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RESUMEN

El uso indiscriminado de fertilizacion de sintesis industrial, conlleva a un desbalance
nutricional, todo esto debido al intenso laboreo de las tierras, al monocultivo buscando la
cosecha con valor econémico. Desde la década de los 70’s, el estudio de rizobacterias
promotores del crecimiento vegetal (RPCV) se investiga con gran impulso en paises
europeos, asiaticos y latinoamericanos, incluido Meéxico. El presente trabajo busca
demostrar la accién de la bacteria nativa de la Regién Lagunera Gram positiva Bacillus
megaterium con potencial promotor de crecimiento vegetal, aumentando el porcentaje
de germinacion en el cultivo de maiz bajo condiciones de laboratorio. Se llevé a cabo un
disefio experimental factorial A x B con cinco repeticiones, donde el factor A,
correspondié a los genotipos (ABT 1126 y AGR) y B a las concentraciones bacterianas
(25 y 50% de concentracion bacteriana y el control). Se determinaron las variables: % de
germinacion, longitud (cm), tallo y raiz; peso fresco (g) y seco de tallo (g) y raiz (mg). De
acuerdo con los andlisis de varianza, existio diferencias altamente significativas para
todas las variables respecto a los genotipos (P>0.001), indicAndonos la importancia que
las variedades a utilizar y la respuestas dependeran del material genético de maiz a
utilizar. Se encontraron diferencias de medias entre tratamientos para longitud de raiz,
siendo mejor el tratamiento del 25% de indculo bacteriano. No existieron diferencias de
medias entre tratamientos, para la germinacion Es necesario llevar a cabo mayores
estudios probando una amplia gama de genotipo o variedades y experimentar con la

bacteria encapsulada.

Palabras Claves. Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal, Bacillus
megaterium, Biofertilizante, Germinacion, Zea mays.
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l.-INTRODUCCION

El sistema de produccion agricola, actualmente se encuentra inmerso en un ciclo vicioso
interminable, que inicia con la pérdida de materia organica y la microbiologia del suelo,
provocando que el mismo pierda su estructura y disminuya su porosidad con la
consecuente reduccion del intercambio de gases, retencion de humedad y baja eficiencia
de uso de nutrientes por la planta. El uso indiscriminado de fertilizacion quimica conlleva
a un desbalance nutricional, todo esto debido al intenso laboreo de las tierras, al
monocultivo y la busqueda de la cosecha con valor econdmico (Cortés-Jiménez et al.,
2009). Los fertilizantes quimicos son una fuente de contaminacion del suelo y aguas
subterraneas, si no se utilizan de forma balanceada; es por ello que desde hace algunas
décadas se trabaja buscando alternativas ecologicas de fertilizacion en las plantas, para
preservar el ambiente (Noda, 2009). Desde la década de los 70’s, el estudio de
rizobacterias promotores del crecimiento vegetal se investiga con gran impulso en paises

europeos, asiaticosy latinoamericanos, incluido México (Hernandez-Flores etal., 2012),

Destacandose aquellos microorganismos capaces de llevar a cabo la fijacion bioldgica
de nitrodgeno. El uso de rizobacterias promotores de crecimiento vegetal en la agricultura
se denomina biofertilizaciéon. Es considerada una biotecnologia que contribuye al
desarrollo sostenible ya que favorece el desarrollo de los cultivos agricolas, beneficia al
productor y se ha descrito como ambientalmente segura, econdmicamente viable y
socialmente aceptable (Hernandez-Flores et al., 2012). La inoculacién de rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal, contribuye al desarrollo y produccién de cultivos tales

como arroz, trigo, maiz cafa de azucar, hortalizas y sorgo (Bécquer et al., 2008).

Es preciso conocer los microorganismos presentes en la rizosfera para asi favorecer la
interaccion planta- bacteria, de una forma conjunta tomando en cuenta todas las
interacciones de un ecosistema. En la actualidad, la produccion de cultivos requiere de
un enfoque sostenible que considere la productividad y la rentabilidad de los sistemas de
produccién, asi como la conservaciéon de los recursos naturales. De hecho, la utilizacién
de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal es una alternativa que promueve la

fertilizacion, la germinacion y es una estrategia que puede ser punto de partida hacia la



solucion parcial de problemas agricolas. En este sentido el objetivo del presente trabajo
fue evaluar la accion de Bacillus megaterium con potencial promotor de crecimiento,
aumentando el porcentaje de germinacion en el cultivo de maiz bajo condiciones de

laboratorio.

1.1 OBJETIVO
Evaluar el potencial de B. megaterium como bacteria promotora de crecimiento vegetal

utilizando como modelo el maiz (Zea mays L.)

1.2 HIPOTESIS
Las plantas inoculadas con B. megaterium presentaran mayor porcentaje de

germinacion, mayor peso seco de raiz y de tallo que de plantas no inoculadas.



Il.- REVISION DE LITERATURA

2.1 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR):

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal poseen varios mecanismos que
estimulan el desarrollo de las plantas, mecanismos que involucran la produccién de
sustancias que actlan directamente sobre las células vegetales y provocan un aumento
en el desarrollo de las mismas. También estas bacterias tienen influencia y gran
participacién en el ciclaje de nutrientes como nitrégeno Yy fésforo, son capaces de tomar
formas no disponibles para la planta y transformarlas, hasta la obtencion de formas

asimilativas para las células vegetales (Camelo et al., 2011).

Las PGPR colonizan las raices de las plantas y ejercen efectos beneficiosos sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas mediante una amplia variedad de mecanismos.
Para ser un PGPR eficaz, las bacterias deben ser capaces de colonizar el entorno de las
raices porque necesitan establecerse en la rizosfera a densidades de poblacion

suficientes para producir los efectos beneficiosos (Glick et al., 1995).

2.2 Funcion de las PGPR para incrementar el crecimiento vegetal.

De forma individual y en mezclas las PGPR, aportan beneficios importantes para las
plantas, como la estimulacién del crecimiento y la supresion de enfermedades, bien sea
por el aporte de agua y de nutrimentos o en la solubilizacién de compuestos organicosy
la produccion de metabolitos secundarios, que actian de forma analoga a las
fitohormonas, por lo cual, influyen directamente en la disponibilidad de nutrientes y en la
estimulacion del crecimiento vegetal. Se puede indicar que manejan diversos tipos,
modos y mecanismos de accién, relacionados con la competencia por espacioy por
nutrientes; el parasitismo y la produccion de compuestos antimicrobianos, que regulan y

modifican la composicion de la comunidad microbiana del suelo (Cano, 2011)

2.2.1 Tolerancia al estrés abidtico de las plantas.
En las plantas bajo condiciones de estrés abiotico se ven afectados los parametros

morfo-fisioldgicos, la produccion de hormonas y pigmentos fotosintéticos (Garbero et al.,
2011).



