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RESUMEN

La dindmica poblacion aumenta a través de los afios generando una demanda en el
sector alimenticio debido a que es uno de los principales recursos para la subsistencia
del ser humano. Sin embargo, esta necesidad ha llevado a la implementacion de
agroquimicos en la agricultura de manera indiscriminada, afectando la funcién
biolégica del suelo. Una alternativa para poder disminuir este efecto negativo es el
uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB).

Dentro de este estudié se utilizaron cuatro bacterias promotoras de crecimiento
vegetal para evaluar el efecto en el crecimiento de Lactuca sativa L. con la mono-
inoculacién de: Acinetobacter sp. EMMSO02, Pseudomonas putida KT2440,
Azospirillum brasilense Sp7, Sphingomonas OF 178, y en forma de multi-inoculante.
El multi-inoculante se formul6é utilizando las cepas anteriormente mencionadas;
posteriormente se sembraron en vermiculita en condiciones de invernadero.

Las semillas axénicas fueron germinadas, y a los 10 dias posteriores de la emergencia
radicular se inocularon las plantulas con 2 mL de la suspension bacteriana en la raiz
y sobre la vermiculita estéril. EI grupo control consistié en plantulas libre de células
bacterianas. Las evaluaciones realizadas a los tratamientos fueron la adhesion a las
24 horas posterior a la inoculacion (dpi), la colonizacién bacteriana a los 60 y los 90
despues de la inoculacion. Los parametros morfométricos, la cuantificacion de la
clorofila y la inoculacion de la lechuga con las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal evidencié el incremento de peso seco de la raiz, longitud foliar y nimero de
hojas con los tratamientos P. putida KT2440, Acinetobacter EMMSO02 y el multi-
inoculante de manera significativa (P<0.05); el peso seco de la parte aérea y la
longitud radicular también fue superior en los tratamientos con P. putida KT2440 y
Acinetobacter EMMSO02. La inoculacion con el multi-inoculante incrementé la
concentracion de clorofila total en comparacion con los otros tratamientos.

Por otra parte, se observo una disminucion del crecimiento de la lechuga con la
inoculacién de Sphingomonas OF178 en comparacién al tratamiento control.

Los resultados generados en este trabajo sugieren que las rizobacterias P. putida
KT2440 y Acinetobacter EMMS02, presentan el potencial para promover el

crecimiento vegetal en el modelo de la Lactuca sativa L.



INTRODUCCION

El aumento poblacional de la especie humana ha llevado a la explotacién de los
recursos naturales con el fin de solventar las necesidades alimenticias de los millones
de personas que habitan el planeta (Camelo et al,. 2011). Esta necesidad ha llevado
a la aplicacién continua de fertilizantes quimicos provocando impactos negativos
hacia los agroecosistemas ocasionando dafios irreparables al ambiente (Zahid et al.,
2015). Para mejorar la produccion agricola evitando el uso de fertilizantes de origen
sintético, las investigaciones se han orientado al desarrollo de aplicaciones
biotecnologias, generando un interés hacia los microorganismos benéficos del suelo
(bacteria- interaccion-planta) que promueven el crecimiento o evitan infecciones en el

tejido vegetal por patégenos (Moreno et al., 2018).

De manera especifica, un método alternativo para reducir el uso de fertilizantes en la
agricultura es la aplicacion de inoculantes microbianos (Nehra et al., 2016); estos
productos son formulados con las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
RPCV) o también conocidas como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria),
esta clasificacion agrupa a las bacterias que habitan la rizosfera y que afectan
positivamente el desarrollo de las plantas (Labra-Cardon et al., 2012 ), estas
rizobacterias promueven el crecimiento vegetal mediante la produccion de

fitohormonas, sistema antioxidante y sideroforos (Kumar & Verma, 2018).

Entre las PGPR mas estudiadas se encuentran los géneros: Simbidticos (Rhizobium,
Bradyryzobium, Merzorhyzobium) y no simbi6ticos (Pseudomonas, Bacillus,
Klebsiella, Azotobacter, Azospirillum, Azomonas) que son implementadas como bio-
inoculantes para promover el crecimiento y desarrollo vegetal sobre condiciones de

estrés para la planta (Ma et al,.2009a; Wani et al,.2010).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal aumentan en gran medida el
crecimiento de las plantas como cereales y otros cultivos de importancia agricola
(Santoyo et al., 2016).

Estas PGPR representan una alternativa en la practica agricola ante el gran impacto

negativo de la aplicacion de estos insumos hacia el medio ambiente y el alto precio



de los fertilizantes y pesticidas quimicos; por lo anterior los agricultores se han
interesado especialmente por la biofertilizacion. (Postma et al,.2003; Welbaum et
al,.2004).

Particularmente, los cultivos horticolas requieren de gran cantidad de fertilizantes
debido a la gran demanda de produccion (Mufioz et al.,2014). La lechuga requiere
nutrientes especificos para su desarrollo como: 2 Kg de Nitrégeno, 0.5 Kg de Fésforo,
4.3 Kg de Potasio , 0.9 Kg de Calcio y 0.2 de Magnesio para obtener una buena

calidad y rendimiento comercial de esta hortaliza (Tlahque-Guitierrez, 2011).

MARCO TEORICO

Mecanismos de accion empleadas por las PGPR

Las bacterias rizosféricas desempefian una funcidon importante al establecer
asociaciones con las plantas. Recientemente se ha documentado que las
rizobacterias presentan caracteristicas benéficas hacia su entorno, como el potencial
de desintoxicacion de metales pesados (Ma et al.,, 2011b; Wani & Khan, 2010),
tolerancia o degradacion de pesticidas (Anhemad & Khan, 2012), control biolégico de
fitopatdgenos e insectos (Hynes et al.,2008; Russo et al., 2008; Joo et al., 2005;
Murphy et al., 2000) y junto con las propiedades promotoras de crecimiento de las
plantas, mediante la produccion de fitohormonas (Anhemad & Khan ,2012) y
sideroforos (Jahanian et al., 2012;Tian et al., 2009) entre otros. En base a los efectos
gue ejercen estos microorganismos sobre el crecimiento de las plantas, se clasifican

en tres grupos: benéficas, neutras y patégenas, (Beneduzi et al., 2012).

Las bacterias promotoras de crecimiento rizosférico, tienden a actuar por dos

mecanismos distintos: Directos e indirectos.

Entre los mecanismos directos destacan: la sintesis de fitohormonas, la fijacion de
nitrégeno, la produccion de vitaminas, nitritos, la solubilizacion de fésforo (P)
inorganico y la oxidacién de sulfuros, el incremento en la permeabilidad de la raiz, y
la reduccion de la toxicidad por metales pesados. (Esquivel-Cote et al., 2013). Por
otra parte, las PGPR generan la promocion indirecta del crecimiento de las plantas,
mediante la disminucion o la prevencidbn de los efectos nocivos de los

microorganismos fitopatégenos hacia la planta mediante la produccién de sustancias
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antagonicas o generando la resistencia a patégenos. (Sivasakthi et al., 2014). Dentro
de sus mecanismos se incluyen la produccibn de la el enzima acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa (ACC), antibidticos, enzimas
degradantes de la pared celular, cianuro de hidrégeno, resistencia sistémica inducida
(ISR), inhibicion de Quorum Sensing y sideroforos (Balogh et al. 2010; Frampton et
al. 2012).

Mecanismos directos

Fitohormonas (Auxinas, Giberelinas, Citoquininas, Etileno, Acido abscisico)

Las hormonas vegetales o fitohormonas son compuestos producidos por las plantas,
gue ejercen su funcién en muy bajas concentraciones y su principal efecto se produce
a nivel celular, cambiando los patrones de crecimiento de los vegetales (Alcantara-
Cortes et al., 2019).

Auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales que participan en los procesos de desarrollo de
las plantas e intervienen en los procesos de division, elongacion y diferenciacion a
nivel celular (Ljung, 2013; Sauer et al.,, 2013). Estas sustancia se produce en
diferentes estructuras de las plantas induciendo la elongacion de tallos, la formacion

de raices adventicias, en las hojas y los tallos (Taiz & Zeiger, 2003).
Citoquininas

Las citoquininas son aminopurinas N6 que inician la proliferacién celular en muchas
células vegetales. Estas son sintetizadas en las raices, en los embriones del
desarrollo, en las hojas jovenes, en los frutos y participan en procesos de division
celular, morfogénesis de los tallos y las raices, la maduracion de los cloroplastos,

elongacion celular y la senescencia. (Taiz & Zeiger, 2003)
Etileno

El etileno es considerado una hormona que estimulen el crecimiento de la planta, pero

a concentraciones altas (mayor a > 10ppm) pueden ser dafinas, induciendo la
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defoliacidn, inhibicién del crecimiento radicular y senescencia prematura que conduce

a un rendimiento menor de los cultivos (Li et al., 2005, Desbrosses et al., 2009).

