)
desferrioxamina B como hidroxamato y (C) estafiloferrina A como (a-hidroxi) —carboxilato.
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3.3 Biofertilizantes

Por los beneficios y mecanismos que realizan las rizobacterias son consideradas Utiles para la
elaboracion de biofertilizantes los cuales mejoran el crecimiento y rendimiento de las plantas
(Malusé y Vassilev, 2014; Basu et al., 2017).

Con el creciente interés en temas relacionados con el medio ambiente y el aumento de los esfuerzos
para promover practicas agricolas mas respetuosas con el ambiente, el uso de biofertilizantes esta
ganando aceptacion a nivel mundial. A diferencia de los fertilizantes convencionales sintetizados
quimicamente que contienen N, P y K, los biofertilizantes han provocado el interés en los
agricultores debido a que son productos organicos que contienen células vivas o latentes de
microorganismos que tienen la capacidad de aumentar la disponiblidad de los nutrientes para la
asimilacion de las plantas (Lugtenberg y Kamilova, 2009; Ahemad y Kibret, 2014; Owen et al.,
2014). La aplicacion de biofertilizantes a las semillas y al suelo, ha ayudado a aumentar el nivel
de la disponibilidad de nutrientes para la planta y aumentado el crecimiento y rendimiento de los
cultivos hasta hasta en mas de 20 % sin ningun efecto adverso sobre el ambiente (Bhattacharjee y

Dey 2014).

3.4 Perspectivas de las rizobacterias en el cultivo de tomate

El interés de los consumidores por tener vegetales de calidad ha aumentado en los Gltimos tiempos
a nivel mundial, debido a que se han utilizado RPCV solas o en consorcios y han dado resultados
positivos en la produccion horticola. Sin embargo, aun se siguen discutiendo y considerando los
efectos que se han obtenido en algunos estudios realizados sobre el impacto de las RPCV en
cultivos horticolas, bajo diferentes sistemas de produccion (Zaidi et al., 2015). De acuerdo a la

investigacion de Giil et al., (2016), las rizobacterias promueven el crecimiento y el rendimiento de
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las plantas de tomate y controlan hongos fitopatdgenos. El uso de este tipo de bacterias como
biofertilizantes puede ser una alternativa prometedora para el cultivo de tomate en la agricultura
sostenible teniendo en cuenta que disminuiria el impacto sobre el medio ambiente al reducir el uso
excesivo de fertilizantes y los costos de produccién, al requerirse menores dosis, que al ser
suplementado con las RPCV permite obtener resultados similares. Por tanto, la inoculacion con
estos microorganismos promotores de crecimiento vegetal representa una alternativa limpia y

segura.

3.6 Caracteristicas del tomate

La especie Solanum lycopersicum L. es originario de la regién Andina (Peru, Bolivia y Ecuador).
Posiblemente desde alli migr6 a América Central y México, donde se piensa se realizd su
domesticacion (Monardes, 2009).

S. lycopersicum, pertenece a la familia de las Solanéceas, del grupo de las hortalizas las cuales se
definen como cultivos herbaceos o semilefiosos, tienen un sistema radical pivotante, profundo y
poco ramificado. Con un tallo largo y grueso la planta no puede sostenerse por si sola. Por ello, es
necesario el empleo de tutores para lograr su sostén (Escobar y Lee 2009; Lépez, 2016). Las hojas
son compuestas, alternas, imparipinadas, con los foliolos dentados o lisos y con pelos glandulares
(Alvarez, 2018). Las flores se encuentran agrupadas en inflorescencia de racimo o cimas racimosas
(SAGARPA, 2017). Se cultiva en forma anual para el consumo de sus frutos (Lopez, 2016).

El fruto esta constituido por el tejido placentario, pericarpio y las semillas. Se caracteriza por tener
un color verde en su estado inmaduro y rojo en su estado adulto. Debido a su sabor tan original
sirven para consumo humano principalmente en su estado natural, sin embargo, también pueden

utilizarse en otras presentaciones ya procesadas (Ochida et al., 2019).
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3.6.1 Manejo del cultivo

El cultivo de tomate cuenta con una gran variedad de frutos, los cuales se cultivan desde los 20 a
los 2000 msnm, con temperaturas que oscilan entre los 30 °C para el dia y 16 °C durante la noche.
El tomate tiene varias etapas de desarrollo en su ciclo de crecimiento: establecimiento de planta
joven, crecimiento vegetativo, floracion, desarrollo de frutos y maduracion.

La fase inicial: comienza con la germinacion de la semilla, a partir del primero hasta los 21 dias.
Fase vegetativa: esta etapa termina con la floracion entre los 50 y 55 dias. Requiere de grandes
cantidades de nutrientes para cubrir las necesidades de las hojas, ramas y flores que estan en
crecimiento.

Fase reproductiva: se inicia a partir de la formacion del fruto y dura entre 30 a 40 dias (Alvarez,
2018). El enfoque de la presente investigacion contempla solo la fase incial del desarrollo del
cultivo.

3.6.2. Siembra en bandejas (almacigo)

Debido a que el cultivo de tomate es muy susceptible a plagas y enfermedades es por ello, que no
es recomendable ser sembrado de forma directa. Es mejor sembrarlo en charolas de polipropileno,
asegurando la produccion de las plantas, las cuales deberan estar protegidas bajo condiciones de
invernadero. Las charolas deben colocarse sobre lugares nivelados para evitar el hundimiento de
las mismas al momento de aplicarles agua. En esta etapa las condiciones deben ser las 6ptimas
lograr la germinacion y crecimiento de la semilla y para reducir la aparicion de plagas y
enfermedades, principalmente virales transmitidas por la mosquita blanca, con la finalidad de
obtener plantulas de calidad, listas para su trasplante (Jiménez et al., 2011; Télles y Garza, 2012,

Alvarez, 2018).
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La produccion del tomate a nivel almacigo reduce los costos, evitando las pérdidas, por el buen
control de la germinacién (Baudoin, 2017). Una vez realizada la siembra, las charolas se mantienen
bajo oscuridad con buena humedad por unos cuatro o cinco dias, para que la semilla germine de
forma homogénea. Para ello se pueden cubrir las charolas con un plastico negro para conservar la

humedad mejorando la emergencia (Lépez, 2016).

3.6.2.1 Sustratos utilizados en la produccién de semilleros

Los sustratos sirven de soporte a la planta, para ello deben ser livianos, tener un alto porcentaje de
espacio poroso (80 %), una elevada capacidad de retencion de humedad, buena aireacién, un
drenaje apropiado, baja compactacion y ser libres de patogenos, semillas y malezas. Entre los
sustratos sélidos mas utilizados en el pais se encuentran el compost, el humus o lombricompost,
la cascarilla de arroz, la fibra de coco, el aserrin, la turba o peat moss, perlita, vermiculita y arena
(Urrestarazu, 2015; Lopez, 2016). La composicion correcta depende del cultivo y de su fenologia

(Beltrano y Gimenez, 2015).

3.6.2.2 Turba

El peat-moss (turba) es un sustrato organico natural, es el resultado de la descomposicion de
musgos del género Sphagnum, tienen un buen equilibrio entre agua y aire después del riego
(Lépez, 2016).

El peat-moss es uno de los materiales que mas se utiliza como sustrato en la produccion de
alméacigos de hortalizas, esto se debe a que es un material hecho de fuentes naturales con un lento
proceso de renovacion (Picken et al., 2008). Entre las caracteristicas idoneas de este sustrato
destacan sus excelentes propiedades fisicas densidad aparente (0,3-0,5 gr/cm?), porosidad (80-

84%) y capacidad de retencién de agua (287 gr/100) y contenido de materia organica de 95%.
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(Fernandez et al., 1998; Schellekens et al., 2011; Delgado et al., 2016; Jaramillo et al., 2016). El

pH oscila entre 3.5 a 8, su CIC es (250 o méas meq/100 g) (Ferndndez et al., 1998).

3.6.2.3 Perlita

La perlita es un sustrato mineral elaborado a base de un tipo de arena volcénica de silice, esta
compuesta principalmente por oxido de silicio (73-75 %) y Oxido de aluminio (11-13 %). La roca
es transformada en granulos blancos vitrificados, con gran porosidad interna, livianos, con
dimensiones entre 1.5 y 6 mm. La perlita es quimicamente inerte y de muy féacil lavado. EI pH
inicial es de 7 a 7.5 y se puede descender saturando el sustrato con una solucion &cida (Hanna,
2005; Giuffrida et al., 2007; Lépez, 2016). Posee una capacidad de retencion de agua de hasta
cinco veces su peso Yy una elevada porosidad; su CIC es practicamente nula (1.5-2.5 meq/100 g);
su durabilidad esta limitada al tipo de cultivo, pudiendo llegar a los 5-6 afios. Se utiliza a veces
mezclada con otros sustratos como turba, arena, etc. Ventajas de la perlita: buena aireacion, no se
descompone ni bioldgica ni quimicamente, mantiene un perfil de humedad casi constante en la

zona radical (Beltrano y Gimenez, 2015).

3.6.3 Requerimiento nutricional

El cultivo de tomate requiere una alta disponibilidad de macronutrientes como N, P, K, Ca, Mg,
S, de los cuales nitrégeno fosforo y potasio se requieren en mayor cantidad y micronutrientes como

Fe, Mn, Cu, B, Zn. (Jaramillo et al., 2013; Guzman et al., 2017).

