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Resumen de la tesis que presenta Ana Guadalupe Corral Federico como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidon en Microbiologia Celular y
Molecular.

Bioprospeccion y caracterizacion de bacterias endéfitas de Solanum hindsianum como
promotoras de crecimiento vegetal en solanaceas de interés agricola en Baja California

Resumen aprobado por:

Dr. Edgardo Alfredo Sepulveda Sanchez Hidalgo
Director de tesis

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) ayudan a las plantas a hacer frente a
condiciones de estrés mediante distintos mecanismos, como la solubilizacion de nutrientes, la fijaciéon de
nitrégeno y la produccién de fito-hormonas. Con el fin de encontrar alternativas a los fertilizantes
quimicos, se estudid el microbiota asociada a la solanacea endémica de Baja California Solanum
hindsianum. Se lograron aislar 31 cepas bacterianas enddfitas, las cuales fueron sometidos a una serie de
pruebas para caracterizar su capacidad de solubilizar distintos nutrientes, producir acido indol- 3- acético
y biofilms, asi como su tolerancia al estrés hidrico y salinidad. A continuacién, mediante ensayos in vitro
se determind la variabilidad de los aislados bacterianos para promover la germinaciéon en semillas de
distintas solanaceas. Por ultimo, se realizdé un ensayo en invernadero inoculando plantulas de tomate,
chile, berenjena y rdbano con los aislados que habian mostrado mayor potencial. Las medidas
morfomeétricas que se analizaron fue el largo de tallos y raices, el didametro del tallo a la altura de la corona,
asi como el peso seco para determinar el drea por masa foliar (LMA) y el area especifica de la raiz (RSL). Se
encontraron aislados bacterianos pertenecientes al género Pseudomonas y Bacillus, capaces de promover
el crecimiento en las distintas solanaceas. Los efectos se observaron principalmente a nivel de las raices;
las plantas de berenjenas fueron las plantas donde los efectos se dieron con mayor intensidad. Se
proponen los aislados bacterianos enddfitos Pseudomonas sp. EBCAb1, Bacillus sp. EBCAbY vy
Pseudomonas sp. EBCAe10 como aislados potenciales para la formulacion de biofertilizantes aplicados en
zonas de suelos aridos.

Palabras clave: PGPR, Solanum hindsianum, Solanaceae, suelos aridos



Abstract of the thesis presented by Ana Guadalupe Corral Federico as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life in Sciences with orientation in Microbiology.

Bioprospection and characterization of endophytic bacteria from Solanum hindsianum as plant growth
promoters in Solanaceae of agricultural interest in Baja California

Abstract approved by:

Dr. Edgardo Alfredo Sepulveda Sdnchez Hidalgo
Thesis Director

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) help plants to cope with stress conditions through different
mechanisms, such as nutrient solubilization, nitrogen fixation, and phytohormone production. In order to
find alternatives to chemical fertilizers, the microbiota associated with the endemic Baja Californian
Solanaceae Solanum hindsianum was studied. 31 endophytic bacterial strains were isolated, which were
subjected to a series of tests to characterize their ability to solubilize different nutrients, produce indole-
3-acetic acid and biofilms, as well as their tolerance to water stress and salinity. Then, through in vitro
tests, the variability of the bacterial isolates was determined to promote germination in seeds of different
Solanaceae. Finally, a greenhouse assay was carried out, inoculating tomato, chile, eggplant and radish
seedlings with the isolates that had shown the greatest potential. The morphometric measurements that
were analyzed were the length of stems and roots, the diameter of the stem at the height of the crown,
as well as the dry weight to determine the area per leaf mass (AML) and the specific area of the root (RSL).
Bacterial isolates belonging to the genus Pseudomonas and Bacillus were found capable of promoting
growth in the different Solanaceae. The effects were mainly observed at the root level; the eggplants were
the crop where the effects occurred with greater intensity. The endophytic bacterial isolates Pseudomonas
sp. EBCAb1, Bacillus sp. EBCAb9 and Pseudomonas sp. EBCAe10 are proposed as potential isolates for the
formulation of biofertilizers applied in arid soil areas.

Keywords: PGPR, Solanum hindsianum, Solanaceae, arid soils
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Antecedentes

1.1.1. Aspectos generales de las PGPR

La regidon del suelo que rodea las raices de las plantas se define como la rizosfera, y en esta region se
producen interacciones entre las raices, los microorganismos y las condiciones fisicoquimicas del suelo
(Hartman et al., 2009; Ingraham e Ingraham, 1998). Los microorganismos, especificamente las bacterias,
pueden impactar la nutricidn de las plantas de manera positiva al mejorar la disponibilidad y absorcién de
nutrientes, dando como resultado la promocidn de crecimiento, y la supresiéon de patdgenos mediante
distintos mecanismos (Berg y Smalla, 2009; Richardson et al., 2009; Kawasaki et al., 2016). Las bacterias
gue se encuentran alrededor de los tejidos vegetales realizando estas contribuciones se conocen como

Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal, o PGPR por sus siglas en inglés.

Entre los mecanismos de accién que poseen las PGPR estd la produccién de fitohormonas (acido
indol acético, giberelinas, 4cido abscisico, poliaminas, y citocinas), la fijacidon del nitrégeno y el aumento
de la disponibilidad de nutrientes mediante la solubilizacién de fosfatos y la facilitacién de absorcion del
hierro, entre otros (Bashan y De- Bashan, 2010; Cassan y Diaz- Zorita, 2016). Estas actividades se presentan
de manera simultanea o de manera sucesiva, resultando en cambios observados en el crecimiento de la

planta (Bashan y Lavanony, 1990; Bashan y De- Bashan, 2010).

1.1.2. PGPR rizosféricas y endofiticas

Para estimular el crecimiento vegetal, las PGPR necesitan entrar en contacto directo con su planta
hospedera. El grado de cercania espacial de las PGPR y su hospedero vegetal se puede categorizar en dos

niveles de complejidad: rizosféricas y endodfitas (Vessey, 2003).

En cuanto a las relaciones rizosféricas, los generos Azotobater y Azospirillum han sido dos de los
géneros mas estudiados en esta categoria gracias a las diferentes contribuciones que pueden llegar a
ejercer hacia su planta hospedera, ademas de la fijacion de nitrégeno son capaces de sintetizar
fitohormonas (Bashan y De- Bashan, 2010; Vikhe, 2014). Particularmente, se ha demostrado que

Azospirillum produce de manera eficiente el acido indol-3-acético (AlA), una hormona de crecimiento
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vegetal, y adicionalmente dispara la resistencia sistémica inducida, la cual le proporciona a la planta mejor

capacidad de respuesta para hacer frente eficientemente a la infeccidn por fitopatégenos (Martinez et al.,

2015).

En el caso de las relaciones enddfitas, las bacterias colonizan el interior de los tejidos desde el
suelo de la rizosfera al interior de la planta, en muchos casos, a través de la unidn de las raices laterales a
las primarias mediante los espacios apoplasticos del hospedero vegetal (Andersen, 2013). Una vez que
colonizan el interior de la planta son capaces de adaptarse y persistir en la zona de la rizosfera, e incluso

migrar hacia otros tejidos (Barreto et al., 2007).

Las bacterias enddfitas juegan un rol importante en la induccién de Resistencia Sistémica Inducida
(IRS) contra fitopatdgenos, esta incluye la producciéon de compuestos volatiles organicos con un amplio
espectro contra hongos, bacterias y nematodos (Sheoran et al.,, 2015), asi como la produccién de

siderdforos, los cuales son compuestos quelantes de hierro (Arora et al., 2001).

1.1.3. Las PGPR en ambientes aridos y su importancia como fijadoras de nitrégeno

En ambientes aridos las plantas son capaces de hacer frente a condiciones desfavorables gracias a la accion
de estrategias de adaptacion de su microbiota. Entre las estrategias destacan la produccién acido indol-3-
acético (AIA), una de las fitohormonas mejor caracterizadas en bacterias rizosféricas. Estimula el
crecimiento de la raiz y aumenta la densidad de pelos radicales y raices laterales, siendo el triptéfano la
principal molécula precursora en la biosintesis de esta hormona (Gray y Smith, 2005; Etesami et al., 2009).
En la rizosfera las bacterias se encuentran agregadas en una biopelicula aglutinada por una sustancia de
polimeros, mejor conocida como “biofilm”, que en condiciones ambientales adversas les otorga

proteccion frente a pHs bajos, alta salinidad y acumulacion de metales pesados (Gupta et al., 2017).

Adicionalmente, muchos suelos del mundo presentan una deficiencia de nitrégeno, y la asociacion
simbidtica entre plantas y bacterias fijadoras de nitrégeno, conocidas como diazétrofas, aumenta el nivel
de este nutriente (Soussi et al., 2016). El nitrégeno, constituyente principal de aminodcidos, proteinas,
nucleédtidos, coenzimas y clorofila, es un nutriente esencial (Raven et al., 1992). A pesar de que es uno de
los elementos mas comunes del planeta su produccion frecuentemente se ve limitada en los cultivos

debido a que las plantas son incapaces de asimilar directamente el nitrdgeno en su forma atmosférica (N,),
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por la estabilidad de un triple enlace que presenta su estructura molecular (Azcon- Bieto y Talén, 2008).
La dindmica de este elemento en el suelo esta regulada por procesos bioldgicos derivados de la actividad

microbiana del suelo para su mineralizacion, nitrificacion, amonificacién y desnitrificacion (Perdomo et al.,

2000).

La fijacion bioldgica del nitrégeno en parte es llevada a cabo por bacterias diazétrofas, ya sea
rizoféricas o enddfitas, asi como de vida libre o simbidticas (Parsons y Sunley, 2001). El proceso estd
mediado por la enzima nitrogenasa reductasa, la cual cataliza la conversion del nitrégeno atmosférico (N,)
a amonio (NHs), una forma asimilable para las plantas (Ureta y Norlund, 2002). La enzima esta conformada
por dos proteinas: una proteina que contiene fierro (proteina-Fe) y otra que contiene molibdeno y fierro
(proteina Mo-Fe). El complejo de la nitrogenasa es altamente sensible a oxigeno, por lo que las bacterias
diazétrofas de vida libre tienen estrategias para hacer frente a este problema. Por ejemplo, la especie
Azotobacter vinelandii es capaz de fijar nitrégeno por medio de dos nitrogenasas: una que contienen

vanadio, que tolera mayores concentraciones de oxigeno, y otra que contiene hierro (Espin, 2003).

1.1.4. Establecimiento de la relacion planta- bacteria

Los beneficios que reciben las plantas por parte de las PGPR varian segun el hospedero vegetal y el tejido
de la planta que puedan llegar a colonizar. En el proceso de colonizacién estan involucrados factores
genéticos, incluso morfoldgicos y fisioldgicos, los cuales contribuyen a la colonizacidon de bacterias

endofitas (Adams et al., 2002).

La colonizacién inicia en la rizosfera, la cual es una zona altamente dinamica. El proceso de
migracidn de las poblaciones bacterianas a las raices inicia en respuesta a la liberacién de compuestos
orgdnicos liberados por la planta. Estos exudados vegetales estan compuestos principalmente de
aminodcidos, nucledtidos, acidos grasos, compuestos orgdnicos fendlicos, azlcares y vitaminas (Uren,
2007). El efecto rizosférico implica la capacidad de los exudados para actuar como quimios atrayentes de

las comunidades microbianas (Hardoim et al., 2008; Ramos et al., 2018).

Se ha reportado que las plantas son capaces de establecer inmediatamente comunidades umbral
de bacterias endofitas posterior a la germinacion, dado que compiten por un nicho y nutrientes, lo que

provoca cambios constantes en la estructura de las comunidades bacterianas en la rizosfera; este umbral
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no solo puede verse afectado por factores ambientales, sino aparentemente también por el tipo de cultivo

(Hallmann et al., 1997; Adams et al., 2002).

1.1.5. Aportaciones de las PGPR en la agricultura

En la agricultura y la horticultura son los campos donde mas investigacion se ha realizado sobre PGPR, con
el fin de desarrollar bio productos eficientes como los biofertilizantes y biopesticidas. El uso de
biofertilizantes alude al empleo de microorganismos del suelo aplicados a semillas, superficies vegetales,
o suelo, donde los microrganismos colonizan la rizosfera o el interior del organismo vegetal, aumentando
la disponibilidad y consumo de nutrientes minerales. Actian de manera directa suministrando nutrientes
a su planta hospedera, o de manera indirecta influenciado positivamente el crecimiento de la raiz y su
morfologia, asi como la estimulacién de otras relaciones benéficas (Vessey, 2003). De igual manera, las
PGPR tienen aplicacion como biopesticidas, favoreciendo el control sobre organismos fitopatégenos

(Whipps, 2001).

Los beneficios que se han observado al suplementar plantas con PGPR incluye la estimulacion de
la sintesis de sustancias reguladoras de crecimiento, la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de
nutrientes, la produccién de siderdforos y el control de fitopatégenos, dando como resultado la promocién
de crecimiento. Algunos de los géneros estudiados para su aplicacion con fines agricolas han sido:
Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Serratia, Klebsiella, Beijerinckii, Pseudomonas, Bacillus, Burkolderia,

Anabaena, Nostoc y Arthrobacter (Riveros- Angarita et al., 2010).

1.1.6. Produccion de cultivos de solanaceas en México y cultivos en Baja California

La familia Solanacea incluye importantes plantas con relevancia agricola, como la papa (Solanum
tuberosum L.), el chile (Capsicum spp.), el tomate (Solanum lycopersicum L.) y los tomatillos (Physalis
philadelphica Lam.). En México hay 34 géneros de esta familia, de la que se derivan 381 especies y 18

variedades (Martinez et al., 2017).

El cultivo de tomate es uno de los cultivos de hortalizas mas populares y de mayor consumo a nivel

mundial (Grandillo et al., 1999). De acuerdo a la FAO, en el 2019 se produjeron 180,766, 329 toneladas en
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un area de 5, 030, 545 ha a nivel mundial; México ocupd el noveno lugar con una produccion de 4, 271,
914 toneladas en un area de 87, 917 ha (FAO, 2019). Su distribucion nativa se da en los estados de
Aguascalientes, Colima, Durango, Guanajuato, Jalisco, Nayarit, Michoacan, y Oaxaca (Martinez et al.,
2017). En Baja California el tomate rojo es el principal cultivo vegetal de produccidn, representando el
22.4% de produccién agricola total del estado (Borja- Bravo et al.,, 2013; Delgado at al., 2020). Los
principales sitios donde se siembra son San Quintin, Maneadero, San Vicente y Ojos Negros (SADER, 2020).
En San Vicente y San Quintin el clima es muy arido, arido y templado con temperatura media anual entre
12°Cy 18°C vy el mes mas caliente de 22° C, siendo la temperatura del mes mas frio de entre -3°y 18° C,
las lluvias ocurren en invierno, con suelo de composicion de calcisol- pétrico y arenosol haplico (Arriaga-
Cabrera, 2000). El valle de Ojos negro presenta un clima semiarido, tipo mediterraneo, de igual manera
las lluvias ocurren en invierno y la temperatura media anual es de 18.7° C, con mdximas y minimas de 52.8

y -4° C respectivamente (Venegas Cardoso y Lépez Garcia, 2005).

