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“Si de todos los organismos creados por Dios los mas pequefios y aparentemente
menos utiles fueran suprimidos, la vida se tornarfa imposible, ya que el regreso a
la atméstera y al reino mineral de todo lo que dejé de vivir serfa bruscamente

suprimido”.

Luis Pasteur

“El investigador sufre las decepciones, los largos meses pasados en una direccion
equivocada, los fracasos. Pero los fracasos son también utiles, porque, bien
b b bl

analizados, pueden conducir al éxito”.

Alexander Fleming
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar y evaluar el efecto de cepas
bacterianas que contienen la enzima ACC desaminasa para promover el
crecimiento de plantas de lechuga bajo condiciones salinas.

Las cepas utilizadas para esta investigacion se aislaron de muestras de suelo y
rizésfera colectadas en diferentes predios de Sayula, Jalisco y Tecoman, Colima.
Se seleccionaron cinco cepas las cuales presentaron la actividad ACC
desaminasa, crecimiento en medios de cultivo con altas concentraciones de NacCl
y promocion de la germinacion de semillas de lechuga bajo concentraciones de 80
mM de NaCl. Posteriormente, se determiné el efecto promotor de crecimiento
vegetal bajo condiciones salinas, inoculando semillas de lechuga con las cepas
seleccionadas. Para el experimento se implementé un sistema de hidroponia
llamado “Bagazo de agave en Pelicula Nutritiva” (BAPEN). Fue utilizada la
solucion nutritiva Steiner al 50% adicionada con 80 mM de NaCl. Se realizaron
aplicaciones de la suspension bacteriana desde la siembra de las semillas y hasta
la cosecha cada 15 dias. Las variables analizadas fueron altura, peso fresco, peso
seco y clorofila total mediante un Spad 500. No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos inoculados y sin inocular al momento de la
cosecha. Sin embargo se observo una tendencia a aumentar todas las variables
estudiadas con las cepas SR2-6 y SS2-10 con respecto al control. Los valores
mas bajos se obtuvieron con la cepa SR1-9 la cual redujo las variables de altura,
peso fresco y seco al dia de la cosecha. Las cepas SR2-6 y SS2-10 no
solubilizaron fosfato, produjeron de 1.5 a 5.5 ppm de acido indolacético y son
potencialmente fijadoras de N». Estas cepas fueron identificadas taxon6micamente

por medio del sistema API Staph como Staphylococcus xylosus.

Xii



1. INTRODUCCION

Los suelos salinos constituyen un grave problema en la agricultura, debido a que
suprimen el crecimiento de las plantas y su rendimiento en todo el mundo. En
México, el problema de la salinidad se presenta fundamentalmente en las zonas
aridas con riego y a lo largo de la costa. Se estima que la superficie afectada es
del orden de 1 millon de ha (Serrato et al., 2002).

El estrés causado por el exceso de sales, produce un incremento en la cantidad
de etileno contenido en los tejidos vegetales, que puede inhibir el crecimiento
vegetal debido a la sintesis autocatalitica del etileno y no a la accién directa del
factor estresante, por esta razon los inhibidores de la accion del etileno pueden
disminuir significativamente la severidad inducida por los factores de estrés
(Siddikee et al., 2011; Gutiérrez, 2010; Glick et al., 2007).

Se han buscado estrategias para disminuir el estrés salino en los cultivos. En este
contexto se tienen reportes del uso de bacterias productoras de ACC (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico,) desaminasa, que es una enzima que cataliza la
conversion del ACC un precursor inmediato de la sintesis del etileno en plantas,
en a-cetobutirato y amoniaco (Glick, 2005), que mitiga el estrés salino, al disminuir

la cantidad de etileno (Karthikeyan et al., 2012).

Las bacterias del suelo son capaces de degradar y utilizar el ACC que es exudado
por los tejidos vegetales y es tomado por la ACC desaminasa localizada en el
citoplasma de los microorganismos (Glick, 2005). Esta enzima ha sido reportada
en numerosas especies microbianas de bacterias Gram negativas, bacterias Gram
positivas, bacterias y hongos enddfitos (Saleem, 2007). Por lo que el uso de esta
enzima como complemento en la agricultura podria ser una herramienta
importante para aumentar los rendimientos en los cultivos con altos niveles de
salinidad (Glick, 2005).



2. ANTECEDENTES

2.1. Salinidad

La salinidad es el estrés abidtico mas severo y la principal causa de dafio para los
cultivos (Velarde, 2009; Saharan & Nehra, 2011). La salinizacion altera las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, y en consecuencia su
fertilidad (Falcon, 2002). Lo que ocasiona considerables pérdidas en el
rendimiento de una amplia variedad de cultivos alrededor del mundo (Carranza et
al., 2009). Limita la productividad aproximadamente en un 6% de los terrenos
agricolas del mundo y en un 20% de los suelos con riego, lo que representa un
15% de las éareas cultivadas (Munns, 2005).

El término salinidad se refiere a la presencia en el suelo de una elevada
concentracion de sales que perjudican el desarrollo y crecimiento de los cultivos
por su efecto toxico y la disminucion del potencial osmético del suelo. Existen
registros historicos de migraciones provocadas por la salinizacion del suelo
cultivable, este fenomeno afecta a la humanidad desde el inicio de la agricultura
(Leidi & Pardo, 2002).

En México, el problema de la salinidad se presenta fundamentalmente en las
zonas aridas con riego, a lo largo de la costa y las cuencas cerradas que, a traves
de miles de afios, han acumulado paulatinamente sales en el suelo. Se estima que

la superficie afectada es del orden de 1 millén de ha (Serrato et al., 2002).
2.2. Origen de la salinidad del suelo

La fuente original de donde provienen las sales del suelo y el agua, son los
minerales que se encuentran formando las rocas que constituyen la corteza
terrestre. La formacion de las sales se realiza mediante el proceso de
intemporizacion  (hidrolisis-solucion-oxidacién 'y carbonatacion, a veces
precipitacion) de las rocas, donde se liberan los minerales que con el tiempo

constituiran los suelos (Rueda et al., 2009). Los suelos con alto contenido de sales



tienen dos origenes fundamentales, naturales y antropoldgicos (Szymanska et al.,
2013).

Las causas naturales pueden condicionar los procesos de salinizacion tales como:
cercania y la altura sobre el nivel del mar, la intemperizacion: erosion hidrica (los
minerales presentes en las rocas, sedimentos y suelos producen sales minerales
disueltas, cuya principal via de desembocadura después de las lluvias son los
océanos); erosion edlica (los vientos arrastran gran cantidad de sales a otras
areas). La presencia de periodos secos mas largos, ya que cuando hay mayor
evaporacion de agua que precipitaciones, los suelos no pueden ser lavados,
formandose areas con alto contenido en sales, tal como sucede en las zonas
aridas (Lamz & Gonzéalez 2013). Las propiedades fisico-quimicas del perfil del
suelo, como son: la textura, la estructura, la porosidad, la permeabilidad, la
capacidad de retencion de humedad y de intercambio cationico juegan un papel
importante en la salinizacion. Los cambios climaticos mayores, como el
calentamiento global que derrite los polos rapidamente y los huracanes, que
pueden introducir a la tierra considerable cantidad de sales provenientes del mar
(Velarde, 2009).

Las causas antropogénicas pueden ser: practicas agricolas incorrectas en el
suelo, como el uso excesivo de fertilizantes quimicos, la presencia de sales en los
desechos animales, el mal manejo del agua para el riego, la extraccion intensiva
de aguas subterraneas y la utilizacion de estas para otros fines no relacionados
con cuestiones agricolas, provocan un incremento en el suelo de las sales
solubles (Lamz & Gonzalez, 2013; Velarde, 2009).

En resumen, todo proceso de salinizacion estara sujeto a la acumulaciéon continua
y constante de sales, y/o a que se sobrepase la capacidad natural del drenaje de
los suelos, favoreciendo un desplazamiento de masas salinas en condiciones

naturales o propiciadas por el hombre (Rueda et al., 2009).



2.3. Suelos salinos

Los suelos salinos son aquellos que contienen elevada concentracion de sales
solubles que reducen el crecimiento de las plantas, con conductividad eléctrica
(CE) en la pasta de saturacion igual o mayor a 4 dS/m (equivalente a 40 mM NacCl)
(Szymanska et al., 2013) y un porcentaje de sodio intercambiable de menos del
15% (Lesmes et al., 2007).

La solubilidad de las sales es una propiedad muy importante, a mayor
concentracion de sales disueltas, el efecto serd mas nocivo para los cultivos ya
gue dan lugar a soluciones salinas muy concentradas, en cambio, las sales poco
solubles precipitan antes de alcanzar los niveles perjudiciales (Proafio et al.,
2004).

Se identifican como sales solubles todos aquellos compuestos quimicos e
inorganicos mas solubles que el sulfato de calcio (CaSQ,), cuya solubilidad es de
0.241 gramos en 100 mililitros de agua a 0 °C. Tal es el caso del cloruro de sodio
(NaCl), que es 150 veces mas soluble que el sulfato de calcio (Falcon, 2002),
siendo esta sal, la causa mas frecuente de salinidad en los suelos, aunque los
suelos salinos suelen presentar distintas combinaciones de sales, como los
cloruros y los sulfatos de Na*, Ca®*, Mg?* (Lamz & Gonzalez, 2013; Proafio et al.,
2004). Siendo las mas importantes en relacion con los suelos salinos el sulfato
magnésico, sulfato sodico y cloruro sodico. Y le siguen en importancia: carbonato

sédico y cloruro magnésico (Proafio et al., 2004).

Las sales son utilizadas por las plantas como nutrientes, de forma selectiva y
preferente, sin embargo, los problemas surgen cuando rebasan ciertos limites de
concentracion que pueden ocasionar dafios en el desarrollo de las plantas, en la

calidad del cultivo o el rendimiento (Rueda et al., 2009).
2.4. Efecto de lasalinidad en las plantas

No todos los cultivos responden de igual manera a la salinidad, unos producen

rendimientos aceptables a niveles altos y otros son sensibles a niveles



relativamente bajos. La diferencia se debe a la mejor capacidad de adaptacion
osmoética que tienen algunos cultivos, lo que les permite absorber, bajo

condiciones de salinidad, una mayor cantidad de agua (Proafo et al., 2004).

El dafio que el exceso de sales produce en las plantas, varia segun el estado
fenoldgico, la composicién idnica del suelo y el estado de salud general de las
plantas (Saghir et al., 2009). Normalmente es mas perjudicial en las plantas
jovenes y puede retrasar varios dias la germinacion o inhibirla completamente
(Falcon, 2002).

La salinidad puede inhibir el crecimiento de la planta y reducir la productividad
(Dell’Amico & Parra, 2005), principalmente por tres factores: estrés hidrico,
toxicidad ion especifica, y desbalance nutricional. Como consecuencia de la
combinacion de estos tres, se manifiesta un cuarto factor que es el incremento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lamz & Gonzalez, 2013;
Carranza et al., 2009).

El estrés hidrico debido a la presencia en exceso de solutos en la solucion del
suelo produce una disminucién del potencial osmotico (Lamz & Gonzalez, 2013).
La alta concentracion de sales incrementa el potencial de las fuerzas que
mantienen el agua en el suelo y hace mas dificil la extraccion del agua por las
raices de las plantas, las sales en la solucion del suelo pueden alcanzar niveles

tan altos que pueden llegar a deshidratarse y morir (Falcon, 2002).

Algunas plantas presentan toxicidad a iones especificos, los mas comunes son el
Cloro (ClI), Sodio (Na) y boro (B). Los efectos toxicos pueden ser causados por un
i6n individualmente o en combinacion con otros (Falcdn, 2002). Generalmente las
plantas absorben los iones y los acumulan en los tejidos foliares; cuando esta
acumulacién excede ciertos niveles se presenta dafio, el cual a su vez depende de
la concentracion, del tiempo, de la sensibilidad del cultivo y uso del agua por la
planta (Garcia, 2012).

El desbalance nutricional debido al desequilibrio i6nico por la acumulacién

excesiva de iones Na* y Cl” se reduce la captacion de otros nutrientes minerales



tales como K*, Ca®*, y Mn?*". Esto produce inactivacién de enzimas y efectos en los
procesos metabdlicos de las plantas (Lamz & Gonzélez, 2013). Altas
concentracion de Na® inhiben la absorcion de nutrientes directamente por
interferencia con transportadores en la membrana plasmatica de la raiz, tales

como los canales selectivos de K* (Goykovic & Saavedra, 2007).