3.6.3.1 Nitrogeno
El nitrégeno es el macronutriente que mas afecta el crecimiento y la produccién del tomate, ya que
es fundamental en algunos procesos fisioldgicos de la planta. Promoviendo la formacién de flores,

frutos y regula la maduracion de la planta (Jaramillo et al., 2013; Mondragdn, 2005).
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La disponibilidad de este nutrientes en el suelo estara en funcién de las propiedades fisicas,
quimica y bioldgicas tales como el pH, C.E., contenido de materia orgénica, capacidad de
intercambio cationico, humedad etc. Mientras que la extraccion de este dependera de las
condiciones de desarrollo del cultivo (suelo, clima y técnicas de cultivo) y la variedad sembrada

(Jaramillo et al., 2013; Haifa, 2014).

3.6.3.2 Fosforo

El fosforo es considerado como parte importante de compuestos organicos esenciales como las
proteinas, los acidos nucleicos, la pared celular, los citocromos, las enzimas o es un cofactor
enzimatico y es absorbido en forma dibasica y monobaésica. Es importante sefialar que el nivel méas
bajo que este elemento se debe encontrar en el anélisis foliar es de 0,1 % y el nivel 6ptimo es de

0,4 % a 0,8 % (Banerjee et al., 2010; Lopez, 2016).

3.6.3.3 Potasio

Este nutriente es caracterizado por intervenir en la regulacion del potencial hidrico u osmoético de
las células. Mejorando la resistencia a la marchitez, aumentando la resistencia a enfermedades,
elevando el contenido de sélidos, el sabor y el contenido de licopeno en el fruto.

En la etapa inicial el potasio se absorbe en forma lenta y se aumenta en la etapa de floracién y
durante el desarrollo del fruto. El contenido de K en el analisis foliar debe encontrarse entre el 2,8
%y el 4,5 %. El potasio es el nutriente que la planta consume maés; el 73,8 % de este es absorbido

durante el proceso de fructificacion (Lopez, 2016).
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3.7 Importancia del cultivo de tomate en el mundo

Estimaciones de la FAO indican que el tomate es la hortaliza més cultivada e importante en el
mundo, siendo el consumo fresco e industrial los dos principales destinos de produccion. En el afio
2013 alcanzé una superficie cultivada de 4,7 millones de hectareas (ha) y una produccion de 164
millones de toneladas (t) (Guzman et al., 2017).

Actualmente es el fruto méas cultivado y consumido en todo el mundo por su gran variedad de usos
desde la alimentacion hasta su uso medicinal (Viskelis et al., 2015). Por su alto contenido de
vitaminas, minerales, licopeno y R-caroteno, que actlan como antioxidantes y eliminadores de
radicales libres, siendo beneficioso para la salud ya que, disminuye el riesgo de céncer y
enfermedades cardiovasculares (Fraser et al., 2009; Pérez et al., 2019; Ochida et al., 2019). La
FAO (2011) indica que China es el principal y consumidor a nivel mundial, ocupando casi el 40
% de la produccién, precedido por Estados Unidos con el 12 % y la India con el 11 % (FIRA,

2017).

3.8 Importancia del cultivo de tomate en México

El tomate es una de las hortalizas méas importantes de nuestro pais debido al valor de su produccion
y a la demanda de mano de obra que genera, ademas es de gran interés por la cantidad de divisas
que aporta, cerca de 30 % de la produccion nacional se exporta, principalmente a los Estados
Unidos (EE.UU.), por lo que el cultivo depende significativamente de la demanda del mercado
internacional. La importancia de este cultivo en el mercado estadounidense se relaciona con la
cercania geografica, competitividad en precio y calidad, buen sabor, larga vida de anaquel
(Hernandez et al., 2004; Medina et al., 2017). Segun los datos de SAGARPA (2017) y FAO,
(2011), durante varios afios México ocupo el segundo lugar como exportador y estados unidos

como importador. Sin embargo, durante el 2016 México comenzd a ocupar el primer lugar
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cubriendo el 90.67 % de las importaciones de ese pais y el 65.31 % de Canada (SAGARPA, 2017).
Esto se debe a que el pais cuenta con una amplia gama de climas a lo largo de su territorio
permitiendo la produccion de hortalizas durante todo el afio (CONABIO, 2006; Financiera Rural,
2008).

En la Figura 3 se presenta la produccion de tomate de las doce entidades federativas con mayor
produccion. Para poder determinar la produccion total se hizo la sumatoria de los doce principales

productores de tomate en el pais, y en su conjunto suman el 80.54 %.
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Figura 3. Produccién en México de tomate por entidad federativa para el afio 2014 (SIAP, 2015).

Uno de los principales problemas que enfrenta la producciéon de tomate en nuestro pais es el
excesivo uso de agroquimicos para combatir plagas y enfermedades, incrementando los costos de

produccién (SAGARPA, 2017).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacién del experimento

La investigacion se realizo en el laboratorio de microbiologia del Postgrado de Edafologia y en el
de invernadero en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, estado de México, ubicado
en las coordenadas 19° 29' 05 latitud norte y 98° 54' 09” longitud oeste, a una altitud de 2,242

msnm.

4.2 Sitios de muestreo

En lalocalidad la Bajada del Municipio de Coyuca de Catalan, Regién de Tierra Caliente, Guerrero
(Figura 4), se recolectaron muestras de suelo rizosférico en un area de cultivo de tomate que estaba
en fase reproductiva. El area de muestreo esta ubicada entre cordenadas las 100°40” 22" longitud
oeste y 18°18" 56° latitud norte, a una altitud entre 220 y 240 metros sobre el nivel del mar
(msnm), la temperatura media-minima es de 25 °C y la media-maxima de 32°C. Se recolectaron
dos muestras compuestas de suelo de la rizosfera de tomate conformado por seis submuestras las
cuales se tomaron a una profundidad de 0-15 cm, estas se conservaron en una hielera para su

traslado al laboratorio de microbiologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
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Figura 4. Sitio de muestreo en la comunidad la Bajada del Municipio de Coyuca de catalan, Region de
Tierra Caliente, Guerrero.

4.2.1 Andlisis de suelo

Las muestras de suelo que se obtuvieron se secaron al aire y bajo sombra, una vez secas se
tamizaron con una malla de 0.850 mm, después cada una de las muestras se colocaron en bolsas
ziploc y se enviaron al laboratorio de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de
Sinaloa para el analisis fisicoquimico que se indica en el Cuadro 1.

El nitrégeno total del suelo se determind por el metodo semi-micro Kjeldahl (Etchevers, 1987). El
fésforo por la metodologia de Olsen, la textura del suelo se realizé a traves del método de
Bouyoucus. Con el objeto de conocer la fertilidad del suelo, se determinaron las bases
intercambiables (Ca?*, Mg?*, K*y Na*), para lo cual, se utilizé una solucion extractante de amonio
al 1.0N, pH 7.0. (Rodriguez y Rodriguez, 2015). El pH se determin6 considerando una relacion

1:1 (agua/suelo) y la conductividad eléctrica en el extracto de pasta saturada.
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Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas de suelo rizosferico de tomate muestreado en la Bajada del
Municipio de Coyuca de Catalén, region de Tierra Caliente, Guerrero.

Propiedades fisicoquimicas Muestra 1 Muestra 2
C.E. (mS/cm) 0.748 0.836
pH 7.1 7.24
N (%) 0.105 0.112
P (ppm) 235 28.3
K+ (Cmol(+) Kg?) 0.77 0.78
Ca ++ (Cmol(+) Kg?) 11.72 11.63
Mg++ (Cmol(+) Kg?) 4.27 4.10
Na+ (Cmol(+) Kg™) 0.29 0.17
S - SO4 (ppm) 52 70
Textura Franco limoso Franco
CIC (Cmol (+) Kg?) 17.05 16.68

4.3 Aislamiento de cepas de bacterianas

De las muestras de suelo colectadas se tomé una submuestra de 10 g y se depositd en una botella
que contenia 90 mL de agua destilada estéril, la botella se agité por 20 minutos en un agitador
rotatorio (Thermo scientific® modelo MAXQ 400), esta fue la primera dilucion (10) luego se
transfirio una alicuota de 1 mL de esta dilucién a un tubo con 9 mL de agua y se agitd con esto se
obtuvo la dilucion 1072, el proceso se repitio para obtener las diluciones 1073, 104,10°, 10°y 107,
de las cuales 1073, 10* y 10 se usaron para aislar bacterias fijadoras de nitrgeno y bacterias
solubilizadoras de fosfato y 10, 10°y 10 para aislar productoras de indoles de estas diluciones
se tomo una alicuota de 100 ul y se deposito por triplicado en cajas petri con medio de cultivo y
se distribuyd homogéneamente con una varilla de vidrio. Los medios utilizados fueron: Luria

bertani (LB) para bacterias productoras de indoles (BPI), Pikovskaya para solubilizadoras de
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fosfato (BSP), Rennie (Rennie 1981) y NFB (Mantilla-Paredes et al., 2009) para fijadoras de
nitrégeno (BFN). Una vez sembradas las cajas Petri, se incubaron a 28 °C; el tiempo de incubacion
varié de acuerdo al grupo microbiano, el medio para bacterias productoras de indoles se incubd
por 2-3 dias, el medio de fijadoras de nitrégeno por 2-4 dias y el medio de solubilizadores de
fosfato por 7-10 dias. Una vez crecidas las colonias se eligieron de 5 a 10 de estas en las diluciones
10y 10 de cada medio, las cuales presentaron caracteristicas fenotipicas diferentes (color, forma,
tamafio y apariencia). Las colonias elegidas se sembraron por estria cruzada en el medio agar
nutritivo y LB hasta su evaluacion.