De chile, incluyendo picantes y pimientos verdes, a nivel mundial en el 2019 se cosecharon 38,
027, 164 toneladas en un area de 1,990,926 ha. México ocupd el segundo lugar como productor de este
cultivo después de China, cosechando 3, 238, 245 toneladas en un drea de 149, 577 ha (FAO, 2019). Existen
diferentes variedades de la especie Capsicum annum en el pais, siendo Baja California, Baja California Sur,
Campeche, Jalisco, Oaxaca, Veracruz, Puebla, Veracruz, Quintana Roo, Querétaro, Tamaulipas, Chihuahua,

Nuevo Ledn y Chiapas, los estados con distribucién nativa (Martinez et al., 2017).

En cuanto al cultivo de la berenjena (Solanum melongena L.), en el 2019 a nivel mundial se
cosecharon 55, 197, 878 toneladas en un area de 1, 847, 787 ha (FAQO, 2019). De acuerdo al FIRCO (2018),
en ese ano México ocupd el doceavo lugar como productor a nivel mundial, produciendo 138, 214
toneladas. Sinaloa tiene la mayor superficie de cultivo con 2, 101 ha distribuidas en cinco municipios y una
produccién de 162, 557 toneladas al afio. Después se encuentran los estados de Querétaro y Sonora con

una produccion anual de 4, 470y 3, 355 toneladas de producciéon respectivamente (FIRCO, 2018).

En el estado de Baja California al 2019 se sembraron 131,783.93 ha de diversos cultivos como el
trigo, algodén hueso, avena forrajera, cebolla, cebada, sorgo, variedades de tomate, fresa, chile, chicharo,

especias, entre otras (SIAP, 2019).



1.1.7. Solanum hindisanum Benth

Solanum hindsianum, tradicionalmente conocida en México como “Mariola”, es un arbusto de la familia
solanacea. Es nativa del desierto Sonorense y también puede encontrarse en el desierto central de Baja
California (Chiang, 2009). Crece y florece bien en condiciones daridas, teniendo una tolerancia significativa
a las condiciones ambientales extremas que predominan en algunas zonas de la peninsula Baja
Californiana. Se le encuentra en ecosistemas de matorral xerdéfilo y en bosque tropical caducifolio y/o
espinoso, en zonas con suelos mayormente bien drenados o sitios con grava a lo largo de arroyos y laderas

(Little, 2011).

En cuanto al fenotipo de la planta, los tallos jovenes son de color verde amarillento palido; llegan
a presentarse espinas de color marrdn rojizo y en el caso de los tallos mas viejos la corteza es marrén a
grisdcea o marrdn rojizo. Presenta hojas simples, de 2-3 cm de largo, ovaladas a elipticas y de apariencia
secas verde amarillento a verde pdlido. La planta tiene inflorescencias terminales o laterales no
ramificadas, de 3-4 flores por lado color violeta, y cuando se secan son de color marrén a amarillento-

claro (Knapp et al., 2017).

1.1.8. Antecedentes de aislamiento de PGPR en México

Existen antecedentes de aislamientos de PGPR realizados en zonas aridas de México. En el estado de
Guanajuato, en el drea natural protegida “Las Cruces”, Garcia y Luna (2017) aislaron bacterias de la
rizosfera de drboles de mezquite (Prosopis laevigata), encino (Quercus rugosa), y ciruelillo (Embothrium
coccineum), logrando aislar 100 cepas en medio selectivo ACC desaminasa. De éstas, 35 cepas
promovieron la germinacidon en semillas de lentejas (Lens culinaris) y rabano (Rabhanus sativus), 5
mostraron resistencia a hongos fitopatogenos (Fussarium oxysporum, Alternaria sp., y Bipolaris sp.) y en

17 se observé produccién de siderdforos.

Aguirre- Garrido y colaboradores (2012) evaluaron la diversidad y composicién de las comunidades
bacterianas del suelo a granel y la rizosfera de tres especies de cactus: Mammillaria carnea, Opuntia
pilifera y Stenocereus setllatus, provenientes de la reserva de la biosfera de Tehuacan-Cuicatlan en el
centro de México. Encontraron que la composicion de los géneros era muy similar en distintas estaciones,
destacando aquellos del género: Rhizobium, Enterobacter, Pseudomonas, Burkholderia, Paenibacillus,

Arthrobacter, Acinetobacter, Herbaspirillum, Massilia, Sinomas, Leifsonia, y Ochrobactrum.
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En un estudio realizado mediante colectas en el sistema costero en La Paz, B. C.S., Rueda-Puente

y colaboradores (2018) analizaron la comunidad microbiana de la rizosfera de la especie Salicornia
bigelovii, una haldfita con un promisorio valor bioldgico y comercial en zonas dridas y cuya productividad
depende de las aportaciones de nitrégeno. Encontraron una alta diversidad de comunidades bacterianas,

con poblaciones dominantes del género Rhizobium spp. y Bacillus spp.

Recientemente, Delgado-Ramirez (2020), aisl6 PGPR del suelo de la rizosfera de la solandcea
endémica Solanum hindsianum a lo largo de la peninsula de Baja California. Mediante pruebas de
caracterizacion de crecimiento vegetal y antagonismo contra hongos fitopatdgenos, identificd bacterias
del género Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, y Streptomyces capaces de promover el crecimiento de
tomate y de reducir el dafo producido por el hongo de importancia en la region Fusarium lycopersicum F.

sp. Lycopersici.

Es importante mencionar que en Baja California no se ha realizado el aislamiento de PGPR
enddfitas provenientes de plantas con distribucidn nativas, como es el caso de S. hindsianum. Mds aun, no
se han evaluado los efectos que pueden llegar a tener sobre hospederos vegetales de otras especies de la

familia Solanaceae.

1.2. Justificacion

Hoy en dia la produccién de cultivos presenta grandes retos. Principalmente, existe la necesidad de lograr
el aumento de demanda de produccidn correspondiente al desarrollo demografico de manera sostenible,
evitando el uso de los agroquimicos vy fertilizantes sintéticos téxicos utilizados de manera habitual en la

agricultura tradicional.

La produccidn sostenible consiste en fomentar el uso eficiente de recursos, asi como minimizar el
dafio al medio ambiente. Es importante encontrar alternativas como lo son los biofertilizantes que
mediante diferentes funciones promueven el crecimiento en organismos vegetales. El aislamiento de
PGPR adaptados a las condiciones climaticas de la regién es una alternativa prometedora, por ende, las
bacterias asociadas a cultivos nativos relacionados con aquellos de interés agricola son sustitutos

potenciales.



1.3. Hipétesis

Las PGPR enddfitas de la solanacea nativa Solanum hindsianum tienen efectos positivos en el crecimiento

de solanaceas de interés agricola como el tomate, la berenjena y el chile.

1.4. Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Aislar, caracterizar y determinar el potencial de bacterias enddfitas de vida libre de Solanum

hindsiaum como promotoras de crecimiento vegetal.

1.4.2. Objetivos especificos

Aislar bacterias enddfitas de vida libre.

° Caracterizar los microorganismos mediante pruebas bioquimicas y microbiolégicas como

promotores de crecimiento vegetal.

° Identificar los aislados mediante pruebas moleculares.

o Confirmar la presencia de genes relacionados a la fijacién de nitrégeno en cepas aisladas a

partir de medios selectivos para bacterias diazétrofas.

° Determinar la variabilidad de los aislados bacterianos como promotores de crecimiento vegetal

en diferentes solandceas de interés agricola.



Capitulo 2. Metodologia

2.1. Colecta de muestras

El primer muestreo de S. hindsuanum se realizd en el 2019 mediante transectos en la parte central de la
peninsula de Baja California. El segundo en septiembre del 2020, en Bahia de los Angeles, B.C. y en el ejido
San Lucas, ubicado a 15 km al sur de Santa Rosalia B.C.S. Las muestras se colocaron en bolsas de plastico
con cierre hermético y se mantuvieron en hielo hasta su procesamiento. En la tabla 1 se muestran el lugar

de origen de las muestras y las coordenadas de la ubicacidn:

Tabla 1. Ubicacién de las colectas vegetales.

Cédigo del Lugar de muestreo Ubicacién geografica

sitio

S1 Ramona 29°54'03"N 115°06'13"W

S2 Jaraguay 29°37'18"N 114°34'57"W

S3 Carretera Guerrero Negro- La Nueva Odisea 29°27'40"N 114°26'49"W

sS4 Codornices 29°11'43"N 114°16'52"W

S5 La Tinaja 28°46'51"N 113°40'18"W

S6 La Tinaja 28°47'18"N 113°38'51"W

S7 San Ignacito 28°44'25"N 113°53'32"W

S8 Santa Margarita 28°09'03"N 113°36'26"W

S9 Campo Aleman 28°05'07"N 113°31'35"W
S10 La Lagunita 28°15'46"N 113°08'44"W
S11 Santa Ana 29°03'29"N 114°02'47"W
S12 Chapala 29°27'04"N 114°20'02"W
S13 Chapala 29°27'53"N 114°20'09"W
S14 Asamblea 29°30'55"N 114°17'50"W
S20 Bahia de los Angeles 29°03'55.9"N 114°01'37.5"W
S21 Ejido San Lucas 27°13'20.0"N 112°13'26.0"W
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2.2. Procesamiento de muestras

Se retird el suelo de las raices mediante enjuagues con agua de la llave y con una navaja se realizaron
cortes de los tejidos. Las hojas y tallos se colocaron juntos y las raices aparte. Se utilizaron de 3-5 hojas, 5
cm de raiz, 5 cm detallo joven y 5 cm de tallo mas longevo, reconociéndose por el color y la altura a la que
se encontraban de la planta. Se depositaron los tejidos en tubos falcdn de 50 mly se procedié al protocolo
de esterilizacién de tejidos, el cual consistié en sumergir los tejidos en etanol al 70% por un minuto, se
retir6 y se sumergieron en hipoclorito de sodio al 10% por 5 minutos, se retiré y se sumergieron
nuevamente en etanol al 70% por 30 segundos. Para retirar el etanol, se realizaron 3 enjuagues seguidos

con agua destilada estéril.

Posteriormente se trituraron en una solucién salina con la ayuda de un mortero. La solucién salina
contiene por litro: 0.1 g de fosfato dipotasico, 0.05 g de sulfato de magnesio, 0.02 g de cloruro de sodio,
0.05 g de cloruro de calcio dihidratado. Se dejaron reposando en la solucién aproximadamente 15 minutos

y a partir de una dilucién se inoculé en los medios selectivos.

2.3. Inoculacion en medios

2.3.1. Preparacion de medios

Las muestras del 2019 se inocularon en tres medios selectivos: TY (Triptone yeast) adicionado con calcio,

AGS para actinobacterias y King B para Pseudomonas fluorescentes.

El medio TY contiene por litro: 6 g de triptona, 3 g de extracto de levadura, 0.38 g de cloruro de
calcioy 15 g de agar. Para el medio AGS se requiere por litro: 1 g de arginina mono clorhidrato, 12.5 g de
glicerol, 1 g de fosfato dipotasico, 1 g de cloruro de sodio, 0.5 g de sulfato de magnesio heptahidratado,
0.01 g de sulfato de hierro hexahidratado, 0.001 g de sulfato de cobre pentahidratado, 0.001 g de sulfato
de zinc heptahidratado, 0.001 g de sulfato de magnesio y 15 g de agar, el pH se ajusto de 6.9 a 7.1. El
medio King B requiere para su preparacién por litro: 20 g de peptona, 1.5 g de fosfato dipotdsico anhidrido,
1.5 g de sulfato de magnesio heptahidratado y 12 g de agar. Estos medios se vaciaron en cajas Petri de 10

cm, aproximadamente 20 ml por caja.
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De los muestreos del 2020 se aislaron bacterias diazétrofas a partir de los medios selectivos NFb,

LGl y Azotobacter. El medio NFb semisélido propuesto por Baldani et al. (2014), requiere para su
preparacion por litro: 5 g de acido malico, 0.5 g de fosfato dipotasico, 0.2 g de sulfato de magnesio
heptahidratado, 0.1 g de cloruro de sodio, 0.2 g de cloruro de calcio di hidratado, 4.5 g de hidréxido de
potasio, 2 ml de solucién de micronutrientes de micronutrientes (Sol. -1000 mL: 0.04 g de sulfato de cobre
() pentahidratado, 0.12 g sulfato de zinc heptahidratado, 1.4 g 4cido bérico, 1.17 g de molibdato de sodio
dihidratado), 2 ml de azul de bromotimol, 4 ml FeEDTA (1.64 1%), 1 ml de biotinay 1.8 g de agar. Ademas,
se prepard una variacion del medio NFb con 1.2 g/l de cloruro de sodio y se le etiqueté como medio

NFb1.2. El pH se ajusté a 6.5 en ambos casos.

El medio LGI propuesto por Baldani et al. (1984), requiere para su preparacion por litro: 5 g de
sucrosa, 0.2 g de fosfato dipotasico, 0.6 g de fosfato mono potdsico, 0.2 g de sulfato de magnesio
heptahidratado, 0.002 g de cloruro de calcio di hidratado, 5 ml de azul de bromotimol, 4 ml FeEDTA
(Hierro), 1 ml de biotina, 1.8 g de agar y el pH se ajusté a 6.2. El medio Azotobacter requiere para su
preparacion por cada litro: 5 g de glucosa, 5 g de manitol, 0.10 g de cloruro de calcio di hidratado, 0.005 g
de molibdato de sodio, 0.90 g de fosfato dipotasico, 0.1 g de fosfato mono potasico, 0.01 g de sulfato de
hierro heptahidratado, 5 g de carbonato de calcio, 1.5 g de agar y el pH se ajusta a 7.3. La glucosa y el
manitol se prepararon por separado en 50 ml de agua destilada. Se colocaron 5 ml de medio en viales de
12 mly se esterilizaron a 15 |b de presidon y 120°C durante 15 minutos. En el caso del medio Azotobacter
el medio se agregé en los viales después de la esterilizacion, tras haber mezclado el manitol y la glucosa

posterior a la esterilizacion.