La toxicidad i6nica, estrés hidrico y deficiencias nutricionales ocasionan como
resultado desequilibrios metabdlicos y como consecuencia un estrés oxidativo. La
presencia de ROS, tales como H,0, (peroxido de hidrégeno), O, (superdxido) y
OH (radicales hidroxilo), pueden causar en las plantas reacciones fitotoxicas como
la peroxidacién de lipidos, degradacion de proteinas y mutaciones en el ADN
(Lamz & Gonzalez, 2013).

El efecto general de la salinidad es la reduccion de la tasa de crecimiento,
afectando el tamafio y namero de hojas, asi como la altura. Otra respuesta
fisiologica es la disminucion de la conductancia estomatica; de esta forma se
reduce la transpiracion evitando la sequia fisiologica para mantener la turgencia de
las células. La reduccion implica el cierre de estomas lo que reduce el ingreso de
CO; inhibiendo la fotosintesis, lo que ocasiona la disminucién de la produccion de
biomasa en raices, hojas, tallos y semillas, relacionados con el area foliar y la
longitud de las plantas (Carranza et al., 2009). La acumulacion de sales en las
hojas induce la pérdida de pigmentos y provoca una senescencia acelerada
(Lesmes et al., 2007).

Por otra parte, el estrés causado por el exceso de sales, produce un desbalance
en la cantidad de etileno contenido en los tejidos vegetales, el incremento de esta
fitohormona puede inhibir el crecimiento de la raiz, el tallo y en general el

crecimiento vegetal (Siddikee et al., 2011).

Un nuevo enfoque bioldgico para disminuir los problemas de salinidad que ha
ganado interés por muchos investigadores en todo el mundo es el uso de

bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) para promover el



crecimiento y rendimiento de plantas en suelos salinos (Lubna et al., 2013;
Afrasayab et al., 2010).

2.5. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Existen dos tipos generales de bacterias benéficas para las plantas: las que
formas relaciones simbidticas, que involucran la formacién de estructuras
especializadas o nodulos en las raices de las plantas hospederas; y las que estan
libres en el suelo y usualmente se encuentran cerca, o en las raices de las plantas
(Saghir et al., 2009). Las bacterias benéficas libres del suelo asociadas con las
raices son frecuentemente referidas como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal o PGPR, por sus siglas en inglés (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria). Sin embargo para incluir los diferentes tipos de bacterias, Bashan
& Holguin (1998) propusieron el término bacterias promotoras del crecimiento
vegetal o PGPB, por sus siglas en inglés (Plant Growth-Promoting Bacteria), se
encuentran asociados con la mayoria de las especies de plantas, y comiunmente
se les encuentra en la mayoria de los ambientes (Caballero, 2006). Pueden
interactuar con las plantas de formas diferentes, como se puede observar en la
figura 1 (Glick, 2014).

Rizosféricas Endofitas Simbidticas Filosféricas

Unidas a las
hojas o
superficies de

Tipicamente en
los tejidos
dentro de la

planta los tallos

Unidas a raices
o superficie de
las semillas

Tipicamente en
nodulos de las
raices

Figura 1. PGPB incluye bacterias que interaccionan con las plantas de diferentes
formas (Glick, 2014).



La rizosfera del suelo se define como el volumen de suelo que esté influenciada
por las raices de la planta, y representa una region de intensa actividad
microbiana (Sarabia et al., 2010). Los microorganismos tienen la capacidad de
colonizar las raices de las plantas, esta interaccion planta-microbio en la rizosfera
es responsable de incrementar el crecimiento vegetal, la salud en las plantas y la
fertilidad del suelo (Criollo et al., 2012). El suelo es un sistema ambiental complejo
en donde los efectos benéficos de las interacciones con las PGPB dependen de
las cepas y de la planta, por lo que la asociacién puede ser inestable (Kumar et al.,
2012a; Sarabia et al., 2010; Ahmad et al., 2008).

En los ultimos afos, el numero de PGPB que han sido identificadas han
aumentado, principalmente por que el papel de la rizésfera como un ecosistema
ha ganado importancia en el funcionamiento de la biosfera y ademas porque los
mecanismos de accion han sido ampliamente estudiados. Generalmente cerca del
2 al 5 % de las bacterias rizosféricas son PGPB (Barriuso et al.,, 2008). Sin
embargo no todas las cepas de un género o especie en particular tienen las
mismas caracteristicas genéticas o las mismas capacidades metabdlicas, el
conjunto de genes definen las capacidades metabodlicas para promover el

crecimiento vegetal (Gamalero et al., 2009; Glick, 2014).

En la rizésfera el crecimiento de las plantas y microorganismos es mutuamente
afectado por las moléculas que secretan. Estas moléculas exudadas por las raices
de las plantas son llamados rizodepositos, los cuales incluyen carbohidratos,
amino acido, acidos grasos, nucleétidos, acidos organicos, compuestos fendlicos,
reguladores de crecimiento, putrescina, esteroles y vitaminas. Mientras algunos de
estos actlan como repelente de microbios, otros actian como atrayentes para dar
alojamiento al crecimiento microbiano (Kang et al., 2010). Por otra parte, se ha
demostrado que las plantas pueden responder a compuestos de sefalizacion
provenientes de las bacterias, tales como las moléculas auto inductoras
dependientes de la densidad celular (quorum sensing) y compuestos volatiles
(Han & Lee, 2005). Este tipo de mecanismos son importantes en la regulacion en

rasgos de bacterias benéficas para las plantas, tales como promocién del



crecimiento, proteccion contra patdgenos o proteccion a estrés salino (Barriuso et
al., 2008).

Las cepas PGPB utilizan mecanismos directos e indirectos para aumentar el
crecimiento y mejorar la condicion de las plantas. Estos mecanismos pueden ser
activados simultaneamente o de forma independiente en diferentes etapas del
desarrollo fenolégico de las plantas (Kumar et al., 2012a; Glick, 2012; Holguin et
al., 2003).

Los mecanismos indirectos ocurren cuando las bacterias disminuyen los efectos
perjudiciales de los organismos fitopatégenos a través de la produccion de
sustancias antimicrobianas, sideréforos, enzimas liticas, por competencia de
nutrimentos o de espacio en el nicho ecoldgico; asi como por resistencia sistémica
inducida (RSI) (Esquivel et al., 2013; Penrose & Glick, 2003).

Los mecanismos directos incrementan la disponibilidad de nutrimentos en la
rizésfera al influir en el metabolismo de las plantas y mejorar su nutricion. Estos
mecanismos son: fijacibn de nitrdgeno, sintesis de fitohormonas (auxinas,
giberelinas y citocininas), vitaminas y enzimas; solubilizacién de fosforo inorganico
y mineralizacion de fosfato organico; oxidacion de sulfuros, incremento en la
permeabilidad de la raiz, produccién de nitritos, acumulacion de nitratos, y
reduccion de la toxicidad por metales pesados (Esquivel et al., 2013; Penrose &
Glick, 2003).

Como muchas PGPB posen diversos rasgos para facilitar el crecimiento vegetal,
su efectividad puede variar dependiendo de la planta hospedera y de las
condiciones del suelo. Las PGPB generalmente tienen poco o un efecto no
cuantificable en el crecimiento de las plantas cuando estas estan cultivadas en

condiciones Optimas en ausencia de factores de estrés (Gamalero et al., 2009).



2.6. Mecanismos de PGPB en condiciones salinas

La salinidad afecta negativamente la actividad biologica, excepto a las bacterias
haléfilas. Por lo tanto, las bacterias tolerantes a sales que colonizan las raices
pueden sobrevivir a las condiciones adversas del medio ambiente y pueden
ayudar con sus propiedades benéficas en los ambientes en los cuales dificilmente

otros organismos sobreviven (Yildirim et al., 2008).

Existen numeros reportes del papel de las bacterias del suelo para la mitigacion
del efecto inhibitorio de la sal en el crecimienro y el desarrollo de las plantas. Sin
embargo no existe informacion sobre los fundamentos de esta proteccion. Se han
sugerido posibles explicaciones para este comportamiento como se muestra en la
figura 2 (Gamalero et al., 2009).
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Antioxidantes Produccion de Prodiiceion
(SOD, POX, CAT) osmoprotectantes EPS

==
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o | Bacterias Rizosféricas |
Figura 2. Mecanismos para la disminuir el efecto inhibitorio de la sal en el

crecimiento y el desarrollo de las plantas por PGPB (Arora et al., 2012).

Distintas PGPB poseen un interesante mecanismo para promover el crecimiento

de plantas influenciadas por el estrés ambiental como la salinidad mediante el uso
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de la enzima ACC desaminasa, la cual puede disminuir las concentraciones de
etileno deletéreo en las plantas al desaminar el ACC, que es precursor del etileno,
e incrementar la disponibilidad de amonio en la rizésfera (Esquivel et al., 2013.,
Kang et al., 2010).

Diferentes microorganismos poseen mecanismos de osmotolerancia que les
permiten sobrevivir al estrés osmotico. Las celulas necesitan adaptarse mediante
la acumulacion de solutos especificos bajo condiciones hiperosmoticas y liberarlos
bajo condiciones hiposméticas. Tales solutos incluyen K*, aminoéacidos (prolina,
glutamato), aminoacidos derivativos (peptidos y N-acetilado aminoacidos), aminas
cuaternarias (glicina, betaina y carnitina), azlcares (sacarosa y trehalosa) y
tetrahidropirimidinas (ectoinas). Estos solutos pueden ser acumulados en altas
concentraciones y ser transportadas sin interferir con los procesos vitales de la
célula y proveen estabilizacion de las enzimas (Arora et al., 2012). Estos
compuestos pueden ser sintetizados o tomados del medio ambiente (Szymanska
et al., 2013).

Las cepas PGPB pueden producir exopolisacaridos que unen los cationes
incluyendo el Na* y disminuir el contenido disponible para las plantas (Siddikee et
al.,, 2011). Se ha observado que la inoculacion con estas cepas no solo
disminuyen la concentracién de Na* y el CI" inducen el incremento en N, P y K, de

esta forma ayudan a reducir los efectos del estrés salino (Arora et al., 2012).

Durante las condiciones salinas las plantas generan ROS que pueden causar
dafo oxidativo en diferentes biomoléculas. Las PGPB pueden producir enzimas
antioxididantes tales como superoxido dismutasa, peroxidasa y catalasa y
antioxidantes no enzimaticos como ascorbato, glutation y tocoferol que pueden
degradar ROS ayudando de esta forma al crecimiento vegetal (Arora et al., 2012).
Chakraborty et al. (2011), realizaron un estudio en donde Bacillis cereus promovié
respuestas antioxidantes en condiciones de estrés por salinidad en plantas,
incrementando las enzimas superoxido dismutasa, peroxidasa, ascorbato

peroxidasa y catalasa.
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Por otra parte, algunos microorganismos incrementan la disponibilidad de
nutrientes como, fésforo, nitrégeno, iones y sintesis de fitohormonas y pueden
promover el crecimiento en condiciones de estrés salino (Szymanska et al., 2013).
La mayor parte del nitrégeno biodisponible viene del nitrogeno fijado por
microorganismos llamados diazo6trofos en vida libre o en simbiosis con plantas,
(Bruning & Rozema 2013). Esto contribuye significativamente a la nutricion de
plantas crecidas en suelos salinos sédicos con baja fertilidad y en zonas aridas
(Malik et al., 1991).

La salinidad suprime la toma de fosforo por las raices de las plantas y reduce el
fosforo disponible por procesos de adsorcion y baja solubilidad de fosfatos de
calcio. Los efectos adversos en el crecimiento de plantas en suelos salinos se
multiplica por falta de fosforo (Soni et al., 2013). Muchas bacterias del suelo tienen
la capacidad de convertir las formas insolubles del fosforo en formas asimilables
para las plantas; la accion de solubilizacion puede generarse a traveés de procesos
como produccion de acidos organicos, quelacion e intercambio de reacciones
(Lara et al., 2011).

La aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento como las auxinas producen
beneficios en el alivio de los afectos adversos del estrés salino y también mejoran
la germinacién, el crecimiento, la maduracion de frutos y rendimiento
(Egamberdieva, 2009). La auxina natural mas crucial y comun es el acido indol-3-
acetico (AlA) (Duca et al., 2014). Las PGPB pueden producir AIA que estimula de
forma directa el crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés. Sin embargo,
puede promover la sintesis de la ACC sintasa lo que incrementa la cantidad de
etileno, que en cantidades muy elevadas inhibe el crecimiento vegetal. Por lo que
las bacterias que mas protegen bajo condiciones de estrés producen AIA y ACC
desaminasa (Arora et al., 2012; Glick, 2012).