Posteriormente se hizo la descripcion morfologica de las colonias y se les realizé la tincion de
Gram. El proceso de tincion consitio en colocar una gota de agua destilada sobre el portaobjetos y
una pequefia muestra de la colonia con el asabacterioldgica, se dejé secar y después se fijé la
muestra al fuego. El frotis bacteriano se cubri6 con unas gotas de cristal violeta durante 1 minuto,
retirando el exceso de colorante con agua destilada. Se afiadié en seguida lugol y se dejo durante
1 minuto, igualmente, al final del tiempo se desecho el exceso y se lavo con agua destilada. Se
procedié a cubrir el frotis con alcohol-cetona durante 1 minuto y se eliminé con agua destilada. Se
cubrié después con el colorante safranina durante 1 minuto y finalmente se retird el exceso con
agua destilada, se dejo secar a temperatura ambiente. Para la observacion al microscopio con el

objetivo de 100 x se afiadi6 una gota de aceite de inmersion.

4.4 Pruebas cualitativas de las cepas de rizobacterias

A las cepas aisladas, se les realizaron pruebas cualitativas en relacion a la produccion de indoles,
solubilizacion de fosfato y produccion de sideroforos.
Para el caso de BPI, las cepas se sembraron en microplacas de 96 pozos que contenian 150 uL de

medio liquido LB, las microplacas se incubaron por 48 horas y posteriormente se le agregaron 150
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pL de reactivo Salkowski (2 % 0.5 M FeCls en 35 % de acido perclérico) a cada pozo y se incubo
en la obscuridad por 30 min. El cambio de color a rosa de diferente intensidad fue indicativo de la
produccion de indoles.

Para las bacterias solubilizadoras de fosfato, las cepas bacterianas se sembraron en caldo Luria-
Bertani y se incubaron a 28 °C en un agitador rotatorio (Thermo scientific® modelo MAXQ 400)
a 180 rpm durante 48 horas. Posteriormente, en cajas con medio Pikovskaya se coloco un 1 pL de
inoculo por cepa con tres repeticiones y se incubaron por 24 y 48 horas. Finalmente se
preseleccionaron cepas con colonias que presentaron un halo transparente alrededor de ellas.
Para la produccion de siderdforos, las cepas se sembraron en tubos con 1 mL de medio de caldo
nutritivo y se incubaron a 28 °C a 180 rpm por 24 horas. Posteriormente, en cajas con medio cromo
azurol-S (CAS) descrito por (Louden et al., 2011), se agreg6 un 1 pL de in6culo por cepa con tres
repeticiones y se incubaron por 24 y 48 horas. Finalmente se seleccionaron las cepas con colonias

que presentaron un halo color amarillo alrededor de ellas.

4.5 Caracterizacion de las cepas de rizobacterias

4.5.1 Capacidad de solubilizar fosfato

La cuantificacion de fosfatos en el medio se llevd a cabo por el método descrito por Almaraz-
Suarez et al. (2020). Las cepas se cultivaron en medio liquido Pikovskaya (Pikovskaya 1948) el
cual contenia fosfato tricalcico y se incubaron por siete dias a 28 °C en agitacion por 180 rpm.
Transcurrido el tiempo de incubacién se midi6 el pH de cada uno de los cultivos bacterianos con
un medidor de pH (OAKTON® Instruments). Posteriormente se centrifugd el in6culo a 7000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se filtr6 con una membrana (Millex 0.22-um Durapore), se

tomaron alicuotas de 150 pL de cada filtrado y se depositaron en microplacas de 96 pozos
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(microplates Costar 3591, Corning, NY), a cada pozo se le adicion6 50 uL de vanadato
(NH4V030.25 % en 35 % HNOs3) y 50 puL de molibdato [(NHs)s MO7O24 al 5 %]. Se dejo
reaccionar durante cinco minutos. Las muestras se leyeron en un espectrofotometro (Synergy 2

microplate reader, Biotek Instruments, Inc.) a 420 nm.

La cantidad de fosfato soluble se determind por medio de una curva estandar (Figura 5), la cual

fue elaborada con diferentes concentraciones de fosfato soluble (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 ug

mL™1).
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Figura 5. Curva estandar de diferentes concentraciones de fosfato soluble en medio liquido.
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4.5.2 Produccion de indoles totales

Para la cuantificacion de produccion de indoles se utilizd la técnica descrita por Almaraz-Suarez
et al. (2020). Las cepas bacterianas se sembraron en tubos con 1 mL de medio de cultivo Luria-
Bertani y se incubaron a 28 °C a 150 rpm por 24 y 48 h. Trascurrido este tiempo los cultivos se
centrifugaron a 7000 rpm durante 15 min. En microplacas de 96 pozos (Microplates Costar 3591,
Corning, NY) se depositaron 150 pL del sobrenadante de cada muestra, adicionando también 150
ML de solucidn Salkowski. Las placas se incubaron por 30 min en oscuridad, para posteriormente
leerse en un espectrofotdmetro (Synergy 2 microplate reader, BioteK instruments, Inc.) a 530 nm.
La concentracion de indoles se estimd a partir de una curva estandar de concentraciones conocidas
de 4cido indol acético (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ug mL1) (Figura 6), que se procesaron de la misma

forma que las muestras.
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Figura 6. Curva estandar de diferentes concentraciones de Acido indol acético en medio liquido.
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4.5.3 Determinacion de actividad antagonica de RPCV

Para determinar la actividad de antagonismo contra hongos fitopatgenos, se utilizaron dos hongos
(Fusarium sp. y Rhizotonia solani). De cada hongo por separado se sembr6 una porcion circular
de 4 mm de didmetro del micelio en el centro de la caja de Petri con medio de cultivo PDA. Los
cultivos se dejaron en crecimiento por 4 dias y posteriormente se sembraron las cepas de bacterias
a una distancia de 2.5 cm del hongo con la ayuda de una asa mirobioldgica. Los cultivos se
incubaron por 5 dias y se midio el crecimiento del micelio; se incluy6 un control sin la presencia
de cepas bacterianas.

El porcentaje de inhibicién de los hongos fitopatdgenos por las cepas bacterianas se realizd

mediante la siguiente formula:

crecimiento testigo—crecimiento del hongo en
interaccion con la cepa

crecimiento testigo

% de inhibicion=

4.5.4 Conservacion de cepas

A partir del cultivo activo en medio sélido se tomé una asada de la colonia y se colocé en tubos
tipo eppendorf estériles de 1.5 mL de capacidad, los cuales contenian 1 mL de agua destilada
estéril, también se realiz6 en tubos de ensayo con tapa de rosca con medio de cultivo agar nutritivo,
colocando una asada de la colonia de interés, posteriormente se incubaron por 48 horas; una vez
transcurrido ese tiempo se sacaron y colocaron en un racks para tubos y en bolsas de plastico y

finalmente se metieron a refrigeracién a 4° C para su conservacion.
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4.5.5 Identificacion molecular

El material genético de biomasa de las 12 cepas seleccionadas fue a partir de cultivos jovenes de
menos de 24 h. Para ello se siguio el protocolo de extraccion de DNA para bacterias método CTAB
(Tris-HCI 100 mM, pH 8,0;EDTA 2H.O mM, CTAB 2 %;NaCl 1,4 M) del laboratorio de
Biotecnologia de semillas del Colegio de Postgraduados.

Se tomd una asada por cepa y se colocé en tubos Eppendorf con 250 pL de agua grado HPLC,
posteriormente se le agregd 1000 pL de CTAB al 2 % previamente precalentado a 95 °C, se mezcld
vigorosamente y se incubd a 95 °C por 90 minutos mezclando con un vortex cada 10 min.
Posteriormente, a cada tubo se le agreg6 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24: 1 v/ v)y
se mezclo por inversion durante 10 min a temperatura ambiente. Cada tubo se centrifug6 a 11,500
revoluciones por minuto (rpm) por 10 min, para formar la fase acuosa y la fase organica. A partir
de la fase acuosa se recuperaron aproximadamente 600 pL y se colocaron en un nuevo tubo
Eppendorf estéril de 1.5 mL. Posteriormente, en cada tubo nuevo se colocaron 950 pL de etanol
al 100 % frio, se mezcld suavemente para favorecer la precipitacion, y se incubé a -20 °C por toda
la noche.