2.3.2. Inoculacidn y aislamiento en medios sdlidos y semisdlidos

Se tomaron 100 pL de la solucién obtenida y se diluyé en 900 uL de solucién salina (dilucion 10: 100), se
tomaron 100 pL de la dilucidn anterior y se diluyeron nuevamente en 900 uL de solucién salina (dilucién
10: 1000). De la dilucién 10:1000 se tomaron 50 pL y se inocularon en las cajas con medios solidos o en los

viales con medios selectivos para diazétrofas.

Los viales se revisaron cada tercer dia observando si habia crecimiento bacteriano en la interfase,
entre el medio y el aire. En aquellos viales donde se observaron crecimientos bacterianos en un periodo

de 7 a 10 dias se re-inocularon en medio semisélido, después en cajas Petri con medio sélido, agregando
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15 gramos por litro de agar, y posteriormente en medio sélido TY. De igual manera las colonias que se
observaron en las cajas con los distintos medios sélidos se pasaron a medio TY para obtener colonias

aisladas y se resguardaron hasta el momento de la caracterizacion.

2.4. Caracterizacion de los aislados como promotores de crecimiento y
antagonistas

Los aislados fueron sometidos inicialmente a una serie de pruebas para determinar si poseian propiedades
de promocion de crecimiento vegetal. Se evalué la solubilizacion de distintos nutrientes mediante pruebas
colorimétricas, la cuantificacion del AIA, la produccién de biofilm y la evaluacion de su actividad
antagénica. Para la evaluacién de solubilizacidon de nutrientes se preparé un cultivo por aislado de 3 ml en
medio liquido TY en tubos de vidrio de 10 ml a partir de gliceroles, dejandolo en incubaciéon por 24 horas
a 30°C. Se finalizé con pruebas de resistencia al estrés hidrico y salinidad con un grupo de aislados

seleccionados de acuerdo a los resultados del primer grupo de pruebas.

2.4.1. Prueba de solubilizacion de zinc

El zinc es un micronutriente involucrado en la fotosintesis y en el metabolismo de los carbohidratos, la
principal funcién de este es estabilizar y/ o activar las proteinas involucradas en estos procesos (Amezcua

y Lara, 2016).

Para esta prueba se utilizé el medio Pikovskaya suplementado con é6xido de zinc (Komal & Kalavati,
2018; Tagele et al., 2019). Se prepard a partir de 1 g de glucosa, 0.05 g de extracto de levadura, 0.05 g de
sulfato de amonio, 0.02 g de cloruro de potasio, 0.01g de sulfato de magnesio heptahidratado, 0.00001g
de sulfato de manganeso, 0.00001 g de sulfato de hierro, 1.2 g de dxido de zinc y 0.25 g azul de bromotimol
(0.025%). Antes de aforar a un litro se ajusto el pH a 7 y posteriormente el medio fue esterilizado a 120° C
y 15 Lb de presidén por 15 minutos. Se colocaron aproximadamente 10 ml de medio en cajas Petri de 6 cm
y se inocularon 25 ul de cada cultivo por aislado. Se incubaron durante 48 horas a 30° Cy el cambio en el

medio de azul a amarillo indicaria resultado positivo.
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2.4.2. Prueba de solubilizacién de potasio

El potasio juega un papel importante en la absorcion del diéxido de carbono en las plantas. Regula la
aperturay cierre de las estomas durante la fotosintesis y es esencial para la produccién de ATP (Restrepo-

Correa et al., 2017).

Para evaluar la capacidad de solubilizaciéon de potasio de los aislados bacterianos se empled el
medio Pikovskaya modificado (Veldzquez-Gurrola y Ramos-Alegria, 2015). Se requiere por litro: 0.5 g de
extracto de levadura, 10 g de glucosa, 0.5 g de nitrato de potasio, 0.5 g de sulfato de amonio, 0.2 g de
cloruro de potasio, 0.1 g de sulfato de magnesio, 0.0001 g de sulfato de manganeso, 0.0001 g de sulfato
de hierro, 0.002 g de azul de bromocresol. Estos reactivos se disolvieron en 500 mL de agua destilada, una
vez ajustado el pH a 7.2 se agregaron 15 g de agar, se aforé el medio a 1 Ly se esterilizé a 15 Ib de presion
y 120°C durante 15 minutos. Se colocaron aproximadamente 10 ml de medio en cajas Petride 6 cm y se
inocularon 25 ul de cada aislado. Después de realizar la inoculacidn, las placas se incubaron durante 72
horas a 30°C. El cambio de coloracién en el medio de color azul a amarillo indicé resultado positivo en la

solubilizacion de potasio.

2.4.3. Prueba de solubilizacion de fosforo

El fosfato se produce por la oxidacion y la reduccién de compuestos del fosforo mediante reacciones de
transferencia de electrones (McDonald et al., 2001). El mecanismo principal para su solubilizacion es la
produccién de acido glucdnico, y enzimas como fitasas, C-P liasa y fosfatasas (Otieno et al., 2015). En las
plantas acelera la maduracién, promueve la produccidn de semillas y es importante en numerosos
procesos metabdlicos como la biosintesis de glucidos y lipidos, y la sintesis de clorofila y carotenoides

(Estrada et al., 2011).

Se empled el medio Pikovskaya suplementado con purpura de bromocresol (Pikovskaya, 1948;
Corrales-Ramirez et al., 2014). En la preparacion del medio se emplearon por litro: 0.5 g de extracto de
levadura, 10 g de glucosa, 5 g de fosfato de calcio, 0.5 g de sulfato de amonio, 0.2 g de cloruro de potasio,
0.1 g de sulfato de magnesio, 0.0001 g de sulfato de manganeso, 0.0001 g de sulfato de hierro, 0.01 g
purpura de bromocresol. Estos reactivos fueron disueltos en 500 mL de agua destilada y una vez ajustado
el pH de la solucién a 7.2 se agregaron 15 g de agar, después se aford el medio a 1 litro y se esterilizd a 15

Ib de presiény 120°C durante 15 minutos. Se colocaron aproximadamente 10 ml de medio en cajas Petri
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de 6 cm y se inocularon 25 pl de cada aislado. Las cajas se incubaron durante 48 horas a 30°C. El cambio
de coloracion en el medio de color morado a amarillo indicd resultado positivo en la solubilizacién del

fosfato.

2.4.4. Evaluacion cualitativa in vitro de la actividad antagdnica de los aislados sobre Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici raza 1

Este ensayo se realizd en cajas Petri de 10 cm con medio sélido PDA. Se utilizaron colonias bacterianas
crecidas en medio sélido TY. Se colocd un disco del micelio del hongo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici
raza 1y por cada placa se evaluaron tres aislados bacterianos, los cuales se inocularon a los extremos de
la placa con un asa bacterioldgica. Como control se inoculé solo el hongo en una placay se realizd sélo una
repeticidn para cada aislado. Las placas se incubaron durante cinco dias a 25°C. La formacién de un halo
de inhibicién o la reduccidn del crecimiento del hongo por invasién del crecimiento bacteriano indicé

resultado positivo en la capacidad antagdnica del aislado bacteriano.

2.4.5. Evaluacion cuantitativa in vitro de la actividad antagdnica de los aislados ante Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici raza 1

Para cuantificar la actividad antagdnica se seleccionaron aquellos que mostraron antagonismo en la
prueba cualitativa. La evaluacién se realizd por medio de ensayos duales de acuerdo con la metodologia
propuesta por Jeyaseelan et al., (2012). Consistio en colocar un disco del micelio del hongo en un extremo
de una caja Petri con medio PDA Difco™ y del otro extremo un aislado bacteriano. Se realizaron tres
replicas técnicas por aislado, como control se inoculd el hongo en el extremo de la caja sin aislado
bacteriano. En el caso de las bacterias que mostraban morfologias caracteristicas de Bacillus nadadores se
le otorgd un dia de ventaja al hongo. Las placas se incubaron 10 dias a 30° C, tiempo en el que las cajas
control se cubrieron del micelio del hongo. Posteriormente se calculd el porcentaje de inhibicién de los

aislados usando la formula reportada por Jeyaseelan et al., (2012):

R—r

% Porcentaje de inhibicion = * 100
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donde R es el radio del crecimiento del hongo del control y r corresponde al radio del crecimiento del

hongo en presencia de la bacteria.

2.4.6. Cuantificacion de produccion del Acido indol acético (AIA)

Cada cepa se inoculé directo de gliceroles en 3 ml de medio liquido TY suplementado con 500 ug/mL de
triptéfano (Ahmad et al., 2008) en tubos de vidrio de 10 ml, usando tres replicas técnicas por aislado. El
cultivo se mantuvo en agitacidn constante durante 48 horas a una temperatura de 30°C y 150 rpm.
Posteriormente, se paso el cultivo a tubos Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd a 10,000 rpm durante 3
minutos. Del sobrenadante se colocaron 200 plL en una microplaca de 96 cavidades y se adicionaron 100
uL del reactivo Salvkowsky por pozo (Gordon & Weber, 1951). Para el desarrollo de la curva de calibracion
las concentraciones de AlA fueron ajustadas a 5, 10, 20, 50, y 100 pg/mL. Se dejaron reposar por un periodo
de 15 minutos y se midié la densidad éptica 540 nm un lector de placas Multiskan Sky de ThermoFisher y
el software Thermo Scientific Skanlt PC, el cual determina las concentraciones de AIA a partir de la curva
patron mediante un modelo de regresion lineal, contemplando la desviacién estandar y el coeficiente de

variacion para las réplicas técnicas realizadas.

2.4.7. Cuantificacidon de la producciéon de biofilm

Esta evaluacidn se realizo siguiendo la metodologia modificada propuesta por O'Toole (2011). Cada cepa
se inoculé por triplicado en 200 pl de medio liquido TY en una microplaca de 96 cavidades. Los cultivos se
dejaron en incubacidn por 24 horas a una temperatura de 30°C y 150 rpm. Después se colocaron sobre
una mesa por 24 horas. Posteriormente, se retird el medio de cultivo volteando la placa sobre una charola
y se paso a otra charola para ser enjuagada. Se dejo reposar por 5 minutos hacia abajo para retirar el
exceso de agua y después se agregaron 200 pl de cristal violeta al 0.1% y se dejé reposar 15 minutos a fin
de permitir que el colorante se uniera al biofilm. Transcurrido el tiempo se retird el colorante volteando la
caja sobre una charola con agua y se enjuagd la placa tres veces con agua de la llave. La placa se dejé
secando 30 minutos volteada con un angulo aproximado de 30 grados. Una vez que no habia residuos de
agua se agregaron 250 pl de acido acético al 30% con el fin de disolver el colorante que habia quedado

unido al biofilm y después de 15 minutos se pasaron 200 ul a una microplaca limpia. Se colocé como blanco



16

el acido acético y la absorbancia se midié a 550 nm en el lector de placas Multiskan Sky de ThermoFisher

con el software Thermo Scientific Skanlt.

2.4.8. Evaluacion de la respuesta ante el estrés hidrico (estrés osmético)

Esta prueba se realizé con los aislados que mostraron mayor potencial como promotoras de crecimiento
en las pruebas de caracterizacién anteriores, a partir de la metodologia propuesta por Wang et al., (2014).
Primeramente, se inocularon los aislados bacterianos desde gliceroles en tubos de vidrio estériles de 10
ml con 2 ml de medio nutritivo TY y se dejaron incubando en agitacidén por 24 horas a una temperatura de
30°Cy 150 rpm. Posteriormente, las bacterias fueron inoculadas por triplicado a un valor de absorbancia
aproximado de .03 (D.O. 600 nm) en tubos de vidrio de 10 ml con medio nutritivo TY adicionado con
polietilenglicol 6000 (PEG) a una concentracion de 10%, 20% y 30%; como control se utilizé medio TY.
Adicionalmente se agregd triptofano (500 pg/mL) a todos los medios, con el fin de evaluar si en estas
condiciones habia diferencias en la produccién del 4cido indol acético. Se midié la densidad éptica a 600
nm para registrar la absorbancia en el tiempo cero y se dejaron incubando en agitacién durante 72 horas
a una temperatura de 30°C y 150 rpm, midiendo la absorbancia cada 24 horas. Al finalizar se midid la
produccién del AIA contrastando con la curva de calibracién antes mencionada en la seccién 2.4.6
(Aniruddha y Jubair, 2013); la produccion se ajusto de acuerdo a la absorbancia observada a las 72 horas.
Las lecturas se tomaron en el lector de placas Multiskan Sky de ThermoFisher y el software Thermo

Scientific Skanlt.

2.4.9. Evaluacidn de la respuesta a estrés por salinidad

Al igual que en la prueba anterior sdlo se utilizaron los aislados con mayor potencial como PGPR. A partir
de un cultivo overnight los aislados se inocularon por triplicado a un valor de absorbancia aproximado de
.03 (D.0. 600nm) en tubos con medio nutritivo TY adicionado con cloruro de sodio (NaCl) .5%, 1% vy 3%
(Lopez- Alcocer et al., 2017); como control solo medio TY. Adicionalmente, se agregd triptéfano (500
ug/mL) a todos los medios, con el fin de evaluar si en estas condiciones habia diferencias en la produccion
del 4cido indol acético. Se midié la densidad éptica a 600 nmy se dejaron incubando en agitacién constante
durante 72 horas a una temperatura de 30°C y 150 rpm, registrando la absorbancia cada 24 horas. Al

finalizar se midid la produccion del acido indol acético, y se ajustd conforme a la absorbancia del cultivo
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reportada a las 72 horas. Las lecturas se tomaron en el lector de placas Multiskan Sky de ThermoFisher y

el software Thermo Scientific Skanlt PC.