En la actualidad diferentes géneros de bacterias que promueven el crecimiento
vegetal bajo condiciones salinas, han sido estudiadas, tal es el caso de
Acinetobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Brevibacterium, Clostridium,

Enterobacter, Flavobacterium, Halobacillus, Halomonas, Klebsiella,
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Oceanobacillus, Planococcus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia,
Staphylococcus, Sporosarcina, Streptomyces, Thiobacillus, Thalassobacillus,
Terribacillus y Virgibacillus (Arora et al., 2012; Aneela et al., 2012; Lubna et al.,
2013).

2.7. Etilenoy ACC desaminasa

El etileno (C;H4) es una molécula gaseosa organica con actividad biolégica, y
puede funcionar de forma eficiente en la regulacion del crecimiento vegetal a
concentraciones muy bajas como 0.05 pL/L y en la maduracién de frutos pueden
alcanzar niveles aproximados de 200 pL/L (Glick, 2012; Glick, 2014). Puede tener
efectos estimulantes o inhibitorios en el crecimiento de las plantas dependiendo de
la concentracion en los estados fenoldgicos. Por lo tanto, factores que causen
cambios en los niveles enddgenos del etileno puede modificar el crecimiento
vegetal y el desarrollo (Shahzad et al., 2013). Esta fitohormona es esencial en las
plantas y esta involucrada en diferentes procesos del crecimiento y desarrollo
vegetal, tales como la germinacién, desarrollo de pelos radiculares, elongacién de
la raiz, abscision de pétalos y hojas, maduracién de frutos, senescencia de
organos, biosintesis de otras fitohormonas y sefializacion de estrés (Figura 3)
(Siddikee et al., 2011; Ali et al., 2014).

Germinacion de semillas

Abscision de hojas Respuesta al estrés

- Formacion de nédulos de
Maduracion de frutos Siiitrie S

Iniciacion de raices,

Senescencia de hojas o b
elongacion y ramificacion

Floracion y marchitez de flores

Figura 3. El etileno participa en diferentes procesos durante el crecimiento y

desarrollo de una planta (Glick, 2014).
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El etileno también participa en respuesta al estrés, debido a que su sintesis se
incrementa por diferentes sefiales de estrés, tales como lesiones mecanicas,
salinidad, sustancias quimicas, anegamiento, temperaturas extremas, estrés
hidrico, luz ultravioleta, dafios por insectos, enfermedades y contaminacién
ambiental (Gontia et al., 2014; Glick, 2005). Sin embargo, los niveles de etileno
elevados, producidos por diferentes tipos de estrés (Gutiérrez, 2010) pueden
provocar dafio en la planta debido a la sintesis autocatalitica de etileno y no a la
accion directa del factor estresante (Glick et al., 2007).

Se ha propuesto un modelo para explicar los efectos de la produccién de etileno
en respuesta al estrés, que incluye la produccién de dos picos (Figura 4A). El
primero es tipicamente una pequeia fraccion del segundo y es técnicamente dificil
de medir, este pico consume la reserva de ACC que se encuentra contenido en los
tejidos y puede ser el responsable de la transcripcion de genes que codifican para
proteinas de defensa. El segundo pico es mucho mas largo y ocurre después de la
sintesis de ACC en respuesta al estrés, este pico es generalmente dafiino para las
plantas y estad involucrado en procesos tales como senescencia, clorosis y
abscision de las hojas. De manera que se predice que cualquier tratamiento,
guimico o biologico, que pueda disminuir la magnitud del segundo pico de etileno
debe disminuir simultAineamente el dafio que se produce como consecuencia del
estrés (Glick et al., 2007; 2014).
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Figura 4. La produccién de etileno en plantas esta en funcién del tiempo después
de un estrés ambiental. A) En la ausencia de bacterias exdgenas. B) En presencia
de una bacteria promotora del crecimiento vegetal productora de ACC desaminasa
(Glick et al., 2007).

En 1998 se determind que algunas rizobacterias promueven el crecimiento vegetal
mediante la disminucion de los niveles de etileno en las plantas, a través de la
ACC desaminasa, que convierte el ACC en a-cetobutirato y amoniaco. Con esta
estrategia las plantas disponen de un recurso extra de nutrimentos y los
microorganismos de la rizOsfera tienen una alternativa mas en la generacion del

nitrégeno para su supervivencia (Esquivel et al., 2013; Govindasamy et al., 2009).

Las cepas ACC desaminasa se unen a la superficie de las plantas usualmente
semillas o raices, aunque también pueden ser encontradas en hojas y flores o
dentro de tejidos internos. Las bacterias degradan y utilizan el ACC que es
exudado por los tejidos vegetales (mucho del ACC es exudado de las semillas,
tallos y hojas) y es tomado por la ACC desaminasa localizada en el citoplasma de

los microorganismos (Saleem, 2007; Glick, 2005).

Glick et al. (1998) plantearon un modelo mediante el cual las PGPB disminuyen
los niveles de etileno en plantas y a su vez estimulan el crecimiento vegetal
(Figura 5). La enzima ACC desaminasa comunmente esta presente en las

bacterias a bajos niveles, la induccién de la actividad enzimatica ocurre a través
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de un proceso lento y complejo que requiere de la presencia del ACC. Después de
la induccion de las enzimas biosintéticas del etileno (ACC sintasa y ACC oxidasa),
una mayor cantidad de ACC es producida, lo cual favorece la sintesis de la enzima
ACC desaminasa y ésta a su vez disminuye la concentracion del precursor (ACC)
y la sintesis de etileno. Ademas, algunas bacterias producen acido indolacético
(AIA) el cual al ser asimilado por las plantas favorece la elongacién y proliferacién
de las células vegetales. EI modelo sugiere que adicionalmente, el AIA favorece la
sintesis del ACC. Las bacterias que contienen ACC desaminasa al hidrolizar el
ACC mantienen el equilibrio de la concentracién del etileno en el interior de las

plantas.

RIZOSFERA

~
RIZOBACTERIA

ACC
desamingsa

o-CB

Figura 5. Modelo que describe la funcién de la enzima ACC desaminasa en la
promocién del crecimiento de las plantas. AIA, acido Indolacético (Glick et
al.,1998).

Inmediatamente después del estrés ambiental, las reservas de ACC es tan baja
como el nivel de ACC desaminasa asociada con las bacterias. Esto es seguido de
una rapida induccion de un nivel bajo de ACC oxidasa en la planta, que da como

resultado la formacion del primer pico benéfico del etileno (Figura 4A). Con el
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tiempo la ACC desaminasa de las bacterias es inducida por el incremento de las
cantidades de ACC derivado de la induccién de ACC sintasa. Asi la magnitud del
segundo pico deletéreo de etileno es reducido significativamente (Figura 4B). Este
pico nunca es completamente abolido debido a que la ACC oxidasa tiene una
mayor afinidad por el ACC que la ACC desaminasa (Glick et al., 2007).

La ACC desaminasa ha sido ampliamente reportada en numerosas especies
microbianas de bacterias Gram negativas, bacterias Gram positivas y bacterias y
hongos endéfitos (Arora et al., 2012). Sin embargo, estudios genéticos del gen
acdS que codifica para la enzima ACC desaminasa, han mostrado que la
secuencia a nivel de nucle6tidos no es muy similar entre géneros bacterianos, ya
gue varia incluso entre cepas del mismo género; asi dentro de un mismo género o
especie existen cepas que presentan la actividad de la enzima y otras no (Esquivel
et al., 2013).

Existen reportes que han mostrado que tratamientos con PGPB que poseen la
enzima ACC desaminasa reducen los niveles de estrés y confieren tolerancia a
salinidad en cultivos que crecen en medios con altas concentraciones salinas
(Gontia et al., 2014; Saharan & Nehra, 2011; Ali et al., 2014). La bacteria
Pseudomonas fluorescens proporciono resistencia al estrés salino en plantas de
cacahuate (Saravanakumar & Samiyappa, 2007). Las bacterias halotolerantes
como Arthrobacter nicotianae, Bacillus stratosphericus, Corynebacterium variabile,
Exiguobacterium acetylicum, Halomonas neptunia, Oceanimonas smirnovii,
Planococcus rifietensis y Zhihengliuella alba incrementan el crecimiento y la
resistencia a la salinidad de plantas de pimiento (Siddikee et al., 2010). Existen
muchos cultivos sensibles a la salinidad que pueden afectar su desarrollo
vegetativo (Carranza et al., 2009) entre ellos se encuentran muchas hortalizas

como la lechuga, el brocoli, pepino y coliflor (Barassi et al., 2006).
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2.8. El cultivo de lechuga

La lechuga es la planta mas importante del grupo de las hortalizas de hoja, es
ampliamente conocida y se cultiva en casi todos los paises del mundo. Por
tratarse de un producto de consumo natural, de sabor agradable, bajo contenido
caldrico y ricas en vitamina C (Vallejo & Estrada, 2004). A nivel mundial durante el
2004, México fue el décimo productor de lechuga en el mundo con 247, 385 mil t;
obtuvo el octavo lugar en la lista de principales exportadores y respecto a
importadores ocupé el quinceavo lugar (Bobadilla et al., 2010).

En México la produccion de lechuga se desarrolla en 25 estados de la Republica.
Los principales estados productores son Guanajuato, Sonora, Puebla, Baja
California, Jalisco y San Luis Potosi. Se puede cultivar durante todo el afio bajo
riego; se reporta una superficie sembrada de 4,000 ha; con rendimientos que
pueden variar desde 7 a 23 ton/ha (Tapia, 2003).

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta herbacea anual perteneciente a la
familia Compositae (Carranza et al., 2009). Esta intimamente relacionado con la

lechuga silvestre comun o lechuga espinosa (L. serriola L.) (Davis et al., 2002).

Las principales raices de absorcion son relativamente pequefias y poco
extendidas (5-30 cm). Las hojas pueden ser de forma redondeada, lanceolada o
casi estipulada; son lisas, sin peciolo. El borde de los limbos foliares puede ser
liso, ondulado o serrado. Su color va del verde amarillo hasta el morado claro
dependiendo de la variedad. El tallo es pequefio y no se ramifica, sin embargo a
temperaturas altas se ramifica del extremo y presenta en las ramillas terminales
una inflorescencia o tallo floral. Las semillas son largas (4-5 mm), su color

generalmente es blanco crema. (Tapia, 2003; Montesdeoca, 2009).

Es una hortaliza de climas frescos (15-20 °C), la temperatura media 6ptima para el
desarrollo de la parte aérea de la planta est4 entre 15y 18 °C, con maximas de 21
a 24 °C y minimas de 7 °C; las semillas germinan a temperaturas de 20 a 25 °C

(Vallejo & Estrada, 2004). El cultivo exige mucha luz, la escasez de ésta provoca
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gue las hojas sean delgadas y que en multiples ocasiones las cabezas se suelten
(Montesdeoca, 2009).

La lechuga se caracteriza por adaptarse a una amplia variedad de suelos, aunque
prefiere los suelos francos-arenosos y fértiles con altos contenido de materia
organica y buen drenaje (Tapia, 2003). Siendo el pH més apropiado entre 5.2 y 5.8
en suelos organicos y de 5.5 a 6.7 en suelos de origen mineral, pero puede tolerar
una amplia gama de pH a excepcion de <5 (Montesdeoca, 2009; Gémez, 1987).

La lechuga es relativamente sensible a la salinidad, esta condicién con frecuencia
varia dentro de la misma especie (Carranza et al., 2009). Es mas sensible que el
brécoli, pepino, coliflor y chile, y menos sensible que las zanahorias, ajos y
rdbanos. Altas concentraciones de NaCl (60 mM) afectan la velocidad de
germinacion, la elongaciéon del tallo y el crecimiento vegetativo (Barassi et al.,
2006). Los valores umbral para la especie estan en el rango de 1.0 a 1.4 dS/m, y
la pendiente para la disminucion del rendimiento, desde 6.2 hasta 8% por dS/m
(Carranza et al., 2009). La lechuga puede llegar a bajar su rendimiento hasta en
un 50% en condiciones de suelo de 11.4 dS/m de CE (Lesmes et al., 2007). En un
estudio hecho por Carranza et al., (2009) los parametros de mayor afectacion en
lechugas sometidas a estrés por salinidad fueron el area foliar y la acumulacion de

masa seca foliar.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La salinidad en los suelos agricolas, es un problema a nivel mundial,
especialmente en las zonas costeras, aridas con riego 0 en zonas con exceso de
fertilizantes. La cantidad elevada de sales reduce el crecimiento de las plantas,
principalmente las que son sensibles a la salinidad, esto conlleva a una reduccion
del rendimiento en los cultivos, lo que repercute de manera negativa en la
economia del productor. Por otra parte, la demanda creciente de alimentos debido
al aumento poblacional y la disminucion de las zonas agricolas debido a la

urbanizacion, hace necesario que estos suelos sigan siendo utilizados.