A continuacion, se centrifugo a 11 500 rpm por 30 minutos, se decant6 evitando perder la pastilla
y se le agreg6 a cada tubo 400 pL de agua HPLC y se incub6 a 65 °C por 15 min. Después se
afiadié 34 pL de NaOAC 3 M y 1 mL de etanol al 95 % almacenado a -20 °C, se colocaron los
tubos a -20 °C durante 1 h, se centrigugd por 10 min y se decant6 evitando perder la pastilla. La
pastilla se lavo con 600 pL de isopropanol al 70 % se centrifugé por 10 min a las mismas
condiciones (2 lavados). Después del segundo lavado se decanto y se dejo secar por al menos 2-3
horas, pasado ese tiempo y con la pastilla seca, se resuspendio en 100 uL de agua HPLC vy se

colocd en bafio Maria a 65 y 70 °C por 15 min y se dio un spin con una microcentrifuga (marca
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biosan®). La calidad y la concentracion del ADN se verificaron mediante el espectrofotometro
NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific, USA), los valores de las relaciones A 260/ A 280 y
A 260/230 estuvieron en un Rango de 1.8 a 2.0. Para amplificar el fragmento ribosomal 16S ADNr
se usaron los iniciadores 8F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 1492R (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3'"). La mezcla de reaccién consistio en: buffer 5X, dNTP's 2.5
mM, vaya Tagq ADN polimerasa (5U), ADN 100 ng. La PCR se llevé a cabo en un termociclador
C100 Touch (Bio-Rad, USA) con las siguientes condiciones de amplificacion: una
desnaturalizacion inicial de 95 °C por 2 min; seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
por 1 min, alineamiento a 59 °C por 30 sy la extension a 72 °C por 2 min, y finalmente una
extension de un ciclo a 72 °C por 10 min. El fragmento amplificado se verifico en un gel de agarosa
al 1.5 % tefiido con colorante verde de ADN (Green-DNA dye, Bio Basic Inc., Canada). El
producto final de PCR se purificO con ExoSAP-IT (Affymetrix, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La secuenciacion se realiz6 en ambas direcciones con el Genetic
Analyzer modelo 3130 (Applied Biosystem, EE.UU). Las secuencias correspondientes a la region
16S ADNr, se ensamblaron y editaron con la opcién CAP (Contig Assembly Program) del
Software BioEdit v7.0.9.1 (Hall, 1999) para la creacion de las secuencias de cada uno de los
aislamientos. Con la Herramienta Bésica de Busqueda de Alineacién Local (BLAST) del Centro
Nacional de Biotecnologia Information (NCBI) se encuentran regiones de similitud local entre
secuencias con alineamientos significantes, las secuencias consensuadas de cada aislamiento
obtenido para la region 16S ADNr se compararon con la opcion BLAST _ nucleotide 2.2.19 (Zhang
et al., 2000). Las secuencias de las bacterias se depositaron en la base de datos de GenBank del

Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI).
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4.6 Pruebas de germinacion

Para esta prueba se utilizaron semillas de tomate, chile y pepino las cuales fueron esterilizadas
superficialmente con una solucién de hipoclorito de sodio al 10 % durante 1 min, posteriormente
fueron enjuagadas tres veces con agua destilada estéril. Después se colocaron 10 semillas en cajas
Petri con el fondo recubierto con papel filtro previamente humedecido con 2 mL de agua destilada,
una vez colocada la semilla se les aplico 2 mL de indculo bacteriano y se colocaron en la
incubadora a una temperatura de 28 °C, cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones.

Después de cuatro dias se reviso el nimero de semillas germinadas.
4.7 Experimento de inoculacion en plantulas de tomate

Las 12 cepas de bacterias seleccionadas por producir indoles, producir auxinas, sideréforos, fijar
nitrégeno y actividad antagonista, fueron evaluadas en su capacidad de promover el crecimiento
en plantulas de tomate utilizando como cepa de referencia Pseudomonas tolaasii P61, bacteria de
la coleccion microbiana del Area de Microbiologia de suelos del Colegio de Postgraduados. Esta
cepa fue aislada de la rizosfera de papa del Valle de Toluca, Estado de México tiene la capacidad
de solubilizar fosfatos, producir auxinas y sideréforos ademas, controla Rhizoctonia solani
(Pineda-Mendoza et al., 2019).

Para evaluar el efecto de inoculacion en el crecimiento de las plantulas las cepas bacterianas se
cultivaron en caldo nutritivo en agitacién constante por 48 horas a 28 °C. Posteriormente fueron
centrifugadas a 7000 rpm por 15 minutos para separar el concentrado microbiano del medio de
cultivo. Este concentrado se resuspendio en agua destilada estéril y se centrifugé en dos ocasiones

con el proposito de eliminar los nutrientes residuales. La concentracion de células bacterianas fue

de 1 x108 mL!
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Se utilizaron semillas de tomate “hybrid OptimMax” (Sakata®) con germinacion mayor del 99 %.
La siembra de las semillas se realiz6 en charolas de poliestireno de 200 cavidades, las cuales se
cortaron en secciones de 12 cavidades cada una (una seccién por tratamiento). Se sembraron tres
semillas por cavidad en un sustrato conformado por turba y perlita (2:1), previamente esterilizado
(3 dias no consecutivos durante 3 h, a 18 libras de presion).

La inoculacion de la cepa bacteriana se llevo a cabo a los 5 dias después de la emergencia,
aplicando 2 mL de indculo directamente en la base del tallo y la zona de la raiz. A los dos dias de
la inoculacion se realizo el clareo dejando una planta por cavidad. Las plantas permanecieron 35

dias bajo condiciones de alméacigo en invernadero.

4.7.1 Aplicacién de solucion nutritiva y manejo agronémico

La fertilizacion fue de dos concentraciones, cuando las plantulas tuvieron un par de hojas se
comenzo la fertilizacion con solucion Steiner al 10 % y después de 10 dias con solucién al 20 %
(Steiner, 1961). La solucion nutritiva fue aplicada con jeringas para que de manera dosificada se
proporcionara el riego en la cantidad necesaria y de esa forma no salpicar el agua y evitar alguna
contaminacion.

La frecuencia y duracion de los riegos estuvo dada en funciéon de los factores ambientales,
manteniendo siempre una humedad constante. Durante el experimento se tuvo un promedio de
humedad relativa de 54.1%, y una temperatura promedio de 25.7 °C, la maxima fue de 44.36 °C y
la minima de 7.2 °C.

4.7.2 Variables de crecimiento

A los 35 dias despues de emergencia se llevaron a cabo las siguientes determinaciones:
4.7.2.1 Altura de plantula. Se midio a los 35 dias después de la emergencia y antes de la cosecha

con una regla graduada, esta variable se expresé en centimetros (cm).
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4.7.2.2 Diametro de tallo. El diametro de tallo se midié con un vernier digital marca Truper®, el
valor se dio en mm.

4.7.2.3 Numero de hojas. EI nmero de hojas totales por planta se cuantifico de forma manual.

4.7.2.4 El contenido relativo de clorofila (Unidades SPAD)

Para el contenido relativo de clorofila (Unidades SPAD), se realizo una lectura en la parte superior
de la hoja més recientemente madura, fue medido con un SPAD-502 plus marca KONICA® previo
a la cosecha.

4.7.2.5 Volumen radical desplazado de la raiz

Volumen radical se midié utilizando la técnica de desplazamiento de agua sumergiendo la raiz
completa en una probeta graduada con un determinado volumen de agua desplazado por la raiz,

los datos referidos para esta variable son expresados en mililitros (mL).

4.7.2.6 Peso fresco de la planta

Al corte, se determino el peso de parte aérea con una balanza analitica digital VE-500. Los
resultados obtenidos se expresaron en gramos (g).

4.7.2.7 Area foliar

Al finalizar el experimento se separaron las hojas de cada planta para medir el area foliar utilizando
un medidor marca LI-3100C Area meter®, los resultados se expresaron en cm?,

4.7.2.8 Peso seco de hojas, tallo y raiz (Materia seca)

El material vegetativo, previamente secado durante 72 horas en una estufa de secado a una
temperatura de 72 °C, se pesoO en una balanza analitica digital VE-500, los resultados para esta

variable se expresaron en gramos (Q).
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4.8 Tratamiento y disefio experimental

El experimento fue establecido utilizando un disefio experimental completamente al azar con 14
tratamientos. Los cuales consistieron en 12 cepas de rizobacterias aisladas de la rizosfera de
tomate, una cepa de referencia del cepario de Microbiologia del Postgrado de Edafologia y un
testigo sin inocular con 4 repeticiones cada tratamiento. Cada repeticion tuvo 12 plantas.

4.9 Analisis nutrimental de NPK

Una vez secas las muestras de las plantulas de tomate se molieron y se enviaron al laboratorio de
la Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Sinaloa. Donde se determind nitrégeno

(N), fosforo (P) y potasio (K) en tejido vegetal.

Para la realizacion de estos analisis se utilizaron los siguientes métodos: El N se determind por el
procedimiento semi-micro Kjeldahl (Etchevers, 1987). ElI P por colorimetria de complejos
molibdofosforicos reducidos con acido ascérbico (AOAC, 1980). El K por fotometria de llama,
segun Rodriguez y Rodriguez (2015). Para K y P se utilizaron extractos provenientes de digestion
seca. Para la estimacion de los contenidos totales, se considerd las concentraciones de cada

elemento en el tejido vegetal, asi como el peso de la biomasa seca de la parte aérea.

Los datos fueron analizados mediante el paquete estadistico SAS para Windows realizando un

andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, o= 0.05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento y caracterizacion

De un total de 70 cepas de rizobacterias aisladas y purificadas, de acuerdo con las pruebas
cualitativas 30 fijaban nitrogeno, 20 solubilizaban fosfato y 30 producian indoles (Anexo 1). Sin
embargo, solo se seleccionaron 12 cepas que incluyeron aquellas que tenian una o0 mas
caracteristicas de promocion del crecimiento (capacidad para producir indoles, solubilizar fosfato
y fijar nitrégeno), las cuales fueron: JC3, JP4, JP5, JP6, JP8, JPS5, JLB4, JN24, JLB2, JP13, JC5
y JLB6) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracterizacidn cualitativa por sus propiedades para solubilizar fosfato, producir indoles y fijar
nitrégeno de cepas de RPCV aisladas de rizosfera de tomate.