2.5. Identificacion molecular mediante la secuenciacion del gen RNAr 16s

La identificacion de las cepas se realizd a través de la secuenciacion del gen RNAr 16s. Se purificé el ADN
gendmico de los aislados usando el kit Gentra Puregen de Qiagen, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para los aislados donde no se logrd la extraccién con el kit anterior se utilizo el kit Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit de ZYMO research, siguiendo las instrucciones del fabricante. El gen se
amplificd por PCR usando los primers 27F (5- AGAGTTTGA TCMTGGCTCAG-3') (Lane, 1991) y 1492R
(5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3') (Turner et al., 1999). Cada reaccién se llevd a cabo en un volumen total
de 50 pL, conteniendo 1 pL de DNA gendmico (~10 ng), 10 uL de Taq Buffer10 X, 0.5 pL de dNTP mix (0.2
uM), 1 uL del Primer 27F (0.4 uM), 1 uL del Primer 1492R (0.4 uM), 0.5 plL de Taq DNA polimerasa (1.25
U/uL) (Thermo Fisher) y 37 uL de agua destilada. Para la amplificacidn se utilizdé un termociclador MiniAmp
Plus Thermal Cycler, bajo las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacion inicial de 95°C por 3
minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 48°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto y un ciclo
final 72°C por 10 minutos. Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1% usando como referencia una escalera de 1 kb.

Los productos que mostraron el tamafio aproximado de 1500 nucleétidos fueron purificados
usando el protocolo de QlAquick PCR Purification (QIAGEN), utilizando los buffers preparados de manera
casera. Para la purificacién se agregaron 5 volumenes de Buffer PB (100ml: 5M Gu- HCL hidrocloridio de
guanidina, 30% isoproporanol) a un volumen de reaccién de PCR.Posteriormente se pasé a una columna
Qiaquick con un tubo de colecta de 2 mly se centrifugd por un minuto, se descarté el fluido y se agregaron
750 pL de buffer PE (100ml: 10mM Tris- HCL pH 7.5, 80% etanol) a la columna y se centrifugé un minuto a
12,000 Rpm; se descarté el fluido y se centrifugd nuevamente. Para eluir el ADN, la columna se colocé en
un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 mly se agregaron 50 L de buffer EB (100 ml: 10mM Tris-HCI pH
8.5) y se centrifugd 1 minuto. Los productos purificados se secuenciaron por el método de Sanger (Sanger
et al., 1965) en Eton Bioscience, Inc. Las secuencias obtenidas fueron comparadas mediante un Blastn

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con la base de datos de nucleétidos de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=tblastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.6. Deteccidn del gen nifH en aislados obtenidos a partir de medios selectivos
para diazotrofos

Con el fin de confirmar la fijacion de nitrégeno de las bacterias aisladas a partir de medios libres de
nitrégeno se realizd una PCR para la busqueda del gen nifH, uno de los genes mas conservados en bacterias
diazétrofas. En el primer ensayo se utilizaron los primers luedal9F (GCIWTYTAYGGIAARGGIGG) (Ueda et
al., 1995), F2 (TGYGAYCCIAAIGCIGA) y R6 (TCIGGIGARATGATGGC) (Marusina et al., 2001), elegidos a partir
de antecedentes de eficiencias reportados en los trabajos de Gaby y Buckley (2012) y Angel et al., (2018).
Primero se realizé una PCR con los primers luedal9F y R6, y después se combind R6 con F2. Cada reaccion
de PCR se llevd a cabo en un volumen total de 25 uL, que contenia: 1 uL de DNA gendmico (~10 ng), 5 pL
de Taq Buffer 10 X, 0.25 pL de dNTP mix (0.2 uM), 0.5 pL del Primer Uedal19F y 0.5 uL del Primer 19F (0.4
puM), 0.25 uL de Taq DNA polimerasa (1.25 U/uL) (Thermo Fisher) y 17.5 uL de agua destilada. La
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador MiniAmp Plus Thermal Cycler, bajo las siguientes
condiciones: un paso de desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 52°C por 45 segundos, 72°C por 30 minutos y un paso sencillo de elongacion final. Los
productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% esperando observar

un tamafio aproximado de 450 pares de bases.

Se realizd un segundo ensayo a partir de la metodologia de nested primers reportada por
Montafiez et al., (2017). Para la primera amplificacion se emplearon los primers 19F (5-
GCIWTYTAYGGIAARGGIGG) (Ueda et al., 1995) y nifH3 (5-ATRTTRTTNGCNGCRTA) (Zani et al., 2000), la
amplificacion se llevé a cabo en un volumen de 25 pl, contenia: 1 puL de DNA gendmico (~10 ng), 5 uL de
Taq Buffer 10 X, 0.25 pL de dNTP mix (0.2 uM), .5 pL del Primer nifH3 y .5 uL del Primer 19F (0.4 uM), 0.25
pL de Tag DNA polimerasa (1.25 U/uL) (Thermo Fisher) y 17.5 uL de agua destilada. El ciclo de amplificacion
tenia las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacién inicial de 95°C, seguido de 20 ciclos a 48°C
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, 94°C por 45 segundos, y un paso final de elongacién a 72°C antes de
terminar la reaccién a 4°C. Para la segunda PCR se utilizaron los primers nifH11 (5-GAYCCNAARGCNGACTC)
y nifH22 (5- ADWGCCATCATYTCRCC) (Yeager et al., 2004). También se realizé en un volumen de 25 puL
utilizando 2 plL de la primera reaccidn en lugar del templado. La amplificacién se llevd bajo las mismas
condiciones, excepto que la temperatura de anillamiento se incrementd a 55°Cy el nimero de ciclos a 35.
Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% teniendo como positivos aquellas muestras que
presentaran un tamafio aproximado de 450 pares de bases. En las reacciones donde se observaron
distintos tamafios de banda dentro del mismo aislado se procedio a realizar cortes del gel, las muestras se

colocaron en tubos Eppendorf de 1 mly se realizd la purificacidn de la banda del gel.
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La purificacidn del gel consistié en pesar cada tubo y agregar 3 volumenes de Buffer QG (5.5 M
tiocianato de guanidina, 20 mM Tris HCl pH 6.6) a un volumen de gel, después se incubaron por 15 minutos
a 50°C para disolver el gel. Se agregd un volumen de isopropanol por volumen de gel y se paso la muestra
a una columna de centrifugado con un tubo de colecta de 2 ml. Se centrifugé a 13000 rpm y se desechd el
flujo del tubo de colecta. Para lavar se agregd 0.75 ml de tampdn PE en la columna y se centrifugo por 1
minuto, se deseché el flujo y se centrifugd por 1 minuto a 13000 rpm. Para eluir el ADN se colocd una
columna en un tubo de microcentrifuga limpio, y se agregaron 50 microlitros del buffer EB y se centrifugd

por 1 minuto.

2.7. Evaluacion de los aislados sobre la germinacion en semillas de Solanaceas:
tomate (S. lycopersicum variedad Bonnie best), chile serrano (C. annum) y
berenjena (S. melongena)

Para este ensayo se emplearon semillas de tomate de la variedad Bonnie best, de chile serrano y de
berenjena. Se siguid la metodologia propuesta por Xu et al., (2014). Las semillas fueron esterilizadas
superficialmente realizando un enjuague con etanol al 70% por 3 minutos, otro enjuague con hipoclorito

de sodio al 2.5% por 3 minutos, finalizando con 4 enjuagues de agua destilada estéril.

Los aislados bacterianos que habian estado en incubacién por 24 horas a una temperatura de 30°C
y 150 rpm en 5 ml de cultivo liquido TY se ajustaron a una concentracién de 1x10” UFC en solucidn salina
(NaCl 0.85%) aforando a 3 ml el volumen total. Se sumergié un aproximado de 30 semillas por aislado en
el cultivo por 60 minutos. Como control positivo se empled una cepa de Bacillus subtilis aislada a partir del
producto comercial BACTISHOCK®, de la empresa Bioproductora de Jardines Sostenibles S.C. de R. L. de

C.V. Como control se simulo la inoculacién solo con solucién salina.

Posteriormente, se colocaron ocho semillas en cajas Petri con agar agua al 0.8%, usando tres
replicas técnicas por aislado. Las placas se envolvieron en papel aluminio, aleatorizando el orden,
dividiendo las cajas totales en tres paquetes. Se dejaron incubando de manera vertical a 25°C por un
periodo de: 5 dias posterior a la germinacion en el caso del tomate, y 7 dias para las semillas de berenjena
y chile. Se contabilizé el total de semillas germinadas cada 24 horas por tratamiento y al finalizar se midié
el tamafio de las radiculas e hipocétilo con una regla. Con los datos obtenidos se llevé a cabo un analisis

ANOVA mediante una comparacion multiple de medias con la prueba Tukey en el programa JASP 0. 11.1
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(https://jasp-stats.org/) con el fin de observar diferencias significativas entre los tratamientos por especie

vegetal al comparar con el tratamiento control (simulacion).

2.8. Evaluacion del efecto de los aislados en solanaceas de interés agricola
mediante ensayos de invernadero

2.8.1. Germinacion de semillas

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas de germinacién in vitro se seleccionaron cuatro aislados
gue mostraron consistencia para realizar ensayos en invernadero: EBCAb1, EBCAb9, EBCAf6 y EBCAe10.
Se usaron distintas semillas de solandceas para evaluar si habia diferencias entre los tratamientos por
especie de planta comparando con el control. Se emplearon semillas de tomate, berenjenay chile, y como

control externo a las solanaceas se utilizaron semillas de rabano (Raphanus sativus L.).

Se esterilizaron de superficialmente 350 semillas para cada planta, siguiendo el protocolo descrito
en la seccion anterior. Se colocaron de 2 a 3 semillas por cavidad en charolas de germinacién de 50 pocillos
gue contenia sustrato de esfagno (Cosmo Peat®) con maxima hidratacién. Las charolas se cubrieron con
plastico negro para estimular la germinacién de las semillas y se mantuvieron en un cuarto con iluminacion
constante. Cuando se observd germinacidn en las primeras semillas se retiré la bolsa y las charolas se
colocaron en una mesa en el invernadero de fitopatdloga del CICESE. Posteriormente, se irrigaron las
plantulas diariamente manteniendo la humedad adecuada del sustrato hasta que se observd la aparicion

de hojas verdaderas.

2.8.2. Preparacion del indculo e inoculacion de plantulas

A partir de gliceroles se prepard un cultivo overnight para cada aislado seleccionado en 50 ml de medio
TY. Ademds, como control positivo se utilizaron dos aislados provenientes del suelo de la rizosfera de S.
hindisianum del género Pseudomonas sp. del trabajo de Delgado- Ramirez (2020), los cuales mostraron
tener efectos positivos en la promocidn de crecimiento en plantas de tomate mediante experimentos in
vivo de invernadero. El cultivo overnight se ajusté a una concentracidon de 1x10° UFC en un volumen de

100 ml con solucién salina (NaCl .85%), basandose en una densidad dptica optimizada para cada cepa.


https://jasp-stats.org/
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Las plantulas se trasplantaron en macetas de 6 pulgadas que contenian sustrato de esfagno con
maxima hidratacién y se inoculd el suelo con 1 ml del indculo por plantula. Como control se simuld la
inoculacidn con solucidon salina. Se realizaron 10 réplicas por cada tratamiento por especie de planta,
terminando con un total de 70 plantas por tratamiento. El lugar de cada maceta en la mesa se aleatorizé

con la funcién <<ALEATORIO>> en una hoja de Excel.

El primer riego se realizé a las 48 horas post inoculacién con el fin de ayudar a la planta a absorber el
maximo inoculo posible. Posteriormente se regaron las plantas dependiendo de la hidratacién requerida
del sustrato. A los 15 dias siguientes se realizé una segunda inoculacién de la misma manera, optimizando
la concentracién para cada colonia a 1x108 UFC y 1 ml por planta. Las plantas se mantuvieron creciendo en
el invernadero segun el crecimiento observado para cada especie: el rdbano por 28 dias, el tomate y la

berenjena 35 dias y el chile 42 dias.

2.8.3. Procesamiento de muestras y analisis estadistico

Al finalizar el tiempo en el invernadero a cada planta se le enjuagaron las raices con abundante agua de la
llave con el fin de retirar la mayor parte del suelo sin dafiar las raices y los pelos radiculares. Para medir el

area foliar se utilizé la aplicacidn en teléfono maovil Easy Leaf Area (https://www.quantitative-plant.org/).

Se tomaron medidas del largo del tallo y de las raices, asi como del didmetro del tallo a la altura de la

corona, con el programa de procesamiento de imagenes digitales ImageJ (https://imagej.nih.gov/).

Posteriormente, cada planta se colocd en una bolsa de plastico con cierre hermético y se
mantuvieron en un cuarto frio a 4°C hasta su secado para obtener el peso seco. Para el secado de las
plantas se colocd la raiz, el tallo y las hojas de cada planta en hojas de papel Kraft y se acomodaron de
manera vertical en un horno de secado a 70°C de 72 a 96 horas. Al finalizar se pesé en una balanza cada
tejido por separado (hojas, tallos y hojas). En una hoja de Excel se calculd el largo especifico de las raices
(RSL), dividiendo el largo sobre el peso seco de las mismas. También se estimé la masa foliar por area

(LMA), dividiendo el peso seco de las hojas sobre el area foliar.

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa JASP 0.11.1. Se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) y una comparaciéon multiple de medias mediante la prueba POST HOC de Tukey (p<0.05). Los

tratamientos fueron significativos donde el valor de p<0.05 al comparar cada tratamiento bacteriano


https://www.quantitative-plant.org/
https://imagej.nih.gov/
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individualmente ante el control. Se graficaron los parametros que fueron estadisticamente significativos

en al menos una especia vegetal.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Aislamiento de bacterias endofitas de Solanum hindsianum

Se logro obtener 31 aislados bacterianos: 8 fueron recuperados de los medios selectivos para fijadoras de
nitrégeno y 23 del medio AGS, King B, y TY (tabla 2). Los aislados EBCAb1 al EBCAc1 se presentan como

diazdtrofos putativos al ser aislados de los medios selectivos, provenientes de los muestreos del 2020.

Tabla 2. Aislados bacterianos obtenidos de los sitios de colecta.

Aislado Sitio
EBCAb1 S20
EBCAb2 S20
EBCAb6 S21
EBCAb7 S21
EBCAb8 S21
EBCAb9 S21
EBCAb10 S21
EBCAcl S21
EBCAel S1
EBCAe2 S1
EBCAe3 S1
EBCAe4 S1
EBCAe5 S2
EBCAe6 S2
EBCAe7 S2
EBCAe8 S3
EBCAe9 S4
EBCAel0 sS4
EBCAf1 S4
EBCAf2 S13
EBCAf3 S13
EBCAf4 S12
EBCAf5 S14
EBCAf6 S14
EBCAf7 S14
EBCAf8 S15
EBCAf9 S15
EBCAf10 S16
EBCAgl S16
EBCAg2 S15
EBCAg3 S15

Se muestra el nombre del aislado y el sitio de colecta.
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3.2. Evaluacidn in vitro de las caracteristicas de promocién de crecimiento vegetal
de los aislados

Mediante las pruebas de solubilizacion de nutrientes se encontrd 25 aislados capaces de solubilizar
fosforo, 27 potasio, y no se detectd la solubilizacion del zinc (Figura 1, Tabla 3). En cuanto a la produccién
de AIA se detectd la produccién en 27 aislados; EBCAb6 y EBCAel0 mostraron los niveles maximos,

alcanzando 35.87 pg/ mly 34.82 pg/ ml, respectivamente.

