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Resumen

El cultivo de jitomate en invernadero se encuentra en aumento constante. No obstante, la forma
de produccion es un sistema de alta exigencia nutricional donde se aplican, principalmente,
fertilizantes de origen sintético. Esta fuente presenta dificultades para la absorcién de los
principales nutrimentos en la planta y genera acumulacion de excedentes en suelo o cuerpos de
agua. Ademas, la agricultura global enfrenta un méximo histérico en el precio de los fertilizantes,
por lo que es oportuno buscar alternativas eficientes. En este contexto, el uso de Rizobacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal, representa una ventaja en la agricultura al permitir la
disminucion parcial de insumos inorganicos. En este trabajo se evalu6 el efecto fitoestimulante
de cinco cepas de Pseudomonas (Pseudomonas sp. Cepas C13, C14 y C15; P. fluorescens C30
y P. putida ACJ14), con el objetivo de contribuir en la reduccion del 50% en la concentraciéon de
nitrégeno, fosforo y calcio aplicado por sistema hidroponico en el cultivo de jitomate variedad El
Cid F1 en invernadero. En pruebas previas in vitro, las cinco cepas exhibieron capacidad para
fijar nitrégeno, solubilizar fosfato, solubilizar calcio y producir acido indol-3-acético. En general,
los resultados de los ensayos en invernadero y de inoculacion de las cepas bacterianas antes
mencionadas, permitieron determinar el potencial de las Pseudomonas spp. para mejorar los
parametros de crecimiento vegetativo y mejorar los valores de firmeza, sélidos solubles totales,
acidez titulable y concentracion de licopeno. En particular, las cepas P. putida ACJ14 y
Pseudomonas sp. C14, destacaron por aumentar el rendimiento de fruto entre el 54 y 73%,
respectivamente. Ademas, incrementaron la acumulacion de licopeno en el fruto de jitomate, P.
putida ACJ14 con un valor de 132.9 mg/g y Pseudomonas sp. C14 con 130.22 mg/g de fruto.
Adicionalmente, se comprobd su habilidad para persistir en la rizosfera de jitomate hasta por 30
dias después de su inoculacién en el sistema de raices. Por lo tanto, los resultados sugieren el
uso de Pseudomonas sp. cepas C13, C14, C15, P. fluorescens C30y P. putida ACJ14 como una
alternativa sostenible, permitiendo la reduccion del 50% de nitrégeno, fosforo y calcio en la

fertilizacion de jitomate en invernadero.

Palabras clave: Pseudomonas, invernadero, jitomate, fertilizantes, rendimiento.
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Abstract

The cultivation of tomato in greenhouse is constantly increasing. However, the way of production
is a system of high nutritional requirement where fertilizers of synthetic origin are applied, mainly.
This source presents difficulties for the absorption of the main nutrients in the plant and generates
accumulation of surpluses in soil or bodies of water. In addition, global agriculture is facing an all-
time high in the price of fertilizers, so it is opportune to look for efficient alternatives. In this context,
the use of Plant Growth Promoting Rhizobacteria represents an advantage in agriculture by
allowing the partial reduction of inorganic inputs. In this work, the phytostimulant effect of five
strains of Pseudomonas (Pseudomonas sp. strains C13, C14 and C15; P. fluorescens C30 and
P. putida ACJ14) was evaluated, with the aim of contributing to the 50% reduction in the
concentration of nitrogen, phosphorus and calcium applied by hydroponic system in the cultivation
of tomato, variety El Cid F1, in a greenhouse. In previous in vitro tests, all five strains exhibited
the ability to fix nitrogen, solubilize phosphate, solubilize calcium, and produce indole-3-acetic
acid. In general, the results of greenhouse and inoculation tests of the above-mentioned bacterial
strains, allowed to determine the potential of Pseudomonas spp. to improve the parameters of
vegetative growth and improve the values of firmness, total soluble solids, titratable acidity and
lycopene concentration. In particular, the strains P. putida ACJ14 and Pseudomonas sp. C14,
stood out for increasing the fruit yield between 54 and 73%, respectively. In addition, they
increased the accumulation of lycopene in tomato fruit, P. putida ACJ14 with a value of 132.9
mg/g of fruit and Pseudomonas sp. C14 with 130.22 mg/g of fruit. Additionally, its ability to persist
in the tomato rhizosphere for up to 30 days after inoculation into the root system was verified.
Therefore, the results suggest the use of Pseudomonas sp. strains C13, C14, C15, P. fluorescens
C30 and P. putida ACJ14 as a sustainable alternative, allowing a 50% reduction of nitrogen,

phosphorus and calcium in greenhouse tomato fertilization.

Keywords: Pseudomonas, greenhouse, tomato, fertilizers, yield.
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1. Introducciéon

El jitomate (Solanum lycopersicum) es la hortaliza con mayor produccion a nivel mundial (Parra-
Gdmez et al., 2016). Ocupa un lugar importante en el consumo per capita debido a su potencial
alimenticio, al presentar un alto contenido de proteinas, minerales, fibra y una fuente importante
de compuestos biactivos con actividad antioxidante (Chaudhary et al., 2018; Perveen et al.,
2015). La agricultura mexicana cultiva diversas variedades de jitomate y aporta 2.4% a la
produccién mundial de la hortaliza, colocandose como el noveno productor y el principal
exportador al mercado internacional, donde Sinaloa, Baja California Sur, Sonora y Michoacéan
aportan mayor valor a la produccion (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera [SIAP],
2021). En los ultimos afos, se reporté un aumento en la produccién de jitomate en agricultura
protegida principalmente en invernadero, debido a su potencial productivo e incrementos en el
rendimiento sobre otros sistemas agricolas (Fideicomisos Instituidos en Relacion con la
Agricultura [FIRA], 2019). Sin embargo, en esta modalidad de agricultura, las condiciones
nutricionales se proporcionan a través de la aplicacion de soluciones nutritivas con los elementos
quimicos de forma equilibrada, si uno solo de los nutrientes es escaso, el crecimiento de la planta
es limitado, afectando el rendimiento (Lépez-Marin, 2017). En la practica actual, la concentracion
aplicada de insumos agricolas excede los requerimientos nutricionales para evitar deficiencias,
propiciando la pérdida significativa de fertilizantes inorganicos antes de ser absorbidos por las
plantas (Burchi et al., 2018). El uso irracional de estos productos se refleja en un incremento
significativo (entre el 10 y 25 %) de los costos de produccion (Salgado & Nufiez, 2012), aunado
a problemas de contaminacién de agua, suelo y de un desequilibrio en las funciones de los
microorganismos rizosféricos involucrados en el crecimiento, desarrollo y nutricién de las plantas,
lo cual puede poner en riesgo una productividad sostenible (Lenka et al., 2016). El deterioro
ecoldgico originado por la agricultura es evidente en México (Luna-Coss et al., 2017). Ademas,
recientemente se registré un aumento excesivo en los costos de fertilizantes, derivado de
distintos factores, lo cual hace necesario implementar técnicas de produccion agricola enfocadas
en el uso eficiente de los recursos con tendencia hacia una agricultura sostenible (Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAQ], 2022a). En este sentido, las
investigaciones se han enfocado en el uso de microorganismos habitantes de la rizésfera con la
capacidad de promover el crecimiento vegetal, referidos como Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (o PGPR del inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria®)
(Subrahmanyam et al., 2020). Las PGPR constituyen del 2 al 5% de las bacterias de rizosféricas

(Prasad et al., 2019), pueden colonizar la rizésfera o la superficie de la raiz donde expresan sus
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propiedades benéficas, que incluyen aumentos en tasa de germinacion de las semillas y la
productividad, el crecimiento de raices y &rea foliar, el peso de brotes y raices, el contenido de
clorofila y/o la tolerancia a condiciones climéticas adversas como la sequia, mediante diversos
mecanismos directos e indirectos. Los mecanismos directos incluyen la regulacion de los niveles
de hormonas vegetales que influyen en el crecimiento y desarrollo de las plantas, o bien, cuando
las bacterias incrementan la disponibilidad de ciertos nutrientes del medio ambiente requeridos
para su metabolismo y mejora de su proceso de nutricidbn. Mientras que los mecanismos
indirectos, se caracterizan por promover el crecimiento vegetal al inhibir o antagonizar los efectos
nocivos de microorganismos fitopatdégenos (Molina-Romero et al., 2015; Moreno et al., 2018;

Tsegaye et al., 2017).

Ademaés, se ha informado de la capacidad de las PGPR para optimizar la aplicacién de
fertilizantes inorgénicos en distintos cultivos (Bona et al., 2017). Sin embrago, el desempefio de
las bacterias como promotoras del crecimiento vegetal varia en funcion de distintos factores,
como genotipo de planta, condiciones climaticas y del cultivo (tipo de suelo, temperatura, etc.),
por lo que ciertas cepas bacterianas exhiben efectos prometedores en condiciones controladas
de laboratorio, pero fallan en situaciones reales (Diaz-Rodriguez et al., 2021). Adicionalmente,
se ha informado de un alto grado de variabilidad entre cepas de especies en términos de
funcionalidad, es decir, una misma especie bacteriana puede o no tener efectos sobre un cultivo
(Roquigny et al., 2017). Por ello, su uso agricola y su presencia en el mercado sigue siendo
reducido. Asi mismo, la amplia diversidad bioldégica de las cepas da lugar a la busqueda
constante de microorganismos competentes para cultivos y actividades especificas. Bajo este
contexto, en el presente trabajo de investigacion se propuso generar informacion relevante sobre
el efecto de la inoculacion de Pseudomonas spp. sobre el rendimiento y calidad de fruto de
jitomate cultivados bajo una dosis reducida de macronutrientes, lo cual, les pueda atribuir un uso

potencial en la optimizacién de fertilizantes aplicados en sistemas de agricultura protegida.

13



2. Antecedentes
2.1 Importancia del cultivo de jitomate

El jitomate pertenece a la familia Solanaceae, cuyo nombre cientifico es Solanum lycopersicum
L., es una planta dicotiledonea de origen sudamericano, domesticada en México y actualmente
cosmopolita (Alvarez—Hernandez et al., 2009). Es una de las principales hortalizas cultivadas en
México y el mundo (Parra-Gomez et al., 2016) y el cultivo con mayor produccién a nivel mundial
(Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania Alimentaria [CEDRSSA],
2020). Presenta alta diversidad genética dando lugar a innumerables variedades que difieren en
aspecto, color, forma y tamafio, las cuales son destinadas para procesos industriales o consumo
en fresco (Guzméan et al., 2017).

México cultiva diversas variedades y se coloca como el noveno productor y como el principal
exportador al mercado internacional, aportando un 2.4% del volumen de produccién mundial
(SIAP, 2021). Satisface en su totalidad los requerimientos nacionales y exporta alrededor del
51% de la produccion, principalmente a los Estados Unidos, Canada, Japon, Emiratos Arabes
Unidos y Singapur (SIAP, 2022a). El jitomate se produce en todo el territorio nacional, sin
embargo, para el ciclo agricola Otofio-Invierno 2021/2022, Sinaloa lideré la produccion con un
aporte del 62.2%, seguido de Baja California Sur, Sonora y Michoacan con una contribucién del
4.3% (SIAP, 2022b), convirtiendo a su cultivo en una de las actividades socioecondémicas mas
importantes para la agricultura mexicana debido a la derrama econdmica por su venta externa

para los agricultores y comercializadores.

La importancia del cultivo de jitomate no solo radica en el ambito econémico. El jitomate es
considerado un alimento sustancial en la dieta familiar debido a su alto valor nutrimental, lo cual,
segun Vats et al. (2020), le atribuyen un gran potencial para combatir la desnutricion global,
considerada como uno de los principales problemas sociales. Contiene alto porcentaje de
humedad (95%), proteina (1.2%), carbohidratos (3%) y lipidos totales (1%) (Perveen et al., 2015),
asi como de micronutrientes y minerales importantes para enzimas antioxidantes, tales como
potasio, sodio, calcio, magnesio, zinc, hierro, manganeso, cobre, selenio y cobalto (Abdullahi et
al., 2016), encontrandose con mayor abundancia en la piel del fruto (Elbadrawy & Sello, 2016).
Ademas, Garcia-Closas et al. (2004), reportan al jitomate como la segunda fuente de vitamina C
(12 %), provitamina A (14.6 %) y la tercera fuente de vitamina E (6 %). Diversas investigaciones

se han enfocado en la composicion bioquimica del jitomate porque representa una fuente
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importante de compuestos bioactivos que pueden ser la base para el desarrollo de alimentos
funcionales (Chaudhary et al., 2018). Los principales compuestos benéficos para la salud son los
carotenoides, principalmente licopeno (35% -96%), a- y B-caroteno y luteina (Vats et al., 2020).
Se ha asociado al licopeno con la inhibicién del crecimiento de células de cancer de mama y
préstata (Assar et al., 2016), como promotor de un adecuado estado de salud del tejido 6seo
(Costa-Rodrigues et al., 2018) y, junto con la luteina, en la disminucién del riesgo de infarto agudo
al miocardio (Koh et al., 2011; Zou et al., 2014).

2.2 Cultivo de jitomate en agricultura protegida

Para satisfacer los requerimientos nutricionales de la poblacion estimada para el afio 2050,
Hunter et al. (2017), mencionan la necesidad de aumentar la produccion superior al 70% de los
niveles actuales. En ese sentido, el jitomate representa un punto clave debido a su valor
nutrimental. Asi mismo, el programa de Planeacion Agricola Nacional 2017-2030 elaborado por
SAGARPA, prevé un crecimiento del 32.1% en su demanda por potenciales socios comerciales
de México (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
[SAGARPA], 2017), haciendo necesario un incremento en la produccion. Sin embrago, este
incremento responde mas bien a la obtencion de un mayor rendimiento que al incremento de la
superficie cultivada, aunado a la implementacion de estrategias tecnolégicas que permitan un
manejo mas eficiente de los recursos (Guzman et al., 2017), por lo cual, la incorporacién de
nuevas tecnologias agricolas esta cada dia en aumento.