Cepa Solubilizacion de Produccion de Fijacion de
fosfato indoles nitrogeno

JLB4 - + -
IN24 + + +
JPS5 + + -

JP5 + - -

JC5 - + -
JLB2 - + -
JLB6 - + -
JP13 + - -
IC3 - + -

JP4 + - -

P61 + + +

JP8 + - -

JP6 + - -

También se realiz6 la descripcion de la morfologia de las colonias de las cepas seleccionadas
(Cuadro 3). Se observo que mas de la mitad de las cepas presentan colonias de color crema, cinco
colonias de color blanco y una cepa presenta colonias de color amarillo. La forma de las colonias

vario entre circular, rizoide y amiboide, las elevaciones de las colonias fueron planas, elevadas,
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umbonada y convexa y los bordes fueron desde entero, lobuloso hasta ondulado. Algunas colonias

fueron muy viscosas. Misma descripcion realiz6 Calvo y Zuiiiga, (2010) en colonias de Bacillus,

las cuales fueron de forma irregular, color crema, bordes entre aserrada, lobulada, digitiforme y

ondulada; las elevaciones de las colonias suelen ser planas o acuminadas. En relacion a la

morfologia microscpica, la mayoria correspondio a bacilos cortos y largos gram negativos, sin

embargo, las cepas JP13 se observaron bacilos cortos gram positivos y JC5 y JN24 fueron cocos

gram negativos (Anexo 2).

Cuadro 3. Caracteristicas morfoldgicas de colonias en agar nutritivo decepas de RPCV aisladas de

rizosfera de tomate.

Forma Elevacion Color Borde Superficie
Foto

JPS5 Circular Elevada Crema Entero Liso

JC5 Circular Convexa Crema Entero Liso
JLB4 Circular Convexa Crema Entero Liso

JP6 Rizoide Rugosa Crema Filamentoso Rugoso
JIN24 Circular Pulvinada Crema Entero Liso

JP5 Rizoide Rugosa Amarilla Crenado Papilar

JP4 Amiboide Plana Crema Lobulada Rugosa
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JLB2 Circular Elevada Blanca Entero Lisa
JP8 Amiboide Plana Crema Ondulada )
Lisa
JLB6 Puntiforme Elevada Blanca Entero Lisa
JP13 Amiboide Umbonada Blanca Lobulosa Rugosa
JC3 Circular Elevada Blanca Entero Lisa

5.1.2 Determinacidn cualitativa de la capacidad de solubilizar fosfato en medio sélido por las

cepas aisladas

Las cepas seleccionadas fueron (JP4, JP5, JP6, JP13 y JP8) en base a la formacion de halos

alrededor de las colonias (Cuadro 4). En base a estos resultados se decidid seleccionar estas cepas

para caracterizar y aplicarlas a nivel ensayo en plantulas de tomate. Bashan et al. (2013) mencionan

que la formacién de halos en medio solido no debe considerarse como la Unica prueba para la

solubilizacion de fosfato ya que las colonias pueden perder su halo después de varias resiembras,

para ello se debe realizar un ensayo confirmatorio de la capacidad de solubilizar P en medio liquido

para cuantificar el fosfato soluble. Por esta razén se realiz6 dicho ensayo, el cual incluy6 a las 12

cepas seleccionadas y la cepa de referencia (P61) para conocer su potencial de solubilizar fosfato

en medio liquido.
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Cuadro 4. Capacidad de solubilizacar fosfato de cepas de RPCV, medida por la formacion de halos
alrededor de las colonias en medio solido Pikovskaya.

Cepas Diametro de halo (mm)
JP4 0.5
JP5 0.5
JP6 0.5
JP8 0.5
JP13 0.5
JLB4 0.1
JN24 0.1
JPS5 0.1
JC5 0.1
JLB2 0.1
JLB6 0.1
JC3 0.1

Se observo que las cepas JP13, JC3, JP8, JPS5, JLB6 y JP6 presentaron los valores més altos de
fosfato solubilizado que fueron de 118.9 y 300 ug mL™* y los valores bajos se obtuvieron en las
cepas JLB4, JC5, JLB2, IN24 y P61 que fueron de 22.5 y 38.7 ug mL™ (Figura 7). Garcia et al.
(2015) mencionan que las bacterias solubilizadoras de fosfatos desempefian un papel importante
en el suplemento de fosforo para las plantas. Los géneros bacterianos con mayores potencialidades
de uso son Pseudomonas y Bacillus (Restrepo-Franco et al., 2015). Para el caso del pH, todas las
cepas utilizadas en esta investigacion acidificaron el medio de cultivo, ya que el pH inicial fue de
7.3 y este bajé a valores entre 6.1 y 4.2 (Figura 8) siendo la cepa de referencia P61 la que mas
acidifico el medio, por lo tanto, se puede concluir que el 100 % de las cepas seleccionadas son
capaces de solubilizar el fésforo insoluble. Estos resultados coinciden con los de Ramirez et al.
(2014) quienes mencionan que esta capacidad de solubilizar fosfato se debe a que las bacterias
liberan &cidos organicos como el oxalico y el gluconico, lo que permite la acidificacion del medio.

Los &cidos organicos producidos por las bacterias reaccionan con los compuestos del fésforo
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liberando fosfato soluble, el cual depende del tipo y fuerza de estos acidos (Gamalero y Glick,

2011).

u

N

o

o
1

P soluble en

1%;'&“&""& i

JLB4 JP8 JC5 JPS5JLB6JLB2 JP4 JP6 JP13 JP5 JN24 JC3 P61
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Figura 7. Fosfato soluble en medio liquido pikovskaya después de cultivar por 72 h cepas de RPCV aisladas
de rizosfera de tomate. Las barras verticales indican el error estandar.
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Figura 8. Valor del pH final del medio de cultivo Pikovskaya después de cultivar por 72 h cepas de RPCV
aisladas de rizosfera de tomate. Las barras verticales indican el error estandar.
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5.1.4 Produccién de indoles

Para el caso de la produccion de &acido indolacético se probaron 64 cepas y se realizd una
preseleccion de 20 cepas con base en el cambio de color a rosa cuando al cultivo bacteriano se le
adiciono el reactivo de Salkowski; en la evaluacion cuantitativa se observd que las 12 cepas
seleccionadas y la cepa de referencia fueron capaces de sintetizar indoles. La cepa JPS5 presentd
la mayor concentracion de indoles (10.4 pg mL™). Por otra parte, las cepas JP8, JP4, JLB2, JLB4
y JN24 presentaron concentraciones mayores a 1.52 pg mL-1. Sin embargo, las cepas JC5, JP6,
JP13, JP5, JC3, JLB6 y P61 produjeron muy bajas concentraciones de indoles de (0.85-1.52 ug
mL?) (Figura 9). Gonzélez et al. (2017) Caracterizaron un total de 215 cepas aisladas de la
rizosfera de la region de la Sierra Nevada, Puebla, México y encontraron 71 cepas que producian
AIA en concentraciones desde 20 hasta 27 mg L*; en el caso de la presente investigacion las cepas
no produjeron niveles de AlA tan altos como en el estudio de Gonzélez et al (2017), se ubicaron

en un rango medio.
12

10 A

AlA pg mL

iladaalaanian

JLB4 JP8 JC5 JPS5JLB6JLB2 JP4 JP6 JP13 JP5 JN24 JC3 P61

RPCV

Figura 9. Produccién de AIA en medio LBdespués de cultivar por 72 h cepas de RPCV aisladas de rizosfera
de tomate. Las barras verticales indican el error estandar.
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5.1.5 Fijacion de nitrégeno y produccion de sideréforos

La capacidad de las bacterias para fijar nitrogeno fue registrada en una de las doce cepas estudiadas
(JN24). Esta actividad se ha estudiado ampliamente en el género Bacillus. Por ejemplo, Kifle y
Laing (2011) encontraron que la inoculacion de cepas de Bacillus en lechuga incrementd el
contenido de nitrogeno en las plantas, lo cual se debi0 a la capacidad de fijar nitrogeno de las cepas
estudiadas y a la densidad de indculo aplicado, siendo la mejor la dosis de 108 unidades formadoras

de colonias.

De las 12 cepas seleccionadas solo 4 produjeron sideréforos (JP4, JP5, JP6, JP8 y P61) (Cuadro
5), las colonias de estas cepas tuvieron un halo con un diametro de (0. 40-0. 46 mm) lo que indica
que producen siderdforos removiendo el hierro del medio, creando un halo color amarillo (Garcia
et al., 2012). Aguado-Santacruz et al. (2012) mencionan que los sideréforos bacterianos han
generado un gran interés en los ultimos afios debido al potencial que tienen para el control
bioldgico de hongos y bacterias fitopatdgenas, inhibiendo el crecimiento de micelio a través de la
captacién de hierro, haciéndolo no disponible para los patdgenos.

Cuadro 5. Produccion de sider6foros en medio CAS porcepas de RPCV aisladas de la rizosfera de tomate.