El etileno es una sustancia que participa en la regulacién de la respuesta de las plantas
frente al estrés abidtico. Estos reguladores del crecimiento vegetal pueden interactuar de
forma cooperada o antagonica, dependiendo del factor estresante. La seleccion de la
respuesta mas adecuada a cada uno de estos estimulos estd determinada en parte por
la interaccion, positiva 0 negativa, que se establece entre estos fitorreguladores (Chavez
et al., 2012).

Los organismos pueden incrementar sus tasas de crecimiento llegando a alcanzar tallas
idénticas a organismos no sometidos a estrés; este proceso se denomina crecimiento
compensatorio, las plantas presentan peculiaridades morfolégicas vy fisiologicas que las
hacen capaces de mantener crecimiento, incluso en presencia del factor que provoca el
estrés (Retuerto et al., 2003).

2.2.2 Disponibilidad de nutrientes parala entrada de la planta

El suelo contiene numerosos géneros de bacterias, muchos de los cuales no solo tienen
un papel importante en el ciclo de nutrientes, sino que también protegen los cultivos
contra las enfermedades. En el crecimiento y desarrollo de las plantas es importante
describir adecuadamente las interacciones microbianas. La capacidad de producir
multiples clases de antibioticos por Bacillus spp. Y P. fluorescent, probablemente ayude
a suprimir diversos competidores microbianos. La seguridad y eficacia de los inoculantes
estard determinada en gran parte por el éxito ecoldgico de las cepas aplicadas en los
entornos en los que se introducen. El area de la superficie de la raiz para la captacion de
nutrientes y la produccién de PGPR puede ayudar a optimizar el ciclo de nutrientes en
caso de tensiones debidas a condiciones climaticas o de suelo inadecuadas. (Choudhary
et al., 2011).



2.2.3 Reguladores de crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) benefician el crecimiento y
desarrollo de las plantas directa e indirectamente a través de varios mecanismos. La
produccién de metabolitos secundarios cambiando la morfologia de la raiz dando como
resultado un mayor area superficial de la raiz para la absorcién de nutrientes, produccion
de sideroforos, Acido indol-acetico, Antagonismo a patdgenos de raiz transmitidos por el
suelo, solubilizacion de fosfatos y fijacion de nitrogeno. Los géneros de bacterias en la
inoculacion de plantas con potencial promotor son Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,

Pseudomonas, etc. (Hayat et al., 2010).

2.2.4 Producciéon de hormonas.

Bacillus megaterium estimula el crecimiento en plantas de tipo silvestre. Siendo asi la
inoculacién de la raiz con PGPR hacen posible la correlacion entre la acumulacion de
etileno manteniendo bajos niveles de produccion de esta sustancia que acelera la

maduracion (Porcel et al., 2014).

La biosintesis de &cido indol-acetico y citoquininas en plantas superiores ain no se
conoce bien, y solo en el caso del etileno se ha identificado un receptor. Como es el caso
del genoma de arabidopsis. Que la hormona interactia con una cantidad de genes de
esta, que participan en el metabolismo y transduccion de sefiales. Los niveles de acido
indol-acético y citoquinina se han alterado en plantas transgénicas, principalmente con
promotores expresados constitutivamente, estos referidos mediante la manipulacion de
PGPR especificos para poder lograr los niveles hormonales en ciertas células, érganos
y tejidos (Kende et al., 1997)

2.2.5 Produccioén de Sideroforos.

Los sideroforos son pequefias moléculas organicas producidas por microorganismos
bajo condiciones limitantes de hierro que incrementan su entrada a la célula microbiana
(Saha et al., 2016).



Las plantas han desarrollado diferentes tipos de interacciones bidticas con las
Poblaciones microbianas del suelo, la interaccion planta-PGPR juega un papel
importante al mejorar el crecimiento y la salud de diversas plantas. Ademas, ha ayudado
a comprender las caracteristicas claves con respecto a los modos de acciony la ecologia
de las interacciones planta-PGPR. Las hormonas vegetales regulan genes para la
biosintesis de otras vias hormonales. En consecuencia, es posible que PGPR pueda

afectar estas conversaciones cruzadas (Vacheron et al., 2013).

2.2.6 Produccion de compuestos organicos volatiles.

Es posible que el mecanismo por el cual actian las PGPR sea la produccion de
compuestos organicos volatiles, promoviendo el crecimiento a través de la expansion
celular, division celular y la interacciéon del 2,3-butanodiol con las hormonas de
crecimiento vegetal establecidas. Desde la perspectiva de toda la planta. Es posible que
los compuestos volatiles producidos por las raices colonizadoras se generen a
concentraciones suficientes para desencadenar las respuestas de la planta, con la baja

presion parcial de Oxigeno en el entorno de la raiz (Ryu et al., 2003).

2.2.7 Produccion de enzimas.

Se han llevada a cabo estudios sobre la resistencia a los antibiéticos desarrollados en la
inoculacién de las semillas y la colonizacion de las raices. Las PGPR demuestran
resistencia a estreptomicina y a tetraciclina mostrando efectos promotores del
crecimiento vegetal. La promocién de crecimiento provista por estas cepas incluye un
mejor desarrollo de raiz y una mejor nodulacion, lo que aporta una mejor capacidad de

absorcién de nutrientes y la supresion de patogenos (Kumara et al., 2010).

2.2.8 Beneficios y perjuicios de las PGPR.
El uso de inoculantes de PGPR para mejorar la produccion agricola se ha demostrado
en numerosos estudios y los mecanismos basicos ahora se comprenden bien. PGPR, de

acuerdo con su modo de accién, puede clasificarse como biofertilizantes,



fitoestimuladores y bioplaguicidas, con ciertas bacterias que tienen aplicaciones
superpuestas. En esto cada vez es mas evidente que la mayoria de PGPR puede
promover el crecimiento de las plantas por varios mecanismos, las estrategias para
seleccionar las mejores cepas requiere un conocimiento mas completo de los rasgos
requeridos para la competencia de la rizosfera, y estudios sobre la ecologia de la PGPR
introducida con la misma, residente y otras especies microbianas en la rizosfera de la
planta. El uso de inoculantes bacterianos en la agricultura ofrece muchas oportunidades
para mejorar la nutricion de las plantas, el rendimiento de los cultivos y el manejo de
enfermedades, al tiempo que mejora la sostenibilidad al reducir la necesidad de insumos
guimicos. (Martinez-Viveros et al., 2010). Dentro de este continuo de interacciones, el rol
planta-PGPR juega un papel importante al mejorar el crecimiento y la salud de plantas

ampliamente diversas (Vacheron et al., 2013).

El aumento de la produccién de cianuro (HCN) no se origina necesariamente en el
aumento de los productores de este. Es mas probable que se deba a una alteracién en
el metabolismo secundario de las Pseudomonas productoras de HCN potenciales, que
conducen desde una produccién de HCN nula o pequefia a una produccion de HCN. Tal
cambio podria ser causado por la acumulacion de sustancias desconocidas en suelos.
Tales sustancias actian como precursores del cianuro, 0 aumentan la disponibilidad de
Fe "y por lo tanto la produccion de HCN. Pseudomonas saprofitas pueden restringir el
crecimiento de las plantas y sobre cédmo este dafio puede mitigarse mediante

competencia mediada por sideréforos para Fe + (Bakker et al., 1986).