Solubilizacion de fosfato

El fosforo (P) es el elemento mineral mas importante seguido del nitrégeno (N), su
deficiencia limita el crecimiento de las plantas (Beltran, 2014). Sin embargo, esta baja
disponibilidad de fésforo hacia las plantas se debe a que la mayoria de fésforo se
encuentra de forma insoluble, mientras que las plantas solo lo absorben de dos
maneras solubles, el monobasico (H,P0,) y el dibasico (HPO3) (Bhattacharyya & Jha,
2012). Las bacterias solubilizadoras de fosfatos, solubilizan los fosfatos insolubles de
los suelos, esta forma quimica disponibles para las plantas (Goswami et al., 2016) y
las plantas proporcionan compuestos carbonados que son metabolizados para el

crecimiento microbiano (Moreno et al., 2018).
Fijacion biolégica de nitrégeno

La fijacion biolégica de nitrégeno es llevada a cabo por organismos procariotas, que
poseen el complejo multienziméatico di-nitrogenasa reductasa. Este cataliza la
reduccion altamente endergdnica de nitrégeno atmosférico a amonio en presencia de

magnesio ( Azcon & Talon 2016).

Las bacterias que reducen el nitrégeno atmosférico en amonio son denominadas
diazotroficas. Entre los organismos diazétrofos se encuentran, arqueas y bacterias

gue colonizan diversas especies vegetales. (Venieraki et al.,2011)

Mecanismos indirectos

Sideroforos

Se ha documentado ampliamente la participacion del hierro en diferentes procesos
bioldgicos vitales para las células como cofactor de una gran variedad de reacciones
enzimaticas (Tenorio-Salgado et al., 2013). El hierro es bastante abundante en los
suelos; sin embargo, el ion ferroso (Fe*?) se oxida a ion férrico (Fe*?), este i6n forma

compuestos insolubles, no disponible para las plantas. (Ramamoorthy et al., 2001).
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Las rizobacterias suprimen a los fitopatdgenos convirtiendo el hierro en un factor
limitante, mediante su secuestro, formando el complejo sideréforo-hierro. (Vacheron
et al., 2013). Por lo que su produccion desempefia un papel importante para reducir
la proliferaciéon de fitopatégenos por quelacion del hierro y mejora el desarrollo de las
plantas mediante una mayor absorcion de hierro. (Hibbing et al., 2010; Masalha et
al.,2010; Kativar et al., 2004)

Antibidticos

Los antibiéticos son compuestos organicos de bajo peso molecular que actian como
inhibidores de crecimiento, mediante la alteracién de las actividades metabdlicas de
microorganismos. Esta actividad antagonista es la mas eficaz para suprimir el
crecimiento de fitopatdgenos. (Has et al., 2005; Bharti et al., 2015). Dentro de los
mecanismos de accion de los antibioticos se incluyen la inhibicion de la sintesis de
pared celular, y la desestabilizacion estructural de la membrana celular, entre otros

mecanismos. (Beneduzi et al.,2012).
Resistencia sistémica inducida

La interaccion que presentan algunas rizobacterias con su planta huésped reduce el
numero de enfermedades o la severidad de alguna infeccion generada por bacterias,
hongos, virus, nematodos y algunos insectos patdgenos. (Poupin et al., 2013). La
resistencia inducida es el estado de mejora en la capacidad defensiva que desarrollan
las plantas cuando se estimulan adecuadamente (Van Loon et al., 1998). Este
proceso depende de las vias de sefializacion del &cido jasmonico y etileno presentes
en la planta (Bordiec et al.,, 2011). Estas moléculas de sefializacibn acumuladas
coordinan las respuestas de defensa y, cuando se aplican exdgenamente, son

suficientes para inducir resistencia a las plantas (Ryals et al., 1996).

CARACTERISTICAS GENERALES DEL MODELO VEGETAL
(Lactuca sativa L.)

Descripcion de la especie.

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta herbacea, autbgama y anual. Su 6rgano

comestible son sus hojas, las cuales son glabras, brillantes de color verde intenso o
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rojo. (Carrasco & Sandoval, 2016). Las hojas, lisas y sin peciolos emergen en forma
de roseta que no se ramifica, dependiendo de la variedad se forma un cogollo
apretado (Gallardo et al., 1996; Rincon, 2001).

La raiz principal es pivotante, corta y con pequefias ramificaciones; tiene numerosas
raices laterales de absorcion, las cuales se desarrollan en la capa superficial del suelo
con una profundidad de 5 a 30 cm. (Granval & Graviola, 1991; Valadez, 1997; Alzate
& Loaiza, 2008).

El tallo es pequefio, corto, cilindrico y no se ramifica cuando la planta est4 en el estado
optimo de cosecha. El tallo se alarga hasta 1.2 m de longitud, cuando finaliza la etapa

comercial. (Valadez, 1997).

Informacion taxondmica

Taxonomia
La lechuga es una planta anual, autégama y la clasificacion de la USDA (2006) se
encuadra en los siguientes taxones:

Reino: Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Lactuca L.
Especie Lactuca sativa L.

Aporte nutricional

La lechuga se caracteriza por ser una hortaliza rica en antioxidantes, vitaminas y
minerales. Es uno de los vegetales con mayor consumo en mundial y su principal

caracteristica es la digestibilidad. (Hernan-Boris & Almanza-Vega ,2016)

El valor nutricional de la lechuga se resalta por el alto contenido de minerales y

vitaminas. Es una fuente importante de calcio, hierro y vitamina A, proteina, acido
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ascorbico (vitamina C), y complejo B. Dado su bajo valor calérico, se ha tornado como
el ingrediente bésico en las dietas alimenticias (Whitaker & Ryder, 1964). El aporte de
calorias de esta hortaliza es muy bajo, mientras que la concentracion de vitaminica C
es muy alta. Asi mismo, aporta alta concentracién de potasio, fosforo y su contenido
de agua es del 94% ( Alzate & Loaiza, 2008).

Temperatura

En general, es una especie vegetal que se adapta a las temperaturas bajas; la
temperatura Optima para el crecimiento oscila entre los 18 a 23 °C durante el dia 'y
de 7 a 15 °C durante la noche, la temperatura maxima puede ser de 30 °C y la minima
gue puede soportar es de hasta -6 °C (Quintero et al., 2000).

En los ambientes de clima frio, en la fase del crecimiento del cultivo requiere
temperaturas entre 14 y 18 °C con maximas de 24 °C y minimas de 7 °C, debido a
gue la formacion de las cabezas de la lechuga exige la diferencia de temperaturas

entre el dia y la noche (Alzate & Loaiza, 2008).

Importancia econdémica

La produccién de Lechuga en el pais se ha incrementado afio con afio. México es el
octavo productor de lechuga con un total de 370, 066 toneladas, superado en primer

lugar por China con 13,434,116 toneladas, Estados Unidos con 3,889,120, India con
1,059,850 entre otros. (FAO, 2013).
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ANTECEDENTES

Descripcion y aplicacion de bacterias promotores de crecimiento rizosféricas
en plantas.

Azospirillum brasilense

El género Azospirillum es uno de los mas estudiados, estos microorganismos son
capaces de colonizar gran variedad de plantas y promover significativamente su
crecimiento, desarrollo y productividad en condiciones de campo. (Bashan & de-
Bashan, 2010)

Azospirillum lipoferum y Azospirillum brasilense son las especies mas estudiadas de
este género debido a su gran capacidad para estimular el crecimiento de las plantas,
y de aumentar el rendimiento de los cultivos (Diaz-Franco & Ortegon, 2006; Garcia-
Olivares et al., 2006). Se describen en la literatura como bacterias Gram negativas y
la morfologia de las células depende del estado nutricional del cultivo. (Bashan et al.,
1991). Son microorganismos de vida libre, fijadoras de nitrégeno, en forma de vibrio

o espirilo, que producen flagelos polares y peritricos (Baldani et al., 2005).

Garcia-Olivares et al., (2006) evaluo el rendimiento de produccion de biomasa y grano
del sorgo en condiciones de invernadero y de campo, en este estudio las semillas de
sorgo fueron inoculadas con tres cepas distintas de A. brasilense donde demuestra

gue un incremento de 13-17 % de rendimiento mayor que el testigo.