El estrés por salinidad produce cambios fisioldgicos en las plantas, entre ellos, el
aumento de etileno en los tejidos vegetales, el cual tiene un efecto autocatalitico
gue aumenta los efectos provocados por el factor estresante, por esta razon los
inhibidores de la sintesis o de la accion del etileno pueden disminuir

significativamente la severidad inducida por el estrés salino.

En este contexto se tienen reportes del uso de bacterias productoras de ACC
desaminasa, una enzima que cataliza la conversion del ACC que es un precursor
inmediato de la sintesis del etileno en plantas, en a-cetobutirato y amoniaco, lo

gue mitiga el estrés salino, al disminuir la cantidad de etileno.
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4. JUSTIFICACION

Las bacterias del suelo que presentan la enzima ACC desaminasa podrian ser una
herramienta importante para aumentar los rendimientos en los cultivos con altos
niveles de salinidad. Para lograr este propésito es necesario determinar el efecto
benéfico de estas bacterias sobre diferentes tipos de cultivos. En el caso de la
lechuga, no se tiene suficiente informacion acerca del efecto de ACC desaminasas
bacterianas, ni de los mecanismos de promocion de crecimiento vegetal, que

puedan estar participando.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar bacterias que presenten la enzima ACC desaminasa y evaluar la
capacidad para promover el crecimiento en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.)

bajo estrés salino.

5.2. Objetivos particulares

1. Aislar de cepas bacterianas productoras de ACC desaminasa de suelo y
rizosfera.

2. Seleccionar cepas bacterianas con capacidad para desarrollarse en medios
de cultivo adicionados con altas concentraciones de NacCl.

3. Determinar la efectividad de las cepas bacterianas seleccionadas con ACC
desaminasa en la promocion del crecimiento de lechuga (Lactuca sativa L.)
bajo condiciones de estrés por salinidad.

4. Caracterizar las capacidades bacterianas para promover el crecimiento
vegetal in vitro de cepas seleccionadas.

5. Identificar y caracterizar de cepas bacterianas que proporcionen un efecto

benéfico en las lechugas.
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6. HIPOTESIS

La inoculacién con bacterias productoras de la enzima ACC desaminasa en el
cultivo de lechuga, disminuir4 los efectos provocados por el estrés salino y

promovera su crecimiento.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Muestras de suelo y rizosfera

Muestras de suelo y rizésfera fueron colectadas en diferentes predios de Sayula,
Jalisco; y de Tecoméan, Colima; como se muestra en el cuadro 1. Se tom6 1 Kg de
suelo por cada muestra, se colocaron en bolsas de plastico y se almacenaron a
temperatura ambiente. En la muestra de rizésfera, se excavo alrededor de la
planta, cuidando que el sistema radicular saliera por completo, se colocaron en

bolsas de plastico y fueron almacenadas a 4 °C hasta su andlisis.

Cuadro 1. Sitios de colecta de muestras de suelo y rizésfera.

Sitio de Predio Tipo de N® de Abreviacion
colecta muestra muestras
Tecoman, RED STARR
Colima (Cabeza de Toro) Sl i 9, S B, 2
Usmajac, . . o, R1, R2, R3, R4,
Sayula, Jalisco Vivero Biotique Riz6sfera 7 R5. R6, R7
RED STARR
(Don Pedro) Suelo 1 PS
Tecoman, RED STARR
Colima (Cabeza de Toro) Suelo 1 CTS
Ave Maria
(El Delirio) el : .
Savula. Jalisco Laguna de Sayula Rizésfera 2 SR1, SR2
yuia, Laguna de Sayula Suelo 2 SS2, SS1

A las muestras de suelo y rizésfera, se les determind la conductividad eléctrica
(CE) empleandose la norma NMX-AA-093-SCFI-2001, y el pH en base a la nhorma
NMX-AA-008-SCFI-200.

7.2. Aislamientos bacterianos

Para el aislamiento de bacterias a partir de suelo rizosférico, se cortd la parte
aérea de las plantas, dejando solo la parte radicular. Se desprendié el suelo
adherido a las raices con un lavado de agua destilada estéril; de la suspensiéon se
realizaron diluciones hasta la 1:1000. En el caso del suelo, se homogeneizé la
muestra y se tom6 un gramo haciéndose diluciones igual que lo mencionado para

la suspensiéon de suelo rizosférico. A partir de la dilucion 1:1000 de suelo y de
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suelo rizosférico, se realizaron 24 diluciones seriadas en placas de agar nutritivo

(AN) mediante una esponja impregnada con las soluciones.

Para ambos casos las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. Las colonias
axénicas que se obtuvieron, se tomaron y se sembraron en tubos de agar soya
tripticaseina (AST), incubandose a las mismas condiciones, posteriormente se

almacenaron a 4 °C.

7.3. Actividad ACC desaminasa

Para determinar la presencia de la enzima ACC desaminasa se siguio la
metodologia propuesta por Penrose & Glick (2003). Los aislamientos que se
obtuvieron de las muestras de suelo y rizésfera, se sembraron en medio minimo
Dworkin & Foster (1958) (medio DF), el cual contiene por litro: 4 g KH2POy4, 6 g
NazHPO4, 0.2 g MgSOy4, 1 mg FeSOy4, 10 ug H3BO3, 10 pg MnSOy4, 50 pug CuSOq.,
22.5 pg NaMoOg, 70 ug ZnSO4, 5 g sacarosa, y 20 g agar bacteriolégico. El
medio minimo fue ajustado a un pH de 7.2 y esterilizado a 121 °C por 15 min,
posteriormente se dej6 enfriar a 45 °C y se adicioné 1.5 mM de ACC como unica
fuente de nitrégeno que previamente fue esterilizado mediante filtracion a través
de una membrana de 0.45 pym de nitrocelulosa. Las placas inoculadas fueron
incubadas por 72 h a 37 °C, las cepas que presentaron crecimiento en el medio se
consideraron positivas para la produccién de la ACC desaminasa. Las cepas que

resultaron positivas fueron sometidas a una prueba de tolerancia a la salinidad.

7.4. Prueba de tolerancia a la salinidad

Las cepas bacterianas se crecieron en placas de AN adicionado con diferentes
concentraciones de NaCl, (0% al 18%), como un posible factor de tolerancia a
salinidad y en consecuencia adaptacion a este tipo de ambientes. Las cepas que
resistieron mayor concentracion de salinidad fueron seleccionadas para los

siguientes experimentos.

25



7.5. Efectividad de bacterias ACC desaminasa
La efectividad de las bacterias productoras de ACC desaminasa que toleraron
concentraciones salinas altas de NaCl, fue determinada por un ensayo de

germinacion in vitro y una prueba ex vitro bajo condiciones de estrés salino.

7.5.1. Ensayo de germinacion in vitro

Se desinfecto la superficie de las semillas de lechuga con 3% de hipoclorito de
sodio por 1 min, se lavo con agua destilada estéril tres veces. Posteriormente las
semillas se inocularon por inmersiéon durante 3 h en un volumen de agua destilada
adicionada con sacarosa 50 mM mas la suspension bacteriana que se ajustd a
una concentracion de 1.5 X 10® UFC/mL en base a la escala de McFarland
(Yildirim et al., 2008). Simultdneamente, se instal6 el control negativo al cual sdélo
se le adicion6 agua destilada estéril con sacarosa.

Los tratamientos inoculados y sin inocular fueron compuestos por 40 semillas, las
cuales se colocaron en cajas Petri estériles y se distribuyeron en medio de dos
hojas de papel filtro previamente humedecidas con una soluciéon de 0 y 80 mM
NaCl, lo que representa una CE de 0 y 6.94 dS/m respectivamente. Las cajas se
sellaran con Parafilm® y se dejaran a 25 °C en una incubadora. Para determinar el
porcentaje de germinacion se registrd el numero de semillas germinadas, a los

cuatro y siete dias después de la inoculacion (Barassi et al., 2006).

7.5.2. Crecimiento vegetal bajo condiciones salinas
Para este experimento se seleccionaron las cepas con las que se obtuvo un mayor
porcentaje de germinacién. Se establecié un disefio aleatorio de seis tratamientos

y 16 repeticiones.

Para inducir la produccion de la ACC desaminasa fue seguida la metodologia
descrita por Penrose & Glick (2003). Cada uno de las cepas se cultivd en caldo
soya tripticaseina, fueron incubadas a 37 °C con agitacion a 200 rpm por 24 h. El
cultivo fue centrifugado por 20 min a 4,000 rpm, el sobrenadante fue descartado y

la biomasa lavada con medio minimo DF. Se volvié a centrifugar a las mismas
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condiciones, descartado el sobrenadante la biomasa fue suspendida en 5 mL de
medio minimo DF adicionado con 3 mM de ACC, el cultivo se dej6 incubando 24 h
en agitacion a 30 °C. Se concentro la biomasa por centrifugacion y se realizaron

tres lavados con una suspension de 0.03M MgSOs..

El pellet fue ajustado a una concentracién de 1.5 X 10® UFC/mL en 0.03M MgSO,
segun la escala de McFarland. Las semillas (previamente desinfectadas) fueron
inoculadas por inmersion en la suspension bacteriana por 3 h. Como control
negativo se utilizaron semillas sin inocular. Las semillas inoculadas y no
inoculadas se colocaron en charolas de germinacion con Peat Moss como
sustrato, fueron regadas cada dos dias. Cuando las plantulas alcanzaron una
altura alrededor de los 4 cm se trasplantaron en sustrato de agave (previamente
lavado y desinfectado) empaquetado en bolsas de poliestireno, las cuales se
colocaron en canaletas de PVC, el sistema hidroponico que se empleo fue
‘Bagazo de agave en Pelicula Nutritiva” (BAPEN). Después de 5 dias del
trasplanté se utilizé la solucion Steiner al 50% adicionada con 80 mM de NaCl lo
gue corresponde a una CE de 7.3 dS/m. Se realizaron aplicaciones de la
suspension bacteriana (1 X 10’ UFC/mL) desde la siembra de las semillas y hasta
la cosecha cada 15 dias. Muestras de plantas se tomaron a los 20, 30 y 40 dias
después de la aplicacion de la solucion con NaCl. Las variables evaluadas fueron

altura, peso seco, peso fresco y clorofila total mediante un Spad 500.

7.6. Capacidades de promocion de crecimiento in vitro
Para determinar las capacidades de promocidon del crecimiento vegetal se
utilizaron las cepas que proporcionaron efectos benéficos a las plantas de lechuga

sometidas a estrés por salinidad.

7.6.1. Solubilizacién de fosfatos
Las cepas se resembraron en medio Pikoskava’s agregando como minerales de
estudio el Ca3(PO); (fosfato tricalcico), AlO4P (fosfato de aluminio) y FeO4P

(fosfato de hierro) de manera insoluble, con el fin de determinar si las cepas tienen
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la capacidad de solubilizar estos compuestos. El medio tenia la siguiente
composicion en g/L: 5, Fosfato insoluble; 0.5, (NH4)2 SO4; 0.2, NaCl; 0.1, MgSOg4-7
H20; 0.2, KCI; 0.002, MnSO4-H20; 0.002, FeSO4.7 H,0; 0.5, extracto de levadura;
10, dextrosa; 15, agar bacterioldgico. El pH se ajusté a 7.2.

Se colocaron cuatro cepas por caja, y se dejaran incubando por siete dias a 37 °C.
La solubilizacion se considerd positiva por la presencia de un halo transparente en

el area de crecimiento y/o alrededor de la colonia.

7.6.2. Produccién indoles totales

La determinacion de produccion de indoles totales se llevé a cabo mediante una
reaccion colorimétrica utilizando el reactivo de Salkowsky, el cual se prepard a
partir de H,SO4 a 7.9 My FeCls al 1.2% (Glickmann & Dessaux, 1995).

Las cepas se sembraron en caldo soya tripticaseina, incubandose por 24 h a 37
°C, posteriormente se ajustaron 25 mL de CN y medio de Burk's (libre de
nitrégeno) sin y con triptéfano (1 g/L) a 1 X 10° UFC/mL en base a la escala de
McFarland. Las cepas permanecieron en agitaciéon constante a 180 rpm en un
agitador orbital. Alas 72 h se tomaron 5 mL del medio de cultivo y se centrifugé a
4,000 rpm por 20 min. Del sobrenadante se tomé 1 mL y se adicioné 1 mL de
reactivo de Salkowsky, cada muestra se realizé por triplicado. Se dejaron reposar
por 30 min en obscuridad a temperatura ambiente para después medir la
absorbancia de la muestra en un espectrofotometro a 530 nm, ya que la intensidad
de color de la muestra es directamente proporcional a la cantidad de indoles
totales presentes. Para este ensayo fue utilizado como control positivo la cepa
7RC-7 productora de AlA.