Produccién de sidero6foros
(didmetro de halo mm)
JLB4 -
JN24 -
JPS5 -
JP5 0.45
JC5 -
JLB2 -
JLB6 -
JP13 -
JC3 -
JP4 0.45
*P61 0.40
JP8 0.45
JP6 0.46

Cepa

*cepa de referencia P61.
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5.1.6 Actividad antagdnica sobre hongos fitopatdgenos

De los microorganismos evaluados solo las cepas bacterianas JP5 y JP8 mostraron un efecto
antagonico contra Rhizoctonia solani con un porcentaje de inhibicion de 46.6 % y 52.3 %,
respectivamente y contra Fusarium con inhibicion de 51.3 % y 41.7 %, respectivamente (Figura
9). Estos porcentajes fueron bajos comparados con los obtenidos en la investigacion de Velasco-
Belalcazar et al. (2019), quienes reportaron porcentajes de inhibicion de Fusarium por
Pseudomonas aeruginosa, mayores a 62 y 89 %. En un estudio realizado por Uzair et al. (2018),
se aislaron cuatro cepas de Pseudomonas con actividad de biocontrol frente a hongos fitopatégenos
como Rhizopus microsporus, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Alternaria alternata, y
Penicillium digitatum y se demostré que, Pseudomonas aeruginosa produjo diferentes antibiéticos
como Pirrolnitrina. Es necesario resaltar que la produccion de sider6foros tiene un efecto
inhibitorio de hongos fitopatdgenos debido a la captacion de hierro (Izzeddin y Medina, 2011;
Garcia et al., 2012; Adam et al., 2014). Dicha caracteristica se puede constatar con los resultados
de esta investigacion puesto que las cepas JP5 y JP8 produjeron sideréforos, lo que comprueba su

actividad antagonica como se puede ver en la Figura 10.
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Figura 10. Imégenes representativas del antagonismo de cepas de RPCV contra dos hongos fitopatdgenos
en medio PDA. A, B y C son cajas Petri con Rhizoctonia Solani; D, E y F son cajas con Fusarium sp. Ay
D testigo, B y C son la cepa JP5 en confrontacion con el hongo, E y F son la cepa JP8 contra el hongo.

5.2 Identificacién molecular de las cepas bacterianas

El analisis de las secuencias de ADNr 16S amplificadas demostré una alta similitud de las
secuencias de los aislados JP4, JP5, JP6 Y JP8 con las secuencias de ADNr 16s de Pseudomonas
aeruginosa (100 %). Mientras que JLB2 y JLB6 tienen una alta similitud con Staphylococcus
equorum (100 %); la cepa JC3 presentd un alto porcentaje de similitud con especies de
Pseudarthrobacter sp. (99.65 %) y dos cepas (JC5 y JN24) con Arthrobacter enclensis (100 %), y
la cepa JP13 tuvo similitud con Bacillus licheniformis (100 %). Para el caso de la cepa JPS5 se
encontrd una alta similitud con Bacillus drentensis (99.93 %) y por Gltimo la cepa JLB4 mostro
una alta similitud con Arthobacter pokkalii (100 %) (Cuadro 6). Misra et al. (2012) Mencionan
que las cepas de Pseudomonas aeruginosas son capaces de solubilizar mas de 450 mg.ml* de
fosfato en suelos con altas concentraciones de metales pesados y en condiciones de alta humedad

y temperatura, ademas ha resultado ser un microorganismo de gran aplicacion, porque no solo
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solubiliza fosfato, sino también tiene la capacidad de producir siderd6foros para la quelacion del
hierro (Kumar et al. 2005; Restrepo-Correa et al., 2017). Mientras que Staphylococcus equorum
es una bacteria patégena y se ha utilizado en investigaciones para determinar la actividad
antimicrobiana de extractos de plantas (Carvajal-Tesorero et al., 2013). Esta bacteria también
contribuye a la formacion de compuestos aromaticos durante la maduracion de alimentos
fermentados, especialmente quesos y embutidos (Irlinger et al., 2012). La cepa de
Pseudarthrobacter sp es considerada como productora de auxinas y. contiene genes de resistencia
a metales pesados (Park et al., 2019). Ademas, se ha encontrado que contiene genes relacionados
con la desnitrificacion de nitritos y nitratos (Park et al., 2020). En investigaciones recientes se
encontro que cepas de la especie Arthrobacter enclensis pueden producir 134,6 mg L™ de AIA a
las 12 horas después de la incubacion en caldo nutritivo con triptéfano (Zeng et al., 2016; Seo-Jin
y Min-ho, 2019). Vésconez et al. (2020), mencionan que Bacillus licheniformis es una cepa
bacteriana que cuenta con la capacidad para fijar nitrégeno, producir auxinas y solubilizar fosfato.
Bacillus drentensis se menciona que pueden producir AIA, solubilizar de fosfato y liberar
exopolisacarido (Mahmood et al., 2016). Para el caso de Arthobacter pokkalii, Krishnan et al.
(2016) mencionan que dicha bacteria posee caracteristicas beneficas para el crecimiento de las
plantas, dado que puede producir acido indol acético (AlA) y sider6foros. Ademas, también tiene
importantes caracteres fenotipicos como la capacidad para formar biopeliculas y la utilizacion de
varios componentes de los exudados de las raices de las plantas (azUcares, aminoacidos y acidos

organicos), destacando que es una bacteria que esta asociada a la rizosfera vegetal.
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Cuadro 6. Identificacién molecular de las cepas de rizobacterias promotoras crecimiento vegetal segun las
secuencias de amplificacion del gen 16S ADNr.

Nombre de la cepa Identidad % de identidad
JLB4 Arthobacter pokkalii 100
JP8 Pseudomonas aeruginosa 100
JP4 Pseudomonas aeruginosa 99.93
JP5 Pseudomonas aeruginosa 100
JP6 Pseudomonas aeruginosa 100
JC5 Arthrobacter enclensis 100
JN24 Arthrobacter enclensis 100
JP13 Bacillus licheniformis 100
JPSH Bacillus drentensis 99.93
JLB2 Staphylococcus equorum 100
JLB6 Staphylococcus equorum 100
JC3 Pseudarthrobacter sp. 99.65

5.2.1 Caracterizacion filogenética al gen del ARNr 16S

El analisis filogenético del gen ARNr 16S gener6 dos grupos. En la Figura 10 se observa que el
primer grupo tiene ocho aislados nativos, donde cuatro de ellas corresponden a P. aeruginosa (JP4,
JP5, JP6 y JP8). Asi mismo se obtuvo el agrupamiento de dos cepas de rizobacterias nativas (JP13
y JPS5) que correponden a Bacillus con homologia para este género. Ademas, dentro de este grupo
también se encuentran las cepas JLB2 y JLB6 del género Sthapylococcus. En el grupo dos se
encuentran tres cepas nativas (JC5, JN24 y JC3) cercamente agrupadas con Pseudarthrobacter
enclensis esto se debe a que es la misma especie debido y a que hay recombinacion (did find),
demostrandose con la prueba Phi ya que se encontr6 diferencia significativa de recombinacion (p
= 7.571E-8), ademas se verificd el distanciamiento de Arthrobacter pokcalii (JLB4) (Figura 11).
Los resultados de este analisis sefialan la existencia de una relacion filogenética de algunas cepas

que podrian ser candidatas para funcionar como RPCV (Martinez et al., 2018).
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5.3 Efecto de las cepas de RPCV sobre la germinacion de semillas de tres especies de plantas

Se observaron diferencias significativas entre cepas y el control (Cuadro 7). Las semillas de tomate
inoculadas con la cepa JP8 presentaron 95 % de germinacion, superando numéricamente al testigo
que present6 80 % de germinacion. El resto de cepas no fueron estadisticamente diferentes frente
al testigo, mismo resultado se encontré en la germinacion de las semillas de chile y pepino. Sin
embargo, la mayoria de las muestras inoculadas resultaron satisfactorias ya que hubo un gran un
porcentaje de germinacion entre el 80 y 100 %; resultados similares se encontraron en la
investigacién de Campos y Gémez (2015), donde después de 24 horas se obtuvo un 100 % de
germinacién en las semillas de pepino inoculadas con la cepa UG-V-01, donde el control solo
obtuvo un 80 % de germinacion.

Para el caso del largo de la radicula en las semillas de las diferentes hortalizas se observo que los
tratamientos JPS5 y JP8 mostraron mayor longitud en la radicula en semillas de chile,
estadisticamente superiores (>0.05) a los demas tratamientos incluyendo el testigo. Sin embargo,
las semillas inoculadas con JC5 mostraron significativamente (P < 0.05) menor diametro con
respecto a JLB4 y el testigo (Cuadro 7).

En cuanto a la longitud de la radicula de semillas de pepino se observaron diferencias significativas
entre las cepas evaluadas, el tratamiento con JLB6 fue estadisticamente superior a los demas
tratamientos incluyendo el testigo; las semillas inoculadas con las cepas P61, JP8, JN24 y JC3
presentaron valores entre 51.8 y 46.5 cm de longitud de la radicula. Ademas, hubo valores
inferiores a los del testigo en las cepas JP5, JPS5 y JP6 con valores entre 34.2 y 8.2 cm. En cuanto
a la inoculacion con cepas de bacterias en semillas de tomate, se encontro que las cepas JLB2, JC5,

JP5, JPSS, JLB6, JLB4, JP13, JC3, JP6 y JN24 mostraron significativamente (P < 0.05) menor
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longitud de radicula con respecto al testigo y a los tratamientos inoculados con JP4, P61, JP8 y
JLB2 (Cuadro 7).