Fasciglione et al., (2012) describié que la inoculacion de lechuga con A. brasilense
promueve una germinacioén temprana, aumenta el peso seco de la hoja, y contenido
de clorofila cuando se cultivaron a una concentracion de a 40 mmol-3 de cloruro de
sodio (NaCl).

Villa-Castro et al., (2014) evalu6 el efecto de la inoculacién de tres cepas de
Azospirillum spp. en maiz (Patrén 9, IPN-33 IPN -35) bajo condiciones de invernadero,
demostrando que la cepa Patrén 9 incrementd el peso seco de la parte aérea de la

planta y evidencio el potencial de esta cepa para uso agricola en los cultivos.

Mangmang et al., (2015) evalué los efectos en el crecimiento temprano de plantulas

de lechuga, jitomate y pepino con la inoculacién de tres cepas de A. brasilense en
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estas plantas (Sp7, Sp7-S, y Sp245). Los resultados mostraron que el efecto de la
inoculacién vari6 enormemente con las especies de las plantas, los métodos de
inoculacién y las cepas de PGPR, sugirié que los efectos de la inoculacion podrian
depender de la concentracion del inéculo y de la produccion de IAA (4cido indol-3-

aceético).

Pseudomonas putida

Pseudomonas spp. son bacterias gram negativas capaces de adaptarse a diferentes
tipos de hébitats y entornos contaminados con hidrocarburos (Wu et al., 2010). Si
bien, se ha observado que en ambientes ampliamente estructurados, este género
bacteriano diverge rapidamente (Martin et al., 2014). Pseudomonas sp. promueve el
crecimiento vegetal (presenta mecanismos de promocion directa) y actian como
agentes de biocontrol contra fitopatogenos (Bakker et al., 2007). Las especies mas
caracterizadas son Pseudomonas fluorescens y P. putida (Dowling & O’Gara 1994;
Molina et, al., 2000).

Se ha demostrado que la inoculacion con algunas cepas de Pseudomonas mejora el
crecimiento del frijol coman (Ahmadzadeh & Tehrani 2009), sésamo (Kumar et al.
2009), trigo y maiz (Rosas et al. 2009), frijol mungo (Sharma & Johri 2003) y alfalfa
(Yanes al. 2012).

Sanchez-Lopez et al, (2014) evidenci6 que la inoculacion con P.
fluorescens FR1, Pseudomonas sp., UVLO27 y Pseudomonas sp. LEAV1S,
incrementod la biomasa y el desarrollo de las plantas de Lactuca sativa L., de manera
significativa (P<0.05) actuando estas cepas como solubilizadoras de fosfato y

utilizando como fuente principal, roca fosférica.

Costa-Guitierrez et al., (2020) evidencié que P. putida KT2440 puede tolerar altas
concentraciones de NaCl y determind como la salinidad influye en rasgos como la
producciéon de compuestos de indol, sintesis de sideroforos y solubilizacion de fosfato.
La inoculacién de las plantas de soja y maiz con esta cepa mejor6 significativamente
la germinacion de las semillas, la longitud de la raiz y el tallo de estas plantas en

condiciones salinas en comparacién con las plantas no inoculadas.
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Acinetobacter spp.

Dentro del contexto de bacterias promotoras de crecimiento vegetal, Acinetobacter
sp., ha demostrado su capacidad para la promocién de crecimiento en distintas
plantas. Se sabe que ciertas cepas tienen la capacidad de producir sider6foros
(Indiragandhi et al., 2008; Sachdev et al., 2010; Sarode et al., 2009), solubilizar
fosfatos, (Gulati et al., 2009; Peix et al., 2009). Sin embargo, hay poca evidencia de
algunas cepas de este género que pueden ejercer un mecanismo indirecto, como la
supresion de crecimiento de hongos fitopatégenos. (Hudderdar et al., 2002; Liu et al.,
2007).

Rokhbakhsh et al., (2011) indicé que Acinetobacter sp. PUCM1022 mejor¢ la altura
de disparo, longitud de la raiz y peso seco de la raiz de las plantulas de mijo perla en
comparacion con los controles, subrayando el potencial de promocion del crecimiento

de las plantas de estos aislados.

Kuan et al, (2016) desmostro que la inoculacion de maiz con bacterias como Bacillus
pumilus S1rl, Klebsiella pneumoniae Frl, Bacillus subtilis UPMB10 y Acinetobacter
sp. S3r2 aumentd significativamente la absorcion de nitrégeno de la planta, la

biomasa seca y el rendimiento de las mazorcas de maiz.

Rhitu et al., (2017) mencioné que el aislado Acinetobacter sp. PDB4 es una buena
candidata para promover la germinacién y la longitud radicular en plantas de arroz en
condiciones de estrés, generado por la presencia del hidrocarburos poli-aromaticos

Benzopireno (BaP).

Sphingomonas spp.

El género Sphingomonas fue descrito por primera vez por Yabuuchi et al., (1990), son
bacterias en forma de bacilos Gram negativos, no esporulantes, aerdbicos,
guimioheterotroficos, no moviles o moviles (Busse et al.,, 2003). Estos son
tradicionalmente conocidos como degradadores, bien adaptados para realizar la
biorremediacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos (Margesin et al.,2012 ; Pan
et al., 2016; Ohta et al., 2004) y hexaclorohexano (HCH). Ademas, se ha demostrado

la capacidad de Sphingomonas sp. para la produccién de moléculas como ACC
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desaminasa, AlA y produccion de sideréforos, cuando esta bacteria es inoculada en
plantas de maiz (Mohanty et al., 2016; Molina-Romero et al., 2017).

Multi-inoculante

El uso de biofertilizantes formulados con una sola especie microbiana,
frecuentemente no se obtienen los resultados deseados sobre el cultivo (Felici et al.,
2008; Roberts et al., 2005). Por otra parte, se ha estudiado que la inoculacion de
plantas con consorcios bacterianos se observa una mejor promocién de crecimiento
vegetal en comparacion a la inoculacién con una sola rizobacteria en distintos cultivos,
y eso es debido al sinergismo que se establece entre las PGPR , proporcionandole a
la planta el beneficio de biocontrol (Young et al.,2008)

Imran et al., (2002) evalu6 los mecanismos de control biolégico y promocion de
crecimiento en forma individual y en multi-inoculante sobre tomate inoculado con P.
fluorescens CHAOQ, P. aeruginosa IE-6S + y B. japonicum 5-69 mr, confrontando con
los fitopatégenos a M. phaseolina, F. solani y R. solani. Mostraron que el consorcio
bacteriano suprimié de manera mas eficiente a los patégenos y obtuvo un crecimiento

superior en biomasa seca en comparacion al control y la inoculacién individual.

Molina-Romero et al., (2017) evidencid que el multi-inoculante formulado con
bacterias tolerantes a la desecacion como: P. putida KT2440, Sphingomonas OF178,
Acinetobacter EMMSO02 y A. brasilense Sp7, mejor6 el peso seco de la raiz y de la
parte aérea, la altura y el diametro de maiz criollo azul en comparacion al control y a
los tratamientos individuales en condiciones de invernadero; ademas evidencio
algunas caracteristicas que presentan las cepas del consorcio como la produccién de

sideroforos, indoles totales y solubilizacion de fosfatos.

JUSTIFICACION

El crecimiento poblacional se ha vinculado con la demanda alimenticia, para solventar
esta problematica se han aplicado sustancias quimicas (fertilizantes y agroquimicos)
sobre el suelo de una forma indiscriminada y como consecuencia se ha deteriorado
su funcionamiento biolégico de este. Una alternativa para reducir el elevado empleo
de agroquimicos se ha centrado en la busqueda de métodos biotecnoldgicos
alternativos, como la inoculacién de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

(PGPR) a cultivos de importancia agrondmica. Esta opcion es una candidata
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excepcional para reducir el impacto negativo de agroquimicos sobre el ambiente y

obtener rendimientos similares al tradicional en los cultivos inoculados con PGPR.

HIPOTESIS

La mono-inoculacion y la multi-inoculacién de Lactuca sativa L. var. Longifolia con
bacterias promotoras de crecimiento rizosféricas como Acinetobacter sp. EMMSO02,
Pseudomonas putida KT2440, Azospirillum brasilense Sp7 y Sphingomonas OF178

podrian generar un efecto positivo en la estimulacion del crecimiento de la hortaliza.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La capacidad de colonizacion de Acinetobacter sp. EMMSO02, Pseudomonas putida
KT2440, Azospirillum brasilense Sp7 y Sphingomonas OF178 (en mono -inoculacion
y en multi-iniculacion) en la rizosfera de Lactuca sativa L. sera eficiente para estimular

el crecimiento?