2.2.9 Funcion de las PGPR como biofertilizante.

La aplicacion de biofertilizantes debe ser considerada en el marco del sistema agricola
en el que se encuentra aplicado, favoreciendo interacciones sinérgicas con diferentes
practicas agronémicas que afectan las condiciones fisicas y quimicas del suelo (como
pH, disponibilidad de agua, salinidad, contenido de materia organica) como labranza
minima o agricultura de precision, control de irrigaciones y plagas. El disefio de

programas de biofertilizacion mediante el suministro de diferentes consorcios, cada uno



con caracteristicas nutritivas especificas mas adecuadas para las diferentes fases
fenoldgicas del cultivo, de forma similar a lo que se hace actualmente con los fertilizantes

guimicos (Malusa et al., 2014).

Las situaciones practicas en las que PGPR tienen un impacto significativo en la
restauracion o el mantenimiento de la salud del suelo y la fertilidad. Aunque
probablemente representen la simbiosis planta-bacteria mas significativa, las bacterias
relacionadas son solo una faceta de la interaccion microbiana compleja que ocurre en la

rizosfera (Jeffries et al., 2003).

La mejora en el uso de PGPR es una de las opciones emergentes para enfrentar los
desafios agricolas impuestos por la demanda de alimentos en crecimiento. Ademas, esta
biotecnologia también es probable que garantice la conservacion de nuestros entornos.
La biotecnologia brinda una excelente oportunidad para desarrollar biofertilizantes
amigables con el medio ambiente que se utilizaran como suplementos y/ o alternativas

a los fertilizantes quimicos (Khan et al., 2009).

El contacto a largo plazo de una poblacién microbiana especfifica con un cultivo puede
“refinar" alin mas su capacidad de colonizar e interactuar con ese cultivo. Resultados
muestran un efecto importante del genotipo del cultivo huésped como un modulador de
la colonizacion de la rizosfera y la competitividad de las cepas de P. fluorescens. Esto
indica que las especies de plantas tienen un efecto pronunciado en el resultado de la
competencia entre las rizobacterias que pertenecen a la misma subespecie y que

comparten un rasgo de control biolégico similar (De la Fuente et al., 2006).

2.3 Mecanismos involucrados en la colonizacién de semillas.

Muchas bacterias asociadas a plantas son bien conocidas por su capacidad para conferir
promocion del crecimiento vegetal y para aumentar la resistencia a diversas
enfermedades, asi como a los estreses abioticos. A menudo no confieren estos efectos

beneficiosos cuando se aplican en el campo, lo que se debe a una colonizacion



insuficiente en la rizo y / o endosfera. Una mejor comprension de cémo las bacterias
beneficiosas colonizan los diferentes nichos de las plantas no solo dara como resultado
un mayor conocimiento sobre las interacciones planta-bacteria sino que también
conducira a un uso mas exitoso y confiable de los inoculantes bacterianos (Compant et
al., 2010).

Las cepas de bacterias endofiticas destinadas para su uso en fitorremediaciones son
aguellas que colonizan el xilema y los espacios intercelulares. Esto se debe a que la
mayoria de los contaminantes se translocan en el sistema vascular de las plantas, por lo
tanto, para ser eficientes, las bacterias deben ser capaces de colonizar el sistema
vascular de la planta, lo que hace que el proceso de fitorremediacion microbiana sea mas

seguro que cuando lo hacen las plantas (Bacon et al., 2006).

Trabajos anteriores demuestran que la inoculacién de semillas con Azotobacter causa
efecto en la poblacién micribial de la endorizosfera, aunque en algunos casos el control
inoculado carecia de microflora. Esto indica la presencia de una microflora inherente en
la planta que puede potenciarse mediante el manejo de bacterias artificiales. La
colonizacion en las plantas es a través de diversos mecanismos (Agarwhal et al., 1987).
Es asi que, las bacterias después de la aplicacion en el suelo tienden a colonizar la
rizosfera y sobre el patrén de colonizacién en un espacio temporal y el estado fisiolégico

alo largo de la raiz (Gamalero et al., 2003).

Las interacciones que ocurren en la rizosfera y el papel de los exudados de las raices en
la mediacion de algunos de estos procesos, la translocacion de fotosintesis a las raices
desde la escala molecular hasta la escala del ecosistema potencialmente conducira al
desarrollo de mejores plantas capaces de absorber mas nutrientes, desintoxicando los
suelos de manera mas eficiente o protegiendo mas eficazmente las malezas invasoras y

los microbios patdégenos (Bais et al., 2006).

Estos exudados incluyen diversos tipos de &acidos organicos, aminoacidos y

carbohidratos que sirven como alimento para la mayoria de las bacterias que habitan en



la rizosfera, lo que explica porque la secrecién constante y diversa de exudados de raiz
(Walker et al., 2003).

Las bacterias especificas del suelo llamadas rizobios forman ndodulos que han
evolucionado ciertos procesos de entrada como la introduccion a través de la corteza y
las fisuras radiculares laterales y las grietas intercelulares formando d&rganos
especializados llamados nddulos al penetrar en las raices a través de la utilizacion de

flavonoides y genes “nod” de dichas bacterias (Garg et al., 2007).

Las rizobacterias que tienen mlltiples actividades dirigidas a la promocién del
crecimiento vegetal exhiben potenciales de biorremediacion desintoxicando
contaminantes como metales pesados, pesticidas y controlan una variedad de
fitopatbgenos como bioplaguicidas, en esto las PGPR han mostrado resultados
espectaculares en diferentes estudios de cultivos. La eficiencia productiva especifica
puede mejorarse aun mas con la optimizacion y la aclimatacion de acuerdo con las
condiciones del suelo prevalecientes. La comprensién de los mecanismos de la
fitoestimulacion mediada por PGPR allanaria el camino para encontrar cepas de
rizobacterias mas competentes que puedan funcionar en diversas condiciones

agroecoldgicas (Ahemad et al., 2014).

2.3.1 Especificidad del hospedero en la aplicacion de la PGPR.

La especificidad del hospedador depende de cepas bacterianas particulares a rasgos no
especificos de plantas hospedadoras o0 cepas bacterianas no especificas a
caracteristicas particulares de las plantas hospedadoras, sugiriendo que los procesos
evolutivos han conducido a una interaccion preferencial entre una cepa y su cultivar

hospedante original (Drogue et al., 2013).

En otros estudios, sugieren fuertemente que las caracteristicas de quimiotaxigeno
probablemente favorecen a los endéfitos y podrian inducir la exclusion de otros

microorganismos colonizadores del nicho ecolégico (Bacilio-Jiménez et al., 2003).La



composicion genética de las plantas es importante para determinar las asociaciones de

microbiomas con las raices y la rizosfera (Bulgarelli et al., 2015).