Para determinar la concentracion de indoles totales de las muestras se elaboré
una curva estandar para lo cual se prepararon soluciones de acido indolacético
comercial (Sigma®) con las siguientes concentraciones: 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24, 27 y 30 ppm. Con los datos de absorbancia se construyd una grafica, sobre la
cual se calculd la ecuacién de la recta y el valor r*. Se utilizd como blanco una

solucion de agua destilada. Se determiné la produccion total de la hormona con
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los valores de absorbencias de las muestras remplazados en la ecuacion de la

recta.

7.7. Caracterizacion y determinacion de cepas bacterianas
Se identificaron las cepas que proporcionaron promocion del crecimiento vegetal

bajo condiciones de estrés por salinidad.

7.7.1. Caracterizacién morfolégica
Las cepas se inocularon en cajas de AN por estria cruzada para realizar la
caracterizacion morfolégica colonial. Se hicieron tinciones de Gram para
determinar la forma y la agrupacion celular de las cepas, asi como las

caracteristicas tintoriales de la pared celular.

7.7.2. Resistencia a antibioticos
Fue utlizado el método de Kirby-Bauer para determinar la sensibilidad
antimicrobiana de las cepas bacterianas.
Las cepas se inocularon en caldo soya tripticaseina, incubandose a 37 °C hasta
alcanzar una densidad de 0.5 en la escala de McFarland que corresponde a 1.5 x
10® UFC/mL aproximadamente. Se impregnaron los hisopos estériles de algodén
en la suspension bacteriana, se quito el exceso de medio de cultivo y se estrio el
medio en la totalidad de la superficie de las placas de agar Mueller Hinton. Se dejé
reposar por 15 min y después, fue colocado el multidisco combinado BIO-RAD®.
Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h; transcurrido el periodo de incubacién se
determind la sensibilidad a los antibioticos midiendo el diametro del halo de
inhibicion.
Las cepas se clasificaron en Resistentes (R), Intermedias (I) o Sensibles (S), de
acuerdo a las especificaciones del fabricante, los puntos de corte se observan en

el anexo 3.
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7.7.3. Caracterizacidén bioquimica e identificacion
Para las cepas Gram positivas fueron seleccionadas las siguientes pruebas
bioquimicas convencionales descritas por Holt et al. (1994): fermentacion de
manitol en medio agar salado manitol, oxidasa, catalasa, coagulasa, hemdlisis en

agar sangre y esculina.

Tomando en cuenta el resultados de las pruebas convencionales y a la
caracterizacion fenotipica, fue seleccionado el sistema miniaturizado para
identificacion API® Staph (BioMérieux), estandarizado para la identificacién de
Staphylococcus, Micrococcus y Kocuria, que consiste en una serie de 20 pruebas
bioquimicas deshidratadas contenidas en microtubos. Las cepas se sembraron en
caldo soya tripticaseina y se incubaron a 37 °C por 24 h, posteriormente fueron
ajustadas a 0.5 en la escala de McFarland en el medio API Staph. Se inocularon
cada uno de los pocillos de la galeria, cubriéndose la cupula con aceite mineral
para crear condiciones de anaerobiosis cuando fuera requerido, se incubaron a 37
°C por 24 h. Durante la incubacion el metabolismo de las bacterias produce
cambios en la coloracion de manera directa o indirecta (con la adicion de
reactivos). La interpretacién de las reacciones se realizé utilizando los parametros
indicados por el fabricante (Anexo 4). Fue obtenido un perfil digital a partir de los
resultados obtenidos, el cual se ingresé en el software de identificacién apiweb,

obteniéndose una identificacion a nivel de género y especie.

7.7.4. Curva de crecimiento

Las cepas se sembraron por estria en placas de AN y se incubaron por 24 h a 37
°C. Se tomo una colonia pura con un asa y se inoculo en 60 mL de caldo soya
tripticaseina (CST). La suspension bacteriana permanecié en agitacién constante
a 180 rpm a una temperatura de 37 °C por 32 h. Se analiz6 la evolucion del
crecimiento bacteriano tomando una alicuota del cultivo cada dos horas y
midiendo su densidad Optica en un espectrofotémetro a 595 nm.

Se realiz6 vaciado en placa para hacer un recuento de las células viables cada

cuatro horas. Se realizaron diluciones seriales a partir de la suspension
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bacteriana, de las tres ultimas diluciones se tomaron 100 pL del cultivo y fueron
colocados en cajas Petri, homogenizando con el medio agar para meétodos
estandar, se realizaron dos repeticiones por cada dilucion. Después de que las
placas se solidificaron fueron incubadas a 37 °C, a las 24 h de incubacién las UFC

se contaron en un contador de colonias.

7.8. Disefio experimental y andlisis estadistico

Para determinar si existian diferencias significativas en el nimero de semillas
germinadas por cepa en una condicion de salinidad de 0 y 80 mM de NaCl se
utilizé X2 de bondad y ajuste.

Las variables del experimento de crecimiento vegetal bajo condiciones salinas y la
produccion de AIA en diferentes medios de cultivo fueron analizadas utilizando el
analisis de varianza ANOVA y la comparacién de medias de Tukey (P < 0.05). Fue
empleando el software estadistico SPSS® Statistics 22 para Windows.
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8. RESULTADOS

8.1. Muestras de suelo y rizGsfera

De acuerdo a la CE, Tecoman, Colima presento los valores mas bajos entre 0.08 y
0.28 dS/m, seguido por los suelos del predio de Usmajac, Sayula con 0.42 dS/my
finalmente los valores de CE de Sayula con valores de 5.52 a 7.98 dS/m. En
cuanto al pH las muestras variaron desde 6.4 hasta 9.8 como se muestra en el
cuadro 2.

Cuadro 2. Determinacién de CE y pH de las muestras en base a las nhormas NMX-
AA-093-SCFI-2001 y NMX-AA-008-SCFI-200.

Sitio de colecta Muestra dS/m pH
S1 0.19 8.62
S2 0.10 8.06
S3 0.08 7.82
Tecoman,

Colima S4 0.20 8.89
PS 0.28 8.5
CTS 0.20 7.3
DS 0.14 8.2
Usmajac, R1-R7 0.42 6.4

Sayula, Jalisco
Laguna de SR1y S$1 7.98 9.7
Sayula SR2y SS2 5.52 9.8

8.2. Aislamientos bacterianos y Actividad ACC desaminasa

De las cepas aisladas el 88.7% presentaron produccién de la enzima ACC
desaminasa (Cuadro 3). Se aislaron 257 cepas a partir de muestras de suelo de
las cuales 87% fueron ACC desaminasa positivas. Mientras que de las muestras
de rizosfera se obtuvieron 177 cepas y 91% resultaron positivas (Cuadro 4 y
Figura 7). En la figura 6 se observa el crecimiento de cepas ACC desaminasa

positivas.
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Cuadro 3. Cepas aisladas de muestras de suelo y rizésfera que producen ACC

desaminasa.

Muestra Cepas aisladas ACC desaminasa
S1 10 8
S2 13 10
S3 28 24
S4 72 60
R1 22 21
R2 16 15
R3 20 18
R4 20 18
N1 26 25
N3 23 20
N4 28 26
PS 61 57

CTS 9 9
DS 35 31
SR1 11 10
SR2 11 8
SS1 7 7
S$S2 22 18
Total 434 385

Figura 6. Cepas con produccion de la enzima ACC desaminasa.
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Cuadro 4. Cepas aisladas y productoras de ACC desaminasa por tipo de muestra.

Tipo de muestra Cepas aisladas = ACC desaminasa
Suelo 257 224
Rizosfera 177 161

mACC -
ACC +

87% 91%

~ @

Figura 7. Porcentaje de bacterias ACC desaminasa positivas y negativas. A)

Muestras de suelo. B) Muestras de rizosfera.
8.3. Prueba de tolerancia a la salinidad

Las 385 cepas aisladas con produccion de ACC desaminasa se probaron a las
diferentes concentraciones de NaCl desde 0% hasta 18%, de las cuales
solamente 141 cepas bacterianas soportaron concentraciones superiores al 9%
como se muestra en el cuadro 5. Las cepas de las muestras S2 y S3 (Tecoman,
Colima) mostraron menor tolerancia a la salinidad, mientras que en las muestras
provenientes de la Laguna de Sayula SR1, SR2, y SS2 se encontraron las cepas
con mayor tolerancia soportando hasta 18%, con un total de seis cepas de
muestras de suelo y rizosfera, las cuales fueron seleccionadas para posteriores
experimentos, asi mismo 5 cepas del mismo sitio con tolerancia a 17% y 3 cepas
de Usmajac, Sayula, que presentaron tolerancia al 10%. Se observo que todas las
cepas disminuyeron su crecimiento cuando la salinidad incremento. En la figura 8

se observa el crecimiento de cepas en 13% de NacCl.
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Cuadro 5. Prueba de tolerancia a NaCl (%) en cepas ACC desaminasa positivas.
Muestra 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

S1 1

S2

S3

sS4 4

R1 8

R2 6

R3 3

R4 5 3

N1 10

N3 1

N4 2

PS 38 13 8 2

CTS 8 5 2 2

DS 24 13 5 2

SR 5 4 4 4 1 1 1* 1 1 1
SR2 8 7 7 7 3 2 2 2 2 2
SS1 4 3 3 2 1

SS2 14 13 13 13 10 9 8 8 8

Total 141 61 42 32 15 12 11 11 11
*Cepas seleccionadas para el siguiente experimento.

Figura 8. Crecimiento bacteriano en medio nutritivo adicionado con 13% de NaCl.
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Se obtuvo una mayor proporcion de cepas tolerantes a concentraciones de NacCl
superiores al 9%, a partir de aislamientos provenientes de suelo que de rizésfera.

Solo en la concentracion de 18%, las proporciones fueron iguales (Figura 11).

100 ~
90 -
80 -
70 - H Suelo
60 1 Rizosfera
50 -
40 -
30 -
20 -

10 ||
0. e e e .

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
% NacCl

NUumero de cepas

Figura 9. Cepas de suelo y rizésfera resistentes a mas de 9% de NaCl.

8.4. Efectividad de bacterias ACC desaminasa
Para este experimento se seleccionaron catorce cepas tolerantes a altas

concentraciones salinas.

8.4.1. Ensayo de germinacion in vitro
Las cepas no mostraron diferencias significativas en comparacién con el control a
la concentracion de 0 mM NaCl. Mientras que 8 cepas incrementaron la cantidad
de semillas germinadas en la concentracion de 80 mM NaCl de forma significativa
a los 4 dias, y 9 cepas a los 7 dias (Figura 10). Las cepas con las que se
obtuvieron mejores resultados a los 4 dias fueron SR1-9 y R4-3 que aumentaron
en un 67% y 66.1% respectivamente el numero de semillas germinadas; mientras
que al dia 7 las cepas R4-11 y SR2-6 aumentaron en 63.1% el numero de
semillas. En general todas la cepas aumentaron el numero de semillas
germinadas en condiciones de salinidad con respecto al control excepto la cepa
SS2-19 que presenté una reducciéon del 82.6%. Las cepas SS2-10 y SS2-22
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mostraron diferencias entre el numero de semillas germinadas a los 4 y 7 dias a la

concentracion de 80 mM.
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Figura 10. Numero de semillas germinadas a la concentracién 80 mM de NaCl a

los 4y 7 dias.

8.4.2. Crecimiento vegetal bajo condiciones salinas
Las cinco cepas con las que se obtuvé una mayor cantidad se semillas
germinadas a la concentracion de 80 mM de NaCl a los 7 dias, se establecio el
siguiente experimento con un disefio completamente aleatorio de seis tratamientos

y 16 repeticiones (Cuadro 6).

Cuadro 6. Tratamientos utilizados para el experimento de crecimiento vegetal en

condiciones salinas.