La agricultura protegida representa el paso de produccion extensiva a producciéon intensiva
(Jaramillo et al., 2007). Hace referencia a un sistema de produccidn agricola con las condiciones
Optimas para el cultivo, en estructuras como invernaderos, malla sombra, micro tineles y macro
tuneles (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria [SENASICA], 2016),
lo cual permite mantener la oferta de ciertos alimentos durante todo el afio con la obtencion de
altos rendimientos y productos de calidad, ademas de optimizar el uso de recursos hidricos,
fertilizantes y uso de suelo (Vargas-Canales et al., 2018), debido a la reduccion de la
vulnerabilidad ante efectos climéaticos adversos o cambios en las condiciones idoneas haciendo
susceptible a la planta ante ataques de plagas y enfermedades, como sucede en cultivos
expuestos al aire libre (Pratt & Ortega, 2019).

En México, la superficie total destinada a cultivo en agricultura protegida tiene una tendencia de
expansion continua a medida que la superficie de cultivo en campo abierto disminuye (FIRA,

2019). De las 24.6 millones de ha de superficie agricola nacional (SIAP, 2020), aproximadamente
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54,150 ha corresponden a agricultura protegida (Asociacion Mexicana de Horticultura Protegida
A.C. [AMHPAC], 2020), de las cuales el 70% esta destinado al cultivo de jitomate, con un
crecimiento anual de 22.7% entre el 2007 y 2017, mientras que la superficie cultivada en campo
abierto se redujo a una tasa anual de 5.9% (FIRA, 2019).

El jitomate es la hortaliza con mayor incremento en la productividad debido a los sistemas en los
gue se produce (CEDRSSA, 2020). La productividad es medida como rendimiento y se
representa como la cantidad de producto cosechado al afio por unidad de superficie. En sistema
de agricultura protegida, el rendimiento de jitomate es entre 5y 8 kg/planta, superando el que se
obtiene en campo abierto, que oscila entre 1.5 y 2 kg/planta (Jaramillo et al., 2007).

En Michoacan, se registraron 5,262 ha de jitomate cultivadas en 2020 (SIAP, 2021) distribuidas
en 52 municipios, donde destacan Yurécuaro, Villamar, Tanhuato, Aguililla, Parécuaro,
Tacambaro, Mugica, Venustiano Carranza, Pajacuaran y Jiquilpan (Secretaria de Desarrollo
Rural y Agroalimentario [SEDRUA], 2018). Asi mismo, en el 2018 se tenia un registro de
aproximadamente 1000 ha de jitomate establecidas en agricultura protegida, de las cuales el
88% corresponden a cultivo en invernadero, mientras el resto corresponde a estructuras como

macro tunel, malla sombra y viveros (SIAP, 2018).

2.2.1 Cultivo de jitomate en invernadero

Los invernaderos son las estructuras mas utilizadas en la agricultura protegida. Es una
construccién agricola con paredes y techos recubiertos de polietileno o vidrio, que permiten el
paso de la radiacién solar y donde es posible mantener y controlar condiciones artificiales de
microclima, como temperatura y humedad (Jaramillo, 2007). El nivel tecnol6gico de los
invernaderos se clasifica como bajo, medio o alto en funcién con la cantidad de sistemas
auxiliares instalados para el control de factores que influyen directamente en el desarrollo y
productividad de los cultivos (Pratt & Ortega, 2019).

La duracion del ciclo de cultivo esta determinada por variables como condiciones climatoldgicas,
manejo agronémico y caracteristicas de la planta como la variedad (Jaramillo, 2007). Sin
embargo, se constituye de dos fases, la fase vegetativa y la fase reproductiva (Figura 1). La fase
vegetativa comienza con la germinacion de semillas seguido de la emergencia y el crecimiento
inicial, habitualmente en semillero, con una duracién de aproximadamente 30 dias donde es
llevado a cabo el trasplante. Posteriormente, la planta tiene un crecimiento vegetativo de 30 a 50
dias hasta la formacion del primer racimo floral. La fase reproductiva inicia desde la floracion y

el cuajado de los frutos, aproximadamente a los 90 dias después de la siembra. Por lo general,
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la madurez ocurre alrededor de los 120 dias iniciandose la cosecha hasta el término del ciclo
productivo (LOpez-Marin et al., 2017; Shamshiri, 2014).

‘ Madurez y cosecha
Cuajado de flrutos (A partir de 120 dias)
(90 - 120 dias)

Floracion
(50 - 90 dias)

Crecimiento vegetativo

(30 - 50 dias)

Crecimiento inicial “& g
(30 - 35 dias) "\%\/@f;;
Emergencia ’ w

(5-10dias) } (V'
Germinacion \k**?

(3-5 dias) S‘ ‘]’\ »
Fase de crecimiento vegetativo Fase de reproduccién

Figura 1. Etapas fenolégicas del jitomate. La germinacion de la semilla se lleva a cabo después de un
periodo de imbibicion donde ocurre absorcion de agua que activa los procesos metabélicos que promueven
la expansion del embrion y el desarrollo de la radicula. Durante la fase de crecimiento vegetativo, las
plantas utilizan su energia para la formacion de tallos y hojas, por lo que la planta crece rapidamente. La
fase reproductiva comienza con la formacién de la primera inflorescencia. En las plantas de crecimiento
indeterminado, el crecimiento vegetativo contindia con la formacién de hojas y generalmente, cada 2-4
hojas, aparece nuevamente un racimo floral. Posteriormente ocurre el cuajado de frutos seguido del
crecimiento y maduracion, en la cual los frutos cambian gradualmente su pigmentacion de verde generado
por la clorofila a rojo producto de los carotenoides cuando alcanzan el méximo grado de madurez (Argerich
& Troilo, 2010).

El jitomate cultivado en invernadero generalmente es de habito indeterminado, caracterizandose
por un crecimiento continuo que cesa al cortar el tallo apical (Jaramillo et al., 2007) y se utiliza
por su mayor potencial productivo (Escobar & Lee, 2009). EI nUmero de racimos por encima del
cual se realiza el corte depende del objetivo del productor y, a su vez, este depende del destino

del producto, ya que, en un mayor niamero de racimos por planta, se obtiene un mayor incremento
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del rendimiento a costa de una disminucién en los parametros de calidad del fruto, y viceversa
(Suérez et al., 2017).

Otro factor importante en este sistema de agricultura es el material de soporte. Cuando el cultivo
se realiza en suelo, como ocurre en invernaderos de baja tecnologia y en algunos de tecnologia
media (Saravaiya et al., 2014), éste proporciona gran parte de los nutrientes requeridos por las
plantas, debido a la presencia de materia organica, y por tanto de nutrientes (Peoples et al.,
2014). Por su parte, en los invernaderos donde se utilizan sustratos inertes, las condiciones
bioguimicas nutricionales se proporcionan a través de la aplicacion de soluciones nutritivas con
los elementos quimicos esenciales para el desarrollo de forma equilibrada (Pratt & Ortega, 2019).
Existen 17 nutrimentos necesarios para el adecuado desarrollo de las plantas, considerados asi
debido a los siguientes criterios: i) la deficiencia del elemento afecta el ciclo de vida normal de la
planta; ii) la falta de alguno de ellos produce sintomas de deficiencia y no puede ser reemplazada
por otro elemento vy iii) el elemento esta implicado en funciones metabdlicas o estructurales de la
misma (Navarro & Navarro, 2013). El oxigeno, el carbono y el hidrégeno son elementos no
minerales obtenidos del agua y aire, el resto proviene de la solucion del suelo o de actividades
antropogénicas. Por otro lado, los elementos minerales se clasifican como macronutrientes
(nitr6geno, fésforo, potasio, calcio, magnesio y azufre) y micronutrientes (boro, cloro, cobre,
hierro, manganeso, molibdeno, zinc y niquel) de acuerdo con la cantidad requerida por la planta
(Navarro & Navarro, 2003). En plantas de jitomate, el mayor consumo de nutrientes ocurre en la
etapa vegetativa, principalmente de nitrdgeno por ser constituyente basico de la clorofila y como
responsable del desarrollo de tallos y hojas, promoviendo el crecimiento de la planta y el area
foliar, por tanto, su consumo disminuye en las etapas posteriores. El fésforo también es
importante en el crecimiento de raices y desarrollo de las plantas, sin embargo, su consumo es
particularmente alto en la etapa de floracion al ser responsable del nimero de flores y botones
formados, junto con el potasio que promueve el inicio del proceso y estimula la maduracién de
flores y formacién de frutos. De igual forma, el calcio tiene un papel importante para los tomates
en todas las etapas fenoldgicas. Sin embargo, su deficiencia mas comun se manifiesta en el fruto
(Bodale et al., 2021).

Steiner (1961), propuso una Férmula Nutritiva Universal para garantizar la absorciéon 6ptima de
nutrientes por la planta, considerando la relacién entre aniones y cationes en la siguiente
proporcion: fosfato (60%), nitrato (5%), sulfato (35 %), calcio (45%), potasio (35%) y magnesio
(20%), asi como la concentracion iénica total y el pH. Generalmente, la conductividad eléctrica
adecuada para el cultivo de jitomate es aproximada a 2.0 dS/m, por tanto, la concentracion

sugerida de aniones es de 12.0, 1.0y 7.0 me/L para nitrato, fosfato y sulfato, y de 9.0, 7.0y 4.0
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me/L para los cationes calcio, potasio y magnesio, respectivamente. Sin embargo, las
concentraciones deben ajustarse teniendo en cuenta la etapa fenolégica de la planta, frecuencia

de aplicacion y las condiciones ambientales (Escobar & Lee, 2009).

2.3 Comercializacion de fertilizantes inorganicos

La aplicacion de fertilizantes es indispensable para compensar la disminucién de la productividad
del suelo y obtener altos rendimientos en la produccién de alimentos. Es asi, que, en 1950, se
origind la llamada Revolucion Verde, un modelo tecnoldgico de agricultura basado en el alto uso
de fertilizantes de sintesis quimica, como solucion a la pérdida de fertilidad de suelos explotados
y se adopt6 en los campos agricolas como una propuesta para erradicar la hambruna mundial
que se pronosticaba (Martinez-Centeno & Huerta-Sobalvarro, 2018). La revolucién verde dio
lugar a lo que conocemos como agricultura convencional. Las técnicas agricolas convencionales,
sobre todo en campo abierto y los sistemas de agricultura protegida con suelo natural, implican
el uso intensivo de fertilizantes inorganicos para incrementar la produccion por unidad de
superficie (Khan et al., 2018). La division estadistica de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura [FAOSTAT] (2021), reporta una tendencia creciente del uso
de fertilizantes nitrogenados y fosfatados en México desde 1980 al 2019 (Fig. 2). Para este afio,
se estimé la aplicacion de 1,331,837.19 toneladas de productos nitrogenados. Hasta 1996, la
demanda era cubierta en su totalidad por industrias mexicanas, sin embargo, a parir de ese afo
se reporté una disminucion drastica en su produccién (Fig. 2A). De la misma forma, la
disminucién en la produccion de fertilizantes fosfatados superé su uso, generando la necesidad
de su adquisicién en el mercado internacional (Fig. 2B). En 2021, se report6 la produccion de
fertilizantes en México como la mas baja desde el 2013, mientras su consumo continla en
aumento (SIAP, 2022). Actualmente, México es productor del 35% de la demanda nacional, lo
cual genera un aumento en las importaciones de insumos agricolas para cubrir el resto,
principalmente de Rusia, China, Iran y Egipto (CEDRSSA, 2019). La agricultura global enfrenta
un maximo historico en los precios de fertilizantes. Por un lado, la pandemia del COVID-19 origind
el cierre de fabricas y la disminucion en la produccién de fertilizantes, ademas, provocé aumentos
en los costos de transporte internacional a lo que se suma el incremento en el precio de gas
natural como energético para su produccion (FAO, 2022a). Por otra parte, el conflicto geopolitico
entre Rusia y Ucrania, generé en Rusia la interrupcion de la comercializacion del 14% de urea,
el 23% de amoniaco, el 46% de nitrato de amonio, el 11% de fosfatos amoniacales y el 21% de
potasa al mercado mundial, segun la Asociacion Internacional de Fertilizantes (IFA, por sus siglas

en inglés “International Fertilizer Association”), lo cual ha impactado de forma considerable el
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precio de los insumos. Para octubre de 2021, se report6 un incremento del 79%, 74% y 48% en
los precios de Urea, fosfato diamonico y fosfato monoamonico, respectivamente, en el mercado
nacional, segun datos del Grupo Consultor de Mercados Agricolas [GCMA], (2021) y para el
2022, el incremento fue de hasta 300% para la urea y 200% para fertilizantes fosfatados,

poniendo en riesgo las cosechas futuras a nivel mundial (FAO, 2022b).
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Figura 2. Uso, produccion e importacion de fertilizantes nitrogenados y fosfatados en México de
1980 a 2019. (A) fertilizantes nitrogenados y (B) fertilizantes fosfatados. Datos de la division estadistica de

la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2021.
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2.4 Impacto ecoldgico de la agricultura convencional