¢ Lainteraccion de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) en forma
de mono-inoculacion y multi-inoculacion bacteriana sobre la rizosfera de Lactuca

sativa L. estimularan el crecimiento de la misma manera?

¢, La mono-inoculacion y el multi-inoculacion bacteriana de las PGPB en Lactuca

sativa L. afectara la concentracion de clorofila A, B y total?

OBJETIVOS GENERAL

Evaluar la interaccion de Lactuca sativa L., var. longifolia cuando es inoculada con las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR): Acinetobacter sp.
EMMSO02, Pseudomonas putida KT2440, Azospirillum brasilense Sp7, Sphingomonas
sp. OF178 en forma de mono-inoculacion y en multi-inoculacion, bajo condiciones

de crecimiento en invernadero.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la colonizacion bacteriana presente en el sistema radicular de las
plantas inoculadas con P. putida KT2240, Acinetobacter EMMSO02, A. brasilense Sp7,

Sphingomonas sp. OF178, en forma de mono-inoculacion y en multi-inoculacion.

e Evaluar la variacion morfométrica de Lactuca sativa L. variedad longifolia cuando
es inoculada con P. putida KT2240, Acinetobacter EMMS02, A. brasilense Sp7,
Sphingomonas sp. OF178, en forma de mono-inoculacion y en multi-inoculacion.

e Cuantificar la clorofila A y B de los diferentes tratamientos con la mono-inoculacion
y el multi-inoculacién bacteriana de P. putida KT2240, Acinetobacter EMMSO02, A.
brasilense Sp7 y Sphingomonas sp. OF178.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Las cepas bacterianas fueron proporcionadas por el laboratorio de Ecologia
Molecular Microbiana en el Instituto de Ciencias Microbiologicas ICUAP-BUAP. Cada
cepa fue reactivada con su respectivo medio selectivo, Pseudomonas putida KT2440
en Citrato de Simmons-Cm!*® (CS con CM: cloranfenicol 150 pg/mL de medio),
Azospirillum brasilense Sp7 RC-Cro>° (Rojo Congo con CRO: Ceftriaxona 50 pg/mL
de medio), Acinobacter sp EMMO02 en DT-CTX3° (Agar dextrosa triptona con CTX
Cefotaxima 30 pg/mL de medio) , Sphingomonas OF178, en LB AL 5%- AK>°(LB con
AK amikacina. 50 pg/mL de medio).

Para la reactivacion del multi-inoculante bacteriano (formulado con P. putida KT2240,
Acinetobacter EMMS02, A. brasilense Sp7, Sphingomonas sp. OF178) se utilizaron

los mismos medios de cultivos selectivos de las cuatro cepas utilizadas.

Crecimiento y suspension celular de inoculacion bacteriana

Los in6culos fueron preparados individualmente. Las cepas seleccionadas se
resembraron en su medio selectivo por la técnica en sembrado masivo. El crecimiento

celular de cada una de las cepas bacterianas se colectdé en matraces con 100 mL de
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agua destilada estéril. EI multi-inoculante fue preparado con 10% de cada uno de los
indculos individuales en un volumen total de 100 mL.

Para determinar el nimero de bacterias en las suspensiones celulares, se realizo el
método de goteo en placa (drop plate), que se fundamenta en realizar diluciones
seriadas con un volumen final de 1mL; se agrega 100 pl de la suspension bacteriana
a 900 pl de MgS0O4 all0 mM, se realizaron siete diluciones.

Desinfeccion y germinacion de semillas

Para poder evaluar la capacidad promotora de crecimiento bacteriano vegetal en cada
uno de los tratamientos de Lactuca sativa L., se realizé una desinfeccion de semillas
previo a la inoculacion, con hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 10 minutos a una
agitacion constante (Galleli, et al. 2015). Una vez finalizado el tiempo de agitacion, se
hicieron 10 lavados con agua destilada estéril con intervalos de 2 minutos para
eliminar rastros de hipoclorito de sodio.

Posteriormente se colocaron 300 semillas desinfectadas en cajas Petri, con una capa
de vermiculita estéril humedecida con 5 mL de agua destilada estéril. Se utilizaron 50
semillas por cada tratamiento.

Se dejaron a temperatura ambiente en condiciones de obscuridad hasta la
emergencia radicular de las semillas.

Una vez emergidas se trasplantaron a las charolas germinadoras de 200 cavidades
provistas de vermiculita estéril. Se coloco 1 plantula por cada cavidad y se regd con
agua destilada estéril hasta la primera brotacion de hojas verdaderas.

Todas las actividades descritas anteriormente se realizaron en condiciones estériles

empleando campana de flujo laminar.

Inoculacion bacteriana

A los 10 dias posteriores a la emergencia radicular, se inocularon los 5 tratamientos
(50 plantulas por tratamiento), con 2 mL de la suspension bacteriana en la raiz y
sobre la vermiculita estéril. EI grupo control Unicamente consistio en plantulas libre de
células bacterianas (sin inoculo). Se le adicion6 2 mL de agua destilada estéril.

Los tratamientos realizados se describen a continuacion:
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Cepa Tratamiento Poblacién Poblacién
bacteriana bacteriana en
En mono- multi-inoculante
inoculacién (UFC/mL)
(UFC/mL)

Grupo control (Ctrl) Agua estéril 'y Ausente Ausente

Solucién MSJ

Azospirillum Agua estéril y 3x10° 3x10°

brasilense (Sp7) Solucion MSJ

Sphingomonas Agua estéril y 7x107 7x107

(OF178) Soluciéon MSJ

Acinetobacter sp. | Agua estéril y 4x107 4x107

(EMMSO02) Solucion MSJ

Pseudomonas putida | Agua estéril vy 4x10° 4x10°

(KT2440) Soluciéon MSJ

Solucioén nutritivay Condiciones de invernadero

Después de la inoculacién, las plantas se etiquetaron con su respectivo tratamiento y
se mantuvieron en condiciones de invernadero bajo una temperatura minima de 10
°C durante la noche y una maxima de 27 °C. Se regaron diariamente con agua estéril
hasta la emergencia de las primeras hojas verdaderas aproximadamente 15 dias
después de la germinacién (ddg). Las plantas recibieron una dosis de 2 mL de
solucion nutritiva MSJ tres veces a la semana hasta los 36 dias posteriores a la
germinacion. La formulacion de la solucion MSJ es: NH, NO3;, KN05, MgS0,7, H,0,
KH,P0,, FeNaEDTA, H;BOP;, MnSO,, ZnS0,7H,0,Na,M00,2H,0, CuSO,5H,0,
CoCl,2H,0, Kl, preparada con agua destilada estéril (Murashige y Skoog, 1962), El
pH oscilaba de 6.4 a 7.2

Cuando se alcanzé los 30 ddg, las plantulas se traspasaron a bolsas compuestas de
1L vermiculita estéril (Mufioz et al., 2003; Molina-Romero et al. 2017) colocando 150

mL de MSJ y 150 mL de agua estéril.
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Las primeras dos semanas del establecimiento de la plantula en maceta, el regado
por semana se realizé con 150 ml de MSJ y con 150 ml de agua estéril.

La tercera semana de establecimiento, el riego fue modificado a dos riegos con
solucion nutritiva y un riego con agua estéril por semana.

Cada una de las bolsas se colocaron dentro de una maceta para evitar cualquier tipo

de contaminacion.

Variables evaluadas

Para evaluar el efecto de la inoculacion de las PGPR en Lactuca sativa L., la cosecha
se realiz6 90 dias después de la germinacién (ddg). Se establecieron dos
experimentos independientes. Las variables evaluadas fueron, biomasa himeda,
biomasa seca, longitud de la raiz, niumero de hojas, longitud de area foliar,

colonizacion de la rizosfera y cuantificacion de clorofila total, Ay B.

Colonizacién bacteriana rizosférica

Para evaluar la colonizacion del sistema radicular de las plantulas de Lactuca sativa
L., se realiz6 un muestreo aleatorio a las 24 horas después de la inoculaciéon y a los
30, 60 y 90 dias posteriores a la inoculacion (dpi).

Para poder cuantificar el nimero de bacterias adheridas a la raiz, se tomaron 5
plantas por cada tratamiento.