Tratamiento Descripcion
T1 Cepa R4-3
T2 Cepa R4-11
T3 Cepa SR1-9
T4 Cepa SR2-6
T5 Cepa SS2-10
T6 Testigo sin inocular
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Al evaluar la altura del tallo de las plantas de lechuga inoculadas con la cepa SR2-
6 hubo un incremento al dia 10 y 20, en un 12.7% y 19% respectivamente con
respecto al control (sin inocular) de forma significativa. En las variables de clorofila
total, peso fresco y peso seco no se observaron diferencias significativas con
respecto al control (Cuadro 7, 8 y 9). Sin embargo se observé una tendencia a
aumentar la altura con todas las cepas al dia 10 con respecto al control, al dia 20
con las cepas SS2-10 y R4-11, y al dia 30 y 40 con las cepas SR2-6 y SS2-10. Se
aumento la clorofila total al dia 20 con la cepa SR2-6 y al dia 30 y 40 con todas las
cepas excepto con SR1-9. El peso fresco y seco aumento al dia 20 con las cepas
R4-11, SR2-6 y SS2-10, al dia 30 con SR2-6 y SS2-10 y al dia 40 con la cepa
SS2-10. La cepa SR1-9, inhibié el crecimiento del cultivo de lechuga al reducir la
altura en un 25%, 41.7% y 10.9% en los dias 20, 30 y 40 respectivamente; el peso
fresco se disminuyd en 40%, 85.1% y 50.7%; asi como el peso seco en 34.3%,
78.8% y 58.2% a los 20, 30 y 40 dias respectivamente como se presenta en la

figura 11.

Figura 11. Tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5 en condiciones salinas A) Al dia 37 B)
al dia 51.
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Cuadro 7. Altura de tallos de a los dias 1, 10, 20, 30 y 40 a partir del trasplante.

Tratamiento 1 10 20 30 40
T1 3875a 7.881b 11.700 ¢ 17.692b  20.938 a
T2 3.731a  8.088b 12.981b  19.327ab  20.629 a
T3 3.738a  7.969b 9.138d 11.658¢c  19.588 a
T4 3.756a  9.081a 15.075a  21.408a  22.425a
T5 3994a 7.919b 12.656 bc  20.400ab  22.413a
T6 4000a 7.700b 12.200 bc  20.009 ab  22.000 a

*Medias entre columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
0.05).
Cuadro 8. Cuantificacion de clorofila total a los 20, 30 y 40 dias.

Tratamiento 20 30 40
T1 36.627¢c  36.290a 36.666 C
T2 38.436bc  37.880a  41.004 abc
T3 35.948 ¢ 41.640 a 41.831 abc
T4 42.631 a 42.281 a 45.081 a
T5 41.600 ab  41.960a  42.563 ab
T6 42.700a  37.518a  37.679bc

*Medias entre columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
0.05).
Cuadro 9. Peso fresco y seco de lechugas en los dias 20, 30 y 40.

Peso fresco Peso seco
Tratamiento 20 30 40 20 30 40
T1 6.45 ab 27.37b 5423bc 0548a 1941b 3.761 bc
T2 7.98 ab 2002b 7462ab 0.69%a 2.098b 5.761ab
T3 3.98 b 5.96 C 4053¢c 0421a 0.605c 2943 c
T4 8.88 a 46.30a 7146ap 0.772a 3.56l1la 6.841 a
TS5 7.68 ab 43.04 a 9061a 0.692a 3.128a 7.917 a
T6 6.64ab 40.14ab g2295 0.64la 2.864ab 7.054a

*Medias entre columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
0.05).
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El tratamiento 4 y 5 que corresponde a las cepas SR2-6 y SS2-10
respectivamente, fueron capaces de promover el crecimiento vegetal en el cultivo
de lechuga bajo condiciones salinas, por lo que fueron seleccionadas para los

siguientes experimentos.

8.5. Capacidades de promocion de crecimiento in vitro

8.5.1. Solubilizacion de fosfatos

Se probaron 3 fosfatos AlO4P, Caz(PO)s y FeO4P insolubles con las 2 cepas
seleccionadas que presentaron capacidad de promocion de crecimiento en el
cultivo de lechuga. En las dos cepas estudiadas no se observo un halo en el area
de crecimiento bacteriano o en la periferia lo que indica que no hubo solubilizacion
de los fosfatos insolubles, la cepa control solubilizo solo el fosfato tricalcico como

se muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10. Solubilizacion de fosfatos insolubles.

Cepa AlO4P Caz(PO); FeO4P
SR2-6 - - -
SS2-10 - - -
Control positivo - + -

8.5.2. Produccion de indoles totales

Se construyd una curva estandar con las absorbencias obtenidas a 530 nm contra
concentraciones conocidas de AlA (Figura 12), la curva muestra una dispersion
homogénea con un valor de r’=0.9822 y mediante esta curva se calculé cada una
de las concentraciones en ppm de AlA liberado durante el crecimiento de cada
cepa en los cuatro diferentes medios, utilizando la siguiente ecuaciéon y=0.0161x +
0.034 (Figura 13).

En el cuadro 11 se presentan las producciones de AIA en ppm de las cepas SS2-
10, SR2-6 y una cepa control. Las cepas SS2-10 Y SR2-6 presentaron
producciones similares de AIA, los valores de la produccion de la fitohormona

entre los diferentes medios fueron significativamente diferentes obteniéndose una
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mayor cantidad en los medios con nitrdgeno (CN) con respecto al medio de
Burk’s. En ambos medios se produjo una mayor cantidad en ppm en los medios
adicionados con L-tript6fano. Mientras que en la cepa control los medios
adicionados con L-triptéfano fueron los que produjeron mas concentracion de AIA

indistintamente del medio utilizado.

| 4 I
ey s et | \ v q ¢

Figura 12. Curva patrén de AlA en ppm (técnica de Salkowsky).
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Figura 13. Curva patron de AlA y linea de tendencia.

Cuadro 11. Concentracion de AIA en ppm

Cepa SR2-6 SS2-10 Control
CN+T 5.403 a 5.569 a 7.515 a
CN 2.795 b 2.732 b 1.656 b
Burk’'s +T 2401 c 2.194 c 9.233 a
Burk’s 1.614d 1.821d 1.739b

*+ T= Medios adicionados con Triptéfano. *Medias entre columnas seguidas por la misma

letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).
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8.5. Caracterizacién y determinacién de cepas bacterianas

8.5.1. Caracterizacién morfologica
En la morfologia colonial las cepas SR2-6 y SS2-10 fueron similares en todos los
aspectos evaluados como se muestra en el cuadro 12 a excepcion del tamafio de
la colonia en la cual solo variaron por 0.002 mm (Figura 14). En la morfologia
celular y tincion de Gram fueron similares, siendo Gram positivas, con forma de
coco y agrupacion en racimos de forma irregular; el tamafio de la célula de SR2-6
fue de 1.28 um, mientras que de SS2-10 fue 1.34 um, las células individuales

muestras variacion en el tamafio (Cuadro 13 y Figura 15).

Cuadro 12. Morfologia colonial de las cepas SR2-6 y SS2-10.

Caracteristicas SR2-6 SS2-10
Tamafio colonia 0.015 mm 0.017 mm
Forma Irregular Irregular
Elevacion Crateriforme Crateriforme
Borde Irregular Irregular
Color Crema Crema
Superficie Mate Mate
Densidad Opaca Opaca
Consistencia Cremosa Cremosa

Figura 14. Colonias de las cepas seleccionadas. A) cepa SR2-6. B) cepa SS2-10.
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Cuadro 13. Morfologia celular y tincién de Gram de las cepas SR2-6 y SS2-10.

Caracteristicas SR2-6 SS2-10
Tincion Gram + +
Forma celular Cocos Cocos

Agrupacion Racimos Racimos

Tamafo célula 1.28 pm 1.34 pm

C NG 3
M e

For
e #FT

Figura 15. Cocos Gram positivos de las cepas seleccionadas (Objetivo 100X) A)
cepa SR2-6. B) cepa SS2-10.

8.5.2. Resistencia a antibioticos
Las cepas estudiadas mostraron diferente perfil de sensibilidad. La cepa SR2-6
fue resistencia a Ampicilina y Penicilina; intermedio a Ceftriaxona y a los demas
antibidticos fue sensible. Mientras que SS2-10 mostré resistencia a Ampicilina,
Dicloxacilina y Penicilina; intermedio a Ceftriaxona y Eritromicina; y sensible a los
demas antibidticos como se muestra en el cuadro 14. En la figura 16 se muestra el
antibiograma después de 24 h de incubacién en donde se pueden observar los

halos de inhibicién. Los valores en mm de los halos se pueden ver en el anexo 9.
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Figura 16. Antibiogramas después de 24 h de incubacion en donde se observan
los halos de inhibicion. A) SR2-6. B) SS2-10.

Cuadro14. Perfil de sensibilidad antimicrobiana de las cepas SR2-6 y SS2-10.

Antibidtico Abreviacién Concentracion SR2-6 SS2-10
Amikacina AK 30 ug S S
Ampicilina AM 10 ug R R
Cafalotina CF 30 ug S S
Ceftriaxona CRO 30 ug I I
Cloranfenicol CL 30 ug S S
Dicloxacilina DC 1 g S R
Enoxacina ENX 10 ug S S
Eritromicina E 15 ug S I
Gentamicina GE 10 pg S S
Netilmicina NET 30 ug S S
Penicilina PE 10U R R

Trimetoprim-
SXT 25 ug

w
w

sulfametoxazol

*R: resistente. |; intermedio. S: sensible
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8.5.3. Caracterizacién bioquimica e identificacion
Las cepas estudiadas mostraron un comportamiento similar en el metabolismo
bacteriano con las pruebas bioquimicas convencionales como se muestra en el

cuadro 15, lo que indico que se trata del género Staphylococcus.

Se corroboro dichos resultados mediante el método de identificacion Api Staph con
el cual se determind la especie. Los resultados de los perfiles bioquimicos se
observan en el cuadro 16, mediante el software del programa apiweb de
Biomeriux®, se identificé que ambas cepas eran Staphylococcus xylosus con un
99.5% de identidad.

Cuadro 15. Pruebas bioquimicas convencionales.
Prueba bioquimica SR2-6 S$S2-10

Fermentacién de manitol + 1
Catalasa + +
Oxidasa - -

Coagulasa - -
Esculina - -
Movilidad - -
Ornitina - -
Indol - -

Hemodlisis Gamma Gamma

Cuadro 16. Resultados de identificacion con el sistema API Staph.

Prueba SR2-6 $S2-10
0 - -
GLU + +
FRU + +
MNE + +
MAL 5 i
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LAC - -

TRE 5 i
MAN + +
XLT - -
MEL - -
NIT 5 i
PAL - -
VP - -
RAF - -
XYL + +
SAC + +
MDG - -
NAG + +
ADH - -
URE + +
Nombre cientifico Staphylococcus xylosus
% ID 99.5

*ID= identificacion

8.5.4. Curva de crecimiento

Los resultados de las curvas de crecimiento en base a la absorbancia y UFC Log1o
se pueden observar en las figuras 17 y 18. Se observo que la curva en base a la
absorbancia muestra que ambas cepas presentaron un comportamiento similar, en
donde la fase exponencial terminé alrededor de las 12 h. En la curva en base a las
UFC se observé que las cepas se comportaron de forma similar hasta las 18 h.
Las cepas se adaptaron muy rapido al medio de cultivo por lo que la fase de
latencia duro menos de dos h; la fase exponencial termino a las 12 h. La cepa
SR2-6 concluy6 la fase estacionaria a las 24 h para después entrar a la fase de
muerte. La cepa SS2-10 permanecio en la fase estacionaria hasta las 32 h. El
mismo comportamiento se observ tanto en las lecturas de absorbancias como en

la cuantificaciéon de UFC por mL.
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Figura 17. Absorbancia de cepas cultivadas en CST a 37 °C por 32 h. A) cepa
SR2-6. B) cepa SS2-10.
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Figura 18. Numero de UFC Log1o de cepas cultivada en CST a 37 °C por 32 h. A)
cepa SR2-6. B) cepa SS2-10.
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9. DISCUSION

La Laguna de Sayula corresponde a un inmenso llano de suelos salinos, en su
gran mayoria la Laguna presenta la unidad de suelo denominada Solanchak, este
tipo de suelo tiene alto contenido de sales en todo o en algunas partes del suelo.
Mientras que la localidad de Usmajac, Sayula presenta suelo Feozem héplico que
presenta una fase quimica moderadamente salina y tiene una capa superficial de
materia organica y nutrientes (Gonzalez, 2009; INEGI, 2004). En el caso de la
Laguna de Sayula la CE tuvo un promedio de 6.75 y el pH 9.75 lo que concuerda
con el tipo de suelo reportado para este sitio. Mientras que para Usmajac la CE
fue de 0.42, mucho mas baja de lo esperado y con un pH cercano a 6.5 que segun
la FAO (s.f) es el valor ideal para los cultivos agricolas, esto pudo ser debido a que
previamente se habian hecho enmiendas con abonos, que de acuerdo con Serrato

et al. (2002) la utilizacion de estiércol y abonos reduce las sales del suelo.