Los fertilizantes, principalmente fosfatados y nitrogenados, son esenciales para el sistema
alimentario mundial. Sin embargo, el ecosistema global esté recibiendo niveles elevados de
fertilizantes debido al arrastre por agua o volatilizacién cuando superan la tasa de absorcion de
los cultivos (FAO, 2002). En la practica actual en invernaderos, la concentracion aplicada de
fertilizantes excede significativamente los requerimientos nutricionales, ya que, al estar las
plantas sobre sustratos inertes, la Unica fuente es la solucién nutritiva y es muy comdn la
sobredosidicacién para evitar deficiencias (Burchi et al., 2018). Pese a la mayor eficiencia de
nutrientes de los sistemas de riego hidropdnico sobre otras técnicas de riego, la pérdida de
fertilizantes sigue siendo considerable. Sanjuan-Delmas et al. (2020), llevaron a cabo un estudio
en tomate de invernadero para la evaluacion del flujo de nutrientes en sistemas hidropénicos
abiertos y determinaron la pérdida por lixiviacion del 48% de nitrégeno, 49% de calcio y el 28%
de fésforo. También, informaron de la retencién en el sustrato del 6%, 5% y 7%, respectivamente,
asi como la pérdida del 1% de cada nutriente debido a las fugas del sistema. Ademas del impacto
econdmico generado por la baja eficiencia de nutrientes, la FAO (2018), estima una aplicacion
aproximada de 115 millones de toneladas anuales de fertilizantes nitrogenados a los suelos
agricolas, de las cuales, alrededor del 20% terminan acumulandose en los suelos, mientras el
35% acaba en los océanos y ponen en riesgo una productividad sostenible al generar problemas
graves, no solo a la salud humana, sino también a la base de su propio futuro a través de la
degradacion del suelo, limitando su potencial agricola, asi como ejerciendo presion sobre los
recursos naturales (Basu et al., 2021). La agricultura es una de las principales causas del cambio
climatico y, al mismo tiempo, se vuelve vulnerable a su impacto (Anderson, 2019). Produce
alteraciones en el suelo como erosion, acidificacion, acumulacion de metales pesados,
compactaciéon, pérdida de materia organica, salinizacién, encharcamiento, etc. (Savci, 2012).
Ademas, es considerada una fuente importante de emisiones de gases que contribuyen al efecto
invernadero como 6xido nitroso, amoniaco, metano y diéxido de carbono, aportando alrededor
del 10-12% de total (Lenka et al., 2016), asi como el principal productor de aguas residuales que

se descargan en los mantos acuiferos (FAO, 2018).

2.5 Agricultura sostenible

En los dltimos afios, la produccién agricola ha disminuido (Hakim et al., 2021) y ha colocado a la

agricultura moderna frente a un gran desafio para garantizar la seguridad alimentaria bajo la
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presion del crecimiento poblacional, aunado a un clima global cambiante y a la disponibilidad
limitada de tierras para uso agricola (Busby et al., 2017). Dado que los recursos naturales son
limitados, el uso continuo de fertilizantes y agua necesarios para cubrir los requerimientos
nutricionales futuros, no son sostenibles (Ray, 2020). Por tanto, existe la necesidad de adoptar
practicas agricolas enfocadas en el uso eficiente de recursos y el uso minimo de fertilizantes
para mantener la sostenibilidad ambiental y el equilibrio ecolégico (Kalyanasundaram et al.,
2021). Esta modalidad agricola hace referencia a la llamada agricultura sostenible, la cual
propone un modo de produccidon que asegure el manejo responsable, la preservacion de la
biodiversidad, asi como la disponibilidad de los recursos a largo plazo, no solo garantizando la
seguridad alimentaria, sino también proporcionando alimentos de alta calidad nutricional e inocua
(Abubakar & Attanda, 2013). En este respecto, la integracion de bacterias que habitan la rizésfera
a los sistemas agricolas representa una estrategia efectiva para mejorar la eficiencia en el uso

de nutrientes aplicados en los cultivos en una produccion agricola sostenible (Hakim et al., 2021).

2.6. Uso de microorganismos como estrategia para la agricultura sostenible

Hiltner en 2004, introdujo el término rizésfera para describir la parte del suelo adyacente a las
raices en una distancia de 1-3 mm (Zhang et al., 2015), donde los diversos compuestos liberados
por el sistema radicular de las plantas desencadenan una serie de reacciones fisicas y quimicas
relacionadas directamente con la densidad microbiana (Yadav et al., 2015). La cantidad y
composicion de los exudados radiculares dependen de factores como la especie y el estado
fisiol6gico y / o de desarrollo de la planta, asi como de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo
(Dessaux et al., 2016), creando un entorno bioquimico caracteristico del huésped y dando lugar
al establecimiento de comunidades microbianas especificas (Kumar & Dubey, 2020). Por
consiguiente, la composicion funcional de las comunidades rizobacterianas cambia con la
diversidad de las plantas y, a su vez, la actividad microbiana puede generar cambios en su perfil
metabdlico de secrecién, afectando nuevamente la estructura microbiana (Eisenhauer et al.,
2017). Por tanto, el papel de la rizosfera es fundamental y tiene un gran impacto en la
productividad de los suelos y en la salud de las plantas (Yadav et al., 2015) al proporcionar un
nicho donde tienen lugar interacciones planta-microorganismo importantes para el ecosistema
(Hassan et al., 2019). La riz6sfera alberga hasta 10! células microbianas por gramo de raiz y
alrededor de 30,000 especies en general (Bhattarai et al., 2015) que establecen interacciones
tanto positivas 0 negativas con las plantas (Sharma et al., 2021). Las bacterias son el grupo de

mayor densidad, se les encuentra en un rango aproximado de 9x10’ células por gramo de suelo
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(Santoyo et al., 2021). La porcién de bacterias del microbioma rizosférico y con un efecto positivo
sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, son referidas como Rizobacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal o PGPR (del inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria”)
(Subrahmanyam et al., 2020).

2.7 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

El término PGPR se utilizo por primera vez por Kloepper (1978). El mismo autor argumenta que,
para que una bacteria sea considerada PGPR, debe cumplir tres caracteristicas (i) debe ser
capaz de colonizar la superficie de la raiz (ii) debe sobrevivir y multiplicarse en microhabitats en
competencia eficaz y (iii) debe estimular el crecimiento vegetal. La presencia de PGPR en la
rizosfera mejora el porcentaje de germinacion y el vigor de semillas (Rudolph et al., 2015),
influyen en el desarrollo de raices (Verbon & Liberman, 2016), restauran la calidad y fertilidad de
suelos contaminados (Kaur, 2021), brindan proteccién contra microorganismos fitopatégenos y
frente a condiciones de estrés ambiental (Kumar et al., 2019), ademas de ayudar a disminuir la
dependencia global de quimicos agricolas que desestabilizan los agroecosistemas (Laslo &
Mara, 2019).

Gran parte de los nutrientes aplicados en la agricultura no son aprovechados por la planta,
generando un exceso acumulado en el suelo en formas minimamente biodisponibles (Jacoby et
al., 2017), lo cual demuestra la necesidad de hacer eficiente el uso de fertilizantes. En este
proceso, las comunidades bacterianas del suelo juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de la fertilidad (Kumar et al., 2017), ya sea participando en las transformaciones
de nutrientes en formas biol6gicamente asimilables o estimulando el desarrollo del sistema
radicular, lo cual conduce a una mayor superficie y a un aumento de pelos radiculares, mejorando
asi la adquisicion de nutrientes (Calvo et al., 2016). En este contexto, existe una investigacion
extensa en torno a los mecanismos que emplean las bacterias para promover el crecimiento,
tales como la fijacién de nitr6geno, la solubilizacién de calcio y la solubilizacién de fosfatos

acumulados en suelo.

2.7.1 Fijacion bioldgica de nitrégeno

El nitrégeno es considerado el nutriente mas importante para lograr altos rendimientos en la
agricultura (Erisman et al., 2013). El aire de la atmosfera esté constituido en un 78% de N, sin

embargo, esta forma no es asimilable para las especies vegetales, puesto que los organismos
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eucariotas tienen la capacidad de asimilar tnicamente especies de nitrdgeno oxidado o reducido,
como nitratos, nitritos, amonio 0 amoniaco (Burén & Rubio, 2017). La presencia de estas formas
en los campos de produccion agricola, proceden de la materia orgénica, nitratos aportados por
la lluvia, abonos verdes o de fertilizantes comerciales (Navarro & Navarro, 2003). Sin embargo,
los cultivos absorben en promedio el 50% del nitrégeno aplicado mientras que el resto se pierde
en procesos de desnitrificacion, lixiviacién o volatilizacién, asi como su fijacion sobre las arcillas
(Zhang et al., 2015). EI N, atmosférico puede ser convertido a formas utilizables para las plantas
mediante el proceso de Fijacién Biolégica de Nitrégeno (FBN) (Jacoby et al., 2017), donde es
reducido a amonio en una reaccion catalizada por un complejo enzimatico de nitrogenasa
presente en bacterias denominadas diazotréficas (Bhat et al., 2015).

El complejo de nitrogenasa contiene molibdeno unido al cofactor del sitio activo, por lo que puede
ser referida como Molibdeno (Mo) nitrogenasa (Burén et al., 2017). Estd compuesta por dos
subunidades de metaloproteinas: el Componente | o dinitrigenasa y el Componente Il o
dinitrogenasa reductasa. La dinitrogenasa esta formada por los productos génicos nifD y nifK,
consiste en un tetrdmero formado por dos copias de dos subunidades distintas, que contiene
hierro y molibdeno, por lo que también se denomina Fe-Mo proteina. Por su parte, la dinitrigenasa
reductasa estad codificada por el gen nifH, el cual es un homodimero formado por dos
subunidades idénticas con un Unico centro redox del tipo 4Fe-4S, por lo que también es llamado
Fe-proteina (Mahmud et al., 2020; Sharma et al., 2021). La Fe-proteina se reduce al recibir los
electrones procedentes de los glicidos, que luego son transferidos a la Fe- Mo proteina, quien
interacciona con el N, como sustrato reducible generando amoniaco que sera rapidamente
protonado a amonio y sera incorporado, en primer lugar, en los aminoacidos, principalmente
glutamato y glutamina, y posteriormente en otras biomoléculas que contienen nitrégeno (Bhat et
al., 2015) (Fig. 3). La energia de activacion de la fijaciéon de nitr6geno es extremadamente alta,
debido a la estabilidad del triple enlace del nitrégeno molecular, por lo cual, requiere de energia
suministrada por ATP producido en la fosforilacion oxidativa acoplada a la cadena transportadora
de electrones (Nelson & Cox, 2009). El resultado de la reduccién neta de nitrdgeno molecular a

amoniaco se explica generalmente por la siguiente ecuacion:

N2 + 8H" + 8e" + 16ATP — 2NHs + H> + 16ADP + 16P
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Ademas, la Fe-proteina es extremadamente sensible a oxigeno, de tal manera que los
organismos fijadores poseen mecanismos que les permite bajar las concentraciones de éste a

fin de mantener la funcionalidad enziméatica (Burén & Rubio, 2017; Wang et al., 2017).

Fe-proteina FeMo-proteina

Hrre Productos
4 Coh 2 NHj, H;

4 Acetil-CoA
+ Sustratos

16 ATP 16 ADP
+
16(P,

Figura 3. Esquema de la enzima nitrogenasa y el proceso de fijacién biol6gica de nitrégeno. La
fijacion bioldgica de nitrégeno ocurre cuando la dinitrogenasa recuctasa o Fe-proteina se reduce al recibir
electrones procedentes de la oxidacion de la ferredoxina, quien, a su vez, recibe electrones del piruvato.
Por cada electron procedente del piruvato, son necesarios 2ATP. La Mo-Fe-proteina del complejo
nitrogenasa se reduce por transferencia de electrones procedentes de la Fe-proteina 'y se combina con los
sustratos reducibles, es decir, N2 y otros sustratos para, finalmente producir dos moléculas de NH3 que

son liberados por la enzima e incorporados a los aminoacidos (Taiz & Zeiger, 2003).

2.7.2 Solubilizacion de fosfato

El fosfato es el segundo elemento mas importante en la nutricion vegetal (Navarro & Navarro,
2003). Es un constituyente importante de acidos nucleicos, enzimas y fosfolipidos. Ademas,
participa en procesos como la fotosintesis, biosintesis macromolecular y la respiracion,
influyendo en el desarrollo radicular, en el crecimiento y fortalecimiento del tallo, formacion de
flores y semillas y en la resistencia de las plantas contra enfermedades (Sharma et al., 2013).
Un suministro adecuado de foésforo en las primeras fases de desarrollo vegetal, ayuda al
establecimiento de primordios de las partes reproductivas (Satyaprakash et al., 2017).