Tabla 3. Resultados de las pruebas colorimétricas, cuantificacion de AlA y biofilm, y actividad antagénica.

Aislado Solubilizacién Solubilizacion de  Solubilizacion de AlA (pg/ml) Biofilm D.O. Porcentaje de  actividad
de zinc fosforo potasio D.O. 550 nm 540 nm antagonica contra FOLg;

EBCAb1 - + +++ 29.31 0.370 3.51
EBCAb2 - + ++4+ 35.87 0.279 4.52
EBCAb6 - - ++4+ ND 0.147 11.87
EBCAb7 - + + ND 2.123 -
EBCAb8 - - + ND 1.669 -
EBCAbY - + ++ 26.11 1.436 17.73
EBCAb10 - + ++ 31.05 0.634 15.52
EBCAc1 - + ++ 6.55 2.857 12.17
EBCAel - + + 7.24 3.949 11.20
EBCAe2 - + + 8.34 1.027 -
EBCAe3 - - - 7.28 1.761 -
EBCAe4 - + + 5.99 2.904 -
EBCAe5 - + + 6.33 0.517 -
EBCAe6 - + + 5.29 0.246 13.21
EBCAe7 - + + 5.57 0.229 4.18
EBCAe8 - - + 18.05 0.298 -
EBCAe9 - + + 14.22 1.721 7.69
EBCAel0 - + + 34.82 1.576 -
EBCAf1 - + + 11.17 0.627 -
EBCAf2 - + + 8.94 0.638 -
EBCAf3 - + + 18.22 0.410 -
EBCAf4 - - - 8.22 0.230 -
EBCAf5 - - - 6.20 0.326 10.03
EBCAf6 - + - 10.55 4 22.74
EBCAf7 - + + 28.97 0.384 12.37
EBCAf8 - + + 7.63 0.106 -
EBCAf9 - + + 7.95 0.327 -
EBCAf10 - + + 26.41 0.664 14.38
EBCAgl - + + 6.37 0.539 6.19
EBCAg2 - + + ND 0.366 11.96
EBCAg3 - + + 8.10 0.065 -

(+): positivo; (++): positivo con una alta capacidad de solubilizacién; (-): negativo para la prueba; (ND): no se detectd
la produccién.
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Referente a la produccidn de biofilm, se detecté absorbancia en todos los aislados comparando

con el blanco. Resaltan los aislados EBCAel, EBCAf3 y EBCAf6 con un valor de absorbancia cercano al
maximo (4). Las tres cepas tienen caracteristicas morfoldgicas que sugieren pertenecen al género Bacillus

sp.

En los ensayos cualitativos de antagonismo 16 dieron positivo ante F. oxysporum. A estos se les
cuantificd su actividad mediante los ensayos duales y se encontraron porcentajes de inhibicién desde 3.51
hasta un 22.7%. Destacan los aislados EBCAf6, EBCAb9 y EBCAb10 con 22.74, 17.73 y 15.52%

respectivamente (Figura 6).

Figura 1. Ejemplos de los resultados obtenidos de las pruebas colorimétricas de solubilizacion de nutrientes. (A):
fosforo; (B): Potasio.



EBCAIf6- 22.7% EBCAb10- 15.72%

EBCAc1- 12.71% EBCADS- 17.73%

_"-"

EBCAf7-12.37% EBCAe10- 11:2%

Figura 2. Ejemplos de los ensayos de antagonismo mediante ensayos duales. Se muestra la clave del aislado y el
porcentaje de inhibicién.
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Figura 3. Resultados de los ensayos duales en la evaluacidn de antagonismo. El eje Y indica el porcentaje de inhibicidn
de acuerdo a la férmula reportada por Jeyaseelan et al., (2012).

3.3. Evaluacion de la tolerancia al estrés hidrico (estrés osmaético)

Esta prueba se realizé con los aislados que mostraron mayor potencial como promotores de crecimiento
vegetal mediante las pruebas de caracterizacién in vitro: EBCAb1, EBCAb2, EBCAb9, EBCAb10, EBCAe10,
EBCAf3, EBCAf6, EBCAf7 y EBCAf10. En general se observd un pequeiio retraso en el crecimiento de los
aislados en comparacién con el control. Aun asi, se mantiene el crecimiento a diferente nivel en los aislados

incubados con PEG (Figura 4).

En cuanto a la cuantificacidn de AIA, en los aislados EBCAbS y EBCAb10 no se detectd la produccion
en el tratamiento control, solo a una concentracion de PEG del 10%, 1.77 pug/ mly 2.92 pg/ ml,
respectivamente y nula para el 20% y 30%. En casos como EBCAf6 y EBCAf7, no se detectd la produccion
en ningun tratamiento. El caso mas sobresaliente es el aislado EBCAf10, donde los valores de produccion

se triplican al comparar el tratamiento control con el del PEG al 20%, de un 8.11 ug/ ml a 24.59 ug/ ml.
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Figura 4. Resultados de la evaluacién al estrés hidrico en los aislados potenciales como PGPR. En la regién superior
se indica el aislado segun la grafica; a la derecha la produccién de AIA (ug/ ml): (ND): no se detectd produccion.
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3.4. Evaluacion de la tolerancia a la salinidad

Al igual que en la seccidon anterior esta prueba de realizé con los aislados con mayor potencial como PGPR
caracterizados en la primera serie de pruebas, en este caso: EBCAb1, EBCAb2, EBCAb6, EBCAbY, EBCAbL10,
EBCAf10, EBCAel10, EBCAf3, EBCAf6, EBCAf7, y EBCaf10. La mayoria de los aislados mantuvo la misma
curva de crecimiento en las diferentes concentraciones de PEG. El aislado EBCAb6 mostré menor
crecimiento en condiciones de salinidad al 0.5% y 3%. EBCAf6 mostré un aumento en la absorbancia en
los medios adicionados con NaCl al 1% y 3%, entre las 48 y 72 horas (Figura 8), mientras que hay un
descenso en el tratamiento al 0.5%. En el caso de EBCAf10 se observé un descenso de la absorbancia las
primeras 24 horas de incubacién en los tratamientos al 1% y 3%, pero entre las 24 y 48 horas hay una

recuperacion, lograndose adaptar y mostrando niveles de absorbancia comparables con el control.

En cuanto a la produccién de AIA se observaron casos muy marcados donde se dio un ascenso en
la produccién de la fitohormona a mayor concentracidn del PEG a la que se habian inoculado los aislados
bacterianos. Por ejemplo, el aislado EBCAb6 produjo 1.89 pug/ml en el tratamiento control (0% NaCl) y la
produccién asciende hasta un 14.02 pg/ml con el tratamiento de NaCl al 3%. EBCAf10 mostré un
comportamiento similar a lo que se encontrd en la seccién anterior. Se observé 5.31 ug/ml en el control y
una lectura de valor maximo con NaCl al 1%, indicando que el valor fue superior a 100 pug/ml. Para EBCAf6
ocurre lo contrario. En el tratamiento control se observa una produccion de 14.97 pg/ml y disminuye a

mayor contraccién de sal: 2.31 ug/ ml al ser inoculado con NaCl al 3%.
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Figura 5. Resultados de la evaluacién a la resistencia por salinidad en los aislados potenciales como PGPR. En la parte
superior se indica el aislado segun la grafica; a la derecha la produccion de AIA (pg/ ml); (ND): no se detectd

produccion; (NT): no se probd en el aislado.
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3.5. Identificacion de los aislados mediante la secuenciacion del gen RNAr 16s

Se identificaron 15 de los 33 aislados, la mayoria de las cepas pertenecen a los géneros Pseudomonas y
Bacillus. Estos grupos son de los géneros que comunmente se identifican como PGPR. Aislados de Bacillus

sp. principalmente resultan ser resistentes a climas aridos gracias a su capacidad de formar biofilms.

Tabla 4. Resultados de la secuenciacion del gen RNAr 16s, primer 27F.

Aislado 16s- Primer 27F
EBCAb1 Pseudomonas sp.
EBCAb2 Pseudomonas sp.
EBCAb6 -
EBCAb7 Acinetobacter sp.
EBCAb8 Acinetobacter sp.
EBCADb9 Bacillus sp.
EBCAb10 Bacillus sp.
EBCAcl Bacillus sp.
EBCAel -
EBCAe2 -
EBCAe3 -
EBCAed -
EBCAe5 Pseudomonas sp.
EBCAe6 -
EBCAe7 Pseudomonas sp.
EBCAe8 -
EBCAe9 -
EBCAel0 Pseudomonas sp.
EBCAf1 -
EBCAf2 -
EBCAf3 -
EBCAf4 -
EBCAf5 Brevibacillus sp.
EBCAf6 Bacillus sp.
EBCAf7 -
EBCAf8 -
EBCAf9 -
EBCAf10 -
EBCAgl Siccibacter sp.
EBCAg2 Pseudomonas sp.
EBCAg3 Pseudomonas sp.

En la columna de la izquierda se encuentra el nombre del aislado y a la derecha el género de las
coincidencias mds cercanas de acuerdo a NCBI.



32

3.6. Deteccion del gen nifH en diazétrofas de vida libre

Se logrod la deteccion del gen nifH (aprox. 450 pb) mediante el protocolo de Nested Primers reportado por
Montafiez et al., (2017). Estos fueron: EBCAb1, EBCAb2, EBCAb7 y EBCAbS8 (Figura 6). De acuerdo a la

identificacion molecular pertenecen a los géneros Pseudomonas y Acinetobacter.

Ladder EBCAb1 EBCAb2 EBCAD3 EBcabsa EBCADS  EBCAD6 EBCAb7 EBCADE EBCADS EBCADI0 EBCAc1 NGR238  Control  Ladder

Figura 6. Gel de electroforesis con amplificacion del gen nifH. Escalera (Ladder) de 1 kb pb a los extremos. Se
observan diferentes bandas de amplificacién para algunos aislados.

3.7. Ensayos in vitro de germinacion en semillas de solanaceas

En tomate el mayor porcentaje de germinacion se observo en las semillas que habian sido inoculadas con
EBCADb2 (Tabla 5), alcanzandose un 95.83% del total de las semillas a las 96 horas post incubacién (hpi). En
las semillas con los tratamientos de EBCAe10 y EBCAb10 se observé la germinacion mas baja, 83.33% en

ambos casos.

En el andlisis comparativo entre medias (Figura 7) comparando con el control, se encontrd
diferencias significativas del hipocdtilo en las semillas inoculadas con los aislados EBCAe10 y EBCAf10.
Asimismo, en radiculas las diferencias se dieron en las semillas tratadas con los aislados EBCAe10, EBCAf3,

EBCAf6 y EBCAf10. Las diferencias con los tratamientos EBCA e10 y EBCAf10 son a la baja.
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Tabla 5. Porcentajes de germinacion de semillas de tomate Bonnie best.

Tratamiento 24 hpi 48 hpi 72 hpi 96 hpi 120 hpi
Bs 0 58.33 70.83 83.33 87.50
Control 0 41.67 79.17 83.33 83.33
EBCAb1 0 62.50 70.83 79.17 87.50
EBCAb2 0 50 87.50 95.83 95.83
EBCAb6 0 54.17 83.33 83.33 87.50
EBCAbL9 0 54.17 66.67 83.33 87.50
EBCAb10 0 45.83 75.00 79.17 83.33
EBCAel0 0 37.50 70.83 79.17 83.33
EBCAf3 0 54.17 83.33 83.33 91.67
EBCAf6 0 70.83 91.67 91.67 95.83
EBCAf7 0 58.33 87.50 87.50 95.83
EBCAf10 0 62.50 75 83.33 87.50

Se muestran los porcentajes para: (hpi) horas post incubacion, (Bs): tratamiento de Bacillus subtilis con el aislado de
BACTISHOCK ©.
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Figura 7. Diagramas de caja para las mediciones de los tejidos de plantulas de tomate. (A): hipocdtilo; (B): radicula.
(Bs): tratamiento de Bacillus subtilis con el aislado de BACTISHOCK ©. (e)- indica outliers y (*)- tratamientos que
mostraron ser significativos en comparacién con el control.
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En chile serrano se observd un 100% de germinacion Unicamente en las semillas tratadas con el aislado EBCAf10
desde las 144 horas (Tabla 6). A pesar de esto, no habia una abertura total de la semilla y el tejido se observaba
debilitado e incluso con oscurecimiento, del mismo por lo que no se logré obtener medidas de los tejidos. EBCAf3
mostro el porcentaje minimo de germinacidon con un 58.3%. Mediante el analisis comparativo de medias no se
encontraron diferencias significativas en las semillas tratadas con los aislados en las medidas del hipocétilo y de la

radicula (Figura 8).

Tabla 6. Porcentajes de germinacion de semillas de chile serrano.

Tratamiento 24 hpi 48 hpi 72 hpi 96 hpi 120 hpi 144 hpi 168 hpi

Bs 0 0 58.3 62.5 75 79.2 79.2
Control 0 0 33.3 62.5 75 75 83.3
EBCAb1 0 0 33.3 66.7 66.7 79.2 79.2
EBCAb2 0 0 37.5 75 79.2 87.5 95.8
EBCAbG 0 0 29.2 58.3 75 91.7 91.7
EBCAb9 0 0 41.7 70.8 75 87.5 87.5
EBCAb10 0 0 62.5 87.5 87.5 91.7 91.7
EBCAel0 0 0 25 62.5 66.7 75 75
EBCAf3 0 0 37.5 41.7 54.2 58.3 58.3
EBCAf6 0 0 37.5 58.3 75 83.3 83.3
EBCAf7 0 0 62.5 91.7 95.8 87.5 95.8
EBCAf10 0 0 37.5 87.5 95.8 100 100

Se muestran los porcentajes. (hpi): horas post incubacién; (Bs): tratamiento de Bacillus subtilis con el aislado de
BACTISHOCK ®
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Figura 8. Diagramas de caja para las mediciones de plantulas de chile serrano. (A): hipocétilo; (B): radicula. (Bs):
tratamiento de Bacillus subtilis con el aislado de BACTISHOCK ©. (e)- indica outliers.
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En berenjena (Tabla 7), las semillas inoculadas con EBCAb1, EBCAb2 y EBCAb10 alcanzaron el 100% de
germinacion a las 120 hpi. Aquellas con el tratamiento de EBCAf3 mostraron el porcentaje minimo, 87.5%
desde las 144 hpi. Las medidas de los tejidos coinciden con los resultados obtenidos en tomate (Figura 9),
siendo los casos de EBCAb1 y EBCAb6 en los que se obtuvo el mayor crecimiento en hipocdtilo y radicula
correspondientemente. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos comparando

con el control en ambos tejidos.