Las plantas de cada tratamiento se retiraron cuidadosamente de la vermiculita, el
sistema radicular se colocé en un recipiente estéril independiente, y la raiz se agité
para descartar la vermiculita que no estaba adherida fuertemente a la raiz, se
determind el peso seco de la vermiculita separada de la raiz, este valor de peso seco
de la vermiculita se empled para generar el cociente de la poblacion bacteriana que
colonizo laraiz y la vermiculita adherida: Unidades formadores de colonia/gramo de
vermiculita (UFC/gV) (Rodriguez-Andrade et al., 2015).

Cada una de las raices se sumergieron en 50 mL de MgSO, 7H,0 a al 10 mM y se
agitaron constantemente durante 20 minutos en frascos estériles (se realizaron
agitaciones manuales cada 5 min, con 30 repeticiones).

Las poblaciones bacterias rizosféricas se determinaron con el método de DropPlate
a partir de la suspension celular obtenida de las raices de las plantas analizadas , se
realizaron diluciones seriadas y se sembré 20 ul de cada dilucion (Morales et al. 2011)

en el medio selectivo correspondiente: Pseudomonas putida KT2440 en Citrato de
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Simmons-Cm!® (CS con CM:cloranfenicol 150 pg/mL de medio), Azospirillum
brasilense Sp7 RC-Cro>° (Rojo Congo con CRO: Ceftriaxona 50 pg/mL de medio),
Acinobacter sp SMM02 en DT-CTX3° (Agar dextrosa triptona con CTX Cefotaxima 30
pg/mL de medio) , Sphingomonas OF178, en LB AL 5%- AK>°(LB con AK amikacina.
50 pg/mL de medio).

Cuantificacién de Clorofila

Para la determinacion de pigmentos fotosintéticos (Clorofila a y b) se siguié la
metodologia propuesta por Hiscox e Israelstam ,1979.

Se midi6 la densidad Optica por espectrofotometria a 645 y 663 nm. Para su
determinacién se empleo la ecuacion descrita por Arnon, 1949 y los coeficientes de
absorcion de Mackinney:

Clorofila A= (12.7 x Abs 663) — (2.69 x Abs 645)

Clorofila B= (22.9 x Abs 645) — (4.68 x Abs 663)

Clorofila Total= (20.2 x Abs 645) + (8.02 x Abs 663

Se establecieron 2 experimentos independientes en diferentes estaciones del afo:
Primer experimento: Abril a Julio, utilizando como soporte vermiculita estéril.

Segundo experimento: Julio a Octubre utilizando como soporte vermiculita estéril.

Variables morfométricas

Las plantas de lechuga se cosecharon a los 90 dpi. Se evalud la biomasa fresca y
seca de la parte aérea y la raiz.

Para medir el peso fresco, la planta fue retirada de la bolsa cuidadosamente y se
sumergio la raiz en un contenedor de agua para eliminar cualquier resto de
vermiculita, posteriormente se determind el peso con una balanza granataria marca
Zeigen.

Para evaluar la longitud foliar y longitud radicular se utilizé un metro y se contabilizé
el nimero de hojas presentes de cada planta.

Para determinar el peso seco, las plantas se introdujeron a un horno de secado a una

temperatura de 70 °C por 72 h hasta alcanzar un peso constante (Vargas et al., 2001).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron sometidos a una evaluacion estadistica empleando un analisis de
varianza (ANOVA) para comparar la diferencia de medias entre grupos y una prueba
post-hoc Tukey en la morfometria y actividad fotosintética de Lactuca sativa L.

Se realizé una prueba de Kruskall-Wallis para evaluar la colonizacion del sistema

radicar de las plantas inoculadas con PGPR.
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RESULTADOS

Evaluacién de colonizacién bacteriana en Lactuca sativa L.

Colonizacién de PGPR en forma individual y en consorcio.

La evaluacion de la adherencia de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR), a las 24 horas después de la inoculacion, mostré que P. putida KT2440,
presento la mayor capacidad para adherirse e interactuar con el sistema radicular de
Lactuca sativa L., con una poblacion promedio de 10® UFC/gV (6.25+0.88)
corroborado con el analisis estadistico (Kruskall-Wallis p= 0.002 Test de
comparaciones multiples Dunn muestra <0.05). Por otro lado, Acinetobacter EMMS02
(5.10+0.80) y Sphingomonas OF178 (5.80 +0.40) presentaron una capacidad de
adherencia similar, a diferencia de A. brasilense Sp7 (5.02 +0.57) con la menor
adhesion (Tabla 1).Posteriormente, el consorcio bacteriano mostré una capacidad de
adhesion en el orden de 10° UFC/ gV (Tabla 2).

La evaluacion de la colonizacion a los 60 dpi si presentd diferencias significativas
entre los tratamientos individuales. Acinetobacter EMMSO02 (3.55+0.55) mostré una
poblacion promedio menor en el orden 103UFC/gV (Kruskall-Wallis p=0.047). El resto
de los tratamientos presentaron una poblaciéon similar en un rango de 10° y 10°
UFC/gV (Tabla 1).

Por otro lado, el consorcio bacteriano presenté una disminucién en la capacidad de
colonizacion a los 60 ddi para A. brasilense (4.63+0.37) y Acinetobacter EMMS02
(3.52+0.42); sin embargo, para Sphingomonas OF178 (5.17 £0.95). y P. putida

presentaron colonizacion similar a la adhesion (Tabla 2).

La evaluacion de la colonizacion a los 90 dias post-inoculacion, mostré diferencias
significativas (Kruskall-Wallis p=0.005), entre el tratamiento inoculado con A.
brasilense que presenté una colonizacion de 5.41 + 0.03 UFC/gV; sin embargo, para
P. putida KT2440 (6.69 + 0.65) , Sphingomonas OF178 ( 6.2 £0.71 ) y Acinetobacter
EMMSO02 ( 6.06 +0.65) registraron una poblacién similar en el orden de 10® UFC/g.
(Tabla 1) El consorcio bacteriano presentd una colonizacion en el orden de 10° y 10°

UFC/gV, sin diferencia significativa (Tabla 2).
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Tabla 1 Capacidad de colonizacion de las

rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)

inoculadas en forma de mono-inoculaciéon en el sistema radicular de Lactuca sativa L.

Tratamientos

Mono-inoculacion

Azospirillum brasilense
Sp7

Pseudomonas putida
KT2440

Acinetobacter sp.
EMMSO02

Sphingomonas sp.
OF178

Log UFC/gV
24 horas ddi

Adherencia

5.06 (+ 0.57) ¢

6.25 (+0.88) a

5.10 (20.80) b

5.80 (+0.40) b

Log UFC /gV
60 ddi

Colonizacion

5.44 (+0.53) b

6.49 (+0.35) ab

3.55 (+0.53) ¢

6.03 (+0.51) ab

Log UFC /gV
90 ddi

Colonizacion

5.42 (+0.03) b

6.34 (+1.54) a

6.07 ( 0.65) b

6.22 (+0.71) b

Los valores mostrados son la media de la evaluacién de 5 plantas con la desviacion estandar (x)a las 24 horas, 60y 90
dias dpi. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre los tratamientos (P< 0.05, Kruskall-wallis test).

Tabla 2 Capacidad de colonizacién de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) en forma
de multi-inoculacién bacteriana en el sistema radicular de Lactuca sativa L.

Tratamiento con el
multi-inoculante

bacteriano

Azospirillum brasilense Sp7

Pseudomonas putida KT2440

Acinetobacter sp. EMMS02

Sphingomonas sp. OF178

Logaritmo de la

poblacién bacteriana

UFC/gV 24 horas

ddi

5.13 (+ 0.68) a

5.17 (+1.27) a

5.27 (+0.63) a

5.43 (+0.64) a

Logaritmo de la
poblacion
bacteriana

UFC /gV
60 ddi

4.63 (+0.37) bc

6.41 (+0.55) a

3.52 (+0.42) ¢

5.17 (+0.95) ab

Logaritmo de la
poblacion
bacteriana
UFC /gV

90 ddi

5.38 (+0.85) b

6.69 (+0.65) a

5.70 (+ 0.59) b

5.32 (+1.17) b

Los valores mostrados son la media de la evaluacion de 5 plantas mas la desviacion estandar () a las 24 horas, 60 y
90 dias ddi. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas entre los tratamientos (P< 0.05, Kruskall-wallis test).
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Actividad promotora de crecimiento de las PGPR sobre Lactuca sativa L.

Las caracteristicas morfologicas de Lactuca sativa L. evaluadas fueron el nimero de

hojas, longitud radicular, longitud foliar, biomasa hiumeda y seca de raiz y parte area.