Es importante resaltar que las semillas de chile y pepino inoculadas con las cepas JC5, JP5 y las
semillas de tomate inoculadas con la cepa JP6, presentaron radiculas de longitud muy pequefia e
incluso menor que la del testigo (Anexo 3). Espinosa et al. (2005) y Marquina et al. (2018)
mencionan que las auxinas son un grupo de fitohormonas que funcionan como reguladoras del
crecimiento, provocando el crecimiento por division o elongacion de las células, participan
activamente en el desarrollo de la raiz embrionaria y postembrionaria, sin embargo, un exceso de
auxina puede suprimir la division celular y el crecimiento celular. Por otra parte, Jordan y Casaretto
(2006), indican que las semillas en desarrollo son una fuente importante de auxinas. Por ejemplo,
las semillas de maiz contienen niveles altos de AIA antes de entrar en la etapa de maduracion. No
obstante, las auxinas también promueven la sintesis de la hormona etileno que inhibe el
crecimiento radical.

Es importante destacar que las semillas, pueden tener una germinacion reducida por pérdida de
viabilidad asociada a cierto grado de deterioro o envejecimiento celular, esta puede aumentarse al
ser inoculadas con rizobacterias que producen hormonas, brindando beneficios a las plantas en
etapas posteriores a la germinacién. Por esta razén, se estudio el efecto de las cepas de RPCV en
la germinacion y longitud de radicula de tres especies de hortalizas. La germinacion fue muy buena
en los testigos, superior al 90 %, por lo que no se detectaron incrementos significativos en la

germinacién con la incoulacion de las RPCV.
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Cuadro 7. Longitud de las radiculas de plantulas de tomate, chile y pepino, inoculadas con las cepas de

RPCYV aisladas de la rizosfera de tomate.

Cepa Logitud de radicula (cm)
Pepino Chile Tomate
JLB4 47.39 bc 18.79b 14.27c
JP8 49.86 cb 27.24 a 42.88 a
JC5 34.23d 11.39¢ 32.38b
JPS5 16.61e 27.73a 30.64 b
JLB6 58.19 a 20.90 ab 29.27b
JLB2 49.06 bc 24.83 ab 42.16 a
JP4 32.01d 1991b 48.13 a
JP6 8.20f 17.99 be 11.11c
JP13 42,90 ¢ 25.08 ab 1394 ¢
JP5 20.10 e 19.74 b 32.19b
JN24 49.26 bc 25.15ab 11.03 ¢
JC3 46.50 bc 25.27 ab 12.83 ¢
P61 51.80 ab 22.08 ab 4591 a
TESTIGO 43.27 ¢ 25.09 ab 49.54 a

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).
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1.0
Pseudomonas oleovorans ATCC 3062

Pseudomonas alloputids HBU72513
0.65 L pseudomonas argentinensis CHO1
Bacillus pumilus ATCC 7061
1.0 026 Bacillus safensis FO 036b
Bacillus mojavensis NBRC 15718

Bacillus subtilis DSM 10
1.0| rBacillus sp. CPO JP13
Baciilus licheniformis ATCC 14530
Bacillus aryabhattai BEW22

1.0 Bacillus fiexus IFO15715
N. drentensis CPO PS5
Neobacillus drentensis NBRC 102427
Bacillus cereus ATCC 14579
10 taphylococcus sp. CPO JLB2

S. equorum CPO JLB6

Staphylococcus equorum C3025

Staphylococcus hominis L37601

Staphylococcus hsemolyticus ATCC 29370
10 Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305

Pseudarthrobacter siccitolerans 4J27

1.0

1.0 | - Pseudarthrobacter sulfonivorans
Pseudarthrobacter psychrotolerans YJ56
Pseudarthrobacter scleromae YH 2001
Pseudarthrobacter oxydans JCM2521

Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3T
Pseudarthrobacter equi IMMIBL 1606

[— Pseudarthrobacter chlorophenolicus

Pseudarthrobacter enclensis NIO 1008

P. enclensis CPO JC5

P. enclensis CPO JN24

P. enclensis CPO JC3

A. pokkalii CPO JLB4
0.56 L arthrobacter pokkalii P38162

Acidimicrobium ferrooxidans DSM 10331

0.050

Figura 11. Arbol filogenético de los aislados bacterianos basados en la secuenciacion del gen ARNTr 16S,
las cepas aisladas identificadas se muestran en letras negrita.
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5.4 Efectividad de las rizobacterias en la promocion del crecimiento en plantulas de tomate

Los resultados mostraron que la inoculacion con las cepas JN24 y JLB4 fueron los mejores
tratamientos debido a que hubo incrementos significativos (P< 0.05) en la altura y volumen radical
con respecto al testigo y la cepa de referencia P61 (Figuras 12 y 13). En el Anexo 4 se observan
fotografias del incremento de la altura en las plantalas inoculadas con JN24 con respecto al testigo.
El mayor volumen radical encontrado en el tratamiento con la cepa JLB4 sugiere que hay un efecto
directo y positivo en el crecimiento de la raiz, lo cual posiblemente sea por produccion de
hormonas vegetales. Resultados similares se obtuvieron en la investigacion de Noh et al., 2014,
donde utilizaron dos cepas de rizobacterias solubilizadoras de fosfatos, identificadas como KCH3
y TSACH2 (Paenibacillus polymyxa y Bacillus megaterium); las cepas se inocularon en semillas
de tomate, permitiendo obtener plantulas mas vigorosas que las plantulas sin inoculacion, esto
también lo obtuvo Gonzélez et al. (2017), pero en chile poblano. Amaresan et al. (2012) inocul6
5 cepas en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) y chile (Capsicum annuum) y logré un

aumento significativo en la longitud de las raices y brotes.
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Figura 12. Altura de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) inoculadas con diferentes cepas de
RPCV. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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Figura 13. Volumen radical de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum), inoculadas con diferentes
cepas de RPCV. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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Los tallos de plantulas inoculadas con JN24 y JLB4 presentaron mayor grosor en un 122.7 % y un
114% en comparacion con el testigo y (Figura 14). En la investigacion de Luna et al. (2013), las
cepas de rizobacterias denominadas MA0O6 y MA 12 aumentaron de manera significativa (P <0.05)
el diametro del tallo en plantulas de tomate.
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Figura 14. Diametro de tallo de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum), inoculadas con diferentes
cepas de RPCV. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, 0¢=0.05).

Los tratamientos no presentaron diferencias significativas para el nimero de hojas y el contenido
relativo de clorofila (Unidades SPAD) (Figura 15). Esto fue contrario a lo obtenido por
Ramakrishnan y Selvakumar (2012) quienes si encontraron efectos significativos en el contenido

de clorofila del cultivo de tomate con la inoculacidn de Azotobacter respecto al testigo sin inocular.
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Figura 15. Efecto de inoculacién de RPCV en el nimero de hojas y unidades SPAD de plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey,
a=0.05).

Con respecto a el area foliar se observaron diferencias significativas (P< 0.05) entre tratamientos.
Diez cepas fueron significativamente superiores al testigo, la mas sobresaliente fue JLB2 con 1,65
cm?® (Cuadro 8). Para el caso del area foliar especifica, se observo que las plantas de tomate
inoculadas con la rizobacteria JP4 mostraron significativamente (P < 0.05) mayor area foliar
especifica con 289.6 cm? g en comparacion con los demas tratamientos (Cuadro 8). Conocer el
area foliar y principalmente el area foliar especifica nos permite saber como el ambiente o una
practica de manejo del cultivo afecta la eficiencia fotosintética, ya que en las plantas ocurren varios
procesos como la senescencia de hojas, maduracion del fruto, elongacién de entrenudos,
dormancia, cierre y apertura de estomas etc, los cuales son reguladas por sustancias fitohormonas
como: auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico y etileno. La expansion de las hojas es
una indicativo del aumento del area foliar esto se puede deber a que las auxinas y giberelinas

partcipan en el desarrollo de las hojas estimulando el crecimiento y la division celular de estas
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(Davies, 2010), esto concide con los resultados obtenidos ya que, la cepa JP4 fue una de las que
mas sintetizo AIA como se puede ver en la Figura 9.

Para las variables peso fresco de hojas y tallo de plantulas de tomate, la inoculacién con RPCV
mostro diferencias altamente significativas. Los tratamientos inoculados con las cepas JLB4
(Arthobacter pokkalii) y JIN24 (Arthrobacter enclensis) fueron estadisticamente superiores al resto
de los tratamientos para estas variables con valores entre 0.424 y 0.395 g (Figura 16). La
inoculacion de las cepas JN24 y JLB4 increment6 la biomasa total en 26 y 78%, respectivamente,
en relacién al testigo (Cuadro 8). En la investigacion de Luna et al. (2013), se observé que la
inoculacién de plantulas de tomate y pimiento con la cepa MA12 del género Bacillus incremento
la biomasa en 20% y 37%, respectivamente. Esto indica que el efecto positivo con la cepa JLB4
de la especie Arthobacter pokkalii fue superior a lo que reportaron esos autores cuya cepa

sobresaliente pertenecio al género Bacillus.
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Figura 16. Efecto de inoculacion de RPCV en peso fresco de hojas y tallo de plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum). Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).
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El andlisis estadistico de la variable de peso seco de hoja, tallo, raiz y total pesentd diferencias
significativas (P< 0.05) entre tratamientos, siendo JLB4 la cepa que obtuvo el mayor peso seco en
las cuatro variables evaluadas en comparacion con las otras cepas y el testigo (Cuadro 8). En un
estudio, Amaresan et al. (2012) encontraron que la inoculacion de Bacillus sp., Serratia sp.,
Arthrobacter sp. y Serratia marcescens incrementaron la calidad de plantulas de tomate (S.
lycopersicum) y chile (C. annuum) al haber incrementos en la longitud radical y numero de raices
secundarias, mayor altura y produccion de biomasa seca.

