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1. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, debido al crecimiento poblacional, nos hemos visto en la
necesidad de mejorar el rendimiento de los cultivos para poder cubrir la demanda
alimenticia de todos los habitantes; sin embargo, esto ha incrementado la dependencia y
el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados y otros agroquimicos que, a largo plazo,
causan modificaciones en el microbioma del suelo y generan efectos nocivos en el medio
ambiente, como la degradacion del suelo, contaminacion del agua, lixiviacién o
acumulacion de nutrientes. En la basqueda de apoyar a mejorar estas problematicas, los
paises han optado por elegir alternativas que permitan cumplir con la demanda
alimenticia de una forma sustentable. Una manera de impulsar la sustentabilidad de las
practicas agricolas es el uso de microorganismos benéficos que ayuden a reducir la
dependencia hacia los fertilizantes quimicos y al mismo tiempo mejoren la tolerancia al
estres y favorezcan el rendimiento de los cultivos (Muneera et al., 2020). En la naturaleza,
las plantas interactan de forma benéfica con diferentes microorganismos que, colonizan
la rizosfera o el tejido vegetal interno sin causar dafio o enfermedades aparentes; ademas,
se ha demostrado que brindan soporte a las plantas para combatir el estrés y promover el
crecimiento de las mismas; dentro de estos microorganismos encontramos a las bacterias
denominadas promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) (Bolivar-Anillo et al., 2016;
Mohamed Mahmoud et al., 2017). Las BPCV al ser usadas como biofertilizantes
presentan efectos positivos sobre las plantas gracias a su capacidad para incrementar la
disponibilidad de nutrientes esenciales, la sintesis de hormonas vegetales que benefician
el crecimiento y desarrollo de la planta, o mediante la prevencion del estrés (Rojas-Tapias
etal., 2012)

Desde un punto de vista bioldgico, el estrés en las plantas se refiere a las condiciones
externas que afectan negativamente el crecimiento, desarrollo o productividad de las
plantas, este puede ser biodtico o abidtico. El estrés bidtico es causado por organismos
como virus, bacterias, hongos, neméatodos, animales y otras plantas; por su parte, el estrés
abiotico resulta por alteraciones fisicas o quimicas en el ambiente, como la sequia,
salinidad excesiva, temperaturas extremas, etc., (Gull et al., 2019). Con la finalidad de
prevenir dafio y garantizar la supervivencia, las plantas emplean estrategias en respuesta
al estrés como la sintesis de compuestos como polioles (sorbitol y manitol), aminoacidos
(prolina, acido glutdmico) y disacaridos (trehalosa y sacarosa) que pueden funcionar
como osmoprotectores o termoprotectores para reaccionar ante el estrés causado por la
sequia, salinidad o temperaturas extremas (Adams et al., 1990; Avonce et al., 2006;
Vargas et al., 2009; Secks et al., 2009; Castillo-Texta, 2020) o mediante interacciones
simbidticas con diferentes bacterias benéficas, a través de distintos mecanismos como la



sintesis de fitohormonas, la produccion de enzimas liticas, la movilizacion de nutrientes,
la solubilizacion de fosfato (POs) y la fijacion de nitrégeno (Muneera et al., 2020).
Diversas investigaciones sugieren que plantas que poseen la capacidad de sobrevivir a
diversas condiciones climaticas, tienen la capacidad de modificar su microbioma para
retener colonizadores benéficos que pueden ser aislados para aplicarse en cultivos de
interés agrondmico. Dentro de estas plantas, podemos encontrar algunas especies del
género Selaginella (S. nothohybrida, S. lepidophylla) que han desarrollado tolerancia a
la desecacion, una caracteristica que les permite resistir periodos prolongados en estado
deshidratado y rehidratarse cuando las condiciones climéticas son favorables (Alejo-
Jacuinde et al., 2020); esta capacidad se le atribuia a la acumulacion de trehalosa, un
disacarido no reductor, formado por dos moléculas de glucosa (Suarez, et al., 2015); sin
embargo, un estudio metabolomico revel6 que Selaginella moellendorffii, una planta
sensible a la sequia, contenia niveles de trehalosa mas altos que S. lepidophylla, indicando
que este disacarido no se requiere necesariamente para la tolerancia a la desecacion
(Adams et al., 1990; Yobi et al., 2012). Ademas, la sintesis de trehalosa en estas plantas
se atribuyo a los organismos endéfitos asociados (Pampurova et al., 2014); esta propuesta
motivé diversas investigaciones para determinar el papel de los enddfitos asociados a
Selaginella.

En el Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas, del Centro de Investigacion en
Biotecnologia, se seleccionaron dos especies de plantas de resurreccién (S. nothohybrida,
S. lepidophylla), para aislar, caracterizar e identificar los microorganismos endofitos
asociados a estas plantas, en los cuales se han identificado diversas caracteristicas
consideradas promotoras del crecimiento vegetal (sintesis de trehalosa, produccion de
AlA, solubilizacién de fosfatos y capacidad para fijar nitrégeno) (Torreblanca, 2017,
Castillo-Texta, 2020). Con base en lo anterior, en el presente trabajo de investigacion se
muestra el efecto que tienen algunos aislados bacterianos de S. nothohybrida sobre el
crecimiento y desarrollo al ser inoculados en un cultivo de interés agronémico (Solanum
lycopersicum).

1.1. Impacto ambiental

En Meéxico las actividades agricolas son de gran importancia en el medio rural debido a
que son la fuente principal de ingresos y alimentos. Este sector desarrolla sus actividades
mediante el aprovechamiento de los recursos naturales, constituyéndose como uno de los
principales medios de empleo para la poblacion de las zonas rurales.

El sector agropecuario en México ha sufrido, durante varios afios, una serie de
adaptaciones y modificaciones en el uso del suelo (debido a la demanda alimenticia),



obteniendo como consecuencia degradacion del medio ambiente y contribucién al
cambio climatico. Entendemos por cambio climatico, una afectacion directa o indirecta
en el clima causada por las diferentes actividades antropogénicas (ONU, 1996). Teniendo
como resultado incrementos en la temperatura, degradacion de suelos, una mayor
susceptibilidad de los cultivos a patdégenos o plagas y problemas ambientales que afectan
la calidad de la salud humana (Tilman et al., 2002; Trivedi et al., 2017).

El territorio mexicano esta conformado por 1°964,375 km? de superficie territorial; posee
24.6 millones de hectareas destinadas a la agricultura, de las cuales 21.6 millones son
cultivadas (SIAP, 2019). ElI aumento en la producciéon de hortalizas se debe a la
produccién intensiva mediante el uso indiscriminado de agroquimicos (fertilizantes,
plaguicidas, herbicidas, etc.) provocando que en las regiones agricolas del pais se
compacten y erosionen los suelos, se contamine el agua y que las plagas generen
resistencia a los pesticidas (Gonzélez, 2014; Vargas-Gonzalez, 2019). El 54.8% de las
Unidades de Produccion Agricola utilizaron plaguicidas durante el periodo 2012 — 2017,
estos tuvieron un incremento de 9.5% en el consumo. Ademas de dafios en suelo, agua y
atmosfera, los organismos benéficos también se ven perjudicados por el uso incorrecto
de los insumos quimicos en las précticas agricolas (CEDRSSA, 2020). Se ha reportado
que el incremento en el uso de los agroquimicos no siempre da como resultado una
mejoria en el rendimiento de los cultivos; por ello se plantea como desafio el aumento en
la produccion agricola evitando acrecentar los costos agricolas y los impactos
ambientales (SAGARPA, 2019).

Es evidente que las practicas agricolas tradicionales no son ambientalmente ni
econdmicamente viables; es por ello, que los paises en conjunto con organismos
internacionales como la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) buscan opciones amigables con el medio ambiente para satisfacer de
manera sostenible las demandas de seguridad alimentaria mundial. Una manera de
impulsar la sustentabilidad de las practicas agricolas es el uso de microorganismos
benéficos, éstos interactian de manera positiva con las plantas mediante la fijacion y
asimilacién de nutrientes, la resistencia a plagas/enfermedades y mejorando la tolerancia
al estrés bidtico y abiotico (Muneera et al., 2020).

1.2. Estrés

El estrés ambiental ha generado una disminucion en la productividad y calidad del sector
agricola, tanto en cultivos a cielo abierto, como en agricultura protegida. Desde un punto
de vista bioldgico, el estrés en las plantas se refiere a las condiciones externas que afectan
negativamente el crecimiento, desarrollo o productividad de los cultivos (Gull et al.,



2019); éste desencadena una amplia variedad de respuestas en las plantas, que van desde
modificacion en la expresion genética y el metabolismo celular hasta cambios en la tasa
de crecimiento y la productividad de las plantas (Shao et al., 2008; Gull et al., 2019).

La tolerancia al estrés es la capacidad que posee un organismo para resistir y evadir lo
estimulos ambientales negativos, con la finalidad de evitar modificaciones significativas
en su fenotipo (Basurto et al., 2008). El estrés ambiental de las plantas se puede dividir
en dos categorias principales: bidtico y abiotico; el estrés bidtico es causado por
organismos como virus, bacterias, hongos, nematodos, animales y otras plantas; por su
parte, el estrés abidtico resulta por alteraciones fisicas o quimicas en el ambiente, como
sequia, salinidad excesiva, temperaturas extremas, etc., (Figura 1) (Gull et al., 2019).
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Figura 1. Estrés bidtico y abidtico en plantas (Tomada y modificada de Sha et al., 2014).
1.2.1. Mecanismos generales de respuesta a estrés en plantas

En condiciones ambientales perjudiciales, el desarrollo y crecimiento de las plantas se ve
gravemente afectado, lo que dificulta la productividad y, por lo tanto, impide que
alcancen su maximo potencial genético. Dentro de los desafios que debe enfrentar la
agricultura encontramos el estrés abidtico, al cual se le atribuye el 50% de la reduccion
en la produccion de los cultivos. Con la finalidad de prevenir el dafio y garantizar la
supervivencia, las plantas han desarrollado mecanismos de defensa y adaptacion contra
los dafios causados por el estres (Tuteja y Sopory, 2008; Fahad et al., 2015), en estas
estrategias intervienen una gran variedad de compuestos quimicos que regulan las
reacciones bioquimicas y modulan la expresion genica. La planta experimenta tres etapas
durante el mecanismo de defensa: reconocimiento, transduccion de sefiales y respuesta
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(Biswal et al., 2011). La sefial de estrés es primeramente percibida por los receptores
presentes en la membrana de las células vegetales; posteriormente la informacion de esta
sefial se transduce y da como resultado la activacion de los genes de respuesta al estrés.
Finalmente, los productos de estos genes producen una respuesta de adaptacion o
tolerancia para que la planta pueda sobrevivir a las condiciones desfavorables (Figura 2)
(Tuteja y Sopory, 2008).
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Figura 2. Mecanismo general de induccion de respuesta al estrés abiotico en plantas (Tomada de Méndez y
Vallejo, 2019).

Por otro lado, algunos microorganismos poseen la capacidad de ayudar a mitigar el estrés
bidtico y abidtico de las plantas, mediante la sintesis de diferentes moléculas como
sideroforos y enzimas como quitinasas o0 proteasas que pueden ayudar a inhibir el
funcionamiento de organismos fitopatdgenos; adicionalmente, las bacterias pueden
producir osmolitos compatibles que tienen como consecuencia dar osmoproteccion a la
planta (Yancey et al., 1982).



1.3. Microorganismos endofitos

Dentro de la rizosfera podemos encontrar comunidades microbianas asociadas a las
plantas que tienen un efecto positivo sobre las mismas, ya que contribuyen a mitigar el
estrés permitiendo que las plantas sobrevivan a las diferentes condiciones ambientales de
las zonas donde son cultivadas (Mufioz et al., 2021). Existe una amplia gama de
microorganismos benéficos asociados a las plantas, dentro de los cuales se incluyen las
bacterias endofitas; estos son microorganismos que pueden establecerse en tejidos
vegetales internos sin causar un dafio aparente. Estas pueden asociarse principalmente a
través de la raiz, aunque también pueden hacerlo a través las extremidades superiores
como los tallos, hojas, flores o cotiledones. Las bacterias ingresan por las estomas,
radicula o alguna herida; una vez dentro pueden quedarse en el punto de entrada o
extenderse por los diferentes tejidos de la planta (Zinniel et al., 2002; Rives et al., 2007;
Ramirez, 2010; Moreno et al., 2018; Castillo-Texta, 2020). Diversas investigaciones han
descrito los efectos positivos de las bacterias endofitas sobre las plantas, éstas mejoran la
disponibilidad de los nutrientes del suelo (biofertilizantes), incrementan el desarrollo de
raices y mejoran el rendimiento de la planta debido a la produccién fitohormonas
(fitoestimulantes), ademas de inducir la activacion de mecanismos de defensa en la planta
contra diversos fitopatdgenos (Rosenblueth et al. 2006; Bolivar-Anillo et al., 2016;
Mohamed Mahmoud et al., 2017).