El suelo contiene aproximadamente 0.05% de fosforo distribuido como fésforo soluble, fésforo
orgéanico y fosforo asociado a particulas minerales (Restrepo-Franco et al., 2015). Unicamente

el fésforo soluble es considerado disponible para las plantas, quienes lo absorben como
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ortofosfatos, cuyas formas ionicas son dependientes del pH (Kalayu, 2019). Las plantas
absorben principalmente el fosfato cuando se encuentra como H,POyJ’, este ion es predominante
cuando el suelo tiene un pH entre 4.0y 6.0; a pH entre 6.5y 7.5, el fosforo est4 presente como
H.PO4y HPO.?%, también puede ser absorbido por la planta, pero en menor proporciéon. Cuando
el pH se encuentra entre 8.0 y 10.0, el ion HPO4> es dominante, pero es rapidamente fijado en
forma de fosfatos de calcio 0 magnesio, altamente insolubles, mientras que a pH mayor a 10.0
solamente el fosfato de sodio esta disponible para la planta. Por otro lado, cuando el pH es
inferior a 3.0, el fésforo esta presente como Hs;PO., una forma extremadamente reactiva
propensa a la fijacion por 6xidos e hidroxidos libres de hierro y aluminio (Arai, & Sparks, 2007;
Khan et al., 2009b; Patifio-Torres et al., 2014). Ademas, las superficies cargadas positivamente
de las arcillas por la presencia de minerales como hierro (Fe®"), aluminio (AI**) y calcio (Ca?"),
atraen los iones ortofosfato de la disolucion, que se adsorben a grupos funcionales superficiales,
intercambidndose con grupos hidronio e hidréxido (Restrepo-Franco et al., 2015). Debido a la
reactividad de las formas asimilables, el fésforo disponible representa el 0.1% del contenido de
fésforo total en el suelo (Alori et al., 2017), haciendo necesaria la aplicacion de fertilizantes
quimicos para complementar los niveles requeridos (Sharma et al., 2013). Sin embargo, se
estima que el 10 — 20% del fésforo exdgeno es aprovechado por las plantas, el resto se convierte
rapidamente en compuestos insolubles (Zineb et al., 2019) pudiendo ser transformados a formas
solubles por accién microbiana (Chuang et al., 2007).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato constituyen entre el 1 y el 50% de la comunidad
microbiana del suelo (Khan et al., 2009a). Llevan a cabo la solubilizacién de fosfato adoptando
distintas estrategias para su transformacién y movilizacion, principalmente la produccién de
acidos orgéanicos de bajo peso molecular y la extrusion de protones (Khan et al., 2009b).

Los grupos carboxilo e hidroxilo de los acidos organicos secretados por las bacterias quelan los
cationes Ca?*, Fe®** y AI** unidos al fosfato, convirtiéndolo en formas solubles y compiten con el
fosfato por los sitios de adsorcidon en el suelo (Kalayu, 2019). Por otro lado, en suelos alcalinos,
la liberacion de &cidos organicos conduce a la disminucién del pH (Mohamed et al., 2018), dando
como resultado la acidificacion de las células microbianas y el entorno, por lo que los iones
fosfato se liberan mediante la sustitucién de H* por Ca?* (Alori et al., 2017; Khan et al., 2014) y

pueden ser absorbidos por las plantas.
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2.7.3 Solubilizacion de calcio

El calcio es un nutriente vegetal absorbido por las plantas como catién divalente Ca?*. Juega un
papel importante como componente de la pared celular y en el desarrollo de nuevas raices, pelos
radicales y meristemos apicales. Ademas, estimula el vigor de las plantas, la viabilidad del polen,
asi como el contenido proteico de granos y semillas (Castellanos, 2011). Se encuentra formando
parte de compuestos como sulfato de calcio, fosfatos de calcio y carbonato de calcio,
procedentes de rocas, minerales y fertilizantes afiadidos por el hombre. Todos estos compuestos
van liberando calcio lentamente por efecto de la meteorizacion y son transformados a formas
mas solubles. El calcio liberado tiene varios destinos: pérdida por lixiviacién, absorbido por los
organismos del suelo, adsorbidos por el complejo coloidal o precipitando nuevamente como
compuestos calcicos, razones por las cuales disminuyen las cantidades de calcio disponible
(Navarro & Navarro, 2003).

Los iones de hidrégeno y, probablemente también los agentes quelantes en el suelo, pueden dar
lugar a la meteorizacion de los minerales que contienen calcio al intercambiarse en los sitios de
union a los coloides (Mengel et al., 2001). Esto fue comprobado por Rana et al. (2015), quienes
observaron que los compuestos acidos secretados por bacterias, especificamente &cido oxalico
y &cido citrico, pudieron solubilizar el carbonato de calcio en condiciones in vitro. Ademas,
mostraron una gran correlacion entre la solubilizacion del mineral con la produccion del pigmento
piocianina, producido por especies de Pseudomonas, al mantener el equilibrio entre los iones de

Ca?* solubles y los iones de Ca?*insolubles como se muestra en la Fig. 4.

CO, aire
Bacteria calcinogénica presente
en suelo y agua
lon Ca2* + CO, (Solucién CaCOj insoluble en suelo
del suelo o agua) , i 0 agua
Pigmento producido por cepas
aisladas

Figura 4. Equilibrio entre los iones de calcio en la solucion del agua o del suelo ejercido por
bacterias. Las bacterias calcinogénicas presentes en suelo y agua pueden convertir el CO2 en CaCOs
insoluble en presencia del ion Ca2+. El &tomo de nitrégeno que contiene la piocinanina, tiene un efecto
quelante para los iones Ca2+, actuando como agente amortiguador manteniendo la condicion de equilibrio

en la reaccién (Rana et al., 2015).
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La concentracién de nutrientes en suelo es el factor mas importante para cubrir la demanda
necesaria para el éptimo crecimiento de las plantas, no obstante, la capacidad de absorcién de
elementos nutricionales también depende ampliamente del volumen del suelo ocupado por
raices (Marschner, H., 1995). Por lo tanto, uno de los mecanismos mas estudiado en este
sentido, es la produccién de moléculas organicas que regulan la expresion de genes implicados

en el desarrollo del sistema radicular, denominadas fitohormonas (Bach-Alvarez et al., 2008).

2.7.4 Produccioén de acido indol-3-acético

Las auxinas juegan el rol mas importante en el desarrollo de las plantas y el &cido indol-3-acético
(AlA) es la fitohormona natural mas importante en esta clase. Produce diferentes efectos sobre
la fisiologia vegetal como aumentar la tasa de respiracion de la raiz (Molina-Romero et al., 2015),
el aumento de la biomasa de los brotes y la modulacién de la arquitectura del sistema radical
(Ortiz-Castro et al., 2009), ya sea por el aumento del nimero y / o la longitud de las raices
laterales y pelos radicales (Vacheron et al., 2013), lo cual incrementa su potencial de exploracion
para la absorcién de agua y nutrientes, el cual se ve reflejado en el crecimiento (Lopez-Bucio et
al., 2003). Se estima que el 80% de las rizobacterias sintetizan AIA como un producto final del
metabolismo a partir del triptéfano presente en los exudados de raiz (Olanrewaju et al., 2017),
generando distintos productos intermediarios en el proceso, los cuales dieron lugar a la
caracterizacion de cinco vias diferentes de biosintesis: la indol-3-acetamida, acido indol-3-
piravico, indol-3-acetonitrilo, triptamina y rutas de triptéfano oxidasa de cadena lateral (Lin et al.,
2015) (Fig. 5). Este dato fue comprobado por Zhang et al., (2019), quienes realizaron un estudio
a gran escala donde analizaron alrededor de 7280 genomas procariéticos asociados a la raiz e
informaron que el 82% eran potencialmente capaces de sintetizar AIA a partir de triptéfano,
preferencialmente a través de las vias indol-3-piruvato, indol-3-acetamida, y triptamina.
Azospirillum brasilense es un ejemplo de rizobacteria que estimula el crecimiento vegetal a través
de la produccién de AIA. Se ha demostrado su capacidad para alterar la raiz en Arabidopsis
thaliana al aumentar la expresion génica y la sefializacion de auxinas, dando como resultado el

aumento en el numero de raices laterales y pelos radiculares (Spaepen et al., 2013).
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Figura 5. Vias de biosintesis de acido indol-3-acético por bacterias rizosféricas.

2.8 Uso de PGPR en cultivos horticolas

En los ultimos afios, se ha demostrado el uso de PGPR como una opcién ecolégica para el
beneficio de numerosas especies vegetales. Se han aislado diversas cepas de microorganismos
cuya inoculacién en plantas influye en la concentracion de nutrientes impactando de forma
positiva sobre el rendimiento y productividad de los cultivos (Calvo et al., 2016). Esitken et al.
(2010), llevaron a cabo la inoculacion en fresa con un biofertilizante a base de Pseudomonas sp.
y dos cepas de Bacillus sp. e informaron la estimulacion del crecimiento de las plantas, asi como
un mayor contenido de P y Zn de las hojas. Ademas, aument6 el numero de frutos por planta,
logrando un incremento significativo del rendimiento. Por otro lado, en un experimento de
invernadero, las plantas de tomate mostraron aumentos significativos en la altura y el peso de
los brotes, la longitud y el peso de las raices y el diametro del tallo en los 30 dias posteriores a
la inoculacién con una cepa de Burkholderia sp., la cual present6 actividad nitrogenasa, actividad
desaminasa del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), capacidad de solubilizacion de
fosfato y produccion de &cido indol-3-acético (Gao et al., 2015). Adicionalmente, Sdnchez-Lopez
et al. (2012), empleando el mismo cultivo, demostraron que la inoculacion de Enterobacter sp.,

Pseudomonas sp. y Bacillus sp., incrementé de manera significativa la biomasa y desarrollo de
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la planta, asi como el rendimiento en la produccion de frutos. Por otro lado, se ha informado de
los efectos benéficos de Pantoea cypripedii y Pseudomonas plecoglossicida sobre distintas
variables de respuesta de maiz y trigo (Kaur & Reddy, 2015) y se han reportado efectos similares
de Azospirillum lipoferu y Azotobacter chroococcum (Latef et al., 2020). En otro ensayo,
Cisneros-Rojas et al. (2017), indicaron una mejora en el desarrollo de plantulas de café tras la
inoculaciéon de Kocuria sp. y Bacillus subtilis, mientras que, Providencia rettgeri, Advenella
incenata, Acinetobacter calcoaceticus y Serratia plymuthica han incrementado el peso seco, la
altura de la planta, la longitud de la raiz, el diAmetro promedio de la raiz, el area de la superficie
de la raiz, volumen de raices y contenido de clorofila de plantulas de Avena sativa, Medicago
sativa y Crocus sativus (Li et al., 2020). Ademas de estimular el crecimiento de plantas y generar
incrementos sobre el rendimiento de los cultivos (Pérez-Rodriguez et al., 2020), se ha destacado
la participacion de las PGPR en la optimizacion de fertilizantes, logrando una reduccion de hasta
el 50% en su aplicacién con la obtencion de rendimientos comparables en plantas con un régimen

de fertilizaciébn completa (Scagliola et al., 2021).

2.9 Importancia del género Pseudomonas spp. en la agricultura

El género Pseudomonas spp. es uno de los més diversos y con una amplia distribucion debido a
su alto grado de adaptabilidad en distintos entornos (Poncheewin et al., 2022). Tiene especial
ventaja frente a otras bacterias por su capacidad de colonizacién y persistencia en la rizésfera
(Zboralski & Filion, 2020) donde exhiben gran versatilidad metabdlica y funcional, lo cual juega
un papel clave en su actividad para promover el crecimiento de plantas y/o el control de
microrganismos fitopatégenos (Roquigny et al., 2017). Se ha demostrado su efecto benéfico
sobre diversos cultivos. En estudios previos, Fox et al. (2016), demostraron el uso eficiente de
Pseudomonas protegens caracterizada como fijadora de nitrégeno atmosférico, sobre el
contenido de nitrégeno y la acumulacion de biomasa en los tejidos vegetativos y reproductivos
de maiz y trigo. En otro estudio, Li et al. (2017), determinaron la produccion de AlA a partir de
triptéfano y la actividad nitrogenasa de Pseudomonas koreensis y Pseudomonas entomophila,
ademas, observaron su capacidad para colonizar todos los 6rganos de la planta de cafa de
azucar, incluidas raices, tallos y hojas y su actividad de biocontrol contra los patégenos Ustilago
scitaminea y Colletia paradoxa. Pseudomonas también se ha considerado como uno de los
principales géneros de bacterias productoras de &cidos organicos responsables de la
solubilizacion de fosfato. Vyas & Gulati en (2009), reportaron la produccién de acido glucénico,

acido oxalico, acido 2-cetoglucoénico, acido lactico, acido succinico, acido férmico, acido citrico y
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acido malico por P. fluorescens, P. poae, y P. trivialis durante la solubilizacion de fosfato tricélcico
y fosfatos de roca. Por su parte, Kour et al. (2020), informaron de la eficiente actividad
solubilizadora de fosfato de Pseudomonas libanensis y su efecto positivo en la germinacion y
crecimiento de trigo sometido a estrés por sequia. Una actividad similar se reporté por
Pseudomonas putida, quien mejoré el indice de vigor en semillas de soja y maiz bajo estrés
salino (Costa-Gutierrez et al., 2020). También, se reportd la presencia de proteinas
anticongelantes en tres cepas distintas de Pseudomonas sp., responsables de la actividad
inhibidora de la recristalizacion del hielo, lo cual, se relacioné con la promocién en la germinacion
de semillas de tomate y el desarrollo radicular de plantas crecidas a 14°C (Vega-Celedédn et al.,
2021), destacando su adaptabilidad en ambientes adversos y su capacidad para mitigar el estrés
abiotico. Ademas, las Pseudomonas spp. destacan por su papel en la proteccién de plantas
debido a la produccién de sider6foros (Kotasthane et al., 2017), antifungicos (Hernandez-Leo6n
et al., 2015) y su efectividad frente a insectos plaga como Spodoptera litura (Bano & Mugarab,
2017). P. putida y P. fluorescens han sido las especies mas estudiadas debido a su versatilidad
en la rizésfera (David et al., 2018; Molina et al., 2020). EIl género Pseudomonas spp. presenta
amplia diversidad genética, debido a que solo del 25 al 35% del genoma de todos los miembros
del género esta conformado por genes centrales, mientras el resto confiere variacion metabolica,
ecoldgica y funcional a nivel de especie y entre cepas de una misma especie (Loper et al., 2012).
Es decir, distintas cepas pueden diferir en sus caracteristicas y funciones biolégicas relacionadas
con la promocion del crecimiento vegetal (Diaz-Rodriguez et al.,, 2021), lo cual resalta la
importancia de continuar con la blisqueda de microorganismos con la capacidad de adaptacion

y con las actividades requeridas para fines o cultivos especificos.