En un estudio detallado sobre el estudio del genoma completo en Arabidopsis, para la
capacidad de respuesta a la actividad promotora del crecimiento vegetal de la rizosfera
mostré que la capacidad de las plantas de beneficiarse de sus microbios asociados a la
raiz tiene un claro componente genético. Por lo tanto, la identificacion de genes y loci
relacionados con la respuesta de PGPR en especies de cultivos econdmicamente

relevantes (Wintermans et al., 2016).

Los estudios sobre la especificidad del hospedador y la presencia microbiana en las
raices de las plantas se han facilitado mediante el uso de técnicas de secuenciacion de
proxima generacion en los Ultimos afos, el establecimiento y las funciones de la

comunidad bacteriana en condiciones de laboratorio (Bai etal., 2015).

Es interesante que gran parte de los efectos beneficiosos de la PGPR como
biofertilizante puedan venir de influencias en la regulacion del crecimiento de las plantas,
cambios en la arquitectura de raices y asimilacion de patrones de particion, y No es que
las bacterias estén proporcionando un mayor suministro de nutrientes a la planta
huésped. Si las acciones bacterianas pueden dar como resultado una mejor morfologia
de la raiz para la absorcién de nutrientes" para competir y colonizar la rizosfera y las

raices (Vessey, 2003).

2.3.2 Bioiniciacion (Biopriming).

Bioiniciacién o bioinmersion (Tratamientos combinados entre la preparacion de la semilla
y el recubrimiento de la semilla con agentes de control biol6gico) Los tratamientos de
semillas con bioinmersion pueden proporcionar un alto nivel de proteccion contra las
enfermedades de pudricion de la raiz de las plantas de cultivo. Esta proteccion era
generalmente igual o superior al control proporcionado con el tratamiento de fungicidas.

Por lo tanto, se podria sugerir que la bioinmersion se puede usar comercialmente como
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sustituta de los tratamientos tradicionales de semillas de fungicidas para controlar los
patdgenos de las plantas y del suelo. Ademas, la bioinmersién también mejora la
germinacion de la semilla, el establecimiento de plantulas y el crecimiento vegetativo
(Reddy, 2013).

El uso de metabolitos secundarios de plantas para estimular la degradacién microbiana
de contaminantes ofrece la oportunidad de desarrollar sistemas sostenibles para sitios
gue son particularmente wvulnerables a eventos de contaminaciéon regulares. Al introducir
plantas en el sitio que producen naturalmente metabolitos secundarios apropiados, se
puede establecer una barrera econémica y de facil disponibilidad para la proteccion del
sitio alargo plazo. Las endofitas se pueden aislar a partir de plantas huéspedes de interés
y genéticamente potenciadas con genes que codifican enzimas de degradacion de

interés antes de la inoculacion para la biorremediacion (Anitha et al., 2013).

El presente estudio sugiere que la bioinmersion con P. fluorescens mejora la capacidad
de las semillas de girasol para vigorizar y que las plantulas crezcan de manera uniforme.
Se puede concluir que los microorganismos tienen el potencial de proliferar, colonizar y
producir crecimiento vegetal durante los procedimientos de bioinmersion esta tecnologia
puede ser de interés y de valor para los productores que desean evitar los fertilizantes

guimicos de sus cultivos (Moeinzadeh et al., 2010).

2.3.3 Bioiniciacion y productividad de los cultivos.

La inoculacion de Bacterias fijadoras de fosforo y / o Bacterias solubilizadoras de fosforo
sin fertilizante quimico no suele ser efectiva, parece que la adicionde biofertilizantes vy el
bajo aporte de fertilizantes quimicos daria resultados prometedores. Con un enfoque se
podria reducir la sobre aplicacion de fertilizantes fosforados para el beneficio de los
agricultores y garantizar practicas amigables con el medio ambiente (Saber et al., 2012).
En otras revisiones los resultados sugieren que el cribado simultaneo de rizobacterias

para el crecimiento y la promocion del rendimiento en un experimento de campo es una
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buena herramienta para seleccionar el PGPR eficaz para la biotecnologia del desarrollo
de biofertilizantes (Gholami et al., 2009).

Al utilizar la técnica bioinmersién con un biofertilizante comercial que tiene diferentes
especies bacterianas incluyendo Bacillus lentus, B. subtilis, Pseudomonas fluorescens,
P. putiday Azospirillum spp. Observaron un aumento en varios rasgos agro morfolégicos
de las plantas de trigo. El peso fresco del tallo y de la plantula total se incrementd con el
inoculado de PGPR en plantulas de maiz en un experimento de laboratorio (Gholami et
al., 2009).

2.3.4 Funcion de la bioiniciacion en laresistencia contra el estrés abiotico

El papel del bioinmersion en la tolerancia al estrés por salinidad ha sido ampliamente
estudiado y se han registrado resultados prometedores. El género més notable utilizado
en la tolerancia al estrés abiotico es Bacillus, que se utiliza en la papa (Gururani et al.,
2012).

En estudios han establecido que Bacillus cereus, aislado de la rizosfera de una haléfita
facultativa, no solo era tolerante a la sal, sino que también tenia atributos de promocién
del crecimiento vegetal, que se demostré por primera vez in vitro. Al determinar su
mecanismo de accidn, se descubrié que inducia la promocién del crecimiento vegetal y
la tolerancia al estrés salino a través de una serie de mecanismos, algunos de los cuales
tales como la solubilizacion del fosfato, mientras que la mayoria eran inducidos en el
testigo. El uso de tales microorganismos que pueden inducir tolerancia al estrés abiotico
en el huésped como biofertilizantes puede ser una gran ayuda para la agricultura ya que
la urbanizacion y la industrializacion estan agotando rapidamente nuestras tierras
cultivables (Chakraborty et al., 2011).

2.3.5 Funcidn de la bioiniciacion en la resistencia contra el estrés biético.
En trabajos documentados, fue posible aplicar las células de Serratia plymuthica 'y P.

chlororaphis a los diferentes cultivares de colza para el control de un patégeno V.
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longisporum causante de la enfermedad de Blackleg, y se observd que la extension de
la enfermedad se redujo hasta un 71,6% por S. plymuthicay un 54% por P. chlororaphis.
La bioinmersion de semillas dio el mayor control sobre V. longisporum. Que la
granulacion y el recubrimiento de la pelicula no son factibles para la aplicacion de S.

plymuthica a las semillas (Muller et al., 2008).

Una respuesta que se produjo sin el aumento del crecimiento de las plantulas inducido
por Trichoderma. Las semillas cubiertas con T. harzianum, T. viride se pueden
almacenar durante 4 semanas con la viabilidad de Trichoderma permaneciendo bastante
estable (Pill et al., 2009).

Resultados proporcionan la evidencia de actividad de un agente de control bioldgico P.
fluorescens a través de bioinmersion de semillas y observaron que la incidencia de
plagas de Alternaria se redujo y la bioinmersion ayudo a las plantas a tolerar la incidencia
de la enfermedad de manera eficiente. En maiz, se aplico el agente de control biolégico
Trichodermaharzianum, que resultd en un mejor control de F. verticillioidesy fumonisinas
y puede utilizarse como una alternativa a los fungicidas para controlar los mohos

toxigénicos (Nayaka etal., 2010).