1.3.1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) son bacterias de vida libre que
se encuentran en el suelo capaces de sobrevivir y colonizar la rizosfera o el tejido de las
plantas (Figura 3); éstas pueden ser utilizadas como biofertilizantes logrando estimular
el desarrollo y rendimiento de los cultivos (Ibort et al., 2017). Las BPCV pueden lograr
este efecto de manera directa, es decir, a través del aumento en la disponibilidad de
nutrientes 0 mediante la sintesis de moléculas benéficas, o de manera indirecta,
produciendo competencia con organismos patdgenos (Rojas-Tapias et al., 2012).



Sistema aéreo

Sistema radical

Figura 3. Representacion de la colonizacion de la rizosfera por Bacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (Tomada y modificada de Vijayakumar, 2018).

1.3.2. Mecanismos bacterianos para la promocion del crecimiento

En 1998, Bashan & Holguin, denominaron a los microorganismos benéficos de vida libre
“bacterias promotoras del crecimiento vegetal”, esta definicion comprende a todas las
bacterias aisladas de diversos ecosistemas que benefician el desarrollo de las plantas. Las
BPCV promueven el crecimiento de las plantas mediante mecanismos directos e
indirectos. De manera directa, promueven la promocién del crecimiento de las plantas
mediante la asimilacion, fijacion y absorcion de nutrientes esenciales como el nitrégeno,
la solubilizacién de fosfatos, la sintesis de fitohormonas como auxinas, citoguininas y
giberelinas (Glick, 2012; Bhattacharyya y Jha., 2012). Por otro lado, los mecanismos
indirectos actlian sobre otro sistema bioldgico, se enfocan en procesos de defensa que
mediante la sintesis de enzimas como quitinasas o proteasas inhiben el funcionamiento
de organismos fitopatogenos (Figura 4) (Glick, 2012).
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Figura 4. Mecanismos de accion de las BPCV (Tomada de Chavez-Diaz et al., 2020).

1.3.2.1. Mecanismos directos

1.3.2.1.1. Fijacion de nitrégeno

Uno de los nutrientes esenciales mas importantes para el crecimiento de las plantas es el
nitrogeno (N2). Existe aproximadamente 78% de Nz en la atmdsfera; sin embargo, este no
se encuentra de forma que las plantas puedan asimilarlo. Debido a ello, se han utilizado
diferentes microorganismos que realizan la reduccién del nitrégeno en amonio (FBN)
(Kimy Rees, 1994; Ahemad y Kibret, 2014); es decir, convierte el nitrégeno atmosférico
en formas metabolizables que puedan ser utilizadas por los seres vivos: amonio (NH4"),
iones nitrito (NO2") o nitrato (NO3") (Blasco y Castillo, 2014)

La fijacion de N2 se lleva a cabo mediante una enzima llamada nitrogenasa (Kim y Rees,
1994). Dean y Jacobson (1992), describieron su estructura como una metaloenzima que
consta del componente dinitrogenasa reductasa (proteina de hierro), el cual proporciona
electrones con poder reductor y el componente dinitrogenasa (cofactor metélico), el cual
usa estos electrones para reducir N> a NHs. La mayoria de la fijacion bioldgica de
nitrogeno se realiza mediante la actividad de la nitrogenasa de molibdeno, la cual se
encuentra en los diazotrofos (Bishop y Jorerger, 1990). Ante el deterioro ambiental que
estamos sufriendo, la FBN puede ser considerada una alternativa a los fertilizantes
quimicos (Ladha et al., 1997).



Este proceso lo realizan géneros bacterianos que pueden clasificarse en dos tipos:
bacterias fijadoras de N. que forman simbiosis con plantas leguminosas, como Rhizobium
(nodulacion en raices), Azorhizobium (nodulacion en raices y tallos) y Bradyrhizobium
(nodulacion en raiz), Agrobacterium y Frankia (Blasco y Castillo, 2014) y no simbiéticas
(vida libre o asociativas) como Azospirillum lipoferum, A. brasilense y A. amazonense
(Dobereiner et al., 1995) y bacterias de los géneros Azotobacter y Pseudomonas
(Bagwell, etal., 1998) (Zahran, 2001; Bhattacharyyay Jha, 2012; Ahemad y Khan, 2012).

1.3.2.1.2. Solubilizacion de fosfatos

El segundo nutriente mas importante es el fosforo (P); este lo podemos encontrar en los
suelos tanto de manera organica como inorganica (Khan, A. et al., 2009); sin embargo,
la disponibilidad para las plantas es relativamente baja, ya que estas lo absorben cuando
se encuentra en forma soluble monobaésica (H2PO4) y dibasica (HPO4>), y la mayor parte
se encuentra de manera insoluble (Bhattacharyya y Jha, 2012). El uso de fertilizantes
fosfatados en los campos agricolas, ha permitido superar la baja disponibilidad de P en
los suelos; no obstante, la cantidad que absorbe la planta es minimay el resto se convierte
en complejos insolubles (Stevenson y Cole, 1999). Un sustituto viable a los fertilizantes
quimicos fosfatados, es el uso de microorganismos capaces de solubilizar el fosfato
(Khan, A. et al., 2009). Existen algunas BPCV que solubilizan el P del suelo en formas
asimilables, gracias a la produccién de enzimas (fosfatonasas, fitasas), &cidos organicos
(glucénico, succinico, citrico, maldnico) para P orgéanico (Rodriguez et al., 2006; Sharma
et al., 2013), o por extrusion de protones en caso de P inorganico (Lugtenberg &
Kamilova, 2009). Algunos géneros bacterianos que solubilizan fosfatos son Bacillus,
Burkholderia, Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas (Bhattacharyya y Jha, 2012).

Tabla 1. Produccion de &cidos organicos por bacterias solubilizadoras de fosfato.

Acido Ruta biosintética Bacteria Referencia

Oxidacion incompleta de Acetobacter aceti.

Aci ; i .
(,:tqo azucares (ff_rmentacmn Gluconobacter oxydans y Singh y Amberger (1998)
acetico acética) Pseudomonas fluorescens
Oltgﬁ(?o Singh y Amberger (1998)
Acidos tricarboxilicos Pseudomonas fluorescens




Acido
Succinico

Ciclo del glioxilato y
acidos tricarboxilicos

Pseudomonas putida y
Pseudomonas fluorescens

Liu et al. (1992)

Acido
gluconico

Oxidacion directa de la
glucosa

Erwinia herbicola,
Pseudomonas cepacia
y Burkholderia cepacia

Iimer y Schinner (1992)
Liuetal. (1992) y
Goldstein et al. (1993)

Marra et al. (2015).

Tomada y modificada de Bonilla et al., 2021

El mecanismo que mas se utiliza para explicar los beneficios de las BPCV en el
crecimiento de las plantas, es la capacidad que estas tienen para producir auxinas. En
1996, Patten y Glick, reportaron que cerca del 80% de los microorganismos rizosfericos

1.3.2.1.3. Fitohormonas

podian sintetizar y liberar auxinas como un metabolito secundario. Existen diversas

auxinas que son producidas de manera natural, siendo el &cido indolacético (AlIA) la
auxina natural presente en la mayoria de las plantas (Figura 5).

Ac. Indol-3-acetico

COOH

MNH

(IAA)

Figura 5. Estructura del acido indolacético (Tomada de Vegetal, et al. 2006).
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Las auxinas tienen participacién en el geotropismo y fototropismo, diferenciacion del
tejido vascular, dominancia apical, iniciacion de la raiz, division celular, elongacion del
tallo y de la raiz (Grobelak et al. 2015). La sintesis de AIA/Auxina ocurre principalmente
en el apice del brote, se transporta al meristemo apical y se distribuye en toda la planta
(Maheshwari et al., 2015).

La concentracion de AUX que sintetizan las plantas determina su efecto sobre la
inhibicidon o la estimulacion del crecimiento en la misma. EI AIA producido por las
bacterias puede ser absorbida por las plantas y cambia el nivel hormonal de manera
positiva 0 negativa (Glick, 2012); por lo tanto, el AlIA bacteriano puede estimular el
desarrollo de la raiz en plantas con concentraciones optimas o inhibir el desarrollo de la
raiz en plantas con concentraciones altas (Spaepen et al. 2007). En su mayoria el AlA se
sintetiza a partir del Trp que exudan las raices de las plantas; se han identificado al menos
cinco vias biosintéticas diferentes: &cido indol pirtvico, indol acetmida, indol
acetaldoxima/indoleacetonitrilo, indol acetaldehido y triptamina. (Zhang et al. 2019).

Otra fitohormona importante son las citoquininas (CK); estas se producen en las puntas
de las raices y se transportan a través de la xilema hasta el tallo (De Rybel et al. 2016).
La forma méas conocida de citoquinina proveniente de las plantas es la zeatina, aislada del
maiz (Zea mays) (Tzin et al. 2015). Esta fitohormona se encarga de regular la division
celular, alargamiento de las raices, germinacién de semillas, desarrollo de flores y frutos,
senescencia de las hojas (Sakakibara, 2006).

Las giberelinas (GA) son fitohormonas conocidas por la estimulacion del crecimiento y
la activacidn de desarrollo vegetal como el alargamiento del tallo, floracion, germinacion
de semillas (Zaidi et al. 2017). Se han identificado cuatro GA en bacterias GA1, GAs,
GA4, y GA2 (Duca, 2015). Algunos géneros bacterianos productores de GA son:
Achromobacter, Gluconobacter, Acinetobacter, Rhizobia,
Azotobacter, Bacillus, Herbaspirillum y Azospirillum (Dodd et al. 2010 ).

1.3.2.2. Mecanismos indirectos

1.3.2.2.1. Produccién de antibidticos

Dentro de los mecanismos indirectos mas efectivos que presentan las BPCV es la
produccion de antibioticos, los cuales sirven para controlar diversos patdgenos (Bashan
& de-Bashan, 2005). Algunos de los geéneros relacionados con la produccion de
antibioticos son Pseudomonas, Bacillus y Streptomyces.
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Tabla 2. Antibioticos producidos por géneros bacterianos promotores del crecimiento vegetal.

Bacteria Compuesto Referencia
Fenazinas
Pirrolnitrinas
Pioluteorina ..
Pseudomonas Raaijmakers et al., 2009

Floroglucinoles
Lipopéptidos ciclicos
Cianuro de hidrégeno

Zwittermicina A
Bacillus Cianuro de hidrégeno Ongena y Jacques, 2008
Lipopéptidos: surfactinas, iturinas, fengicinas

Kasugamicina
Estreptomicina
Avermectina
Milbemicina
Elaboracidn propia basada en Bonilla et al., 2021

Streptomyces De Lima Procépio et al., 2012

1.3.2.2.2. Produccién de enzimas liticas

Dentro de los mecanismos de defensa de las plantas se encuentra una respuesta al ataque
de fitopatdgenos mediante la activacion de la sintesis de enzimas que degradan la pared
celular de los hongos; por ejemplo, la quitinasa (Lucas-Bautista et al., 2022) que degrada
la quitina, un carbohidrato que integra la pared celular del hongo; la proteasa, que degrada
proteinas de la pared celular; y la lipasa, que puede degradar algunos lipidos asociados a
la pared celular (Compant et al., 2005; Bashan & de-Bashan, 2005). Algunas BPCV
tienen la capacidad de sintetizar enzimas similares que degradan la pared celular, siendo
estas capaces de apoyar a la planta en situaciones de estrés biotico.