Debido a las actividades de importancia ecoldgica exhibidas por las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal sobre distintos cultivos, el uso de inoculantes microbianos representa una
solucién potencial para reducir el impacto negativo de los agroquimicos sobre la productividad

del suelo.

2.10 Uso y comercializacidn de inoculantes

Los inoculantes microbianos han ganado mayor atencién y han escalado en el mercado agricola
(Santos et al., 2019). El mercado global de inoculantes esta creciendo en una tasa del 10% anual
(Nosheen, 2021), siendo América del Norte el mayor productor y consumidor con una
participacion aproximada del 28% en el mercado mundial en 2017 (Mordor Intelligence, 2021).

Sin embargo, el uso de la mayoria de inoculantes microbianos se limita a cultivos de cereales y
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granos, entre ellos trigo, maiz, cebada y arroz, de los cuales, el 79% pertenecen a Rizobios
(fijadores simbiéticos de nitrégeno), mientras los microorganismos solubilizadores de fosfato
constituyen aproximadamente el 15% vy el resto a productos micorrizicos (Owen et al., 2015).
Actualmente, el Instituto de Revision de Materiales Organicos (OMRI, por sus siglas en inglés),
encargado de determinar los insumos permitidos para su uso en la produccién agricola y
procesamiento de alimentos orgénicos, enumera 241 productos en la categoria de 'inoculantes
microbianos' y 245 productos en la categoria 'productos microbianos', como fertilizantes para
cultivos y ayuda a la produccién y para enmiendas del suelo (OMRI, 2021). En México, la
produccién actual de biofertilizantes se realiza por pequefias empresas, instituciones de
educacion e investigacién y por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP), apoyada por el gobierno federal y/o por gobiernos estatales (Grageda-
Cabrera et al., 2012). Los productos a base de bacterias pertenecen principalmente al género
Bacillus spp. y Azospirillum spp., segun el Listado de Materias publicado en Agroguimicos de
México por la revista Terralia, en 2017. En 2020, el mercado enfocado a la agricultura sostenible

representd Unicamente el 3% aproximado del mercado de agricultura convencional.

No obstante, la comercializacion y aplicaciébn a gran escala ha tenido serias dificultades,
principalmente por problemas de promocién y distribucién (Grageda-Cabrera et al., 2012). En
primer lugar, es dificil comprobar la eficacia de los biofertilizantes comerciales, ya que, aunque
afirman incrementos en los rendimientos, en la mayoria de los casos se desconocen los
mecanismos de accién responsables de dichos efectos (Owen et al., 2015). Por otro lado, existe
una evidente falta de pruebas de campo, ya que la mayoria de las investigaciones se establecen
en ensayos de macetas en laboratorio en condiciones alejadas de las practicas agronémicas
reales, generando resultados inconsistentes cuando se escalan, debido a la complejidad del
agroecosistema (Emmanuel & Babalola, 2020; Gamalero et al., 2022). Consecuentemente, la
transferencia exitosa de inoculantes microbianos del laboratorio al campo sigue siendo un
desafio (Saad et al., 2020) y, aun cuando se determiné el potencial de los microorganismos en
ensayos in vitro, es necesario evaluar su desempefio e identificar sus beneficios sobre la

productividad de los cultivos para promover su utilizacién en la préactica agricola.
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3. Justificacion

La busqueda de técnicas de agricultura con enfoque sustentable es un tema de actualidad y se
ha demostrado la capacidad de diversos microorganismos para estimular el crecimiento,
desarrollo y productividad de cultivos en distintos sistemas agricolas. El cultivo de jitomate en
invernadero representa una estrategia factible para lograr rendimientos sostenibles en términos
de la seguridad alimentaria futura. No obstante, la aplicacion exdégena de fertilizantes constituye
una de las principales causas de deterioro ambiental debido a la pérdida de elementos
nutricionales antes de su absorcion por las plantas. Aunado al reciente incremento desmedido
en los costos de insumos agricolas, el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
supone una alternativa viable para optimizar el uso de fertilizantes inorganicos, puesto que
permiten la reduccion parcial en su aplicacion manteniendo rendimientos comparables. Sin
embargo, pese a la gran cantidad de investigaciones cientificas sobre potenciales
microorganismos promotores del crecimiento vegetal, su presencia en el mercado agricola sigue
siendo reducido en comparacion con los productos de origen sintético debido a distintos factores,
donde destaca la obtencién de resultados inconsistentes en condiciones controladas de
laboratorio y cuando se aplican a un sistema convencional, lo cual constituye una limitante para
su uso. Por lo tanto, es fundamental evaluar su impacto en un cultivo de interés comercial, donde
los microorganismos estan expuestos a factores bidticos y abibticos y a la practica tradicional de
cultivo, lo cual permita sostener su utilidad en la reduccion de fertilizantes y puedan ser

empleadas en nuevas estrategias de produccién agricola.

4. Hipotesis

La inoculacién de Pseudomonas spp. permite reducir un 50% la aplicacién de nitrdgeno, fésforo
y calcio en la produccién de jitomate en invernadero, sin comprometer el rendimiento y calidad

del fruto.
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5. Objetivos

General

Evaluar el efecto de la inoculacion de Pseudomonas spp. en el rendimiento y calidad de fruto de

jitomate cultivado en invernadero con dosis reducida al 50% de nitr6geno, fésforo y calcio.

Especificos

1.- Determinar la capacidad in vitro de Pseudomonas spp. para fijar nitrdgeno, solubilizar

fosfato, solubilizar calcio y producir 4cido indol-3-acético.

2.- Analizar el efecto de Pseudomonas spp. en distintas etapas fenolégicas del cultivo de

jitomate bajo un régimen reducido de fertilizantes y su impacto en el rendimiento de fruto.

3.- Comprobar la persistencia de Pseudomonas spp. en la rizésfera de jitomate al final del

ciclo de cultivo.
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6. Materiales y métodos

6.1 Localizacion

La metodologia consistié en dos etapas, la primera etapa se llevé a cabo en el laboratorio de
Nutricion Vegetal ubicado en las instalaciones del Centro de Innovacién y Desarrollo
Agroalimentario de Michoacan (CIDAM), ubicado en Antigua Carretera a Patzcuaro km. 8, s/n,
C. P. 58341 Morelia, Michoacan, donde se aislaron, caracterizaron y seleccionaron rizobacterias
con potencial para promover el crecimiento vegetal provenientes de cultivos de cafia de azucar
y agave del estado de Michoacéan. En la segunda etapa, se realizé un ensayo in vivo con el fin
de evaluar las caracteristicas de las bacterias asociadas con la promocion del crecimiento sobre
el rendimiento y calidad del cultivo de jitomate, establecido en un invernadero perteneciente al
Centro Bachillerato Tecnoldgico y Agropecuario N°7 (CBTA 7) con direccién en Lago de

Patzcuaro 23, Zona Sin Asignacién de Nombre de Colonia, C. P. 58195 Morelia, Michoacan
(Fig.6).
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Figura 6. Mapa satelital de localizacion de sitios donde se realiz6 la investigacién. Centro Nacional

de Estudios Espaciales, 2022.
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6.2 Aislamiento, caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras de crecimiento

6.2.1 Aislamiento de rizobacterias

Anterior al proyecto de investigacion, las bacterias se aislaron a partir de muestras de suelo
rizosférico de diferentes cultivos de interés comercial en el estado de Michoacan. Para el
muestreo, se tomaron aproximadamente 500 g de suelo del area de las raices, se colocaron en
bolsas plasticas herméticas y se trasladaron al laboratorio para su procesamiento. Se pesaron
10 g de la muestra y se colocaron en 90 mL de solucibn amortiguadora de fosfatos estéril
(Gerhardt, 1994) (Anexo 1) con agitacion constante a 150 rpm durante 30 minutos.
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas hasta la dilucién 10, se tomaron 30 pL de las
diluciones 104, 10°y 10 y se sembraron por triplicado en Agar nutritivo (Anexo 2) y Agar Soya
Tripticaseina (Anexo 3) mediante la técnica de extension superficial en placa. Se incubaron a 35
+ 2°C por 48 h revisando constantemente, se seleccionaron las colonias que presentaron
diferencias en su morfologia y, finalmente, se sembraron por separado en placas de agar nutritivo

para obtener un cultivo puro de los aislados bacterianos.

6.2.2 Conservacion de aislados

Las bacterias aisladas se conservaron por congelacién como parte de la coleccion de cepas del
laboratorio y para su uso posterior. Para ello, se utilizaron 1.5 mL de caldo nutritivo con glicerol
al 20% como agente crioprotector, se colocaron en tubos plasticos de microcentrifuga
Eppendorf® de 2.0 mL y se llevaron a esterilizacion. Posteriormente, se recolect6 la biomasa
bacteriana de placas con 24 h de crecimiento, se mezclaron suavemente y se llevaron a una
temperatura de -70°C. Para la reactivacion de los aislados, se sigui6 el protocolo empleado por
Corrales-Ramirez & Sanchez-Leal, (2005), en el cual, los microorganismos son reactivados en
medio liquido previo a realizar la siembra en el medio sélido seleccionado para el
microorganismo, con el fin de recuperar su integridad celular y su actividad enzimatica
(Mukamolova et al., 2003).

6.2.3 Identificacion de caracteristicas asociadas a la promocion del crecimiento vegetal.

Los aislados utilizados en la investigacion, con claves C1-013, C1-014, C1-015, C5-030 y ACJ-

014, se enviaron para su identificacion mediante técnicas de biologia molecular a Colegio de
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Postgraduados, Campus Montecillo para le extraccion y purificacion de ADN y su posterior envio
a Macrogen. Estas cepas se seleccionaron con base en sus caracteristicas de promocion del
crecimiento, tales como la fijacibn de nitrdgeno, la producciéon de acido indol-3-acético y la

solubilizacién de fosfato y calcio, las cuales se evaluaron mediante las siguientes metodologias:

6.2.4 Evaluacion de la fijacion bioldgica de nitrégeno

La capacidad de las bacterias para fijar el nitrdgeno atmosférico se evalué utilizando el medio
semisadlido libre de nitrégeno NFb (Dobereiner et al., 1976) modificado por Cassan et al. (2010)
(Anexo 4). Para ello se tomé un in6culo bacteriano de una placa de Petri con 24 horas de
crecimiento y se sembré por puncién en tubos de microcentrifuga Eppendorf® de 1.5 mL que

contenian 1 mL del medio NFb. Finalmente se llevaron a incubacién a 35 + 2°C por siete dias.

La cuantificacién del nitrégeno se realizé tomando como base la metodologia propuesta por Lara-
Mantilla (2007): se inocularon por triplicado 200 pL de una suspension bacteriana previamente
ajustada a 0.7 de D.O. (aproximadamente 1x10° UFC/mL) en tubos que contenian 3 mL de Caldo
Extracto de Suelo al 10% (Anexo 5) y se llevaron a incubacién con agitacion constante de 100
rpm durante 72 h. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 6000 rpm durante 15 min y
se agregaron 10 mL de KCI 2M. Se llevaron a agitacion durante una hora y se dej6 en reposo
por una hora adicional. Seguido, se tomé el sobrenadante y se centrifugd a 6000 rpm durante 10
min. La cuantificacién del nitrégeno se llevé a cabo de forma indirecta al determinar la
concentracion del ion amonio con la técnica colorimétrica de Berthelot (Weatherburn, 1967). Para
ello, se adicionaron 0.4 mL de solucién alcohdlica de fenol al 10%, 0.4 mL de nitroprusiato de
sodio al 0.5% y 1 mL de solucién oxidante (20.0 g citrato de sodio, 1.0 g de hidréxido de sodio y
1.0 mL de hipoclorito de sodio 1,5 N en 100 mL de H20) a 10 mL de muestra. Los tubos se
agitaron por un minuto y se dejaron en reposo por una hora. La cuantificacioén se llevo a cabo
midiendo la absorbancia en espectrofotometro de luz visible a 632,9 nm. Como blancos, se
utilizaron muestras de Caldo Extracto de Suelo sin inocular, a las cuales se les determind la
concentracion del ion amonio siguiendo la misma metodologia. Las concentraciones de nitrégeno
filado como amonio se calcularon en una curva estandar de diluciones sucesivas de una solucion

de cloruro de amonio (Anexo 6).
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6.2.5 Evaluacién de la produccion de auxinas

La produccién de acido indol-3-acético se evalu6 cualitativamente como la produccion general
de indoles utilizando la metodologia empelada por Gonzalez-Mancilla et al. (2017) como método
de referencia. Las bacterias se crecieron en Caldo Soya Tripticaseina suplementado con 200
mg/L de L-triptéfano y se incubaron a 35 £ 2°C por 96 h. Posteriormente, se centrifugé 1 mL de
la suspension bacteriana a 5000 rpm por 20 minutos, se tomaron 150 uyL del cultivo y se
agregaron a un pozo de microplaca de 96 pocillos junto con 300 pL de reactivo Salkowski
(Glickmann & Dessaux, 1994) (Anexo 7). Finalmente se incubaron en oscuridad por 30 min. Para
la cuantificacién especifica de AlA, se inocularon 200 pL de la suspension bacteriana ajustada a
0.7 de D.O. en 0.5 L de Caldo Soya Tripticaseina suplementado con 200 pg/mL de triptéfano, se
incub6 durante 96 h (Bharucha et al., 2013). La cuantificacién de la hormona se determind por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS) de acuerdo con la
metodologia propuesta por Contreras-Cornejo et al. (2009). Para ello, se centrifugé el cultivo de
96 h a 6000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se separd y se ajusté a pH 5 + 0.02
utilizando HCI 1 N. El AIA se extrajo del sobrenadante con el mismo volumen de acetato de etilo,
se evaporo a sequedad y se diluy6 en 3 mL de acetato de etilo grado HPLC. Posteriormente, se
sec6 bajo corriente de gas nitrogeno y se diluy6é en 2 mL de cloruro de acetilo en metanol (1:4),
se sonicO por 15 min y se incubd a 75°C por 1 h. La muestra se atemperé a 30°C, se secO bajo
corriente de gas nitrégeno y se agregaron 1 mL de diclorometano y 1.5 mL de anhidrido acético.
Se incubd a 75°C por 1 h y se llevaron nuevamente a sequedad en corriente de gas nitrdgeno.
Finalmente, el AIA derivado se redisolvié en 100 L de acetato de etilo y se inyect6 1 pL en un
cromatografo de gases acoplado a un espectrémetro de masas. La cuantificaciéon de AlA se
realizé mediante una curva de calibracién de AlA estandar derivado bajo las mismas condiciones,

usando el rea debajo de cada pico (Anexo 8).