Los microbios capaces de colonizar la rizosfera y las raices de las plantas pueden

proteger las plantas de patégenos mediante la interaccién antagonica (Berg et al., 2001).

Durante la germinacion de la semilla, la colonizacion microbiana antagdnica exitosa
ayuda a reducir el ataque patogénico en la planta. La supresion de la técnica que lleva a
una disminucion total en el campo probablemente sea el resultado de un continuo de
actividad supresiva por parte de las bacterias a lo largo de la historia de vida sapréfita y

parasitica del hongo (Weller, 1983).

En estudios, se demuestra que la bioinmersion con la cepa de biocontrol Canavaliarosea
hace posible sembrar semillas infectadas con Alternaria spp. Patdgena. Sin riesgo de

efectos adversos en el establecimiento de plantulas. Esto es particularmente interesante
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para los agricultores organicos porque es dificil producir semillas orgénicas libres de

enfermedades de alta calidad (Jensen et al., 2004).

La combinacion entre la inoculacion de semillas y los agentes de control biolégico ha
mejorado la tasa de germinacion y la aparicién uniforme de cultivos de hortalizas y la
reduccién de la incidencia de la pudricién y la pudricién de la raiz, La modificacién del
suelo con la formulacion de T. harzianum en la bioinmersion de semillas de caupi,
causaron una gran disminucion en la incidencia de la pudricién de la raiz, aumentaron el
rendimiento de las vainas frescas y mejoraron la persistencia de Trichoderma propagulos
en suelo de rizosfera de las plantas de caupi. Tales tratamientos de suelo y semilla
representar una estrategia ambientalmente ecologica para controlar los patégenos del

suelo y de la raiz como sustituto de los fungicidas quimicos (El-Mohamedy et al., 2006).

La técnica evaluada en el presente estudio podria recomendarse a la luz de los
resultados obtenidos. El uso de semillas de bioinmersion podria considerarse un método
de biocontrol seguro, barato y de facil aplicacion que se utilizar4 contra los patégenos de
las plantas en el suelo, en particular para los agricultores organicos, para evitar la
contaminacion ambiental (EI-Mougy et al., 2008).

2.3.6 Economia de la bioiniciacion.

Varios trabajadores han fomentado que esta técnica sea un enfoque rentable para el
control biolégico de diferentes microorganismos patégenos Yy la aplicacion de bacterias
beneficiosas al suelo. Junto con la productividad del cultivo, también se puede favorecer
la bioinmersién como la técnica potencial para el control biol6gico de varios patégenos
de plantas. EIl control de estos patdégenos de plantas generalmente se lleva a cabo
mediante el uso de plaguicidas costosos en los que podemos promover esta técnica
como tecnologia de doble propésito que mejora la productividad de la planta y la

resistencia al estrés una al lado de la otra (Mahmood et al., 2016).
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2.4 los géneros bacterianos.

La promocion directa de PGPR implica proporcionar a la planta sustancias promotoras
del crecimiento vegetal que son sintetizadas por las bacterias que facilitan la absorcion
de ciertos nutrientes de las plantas del medio ambiente Los géneros de bacterias que
han sido reportadas como PGPR: Agrobacterium, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Enterobacter,
Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcous, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium

y Serratia (Saharan et al., 2011).

El Bacillus es el género mas abundante en la rizosfera, y la actividad de PGPR de
algunas de estas cepas se conoce desde hace muchos afios, lo que da como resultado
un amplio conocimiento de los mecanismos implicados Hay una serie de metabolitos que
son liberados por estas cepas que afectan fuertemente el medio ambiente al aumentar

la disponibilidad de nutrientes de las plantas (Barriuso et al., 2008).

Bacillus megaterium es una bacteria gram positiva, principalmente aerdbica que produce
esporas y que se encuentra en habitats muy diversos, desde el suelo hasta el agua de
mar, los sedimentos, los arrozales, la miel, los pecesy los alimentos desecados. (Martin
et al., 1995).

2.4.1 Aislamiento

Los géneros bacillus Presentan caracteristicas como las endosporas que le confiere
resistencia a la desecaciony al calor, es por ello que es un candidato ideal para formular
productos estables y su utilizacion en la Biotecnologia Agricola. Teniendo en cuenta
estos antecedentes y la importancia de contar con cepas que presenten estas
potencialidades para ser utilizadas posteriormente en la Agrobiotecnologia. E
aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la mayoria de los
casos, mediante la técnica de estria cruzada para producir para producir colonias
aisladas en cultivos solidos y asi, obtener un cultivo puro. Cuando la técnica por estria

se aplica para aislar un microorganismo de interés a partir de mezclas donde se
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encuentra en pequefas cantidades, generalmente se obtendran las bacterias
dominantes. En este caso, se utilizan medios selectivos o de enriquecimiento, los que
contienen nutrientes especiales, antibioticos, altas concentraciones de sales y/o
condiciones de pH, luz o temperatura que incrementaran la poblacién de

microorganismos de interés y asi facilita su aislamiento (Aquiahuatl et al., 2012)

2.4.2 Identificacion.

En trabajos relacionados con la identificacion de géneros bacterianos se toma 0,1 mL de
dilucion tratada y se siembra con asa estéril en placas con medio agar nutritivo e
incubadas durante 72 h a 28°C para después realizarles el conteo de las colonias de
distinta apariencia. Se toma una muestra representativa de cada colonia para realizarle
una tincion Gram con violeta cristal y se observar al microscopio con un aumento de 100
X. Aquellas colonias que muestran presencia de endospora bacteriana pasaron a una
sub cultivacion en agar nutritivo durante 24 h a 28°C para efectuar la prueba de la
catalasa a fin de ubicarlas en el género Bacillus. Los aislamientos que resulten positivos
a la catalasa se conservan en frascos de agar nutritivo a 4°C hasta su posterior uso
(Reinoso et al., 2006).

2.4.3 Colonizacion de la raiz.

La colonizacion de raices es un paso esencial en el control bioldégico de patégenos y en
la mejora del crecimiento de las plantas mediante PGPR. Los elementos fundamentales
para una colonizacion eficiente incluyen la capacidad de los microorganismos para
sobrevivir después de la inoculacion, para crecer en la espermdsfera (regién que lo
rodea) en respuesta a la produccion de exudados por semilla, fijar en la superficie de las

primeras raices y colonizar todo el sistema radicular (Nelson, 2004).

Estos pasos estan influenciados por factores bidticos y abidticos. De hecho, la
colonizacion de las semillas es el primer paso en el proceso de colonizacion de la raiz.
Los microorganismos que se establecen en las semillas durante la germinacion pueden

crecer y colonizar las raices a lo largo de su longitud desde donde emergen y crecen en



16

el suelo. La colonizacion de semillas durante la fase de remojo tiene un efecto
significativo sobre el crecimiento de la planta. A través de la utilizaciéon de marcadores,
(Trivedi et al., 2005)

En otros estudios indicaron que la cepa nativa de B. megaterium debido a sus diversas
capacidades de promocion del crecimiento de las plantas tales como la solubilizacion de
fosfato, la produccion de IAA y el biocontrol se puede desarrollar como inoculante
microbiano potencial para su uso en condiciones climaticas templadas (Trivedi et al.,
2008).