1.3.2.2.3. Produccién de sideréforos

Algunos géneros bacterianos poseen la capacidad de solubilizar el hierro de la rizosfera
por medio de agentes quelantes conocidos como sideroforos. Los sider6foros son
pequefias moleculas que secuestran el hierro haciéndolo biodisponible para las plantas.
Existen algunas bacterias productoras de sider6foros que contribuyen a la inhibicion de
fitopatogenos gracias a la reduccion de hierro aprovechable para éstos en la rizosfera
(Shen et al., 2013); esto se debe a que los sider6foros producidos por las BPCV tienen
una afinidad mayor por el hierro que los producidos por hongos (Kloepper et al., 1980).
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1.4. Géneros microbianos de interés agricola

En las dltimas décadas, la sostenibilidad agricola ha generado una mayor aceptacion por
parte de los productores, ya que este tipo de practica repercute de manera benéfica al
hombre y genera un balance agroecologico que mitiga el impacto ambiental que produce
la agricultura. Una manera de impulsar la sustentabilidad de las practicas agricolas es el
uso de microorganismos benéficos que ayudan a reducir la dependencia hacia los
fertilizantes quimicos y al mismo tiempo mejoren la tolerancia al estrés y favorezcan el
rendimiento de los cultivos (Muneera et al., 2020). Las plantas establecen relaciones
simbidticas con las bacterias; estas pueden existir como microorganismos de vida libre
en el suelo o adheridas en la superficie de la raiz (Smith y Goodman, 1999). A diferencia
de los fitopatdgenos, no es comln que estas bacterias causen sintomas asociados a
enfermedades o dafio aparente. Las BPCV colonizan los espacios intercelulares de las
paredes celulares, las raices, los tallos, las hojas, las flores, frutos e incluso hasta las
semillas (Compant et al., 2011; de Melo Pereira et al., 2012; Trognitz et al., 2014). Para
que podamos considerar un microorganismo promotor del crecimiento vegetal, este debe
tener la capacidad de incrementar elementos que la planta necesita para mejorar su
metabolismo, por ejemplo: fijacion de nitrdégeno, sintesis de fitohormonas, solubilizacion
de fosfato y sideroforos (Glick, 2012).

Azospirillum,  Serratia, Bacillus, Klebsiella, Burkholderia,  Caulobacter,
Chromobacterium, Enterobacter, Azotobacter, Micrococcous, Pantoea, Pseudomonas,
Rhizobium y Agrobacterium, son algunos géneros de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Ahemad y Kibret, 2014). Inicialmente, los estudios sobre la
diversidad de bacterias endofiticas se basaron principalmente en la caracterizacion de
aislamientos endofiticos obtenidos de la planta después de la desinfeccion de la superficie
(Miliute, et al., 2015). En 2002, Lodewyckx et al., describieron los principales métodos
utilizados para aislar bacterias, en las cuales sobresalieron 81 especies bacterianas que
forman relaciones simbioticas con las plantas.

En la tabla 3, se presentan algunos ejemplos de aislados bacterianos identificados y las
plantas de cultivos agricolas comunes que sirven como hospedadores de las bacterias.
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Tabla 3. Bacterias endofitas aisladas de plantas de cultivos agricolas comunes.

Planta Organo Bacteria Referencia
Alfalfa y-proteobacteria: Erwinia sp., Pseudomonas sp. Gagne et al., 1987 y
(Medicago Raices firmicutes: Bacillus megaterium, B. chosinensis Stajkovic et al.,
sativa L.) - T ] : - 2009
actinobacteria: Microbacterium trichothecenolyticum
o v -proteobacteria: Pseudomonas sp., Serratia sp.
Pimienta . ; -
negra (Piper Raices firmicutes: Bacillus sp. Avravind et al., 2009
nigrum L.) actinobacteria: Arthrobacter sp., Micrococcus sp.,
Curtobacterium sp.
Zanahoria a-proteobacteria: Rhizobium (Agrobacterium) Radiobacter
(Daucus v-proteobacteria: Klebsiella terrigena, Pseu.domonas putida, P. Surette et al., 2003
carota L. var. fluorescens, P. chlororaphis
sativus) firmicutes: B. megaterium
a-proteobacteria: Rhizobium etli Lalande et al.,
B-proteobacteria: Bukholderia pickettii, B. cepacia, . 1989; ]
Achromobacter, Herbaspirillum seropedicae Fisher et al., 1992;
) . Mclnroy, Kloepper,
v-proteobacteria: Erwinia sp., Enterobacter sp., E. cloacae, 1995:
) Stenotrophomonas sp., Klebsiella sp., K. terrigena, K. Palus et al., 1996:
Maiz (Zea pneumoniae, K. variicola, Pseudomonas sp., P. aeruginosa, P. : ot
. Chelius, Triplett,
mays L.) Tallos y raices fluorescens 2001
firmicutes: Bacillus sp., B. mojavensis, B. thuringiensis, B. Zinniel et al, 2(_)02;
megaterium, B. subtilis, B. pumilus, Lysinibacillus, Paenibacillus Rosenk_)lueth,
T T ' ' Martinez-
actinobacteria: Corynebacterium sp., Arthrobacter globiformis, Romero, 2004 y
Microbacterium testaceum Rai et al., 2007
a-proteobacteria: Agrobacterium sp., Sphinogomonas sp.,
Methylobacterium sp.
p-proteobacteria: Acidovorax sp., Alcaligenes sp., Comamonas . _
sp., Enterobacter sp. Hollis, 1951;
Potato De Boer, Copeman,
(Solanum Talloy 1974; Sturz et al.,
tuberosum L.) tubérculo v-proteobacteria: Acinetobacter sp., Erwinia sp., Klebsiella sp., 2000;
B Pantoea sp., P. agglomerans, Pasteurella sp., Photobacterium Reiter et al., 2002 y
sp., Vibrio sp., Serratia liquefaciens, Psychrobacter sp., Sturz et al., 1998
Shewanella sp., Enterobacter sp., E. asburiae, Xanthomonas sp.,
Pseudomonas tolaasi.
Actinobacteria: Actinomyces sp., Arthrobacter ureafaciens,
Rabano
(Raphanus Hojas y raiz proteobacteria: Proteobacteria sp. Seo et al., 2010
sativus L.)
Tomate v-proteobacteria: Pseudomonas sp., P. syringae, P. aeruginosa, Sam_ish etal., 1961;
(Lycopersicum Escherichia coli Pillay, Nowak,
Tallo y frutos 1997; Yang et al.,
esculentum — L .
Mill.) firmicutes: Brevibacillus brevis 2011y
' Patel et al., 2012

Tomada y modificada de Miliute, et al., 2015
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1.5. Tomate (Solanum lycopersicum)

S. lycopersicum, mejor conocido como tomate, es una hortaliza oriunda de América del
Sur y domesticada en Mexico; es uno de los cultivos horticolas mas importantes a nivel
mundial y de los principales consumidos gracias a su fuente de nutrientes con propiedades
antioxidantes (Gerszberg et al., 2014). Perteneciente a la familia Solanaceae, el tomate
es una planta herbacea perenne de porte arbustivo. De acuerdo a la variedad, se puede
desarrollar de forma rastrera, semierecta o erecta; su crecimiento es ilimitado en
variedades indeterminadas y limitado en las determinadas. Posee una semilla aplanada
con dimensiones de 3x2x1 mm. El sistema radicular se constituye por la raiz principal,
raices secundarias y adventicias; la flor es de color amarillos, 5 0 més sépalos, 5 0 mas
pétalos y de 5 a 6 estambres, se agrupan en inflorescencia de tipo racimo (Figura 6)
(Kimura y Sinha, 2008; SIAP, 2019).

Figura 6. Solanum lycopersicum (Tomada de Chapa, 2017. https://revistamariaorsini.com/jitomate-martha-
chapa)

1.5.1. Etapas fenoldgicas del tomate

La fenologia de la planta se determina de acuerdo a la variedad y a las condiciones
climaticas de la region donde se establece el cultivo. El cultivo de tomate presenta tres
etapas de desarrollo: inicial, vegetativa, reproductiva. Podemos dividir estas etapas en
cuatro fases (Haifa Chemicals 2014). La primera comprende los primeros 21 dias, una
fase inicial o de establecimiento de la plantula; la segunda abarca 49 dias desde la siembra
de la semilla, en esta fase, conocida como fase vegetativa I, se lleva a cabo un desarrollo
continuo de crecimiento rapido en el cual la planta alcanza los requerimientos esenciales
para iniciar la floracién; la tercera fase comienza a partir del dia 90 (fase vegetativa Il o
fase de floracion), donde la planta comienza la produccion de flores para poder establecer
la ultima etapa; la fase reproductiva es continua hasta los 180-210 dias aproximadamente,
en esta etapa la flor es fecundada y empieza el proceso de cuaje del fruto (Lopez, 2017)
(Figura 7).
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Figura 7. Etapas fenoldgicas del cultivo de tomate (Tomada de Ministerio de Desarrollo Rural y Tierras,
2010)

1.5.2. Importancia del tomate

El tomate es considerado uno de los principales cultivos agricolas a nivel mundial. El
consumo anual per capita en México es de 13.8 kg., por lo cual, es uno de los productos
agricolas con mayor demanda a nivel nacional. México ocupa el 9° lugar a nivel mundial
con una produccion de 3,441,639 toneladas, las cuales en su mayoria se exportan a paises
como Canada, Japon, Francia y Estados Unidos. Entre las entidades con mayor
produccion podemos encontrar a Sinaloa, como el principal productor de jitomate a nivel
nacional y a Morelos en el 8° (Figura 8) (Kimura y Sinha, 2008; SIAP, 2020).

Porcentaje del valor de la produccion por entidad federativa

El valor de la produccion de
jtomate en Sinaloa se incremento
5.9%, asi los ingresos por la venta

de |a hortaliza fueron de 7 mil 435
m

lones de pesos

San Luns

Sinalos . B Potosi

249

o

Michoacan
80

Figura 8. Principales estados productores de tomate en México (Tomada de SIAP, 2019)
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1.5.3. Problematica del cultivo del tomate

La poblacion mundial estd en constante crecimiento, basado en el crecimiento
exponencial, se hipotetiza que para el 2050 podriamos llegar a ser mas de 9 millones de
personas; sin embargo, la produccion alimenticia es insuficiente para satisfacer la
demanda de una poblacién en aumento (Tamburino et al., 2020). A menudo, la baja
productividad de los cultivos de tomate se ve afectada por diversos desafios abioticos
(sequias, salinidad, altas y bajas temperaturas) y desafios bioticos (patdgenos) (Pandey et
al., 2017); debido a ello, algunos agricultores han optado por producir este cultivo en
invernadero para mantener una produccion continua durante todo el afio. Sin embargo,
cultivar tomate bajo estas condiciones conlleva a un incremento en los costos de
produccion que no todos pueden solventar; por lo tanto, el cultivo a cielo abierto sigue
siendo fundamental en las unidades de produccién agricola. Se ha observado que los
suelos tienden a acumular nitratos, fosfatos y una salinidad excesiva, asi como una mayor
incidencia de plagas y enfermedades debido a diversos factores climatoldgicos
(Chaudhary et al., 2019). En la Gltima década, se ha buscado el mejorar las plantas para
lograr que optimicen la tolerancia al estrés bidtico y abiotico, asi como alternativas
sustentables (microorganismos benéficos) para reducir el uso de productos agroquimicos.

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Algunas especies del género Selaginella han desarrollado la capacidad de tolerar la
desecacion, una caracteristica que les permite sobrevivir en estado deshidratado durante
periodos prolongados y rehidratarse cuando las condiciones ambientales lo permiten
(Alejo-Jacuinde et al., 2020). Este rasgo distintivo de la planta, se ha atribuido a la gran
capacidad que tiene de acumular trehalosa; sin embargo, en 2014 Pampurova et al.,
realizaron un estudio con el objetivo de identificar genes de la doradilla implicados en la
sintesis de trehalosa, obteniendo como resultado genes de origen microbiano
involucrados en la sintesis de este disacarido, lo que sugiere que los altos niveles de
trehalosa en Selaginella podrian deberse a la interaccion que sucede entre la planta y sus
microorganismos. Bajo este esquema, se ha propuesto que las plantas que sobreviven en
areas propensas a la sequia modifican su microbioma para retener colonizadores
benéficos que pueden ser aplicados a cultivos de interés agricola.

Con base en lo anterior, Torreblanca (2017), seleccion0 a la especie Selaginella
nothohybrida para aislar, caracterizar e identificar endofitos de la especie, a partir de
tejidos hidratados y deshidratados de rizéforo y micréfila. Se obtuvieron 94 aislados
bacterianos en estado hidratado y 10 en estado deshidratado y mediante un analisis de
restriccion del gen 16S RNAr (ARDRA) se agruparon los aislados con el mismo patron
de bandeo, dando como resultado 2 grupos de rizéforo y 4 de micréfila en estado
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deshidratado y 9 grupos de rizoforo y 35 de microfila en estado hidratado. De los 50
grupos obtenidos mediante el analisis de ARDRA, se seleccion6 un representante de cada
grupo para identificar molecularmente mostrando identidad con géneros como
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Burkholderia, Rhizobium. Se ha reportado que
estos géneros tienen la capacidad de producir compuestos que promueven el crecimiento
vegetal; este desarrollo vegetativo se logra gracias a la capacidad que tienen las bacterias
para fijar nitrogeno, solubilizar fosfatos, producir fitohormonas, entre otros compuestos
(Ahemad y Kibret, 2013); por lo que se tomd la decision de investigar si los aislados
bacterianos de S. nothohybrida presentaban estas caracteristicas. De los 50 aislados
seleccionados, todos presentaron produccion de trehalosa y produccién de acido
indolacético (AlA) y Unicamente 33 solubilizaron fosfato; (Torreblanca, 2017). Estos
resultados son caracteristicas idéneas para evaluar el efecto de las bacterias sobre diversas
plantas de interés agronémico.