Tabla 7. Porcentajes de germinacion de semillas de berenjena.

Tratamiento 24 hpi 48 hpi 72 hpi 96 hpi 120 hpi 144 hpi 168 hpi

Bs 0 0 25 66.7 91.7 95.8 100
Control 0 0 12.5 75 83.3 87.5 87.5
EBCAb1 0 0 37.5 79.2 100 100 100
EBCAb2 0 0 12.5 79.2 100 100 100
EBCAbG 0 0 33.3 62.5 83.3 83.3 91.7
EBCAb9 0 0 12.5 37.5 83.3 95.8 100
EBCAb10 0 0 4.2 79.2 100 100 100
EBCAel0 0 0 29.2 66.7 79.2 91.7 91.7
EBCAf3 0 0 16.7 75 75 87.5 87.5
EBCAf6 0 0 8.3 50 91.7 91.7 91.7
EBCAf7 0 0 12.5 54.2 83.3 91.7 91.7
EBCAf10 0 0 25 91.7 95.8 100 100

Se muestran los porcentajes para: (hpi): horas post incubacién; (Bs): tratamiento de Bacillus subtilis con el aislado de
BACTISHOCK ©.
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Figura 9. Diagramas de caja para las mediciones de tejidos de plantulas de berenjena. (A): hipocétilo; (B) radicula.
(Bs): tratamiento de Bacillus subtilis con el aislado de BACTISHOCK ®. (e)- indica outliers.
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3.8. Variabilidad de la promocion del crecimiento en distintas solanaceas
mediante ensayos in vivo en condiciones de invernadero.

3.8.1. Evaluacion del efecto de los aislados sobre plantas de rabano

De acuerdo con el andlisis estadistico, en rabano las diferencias comparando con el control se encontraron
en las variables del peso seco y en el largo especifico de la raiz (Figura 10). Para el peso seco de la raiz las
diferencias se observaron en las plantas tratadas con el aislado rbES061 (Figura 10D), se observa que los

pesos menores se obtuvieron con este tratamiento, la media es 5 veces menos a comparacion del control

(Tabla 8).
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Figura 10. Diagramas de cajas para las mediciones de los parametros morfométricos en plantas de rabano. (A):
numero de hojas; (B): peso seco de hojas; (C): peso seco de tallo; (D): peso seco de raiz; (E): RSL- largo especifico de
raiz. (*)- indica outliers y (*) tratamientos significativos en comparacion del control.
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Tabla 8. Tasa de cambio de la relacion de los pardmetros morfométricos comparando con el tratamiento control en
plantas de rdbano por tratamiento de aislado bacteriano.

Tratamiento AF NH LR LT DC PST PSR PSH LMA RSL
Control 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pseudomonas sp. EBCAbl 0.71 0.84 1.05 0.99 0.82 0.71 0.76 0.76 1.33 1.00
Bacillus sp. EECAb9 0.82 0.95 1.06 0.84 0.83 0.57 0.75 0.84 1.00 2.11
Pseudomonas sp. EBCAel0 0.76 0.96 0.84 0.84 0.99 0.57 0.51 0.87 1.00 1.38
Bacillus sp . EBCAf6 0.89 1.10 0.91 0.83 0.95 0.76 0.44 1.02 " 133 2.88
Pseudomonas sp. rbES061 0.84 0.97 0.96 0.97 0.96 1.01 0.19 0.94 1.00 4.24
Pseudomonas sp.rbES087 0.86 1.03 1.10 1.05 0.96 1.08 0.94 0.89 1.00 1.09

Cambios a la baja a comparacién de control se indican en tonos célidos; en verde se indican los cambios al alta.
Parametros: (AF)- area foliar, (NH)- nimero de hojas, (LR)- largo raiz, (LT)- largo tallo, (DC)- didametro corona, (PST)-
peso seco del tallo, (PSR)- peso seco de la raiz, (PSH)- peso seco hojas, (LMA)- drea por masa foliar, (RSL)- longitud
especifica de la raiz.

3.8.2. Evaluacidn del efecto de los aislados sobre plantas de tomate

En este cultivo las diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos comparando con el
control se encontraron a nivel del nUmero de hojas para los aislados EBCAb1, EBCAbY, EBCAe10 y rbES087
y en el peso seco de los tallos para el aislado rbES087 (figura 11); en ambos parametros las diferencias se

dieron de manera positiva.

Hay pardmetros, para los que inclusive, aunque los tratamientos con los aislados bacterianos no
fueron estadisticamente significativos, se observé que existe un aumento en sus medias de los parametros
en comparacién con el control. Por ejemplo, en general los seis tratamientos con aislados bacterianos
aumentaron el nUmero de hojas. La media es de 6 hojas para el control, mientras que para los tratamientos
bacterianos aumenta 1.81 veces para EBCAf6 y hasta 2.32 veces por parte de EBCAe10, semejante al efecto
por el aislado rizosférico rbES087 que aumentd 2.36 veces este parametro en las plantas (Tabla 9).
Similarmente, el aislado EBCAe10 aumentd el peso seco de la raiz 1.46 veces mas y con el tratamiento de
rbES061 se observd una tasa de cambio de 1.61. En el peso seco del tallo, para el tratamiento control la
media fue de 1.706 gy con los tratamientos bacterianos aumento hasta 1.36, 1.40, y 1.41 veces mas con

los aislados EBCAbY, rbES061 y rbES087, respectivamente.
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Figura 11. Diagramas de cajas para las mediciones de los parametros morfométricos en plantas de tomate. (A):
numero de hojas; (B): peso seco de hojas; (C): peso seco de tallo; (D): peso seco de raiz; (E): RSL- largo especifico de
raiz. (*)- indica outliers y (*) tratamientos significativos en comparacion del control.

Tabla 9. Tasa de cambio de la relacion de los parametros morfométricos comparando con el tratamiento control en
plantas de tomate por tratamiento de aislado bacteriano.

Tratamiento AF NH LR LT DC PST PSR PSH LMA RSL
Control 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pseudomonas sp. EBCAbl 1.23 2.31 1.11 0.97 0.93 L2l 1.36 1.15 1.00 0.76
Bacillus sp. EBCAb9 1.33 2.00 1.16 1.06 0.89 1.36 1.46 1.33 1.00 0.68
Pseudomonas sp. EBCAel0 1.34 2.32 1.13 1.06 0.92 1.26 1.38 0.39 1.00 0.79
Bacillus sp . EBCAf6 1.30 1.81 1.07 1.04 0.91 1.01 1.02 1.03 0.83 1.02
Pseudomonas sp. rbES061 1.53 1.97 1.14 0.90 0.97 1.40 1.61 1.23 0.83 0.59
Pseudomonas sp.rbES087 1.36 2.36 1.14 0.94 0.99 141 1.22 1.34 1.00 0.76

Cambios a la baja a comparacién de control se indican en tonos calidos; en verde se indican los cambios al alta.
Parametros: (AF)- area foliar, (NH)- nimero de hojas, (LR)- largo raiz, (LT)- largo tallo, (DC)- didmetro corona, (PST)-
peso seco del tallo, (PSR)- peso seco de la raiz, (PSH)- peso seco hojas, (LMA)- drea por masa foliar, (RSL)- longitud
especifica de la raiz.



39

Figura 12. Raices de tomate procesadas por tratamientos previo al secado. Tratamientos: A) EBCAb1; B) EBCAbY; C)
EBCAel10; D) EBCAf6; E) rESE061; F) rbES087; G) Control.



40

3.8.3. Evaluacion del efecto de los aislados sobre plantas de chile

De acuerdo con el andlisis estadistico en las plantas de chile las diferencias significativas se dieron en el
peso seco de la raiz por el aislado EBCAe10, aumentando el peso 2.30 veces en comparacién con el control
(Figura 13B). Los resultados son semejantes a los obtenidos en chile, donde las medias del nimero de
hojas y el peso seco de raiz tienden a aumentar con los tratamientos de los aislados bacterianos a
comparacién del control (Tabla 10). Por ejemplo, EBCAb1 aumentd el nimero de hojas 1.61 veces mas y
EBCAe10 2.05 veces. Para el peso seco de la raiz se observa un aumento desde 1.50 veces mas por parte

de EBCADb9 hasta 2.29 veces por parte del aislado rizosférico rbES087.

Es importante mencionar que, en chile, el tratamiento de EBCAf6 provocd la pérdida de varias
réplicas técnicas. Ademas, se observaron raices escasamente voluminosas (Figura 14D). Al observar entre
tratamientos en las comparaciones post hoc, existen diferencias en la medida RSL por parte de este aislado

comparando con ambos aislados rizosféricos rbES061 y rbES087.
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Figura 13. Diagramas de cajas para las mediciones de los pardmetros morfométricos en plantas de chile. (A): nimero
de hojas; (B): peso seco de hojas; (C): peso seco de tallo; (D): peso seco de raiz; (E): RSL- largo especifico de raiz. (°)-
indica datos aislados y (*) tratamientos significativos en comparacion del control.



41

Tabla 10. Tasa de cambio de la relacién de los pardmetros morfométricos comparando con el tratamiento control en
plantas de chile por tratamiento de aislado bacteriano.

Tratamiento AF NH LR LT DC PST PSR PSH LMA RSL
Control 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pseudomonas sp. EBCAb1 118 172 0.91 1.03 0.94 0.97 158 114 1.00 0.67
Bacillus sp. EBCABS 118 1.55 1.03 0.88 0.04 223 1.50 0.99 1.00 071
Pseudomonas sp. EECAe10 1.58 2.05 0.94 1.32 112 1.92 2.30 1.60 100 [ o3 |
Bacillus sp . EBCAfG 0.99 1.80 0.78 0.93 0.80 0.56 1.04 116 7 175 1.75
Pseudomonas sp. rhESOE1 1.57 1.94 0.96 1.16 1.03 1.24 1.98 1.33 1.00 0.44
Pseudomonas sp.rbES087 1.85 2.10 0.04 117 1.08 1.21 2.29 1.60 1.25 0.43

Cambios a la baja a comparacion de control se indican en tonos cdlidos; en verde se indican los cambios al alta.
Parametros: (AF)- area foliar, (NH)- nimero de hojas, (LR)- largo raiz, (LT)- largo tallo, (DC)- didmetro corona, (PST)-
peso seco del tallo, (PSR)- peso seco de la raiz, (PSH)- peso seco hojas, (LMA)- drea por masa foliar, (RSL)- longitud
especifica de la raiz.

Figura 14. Raices de chile procesadas por tratamientos previo al secado. Tratamientos: A) EBCAb1; B) EBCAbY; C)
EBCAe10; D) EBCAf6; E) rESE061; F) rbES087; G) Control.
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3.8.4. Evaluacion del efecto de los aislados sobre plantas de berenjena

En plantas de berenjena se dieron efectos estadisticamente significativos al comparar con el control en el
numero de hojas por parte de EBCAb9, EBCAel10, EBCAf6 y rbES087 y en el peso seco de raiz al hacer la
comparaciéon con EBCAb9, EBCAel0 y rbES87 (Figura 15). Los tratamientos que coinciden en ambos
pardmetros son EBCAbY, EBCael0 y rbES087. En el caso de EBCAe10, aumentd hasta 2.30 veces mas el
peso de las raices (Tabla 11). En ambos parametros las diferencias se dan de manera positiva, con mayor
numero de hojas y mayor peso seco de la raiz con los tratamientos antes mencionados. También, se
observaron cambios por parte del aislado bacteriano EBCAb9, aumentando el nimero de hojas hasta 1.69
veces mas. Aun asi, todos los tratamientos incrementaron esta variable con un aumento minimo de 1.24

veces mas en las plantas con el tratamiento de rbES061.

Asimismo, en este cultivo se observd que de manera general las plantas tratadas con los aislados
bacterianos desarrollaron un mayor numero de hojas y peso seco de la raiz. La media para el nimero de
hojas en el tratamiento de control es de 5.4, mientras que con los tratamientos bacterianos se aumentd
desde 1.24 veces mas en el aislado rizosférico rbES061 hasta 1.69 veces con EBCAb9. Para el peso seco de
la raiz los tratamientos bacterianos llegan a duplicar el valor de la media, 0.642 g en el control, y las plantas
tratadas con aislados bacterianos van desde de 1.050 g (EBCAb1) hasta 1.288 g (rbES087), lo que equivale

a una tasa de cambio de 1.54 y 2.01 a comparacion con el control, respectivamente.
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Figura 15. Diagramas de cajas para las mediciones de los pardmetros morfométricos en plantas de berenjena. (A):
numero de hojas; (B): peso seco de hojas; (C): peso seco de tallo; (D): peso seco de raiz; (E): RSL- largo especifico de
raiz. (*)- indica datos aislados y (*) tratamientos significativos en comparacién del control.

Tabla 11. Tasa de cambio de la relacidn de los pardmetros morfométricos comparando con el tratamiento control en
plantas de berenjena por tratamiento de aislado bacteriano.