Segun datos de la SEDESOL (2012) la conformacion del suelo en Tecoman,
Colima presenta caracteristicas muy complejas y heterogéneas ya que se
encuentran aproximadamente 55 tipos de suelos, siendo mas salino en las costas.
Las muestras colectadas en Tecoméan, Colima no estaban cercanas a las costas
por lo que la CE presento valores bajos de 0.08 hasta 0.28 dS/m , sin embargo, el
pH en tres de las muestras fue fuertemente alcalino lo que es caracteristico de los
suelos no salinos sédicos que presentan pH arriba de 8.5 (Thompson & Troeh,
1988), este tipo de suelos crean problemas quimicos como la reduccion de la
disponibilidad de fosforo, potasio y de la mayoria de los micronutrientes; por otro
lado, los problemas fisicos que origina son valores bajos de permeabilidad lo que

imposibilita el crecimiento de las plantas (Rueda et al., 2009).

Se encontré que la mayoria de las bacterias que se aislaron de suelos y rizésfera
salinos presentaron actividad ACC desaminasa (87y 91% respectivamente), lo que
concuerda con Saleem (2007) que menciona que la presencia de ACC
desaminasa es relativamente comdn en los microorganismos del suelo. Ademas
Blaha et al. (2006) encontraron la actividad/genes ACC desaminasa en

encontrados en un amplio rango de bacterias. Abduelafez (2002) describio la gran
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diversidad y abundancia de bacterias ACC desaminasa autéctonas cultivables en
la rizésfera de plantas de trigo.

Las bacterias halotolerantes son un grupo de bacterias capaces de crecer bien en
medios que contienen un rango amplio de NaCl (1%-33%) (Larsen, 1986). Las
cepas aisladas en el presente estudio crecieron en rangos de 3% al 18% de NacCl
por lo que entran en el grupo de bacterias halotolerantes. Se observé que el
porcentaje de cepas tolerantes a sales disminuye cuando la salinidad aumenta lo
gue concuerda con un estudio hecho por Ramadoss et al. (2013) en donde del
total de cepas aisladas 92.8%, 70%, 32% y 25% crecieron en 5, 10, 15y 20% de
NaCl respectivamente. Mientras que en este estudio el 15%, 2.8% vy el 1.5% de las
cepas aisladas crecieron en 10, 15 y 18% de NaCl respectivamente. Las cepas
gue toleraron mayores concentraciones 18% de sal correspondian a las muestras
de suelo y rizosfera colectadas en la Laguna de Sayula que fue el Unico sitio
clasificado como suelo salino en base a la CE, este comportamiento puede
deberse a la naturalizacion en los ambientes salinos (Ramadoss et al., 2013),
existen reportes que indican que las bacterias aisladas de ambientes salinos
sobreviven mas a las concentraciones inhibitorias de sal que las aisladas de

suelos no salinos (Upadhyay et al., 2009).

En cuanto a la germinacion se observo que a 0 y 80 mM de NaCl algunas cepas
gue disminuyeron el nimero de semillas germinadas con respecto al control, lo
gue concuerda con Diaz et al. (2001), quien reportd que del total de cepas
inoculadas en semillas de lechuga 10% no tuvieron efecto y 13.3% disminuyeron
el porcentaje de germinacion. Se observé que en ausencia de NaCl las cepas no
presentaron un efecto significativo en la germinacion, datos similares fueron
obtenidos por Chookietwattana & Maneewan (2012) quienes inocularon cepas
tolerantes a sales con actividad de ACC desaminasa en semillas de tomate y no
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion a la
concentracion de 0 mM de NaCl. Las cepas estudiadas aumentaron de forma
significativa el numero de semillas germinadas solo en condiciones de salinidad,

esto debido a que las PGPB generalmente tienen poco o no cuantificable efecto
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en el crecimiento de las plantas cuando estas estan en ausencia de factores de
estrés (Gamalero et al., 2009). En un estudio hecho por Barassi et al. (2006)
semillas de lechuga inoculadas con Azospirilum aumentaron en 87.5% el
porcentaje de germinacion en concentraciones de 80 mM de NaCl a los 7 dias,
mientras que en este estudio se logr6 aumentar en un 63.1% el ndmero de
semillas germinadas a las mismas condiciones, el efecto benéfico en la
germinacion bajo condiciones salinas pudo ser debido a la reduccién en los
niveles de etileno por efecto de la actividad ACC desaminasa en la semilla, lo que
aumentaria su germinacion, y junto con la produccion de AIA estimularia la
divisiéon celular, para asi favorecer el inicio del crecimiento del embrién (Lubna et
al., 2013).

En el experimento de crecimiento vegetal las plantas de lechuga inoculadas con
las cepas SR2-6 y SS2-10 aumentaron la altura, la clorofila, el peso fresco y seco
del cultivo de lechuga en condiciones de salinidad (80 mM) en un 1.8, 13.9, 9.1y
10.9% respectivamente con respecto al control. En un cultivo de lechugas en
condiciones salinas (7 dS/m) Han & Lee (2005) observaron un incrementaron en el
peso fresco y seco de 6.8-12.9 %, asi como en la cantidad de clorofila en los
tratamiento inoculados con PGPB comparado con el control no inoculado. Mayak
et al. (2004) reportaron que cepas de Achromobacter peichaudii ARV8 productoras
de ACC desaminasa incrementaron el peso fresco y seco de plantulas de tomate
crecida en presencia de 172 mM NaCl. Plantas de trigo en condiciones de
salinidad (15 dS/m), aumentaron el crecimiento y el rendimiento al ser inoculadas
con cepas ACC desaminasa (Nadeem et al., 2010). El papel de las PGPB con
actividad ACC desaminasa que promueven la tolerancia a la salinidad en plantas
ha sido reportada en diversas investigaciones en estudios donde semillas o

plantas fueron inoculadas con este tipo de bacterias (Nadeem et al., 2012).

La cepa SR1-9 no favorecié el crecimiento vegetal, ya que disminuyo la altura,
peso fresco y seco en un 10.9, 50.7 y 58.2% respectivamente con respecto al
control. Lo que concuerda con Afrasayab et al. (2010) que observd que algunas

cepas resistentes a sales redujeron el crecimiento del tallo en plantulas de trigo. El
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bajo o nulo efecto de las cepas SR1-9, R4-3 y R4-11 en el crecimiento del cultivo
de lechuga pudo deberse a que las cepas no encontraron el medio adecuado en la
rizésfera, ya que, en general, para que los microorganismos puedan asociarse
intimamente con las raices, tienen que evadir los mecanismos de defensa de la
planta y encontrar condiciones nutritivas y ambientales adecuadas para su
crecimiento, se sabe que los exudados vegetales son esenciales para la
asociacion de bacterias con la rizésfera de las plantas estas pueden depositar
metabolitos secundarios en la rizésfera que atraen o inhiben el crecimiento de
microorganismos especificos (Diaz et al., 2001; Bais et al.,, 2006; Lucy et al.,
2004).

La cepa SR1-9 tuvo la capacidad de aumentar la germinacion en concentraciones
salinas, pero redujo el desarrollo vegetal, lo que podria indicar que el efecto
benéfico de esta cepa podria estar relacionado con el estado fenologico de la
planta, ya que hay estudios que sugieren que las plantas pueden seleccionar un
subconjunto de microorganismos en diferentes estados del desarrollo,

presumiblemente por funciones especificas (Chaparro et al., 2014).

Entender los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal es importante
cuando se decide el tipo de bacteria que sera utilizado en una planta ante una
situacion determinada, por ejemplo las bacterias con ACC desaminasa son mas
efectivas en plantas que son susceptibles al efecto del etiieno como en las
condiciones de estrés (Lucy et al., 2004). En el presente estudio las cepas SR2-6
y SS2-10 seleccionadas por su capacidad para promover el crecimiento vegetal
bajo condiciones salinas, presentaron la capacidad de producir la enzima ACC
desaminasa, producciéon de AIA y crecimiento en medio Burk's carente de
nitrégeno lo que indica la posibilidad de fijacion de N, ya que este medio ha sido
utilizado para el aislamiento y mantenimiento de bacterias fijadoras de nitrégeno
(Stella & Suhaimi, 2010).

Las cepas SR2-6 y SS2-10 produjeron mayor cantidad de AIA en los medios con
nitrbgeno que sin nitrégeno, esto debido a que uno de los factores mas

importantes que impacta la produccion de AIA es la fuente de nitrdgeno, las
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fuentes de nitrégeno organico promueven mas la produccion de AlA que fuentes
inorganicas. La produccion de AIA por microorganismos varia entre diferentes
especies y cepas de la misma especie y esta influenciada por las condiciones de
cultivo, estado de crecimiento y disponibilidad de sustratos. El triptéfano es el
mayor efector de la biosintesis de AlA, ya que la mayoria de las vias para la
biosintesis inician con triptéfano (Duca et al., 2014). Por este motivo en el presente
estudio las cepas crecidas en medios adicionados con L-tript6fano presentaron
una mayor produccion de AlA, lo que concuerda con diferentes estudios en donde
las cepas probadas aumentaron significativamente la concentracion de AIA en
presencia de L-triptéfano (Pefia & Reyes, 2007; Akbari et al., 2007; Zimmer &
Bothe, 1988). La AIA promueve la sintesis de la ACC sintasa lo que incrementa la
cantidad de etileno, que en cantidades muy elevadas inhibe el crecimiento vegetal,
pero en combinacion con bacterias ACC desaminasa, el efecto auto catalitico del
etileno se reduce, permitiendo que el AIA pueda promover el crecimiento vegetal
en condiciones de estrés (Arora et al., 2012; Glick, 2012).

Los resultados de la caracterizacion morfologica y las pruebas bioquimicas
convencionales nos permitieron determinar que las cepas SR2-6 y SS2-10
pertenecian al género Staphylococcus. Las especies de este género son
conocidas como bacterias halotolerantes que pueden habitar en diferentes
ambientes salinos. En estudios hechos en suelos salinos, 66.7% de las bacterias
aisladas Gram-Positivas fueron especies de Staphylococcus (Hassan & Mahgoub,
2011). Y en aislados de minas salinas del estado de Ebonyi, Nigeria encontraron

frecuencias del 23.5% de especies de Staphylococcus (Anyim et al., 2012).

En nuestro estudio las cepas SR2-6 y SS2-10 fueron identificadas como
Staphylococcus xilosus. Esta especie es una bacteria ubicua, que puede ser
encontrada en varios nichos, y persiste en suelos y superficies. Adicionalmente a
su habilidad de formar biofilms, su ubicuidad puede ser explicada por su habilidad
para adaptarse a diferentes ambientes (Dordet et al., 2007). Es definida como un
Staphylococcus no patogénico pero unas pocas cepas son potencialmente

peligrosas y estan relacionadas con infecciones oportunistas en animales y
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humanos (Winn et al., 2013). En diferentes estudios esta especie se ha
encontrado asociada con suelos salinos y diversas especies de plantas. Fue
encontrada en suelos salinos en Egipto y en el lago salado de Sambhar en la India
(Hassan & Mahgoub, 2011; Kumar et al., 2012b). Se encontré de forma enddfita
en metaxilema y coronilla de raices de zanahoria (Surette et al., 2003) y en tallos
de papa (Reiter et al., 2002); asi como en nddulos de raices de leguminosas
silvestres (Singha & Sharma, 2013). En un estudio hecho por Afrasayab et al.
(2010) la inoculacion de S. xilosus (aislado de la rizésfera de Mazus sp) en plantas
de trigo en condiciones de salinidad (100 mM de NaCl) incremento la germinacion
de semillas, la longitud de las plantulas, peso fresco, contenido de humedad,
auxinas y contenido de proteinas solubles.

Las caracteristicas morfologicas celulares y las pruebas bioquimicas
convencionales aisladas en el presente trabajo coinciden con Schleifer & Kloos
(1975) que describieron por primera vez la especie S. xilosus. Sin embargo, en la
morfologia colonial hubo diferencias en el diametro de las colonias que tenian un
promedio de 0.016 mm, mientras que los aislados descritos por Schleifer & Kloos
eran de 5 a 10 mm de diametro. Las cepas crecidas en AN presentan una
coloracion de crema a blanco lo que coincide con datos reportados por Janave &
Sharma (2008).

Las pruebas de acidificacion de lactosa, fosfatasa, produccion de metil acetil
carbinol y arginina dihidrolasa varian entre cepas de la misma especie (Schleifer &
Kloos, 1975). Surpat et al. (2010) identificaron S.xilosus por medio del sistema API
Staph, por lo que las pruebas antes mencionadas no coinciden con los resultados
de las cepas SR2-6 y SS2-10.