A los 90 dias posteriores de la inoculacion, se observo que las plantas inoculadas con
P. putida KT2440 presentaron un mayor nimero de hojas, a diferencia de los demas
tratamientos. En el segundo experimento, se registré que A. brasilense Sp7,
Acinetobacter EMMSO02 y el multi-inoculante presentan una similitud en el nimero de
hojas con respecto a P. putida KT2440; en contraste Sphingomanos OF178, presentd
un decremento en el nimero de hojas de Lactuca sativa L. (Figura 1)

Numero de hojas

Figura 1 Media del nimero total de hojas presentes en Lactuca sativa L. a los 90 dpi inoculadas con
PGPR: A. brasilense Sp7; Acinetobacter sp. EMMSO02; P. putida KT2440: Sphingomonas sp. OF178.
R1: experimento 1 corresponde a la evaluacién de 20 plantas (n=20), R2: experimento 2 corresponde
a la media de la evaluacion de 25 plantas (n=25) (medias que no comparten una letra son
estadisticamente significativos Tukey post-hoc P < 0.05
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Figura 2 Media de la longitud foliar de Lactuca sativa L. de cuatro hojas por planta a los 90 dpi, inoculadas
con las PGPR: A. brasilense Sp7; Acinetobacter sp. EMMS02; P. putida KT2440: Sphingomonas sp.
OF178. R1: experimento 1 corresponde a la evaluacion de 20 plantas (n=20), R2: experimento 2
corresponde a la media de la evaluacién de 25 plantas (n=25) (medias que no comparten una letra son
estadisticamente significativos Tukey post-hoc P < 0.05

En la evaluacion de la longitud foliar de L. sativa, se observdé que todos los
tratamientos presentaron una tendencia similar en el primer experimento. En el
segundo experimento se observé mayor longitud foliar en los tratamientos inoculados
con Acinetobacter EMMS02, Pseudomonas putida KT2440, el multi-inoculante y A.
brasilense Sp7, estos presentaron diferencias significativas en comparacion al grupo

control y Sphingomonas OF178 (Figura 2).

Posteriormente, la longitud radicular no present6 variacion entre el grupo control y los
seis tratamientos de inoculacion en el primer experimento, sin embargo, en el
segundo experimento, P. putida KT2440, Acinetobacter EMMS02, A. brasilense Sp7
y el multi-inoculante presentaron mayor sistema radicular con diferencias

significativas en comparacién al grupo control y Sphingomonas OF178. (Figura 3)
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Figura 3 Longitud radicular de Lactuca sativa L. a los 90 ddi, inoculadas con PGPR: A. brasilense Sp7;
EMMSO02: A. brasilense Sp7; Acinetobacter sp. EMMSO02; P. putida KT2440: Sphingomonas sp. OF178.
R1: experimento 1 corresponde a la evaluacion de 20 plantas (n=20), R2: experimento 2 corresponde
a la media de la evaluacion de 25 plantas (n=25) (medias que no comparten una letra son
estadisticamente significativos Tukey post-hoc P < 0.05.

La produccion total de biomasa fresca de la parte aérea a los 90 ddi, registré durante
el primer experimento (20 plantas evaluadas) que el tratamiento P. putida KT2240,
Acinetobacter sp. EMMS02, A. brasilense Sp7, el multi-inoculante y el control
presentaron un peso similar en la biomasa fresca, a diferencia de Sphingomonas
OF178 con una producciéon menor. En contraste, en el segundo experimento (25
plantas evaluadas) se observd una similar produccion de la biomasa fresca de la
parte aérea en los tratamientos de P. putida KT2240, Acinetobacter sp. EMMS02, A.
brasilense Sp7 y el multi-inoculante, con una diferencia significativa en comparacion

al control y Sphingomonas OF178 (Figura 4).

En el primer experimento (20 plantas evaluadas) todos los tratamientos presentaron
una similar produccién de biomasa fresca de raiz, excepto para Sphingomonas
OF178, este presentd la menor biomasa fresca de raiz en comparacion con el
tratamiento control; a diferencia del segundo experimento (25 plantas evaluadas), el
tratamiento inoculado con Acinetobacter EMMS02 presenté la mayor biomasa fresca
del sistema radicular a diferencia de los demas tratamientos inoculados y el grupo

control. (Figura
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Figura 4 Peso fresco total de parte area de Lactuca sativa L. a los 90 ddi, inoculadas con PGPR A.
brasilense Sp7; Acinetobacter sp. EMMS02; P. putida KT2440: Sphingomonas sp. OF178. R1:
experimento 1 corresponde a la evaluacion de 20 plantas (n=20), R2: experimento 2 corresponde a la
media de la evaluacién de 25 plantas (n=25) (medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativos Tukey post-hoc P < 0.05.

Peso fresco raiz (g)
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Figura 5 Peso fresco total de raiz de Lactuca sativa L. alos 90 dpi, inoculadas con PGPR: A. brasilense
Sp7; Acinetobacter sp. EMMSO02; P. putida KT2440: Sphingomonas sp. OF178. R1: experimento 1
corresponde a la evaluacion de 20 plantas (n=20), R2: experimento 2 corresponde a la media de la
evaluacion de 25 plantas (n=25) (medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativos Tukey post-hoc P < 0.05
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El tratamiento con mayor peso seco de la parte aérea en el primer experimento fue P.
putida KT2440 mostrando diferencias significativas (<0.05) en comparacién al grupo
control y los demas tratamientos inoculados. En el segundo experimento la tendencia
fue similar, el mayor peso seco lo presenté KT2440 y el tratamiento con Acinetobacter
sp. EMMSO02 (Grafica 6).

Para el peso seco del sistema radicular, en el primer experimento no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos inoculados de forma individual, el consorcio y el
grupo control; en contraste, el tratamiento inoculado con Sphingomonas OF178
generd menor peso seco radicular. En el segundo experimento, los tratamientos de
Acinetobacter sp. EMMSO02, P. putida KT2440 y el multi-inoculante reportaron el
mayor valor de peso seco de la raiz y presentaron diferencias significativas con el

resto de los tratamientos de PGPR (Gréfica 7).
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Figura 6 Peso seco total de parte area en Lactuca sativa L. a los 90 dpi, inoculadas con PGPR: A.
brasilense Sp7; Acinetobacter sp. EMMS02; P. putida KT2440: Sphingomonas sp. OF178. R1:
experimento 1 corresponde a la evaluacion de 20 plantas (n=20), R2: experimento 2 corresponde a la
media de la evaluacién de 25 plantas (n=25) (medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativos Tukey post-hoc P < 0.05.
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Figura 7 Peso seco total de raiz en Lactuca sativa L. alos 90 ddi, inoculadas con PGPR: A. brasilense
Sp7; Acinetobacter sp. EMMSO02; P. putida KT2440: Sphingomonas sp. OF178. R1: experimento 1
corresponde a la evaluacién de 20 plantas (n=20), R2: experimento 2 corresponde a la media de la
evaluacion de 25 plantas (n=25) (medias que no comparten una letra son estadisticamente
significativos Tukey post-hoc P < 0.05

Evaluacion de actividad fotosintética de Lactuca sativa L.

Se determind clorofila A, B y total a todos los tratamientos evaluados con la lechuga.

El primer parametro evaluado fue Clorofila A (ChlA), el tratamiento del multi-inoculante
(50.96 * 4.64 ug/mL) mostré el mayor valor de ChlA, con una diferencia significativa
con respecto al grupo control (33.18 £ 7.42 pg/mL), A. brasilense Sp7 (28.73+ 3.48
pg/mL), Acinetobacter sp. EMMS02 ( 32.88+ 10.10 ug/mL), P. putida KT2440 ( 29.59+
13.81 pg/mL) y Sphingomonas OF178 ( 23.68 £ 5.63 ug/mL) (Figura 8). El contenido
de la Clorofila b en las hojas de Lactuca sativa L. fue similar en todos los tratamientos
(Figura 9).
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Figura 8 Contenido de Clorofila A (Chl A) evaluada en 0.5 g de hojas de Lactuca sativa L. a los 90 ddi, plantas
inoculadas con PGPR, media de la evaluacion de 10 plantas (medias que no comparten una letra son
estadisticamente significativas Tukey post-hoc P < 0.05)
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Figura 9 Contenido de Clorofila B (Chl B) evaluada en 0.5 g de las hojas de Lactuca sativa L. a los 90 ddi., plantas
inoculadas con PGPR, media de la evaluacién de 10 plantas (medias que no comparten una letra son
estadisticamente significativas Tukey post-hoc P < 0.05)
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Figura 10 Contenido de Clorofila total evaluada en Lactuca sativa L. a los 90 ddi. (medias que no comparten una
letra son estadisticamente significativas Tukey post-hoc P < 0.05)

Para el contenido total de clorofila el tratamiento con el multi-inoculante (93.59 + 13.79
pMg/mL) mostré el mayor valor en comparacion con los demas tratamientos (Figura
10).