Tratamiento AF NH LR LT DC PST PSR PSH LMA RSL
Control 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pseudomonas sp. EBCAb1 1.10 1.37 117 1.22 1.06 1.19 1.64 1.32 1.33 0.94
Bacillus sp. EBCABY 1.29 1.69 1.28 113 1.08 1.19 1.08 1.03 133 -
Pseudomonas sp. EBCAe10 121 1.44 1.29 1.09 1.05 137 2.03 144 133

Bacillus sp . EBCAf6 112 1.52 121 1.08 1.04 1.42 1.59 1.45 1.33 117
Pseudomonas sp. rbES061 1.06 124 127 0.98 0.98 124 179 134 233 1.20
Pseudomonas sp.rbES087 1.17 1.44 1.33 107 117 165 2.01 1.47 1.67 0.66

Cambios a la baja a comparacion de control se indican en tonos célidos; en verde se indican los cambios al alta.
Parametros: (AF)- area foliar, (NH)- nimero de hojas, (LR)- largo raiz, (LT)- largo tallo, (DC)- didmetro corona, (PST)-
peso seco del tallo, (PSR)- peso seco de la raiz, (PSH)- peso seco hojas, (LMA)- drea por masa foliar, (RSL)- longitud
especifica de la raiz.
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Figura 16. Raices de berenjena procesadas por tratamientos previo al secado. Tratamientos: A) EBCAb1; B) EBCAbY;
C) EBCAe10; D) EBCAf6; E) rESE061; F) rbES087; G) Control.
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Capitulo 4. Discusion

En este trabajo se logré aislar, caracterizar y determinar el potencial de bacterias endéfitas de vida libre
del arbusto con distribucién nativa en Baja California Solanum hindsianum, como promotoras de
crecimiento vegetal. Se hipotetizd que debido a que hay una relacion mas cercana al ser bacterias
enddfitas y provenientes de una planta de la misma familia, los efectos positivos se potenciarian al
comparar con plantas pertenecientes a la misma familia: tomate, chile y berenjena, teniendo como control
externo plantas de rdbano. Por medio de pruebas bioquimicas y microbioldgicas de laboratorio se
encontrd que los aislados son capaces de solubilizar nutrientes como el fosforo y el potasio, y producir
biofilm y reguladores de crecimiento vegetal como el AIA. Mas aun, las bacterias mantienen su crecimiento
en condiciones de estrés hidrico y de salinidad, condiciones a las que se enfrentan los cultivos en suelos
aridos, como es el caso en Baja California. Mediante los ensayos realizados en invernadero se encontré
que los aislados endéfitos Pseudomonas sp. EBCAb1, Bacillus sp. EBCAbY, y Pseudomonas sp. EBCAe10 son
capaces de promover el crecimiento a diferente nivel en plantas de tomate, chile y berenjena, ademas de
confirmar los resultados obtenidos previamente por parte del aislado rizosférico rbES087 aislado de la

misma planta nativa.

Al realizar una bioprospeccidn de bacterias promotoras de crecimiento vegetal, ya sean del suelo
a granel, de la rizosfera de una planta o enddfitas, el primer paso es realizar un escrutinio en el laboratorio
de sus caracteristicas fisioldgicas, como la fijacidn de nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos, la produccion
de compuestos volatiles, enzimas y hormonas (Onofre- Lemus el al., 2009, Tenorio- Salgado et al., 2013;
Baldani et al., 2014; Otieno et al., 2015). Los que son utilizados como agentes de biocontrol requieren
examenes de patogenicidad estrictos (Velivelli et al., 2014). Trabajos previos han demostrado que no hay
un método eficiente y eficaz para identificar PGPR mediante pruebas de laboratorio, puesto que los modos
de accion no se han caracterizado completamente (Smyth et al., 2011). Las pruebas de invernadero y
campo implican la habilidad de adhesién por parte del aislado bacteriano para posteriormente lograr la
colonizacion al interior de la planta, lo que es un aspecto critico para que una bacteria benéfica pueda

contribuir a la planta (Mufoz- Rojas & Caballero- Mellado, 2003).

En los ensayos de invernadero los cambios efectuados por los aislados bacterianos se dieron
generalmente en el peso seco de la raiz y de los tallos. Los aislados que se utilizaron para estos ensayos
fueron aquellos donde se observaron los niveles mas altos de produccién de AIA durante la caracterizacién
in vitro. Uno de los principales beneficios de esta fitohormona es el desarrollo de las raices primarias, las

cuales apoyan en el anclaje al suelo de plantulas jovenes, lo que es fundamental para la obtencién de agua
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y nutrientes, aumentando su posibilidad de supervivencia, estimulando el desarrollo de pelos radiculares
y raices secundarias (Patten y Glick, 2002; Duca et al., 2014). Los aislados identificados por su gen de RNAr
16s pertenecen en su mayoria al género Bacillus y Pseudomonas. Cepas de Pseudomonas han sido
caracterizadas como productoras eficientes de esta fitohormona, ademdas de ser microorganismos
modelos en la compresién de la biosintesis y efectos sobre distintas plantas (Patten y Glick, 2002). Se ha
encontrado también que no es necesaria una alta dosis para lograr un efecto positivo sobre la planta,
puesto que altas concentraciones pueden tener efectos adversos; por ejemplo, la inhibicién del desarrollo
de la raiz primaria (Duca et al.,, 2014). Existen otros reguladores de crecimiento vegetal como las
giberelinas y las citocinas. Las hormonas vegetales no se caracterizan por tener un efecto en especifico; su
produccién puede derivar en efectos a corto y largo plazo, y se ha encontrado que al trabajar en conjunto
pueden inducir una determinada expresion morfoldgica (Jordan y Cassaretto, 2006). Falta determinar qué
otros reguladores de crecimiento se encuentran involucrados en los cambios efectuados a nivel de los

tejidos aéreos en las plantas.

Al evaluar el crecimiento de los aislados a distintas concentraciones de NaCl en los ensayos de
tolerancia a salinidad, se observd que Bacillus sp. EBCAb9 mantiene un crecimiento comparable con el
control a una concentracion de 3%. Mds aun, Pseudomonas sp. EBCAe10 logré producir ligeramente mas
AIA al ser inoculado con NaCl al 1%. Los resultados obtenidos son similares con aquellos reportados por
Yousef (2018), donde la cepa de Bacillus subtilis CW-2 fue capaz de crecer a concentraciones de NaCl al
3% y producir AlA eficazmente a concentraciones a 0.5% y 1% de NaCl. Nghia (2017) también reporté
resultados comparables; la cepa Bacillus ST2-1 aislada de suelos afectados por salinidad fue capaz de
producir AIA eficazmente (33.13 mg L-1) y crecer a concentraciones de salinidad del 3%. Ademas, tuvo

efectos favorables sobre la raiz y biomasa de plantulas de arroz en un experimento in vivo.

Posterior a la caracterizacion por medio de las pruebas bioquimicas y microbioldgicas, se
observaron efectos no esperados por parte de los aislados. Por ejemplo, en las pruebas de germinacion in
vitro, los aislados EBCAf3 y EBCAf10 mostraron tener un bajo rendimiento. Especificamente, EBCAf10
mostré no ser apto para ensayos de invernadero al debilitar tejidos en las semillas de chile y berenjena;
incluso no fue posible obtener medidas de los tejidos. Adicionalmente, al realizar los ensayos de
invernadero se observd que EBCAf6 tiene efectos letales al ser inoculados en plantas, principalmente en

plantas de chile y rabano, donde el 40% de plantas que recibieron este tratamiento fenecieron.

La actividad promotora de bacterias rizosféricas, ya sea del suelo o enddfitas, estd relacionada con

su capacidad para suprimir los patégenos transmitidos por el suelo. En las pruebas de antagonismo, los
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aislados que presentaron actividad antagdnica pertenecen en su mayoria al género Bacillus. Delgado
(2020), aisld bacterias del suelo de la rizosfera de la misma planta y evalud su actividad antagdnica con la
misma raza de F. oxysporum, encontrando aislados con porcentajes de inhibicidn que iban desde un 16%
a 68%; el 75% fueron identificados como Bacillus sp. Se ha reportado que los agentes bacterianos de
biocontrol mas usados pertenecen a distintas cepas de este género. B. amyloliquefasciens FZB42, ademas
de suprimir patégenos que viven en la rizosfera de distintas plantas, es caracterizada por su capacidad
para formar biofilms y apoyar en el crecimiento vegetal (Borriss, 2011). El aislado de Bacillus EBCAf6 fue
el aislado donde se observd la mayor produccién de biofilm y actividad antagénica. No obstante, en
invernadero no promovié el crecimiento de las pantas, a excepcion del aumento en el nimero de hojas.
Por otra parte, Bacillus sp. EBCAb9 tuvo efectos positivos en las tres especies vegetales de solandceas,
confirmando que es un aislado capaz de promover el crecimiento vegetal y al mismo tiempo actuar como
agente de biocontrol. Falta evaluar la actividad de promocién de crecimiento in planta de otros aislados
con actividad antagdnica. Por ejemplo, tanto EBCAel como EBCAcl presentan morfologia de Bacillus,
producen eficazmente el biofilm y son parte del grupo de aislados que presentaron mayor actividad

antagonica, ademas de producir eficazmente AlA y solubilizar nutrientes.

Previamente se han aislado bacterias de suelos bajo diferentes condiciones de manejo y de las
raices de distintas solandceas con capacidad de fijar nitrégeno, mediante el empleo de medios libres de
nitrégeno, destacando los géneros Rhizobium, Caulobacter, Cupriavidus, Enterobacter, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Variovorax, y Paleomonas (Zuluaga at al., 2020). Los aislados bacterianos recuperados
de los medios selectivos para dizétrofas fueron identificadas como Bacillus sp., Acinetobacter sp., y
Pseudomonas sp. Uno de los principales objetivos al usar estas metodologias es identificar aquellos
aislados con potencial para aliviar el estrés por falta de nitrédgeno biodisponible, uno de los principales
retos a cubrir cuando se trata de la aplicacion de biofertilizantes en suelos aridos (Soussi et al., 2016).
Guerrieri et al., (2020), aislaron bacterias de la rizosfera de plantas de tomate y seleccionaron PGPRs
iniciando la caracterizacidn con la capacidad de éstas de fijar nitrégeno mediante los medios NFb y LGI;
veintinueve de 98 aislados fueron diazétrofos putativos, siendo Pseudomonas el género mas abundante
en el sueloy el rizopldno de la rizosfera. En la identificacién molecular del presente trabajo concordd que
gran parte de los aislados diazdtrofos pertenecen al género Pseudomonas. En los ensayos de invernadero
Pseudomonas EBCAb1 produjo un aumento en el nimero de hojas y en el peso seco de raiz en plantas de
chile y en tomate los efectos siempre fueron positivos en los pardmetros evaluados al comparar con el
control. Bacillus sp. EBCADY llegd a duplicar el peso seco de raiz en plantas de berenjena con una tasa de
cambio de 1.98 a contrastando con el control, lo que es comparable con el aislado de Pseudomonas sp.

EBCAe10, que fue el mejor aislado en este cultivo y duplicé el nimero de hojas y el peso seco de los tallos
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y las raices en plantas de tomate. Es importante mencionar que en el caso de las bacterias que no fueron
aisladas a partir de medios libres de N, no significa que no cuenten con el potencial para realizarlo. Trabajos
similares ya se han llevado a cabo en solanaceas, por ejemplo, Islam et al. (2013), mediante experimentos
gnotobidticos inoculando plantas de chile y tomate con diazétrofos obtuvo un efecto sustancial en una
variedad de parametros relacionados con el crecimiento, como el largo del tallo y de la raiz, vigor de la
planta y biomasa del peso seco. El estudio anterior sugiere que los efectos no solo se dieron por esta
cualidad de las bacterias que se ha evaluado, sino que estdn involucrados la produccion de enzimas,
fitohormonas y solubilizacion de nutrientes. Asi también, aunque la capacidad de fijar nitrégeno por parte
de las bacterias puede ser facilmente probada en condiciones laboratorio, sus efectos en ensayos de

campo e invernadero son mas complejos y altamente variables.

De acuerdo con las relaciones filogenéticas que se reportan, S. hindsianum tiene una relacion mas
cercana con la berenjena (S. melongena), mas distanciada con el tomate (S. lycopersicum) y después se
encuentra el género Capsicum (Bohs & Olmstead, 1997). Los resultados mas claros y concisos, ademas de
ser positivos, se obtuvieron en plantas de berenjena; posiblemente hay una relacion filogenética que
conlleva a tener beneficios en este caso. Para el tomate, los resultados no se ven claramente debido al
tamafio de macetas que se empled, las plantas se estancaron en el crecimiento de sus raices, mientras que
las chicas continuaban creciendo, observandose diferencias solo en los tejidos aéreos, en el nimero de
hojas y el peso seco de los tallos. En las plantas de chile la principal limitacion fueron las condiciones
climdticas, el rango de temperatura éptima para su crecimiento va de 20 ° a 30 °C, los experimentos se
montaron la primera semana del mes de junio y la temperatura media reportada en la ciudad de Ensenada
fue de 19.3 °C. En cuanto a los resultados observados en las plantas de rdbano no se encontraron efectos
por parte de los aislados sobre este cultivo. La Unica diferencia estadisticamente significativa se dio con el
tratamiento del aislado rbES061 donde el peso seco de la raiz disminuyo; no obstante, en todos los
tratamientos la tasa de cambio comparando con el control siempre fue menor al control, por lo que se
infiere que las cepas bacterianas utilizadas tienen actividad de promocién de crecimiento vegetal

preferentemente en solanaceas.

Por otra parte, el tener 10 réplicas técnicas nos permitié que a pesar de las perdidas en plantas de
chile y rdbano fuera posible obtener medidas fiables, pues en todos los casos se tuvieron al menos 6
repeticiones por tratamiento. Realizar experimentos en invernadero conlleva a un ambiente con
condiciones semi controladas, propenso a cambios ambientales imprevistos y a la accién de fitopatégenos
oportunistas. Los ensayos de evaluacién que utilizan distintas especies vegetales requieren un espacio

amplio en el invernadero, ademas de valoraciones constantes, y la obtencién de resultados requiere
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periodos de tiempo largos. Para tener un primer acercamiento a ensayos de este tipo es recomendable
considerar como alternativas el uso de cdmaras de crecimiento y medio hidropdnico como sustrato en
lugar de suelo, lo que disminuye el tiempo requerido para la obtencién de resultados, asi como el costo

de materiales y el espacio requerido.