3. JUSTIFICACION

Actualmente, obtener productos agricolas a costa de la pérdida y degradacion del medio
ambiente, son préacticas que deben ser descartadas y en su lugar implementar técnicas
productivas sustentables y sostenibles basadas en la investigacion cientifica. Una manera
de impulsar la sustentabilidad de las practicas agricolas es el uso de microorganismos
eficientes que ayuden a reducir la dependencia hacia los productos quimicos, mejoren la
tolerancia al estrés y favorezcan el rendimiento de los cultivos.

Con base en lo anterior, en el presente estudio, utilizaremos parte de la coleccién de
aislados bacterianos de S. nothohybrida depositados en los ceparios del Laboratorio de
Fisiologia Molecular de Plantas — CelB, en los cuales se han identificado diversas
caracteristicas consideradas promotoras del crecimiento vegetal. Estos seran empleados
para inocular una planta de interés comercial, Solanum lycopersicum y asi evaluar el
efecto que causan las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) sobre el
desarrollo vegetativo de la planta.
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4. HIPOTESIS

Las caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal presentes en los aislados
bacterianos de S. nothohybrida, mostrardn un efecto positivo en la germinacion y el
desarrollo vegetativo al ser inoculados en plantas de tomate.

5. OBJETIVOS
5.1. General

Conocer el efecto de los aislados bacterianos enddfitos de S. nothohybrida al ser
inoculados en plantas de tomate (S. lycopersicum).

5.2. Especificos

1. Evaluar los efectos sobre la germinacion y en diferentes etapas fenoldgicas de las
plantas de tomate inoculadas con aislados y consorcios bacterianos de S.
nothohybrida.

2. Determinar la capacidad antifungica de los aislados bacterianos de S.
nothohybrida.

3. ldentificar molecularmente los aislados bacterianos seleccionados.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seleccidn de aislados bacterianos
con caracteristicas PCV

Efectos en la germinacion y
[promocion  del  crecimiento
vegetal

» Individual

» Consorcio

Identificacion molecular de los
aislados representativos

Actividad antifungica de los
aislados seleccionados

Determinacion de la produccion
de sideroforos

NN NN

Solubilizacion de fosfato,
produccion de AIA, produccion
de trehalosa

Parametros vegetativos: LT, LR,
DT, PF, PS.

In vitro: 7 dias

Maceta: 21, 49, 90 dias

Amplificaciéon y secuenciacion
del gen 16S ribosomal

B. cinerea (hongo
fitopatdgeno)

Incubar 5 — 7 dias
Observar formacion de halo

Figura 9. Estrategia experimental empleada para el desarrollo del presente trabajo
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7. METODOLOGIA
7.1. Seleccion de aislados

Con base en los resultados obtenidos por Torreblanca (2017), se realiz6 un analisis de los
diferentes parametros obtenidos en las caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal
y se seleccionaron los aislados bacterianos que presentaron produccion de AlA,
solubilizacion de fosfato y produccion de trehalosa.

Tabla 4. Caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal de los aislados bacterianos

Trehalosa AlA Fosfato

# 1D pg/mg pg/ml

Control 100mM NacCl 12h 24h 36h mm
1 Pseudomonas putida 6.5+ 0.010 9.3+0.011 1.01+£0.11 1.04£0.12 1.05 +£0.04 2.4
9 1.32+0.08 0.57 £0.04 0.78 £0.03 4.96 +0.08 8.22+0.74 2.8
11 Curtobacterium sp. 0.26 +£0.00 0.86 +0.01 212+0.12 3.32+0.11 7.78+0.22 3.25
32 0.57+£0.01 1.33+0.03 4.8 £0.09 5.48 £0.17 8.22+0.12 3
36 0.99+0.16 1.43+0.01 5.37+0.01 4.66 +0.95 7.16 £0.25 38
40 1.19 £0.07 1.71+0.04 0.45+0.02 1.65+0.55 1.23£0.05 2.6
42 0.08 £0.02 0.26 £0.01 0.61 £0.02 5.95+0.08 1.03+0.02 2.75
44 Paenibacillus sp. 0.20+0.10 0.42+0.03 1.17 £0.05 2.02+0.06 2.05+0.02 22
46 0.11+0.02 0.10 £0.07 0.34 £0.02 0.96 £0.03 1.53+3.39 2.7
48 0.08 +£0.10 0.16 £0.01 0.48 +0.02 0.88+0.01 0.76 £0.03 25
50 0.11+0.06 0.07 £0.02 0.62 £0.04 1.62+0.04 2.32+0.06 3

Tomada y modificada de Torreblanca, 2017

7.2. Material vegetal

Solanum lycopersicum:

Se emplearon semillas comerciales de tomate (S. lycopersicum) variedad “Saladet”, para
evaluar el efecto sobre la germinacion y en diferentes etapas fenoldgicas de las plantas
inoculadas con aislados bacterianos de S. nothohybrida.
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7.3. Andlisis de la promocion del crecimiento vegetal en plantas de S.
lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de S. nothohybrida

7.3.1. Ensayo de germinacion in vitro

Las semillas de tomate fueron esterilizadas superficialmente con hipoclorito de sodio
(NaClO — 2.70%) por 10 minutos en agitacion, seguido de cinco enjuagues con agua
destilada estéril. Previamente, se pusieron los 11 aislados a crecer en medio liquido LB
durante aproximadamente 24h, posteriormente se ajustd cada indculo a una D.Osgo de 0.2.
Las semillas estériles se dividieron en grupos de 10 y se dejaron reposando en el inoculo
durante 10 minutos; a continuacion, se colocaron en cajas Petri con papel filtro
humedecido con agua destilada estéril. Las cajas Petri se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 14 dias; se evaluo la tasa de germinacion, longitud de la plantula y raiz.
Para el control, se utilizaron semillas esterilizadas no inoculadas (Passari, et al., 2019).

La tasa de germinacion se midi6 utilizando la siguiente formula (Kapilan, 2015):

% de germinacién = nimero de semillas que germinaron / nimero total de semillas x 100

7.3.2. Efecto de los aislados de S. nothohybrida en diferentes etapas
fenoldgicas de S. lycopersicum

Para determinar el efecto de los aislados en diferentes etapas fenolégicas de la planta se
realizaron diferentes ensayos. Las semillas de tomate se esterilizaron superficialmente
segun lo descrito en el punto 7.3.1 y se dividieron para los diferentes experimentos.

7.3.2.1. Fase inicial

Para la etapa inicial, previamente se pusieron los 11 aislados a crecer en medio liquido
LB durante 24h, posteriormente se ajusto cada indculo a una D.Osgo de 0.2. Las semillas
estériles se dividieron en grupos de 5 y se dejaron reposando en cada uno de los
tratamientos durante 10 minutos, para finalmente ser sembradas en macetas con sustrato
estéril y colocadas en un cuarto de cultivo hasta cumplir 21 dias.
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7.3.2.2. Fase vegetativa |

Para la etapa vegetativa I, las semillas estériles se colocaron en una charola con sustrato
estéril hasta tener plantulas de 10 dias post germinacion. Un dia previo al trasplante, se
crecieron los 11 aislados en medio liquido LB y se ajust6 la D.Osoo de los aislados a 0.2.
Se trasplantaron 5 plantulas por tratamiento a macetas con sustrato estéril e inoculadas
en la base del tallo con 1 ml del inoculo por plantula. Se dejaron 3 dias en reposo en el
cuarto de cultivo y posteriormente se colocaron bajo condiciones de invernadero hasta
cumplir los 49 dias.

7.3.2.3. Fase vegetativa Il

Para la etapa vegetativa I, se realiz6 el mismo procedimiento descrito en el punto 7.3.2.2;
sin embargo, se dejaron crecer las plantas hasta el dia 49 para poder ser inoculadas y
medir los parametros vegetativos posterior al dia 90.

En las 3 fases se realiz6 riego cada tercer dia con agua destilada, no se suplementaron las
plantas con ningun fertilizante y se evaluaron diferentes parametros vegetativos: longitud
de planta, altura tallo y raiz, peso fresco, peso seco. Como control se utilizaron plantas
no inoculadas (Passari, et al., 2019).

7.4. Andlisis de la promocion del crecimiento vegetal en plantas de S.
lycopersicum inoculadas con consorcios bacterianos de S. nothohybrida.

Para estos experimentos se realizaron cuatro tratamientos: el primero consistioé en un
consorcio generado a partir de los once aislados seleccionados (1, 9, 11, 32, 36, 40, 42,
44, 46, 48, 50); el segundo consistio en un consorcio generado a partir de los seis aislados
con mejores resultados en las pruebas iniciales (36, 40, 44, 46, 48, 50); el tercero se
generd a partir de los aislados que tuvieron los menores valores de AlA (46), trehalosa
(42) y solubilizacion de fosfato (44); y el Gltimo se generd a partir de los aislados que
tuvieron los mayores valores de AlA (36), trehalosa (1) y solubilizacion de fosfato (11).
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7.4.1. Ensayo de germinacién in vitro

Las semillas de tomate se esterilizaron superficialmente y se prepararon los aislados
bacterianos segun lo descrito en el punto 7.3.1. Una vez ajustada cada bacteria se agregd
100 pul de cada bacteria para el tratamiento 1, 200 pl para el tratamiento 2 y 334 pl para
el tratamiento 3 y 4. Las semillas estériles se dividieron en grupos de 10 y se dejaron
reposando en cada uno de los diferentes tratamientos durante 10 minutos; a continuacion,
se colocaron en cajas Petri con papel filtro humedecido con agua destilada esteril. Las
cajas Petri se mantuvieron a temperatura ambiente durante 14 dias; se evalud la tasa de
germinacién, longitud de la plantula y raiz, peso seco y peso fresco. Para el control, se
utilizaron semillas esterilizadas no inoculadas (Passari, et al., 2019).

7.4.2. Ensayo fase inicial

Para esta etapa, las semillas de tomate se esterilizaron superficialmente y se prepararon
los aislados bacterianos segun lo descrito en el punto 7.3.2.1. Las semillas estériles se
dividieron en grupos de 5 y se dejaron reposando en cada uno de los tratamientos durante
10 minutos, para finalmente ser sembradas en macetas con sustrato estéril y colocadas en
un cuarto de cultivo hasta cumplir 21 dias.

7.5. Analisis molecular para la identificacion de los aislados bacterianos més
representativos

7.5.1. Extraccion DNA

Para la identificacibn molecular, se obtuvo el material genético de los aislados
bacterianos seleccionados de cultivos de 24 h. Se utilizo6 el protocolo de extraccion de
DNA para bacterias CTAB/NaCl (CTAB 10% en NaCl 0.7 M; Tris-Cl 10 mM pH 8.0;
EDTA 1 mM pH 8.0) (Wilson, 2001). Una vez obtenido los productos de DNA
visualizamos la integridad en un gel de agarosa al 1%.

7.5.2. Amplificacion y secuenciacion del gen ribosomal 16S

Se amplificé el gen ribosomal 16S mediante PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando oligonucleétidos universales (Tabla 5) disefiados para amplificar
aproximadamente 1300 pb del gen (Nubel et al., 1996; Marchesi et al.,1998).

Tabla 5. Oligonucleétidos universales.

Gen Primers 5°>3° Amplicén
(Tamafio aproximado)
16S rRNA 63F: 5’CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC3’ 1300 pb

L1401R: 5°CGG TGT GTA CAA GAC CC3’
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La mezcla de reaccién y los componentes se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones estandar para un PCR (50ul)

Concentracion final Cantidad para un tubo (ul)

Agua 31
Buffer (NH4)2SO4 1X 5
MgCl 1.5mM 3
Oligo 1 0.4 mM 2
Oligo 2 0.4 mM 2
dNTP’s 0.2mM 5

Taq Pol 1U 1
ADN 20 ng 1

La PCR se realiz6 en un termociclador con las siguientes condiciones de amplificacion:
1. Desnaturalizacion inicial: 95°C por 5 min.
2. 35ciclos:
Desnaturalizacién: 95°C por 50 seg.
Alineamiento: 59°C por 50 seg.
Elongacion: 72°C por 1.5 min.
3. Extension final: 72°C por 10 min.