2.4.4 Asociacién planta-bacteria.

Lainoculaciéon de plantas con Bacillus megaterium puede provocar cambios significativos
en varios pardmetros de su crecimiento, los cuales pueden afectar o no el rendimiento
del cultivo. Esta bacteria benéfica, general y no especifica es notoria por sus efectos

sobre plantas comerciales (Dosreis, 2000).

La fijacién de nutrientes del suelo est4 dado por el crecimiento radical y su interaccion
con los componentes bidticos y abiéticos del suelo. Esta interaccion se manifiesta en
gran medida por las propiedades Fisicas, quimicas y bioldgicas de la rizosfera. A partir
de un mejor conocimiento de las interacciones de la rizosfera y de como se asocian las
raices con los microorganismos del suelo habrd oportunidad para mejorar la eficiencia
de la captacion de nutrientes por las plantas. Esto podra ocurrir ya sea por seleccién
directa de plantas, manipulacion del crecimiento radical o mediante el manejo de las
comunidades microbianas autdctonas y/o inoculaciones especificas para lograr
interacciones simbidticas y asociativas eficientes. Tales interacciones han demostrado
su contribucion al crecimiento de las plantas y a la calidad de los suelos, que constituyen
aspectos criticos en el desarrollo de una agricultura sostenible y buen funcionamiento

del ecosistema (Pedraza et al., 2010).
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2.4.5 Mecanismos promotores de crecimiento vegetal.

Las bacterias asociadas a la rizosfera de las plantas tienen la capacidad de generar
mecanismos que afectan positivamente su crecimiento y desarrollo; capacidad que no
ha sido estudiada completamente y difiere de un microorganismo a otro (Sarabia et al.,
2010).

PGPR puede usar varios mecanismos para estimular el crecimiento y desarrollo de las
plantas, proteger las plantas de enfermedades transmitidas por el suelo y aumentar la
tolerancia al estrés de las plantas. Estos mecanismos incluyen la produccion de
fitohormonas, metabolitos anti fingicos y / 0 enzimas liticas, aumentar la disponibilidad
de nutrientes vegetales, reduccion en la produccion de etileno inducida por estrés, e

induccidn de resistencia sistémica (Lugtenberg et al., 2009).

2.4.6 Produccion de acido indol-acetico

El &cido indol-acético (AIA), es una de las auxinas naturales mas importantes y se ha
demostrado que pueden ser sintetizadas por diferentes especies de bacterias, hongos y
algas. Entre los mas destacados encontramos bacterias de los géneros Azospirillum,

Azotobacter, Pseudomonas, Rhyzobium y Bacillus, entre otros (Patten et al., 1996).

IAA ha estado implicado en aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, asi
como en las respuestas de defensa. Esta diversidad de funciones se refleja en la
extraordinaria complejidad de las vias de biosintesis, transporte y sefializaciéon de IAA
Generalmente, IAA afecta la division y diferenciacion de las células vegetales; estimula
la germinacién de semillas y tubérculos, aumenta la tasa de desarrollo de xilema vy raiz,
controla los procesos de crecimiento vegetativo; inicia la formacion de raiz lateral y
adventicia; media las respuestas a la luz, la gravedad y la fluorescencia; afecta la
fotosintesis, la formacion de pigmentos, la biosintesis de varios metabolitos y la
resistencia a condiciones estresantes. IAA producido por rizobacterias probablemente
interfiera en los procesos fisioldgicos anteriores de las plantas al cambiar el conjunto de

auxinas de la planta. Ademas, el IAA bacteriano aumenta el area y la longitud de la
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superficie de la raiz y, por lo tanto, proporciona a la planta un mayor acceso a los
nutrientes del suelo. Ademas, el IAA rizobacteriano afloja las paredes celulares de las
plantas y, como resultado, facilita una cantidad creciente de exudacion de raices que
proporciona nutrientes adicionales para apoyar el crecimiento de las bacterias de la
rizosfera (Glick, 2012).

2.5 Efectos de la inoculacién de bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Los aislamientos PGPR son capaces de aliviar el exceso de sales en las plantas,
aumentar la germinacion, la longitud de los tallos / raices, la produccion de materia seca
y el rendimiento en diversas plantas agricolas y horticolas. Las PGPR pueden contribuir
a resolver los problemas de produccion de plantas causados por la alta salinidad. La
elucidacién de los mecanismos de alivio del estrés salino y la promocion del crecimiento
vegetal mediante PGPR, como la estimulacion del crecimiento de las raices mediante la
produccion de fitohormonas, la disminucidn de los niveles de etileno por la enzima ACC
deaminasa y la competencia por nutrientes y nichos ha proporcionado nuevas puertas a
las estrategias que pueden mejorar la eficacia de los agentes de PGPR (Egarmberdieva
et a., 2014).
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.- MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento.

El experimento se realizé en los laboratorio de los departamentos de Agroecologia y
Fitomejoramiento, de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna,
ubicada con coordenadas 24° 22’ de Latitud Norte y 102° 22’ de Longitud oeste con

elevaciéon a 1120 msnm.

3.2 Material biologico.

Se empled la cepa de Bacillus megaterium la cual fue proporcionada y resguarda en el
Laboratorio de Agroecologia por la M.C. Eduviges Cisneros Valdez de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Juarez del Estado de Durango, Unidad Gomez
Palacio y genotipos de maiz proporcionados gentilmente por el Dr. Héctor Javier
Martinez Aguero, Jefe del Departamento de Fitomejoramiento (ABT 1126) y (AGR).

Para la siembra del microorganismo, se utilizaron los siguientes medios de cultivo: Caldo

nutritivo (CN). Es un medio liquido complejo de uso general para el cultivo de bacterias.

Ingredientes (g/L)
Peptona de caseina 5.0
NaCl 8.0
Extracto de carne 3.0
pH 6.5-70

a. Disolver cuidadosamente los ingredientes en el orden indicado y ajustar el pH.
b. Distribuir en tubos de ensaye o matraces.

c. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Agar nutritivo (AN). Es un medio solido complejo de uso general para el cultivo de

bacterias.
Ingredientes (g/L)
Peptona de caseina 5.0
NaCl 8.0
Extracto de camne 3.0
Agar 15.0
pH 6.5-7.0

a. Disolver cuidadosamente los ingredientes en el orden indicado y ajustar el pH.
b. Calentar a ebullicion durante 1 minuto.

c. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

3.2.1 Caracterizacion de Bacillus megaterium.

La cepa de B. megaterium se creci6 en placas de agar nutritivo se incubaron a 28 + 2 °C
durante 48 h. Posteriormente se selecciond la colonia y se sembro por estriado en caldo
nutritivo poniéndolo en agitacion por 24 h para obtener un cultivo puro de la cepa. Se
realizd un frotis y llevd a cabo la tincion de Gram, con lo que se pudo constatar que es
un bacilo Gram positivo (Figura 1), como se esperaba, se anotaron caracteristicas de la
colonia y realizaron pruebas bioquimica sencillas de catalasa, oxidasa, agar de lisina y
hierro (LIA), movilidad, indol y ornitina (MIO) y triple azlicar y hierro (TSI). Un aislado
puro se mando a realizar pruebas bioquimicas y caracterizacion molecular a la Clinica
de Medicina Familiar y Especialidad Quirargica del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), cita en Calle Mar No. 395. Col.
Torredn Residencial. CP 27268. Torre6n, Coahuila. Con la M.C. Maria Guadalupe
Ernestina Gonzalez Yafiez, quien gentiimente nos apoyd para la caracterizacion

bioquimica y molecular del organismos en estudio.