La cepa JLBA4, presento efectos sobresalientes en el crecimiento de las plantulas de tomate a pesar
de que produjeron bajos valores en la subilizacion fosfato, produccién de AlA, y no produjeron
siderdforos. Sin embargo, en la busqueda de informacidn, se encontrd que la especie Arthobacter
pokkalii, al cual pertenece la cepa JLB4, posee caracteristicas benéficas para el crecimiento de las
plantas, dado que puede producir &cido indol acético (AlA) y sideréforos. Ademas, esta especie
forma biopeliculas y utiliza varios componentes de los exudados de las raices de las plantas
(azucares, aminoacidos y &cidos organicos) (Krishnan et al. 2016), esto podria explicar su efecto

positivo en esta investigacion.
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Cuadro 8. Efecto de las RPCV en volumen radical, area foliar, area foliar especifica y peso seco de
distintos érganos de las plantulas de tomate.

Volumen Area  Areafoliar
. . . Peso seco Pesoseco Pesoseco Peso seco
Cepas radical foliar especifica hojas (mg) tallo (mg) raiz (mg) total (mg)
(cm?) (cm?) (cm? g). ) g g g g
JLB4 1.65a 18.90ab 168.3e 113.53 ¢ 58.90 a 87.17a 259.6a
JP8 1.21 bed 18.35abc 275.2 ab 69.40cde 37.82bc  42.26cd 149de
JC5 1.16 cd 19.32ab 277.2ab 72.10cde 35.74c 56.62b 164 bcde
JPS5 1.35bc 18.18 abc  229.9 bcd 81.98 bc 39.83bc 5758b 179bc
JLB6 1.35bc 17.00 bcd 236.3abcd 73.68cde 37.19bc  44.55bcd 155 cde
JLB2 1.42 ab 19.95a 263.5 abc 77.85bcde 37.58bc  47.44bc 162 bcde
JP4 1.18 bed 16.23 cde 289.6 a 65.85 e 35.93¢ 46.93bc 149 de
JP6 1.23 bc 17.26 bc  268.6 abc 66.62 e 33.67¢c 40.86cd 141e
JP13 112 cd 14.68 def 223.7bcde  67.69 de 36.04 c 46.84 bc 150 de
JP5 1.33 bc 18.73ab 245.1abcd 80.51bcd 39.95bc  50.03bc 170 bcd
IN24 1.30 bc 18.47 abc  217.9 cde 87.04b 43.19b 56.27b 186D
JC3 1.15cd 1450ef  202.0 de 75.44 bcde 37.40bc  37.40cd 150de
P61 0.98 d 12.61f 255.5abcd 50.65 f 25.83d 3243d 108 f
TESTIGO 1.16cd 13.69 f 213.8 cde 65.51 e 34.023¢c  46.45bc 145de

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).

5.5 Contenido nutrimental

El N es considerado como el nutriente mas demandado para el crecimiento de las plantas. En esta
investigacion el contenido de nitrogeno en los diferentes tratamientos fluctué entre 1.84 a 0.85 mg
planta’®, sobresaliendo el tratamiento inoculado con la cepa JLB4 (Arthobacter pokkalii), mientras
que el valor mas bajo se obtuvo en el testigo (Figura 17 A). Por otra parte, el potasio es un nutriente
esencial para las plantas debido a que es absorbido en cantidades mayores que cualquier otro
nutriente excepto el nitrégeno y tiene las funciones de procesos de osmorregulacion, movimiento
estomatico, elongacion celular y participan en el equilibrio idnico etc., (Roy et al., 2006; Njira y
Nabwami, 2015; Gémez-Merino et al., 2016). La inoculacion de las diferentes cepas tuvo efectos
altamente significativas (P< 0.05) en el contenido de potasio, siendo JLB4 la cepa que obtuvo el
mayor aumento en la absorcion de potasio con 3,85 mg™* planta, en comparacion con el resto de

los demas tratamientos y el testigo; la cepa de referencia (P61) presento el valor mas bajo en el
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contenido de potasio (Figura 17 B). El aumento significativo en el crecimiento y el nivel de N y P
tanto en el brote como en la raiz tras la inoculacion de los aislamientos es una clara indicacion de
que las cepas bacterianas pueden proporcionar un mejor flujo de nutrientes a la planta y dar como
resultado una mayor biomasa. ElI aumento de la longitud y la masa de las raices debido a los
aislados aplicados también puede ser un factor que contribuya al aumento de la concentracion de
Ny P en el brote y la raiz de la planta. Estos son algunos de los beneficios que mencionan Raklami
et al. (2019) y que se comprueban en esta investigacion. Las rizobacterias también se han aplicado
a cultivos de trigo y se han obtenidos buenos resultados como en la investigacion de Abbasi et al.
(2011), quien encontrd en trigo que el contenido de N del testigo fue de 1.2 %, y aumento

significativamente a 1.7-2.43 % por la aplicacion de diferentes cepas de RPCV.

El fosforo es un macro elemento esencial para el crecimiento de las plantas dado que participa en
los procesos metabdlicos, tales como la fotosintesis, la transferencia de energia y la transferencia
genética, la sintesis y degradacion de los carbohidratos (Njira y Nabwami, 2015). Las diferentes
cepas de RPCV presentaron efectos altamente significativos (P< 0.05) en el contenido de fosforo,
siendo JLB4 la cepa que obtuvo el mayor aumento en la absorcion de P con 3.85 mg planta, en
comparacion con el resto de los tratamientos y el testigo sin inocular, el tratamiento inoculado con
la cepa JP8 present6 el valor méas bajo (Figura 18). Todas las cepas seleccionadas incluyendo la de
referencia solubilizaron fosfato en medio de cultivo, aunque la cepa JLB4 fue de las que
solubilizaron bajas cantidades, en un rango de 22.5 a 38.7 uL mL. Probablemente el mayor
contenido de fosforo en las plantas inoculadas con esa cepa se debid a varios mecanismos que
afectaron positivamente la raiz, lo que condujo a un incremento en el volumen radical y por lo
tanto un aumento en la asimilacion de nutrientes (Amaresan et al. 2012; Sanchez-Lopez et al.,

2012). De acuerdo con Coutinho et al. (2012) el aumento en la concentracion de P de la planta se
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atribuye al hecho de que las RPCV tienen la capacidad de solubilizar fosfatos insolubles, lo que
los hace disponibles para las plantas a través de diferentes mecanismos como la acidificacion, la
quelacién y las reacciones de intercambio idnico. Los resultados mostraron efectos positivos de la
inoculacién con rizobacterias principalmente con la cepa Arthobacter pokkalii (JLB4), la cual
aumento el contenido de N, P y K en el material vegetal de las plantulas en 130 %, 100 %y 86 %,
respectivamente. Asi mismo, Shen et al. (2016) aisl6 bacterias y en las pruebas de caracterizacion
las cepas mostraron tener actividades de RPCV, mejoraron el crecimiento y desarrollo de las

plantas de kiwi (Actinidia chinensis) al proporcionar nutrientes esenciales como nitrdgeno, fésforo

y potasio.
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Figura 17. Contenido total de nitrogeno (A) y potasio (B), de plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum), por efecto de la inoculacién de cepas de rizobacterias promotora del crecimiento
vegetal. + Error estandar.
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Figura 18. Contenido de fosforo de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum), por efecto de la
inoculacion de cepas de rizobacterias promotora del crecimiento vegetal. £ Error estandar.
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VI. CONCLUSIONES

Las 12 cepas de RPCV seleccionadas pertenecieron a siete especies: Arthobacter pokkalii,
Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter enclensis, Bacillus licheniformis, Bacillus drentensis,
Staphylococcus equorum y Pseudarthrobacter sp.

Seis cepas exhibieron una fuerte capacidad de solubilizar P con valores que van de 118.9 y hasta
300 pug mL* y solo una cepa produjo la mayor cantidad de AIA con un valor de 10.4 pg mL™. Las
cepas JP5 y JP8 (Pseudomonas aeruginosa) presentaron capacidad antagonica contra Rhizoctonia
solani y contra Fusarium.

Los resultados del experimento con plantulas de tomate mostraron efectos positivos de la
inoculacién con rizobacterias principalmente con la cepa Arthobacter pokkalii (JLB4), la cual
aumento el contenido de N, P y K en el material vegetal de las plantulas en 130%, 100% y 86%,
respectivamente. En consecuencia, estos efectos dieron como resultado una mayor altura, biomasa
vegetal, volumen radical y peso seco total. Los resultados del presente estudio indicaron que esta
cepa bacteriana podria tener potencial para ser utilizado como biofertilizante para mejorar la

fertilidad del suelo y el crecimiento de las plantas en invernadero.
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ANEXOS

Anexo 1. Cepas concaracteristicas de promocion de crecimiento.
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Anexo 2. Morfologia microscopica de A) JLB4 (Arthobacter pokkalii), B y C) JN24 y JC5
(Arthrobacter enclensis), D) JPS5 (Bacillus drentensis), E y F) JLB6 y JLB2 (Staphylococcus
equorum), G, H, 1y J) JP8, JP4, JP6, y JP5 (Pseudomonas aeruginosa), K) JC3 (Pseudarthrobacter
sp.), y L) JP13 (Bacillus licheniformis). Tincion de gram.
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Anexo 3. Prueba de germinacion semillas de: A) chile B) pepino y C) tomate.

Anexo 4. Comparacién del efecto en la altura de la cepa JLB4 con respecto a la cepa de
referencia (P61) y el testigo.
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