6.2.6 Determinacion de la actividad solubilizadora de fésforo y calcio

La actividad solubilizadora de fosfatos por parte de las bacterias se determiné utilizando el medio
de crecimiento de fosfato del Instituto Nacional de Investigacion Botanica (NBRIP, por sus siglas
en inglés) (Nautiyal, 1999), el cual contiene fosfato tricalcico insoluble como fuente de fésforo
(Anexo 9), mientras que para la actividad solubilizadora de calcio se emple6 el medio Pikovskaya
modificado por Paguay & Vasco (2013), que contiene carbonato de calcio insoluble (Anexo 10).

Las bacterias se sembraron por puncion sobre el medio sélido y se incubaron a 28°C durante 14
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dias. La solubilizacién efectuada por las bacterias se manifesté por la aparicion de un halo claro
alrededor de la colonia, el cual se describié mediante el indice de solubilizacién (IS) empleando

la siguiente ecuacion (Edi-Premono et al., 1996):

area de la colonia + area de halo

indice de solubilizacién (IS) = Zroa de la colonia

La cuantificacién del fosforo solubilizado por las bacterias en forma de ortofosfatos, se llevo a
cabo siguiendo la metodologia de Rodriguez-Gamez et al. (2013): se inocularon 200 uL de la
suspension bacteriana ajustada a 0.7 de D.O. en 50 mL del medio de cultivo NBRIP contenido
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se agitaron a 150 rpm durante 7 dias. Después del periodo
de tiempo, la muestra se centrifugé a 5000 rpm durante 15 min para separar la biomasa y el
sobrenadante se utiliz6 para determinar la cuantificacion mediante el método azul de
fosfomolibdeno (Murphy & Riley, 1962), para lo cual, se tomaron 4 mL del sobrenadante y se
adicion6 1 mL de la mezcla de reactivos que se describen en el Anexo 11. Los tubos con el
analito se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min y la cuantificacién se determiné
midiendo la absorbancia a 882 nm del color azul desarrollado. Los célculos se realizaron
mediante una curva estandar con de diluciones sucesivas de una solucién de KH;PO. (Anexo
12).

La cuantificaciéon de calcio solubilizado por actividad bacteriana a partir de carbonato de calcio
se determind mediante espectroscopia de absorcion atomica. Para la preparacion de las
muestras, la suspension bacteriana se ajusté a 0.7 de D.O. y se inocularon 200 pL en 50 mL de
medio liquido Pikovskaya modificado y se incubaron por 7 dias. Posteriormente se filtraron al
vacio con membrana de 0.4 um y se efectuaron las diluciones correspondientes para el analisis.
Las concentraciones de calcio libre se calcularon mediante una curva estandar con diluciones

sucesivas de carbonato de calcio.

6.2.7 Pruebas de compatibilidad de bacterias para disefio de consorcio

Las bacterias C1-013, C1-014, C1-015, C5-030 y ACJ-014 se inocularon formando lineas
perpendiculares sobre agar nutritivo, de tal forma que cada una de las cepas estuvo en contacto

directo con las cuatro restantes (Fig. 7). El consorcio bacteriano se preparé adicionando a un
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matraz estéril el mismo volumen de cada suspension bacteriana que no presenté antagonismo,

en una concentracion aproximada de 1x10° UFC/mL.

Cepa 2 | Cepa 3

‘% Cepal—»

Cepa 4| Cepa s

Figura 7. Esquema de inoculacion de bacterias C1-013, C1-014, C1-015, C5-030 y ACJ-014 para

evaluacién de antagonismo.

6.2.8 Efecto de Pseudomonas spp. en la germinacion y vigor de semillas de jitomate

Las semillas se desinfectaron realizando cinco lavados consecutivos con agua destilada estéril,
seguidos por inmersién en hipoclorito de sodio al 5.2% por 15 minutos e inmersién en una
solucion de etanol al 70% durante 3 minutos. Finalmente, se realizaron cinco lavados con agua
destilada estéril y se dejaron escurrir en condiciones de esterilidad. Las semillas se inocularon
colocandolas en un matraz Erlenmeyer conteniendo 100 mL de la suspension bacteriana
ajustada a 0.7 de D.O. (1x10° UFC/mL, aproximadamente) y se pusieron en agitaciéon constante
a 100 rpm durante 1 hora, mientras que los testigos se pusieron en agitacién en caldo nutritivo
estéril. En primer lugar, se determiné el porcentaje de germinacion, en placa de acuerdo con lo
descrito por Dias-Vargas et al. (2001). Se coloc6 una capa de algodon estéril sobre las cajas de
Petri y se humedecié con agua destilada estéril. En cada caja se colocaron por triplicado 20
semillas previamente desinfectadas e inoculadas, se sellaron con papel Parafim® y se dejaron
en la oscuridad a temperatura ambiente. A los 10 dias se reportd el porcentaje de semillas
germinadas, tomando como criterio la emergencia de la radicula. Adicionalmente, se midi6 la
radicula y el hipocétilo de un lote de 30 semillas por bacteria y se calcul6 el indice de vigor

mediante la siguiente ecuacion:

Indice de vigor (IV) = (Mlongitud de radicula T Mlongitud de hipocotilo)x PG

Donde: M es la media 'y PG el porcentaje de germinacion.
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6.2.9 Evaluacion de Pseudomonas spp. en el desarrollo de la raiz de plantulas de jitomate en la
etapa inicial de crecimiento

Se colocaron semillas de jitomate previamente desinfectadas e inoculadas en una bandeja de
germinacion con peat moss durante 21 dias. Posteriormente, se retiraron de la bandeja, se lavo
el excedente de sustrato y se midié la longitud principal, se cuantific6 el nimero de raices
laterales y se calcul6 la densidad de raices dividiendo el niumero de raices laterales entre la

longitud de la raiz primaria.

6.3 Evaluacion del potencial de las bacterias sobre el rendimiento y calidad de fruto de jitomate
en condiciones de invernadero

6.3.1 Disefio experimental

El disefio experimental estuvo constituido por ocho tratamientos (Cuadro 1) de siete repeticiones,
donde cada planta fue una unidad experimental y se colocaron en un invernadero en un disefio
completamente al azar. Como parte de los tratamientos, se empled la Solucion Nutritiva Steiner
al 50% de nitrégeno, fosforo y calcio (SNS°NPCa) Jos demas macro y micronutrientes se aplicaron
completos, a excepcion del testigo relativo, el cual se tratd de forma tradicional y, por tanto, se

aplicé la solucion al 100% (SNSIONPCa) (Anexo 13).

Cuadro 1. Tratamientos en invernadero

No. de tratamiento Descripcion

—

Testigo Absoluto + SNS50NPCa
Testigo Relativo + SNS100NPCa
Cepa 1 + SNS50NPCa
Cepa 2 + SNS50NPCa
Cepa 3 + SNS50NPCa
Cepa 4 + SNS50NPCa
Cepa 5 + SNS50NPCa

0w ~N o g A~ 0N

Consorcio de las 5 cepas + SNS®0NPCa
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6.3.2 Manejo de cultivo en invernadero

Se desinfectaron e inocularon semillas de hibrido comercial tipo Saladette El Cid F1, adquiridas
de la casa comercial Semillas Harris Moran Mexicana S.A. de C.V. Posteriormente se sembraron
en bandejas de poliestireno de 200 cavidades en sustrato Peat moss previamente
acondicionado. Se colocaron en oscuridad hasta la emergencia de las plantulas v,
posteriormente, se colocaron en una zona con luz natural aplicando riego cada 24 horas. Las
plantas se trasplantaron a bolsas de polietileno de color negro de 40 x 40 cm con sustrato
compuesto de tezontle y suelo (1:1) a los 40 dias después de la germinacién, cuando las plantas
presentaron de 4 a 5 hojas verdaderas. Las bolsas se colocaron en doble hilera con una
separacion de 30 cm aproximadamente. Dado que el suelo no se esterilizé, se aplic6 Bankit 25SC
(Azoxystrobin) a una dosis de 400 mL/ ha como control fitosanitario preventivo contra hongos
fitopatdgenos. Desde el trasplante y durante el ciclo del cultivo, los nutrientes se aplicaron a
través de la solucion nutritiva de Steiner (1961), en la concentracidon correspondiente a cada
tratamiento, aplicando aproximadamente 1 L de solucién al dia distribuidos en ocho riegos/minuto

por un sistema de goteo.

Cada planta se inocul6 en tres ocasiones a lo largo del ciclo del cultivo con 1 mL de la suspension
bacteriana correspondiente a cada tratamiento ajustada a 1x10° UFC/mL, aproximadamente,
distribuyendo el in6culo alrededor de la base del tallo hacia la zona radicular. Las plantas
pertenecientes al testigo absoluto se inocularon con 1 mL de medio de cultivo estéril y el testigo
relativo no recibi6 aplicacion. La primera inoculacion se llevo a cabo a los diez dias después del
trasplante, cuando las plantas mostraron signos de adaptacion en el sustrato (descarte de
sintomas de marchitez y formacion de primordios foliares y radiculares), es decir, a los 50 dds,
gue corresponden a la fase de crecimiento inicial y el comienzo del crecimiento vegetativo. La
segunda se realiz6 a los 70 dds, cuando aparecieron los primeros racimos florales y la tercera

inoculacion se realizé a los 110 dds, en el crecimiento de frutos y antes del inicio de la madurez.

El tutorado se realiz6 guiando la planta mediante una rafia de polipropileno, podando los brotes
axilares para permitir Gnicamente el crecimiento del tallo principal, dado que la variedad es de
crecimiento indeterminado, éste se detuvo al quinto racimo, cortando el brote apical. La
polinizacion se llevé a cabo manualmente, moviendo ligeramente las rafias del tutorado cuando
se formaron los primeros racimos florales. El deshoje se realizé cortando las hojas inferiores al

racimo formado, para facilitar la iluminacion, la ventilacion y evitar el exceso de humedad.
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6.3.3 Medicion de variables respuesta en planta.

A los 40, 70, 90 y 120 dias después de la siembra, se midi6 la altura de planta, el didmetro del
tallo y el contenido de nitrégeno en hoja como variables de la parte vegetativa de cada unidad
experimental (Fig. 8). La altura se midié con un flexémetro desde la base del tallo hasta el ultimo
primordio foliar formado; el didmetro del tallo se midié en la base del tallo utilizando un vernier
digital y el contenido de nitrégeno en hoja se midi6 indirectamente como unidades SPAD (Soll
Plant Analysis Development), utilizando un SPAD-502 y, posteriormente, se calculo el porcentaje

de nitrégeno en la hoja mediante la siguiente ecuacion (Aguilar et al., 1998):

SPAD + 4.26
16.15

Figura 8. Medicién de variables en planta. A) Medicion de unidades SPAD; B) Medicién de altura de la

planta con flexdmetro y C) Medicién de diametro del tallo con vernier digital.

Para las unidades SPAD, se realizaron tres mediciones en cada unidad experimental: i) en la
primera hoja formada, ii) en la hoja intermedia y iii) en la dltima hoja formada. La medicion se
llevé a cabo en una zona del limbo cercana a la nervadura principal del foliolo central de cada
hoja (Fig. 9).

Figura 9. Zona de medicién de unidades SPAD en hoja de jitomate.
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6.3.4 Parametros de calidad sensorial y fisicoquimica de los frutos.

Los frutos se cosecharon cuando presentaron el Estadio 6 de madurez, segun la guia de madurez
de la FAO basado en el color (mas del 90% de la superficie color rojo) (FAO, 2003) (Fig. 10).
Para los analisis posteriores, se seleccionaron aquellos frutos con calidad comercial segun la
norma mexicana NMX-FF-031-1997- SCFI Productos Alimenticios No Industrializados Para
Consumo Humano - Hortalizas Frescas - Tomate - (Lycopersicun esculentum Mill.) —
Especificaciones, la cual indica que su didmetro ecuatorial debe ser mayor a 38 mm y se calculd
el porcentaje por planta tomando en cuenta todos los frutos cosechados. Se evalué la firmeza
realizando dos punciones por fruto, en posiciones opuestas situadas en la zona ecuatorial,
utilizando un texturémetro digital y los valores se reportaron en Newtons. Se midi6 el peso

individual en una balanza analitica y se reporté en gramos.