3.2.1.1 Cinética de crecimiento.

Para la realizacion de la cinética de crecimiento se tomd en cuenta la metodologia
empleada por Diaz-Borrego et al. 2005 con algunas adecuaciones con lo propuesto por
Pedroza et al. 2007.
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Para determinar la cinética de crecimiento de B. megaterium, se procedié como sigue:

a. Encondiciones asépticas, inocular 10 mL del cultivo de B. megaterium (del matraz
A) en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de caldo nutritivo (matraz B).

b. Homogeneizar el cultivo agitando suavemente y tomar de inmediato, con pipeta
estéril, 3 mL que se pasan a un tubo de ensaye estéril. Esta muestra corresponde
al tiempo cero (t=0).

c. Colocar el matraz B en un agitador orbital a una velocidad de 100 rpm, incubando
a la temperatura correspondiente. De la misma forma, se tomaran muestras de 3
mL cada 30 min hasta completar 4 h de incubacion.

d. Leer la densidad optica (D.O.) de cada muestra en un espectrofotometro a 560
nm, previamente calibrado con medio de cultivo estéril. Cuando las muestras
reporten una D.O. igual o mayor a 0.8, se prepararan diluciones con caldo de

cultivo estéril. (Fd)

g |
B 2 > ~ I > [ ] >
Matraz A Matraz B

Figura 1: Determinacion espectrofotométrica del crecimiento microbiano de B.
megaterium.

3.2.1.2 Preparacion del inoculo bacteriano.

Para la produccién del crecimiento de la bacteria se realizé en un matraz Erlenmeyer con
150 ml de caldo nutritivo donde se le agregd 1 ml de la bacteria. Las manipulaciones se
efectuaron en la campana de flujo laminar y el matraz inoculado se llevd a agitacion
continua a 120 rpm y a temperatura ambiente por 24 =+ 4 h o hasta observar turbidez
evidente del medio. En condiciones asépticas se extrajeron 1 ml del inoculo para medir
el crecimiento bacteriano por espectrofotometro a una longitud de onda (A) de 560nm y

alcanzar una concentracion final del indculo de 108 UFC*mL-1
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3.2.2 Desinfeccion e inoculacion de las semillas

Las semillas de maiz (Zea mays) se lavaron con agua corriente para eliminar los
productos quimicos de la certificacion de las semillas y diez veces con agua destilada
desionizada estéril para eliminar algunas impurezas de los mismos. Luego se
desinfectaron con inmersion en etanol al 80% durante tres minutos y se lavaron 5 veces
consecutivas con agua destilada desionizada estéril. Seguidamente, se le agrego
hipoclorito de sodio al 5.25% por 15 minutos y se lavaron diez veces consecutivamente
con agua destilada desionizada estéril; por Ultimo, se les dejé escurrir en condiciones de

esterilidad en una camara de flujo laminar.

Las semillas desinfectadas se inocularon utilizando alginato de sodio como adherente
(Viveganandan et al., 2000), paro lo cual se prepard una solucién de alginato al 2% y se
agregaron 5 ml de la misma a un matraz de 25 ml conteniendo el inoculo a una
concentracién entre 10y 107 células *mlt. La suspensiéon se homogenizé con la ayuda
de un vortex y se colocaron dentro del matraz 100 semillas de maiz previamente
desinfectadas. Todo se llevd a un agitador durante una hora. Por Ultimo, se transporté
el material biolégico inoculado a una camara de flujo laminar dejandose escurrir los
matraces a través de un colador de gasa médica estéril, hasta obtener un secado de la

semilla a la temperatura ambiente.

3.3 Efecto de Bacillus megaterium con potencial promotor del crecimiento en la
germinaciéon de semillas de maiz (Zea mays).

Para esto se procedio a la inoculacion bacteriana y siembra de 125 semillas de Maiz
con la cepa B. megaterium con una concentracion 1:4 con dilucién de alginato de sodio
al 2%., 125 semillas con la cepa B. megaterium con una concentracién 2:4 con dilucion
de alginato de sodio al 2%., y 125 semillas para el testigo respectivo no inoculado, Las
pruebas de germinacion se llevaron a cabo con el método de toalla de papel. 25 semillas
para cada tratamiento con cinco repeticiones en disefio completamente aleatorio e

incubadas en la camara de crecimiento a 25+2 °C, con una humedad relativa de 45%.
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Después de 7 dias, se contd el numero de semillas germinadas. Se midio la longitud de
la raiz y el tallo de las plantulas individuales para determinar el indice de vigor con la
siguiente formula: indice de vigor = (longitud media de la raiz + longitud media del tallo)

x% de germinacion.

3.3.1 Porcentaje de inoculacion.

Se procesaron las raices para la determinacién endofitica empleando una modificacion
del método de Keifeld y Chet (1992). Se cortd la raiz por debajo de la corona,
posteriormente se remojo en una solucion de hipoclorito al 5 % por 5 min, se lavd 3 veces
con SDW por dos minutos y se colocaron en toallas de papel estéril para secar. Se
cortaron las raices en 5 partes iguales y se colocaron sobre la superficie de TSM. Se
encubaron las placas sin sellar a 20°C en la oscuridad por 7 dias y se registro la
presencia del crecimiento del micelio de B. megaterium fuera de la raiz. Se cotejo la
calidad de la esterilizacion superficial, se utilizé el agua de lavado final cada 20 muestras.
El porcentaje de colonizacion esta basado en el nimero de piezas de raices infectadas,
donde una pieza =20% y 5=100%.

3.3.2 Peso seco de tallo.

Para evaluar la evolucion de B. megaterium en la germinacion del maiz se separaron las
partes aéreas de las plantas para la determinacion del peso seco. El material aéreo se
colocé en bolsas de papel rotuladas, secadas y previamente pesadas en una balanza
analitica, y llevado a una estufa con circulacién de aire forzado a 70 °C durante 72 h para
la determinacion del peso seco.

3.3.3 Peso seco de la raiz.

Se avalud el potencial de promocion de crecimiento, midiendo la longitud e la raiz y se

determind el peso seco. Y se compararon los resultados col el control sin B. megaterium.