El producto de PCR, se observd mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
Posteriormente se purifico con el kit QIAEX Il y se enviaron a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia (IBT-UNAM). Finalmente se realiz6 un analisis comparativo mediante un
BLAST en la base de datos del GenBank. Se descargaron las secuencias relacionadas a
las nuestras y se alinearon mediante el algoritmo ClustalW en el software MEGA-X,
posteriormente se realizé un andlisis filogenético por el método de neighbor-joining.

7.6. Determinacion de la produccidon de sideréforos

Para la prueba de la produccion de sideréforos se tomaron 10 pl de cada aislado
bacteriano y se colocaron en cajas Petri con medio sélido Cromo Azurol Sulfonato
(CAS). Se dejaron incubando durante 5 dias a 28°C y se observd la formacion de halos
de coloracion amarillo/naranja alrededor del crecimiento microbiano (Verma et al.,
2012).

7.7. Efecto de los aislados de S. nothohybrida sobre Botrytis cinerea (B05.10)

Para observar de manera cualitativa el efecto de los aislados de S. nothohybrida sobre el
hongo fitopatdgeno B. cinerea, se inocularon placas de PDA con una asada del aislado
en los 4 laterales aproximadamente a 1.5 cm de un disco del hongo en un estadio de
crecimiento activo (Figura 10). Se incubaron durante 7 dias a 30° C. Como control se
utiliz6 una muestra del hongo sin inocular.
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Figura 10. Representacion de placas de B. cinérea con aislados bacterianos de S. nothohybrida.

8. RESULTADOS

Aislado A

B. cinerea

V Ope|siy

Aislado A

V Ope|siy

8.1. Seleccidn de aislados bacterianos de S. nothohybrida

Se seleccionaron once aislados que presentaron caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal (AIA, solubilizacion de fosfatos y produccion de trehalosa)

(Tabla?).

Tabla 7. Aislados bacterianos seleccionados

Rizof Trehalosa AlA Fosfato
: o N A

Microfila Control 100mM NacCl 12h 24 36h mm
1 Pseudomonas putida AN 10-1 MI1 M H 6.5+0.010 93+0011 101+011 1.04+0.12 1.05+0.04 24
9 AN 10-2 MI1 AN 10-2M11 M H 132+0.08 0.57+0.04 0.78+0.03 4.96+0.08 822+0.74 28
11 Curtobacterium sp. AN 10-2 MI10 M H 0.26+0.00 086+0.01 212+0.12 332+0.11 7.78+022 3.25
32 PDA 10-2MI2 PDA 10-2 MI2 M H 057+0.01 133+0.03 48+0.09 548+0.17 8.22+0.12 3
36 Pantoea ananatis. LB A2 10-2 MI3 M H 0.99+0.16 143+0.01 537+0.01 466+095 7.16+0.25 3.8
40  Pseudomonas kribbensis LB A2 10-3RI3 R H 1.19+0.07 1.71+0.04 045+0.02 1.65+0.55 1.23+0.05 26
42 PDA 10-2MI10 AN 10-2 MI10 M H 0.08+0.02 0.26+0.01 061+£0.02 595+0.08 1.03+0.02 275
44 Paenibacillus sp. AN 10-3 MI2 M H 0.20+0.10 042+0.03 1.17+0.05 2.02+0.06 2.05+0.02 22
46 Pantoea agglomerans LB 10-1 2R R D 0.11+£0.02 0.10+0.07 0.34+£0.02 0.96+0.03 1.53+3.39 2.7
48 Burkholderia sp. PDA MIC. 10-1 M D 0.08+0.10 0.16+0.01 0.48+0.02 0.88+0.01 0.76+0.03 25
50 Paenibacillus taichungensis. ~ AN MIC. 10-2 M D 0.11+0.06 0.07+0.02 0.62+0.04 1.62+0.04 2.32+0.06 3

* Corresponde al trabajo de Torreblanca, 2017
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8.2. Ensayo de germinacion in vitro

Se observd que los once aislados bacterianos seleccionados no inhibian la germinacion
de las plantulas de tomate; ademas, no resultaron fitopatdgenos de S. lycopersicum. Se
realizaron observaciones a los 2, 5y 7 dias. En este ensayo no se realizé la prueba con el
aislado 32 (PDA 10-2 MI2), debido a que no se presentaba crecimiento en el medio

reportado por Torreblanca (2017). En ensayos posteriores, se crecio el aislado en medio
LB, obteniendo el crecimiento deseado.

Dia 2 post-inoculacion: Los aislados 9, 40, 11, 48, 50 presentaron emergencia de raiz en
el 30% de las semillas, los aislados 1, 36 y 42 tuvieron emergencia en un 20% de semillas;
ambas presentaron un 20% y 10% mas en la emergencia de la raiz en comparacion de las
semillas no inoculadas (10 %). El aislado 44 no presentd germinacion.,

Dia 5 post-inoculacion: Los aislados 11, 40, 44, 46 y 50 presentaban el 90% de sus
semillas germinadas, mientras que los aislados 1, 9, 36 y 42 Unicamente el 80%; siendo
un aumento en la germinacién de 20% y 10% respectivamente, con respecto al control
(70%). El aislado 48 presento el 100% de sus semillas germinadas.

Dia 7 post-inoculacion: Los aislados 1, 11, 40, 42, 44 y 46 alcanzaron el 100% de sus

semillas germinadas. Los aislados 9, 36 y 50 tuvieron el 90% de germinacién (Figura
11).
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Figura 11. Porcentaje de germinacion de semillas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de
S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea
ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans;
48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el promedio de germinacion de
10 semillas.
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Una vez que se comprobd que ninguno de los aislados bacterianos inhibieran la
germinacion o presentaran algin tipo de fitopatogenicidad en las semillas de S.
lycopersicum, procedimos a realizar el andlisis de los parametros vegetativos; estos se
realizaron a los 10 dias y se midid la longitud de la plantulay la longitud de laraiz (Figura
12).

Figura 12. Plantulas de S. lycopersicum de diez dias post-inoculacion: no inoculadas (-) e inoculadas con los
aislados 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis; 40:
Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48:
Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis.

El efecto de promocion de crecimiento vegetal de los aislados bacterianos de S.
nothohybrida en plantulas de S. lycopersicum, se evalu6 a los 10 dpi. En la figura 13, se
muestra un comparativo del control frente a las plantulas inoculadas donde se pudo
observar un mayor desarrollo en la longitud de la raiz y en la altura total de la plantula 1:
Pseudomonas putida y 11: Curtobacterium sp., (Figura 13).

Figura 13. Iméagenes representativas de las plantulas a los 10 dias de germinacion. C: control; 1:
Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp., aislados con aumento en la longitud total de la plantula.
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En los resultados del analisis de los parametros vegetativos, in vitro, a los 10 dpi de las
plantulas de S. lycopersicum inoculadas y sin inocular, se pudo observar un incremento
en la longitud total entre los aislados Pseudomonas putida (1), Curtobacterium sp. (11),
Pseudomonas kribbensis (40) y Paenibacillus taichungensis. (50) con respecto al control
(F: 4.43, g.I: 10, P:0.0001) (Figura 14), presentando un aumento en la longitud total de
la plantula en un 46% (+5.5 cm), 22% (+2.7 cm), 29% (+3.4 cm) y 21% (+2.5 cm)
respectivamente; por otro lado, los aislados AN 10-2 MI1 (9) y Pantoea agglomerans (46)
disminuyeron aproximadamente en un 33% (- 4.00 cm) la longitud total de las plantulas
inoculadas con estos tratamientos.
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Figura 14. Longitud promedio de la raiz de las plantulas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 10 plantulas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican
diferencias significativas entre cada condicion (Tukey, p<0.0001).

Con respecto a la longitud de la raiz, se observd un incremento entre los aislados
Pseudomonas putida (1), Curtobacterium sp. (11), Pseudomonas kribbensis (40) y
Paenibacillus taichungensis. (50) con respecto al control (P<0.0001) (Figura 15). Estos
aislados tuvieron un aumento en la longitud de la raiz en un 52% (+5.32 cm), 22% (+2.2
cm), 38% (+3.9 cm) y 24% (+2.44 cm) respectivamente en comparacién con el control,;
por otro lado, los aislados AN 10-2 MI1 (9) y Pantoea agglomerans (46) disminuyeron
aproximadamente en un 43% (-4.5 cm) la longitud de las raices de las plantulas
inoculadas con estos tratamientos.
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Figura 15. Longitud promedio de la raiz de las plantulas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 10 plantulas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican
diferencias significativas entre cada condicion.

La figura 16 muestra la diferencia del desarrollo de raices secundarias en las plantulas
del control vs los aislados en los cuales, se pudo observar una mayor ramificacion de la

raiz, Paenibacillus sp. (44), Burkholderia sp. (48), Pantoea ananatis. (36) y Pantoea
agglomerans (46);

Figura 16. Efecto sobre el desarrollo de raices secundarias en plantulas de S. lycopersicum. A: Control sin
inocular; incouladas con B: Paenibacillus sp. (44), C: Burkholderia sp. (48), D: Pantoea ananatis. (36).
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8.3. Efecto de los aislados de S. nothohybrida en diferentes etapas fenoldgicas de
S. lycopersicum.

El efecto de promocion de crecimiento vegetal de los aislados bacterianos de S.
nothohybrida en plantas de S. lycopersicum, se evalué a los 21 dpi. En la figura 17, se
muestra un comparativo del control frente a plantas inoculadas con el aislado 1:
Pseudomonas putida y 9: AN 10-2 MI1, donde se puedo observar que las plantas
inoculadas con estos aislados tienen una mejor apariencia del tejido vegetal en
comparacién con el control y con los otros aislados.

Figura 17. Aspecto de plantas de S. lycopersicum inoculadas con los aislados de S. nothohybrida. 1:
Pseudomonas putida y 9: AN 10-2 MI1. A: Plantulas a los 7 dias; B: Plantulas a los 14 dias; C: Plantulas a
los 21 dias.

En los resultados del analisis de los parametros vegetativos a los 21 dpi de las plantas de
S. lycopersicum inoculadas y sin inocular, se pudo observar que no hubo diferencias
significativas entre las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de
S. nothohybrida, en ninguno de los parametros evaluados (longitud total de la planta,
longitud del tallo, longitud de la raiz, didmetro promedio del tallo).
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Figura 18. Altura promedio total de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de S.
nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2
MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el
promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y “ns” indica no significativo.
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Figura 19. Longitud promedio del tallo de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos
de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el

promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estdndar y “ns” indica no significativo.
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Figura 20. Longitud promedio de raiz de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos
de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el
promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y “ns” indica no significativo.
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Figura 21. Didmetro promedio del tallo de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos
de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el

promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y “ns” indica no significativo.
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Para la fase vegetativa |, las plantulas se trasplantaron e inocularon a los 10 dias
postgerminacién y los parametros vegetativos se analizaron 49 dias después para medir
altura total de la planta, longitud de tallo, longitud de raiz, grosor de tallo, peso fresco y
peso seco. La figura 22 representa a los aislados 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas
kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50:
Paenibacillus taichungensis, los cuales presentaron los mejores resultados en esta etapa
fenoldgica; se puede observar que las plantas de S. lycopersicum inoculadas con estas
bacterias presentan un mejor tejido vegetativo en comparacion con el control.

=— ; P

Figura 22. Aspecto de plantas de S. lycopersicum inoculadas con los aislados de S. nothohybrida A: Dia 1 de
inoculacién; B: Plantas 49 dias postinoculacién. C: Control; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas
kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus

taichungensis.
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En los resultados del analisis de los parametros vegetativos a los 49 dpi de las plantas de
S. lycopersicum inoculadas y sin inocular, se pudo observar un incremento en la longitud
promedio de la planta entre los aislados Pantoea ananatis. (36), Pseudomonas kribbensis
(40), Paenibacillus sp. (44), Pantoea agglomerans (46), Burkholderia sp. (48) y
Paenibacillus taichungensis. (50) con respecto al control (F: 5.66, g.l: 20, P:0.00001)
(Figura 23); presentando un aumento en la longitud total de la planta en un 19% (+4.6
cm), 23% (+5.5 cm), 25% (+5.8 cm), 21% (+4.9 cm), 17% (+4.06 cm) y 22% (+5.2 cm)
respectivamente; por otro lado, el aislado Curtobacterium sp. (11), disminuyo
aproximadamente en un 34% (-8 cm) la longitud total de las plantas inoculadas con este
tratamiento.
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Figura 23. Altura promedio total de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de S.
nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2
MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el
promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas
entre cada condicion.