Grado 1 Grado 2 Grado 3

Grado 5 Grado 6

Figura 10. Grado de madurez de jitomate con base en la coloracién del fruto. Grado 1: el 100% de la
superficie del fruto es verde; Grado 2: aparicion de otro color en menos de 10% de la superficie; Grado 3:
entre el 10 al 30% de la superficie presenta coloracién amarillo palido, rosado o rojo; Grado 4: el 30 — 60%
de la superficie presenta color rosado o rojo; Grado 5: el 60 — 90% de la superficie es color rojo y Grado 6:
mas del 90% de la superficie es color rojo. Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2003.

En total, se realizaron cinco cosechas en el ciclo de cultivo. De los frutos obtenidos por
tratamiento en cada cosecha, se realizé un muestreo aleatorio tomando dos frutos de cada
unidad experimental para formar una muestra compuesta de 14 frutos, dando un total de cinco

muestras compuestas por tratamiento al final del tiempo de recoleccion de frutos. Los frutos se
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mezclaron con un homogeneizador ULTRA-TURRAX para la obtencion de puré. Los grados brix
se determinaron como el contenido de sélidos solubles totales (SST) en el jugo de jitomate
obtenido del puré previamente filtrado con una gasa y colocando una gota en un refractometro.
La acidez titulable se determind con la metodologia propuesta por Nielsen (2003). Para ello, se
tomaron 10 mL del puré, se aforaron a 25 mL y se neutralizaron con NaOH 0.1 N mediante un
potencidbmetro hasta pH 8.2. La acidez se calculé con la siguiente ecuacién, expresada como

porcentaje (%) de acido citrico.

me
((Nyvaon (m_l?) (YNaon(mL)) (Mmeqgc citrico(0-064 mgeq))

x 100
Vjugo (mL)

% acidez =

La cuantificacion de licopeno se realiz6 con base a la metodologia empleada por Gawad et al.
(2014). Para ello, se pesaron 0.1 g del puré de tomate y se colocaron en tubos de vidrio cubiertos
con aluminio. Después, el licopeno se extrajo agregando 8 mL de una mezcla de solventes
hexano: etanol: acetona en proporcién 2:1:1. Se agitaron por 10 minutos en un agitador orbital y
se agregd 1 mL de agua desionizada seguido de agitacién en vortex para inducir la separacion
de fases. Se dejé reposar la muestra durante 10 minutos, y se recogio la fraccion superior, la
cual contiene al licopeno extraido en hexano. Se midié la absorbancia de la solucién colorida en
espectrofotbmetro a una longitud de onda de 503 nm, utilizando hexano como blanco.
Finalmente, la concentracion de licopeno se estimé utilizando el coeficiente de extincion molar

mediante la siguiente ecuacion:

, (As03) (537) (10) (0.55)
Licopeno (mg/kg) — 7508 DD

Donde:

Asos, €s la absorbancia obtenida de la capa superior;

537, es el peso molecular del licopeno;

10, es el volumen (mL) agregado de la mezcla de disolventes HEA
0.55, es el volumen de la capa superior;

0.1, es el peso de la muestra en gramos y

172, es el coeficiente de extincion del licopeno en hexano.
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Cada analisis se realiz6 por triplicado, finalmente, se calculé el promedio de los valores obtenidos
en las 5 muestras compuestas.

6.3.5 Rendimiento por planta

Se determiné el peso de los frutos obtenidos por planta mediante una balanza analitica y se

calculé el rendimiento como kilogramos por planta al quinto racimo.

6.4 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza de dos vias, ademas, una prueba post
hoc de Tukey de comparacion de medias para determinar diferencia significativa entre
tratamientos, con un nivel de significancia a = 0,05. Los calculos se realizardn con el paquete
estadistico de SAS, 2012 (Statistical Analysis Systerm).
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7. Resultados y Discusién

7.1 Evaluacién de rasgos asociados a la promocion del crecimiento de Pseudomonas spp.

A partir de la coleccion de bacterias del laboratorio de Nutricion Vegetal del CIDAM con
actividades de importancia agronémica, se seleccionaron cinco aislados pertenecientes a la
poblacién microbiana de rizésfera de Saccharum officinarum (cafia de azucar) y Agave sp, por
su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, solubilizar fosfato y calcio y producir AlA, cuya
actividad se evalué mediante pruebas cualitativas y cuantitativas. Las rizobacterias se
identificaron molecularmente por la empresa Macrigen como especies del género Pseudomonas
y se identificaron como Pseudomonas sp. C13, Pseudomonas sp. C14, Pseudomonas sp. C15,

Pseudomonas fluorescens C30 y Pseudomonas putida ACJ14.

7.1.1 Actividad de Pseudomonas spp. sobre la nutricién vegetal

Las cinco cepas fueron positivas para la fijacion de nitrégeno atmosférico (Fig. 11). Las cepas
pudieron crecer en el medio semisdlido libre de nitrégeno (Fig. 11 A), el cual se coloco en tubos
de microcentrifuga a un 75% de su capacidad para generar el ambiente reducido de oxigeno. En
un principio, la consistencia semisoélida permite a las bacterias el comienzo de su multiplicacion
y, cuando se limita la concentracién de oxigeno disuelto en el medio, se establecen en la
superficie donde encuentran el oxigeno en concentracion necesaria para llevar a cabo la
respiracion sin comprometer la estabilidad de la enzima nitrogenasa sensible a oxigeno (Baldani
et al., 2014). Se observo el establecimiento de Pseudomonas spp., en la superficie del medio,
ademas, generaron un cambio de coloracion en el mismo. Este viraje es debido a la presencia
del indicador de pH azul de bromotimol, el cual es color amarillo en condiciones acidas y cambia
a azul por el incremento del pH generado por los productos del proceso de fijacion, por tanto,
este cambio es considerado positivo a la fijacion de nitrogeno (Kuan et al., 2016). La
cuantificacion del nitrégeno fijado en forma del ion amonio se llevé a cabo mediante la reaccion
de Berthelot, en la cual, el amonio de la muestra reacciona con el hipoclorito en condiciones
alcalinas debido a la adicion de hidroxido de sodio para formar monocloramina, quien, a su vez,
reacciona con el fenol dando lugar al indofenol, en una reaccién catalizada por nitroprusiato de
sodio (Kimble et al., 2006). El indofenol confiere una coloracion azul, la cual es medida
espectrofotométricamente y cuya absorbancia es proporcional a la concentracion de amonio. En

la Figura 9 B se presentan los valores promedio de tres repeticiones obtenidos de la reaccion de
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Berthelot de las cinco bacterias evaluadas, calculadas a partir de una curva de calibracion de
cloruro de amonio. Se utilizé6 Azospirillum brasilense como control positivo a la reaccion, puesto
gue se ha descrito como uno de los principales géneros fijadores de nitrdgeno (Zaidi et al., 2017).
A partir de A. brasilense se cuantificaron 12.7 pg/mL de amonio (Fig. 11 B), valor que superaron
las cinco cepas de Pseudomonas spp. ya que la cepa C13 fij6 un total de 15 ug/mL de amonio,
P. fluorescens 20 ug/mL y Pseudomonas sp. C15, junto con P. putida ACJ14, lograron una
actividad fijadora similar, al presentar una concentracién cercana a 30 pg/mL. Pseudomonas sp.
C14 presentd el valor mayor, con 35 pg/mL, demostrando la presencia del complejo enzimatico
nitrogenasa en estos microorganismos. Ademas del género Azospirilum como fijador de
nitrdgeno, se han reportado otros géneros de bacterias rizosféricas con el mecanismo para llevar
a cabo el proceso de fijacion. Se ha destacado la importancia de especies de Azotobacter spp.
(Aasfar et al., 2021), principalmente A. chroococum, A. beijerinckii, A. vinelandii y A. lipoferum
(Sharma, 2021). Asi como Burkholderia spp. (Bahulikar et al., 2014), Acetobacter spp. y
Gluconacetobacter spp. (Gupta et al., 2015).

La mayoria de especies de Pseudomonas spp. carecen de la presencia de los genes codificantes
necesarios para el proceso de fijacién biol6gica de nitrégeno (Yan et al., 2008). Sin embargo,
Fox et al. (2016), reportaron a la bacteria Pseudomonas protegens como fijadora de nitrégeno,
mientras que Wang et al. (2017), informaron la capacidad de Pseudomonas stutzeri A1501 para
llevar a cabo el proceso de fijacion en condiciones microaerofilicas y limitantes de nitrégeno. P.
stutzeri ha sido la especie del género mas estudiada en este sentido, Ke et al. (2018),
demostraron una mejoria en el crecimiento de maiz y la disponibilidad de nitrégeno con la misma
cepa, asi como un aumento en la poblaciéon de diazétrofos en la rizésfera. Li et al. (2017),
informaron la presencia de P. koreensis y P. entomophila en la rizésfera de cafia de azlcar
capaces de fijar nitrdgeno atmosférico al determinar la expresion del gen nifH. Anteriormente, se
habia determinado la capacidad de distintas variedades de cafia de azlcar brasilefias para

obtener hasta el 70% de su requerimiento de nitrégeno mediante este proceso.
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Figura 11. Fijacién biol6gica de nitrégeno in vitro por Pseudomonas spp. (A) Prueba cualitativa en
medio semisélido libre de nitrégeno, el cual, en una reaccion positiva, cambia de color amarillo a azul. (B)
Cuantificacion del ion amonio por la reaccion de Berthelot. Cada tratamiento se realizé por triplicado. Las
barras representan la media * del error estandar. Las letras corresponden a las medias con diferencias
significativas (p<0.05).
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Estos datos concuerdan con nuestros resultados, al determinar la efectividad en el proceso de
fijacion bioldgica de nitrégeno por especies del género Pseudomonas spp. aisladas de cafia de
azucar, por lo tanto, su uso puede representar una fuente segura y sostenible de este elemento,
contribuyendo a la disminucién de la dependencia de nitrégeno inorganico, asi como la
disminucién de energia necesaria para su produccion (Mahmud et al., 2020), ya que se estima
un aporte de hasta el 65% de este elemento a los sistemas de cultivo a través de la fijacidén

biol6gica de nitrégeno (Kuan et al., 2016).

Por otro lado, las cepas mostraron capacidad para solubilizar fosfato y calcio de una fuente
insoluble (Fig. 12 y 13). Cualitativamente, la actividad solubilizadora de fosfato de las
Pseudomonas evaluadas se observo por la aparicion de una zona clara alrededor de la colonia
(Fig. 12 A). En este caso, presentaron un indice de solubilizacion de fosfato entre 1.59 y 5.59
(Fig. 12 B). En 2020, Pande et al., reportaron ocho cepas con un indice de solubilizacién que
oscil6 de 1,77 a 4,88, identificadas como Burhkolderia cepacea, una de las principales bacterias
caracterizadas como solubilizadoras de fosfato y en un estudio en macetas y en campo, indujeron
un aumento significativo en el crecimiento del maiz dulce, asi como la productividad del grano,
con lo cual, al obtener indices de solubilizacion similares, respalda nuestro propésito para ser
probadas en planta. Se cuantific6 una concentracion de fosfato solubilizado en forma de
ortofosfatos en un rango de 20 a 90 pug/mL (Fig. 12 C). Las bacterias Pseudomonas sp. C14y P.
putida ACJ14 presentaron los valores menores de solubilizacién, con un total de 20 ug/mL,
mientras que Pseudomonas sp. C13, Pseudomonas sp. C15 y P. fluorescens C30 presentaron
valores cercanos a 90 pg/mL. Con respecto a la solubilizacién de calcio, las cinco cepas
presentaron halos de solubilizacién (Fig. 13 A) y se determinaron indices entre 1.88 y 4.49, el
indice mayor correspondiente a la cepa C13 (Fig. 13 B). El andlisis cuantitativo fue consistente a
estos resultados, dado que la misma cepa presentd el mayor valor, con 583.74 pug/mL de calcio
soluble. Sin embargo, la espectrometria de absorcion atémica no detectd calcio soluble por
Pseudomonas sp. C14 y C15 (Fig. 13 C). Para el caso de calcio no se encuentran reportes en la
literatura de la solubilizacion empleando la fuente de carbonato de calcio, puesto que los ensayos

realizados emplean como compuesto insoluble los fosfatos de calcio y no los carbonatos.
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Figura 12. Solubilizacion de fosfato in vitro por Pseudomonas spp. Halos de solubilizacion de fosfato
en medio NBRIP. BS: Bacillus subtilis; EC: E. coli y BK: Burkholderia sp, se utilizaron como cepas control.
B) indices de solubilizacién de fosfato. C) Cuantificacion del fosfato solubilizado como ortofosfatos por el
método de azul de fosfomolibdeno. Cada prueba se realiz6 por triplicado. Las barras representan la media

* del error estandar. Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 13. Solubilizacién de calcio in vitro por Pseudomonas spp. A) Halos de solubilizacion de calcio

en medio Pikovskaya modificado con carbonato de calcio. B) indices de solubilizacién de calcio. C)

Cuantificacion del calcio solubilizado por espectrometria de masa atomica. Cada prueba se realizd por
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triplicado. Las barras representan la media + del error estandar. Las letras corresponden a las medias con

diferencias significativas (p<0.05).

El fésforo es uno de los elementos mas importantes para lograr altos rendimientos en los cultivos.
Sin embargo, el fésforo inorganico en suelo representa una fraccion minima debido a la formacién
de compuestos insolubles (Alori et al., 2017). Por otro lado, la deficiencia de calcio es rara en la
naturaleza, sin embargo, en horticultura se pueden producir limitaciones de este elemento debido
a la capacidad de reaccion con los iones fosfato del suelo, formando precipitados generalmente
insolubles (White & Broadley, 2003), representando uno de los principales problemas en los
suelos alcalinos. La solubilizacién de fosfato a través de la produccion de acidos orgénicos es
uno de los mecanismos mas importantes de las bacterias promotoras del crecimiento (Khan et
al., 2014). Ademas, se ha catalogado al género Pseudomonas spp. como uno de los principales
productores de acidos organicos responsables de la solubilizacion de fosfato tricélcico y fosfatos
de roca (Vyas et al., 2009), por lo tanto, su aplicacién mejora la disponibilidad de fosfato y calcio

para la planta, como una practica agricola sostenible.