3.4 Disefo experimental.
Serealiz6 un experimento factorial de A x B con 15 repeticiones, donde el factor A, fueron

los genotipos de maiz empleados (al: AGR y a2: ABT 1126); el factor B, fueron las
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concentraciones del inoculo de B. megaterium (1:25%, 2:50% y 3:0%). Se realizaron

cinco repeticiones, dando un total de 30 unidades experimentales.

3.5 Analisis de datos.
Los datos de las variables determinadas seran sometidos a analisis de varianza y

comparacion de medias (Tuckey, 0.05), con el paquete estadistico SPSS.



25

IV.-RESULTADOS

4.1 Caracterizacién de Bacillus megaterium.
Bacillusmegaterium es una bacteria Gram positiva, principalmente aerébica que produce

esporas y que se encuentra en diversos habitats, desde el suelo hasta el agua (Martin et
al., 1995). De acuerdo a pruebas realizadas por otros autores sefialan que B. megaterium
tiene forma de una varilla o cadena de forma cilindrica (Amornrat, 2009). Lo que en
nuestros aislados descritos anteriormente confirman que se trata de esta bacteria que a

continuacion se representa en la Figura 2

Figura 2: Caracterizacion de Bacillus megaterium, es una bacteria Gram-positiva
figura a) en forma de cadena (Amornrat, 2009) y de forma cilindrica figura b) resultado
obtenidos en este trabajo.

4.2 Evaluacién del efecto de B. megaterium sobre las variables (% de inoculacion,
Peso seco de tallos, Peso seco de la raices).

En este trabajo la cepa bacteriana de B. megaterium fue evaluada su capacidad de
promocién del crecimiento vegetal y comparada las variables de germinacion, longitud
de tallo y raiz, asi como sus respectivos pesos frescos y seco, utilizando como modelo
experimental a maiz (Zea mays L.) mediante la inoculacion de dos genotipos uno
comercial (ABT 1126) y el otro cosechado de maices nativos de cafion de Jimulco (AGR),
empleando diferentes concentraciones de la cepa (25,50 y 0 %) en condiciones de

laboratorio.
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Se muestra a continuacion los datos corridos en los distintos tratamientos siendo asi que
el genotipo (AGR) expresa un mayor % de germinacion podria decirse que por el efecto
de la bacteria B. megaterium pero hay una doble entrada ya que el genotipo comercial
(ABT 1126) muestra un mayor promedio de longitud de tallo esto representado en la

figura 3.

Resultados en la promocién de pesos seco de raiz y tallo por la cepa B. megaterium
podria decirse que en los tratamientos 2 y 4 que es a una concentracion del 50%

demuestran una mayor acumulacion de biomasa figura 4.
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Figura 3. Resultados de crecimiento de tallo y raiz (cm) y germinacion (%) de los
diferentes tratamientos experimentales
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Figura 4. Resultados del peso fresco en relacién al peso seco de raiz y tallos de
los diferentes tratamientos experimentales.
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En las siguientes figura se puede observar como las distintas concentraciones de B.

megaterium muestran efecto y como los genotipos expresan su caracter genético ya que

se compara lo comercial con lo autéctono

Figura 5. Genotipo AGR., a) Plantas inoculadas con un 25% de la cepa B. megaterium.,

b) Plantas inoculadas al 50% con B. megaterium y c) control



Figura 6: Genotipo ABT 1126, d) inoculado con B. megaterium con una concentracion al
25%, e) con una concentrcion al 50%, y f) como control.

4.3 Disefio experimental —Andlisis

Los tratamientos demostraron mediante la corrida de datos con el paquete estadistico
SPSS. Que hay un gran coeficiente de variacion entre tratamientos esto en el porcentaje
de germinacioén que lo expreso mayor el genotipo a) AGR a una concentracion del inoculo
bacteriano al 50% esto traducido al valor de 92.4%de plantas germinadas comparado

con el 88.4% de plantas no inoculadas Cuadro 1.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrados
Variacién Libertad Cuadrados Medios F. Calculada Pr>F
tratamientos 5 1809.066667  361.813333 7.71 0.0002
Genotipo 1 1672533333 1672.533333 35.64 0.0001
Concentracion 2 97.066667 48.533333 1.03 0.3709
Gen*Concen 2 39.466667 19.733333 0.42 0.6615
Error 24 1126.400000 46.933333
Total 29 2935.466667

Cuadro 1. Resultados de ANOVA para la inoculacién de genotipos de maiz con B.
megaterium

De acuerdo con el andlisis de medias, no se encontraron diferencias entre tratamientos
para % de germinacion, el mejor tratamiento (50% de in6culo) presentd 92.4% de

germinacion comparado con el peor 88.4 %, que correspondi6 al control.
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En cuestion de longitud de tallo el genotipo ABT1126 comercial, presentd el mayor
promedio de crecimiento (9.37 cm), esto se podria deber a su genética ya que es un

hibrido comercial. Mientras que el otro genotipo, solamente alcanzé 6.55 cm.

V.- DISCUSION
La promocion directa de PGPR implica proporcionar a la planta sustancias promotoras

del crecimiento vegetal que son sintetizadas por las bacterias que facilitan la absorcion
de ciertos nutrientes de las plantas del medio ambiente. El género Bacillus han sido

reportadas como PGPR (Saharan etal., 2011).

Hay una serie de metabolitos que son liberados al medio ambiente por estas cepas al
aumentar la disponibilidad de nutrientes de las plantas (Barriuso et al., 2008). Esto hace

gue la germinacién sea mayor

El uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal en la agricultura se denomina
biofertilizacion. Es considerada una biotecnologia que contribuye al desarrollo sostenible
ya que favorece el desarrollo de los cultivos agricolas (Hernandez-Flores et al., 2012).
Sugiriendo la técnica de bioiniciacibn como un método prometedor para la aplicacion
bacteriana para aumentar la productividad de los cultivos ya que estimula el proceso de

germinacion y la fijacion de biomasa en la proporcion de mayor porcentaje de peso seco.

VI.-CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo, demuestran que la bioinmersion con la cepa nativa de B.

megaterium se mejoro la capacidad de germinacion en las semillas de maiz (Zea mays
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L.) y que las plantulas crezcan de manera uniforme, ademas, se encontré una buena
relacién entra peso seco de la raiz y tallo, producto de la inoculacion microbiana. Se
puede concluir que los microorganismos tienen el potencial de proliferar, colonizar y
producir crecimiento vegetal durante el proceso de germinacion. Esta tecnologia de
bioinmersién puede ser de interés y de valor para los productores. Requiere de mayores

estudios por parte de los profesores del Programa Docente de Ingeniero en Agroecologia

En este sentido la hipotesis de este trabajo se cumple ya que los tratamientos que mayor
expresaron el porcentaje de germinacion fueron los inoculados con esta cepa se
recomienda para futuros trabajos evaluar mayor las concentraciones del inoculo
bacteriano ya sea con micro-encapsulamiento o por bioinmersién con la semillas

protegida.
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