Este estudio es una primera ventana a la bioprospecciéon de microorganismos como potenciales
biofertilizantes. Para la formulacidn de un producto se requieren una serie de pasos, lo cual incluye
pruebas en el laboratorio, ensayos de invernadero y posteriormente de campo. En laboratorio aun falta
confirmar la presencia de las cepas bacterianas dentro de los tejidos, evaluar los mecanismos de
colonizacion y estrategias que utilizan dentro de la planta para promover el crecimiento vegetal. Entre los
requerimientos a nivel de campo se debe evaluar si son capaces de establecerse o si necesitan ser
replicados para mantener su efecto, que el efecto de las cepas sea igual al ser inoculadas en distintos
tejidos, como semillas, plantulas o plantas ya adultas, que las cepas se adapten en suelos de pH acido o
basico, que el rendimiento sea igual cuando las cepas solo se aplican a la siembra o en varios momentos
del ciclo del cultivo y temporadas, que exista una especificad entre las cepas y los distintos cultivares y sus

variedades, finalizando con un estudio de factibilidad econdmica.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Se recuperaron 31 aislados bacterianos endéfitos de Solanum hindsianum

e Mediante pruebas de caracterizacidn in vitro se encontrd que 28 aislados son solubilizadores de
nutrientes (P y K), 27 producen AIA, 11 producen biofilm eficazmente y 16 cuentan con actividad

antagonica.

e No todos los aislados provenientes de S. hindisianum tienen efectos positivos en solandceas de

interés agricola.

e Existen aislados bacterianos de S. hindsianum capaces de producir efectos positivos en solanaceas

de interés agricola. Generalmente incrementan la biomasa de las raices y el numero de hojas.

e Mediante esta bioprospeccion se proponen los aislados Pseudomonas sp. EBCAb1, Bacillus sp.

EBCADbY9, y Pseudomonas sp. EBCAe10 como biofertilizantes potenciales.
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Anexo 1.

Medias de los parametros evaluados en los ensayos de invernadero por tratamiento.

Tabla 12. Parametros morfométricos de plantas de rabano.

Tratamiento Area foliar (Cm2) Ndm. de Largo raiz Largo tallo Didmetro Peso  seco Peso  seco Peso  seco Area por masa foliar Longitud especifica de las
hojas (cm) (cm) corona (cm) raiz (g) tallo (g) hojas (g) (LMA) (g*m-2) raices (RSL) (cm g-1)

Control 365.89 + 22.62 7.73+0.44 18.50 + 1.24 3.81+0.18 1.23+0.08 0.95+0.20 1.08+0.12 1.42+0.07 .003 + 1.30e-4 31.09 + 8.00

EBCAb1 259.93 +24.76 6.16 +0.87 19.48 +£3.51 3.79+0.56 1.01+0.09 0.72+0.12 0.76 £0.23 0.86 £0.12 .004 + 8.31e-4 31.17 £ 6.64

EBCAb9 301.11+15.27 6.90 +0.22 19.65 + 1.86 3.79+0.26 1.02 £0.08 0.72+0.13 0.61+£0.15 0.95+0.03 .003 + 1.60e-4 65.65 +38.37

EBCAe10 279.89 +18.57 7.00 £.049 15.48 +1.27 3.20+0.27 1.23+0.14 0.48 £0.08 0.61+0.12 0.98+£0.11 .003 +2.53e-4 42.92 +8.50

EBCAf6 326.28 +25.01 8.00£0.36 16.83 £ 1.69 3.17+0.26 1.18+0.07 0.41£0.16 0.82£0.15 1.17+ 0.09 .004 + 4.54e-4 89.44 +31.26

rbES061 308.63 + 24.88 7.10+0.22 17.74+2.14 3.70+0.30 1.19+0.06 0.18 £0.04 1.08+0.23 1.07+0.11 .003 + 1.96e-4 131.72 £ 24.48

rbES087 314.23 £21.05 7.50 £0.59 20.33+£3.63 3.99+0.22 1.19£0.05 0.89+0.19 1.18+0.17 1.02+0.08 .003 + 1.90e-4 33.76 £9.23

Tabla 13. Parametros morfométricos de plantas de tomate (Bonnie best).

Tratamiento Area foliar (Cm2) Nam. de Largo raiz Largo tallo Didgmetro Peso seco Peso seco Peso seco hojas (g) Area por masa foliar Longitud especifica de las
hojas (cm) (cm) corona (cm) raiz (g) tallo (g) (LMA) (g*m-2) raices (RSL) (cm g-1)
Control 434.15 +34.58 5.80 £0.57 27.57+£1.37 32.63+1.71 0.94 £0.02 1.09+0.18 1.53+0.17 2.55+0.16 .006 +3.72e-4 31.92£524
EBCAb1 553.35+72.99 13.42+1.30 30.55+1.74 31.69+1.40 0.88 +£0.04 1.48+0.23 1.84+0.10 293+0.21 .006 +4.45e-4 24.24 +4.53
EBCAbY 575.82 +46.39 11.60+1.34 32.07£1.72 34.43+£251 0.84+0.03 1.59+0.17 2.08 £0.07 3.39£0.18 .005 +5.69e-4 21.82+2.18
EBCAe10 584.21 + 59.86 13.44+1.39 31.11+£1.97 33.91+1.41 0.87 £0.02 1.50+0.24 1.93+0.10 3.19+0.14 .006 +6.24e-4 25.29+3.99
EBCAf6 563.04 +70.17 10.50 + 1.52 29.41£2.21 34.52+1.17 0.86 +0.05 1.11+0.19 1.54+0.22 2.63+0.39 .005 £3.31e-4 32.70 £+ 8.80
rbES061 665.36 + 66.43 11.42+1.13 31.46+2.28 29.30+1.13 0.92 £0.09 1.76 £0.20 215+0.13 3.14+0.35 .005 +7.34e-4 18.81+1.81
rbES087 588.81 + 63.45 13.71+£2.12 31.37+1.18 30.71+£2.16 0.93 £0.05 1.33+£0.09 2.16 £0.12 3.41+0.17 .006 +4.84e-4 24334213

Tabla 14. Parametros morfométricos de plantas de chile serrano.

Tratamiento Area foliar (Cm2) Nim. de Largo raiz Largo tallo Didmetro Peso seco Peso  seco Peso seco Area por masa foliar Longitud especifica de las
hojas (cm) (cm) corona (cm) raiz (g) tallo (g) hojas (g) (LMA) (g*m-2) raices (RSL) (cm g-1)

Control 90.36 +19.38 10.87 £ 1.09 22.79+0.78 15.10 £ 1.65 0.47 £0.04 0.39 £0.06 0.19+0.04 0.36 £0.07 .004 +2.88e-4 71.68 £12.50

EBCAb1 106.52 + 22.32 18.66 * 3.00 20.84 +1.59 15.58 £ 1.44 0.44 £0.02 0.62£0.13 0.18+0.03 0.42 £0.09 .004 +1.91e-4 47.23£11.11

EBCAb9 106.24 + 20.50 16.85+2.85 23.48+1.36 13.36+0.94 0.44 £0.02 0.59 £0.10 0.42+0.14 0.36 £0.04 .004 +2.98e-4 51.07 +11.86

EBCAe10 142.77 £22.10 22.30+3.32 21.46+1.64 19.90+1.73 0.52 £0.03 0.91£0.09 0.36%0.13 0.58 £0.07 .004 +3.24e-4 25.69 +3.19

EBCAf6 89.3£37.48 19.50 + 5.90 17.70 +2.82 14.07 +3.78 0.37 £0.06 0.41+0.15 0.10+0.03 0.42+0.18 .007 +0.003 125.78 +55.44

rbES061 141.59 £ 29.40 21.11+245 21.88+1.17 17.54+1.74 0.48 £0.03 0.78 £0.09 0.23+0.04 0.48 £0.08 .004 + 3.36e-4 31.24 +4.06

rbES087 167.33 £28.11 22.88+3.12 21.45+1.32 17.67 +1.19 0.49 £0.02 0.90 £0.16 0.23+0.02 0.58 +£0.08 .005 +0.001 30.93+5.78




Tabla 15. Parametros morfométricos de plantas de berenjena
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Tratamiento Area foliar (Cm2) Nam. de Largo raiz Largo tallo Didmetro Peso seco Peso seco Peso seco Area por masa foliar Longitud especifica de las
hojas (cm) (cm) corona (cm) raiz (g) tallo (g) hojas (g) (LMA) (g*m-2) raices (RSL) (cm g-1)

Control 357.49 + 16.48 5.40£0.30 20.00+1.03 10.49+0.30 0.58 £0.01 0.64 £0.05 0.36 £0.02 1.15+0.06 .003 + 6.85e-5 33.10+3.50

EBCAb1 394.33£43.24 7.40£0.79 23.35+£2.28 12.75+1.67 0.61+0.04 1.05+0.17 0.43 £0.06 1.52+0.06 .004 +2.32e-4 31.21+6.52

EBCAb9 459.88 + 18.11 9.10+0.54 25.63+0.81 11.82+0.51 0.62 £0.01 1.27 £0.09 0.43 £0.06 1.89+0.12 .004 + 2.06e-4 21.03+1.67

EBCAe10 431.33+25.88 7.80£0.35 25.89+1.40 11.48+0.60 0.60 +0.04 1.30+0.07 0.50 +£0.04 1.66 +0.08 .004 +2.06e-4 20.75+2.04

EBCAf6 399.14 +47.41 8.20 £0.68 24.28£2.60 11.36+£0.92 0.60 +0.04 1.02+0.17 0.52 £0.07 1.68+0.23 .004 + 2.76e-4 38.74+11.79

rbES061 380.41 +46.25 6.70 £ 0.47 25.49+1.69 10.26 +0.80 0.56 +£0.04 1.15+0.17 0.45 £0.06 1.54+0.21 .007 +.004 39.66 + 15.95

rbES087 419.47 +35.24 7.80£0.57 26.61+£1.25 11.24+0.14 0.67 £0.02 1.28+0.11 0.60 £0.09 1.69+0.19 .005 +.002 21.89+1.70
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Anexo 2.

Aislamiento de rizobiaceas de plantas leguminosas y de Vitis girdiana en Ensenada, Baja
California.

El proyecto en primera instancia tenia como objetivo el aislamiento y caracterizaciéon de bacterias
diazdétrofas provenientes de plantas leguminosas usadas habitualmente como cultivo de cobertura en la
zona vitivinicola del Valle de Guadalupe y de la vid silvestre con distribucidn nativa en Baja California Vitis
girdiana. Desafortunadamente este debié ser cambiado debido a la pandemia causada por el virus SARS-

CoV-2, puesto que no fue posible seguir realizando colectas.

Del proyecto principal se realizaron dos colectas, una en la zona vitivinicola del Valle de Guadalupe
y otra en el ejido San Carlos, al sur de la ciudad. Para aislar rizobidceas de plantas leguminosas se utilizo el
medio TY, mientras que para aislar de V. girdiana se usaron medios selectivos libres de nitrégeno (LGl y
nFB). En la siguiente tabla se muestra el lugar y sitio de colecta por aislado, el hospedero vegetal de
procedencia, el género por el cual se identific6 mediante la secuenciacion del gen RNAr 16s y los resultados

de las pruebas de caracterizacién como PGPR:

Tabla 16. Resumen de las caracteristicas de aislados diazotrofos.

Clave Sitio Coordenad Hospedero Identificacién RNAr 16s Solubilizacién de Porcentaje AIA Biofilm
vegetal nutrientes de (pg/ ml) (550nm)
inhibicién
Zinc Fosforo Potasio _-

EBCAal Hotel UMMA 32°05'33.2"N Lupinus sp. Mucilaginibacter sp. 10.87

116°34'46.4"W + + + 14.05 0.073
EBCAa2 Hotel UMMA 32°05'33.2"N Trifolium sp. Sinorhizobium sp.

116°34'46.4"W - - + ND 0.163
EBCAa3 Hotel UMMA 32°05'33.2"N Trifolium sp. Sinorhizobium sp.

116°34'46.4"W - - + ND 0.046
EBCAa4 Hotel UMMA 32°05'33.2"N Lupinus sp. Kocuria sp.

116°34'46.4"W - - + ND 0.048
EBCAa5 El porvenir 32°02'09.2"N Trifolium sp. Sinorhizobium sp.

116°36'18.4"W - - + 5.38 0.047
EBCAa6 Deckman’s el Mogor 32°02'09.2"N Acmispon Microbacterium sp.

116°36'18.4"W glaber + + + 7.48 0.382
EBCAa7 El porvenir 32°02'09.2"N Trifolium sp. Sinorhizobium sp.

116°36'18.4"W - - + ND 0.166
EBCAa8 Hotel UMMA 32°05'33.2"N Acmispon Caulobacter sp.

116°34'46.4"W glaber - + + ND 1.090
EBCAa9 Hotel UMMA 32°05'33.2"N Acmispon Mucilaginibacter sp.

116°34'46.4"W glaber + - + ND 0.057
EBCAal0 Hotel UMMA 32°05'33.2"N Acmispon Kocuria sp.

116°34'46.4"W glaber - - + ND 0.046
EBCAb3 Ejido San Carlos 31°47'47.2"N Vitis girdiana Phyllobacterium sp. -

116°29'47.9"W - - + 7.74 2.431
EBCAb4 Ejido San Carlos 31°47'13.5"N Vitis girdiana Rhizobium sp. -

116°30'15.3"W + + - 14.27 0.387
EBCAbS Ejido San Carlos 31°47'11.4"N Vitis girdiana Rhizobium sp.

116°30'16.4"W + - + 10.54 11.71 1.397
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(+): positivo para la prueba; (-): negativo para la prueba; (ND): no se detectd produccion.

Este proyecto se puede dividir por una parte en aislados provenientes de plantas leguminosas, y
en otra en aquellos para V. girdiana. En el caso de rizobidceas se necesita tener un nimero considerable
de aislados, realizar las pruebas de caracterizacién, y posteriormente la deteccién de plasmidos en las
cepas bacterianas (Eckhardt, 1978), con el objetivo de revisar si aun siendo la misma especie es la misma
cepa la que esta nodulando el cultivo de cobertura en distintas ubicaciones del Valle de Guadalupe. Por
ultimo, es necesario realizar ensayos de nodulacién con aquellas cepas que tengan caracteristicas de PGPR
a fin de evaluar su capacidad de colonizar otras leguminosas, inducir la formacién de ndédulos y su

desempeiio beneficiando a la planta.

Para el proyecto de V. girdiana también es necesario tener un mayor nimero de aislados, usar
distintos medios, caracterizarlos como PGPR, realizar la identificacién mediante la secuenciacidn del gen
RNAr 16s, y por ultimo llevar a cabo ensayos de antagonismo in planta con aquellos que muestren mayor
potencial como antagonistas del fitopatégeno de importancia y a su vez probar el potencial de estos para
promover el crecimiento vegetal, ya sea en vides de importancia agricola, o en plantas que compartan
necesidades fisioldgicas para desarrollarse que sean similares. Los aislados se encuentran resguardados a

-80 °C en la Divisién de Biologia Experimental y Aplicada de CICESE, en el Departamento de Microbiologia.