El segundo pardmetro evaluado en la etapa vegetativa | fue la longitud del tallo, en la
cual, hubo diferencias entre los aislados Pantoea ananatis. (36), Pseudomonas kribbensis
(40), Paenibacillus sp. (44), Pantoea agglomerans (46), Burkholderia sp. (48) y
Paenibacillus taichungensis. (50) con respecto al control (F: 4.93, g.I: 20, P:0.00001);
presentando un aumento en la longitud total de la planta en un 36% (+4.6 cm), 41% (+5.1
cm), 37% (+4.6 cm), 33% (+4.1 cm), 21% (+2.7 cm) y 32% (+4.06 cm) respectivamente;
por otro lado, el aislado Curtobacterium sp. (11), disminuy6 aproximadamente en un 27%
(-3.4 cm) la longitud del tallo de las plantas inoculadas con este tratamiento (Figura 24).
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Figura 24. Longitud promedio del tallo de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos
de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el

promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas

entre cada condicion.

Para la longitud de raiz pudimos no se observaron diferencias significativas en

comparacién con el control (Figura 26). Mientras que para el parametro en el cual

medimos el didmetro del tallo tampoco se presentaron diferencias significativas en los

tallos de las plantulas inoculadas con los aislados bacterianos de Selaginella y el control

(Figura 27).
B

Figura 25. Raices de las plantas inoculadas con aislados de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas
putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40:
Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48:
Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis.
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Figura 26. Longitud promedio de raiz de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos
de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el
promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estdndar y las letras indican diferencias significativas

entre cada condicion.
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Figura 27. Diametro promedio del tallo de las plantas de de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y “ns” indica no
significativo.
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En el peso fresco total de la planta, los aislados 9: AN 10-2 MI1; 32: PDA 10-2 M12;40:
Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea
agglomerans; presentaron un incremento en el peso fresco de mas del doble para cada
uno de los aislados en comparacion con el control (Figura 28).
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Figura 28. Peso fresco de las plantas de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de S.
nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2
MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungenis. Las barras representan el
promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estdndar y las letras indican diferencias significativas
entre cada condicion.

En el peso fresco de la parte aérea de la planta, los aislados 9: AN 10-2 MI1; 32: PDA
10-2 MI2; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans, presentaron un incremento en el peso fresco de més del doble para
cada uno de los aislados en comparacion con el control (Figura 29).

Para el peso fresco radicular los aislados 32: PDA 10-2 MI2, 40: Pseudomonas kribbensis,
42: PDA 10-2 MI10, 44: Paenibacillus sp., y 46: Pantoea agglomerans, fueron los que
presentaron un peso fresco de mas del doble en comparacion con el control (Figura 30).

38



Peso fresco del tallo

Peso fresco (g)

C 1 9 11 32 36 40 42 44 46 48 50
Aislados bacterianos de Selaginella nothohybrida

Figura 29. Peso fresco del tallo de las plantas de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estdndar y las letras indican
diferencias significativas entre cada condicion.
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Figura 30. Peso fresco de la raiz de las plantas de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI236: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican
diferencias significativas entre cada condicion.
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En el peso seco de tallo (Figura 31) y raiz (Figura 32), no se presentaron diferencias
significativas entre las plantas inoculadas y el control.
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Figura 31. Peso seco del tallo de las plantas de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y ns” indica no
significativo.

Peso seco de la raiz

S
o
1

Peso seco (g)
o
S
1

o
(%)
1

0.0-

C 1 9 11 32 36 40 42 44 46 48 50
Aislados bacterianos de Selaginella nothohybrida

Figura 32. Peso seco de la raiz de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de S.
nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2
MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el
promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y “ns” indica no significativo.
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Para la fase vegetativa I, las plantulas se trasplantaron a los 10 dias y se inocularon a los
49 dias postgerminacion y los parametros vegetativos se analizaron 90 dias después del
trasplante, para medir altura total de la planta, longitud de tallo, longitud de raiz, grosor
de tallo, peso fresco y peso seco. La figura 33 representa a los aislados Curtobacterium
sp. (11), Pantoea ananatis. (36), Pseudomonas kribbensis (40) y PDA 10-2 MI11(42), los
cuales presentan un mejor tejido vegetativo en comparacion con el control.

Figura 33. Aspecto de plantas de S. lycopersicum inoculadas con los aislados de S. nothohybrida. C: control;
Curtobacterium sp. (11); Pantoea anantis. (36); Pseudomonas kribbensis (40) y PDA 10-2 M11(42)
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En los resultados del analisis de los parametros vegetativos a los 90 dpt de las plantas de
S. lycopersicum inoculadas y sin inocular, se pudo observar un incremento en la longitud
promedio del tallo entre los aislados Pseudomonas kribbensis (40); Paenibacillus sp.
(44); Burkholderia sp (48) con respecto al control (Figura 34). Teniendo un incremento
de 45% (+12.08 cm), 45% (+11.99 cm), 31% (+8.42 cm), respectivamente (Figura 34).
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Figura 34. Longitud promedio del tallo de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos
de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el

promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas

entre cada condicion.

Para la longitud de raiz pudimos observar un incremento del 16% (+6.6 cm) en
Pseudomonas putida (1), 10% (+4.2 cm) en AN 10-2 MI1 (9) y 11% (+4.7 cm) en PDA
10-2 MI2 (32) en comparacion con el control (Figura 35).

Mientras que para el pardmetro en el cual medimos el diametro del tallo no se presentaron

diferencias significativas en los tallos de las plantas inoculadas con los aislados
bacterianos de Selaginella y el control (Figura 36).
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Figura 35. Longitud promedio de raiz de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos
de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el
promedio de 20 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican diferencias significativas

entre cada condicion.
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Figura 36. Diametro promedio del tallo de las plantas de de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI236: Pantoea anantis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus
sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan

el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error estandar y “ns” indica no significativo.
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En el peso fresco del tallo, los aislados AN 10-2 MI1 (9), Curtobacterium sp. (11); PDA
10-2 MI2 (32); Pantoea anantis (36); Pseudomonas kribbensis (40); PDA 10-2 MI10
(42); Paenibacillus sp. (44); presentaron un incremento en el peso fresco total un 88%,
44%, 105%, 31%, 125%, 145% y 69% respectivamente, en comparacion con el control

(Figura 37).
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Figura 37. Peso fresco del tallo de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados bacterianos de S.
nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2
MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las barras representan el
promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error estdndar y las letras indican diferencias significativas
entre cada condicion.

Mientras que, en el peso fresco de la raiz, Pseudomonas kribbensis (40); PDA 10-2 MI10
(42); Paenibacillus sp. (44); Pantoea agglomerans (46) presentaron un incremento en un
59%, 63%, 36% Yy 47% respectivamente, en comparacion con el control (Figura 38).
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20 a

10

Peso fresco (g)

C 1 9 11 32 36 40 42 44 46 48 50
Aislados bacterianos de Selaginella nothohybrida

Figura 38. Peso fresco de la raiz de las plantas de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea anantis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican
diferencias significativas entre cada condicion.
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En el peso seco de tallo (Figura 39) los aislados Pseudomonas kribbensis (40); PDA 10-
2 MI10 (42) presentaron un incremento de mas del doble en comparacién con el control.
Mientras que para el peso seco de la raiz (Figura 40), el aislado Pseudomonas kribbensis
(40) present6 un incremento de mas del doble en comparacién con el control.
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Figura 39. Peso seco del tallo de las plantas de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican
diferencias significativas entre cada condicion.
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Figura 40. Peso seco de la raiz de las plantas de plantas de S. lycopersicum inoculadas con aislados
bacterianos de S. nothohybrida. C: control; 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.;
32: PDA 10-2 MI2; 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis. Las
barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error estandar y las letras indican
diferencias significativas entre cada condicion.
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Durante los experimentos anteriores, se observd que algunos aislados bacterianos
seleccionados poseian mejores resultados al inocular semillas y plantulas de S.
lycopersicum; por lo que se decidid realizar dos pruebas adicionales utilizando como
tratamiento la elaboracion de cuatro consorcios bacterianos (ver punto 7.4). Se realizé un
ensayo de germinacion in vitro para realizar observaciones a los 3, 4 y 7 dias.

Dia 3 post-inoculacién: El control presentd emergencia de raiz en el 80% de sus semillas,

mientras que el T1 obtuvo un 100%, seguido por el T3 con el 90%, T4 conel 70% y T2
con el 60%.

Dia 4 post-inoculacion: El control presentd emergencia de raiz en el 100% de sus
semillas, mientras que los tratamientos 2, 3 y 4 alcanzaron el 90% de semillas germinadas

Dia 7 post-inoculacion: Unicamente el control, el T1'y T4 alcanzaron el 100% de sus
semillas germinadas. Los tratamientos 2 y 3 tuvieron el 90% de germinacion (Figura 41).
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Figura 41. Porcentaje de germinacion de semillas de S. lycopersicum inoculadas con diferentes tratamientos:
C: control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2 MI2, 36:
Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea

agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36: Pantoea ananatis; 40:
Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50:
Paenibacillus taichungensis , T3: 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans, y T4:
1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis. Las barras representan el promedio de
10 pléntulas.
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Una vez que se comprobd que ninguno de los tratamientos presentara algln tipo de
fitopatogenicidad en las semillas de S. lycopersicum, procedimos a realizar el anélisis de
los parametros vegetativos; estos se realizaron a los 10 dias y se midio la longitud de la
plantula completa y de la raiz (Figura 42).

Figura 42. Plantulas de S. lycopersicum de diez dias post-inoculacién: no inoculadas (-) e inoculadas con
diferentes tratamientos. C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32:
PDA 10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus
sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36: Pantoea
ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia
sp.; 50: Paenibacillus taichungensis , T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea
agglomerans, y T4: 1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis.

El efecto de promocion de crecimiento vegetal de los consorcios bacterianos de S.
nothohybrida en plantulas de S. lycopersicum, se evalu6 a los 10 dpi. En la figura 43, se
muestra un comparativo del control frente a plantulas inoculadas con el T2: 36: Pantoea
anantis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans;
48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis y T4: 1. Pseudomonas putida; 11:
Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis., donde se pudo observar un mayor desarrollo
en la longitud de la raiz y en la altura total de la plantula.
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Figura 43. Imagenes representativas de las plantulas a los 10 dias de germinacién. C: Control; T2: 36:
Pantoea anantis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48:
Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis y T4: 1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36:
Pantoea ananatis. Tratamientos con aumento en la longitud total de la plantula.

En los resultados del analisis de los parametros vegetativos, in vitro, a los 10 dpi de las
plantulas de S. lycopersicum inoculadas y sin inocular, se pudo observar un incremento
en la longitud total entre los cuatro tratamientos con respecto al control (Figura 44),
presentando un aumento en la longitud total de la plantula en un 29% (+2.39 cm) (T1: 1:
Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2 MI2, 36:
Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus
sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis.),
33% (+2.68 cm) (T2: 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus
taichungensis.), 20% (+1.64 cm) (T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans) y 66% (+ 5.37 cm) (T4: 1. Pseudomonas putida; 11:
Curtobacterium sp.; 36: Pantoea anantis.) respectivamente.

Con respecto a la longitud de la raiz, se observo un incremento entre los diferentes
tratamientos con respecto al control (Figura 45). Estos aislados tuvieron un aumento en
la longitud de la raiz en un 26%(+1.86 cm) (T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2
MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40:
Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:. Paenibacillus sp.; 46: Pantoea
agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis.), 39% (+2.75 cm)
(T2: 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis.), 19%
(+1.38 cm) (T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans)
y 73% (+5.18 cm) (T4: 1. Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea
ananatis.).
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Figura 44. Altura promedio de las plantulas de S. lycopersicum inoculadas con consorcios bacterianos de S.
nothohybrida. C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;
46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36: Pantoea ananatis;
40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50:
Paenibacillus taichungensis, T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans, y T4:
1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis. Las barras representan el promedio de
10 plantulas con su respectiva barra de error y las letras indican diferencias significativas entre cada
condicion.
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Figura 45. Longitud promedio de la raiz de las plantulas de S. lycopersicum inoculadas con consorcios
bacterianos de S. nothohybrida. C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium
sp.; 32: PDA 10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36:
Pantoea anantis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48:
Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis , T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans, y T4: 1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea anantis. Las barras
representan el promedio de 10 plantulas con su respectiva barra de error y las letras indican diferencias
significativas entre cada condicion.
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En el peso fresco (Figura 46) y seco (Figura 47), no se presentaron diferencias
significativas entre las plantas inoculadas y el control.