DISCUSION

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal son generalmente empleadas como
inoculantes para la bioestimulacién, biocontrol y biofertilizacién. Sin embargo, un
requisito indispensable para promover el crecimiento vegetal es la colonizacion
eficiente del sistema radicular de la planta (Noumavo et al., 2016). Tal es el caso de
P. putida KT2440 que en este estudio tuvo una densidad de colonizacion adecuada
(10% UFC /gV) a las 24 horas, 60 y 90 post-inoculacion (Tabla 1). La colonizacién de
P. putida en la rizosfera de Lactuca sativa L. fue similar a lo reportado en plantas de
maiz (Molina-Romero et al., 2017; Costa-Guiterrez et al., 2020); esta capacidad de
colonizacion a la radicula se podria sustentar con los estudios donde describen la
excelente habilidad del género Pseudomonas para adaptarse rapidamente a nuevos
ambientes (Martin et al., 2014). Por otro lado, A. brasilense Sp7 obtuvo una densidad
de colonizacién menor en un orden de magnitud en comparacién a lo reportado en

cultivos de pimiento inoculado con A. brasilense Sp-245 (Bashan, 1998) y lechuga
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inoculada con A. brasilense T2P10 (Diaz-Vargas et al., 2001). Es importante enfatizar
gue la colonizacion de A. brasilense Sp7 a la raiz de la lechuga fue menor en este
trabajo en comparacion con otros estudios; esta controversia se podria explicar por
las diferentes interacciones bioquimicas presentes en el suelo y del genotipo de
bacterias empleadas (Rojas-Mufioz & Caballero-Mellado, 2003) o incluso por la
variedad de la planta que se esté utilizando (Vessey, 2003).

En este trabajo se utilizé vermiculita como sustrato para el establecimiento de Lactuca
sativa L.; sin embargo, diversos autores han reportado que, al ser un suelo inerte, la
facilidad para poder establecer una interaccion con la planta sin competencia alguna
es ideal. (Morales-Garcia et al., 2013; Molina et al.,, 2017). Por otra parte, al
proporcionar los nutrientes esenciales mediante una solucion nutritiva, se sugiere que
la bacteria se le dificulta adaptarse a un ambiente restringido en nutrientes por lo que
los exudados ofrecidos por parte de la planta y los metabolitos por parte de suelo no
son suficientes para establecer una adecuada colonizacion (Tabla 1).

En este estudio Acinetobacter sp. EMMS02 presentd una densidad de colonizacion
baja a los 60 ddi (103 UFC /gV); sin embargo, a los 90 dias post-inoculacion del
sistema radicular, fue adecuada (10® UFC /gV). La tendencia de colonizaciéon fue
similar a lo reportado por Molina et al., 2017 en plantas de maiz utilizando la misma
cepa (Tabla 1). La eficiente colonizacion de esta rizobacteria se podria sustentar con
estudios donde Acinetobacter sp., se perfila como una PGPR prometedora en
promover el crecimiento debido a su capacidad de adaptarse a condiciones de estrés
ambientales (Rokhbakhsh-Zamin et al., 2011), esto podria explicar la reduccion de
poblacién a los 60 ddi en la rizosfera con el sustrato de vermiculita y la eficiente
colonizacion a los 90 ddi similar a la de P. putida KT2440 y a Sphingomonas OF178(
10 UFC /gV). Sin embargo, para Sphingomonas OF178, la densidad de poblacién no
es similar a lo reportado en cacahuate (Jesus-Ramos et al., 2020) y maiz (Morales-
Garcia et al., 2013), estos estudios utilizaron la misma cepa en diferentes plantas. Lo
anterior fortalece la hipotesis, que el efecto benéfico de la interaccion de bacteria-
planta es dependiente de la variedad de la planta y el genotipo de la planta (Mufioz-
Rojas et al., 2003; Martinez de Oliveira et al., 2006).

Por otro lado, la colonizacién del consorcio registr6 un rango similar a la mono-

inoculacién evaluada a las 24 horas, 60 y 90 ddi. Las cuatro cepas inoculadas en
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consorcio no mostraron ninguna actividad de antagonismo. Cada cepa colonizo el
sistema radicular de la planta de manera eficiente como lo reportado en maiz

inoculado con este consorcio (Molina-Romero et al. 2017) aplicado en este trabajo.

Promocién del crecimiento vegetal en Lechuga (Lactuca sativa L.)

En este trabajo se observo que la inoculacion con la cepa P. putida KT2440 tiene un
efecto promotor en comparacion a los demas tratamientos de inoculacion en Lactuca
sativa L. sembradas sobre vermiculita en condiciones de invernadero en dos
estaciones diferentes del afio. Estos resultados coinciden con Molina et al., 2017 y
Costa-Gutiérrez 2020 donde utilizan a P. putida KT2440 como una bacteria promotora
de crecimiento vegetal en maiz y lechuga. Se ha reportado que una manera eficaz
para evidenciar la promocion de crecimiento vegetal es la determinacion del peso
seco (Soriano et al., 2012). Con la inoculacion de esta cepa se obtuvieron los mayores
valores de peso seco de la parte aérea y raiz a diferencia del grupo control en los dos
experimentos realizados. Este resultado se puede sustentar por las caracteristicas de
gue P.putida KT2440, como una PGPR gue presenta diversos mecanismos directos
e indirectos de promocién de crecimiento vegetal, como la solubilizacion de fosfatos,
la produccion de acido indol acético (AlA), siderdforos (Molina et al,.2017) y
resistencia sistémica inducida (Matilla et al., 2011). Se ha documentado que las
bacterias capaces de solubilizar fosfato mejoran significativamente los parametros
morfométricos de las plantas, como el grosor del tallo, nimero de ramas o incluso el
area foliar (El-Yazeid & Abou-Aly, 2011). Ademas, al ser productora de AlA, ejerce
efectos anatémicos positivos sobre el sistema radicular como elongacion y formacion
de raices laterales, permitiendo una mayor absorcion de nutrientes (Patten y Glick,

2002) otorgando a la planta mayores beneficios para un 6ptimo crecimiento.

Por otro lado, Acinetobacter sp. es un género que recientemente se ha documentado
como una bacteria capaz de promover el crecimiento vegetal (PGPR) (Patel et al.,
2017). En estudios recientes la inoculacion de Acinetobacter sp. registré el aumento
de peso seco y longitud radicular de P. glaucum (Rokhbakhsh-Zamin et al., 2011); la
biomasa seca de plantas de Canola (P. Indiragandhi et al., 2008), esto se podria
explicar por las caracteristicas que presentan algunas cepas de este género como la

fitoestimulacién (Huddedar et al., 2002), solubilizacion de fosfato (Gulati et al., 2009;
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Peix et al., 2009) produccion de sideréforos (Sarode-Prashant et al., 2009) e incluso
fijacion de nitrégeno in vitro (Patel et al., 2017).

En este estudio se observé que la cepa Acinetobacter EMMSO02 tuvo la capacidad de
estimular el crecimiento de lechuga bajo temperaturas 6ptimas de crecimiento para la
planta, esta cepa generé aumento en el nimero de hojas, peso seco y fresco de raiz,
peso fresco del area foliar, longitud radicular en la segunda réplica. Estos datos
refuerzan que Acinetobacter sp. es un género bacteriano PGPR con potencial para
promover el crecimiento vegetal, sin embargo, aln desconocemos los cambios
bioquimicos y moleculares que suceden en la interaccién bacteria-planta en los dos
experimentos realizados. Posiblemente la temperatura es un factor que dispara la
activacion de los genes de esta bacteria que participan en los mecanismos de

promocion del crecimiento vegetal (Molina et al., 2017).