La resistencia a antibidticos es uno de los mas importantes criterios de
persistencia y competicion de las bacterias con otras bacterias en su habitad
(Hassan & Mahgoub, 2011). Las cepas SR2-6 y SS2-10 variaron en el perfil de
resistencia a antibiéticos, esto pudo ser debido a que las bacterias pueden adquirir
resistencia a los antimicrobianos a través de transferencia vertical u horizontal de

informacion genética (Cuevas et al., 2009). Las cepas fueron resistentes a mas de
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un antibiético (penicilina, ampicilina y dicloxacilina), lo que concuerda con
diferentes estudios (Al-Mathkhury et al., 2012; Slaughter et al., 2001; Hassan &
Mahgoub, 2011; Surpat et al., 2010; Schleifer & Kloos, 1975; MikulaSova et al.,
2014). La resistencia a multiples antibioticos de las cepas estudiadas y en general
de cepas aisladas de suelo y rizésfera puede ser debido a que los
microorganismos de la rizésfera producen sustancias antibiéticas, por lo que la
presencia de genes de resistencia a antibiéticos les puede conferir una ventaja
frente a otros microorganismos (Berg et al., 2005).

En la curva de crecimiento bacteriano en base a las UFC se observé que en las
cepas SR2-6 y SS2-10 la fase de latencia fue corta con una duracion de menos de
dos horas, esto debido a que esta fase depende de la historia del cultivo, de las
condiciones de crecimiento y el origen de las cepas, como las cepas previamente
habian sido crecidas en el mismo medio y a la misma temperatura, ya se
encontraban adaptadas a las condiciones del medio y por lo tanto presentaban los
componentes esenciales para dividirse, lo que permiti6 que el crecimiento
exponencial iniciara muy rapido En la curva relativa a la absorbancia no fue
posible observar la fase de muerte, debido a que esta técnica nos permite conocer
la cantidad de biomasa y no el numero de células viables, el complementar esta
técnica con el vaciado en placa nos permitié conocer el numero de células vivas y
poder determinar el inicio de la fase de muerte, la cual solo se observé en la cepa
SR2-6 a las 24 horas, en la otra cepa no fue posible establecer el inicio de esta
fase debido a que hicieron falta realizar mas recuentos por mayor tiempo (Madigan
et al., 2009).

En este estudio se hace evidente el potencial de las cepas SR2-6 y SS2-10 como
inoculantes en la produccion del cultivo de lechuga en sitios con problemas de
salinidad. La aplicacién de estos microorganismos benéficos de forma adecuada
puede incrementar las opciones para tratar los problemas de crecimiento vegetal
en sitios con altas concentraciones de sal, ofreciendo un tratamiento econémico y

simple y por otra parte contribuyendo a la agricultura sustentable.

54



10. CONCLUSIONES

e Se lograron aislar un total de 385 cepas de bacterias productores de ACC
desaminasa. De las cuales 87% provenian de muestras de suelo y 91% de

rizésfera.

e Fueron seleccionadas 14 cepas tolerantes a concentraciones iguales o
mayores a 10% de NaCl provenientes de muestras de suelo y rizésfera
colectadas en Sayula, Jalisco.

e Las cepas SR2-6 y SS2-10 fueron efectivas para promover el crecimiento
del cultivo de lechuga en condiciones salinas, ya que mejoraron la
germinacion de semillas y aumentaron la altura, peso fresco, peso seco y

clorofila total en presencia de NacCl.

e Las cepas SR2-6 y SS2-10 tienen la capacidad de producir ACC
desaminasa, AIA y son potencialmente fijadoras de nitrdgeno atmosférico.
Por lo que podrian ser una herramienta atil para disminuir los efectos del

estrés salino en plantas.

e Las dos cepas seleccionadas fueron identificadas como S. xylosus; en el
perfil de antibiéticos fueron resistente a ampicilina, penicilina y dicloxacilina;
presentaron una fase de adaptacion corta y llegaron a la fase exponencial a
las 12 h.
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11. PERSPECTIVAS

Medir la actividad enzimatica de la ACC desaminasa en las cepas que

promovieron el crecimiento vegetal del cultivo de lechuga en condiciones salinas.

Hacer la medicién de AlA en los tejidos vegetales de lechugas sometidas a estrés
salino tratadas con cepas productoras de ACC desaminasa.

Determinar si las cepas SR2-6 y SS2-10 de S. xylosus presentan factores de
virulencia que puedan causar problemas en la salud, cuando son inoculadas en

plantas.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo.
Agar soya tripticaseina

Formula en g/L

Peptona de caseina 15
Peptona de soya 5
Cloruro de sodio 5
Agar 15

pH final 7.3 £ 0.2

Agar nutritivo

Formula en g/L

Peptona de gelatina 5
Extracto de carne 3
Cloruro de sodio 8
Agar 15
pH final 7.3 £ 0.2

Medio de Burk’s N-free
Formula en g/L

Glucosa 10
KH,PO4 0.41
KoHPO, 0.52
Na,SO4 0.05
CaCl, 0.2
MgS0,4.7 H20 0.1
FeS0,.7 H20 0.005
Na;Mo00,4.2 H20 0.0025

El pH se ajustoa 7.0 £ 0.1
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Agar Mueller Hinton
Formula en g/L

Agar

Almidon

Infusion de carne de res

Peptona de caseina &cida

pH final 7.3 £ 0.1

Agar para métodos estandar

Formula en g/L
Peptona de Caseina
Extracto de Levadura
Dextrosa

Agar

pH final 7.0 £ 0.2

Agar de sal y manitol
Formula en g/L
Extracto de carne
Cloruro de sodio
D-manitol

Peptona especial

Rojo de fenol

Agar

pH final 7.4 £ 0.2

17
15

17.5

2.5

15

75
10
10
0.025
15
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Medio MIO

Formula en g/L

Dextrosa

Extracto de levadura 3
L-Ornitina

Peptona de gelatina 10
Peptona de caseina 10
Pdrpura de bromocresol 0.02
Agar 2

pH final 6.5 £ 0.2

Agar sangre
Formula en g/L
Extracto de levadura 5

Infusion de musculo cardiaco 2

Peptona de caseina 13
Cloruro de sodio 5
Agar 15

pH final 7.3 £ 0.2

El medio fue esterilizado y una vez enfriado a una temperatura alrededor de los

45-50 °C fue adicionada la sangre humana estéril al 5%.

Anexo 2. Preparacion de la solucién Steiner.
Se prepararon en 5 L de agua solucién madre de nitratos, sulfatos y fosfatos en

las cantidades siguientes:
Solucién madre de nitratos:

e Ca(NO3);4H,O 531gde
e KNOs3 51.5gde
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Solucién madre de sulfatos:

e MgSO, 24699

e K3SO4 130.8g
Solucion madre de fosfatos:

o KH;PO, 64 g

Para preparar 50 L de solucion Steiner al 100% se toman 500 mL de las
soluciones madre anteriores, disolviendo por separado nitratos y sulfatos y luego
juntando en la solucién de fosfatos. Los micros S, B, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn

fueron agregados de manera foliar.

Anexo 3. Diametro del halo de inhibicion en mm para establecer puntos de corte.

Antibiotico Concentracion R I S
Amikacina 30 ug <14 15-16 217
Ampicilina 10 pg <28 - >29
Cafalotina 30 ug <14 15-17 =18
Ceftriaxona 30 ug <13 14-20 >21
Cloranfenicol 30 ug <12 13-17 =18
Dicloxacilina 1ug <10 11-12 =213
Enoxacina 10 pg <14 15-17 =18
Eritromicina 15 ug <13 14-17 =18
Gentamicina 10 pg <12 13-14 215
Netilmicina 30 ug <12 13-14 =215
Penicilina 10U <28 - =229
Trimetoprim- 25 ug <10 11-15 =16

sulfametoxazol

*R: resistente. I: intermedio. S: sensible
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Anexo 4. Parametros de interpretacion del sistema API® Staph (BioMérieux).

Resultados

Negativo Positivo

Prueba | Componente activo Actividad

0 Testigo negativo Testigo negativo Rojo -
GLU D-glucosa Acidificacion (glucosa)
FRU D-fructosa Acidificacion (fructosa)
MNE D-manosa Acidificacién (manosa)
MAL D-maltosa Acidificacion
(maltosa)
LAC !Z)-Iactos? Acidificacion
(origen bovino) (lactosa)
TPy Roi Amarril
TRE D-thehalosa Acidificacién ojo marillo
(thehalosa)
MAN D-manitol Acidificacion
(manitol)
o Acidificacién
XLT Xilitol (Xilitol)
MEL D-melibiosa Actdificacion
(melibiosa)
NIT Nitrato de potasio Reducmor? Qe nitratos a Incoloro- rojo
nitritos rosa palo
PAL B-naphthyl fosfato Fosfatasa alcalina amarillo violeta
VP Piruvato de sodio Produccion dfa metil acetil Incoloro- Violeta-
carbinol rosa palo rosa
. Acidificacién
RAF D-rafinosa .
(rafinosa)
XYL D-xylosa AC|d|.f|caC|on
(xilosa)
SAC D-sacarosa Acidificacion . .
(sacarosa) rojo amarillo
Methyl a-D- Acidificacién (Methyl a-D-
MDG . .
glucopyranoside glucopyranoside)
Acidificacion
NAG | N-acetilglucosamina (N-acetilglucosamina)
ADH L-arginina arginina dihidrolasa amarillo Narrj}gja-
URE Urea Ureasa amarillo Rojo-
violeta
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Anexo 5. Analisis de varianza de la altura de tallos de lechuga a los dias 1, 10,
20, 30 y 40 a partir del trasplante.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
1d Entre grupos 1.269 5 .254 1.087 373
Dentro de grupos 21.011 90 .233
Total 22.280 95
10d Entre grupos 19.364 5 3.873 5.370 .000
Dentro de grupos 64.185 89 721
Total 83.549 94
20d Entre grupos 298.594 5 59.719 42.866 .000
Dentro de grupos 123.991 89 1.393
Total 422.585 94
30d Entre grupos 745.934 5 149.187 29.215 .000
Dentro de grupos 326.818 64 5.107
Total 1072.752 69
40d Entre grupos 51.076 5 10.215 2.245 .068
Dentro de grupos 181.986 40 4.550
Total 233.061 45

Anexo 6. Andlisis de varianza de la cuantificacion de clorofila total en lechuga a

los dias 20, 30 y 40.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
20d Entre grupos 731.591 5 146.318 11.377 .000
Dentro de grupos 1144.604 89 12.861
Total 1876.195 94
30d Entre grupos 414.619 5 82.924 .678 .642
Dentro de grupos 7833.379 64 122.397
Total 8247.998 69
40d Entre grupos 385.021 5 77.004 5.392 .001
Dentro de grupos 571.269 40 14.282
Total 956.290 45
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Anexo 7. Analisis de varianza del peso fresco y seco de lechugas a los dias 20,

30y 40.
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
20F Entre grupos 59.037 5 11.807 2.787 .047
Dentro de grupos 80.481 19 4.236
Total 139.517 24
20S Entre grupos .320 5 .064 1.894 .143
Dentro de grupos .642 19 .034
Total .963 24
30F Entre grupos 4403.543 5 880.709 25.566 .000
Dentro de grupos 620.078 18 34.449
Total 5023.621 23
30S Entre grupos 22.441 5 4.488 23.058 .000
Dentro de grupos 3.504 18 .195
Total 25.945 23
40 F Entre grupos 13463.108 5 2692.622 9.174 .000
Dentro de grupos 11740.497 40 293.512
Total 25203.604 45
40 S Entre grupos 153.462 5 30.692 13.005 .000
Dentro de grupos 94.399 40 2.360
Total 247.860 45
F: Peso fresco S: Peso seco
Anexo 8. Andlisis de varianza de la produccion de AIA e indoles de las cepas
SS2-10, SR2-6 y el control.
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
SS2-10  Entre grupos 26.052 3 8.684 1800.778 .000
Dentro de grupos .039 8 .005
Total 26.090 11
SR2-6 Entre grupos 24.254 3 8.085 3592.571 .000
Dentro de grupos .018 8 .002
Total 24.272 11
Control Entre grupos 138.188 3 46.063 37.764 .000
Dentro de grupos 9.758 8 1.220
Total 147.945 11
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Anexo 9. Diametro en mm de los halos de inhibicion de las cepas SR2-6 y SS2-
10.

Halo de inhibicion (mm)

Antibidtico Concentracién SR2-6 SS2-10
AK 30 ug 26 26
AM 10 ug 22 22
CF 30 ug 38 36

CRO 30 pg 20 16
CL 30 ug 30 26
DC 1 ug 13 9
ENX 10 ug 22 21

E 15 ug 24 22
GE 10 pg 26 24

NET 30 pug 26 29

PE 10U 16 16

SXT 25 ug 30 29
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