Peso fresco
0.3

ns

O
()
1

Peso fresco (g)
o
1

0.0-
C T T2 T3 T4

Tratamientos consorcios bacterianos

Figura 46. Peso fresco de las plantulas de S. lycopersicum inoculadas con consorcios bacterianos de S.
nothohybrida. C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MIZ1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;

46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36: Pantoea ananatis;
40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50:
Paenibacillus taichungensis , T3: 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans, y T4:
1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis. Las barras representan el promedio de
10 plantulas, “ns” indica no significativo.
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Figura 47. Peso seco de las plantulas de S. lycopersicum inoculadas con consorcios bacterianos de S.
nothohybrida. C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.;

46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36: Pantoea ananatis;
40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50:
Paenibacillus taichungensis, T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans, y T4:
1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis. Las barras representan el promedio de

10 pléntulas, “ns” indica no significativo.
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El efecto de promocion de crecimiento vegetal de los consorcios bacterianos de S.
nothohybrida en plantas de S. lycopersicum, se evalué a los 21 dpi. En la figura 48, se
muestra un comparativo del control frente a plantas inoculadas con los diferentes
tratamientos donde se puedo observar que las plantas inoculadas tienen una mejor
apariencia del tejido vegetal.

Figura 48. Imagenes representativas de plantulas de S. lycopersicum inoculadas con los consorcios
bacterianos. C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA 10-2
MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36: Pantoea ananatis; 40:
Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50:
Paenibacillus taichungensis, T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans, y T4:
1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis.

En los resultados del analisis de los parametros vegetativos a los 21 dpi de las plantas de
S. lycopersicum inoculadas y sin inocular, se pudo observar que las plantas de S.
lycopersicum inoculadas con el tratamiento 2 y 3 las plantas aumentaron su tallo en mas
del 100% con respecto al control (Figura 49). Mientras que, para la elongacion de la raiz,
el tratamiento 2 presenté un crecimiento de 88% (Figura 50) en comparacién con el
control.
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Figura 49. Longitud promedio del tallo de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con consorcios
bacterianos de S. nothohybrida. C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium
sp.; 32: PDA 10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI110; 44
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36:
Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48:
Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis , T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans, y T4: 1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis. Las
barras representan el promedio de 10 plantas con su respectiva barra de error.
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Figura 50. Longitud promedio de raiz de las plantas de S. lycopersicum inoculadas con consorcios
bacterianos de S. nothohybrida C: Control, T1: 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium
sp.; 32: PDA 10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI10; 44:
Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis., T2: 36:
Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48:
Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis, T3: 42: PDA 10-2 MI10; 44: Paenibacillus sp.; 46:
Pantoea agglomerans, y T4: 1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; 36: Pantoea ananatis. Las
barras representan el promedio de 10 plantulas con su respectiva barra de error.
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8.4. Determinacion de la produccion de sideréforos

La Figura 51 presenta los aislados bacterianos con la capacidad de producir sider6foros. De los 11 aislados bacterianos el 100%
fueron positivos al observarse la presencia de un halo de coloracién amarilla alrededor de la colonia.

Figura 51. Produccion de sider6foros de los aislados bacterianos de S. nothohybrida 1: Pseudomonas putida; 9: AN 10-2 MI1; 11: Curtobacterium sp.; 32: PDA
10-2 MI2, 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 42: PDA 10-2 MI110; 44: Paenibacillus sp.; 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50:
Paenibacillus taichungensis.
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8.5. Efecto de los aislados bacterianos de S. nothohybrida sobre el crecimiento del hongo B. cinerea.

Se observo la actividad antifungica contra el fitopatdgeno B. cinerea. De 11 aislados seleccionados, 5 mostraron diferentes grados
de efecto antagdnico contra este hongo fitopatégeno, uno inhibiendo el crecimiento del mismo — Pseudomonas kribbensis (40) y
los otros 3: Pseudomonas putida (1), Curtobacterium sp (11), Paenibacillus sp. (44) y Burlkholderia sp. (48) manteniendo el
crecimiento del hongo al margen de la bacteria en comparacién a lo que sucede con otras bacterias, en las cuales el micelio puede
crecer sobre la bacteria (Figura 52). Estos aislados podrian ser candidatos para realizar un ensayo in planta.

C() Serratia  Pseudomonas Curtobacterlum Pantoea  Pseudomonas 42 Paenlbacnus Pantoea Burkholderla Paenibacillus
marcescens putida ananatis kribbensis agglomerans taichungensis

Figura 52. Efecto antag6nico de aislados bacterianos de S. nothohybrida sobre el crecimiento micelial de B. cinerea. d1: dia 1; d3: dia 3; d7: dia 7
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8.6. Identificacion molecular de los aislados mas representativos de S.
nothohybrida

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos de promocion del crecimiento
vegetal, se tomo la decision de identificar los aislados mas representativos. Con las
secuencias obtenidas y el analisis tipo BLAST, los aislados mostraron identidad con los
géneros mostrados en la Tabla 8.

Tabla 8. Identificacién molecular de los aislados bacterianos de S. nothohybrida
#  pb ID Porcentaje de

Porcentaje de identidad

cobertura
36 546 Pantoea ananatis. 99% 87%
40 998 Pseudomonas kribbensis 100% 100%
46 608 Pantoea agglomerans 100% 100%
48 655 Burkholderia sp 99% 98.77%
50 478 Paenibacillus taichungensis. 100% 99.79%

9. DISCUSION

La agricultura es una de las actividades antropogénicas principales para el desarrollo de
la sociedad; la agronomia convencional se ha caracterizado por el uso excesivo de
fertilizantes y pesticidas quimicos para lograr aumentar el rendimiento y cumplir el
abastecimiento de alimentos de una poblacion en aumento; no obstante, esto ha
contribuido a la degradacion de los suelos, la contaminacion del agua y la alteracién de
las comunidadaes microbianas (Tilman et al., 2002). En este sentido, diferentes
organismos internacionales han buscado estrategias socialmente responsables para
mitigar el dafio ambiental; como alternativa al uso excesivo de agroquimicos, los
agricultores han adoptado el uso de microorganismos benéficos para mejorar el
crecimiento y la salud de las plantas (Terry Alfonso et al., 2005; Bashan et al., 2014;
Trivedi et al.,, 2017). Dentro de estos microorganismos promotores del crecimiento
vegetal podemos encontrar rizobacterias pertenecientes a diferentes géneros como
Pseudomonas, Burkholderia, Pantoea, Bacillus, Azospirillum (Ahemad y Kibret, 2014).

En el presente trabajo, se utilizaron once aislados bacterianos, aislados y caracterizados
de tejidos de S. nothohybrida, para evaluar su capacidad promotora del crecimiento
vegetal. En el trabajo realizado por Torreblanca (2017), se identificaron 3 de los 11
aislados, mostrando identidad con 1: Pseudomonas putida; 11: Curtobacterium sp.; y 44:
Paenibacillus sp. En este proyecto, se identificaron molecularmente los aislados que
presentaron un incremento en el desarrollo de las plantas de tomate, perteneciendo a los
siguientes generos bacterianos: 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis; 46:
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Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp. Y 50: Paenibacillus taichungensis. Los
aislados 9: AN 10-2 M1 1, 32: PDA 10-2 MI2 y 42: PDA 10-2 MI10, no presentaron
diferencias significativas, por lo cual no se identificaron en el presente trabajo.

Con base en los resultados, observamos un efecto positivo en la germinacién y el
desarrollo vegetativo en plantas de tomate inoculadas con aislados bacterianos de S.
nothohybrida.

Estos resultados guardan relacion con Santillana et al., (2005), quienes sefialan que
enddfitos de haba pertenecientes al género Rhizobium obtuvieron un 100% en la
germinacién de semillas de S. lycopersicum. Otro trabajo comparable, en el que evaluaron
diferentes endofitos en plantulas de tomate, es el de Luna Martinez et al., (2013) quienes
reportan incrementos del 14% en altura de la plantula utilizando Bacillus megaterium.

Nuestro experimento realizado en la fase inicial no mostré aumento en los parametros
evaluados, acorde con lo que menciona Noh et al., (2014) en el cual no hubo diferencias
significativas en plantas de tomate inoculadas con enddfitos provenientes de chile
habanero y se menciona que esto podria deberse a un factor importante; generalmente las
plantas de tomate se fertilizan entrando a la etapa vegetativa 1, en la cual los
requerimientos para su desarrollo vegetativo son mayores, mientras que en una etapa
inicial la planta no requiere nutrimentos adicionales para el establecimiento de la misma.

En el ensayo realizado en la fase vegetativa I, las plantas de S. lycopersicum tratadas con
endofitos bacterianos de S. nothohybrida presentaron un incremento en los pardmetros
vegetativos en comparacion con las plantas control. Estos resultados guardan relacion
con Agarwal et al., (2020), quienes sefialan un incremento del 43,2% en la longitud del
tallo en plantas de tomate inoculadas con Bacillus velezensis; sin embargo, en lo que no
concuerda nuestro estudio con el de los autores es en el incremento en el tamano de raiz,
mientras que Daza-Martinez et al., (2022) sefiala un incremento del 40% en la longitud
de las raices de plantas de tomate inoculadas con Arthrobacter.

Los efectos positivos encontrados en los diferentes parametros vegetativos evaluados por
efecto de los aislados bacterianos posiblemente estén relacionados con la capacidad que
tienen para solubilizar fosfatos, producir auxinas y sintetizar trehalosa (Torreblanca,
2017).
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Adicionalmente, diversos estudios han reportado que el género Pseudomonas son las
bacterias dominantes en las BPCV para diversos cultivos (Qessaoui et al., 2019). En
nuestra investigacion, el aislado P. kribbensis, mostré una mejoria en el crecimiento de
las plantas de tomate, ademas de la produccion de sideréforos y la inhibicidon del
crecimiento micelial de B. cinerea (Ahmad et al., 2008).

Por otro lado, las especies de Burkholderia guardan relacion simbidtica con las plantas,
funcionando como componentes colonizadores de plantas (Castanheira et al., 2016).
Algunas especies dentro de este género bacteriano poseen la capacidad de fijar nitrégeno
y se ha asociado a la mejoria en la absorcién de este nutriente en plantas de maiz (Estrada-
De los Santos et al., 2001) y de tomate; no obstante, aunque nuestro aislado mejor6
significativamente las plantas de S. lycopersicum, no presentd la capacidad de fijar
nitrogeno (Torreblanca, 2017), por lo que no podemos asociar la mejoria a esta
caracteristica, si no a otras reportadas como la produccion de acido indolacético e incluso
a otras fitohormonas que no se observaron.

Diversos estudios han demostrado que bacterias pertenecientes a géneros como
Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia poseen atributos PCV que mejoran el rendimiento
y el crecimiento de diversos cultivos horticolas (Castanheira et al., 2016; Park et al.,
2017). En consecuencia, implementamos la aplicacién de consorcios desarrollados a
partir de las bacterias seleccionadas, obteniendo resultados positivos en condiciones in
vitro y en maceta; sin embargo, es necesario realizar mas experimentos bajo diferentes
condiciones.

El hongo patdgeno Botrytis cinerea infecta las plantas causando la enfermedad del moho
gris. Es una enfermedad devastadora del tomate que provoca graves pérdidas econémicas
en muchos paises del mundo. Debido a ello, realizamos una prueba para determinar si
nuestros aislados presentaban capacidad de inhibir el crecimiento del hongo. Se
obtuvieron cinco aislados con resultados positivos, siendo el aislado Pseudomonas
kribbensis el que inhibio el crecimiento del hongo en su totalidad. Se ha informado que
algunas Pseudomonas spp. lograron con éxito sus funciones de control bioldgico al
producir algunos metabolitos bioactivos, como lipopéptidos, 2,4-diacetilfloroglucinol
(DAPG) y é&cido fenazina-1-carboxilico (PCA) (Montesinos, 2007; Weller, 2007
Verhagen et al., 2010). Por otro lado, el aislado Paenibacillus sp. (44), disminuyo el
crecimiento del micelio; en un estudio realizado recientemente, se reporto una especie de
Paenibacillus, la cual presenta actividad antagénica hacia B. cinerea gracias a la
produccion de compuestos de tipo fusaricidina (Tsai et al., 2022).
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Hacemos relevancia al hecho de que no hay reportes de cultivos de interés agronémico
inoculadas con endofitos provenientes de Selaginella nothohybrida, aunque en la
literatura ya se han reportado los géneros identificados de los aislados seleccionados.