Por el contrario, A. brasilense es una de las PGPR mas estudiadas debido a su gran
capacidad de aumentar el rendimiento en diferentes cultivos como maiz, cafia de
azucar, pastos y sorgo (Martinez-Morales et al., 2003; Viviene et al., 2004) y esto se
debe a la capacidad de produccion y liberacion de fitohormonas como auxinas,
citocininas, giberelinas (De Bashan et al., 2007) y fijacion biologica de nitrogeno, entre
otras (Parra & Cuevas, 2001); sin embargo, en este estudio A. brasilense Sp7, en el
primer experimento realizado, presenté un comportamiento similar al grupo control;
en contraste, en el segundo experimento si se observo promocion de crecimiento por
el aumento en el nimero de hojas, longitud radicular, longitud foliar, peso fresco y
seco de raiz y parte aérea. (Figura 1-8). Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Mangmang et al., 2015 donde inocularon a A. brasilense Sp7-S en
lechuga y se observo el incremento del nUmero de hojas y la longitud del sistema

radicular.

Los resultados obtenidos con la inoculacion de Sphingomonas OF178 mostraron un
crecimiento similar o menor al tratamiento control (Figura 1-8). La adherencia y la
colonizacion de esta cepa en la rizosfera de la planta fue eficiente (Tabla 1). Si bien,
diversos autores mencionan que la capacidad de supervivencia de las bacterias y la
colonizacion es esencial para llevar a cabo la promocién de crecimiento (Nihorimbere
V. et al.,, 2011; Noumavo et al., 2016) asi como la compatibilidad entre los

microorganismos y los factores intrinsecos de la planta, especificamente los
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exudados de raiz (Trivedi et al., 2012). En este trabajo no se observé una promocién
de crecimiento a pesar de generar una eficiente colonizacion del sistema radicular de
la lechuga, en cambié se presentd una alteracion negativa en la morfometria de
Lactuca sativa L. en las plantas inoculadas con esta cepa. Estos resultados son
similares a lo reportado por Jesus-Ramos et al., 2020 donde inoculé a Sphingomonas
OF178 para potenciar el crecimiento del cacahuate, estos autores reportaron una
disminucion en el numero de hojas y ramas con respecto a las plantas no inoculadas.
También se ha reportado que algunas bacterias promotoras de crecimiento vegetal al
ser inoculadas en plantas como cacahuate generan efectos negativas en su desarrollo
como necrosis, clorosis en los tejidos (Merino et, al., 2020) o incluso, la disminucién
en el sistema radicular del frijol (Torrez-Gutiérrez et al., 2020 ) esto podria deberse a
el exceso de metabolitos producidos por parte de la bacteria, causandole a la planta
un efecto téxico, por ejemplo Agrobacterium tumefaciens es una bacteria que produce
hasta 78 pg mL-1 de AIA y otros metabolitos, provocando una alteracion negativa
sobre la planta, originando “agalla de la corona” cuyos sintomas son tumores en
raices, tallos y ramas en diversas especies vegetales (Liu et al., 1982; Khakipour et
al., 2008; Farzana et al., 2009; Zarrin et al., 2009; Wahyudi et al., 2011; Lara-Mantilla
et al., 2011).

Por otro lado, el multi-inoculante report6 diferencias significativas en el peso seco de
raiz y parte aérea de la lechuga en el segundo experimento bajo condiciones Optimas
de temperatura para el crecimiento de la planta, en comparacion al control, pero la
promocion de crecimiento vegetal fue similar a la inoculacion individual de P. putida
KT2440 o Acinetobacter EMMS02 (Figura 6). Diversos autores reportaron que al
combinar distintas PGPR (multiinoculante), promueven el crecimiento y favorecen el
rendimiento del cultivo de forma superior en comparacion a la mono-inoculaciéon
debido a las actividades sinérgicas que ofrecen los multiinoculantes hacia las plantas
(Young et al., 2007; Xin qgi et al., 2019; Jesus-Ramos et al.,2020). Estas cepas
previamente utilizadas en otros estudios en forma de multi-inoculante, se report6é que
el consorcio estimulé el crecimiento del maiz de manera favorable y superior a
diferencia de la mono-inoculacion y el grupo control (Molina et al, 2017). Sin embargo,
en este trabajo el consorcio bacteriano generé cambios significativos para Lactuca
sativa L. similares a la mono-inoculacién; en contraste, la capacidad de colonizacién

del consorcio fue la méas eficiente en el sistema radicular. Los resultados observados
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en este trabajo concuerdan con la premisa que establece que el genotipo de los
organismos involucrados juegan un papel importante en el efecto benéfico generado

por la asociacién entre microorganismos y plantas.

Ademas, en un estudio realizado con cuatro genotipos de maiz, se observé que dos
de ellos respondieron favorablemente a la inoculacion con Azospirillum en
comparacion a las otras dos variedades (Garcia de Salamone et al., 1996), lo anterior
podria explicar que la multi-inoculacién del consorcio con esta variedad de lechuga,
no es superior en comparaciéon a la mono-inoculacion de P. putida KT2440 o
Acinetobacter EMMSO02.

Cuantificacion de Clorofila

En este estudio la evaluacion de la concentracion de la clorofila en Lactuca sativa L.,
tanto la clorofila A (ChA) y Clorofila total fue similar a los tratamientos inoculados
individualmente con las PGPR y el grupo control, excepto para el consorcio

bacteriano.

En contraste, los tratamientos inoculados con P. putida KT2440 o Acinetobacter
EMMSO02 si presentaron diferencias significativas en los parametros de peso seco de
la parte aérea y de la raiz, numero de hojas y longitud foliar con respecto al control a
pesar de contener la misma concentracion de Clorofila A, B y total. Sin bien, en
estudios donde algunas plantas son inoculadas con bacterias promotoras de
crecimiento vegetal ya sea para promover el crecimiento o para la recuperacion de
suelos contaminados (fitorremediacion), las comparaciones de clorofila son mayores

con respecto al grupo control (Perez-Rosales et al., 2017; Castro & Blanco, 2018;

Diagne et, al.,2020), debido a que estas rizobacterias les proveen metabolitos para
un optimo desarrollo vegetal, por lo que la clorofila es un marcador ideal para evaluar

el estado nutricional de la planta (Salisbury & Ross, 1992; Potash & Phosphate

Institute, 1997), este parametro se asocia con la produccién de biomasa vegetal

(Bashan et al. 2006; Nobel 2009), esta correlacion concuerda con la inoculacion de la
lechuga con el consorcio (en el segundo experimento), este tratamiento presento
mayor pesos seco de la raiz, la parte aérea y concentracién de clorofila total en

comparacién al control; este resultado coincide con lo reportado por Ruiz-Santiago
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et,al., 2019; donde utilizan consorcios bacterianos para promover el crecimiento y

obtener un mejor rendimiento en las plantas inoculadas.

Esta correlacion se puede explicar por la funcion que desempefian estos dos
pigmentos (Clorofila Ay B) para la captacion de la energia luminosa y su contribucion
en el proceso fotosintético (Ruiz-Santiago et al.,2019), por lo que el incremento en la
actividad fotosintética generada en las hojas de lechuga y la combinacién con la
actividad benéfica de las PGPR, sustentaria el obtener un mayor crecimiento vegetal,
sin embargo, desconocemos el sustento bioquimico para explicar porque si existe un
aumento en el crecimiento vegetal y no en la concentracion de clorofila en los
tratamientos inoculados con P. putida KT2240 o Acinetobacter EMMSO02 bacterias

promotoras de crecimiento vegetal de Lactuca sativa L. var. Longifolia en este trabajo.
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CONCLUSION

1. La colonizacién bacteriana de las PGPR evaluadas fue eficiente en el sistema
radicular de Lactuca sativa L., en forma de monoinoculacion y multiinoculante.
2. Pseudomonas putida KT2440 es una bacteria que ejerce un efecto promotor

de crecimiento en Lactuca sativa L.
3. Acinetobacter sp. EMMS02 podria ser una candidata para promover el

crecimiento vegetal en Lactuca sativa L.

4. Sphingomonas sp. OF178 ejerce un efecto inhibidor en el crecimiento de
Lactuca sativa L., en contraparte, esta bacteria presentd una adecuada
capacidad de colonizar la raiz.

5. La inoculacion de la lechuga con el multi-inoculante incrementé la

concentracion de clorofila total y en algunos parametros morfométricos.

PRESPECTIVAS

e Evaluar la actividad de promocion de crecimiento de Lactuca sativa L., en
condiciones de campo cuando es inoculada con Pseudomonas putida KT2240
y Acinetobacter sp. EMMSO02.

e Estudiar la asociacion genotipica de estas PGPR con diferentes variedades de
Lactuca sativa L.

e Demostrar cambios histofisioldgicos en la anotomia de Lactuca sativa L.
cuando son inoculadas con Pseudomonas putida KT2440y Acinetobacter sp.
EMMSO02.
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