Inocular a los cultivos con bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) reduce
sustancialmente el uso de fertilizantes sintéticos y los impactos negativos al suelo,
incrementa el crecimiento y rendimiento de los cultivos, contribuyendo en la seguridad
alimentaria, en la produccion sustentable y en el menor riesgo de la salud humana (Odoh,
2017).

10. CONCLUSIONES

S. nothohybrida es una fuente potencial de microorganismos benéficos para realizar
aplicaciones en cultivos de interés agronomico.

Los aislados Pseudomonas putida (1); Curtobacterium sp. (11), Pseudomonas kribbensis
(40) y Paenibacillus taichungensis (50), mostraron actividad promotora del crecimiento
vegetal en plantas de S. lycopersicum.

Pseudomonas kribbensis (40), Pseudomonas putida (1), Curtobacterium sp (11),
Paenibacillus sp. (44) y Burlkholderia sp. (48), poseen efecto antagonico contra el hongo
patogeno B. cinerea.

11. PERSPECTIVAS

o Evaluar el efecto de los mejores aislados bacterianos en plantas sometidas a
diferentes condiciones de estrés bidtico y abidtico.

o Realizar pruebas con consorcios bacterianos en diferentes etapas fenoldgicas de
S. lycopersicum.

o ldentificar los compuestos que producen las bacterias con actividad antiflngica
frente a B. cinerea.
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13. ANEXQOS

13.1. Composicion de los medios de cultivo utilizados en la investigacion

+ LB> 1L
Extracto de levadura: 5 g
Peptona de caseina: 10 g
Cloruro de sodio: 10 g
Agar: 159

+ PDA - 1L
Papa (limpia y en trozos): 200 g
Dextrosa: 10 g
Agar 18 g

Nota: Se pone con suficiente agua y al comenzar a hervir, se deja 20 minutos
aproximadamente.

+ CAS > 1L
Solucion I:
1. 0.06 g de CAS en 50 ml de agua destilada.
2. 0.0027 g de FeCl3-6H20 en 10 ml de HCI (10 mM).
3. 0.73 g de Hexa-Decil Trimetil Bromuro de Amonio (HDTMA) en 40 ml de agua
destilada.
a. Mezclar la solucion 1 con 9 ml de la solucién 2; agregar la solucion 3.
Esterilizar y reservar.

Solucion 11: Minimal Media 9 (MM9):
= 15 g de KH2PO4
= 25 gde NaCl
= 50 gde NH.CI
= 500 ml de agua destilada.

Solucion 111: 20% de glucosa:

= 20 g de glucosa en 100 ml de agua destilada.
o Esterilizar y reservar.
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Preparacion:

1. Agregar 100 ml de Solucion Il (MM9) a 750 ml de agua destilada. Ajustar pH a
6.8 con NaOH (5N).
Afadir 15 g de agar. Esterilizar y dejar enfriar a 50°C.
Mezclar 10 ml de Solucion 111 en la Solucion 11 previamente preparada.
Finalmente agregar suavemente 100 ml de Solucion I.
Verter en placas.

o~ wn

13.2. Secuencias

>36 - Pantoea sp. (87%)
GAGAGTGGGAGAGGGGTGAGTGTGTGTGGAGATCTGCCATATAGAGGGAGATAACCTGTGGAA
ACGGTGTCTAATACCTTATAACCTCAAGAGACCAAAGAGGGAGACCTTCGGCCCTCTCTCTATC
ATATGAACCCATGTGGTTTTATATAATAGGCGGTGTAGTGCCCCCCCTAGGACACTATCCCTATG
TGGTCTGAGAAGAAGACCACGCACTGTGGATCTGAGACACGGGCCAGACTCCTACGGGAGGGA
ACAGTGGAAAATATTGCACAGTGGGCGCAAGCCTGATGCACCCGTGCCGCGTGTATGAAAAAG
GTCTTCGGTTTGTAAAGTACTTTCCGCGGAGAAGAGGGAGATGCGTTTAATAACCGCCTCTAGTG
ACTTTACCCGCAAAAAAAGCCCCGGATAACTCCGTGCCCGCACCCGCGATTATACAGAGTGTGC
AAGCTTTAATCAAAATTAGTGGGCGTAAAGCACACGCGGGCGCTCTGTTAATTCATATGAAATC
TCCCCGGTCTTACCCTGAACACTGCATTTGAAACT

>46 - Pantoea agglomerans, vagans (100%)
GTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGT
CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCT
AGTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC
AGCGGGGAGGAAGGCGGTGCGGTTAATAACCGCGCCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAA

>48 > Burkholderia sp. (98.77%)
AGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAG
CCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGAGGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCTATAGG
GGCGGCCGATGGCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCT
GGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGC
CTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAAACTTCGCTCCTAATATGGGTGGAGGATGA
CGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGC
GAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTCTGTTAAGACCGATGTGAAA
TCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTTTGAGTGTGGCAGAGGGAGGT
AGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATTGCGATGGMGAAGGCACC
CTCCTGGGYCAACACGGAA
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>40 - Pseudomonas kribbenis, glycinae, gozinkensis, allokribbensis (100%)
GGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCA
GGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAT
GGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATC
CAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
TTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGC
GAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGA
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGA
GCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACG

>50 - Paenibacillus taichungensis, pabulis, amylolyticus, tundrae (99.79%)
GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGA
AACGGTAGCTAATACCGAATAGTTGTTTTCTTCGCCTGAAGGAAACTGGAAAGACGGAGCAATC
TGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGA
CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTG
AGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTG
CTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGGGCAAGCGTTGTGCGGAATTATT
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13.3. Arbol filogenético

7 [ KC550192.1:1-524 Microbacterium sp. 112A-00866
JX993786.1:15-511 Pantoea ananatis strain KLBMP5339
— 36

%1 JN853256.1:51-593 Pantoea sp. F6-PCAI-T3P21
{ KF053335.1:38-533 Pantoea sp. HBR8
EJN853255.1:39-543 Pantoea sp. F30-PCAIi-T3P21
9

®° MW092005.1:46-550 Pantoea sp. strain Z4

KP409452.1:50-594 Uncultured prokaryote clone seq K-L48 16SF
MNB833560.1:49-597 Flavobacterium acidificum strain DHN11
AB717422.1:3-536 Uncultured bacterium clone: ALNLB2 H10

.46
11 MN889270.1:69-676 Pantoea vagans strain OsEnb PLM L36
MN758864.1:86-693 Pantoea agglomerans strain JM104
MN594792.1:129-736 Pantoea sp. strain LrFB7
MN589747.1:118-725 Pantoea sp. strain LrFB7
MN589746.1:118-725 Pantoea sp. strain LrFB5
MN661279.1:110-717 Pantoea vagans strain CBS2
MNO006236.1:90-697 Pantoea agglomerans strain LA113
MNO006235.1:86-693 Pantoea agglomerans strain LA112
MNO006234.1:90-697 Pantoea agglomerans strain LA111
MK823654.1:61-668 Bacterium strain BS0466
CP029608.1:834221-835218 Pseudomonas kribbensis strain 46
%1 MG692779.1:132-1129 Pseudomonas glycinae strain MS586
CP029608.1:123912-124909 Pseudomonas kribbensis strain 46
40

13 48
.| MH636870.1:17-667 Burkholderia sp. strain SB17 M4 b
0| LT221701.1:68-718 Burkholderia sp. symbiont of Dicranocephalus
LT221702.1:68-718 Burkholderia sp. symbiont of Dicranocephalus lateralis clone 9
s MH636869.1:16-666 Burkholderia sp. strain SQ4 a
KX239763.1:19-669 Burkholderia sp. strain 4 50 M4 ¢
%3 KX239754.1:19-669 Burkholderia sp. strain A 32 M4 ¢
KX239752.1:18-668 Burkholderia sp. strain A 32 M4 a
MF040393.1:109-586 Uncultured bacterium clone LVBO9F
50
MK872358.1:44-521 Paenibacillus taichungensis strain NAC79
90 | MK515061.1:25-502 Paenibacillus pabuli strain ASB-240
LT838084.1:55-532 Paenibacillus amylolyticus
MK823468.1:67-544 Bacterium strain BS0280
2 MK733363.1:23-500 Paenibacillus sp. strain 14
MK332557.1:96-573 Paenibacillus amylolyticus strain BGRI EBC SD18-T6
MH497658.1:67-544 Paenibacillus tundrae strain 18JY42-5
MF564038.1:74-551 Paenibacillus sp. strain SAAS1
MH169324.1:71-548 Paenibacillus amylolyticus strain WAB2157
CP084261.1:1070188-1070841 Caballeronia sp. SL2Y3
4{ CP029608.1:4310107-4311104 Pseudomonas kribbensis strain 46
% CP014205.2:993588-994585 Pseudomonas glycinae strain MS586

©

@

10

8

Figura 52. Arbol filogenético basado en secuencias de la region 16S del ADNr de aislados bacterianos de S. nothohybrida. 36: Pantoea ananatis; 40: Pseudomonas kribbensis;
S 46: Pantoea agglomerans; 48: Burkholderia sp.; 50: Paenibacillus taichungensis
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13.4. Unidades Formadoras de Colonias
Tabla 9. Unidades Formadoras de Colonias de los aislados bacterianos a D.O 0.2

# ID UFC
1 Pseudomonas putida 2x108
9 AN 10-2 MI1 2x108
11 Curtobacterium sp. 6x108
32 PDA 10-2 MI2 2x10°
36 Pantoea ananatis 1.2x10°
40 Pseudomonas kribbensis 7x108
42 PDA 10-2MI10 1.6x10°
44 Paenibacillus sp. 1x108
48 Burkholderia sp. 1x107
50 Paenibacillus taichungensis 2x108
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67mjnbYmMRNBiI6RsEdT/eYyUIN66jhgl/ecoNtDc2PY2EWu+3pjcTIEMiv87Hsbvuc97zQRyuuuXnwVzsdOikUkh+QuHQInR+xeEhgLF3MbPgbD1kUzfchZc8U5GTxg2Y5aqJMIyvj\VOl
P/AcpizvteGOunTgaB9naeQx4E5SsilKNSwpK/Z/iuJcNhnINLA/e6h4w==

EDGAR DANTAN GONZALEZ | Fecha:2022-11-30 09:04:23 | Firmante
aH+vvu70uWIdOBJG09JntlY66YhOixKuAOINT/BWWKQg8BvXQQJIu5g9f1tNNITIHATgjwQ9I6UbC8KSNGVaANx8SDCDUgs+N/8CCON80AcFpOqC6WLTbFtc1TcTqIBwWOGhL9Jr
D4B2nWzRtxn5Cn+wTSQU2XyQ4na9CH/4wpkknCfgecXxxAuwS3bgm79yWAc9UhPIn4PR8IkupuCpfvgql+sVxxSjmtbRns4PMhJGo5XGnoLXHT60JdVBPdOCpxiafSVUHLQ8K44
blZcVjNN96D8BBIHDP Gzt TdbGTKcj79vHE6Q3aXKuejZrilogOBbEuUlbuzSorp3edjmb2bVaxKzA==

MARCO ANTONIO ROGEL HERNANDEZ | Fecha:2022-11-30 17:52:43 | Firmante
fzMHf6a2crU1zFc/6j7iHrEt+kRzcdephiyNwdBJ5HOPBI6JD8ekvgjo8eSkZxFWKiOnzh/iBNCJLIGXAZn1YuXpOPNG9IuB56kLkIsipovil5h8f4Xsid2iDCO4HKMisVWvXkMkmSy6Agp
uUmYyTLwx10Muk3zzFCPw6LENa/90IFevwvmBEUQPjZVbPqZNGLhButRgmEpcK/jwj5Q/IP0ZO8wiTz/DIGNVISM4dUOPfIDQszT5PXXNSnhF9dD17P9z/bNanxQGdZZAAUMw/u
DOE2s50Gjo/FzgrKFiwWoJuvfGO+UJQIvb8KDS9JIUK61qn9gWOFdtS7ILDB+XXw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

uKXfRgzED

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/qUckjv1xFICPNWFJeHgk10zbJBhwbeOe
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