7.1.2 Biosintesis de acido indol-3-acético por Pseudomonas spp.

Las cepas de Pseudomonas spp. presentaron la capacidad de producir auxinas. En primer lugar,
se utilizé el reactivo de Salkowski propuesto por Glickmann & Dessaux, (1994) para identificar
las bacterias productoras, donde el reactivo reacciona con el anillo inddlico y es evidenciado por
una coloracién roja producto de una oxidacion a partir del acido sulfarico. Sin embargo, los
mismos autores demostraron que la reaccion también puede ocurrir con compuestos como indol
acetamida y triptamina, los cuales son intermediarios en la sintesis de acido indol-3-acético
dependiente de triptéfano. Por lo tanto, la presencia de estos metabolitos en el medio podria
interferir en la estimacion real de la produccion de AlA 'y se determind como produccion de indoles
totales, lo cual, en un principio, permitié la seleccién de posibles bacterias productoras de este
compuesto. La determinacion especifica de produccién de acido indol-3-acético, se realizd
mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas. P. fluorescens C30
exhibié la mayor eficiencia de produccion (12680 pg/L), el resto de las cepas produjeron en un
rango de 61.33 a 840.67 pg/L (Cuadro 2). Contreras-Cornejo et al. (2009), reportaron la
produccion de AIA en concentraciones similares por el hongo Trichoderma virens y comprobaron
su participacion en el desarrollo de raices laterales y aumento de biomasa en Arabidopsis

thaliana en condiciones axénicas. Por otro lado, Gao et al. (2015), reporto la produccion de 18.47
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pg/mL de AIA por Burkholderia sp. 7016 y observaron aumentos significativos en la altura y peso
de brotes, longitud y peso de las raices y el diametro del tallo en plantas de tomate en invernadero
y el incremento en el rendimiento de tomate en campo, por tanto, la aplicacion de bacterias
productoras de AlA constituyen una alternativa ecoldgica en la agricultura sostenible por su papel

en el desarrollo vegetal.

Cuadro 2. Produccion de AlA por Pseudomonas spp.

Bacteria Concentracion AlA (pg/L)
A. brasilense 487.3+70.7b
Pseudomonas sp. C13 61.3+17.2b
Pseudomonas sp. C14 840.7+58Db
Pseudomonas sp. C15 1225+58Db
P. fluorescens C30 12680 +22.9 a
P. putida ACJ14 470.7 £13.7b

7.2 Evaluacion de antagonismo entre cepas de Pseudomonas spp.

El uso de inoculantes mixtos representa una mayor probabilidad de éxito para la promocién del
crecimiento vegetal, debido a la combinacién de diferentes mecanismos para lograr distintos
efectos en la planta o por su capacidad de supervivencia al competir de forma mas eficaz con la
poblacion y el ambiente de la rizosfera (Santos et al., 2019). En este estudio, se descartd el
antagonismo entre las 5 cepas de Pseudomonas spp. al no observar inhibicion en la siembra de
interaccion directa (Fig. 14), lo cual permiti6 emplear un consorcio para las pruebas posteriores

en planta.
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Pseudomonas sp. C13 Pseudomonas sp. C14 Pseudomonas sp. C15

Figura 14. Evaluacion de antagonismo entre cepas de Pseudomonas spp. Las lineas
verticales de inéculo en cada placa corresponden a la bacteria mencionada en la parte superior de cada

fotografia. Las lineas horizontales corresponden al resto de las cepas.

7.3 Efecto de Pseudomonas spp. sobre la germinacion de semillas de jitomate e indice de vigor

La calidad de la semilla determina el rendimiento potencial de una planta después de la siembra
(Finch-Savage & Bassel, 2015). Sin embargo, es muy comun la pérdida de viabilidad por cierto
grado de deterioro o envejecimiento celular, lo cual ha llevado a la busqueda de métodos para
proporcionar y mantener semillas de alto vigor y calidad (Xia et al., 2019), entre ellos, el
recubrimiento de semillas antes de su siembra en suspensiones a base de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal en un proceso llamado bacterizacion (Pandey & Gupta, 2020). Para
examinar el efecto de la inoculacion de las Pseudomonas spp. aisladas de cafia de azucar y
agave sobre la germinacion y vigor de las semillas de jitomate, se inocularon con suspensiones
ajustadas a 1x10° UFC/mL, incluyendo un lote de semillas inmersas en caldo nutritivo como
tratamiento control. Se colocaron en placas de Petri cubiertas con algodén (Fig. 15 A) y se calculé
el porcentaje de semillas germinadas a los 7 dias, tomando como criterio la emergencia de la
radicula (Fig. 15 B). Se observé una baja viabilidad de las semillas empleadas en este estudio al
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obtener un 70% de germinacion en el tratamiento control, posiblemente atribuible al tiempo de
almacenamiento. Bajo estas condiciones, se aprecié un incremento del 8.5 al 18.5% en el
porcentaje de germinacién por la inoculacion de Pseudomonas spp. pero sin diferencias
significativas segun el analisis estadistico (Cuadro 3). Pese a ello, el efecto positivo sobre la
germinacion muestra una tendencia creciente con respecto a la concentracion de AlA, puesto
que las bacterias con los niveles mas altos de produccién, como P. fluorescens C30 (12.6 pg/mL),
Pseudomonas sp. C14 (0.67 pg/mL) y P. putida ACJ14 (0.47 ug/mL) generaron el mayor
incremento. Caso contrario, Pseudomonas sp. C15 y Pseudomonas sp. C13 quienes produjeron
las concentraciones mas bajas de AlA, 0.12 pg/mL y 0.06 pg/mL, respectivamente, no ejercieron

un efecto evidente.

La germinacion de la semilla termina con la emergencia de la radicula tras la ruptura del
episperma, una vez que se interrumpe el estado de latencia (Li et al., 2016). Dicho proceso esta
regulado por el equilibrio entre algunas hormonas vegetales, tales como el acido abscisico quien
induce el estado de latencia, inhibiendo la germinacion, mientras las giberelinas realizan el efecto
contrario (Shuai et al., 2017). El efecto de AIA sobre el desarrollo vegetal es dependiente de la
dosis. Autores como Zhao en 2013, informaron un aumento en la tasa de germinacion de semillas
de abeto chino atribuible a auxinas en una concentracion de hasta 17.5 pg/mL. Sin embargo, El-
Mergawi & El-Wahed (2020), mostraron una disminucién significativa en el porcentaje de
germinacion de semillas de maiz con concentraciones mayores a 43.8 ug/mL de AlA. Por lo tanto,
la produccion de AIA por las Pseudomonas evaluadas, sustenta la ventaja de su aplicacién en el

proceso de bacterizacién, con el fin de mejorar el porcentaje de germinacion.

m

Figura 15. Germinacioén in vitro de semillas de jitomate inoculadas con Pseudomonas spp. A)
Semillas de jitomate colocadas sobre cama de algodon estéril. B) Emergencia de la radicula de semillas

de jitomate.
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Cuadro 3. Porcentaje de germinaciéon de semillas de jitomate por inoculacion de Pseudomonas

spp.

Tratamiento Germinacion (%)
Control 70.0+5.7
Pseudomonas sp. C13 70.0+5.0
Pseudomonas sp. C14 83.3+44
Pseudomonas sp. C15 76.7+1.6
P. fluorescens C30 81.7+44
P, putida ACJ14 80.0+£5.0
Consorcio 80.0 + 2.88

Por otro lado, se determiné el indice de vigor a los 10 dias posteriores a la inoculacién, sumando
la longitud de la radicula y el hipocétilo y multiplicandolo por el porcentaje de germinacion. (Fig.
16). Todas las cepas de Pseudomonas spp. incrementaron estadisticamente el indice de vigor
(Fig. 16 B), registrandose los valores mas altos por Pseudomonas sp. C15., quien logré un
incremento del 50% con respecto al control, seguido del consorcio con un incremento del 45%,
lo cual podria indicar la influencia de las bacterias, particularmente en la emergencia de la
plantula al estimular el alargamiento celular del eje embrionario (Li et al., 2016). Se han reportado
cepas de P. putida, P. aeruginosa (Narendra et al., 2015) y P. fluorescens (Konappa et al., 2020)
con la capacidad de mejorar el porcentaje de germinacion y vigor de semillas de jitomate,
atribuible a la produccién mejorada de hormonas vegetales generando plantulas mas vigorosas

y con mayor capacidad para establecer el cultivo.
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Figura 16. indice de vigor de semillas de jitomate inoculadas con Pseudomonas spp. A) Radicula e
hipocétilo de los tratamientos a los 10 dias después de la inoculacion. B) indice de Vigor de semillas de
jitomate inoculadas y no inoculadas. Cada prueba se realiz6 por triplicado, usando 10 semillas por

repeticion. Las barras representan la media * del error estdndar. Las letras corresponden a las medias con

diferencias significativas (p<0.05).

7.4 Inoculaciéon de Pseudomonas spp. sobre el sistema radicular de jitomate durante la etapa

inicial de desarrollo

Desde hace algunos afos, se han adaptado métodos de crecimiento in vitro para estudiar la

interaccion ente plantas y microorganismos, caracterizados por realizarse a microescala en
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condiciones estériles y en condiciones ambientales optimizadas con respecto a factores tanto
fisicos como nutricionales, con el fin de conocer a detalle los mecanismos de funcionamiento y
respuestas adaptativas (Pierik, 1990). Sin embargo, para una aplicacién exitosa, también se
deben considerar diversos aspectos del ambiente cuando la planta esta en condiciones naturales
(Wu et al., 2009). Por esta razdn, se llevo a cabo un analisis preliminar del efecto de las bacterias
sobre el sistema radicular de plantulas en las condiciones cominmente utilizadas en el proceso
de germinacion, el cual incluye la siembra de la semilla desinfectada en sustrato no estéril en
una bandeja de germinacion y su exposicion a luz solar natural y riego diario. Al no observar
efectos inhibitorios por la inoculacién de bacterias sobre la germinacion de semilla de jitomate,
se realiz6 su inmersion en suspension bacteriana previa a la siembra en Peat moss. Pasados 21
dias correspondientes a la etapa de desarrollo inicial del ciclo de jitomate, se retiraron del
sustrato, se lavé la raiz y se cuantifico la longitud de la raiz principal (Fig. 17 A), el nUmero de
raices laterales (Fig. 17 B) y se calcul6 la densidad de raices dividiendo el nUmero de raices
laterales por la longitud de la raiz primaria (Fig. 17 C). Las plantas sin inocular presentaron una
longitud de ocho cm y un promedio de siete raices laterales. La inoculacién con Pseudomonas
spp. ho mostré un efecto significativo sobre el crecimiento de la raiz principal, a excepcion de P.
fluorescens C30. El ndmero de raices laterales incrementé de forma significativa por
Pseudomonas sp. C13, Pseudomonas sp. C14 y P. fluorescens C30. De forma interesante,
Pseudomonas sp. C14 increment6 de forma significativa el nimero de raices laterales y acortd
el crecimiento de la raiz principal, lo cual se observé por el incremento en la densidad de raices,
generando una arquitectura radicular caracteristica del efecto generado por el 4cido indol-3-
acético (Spaepen et al., 2013). No obstante, la arquitectura radicular depende de diversos
factores como la relacion entre distintas fitohormonas (Sharma et al., 2021) y/o la disponibilidad
de nutrientes al modificar de forma especifica el patrén de raices (Lopez-Bucio, et at., 2003). Por
lo tanto, es necesario realizar un analisis mas profundo si se requiere conocer los factores
especificos que estan participando en la modificacion del sistema radicular. Para términos de
este proyecto, tales contribuciones sobre el sistema de raices por la inoculacion con
Pseudomonas spp. sustentaron evaluar su efecto después del trasplante, ya que un sistema de
raices mejorado en etapas tempranas, representa una mayor probabilidad de éxito en el
establecimiento del cultivo al favorecer la colonizacién y el establecimiento de la bacteria en la
rizosfera de la planta (Stoll et al., 2021) y a la vez, confiere una mayor superficie de absorcién de
agua y nutrientes, asi como un mayor potencial exploratorio en la etapa fenol6gica de mayor

consumo de nutrientes (Bodale et al., 2021).
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Figura 17. Efecto de la inoculacion de Pseudomonas spp. sobre el sistema radicular de jitomate a
los 21 dds. A) Longitud de la raiz principal (cm); B) nimero de raices laterales; C) Densidad de raices. D)
Sistema radicular de plantulas de jitomate con y sin inoculacién. Cada prueba se realiz6 por triplicado. Las
barras representan la media + del error estdndar. Las letras corresponden a las medias con diferencias

significativas (p<0.05).

Las bacterias del género Pseudomonas spp. son importantes promotoras del crecimiento
vegetal, dadas sus habilidades para colonizar la rizésfera, fijar nitrégeno, solubilizar fosfato,

producir AIA, producir sider6foros y metabolitos con actividad bactericida que evita el
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establecimiento de microorganismos fitopatdgenos para las plantas (Roquigny et al., 2017). Su
uso como PGPR se ha evaluado exitosamente en cultivos como maiz, trigo, sorgo, tomate, etc.
(Kour et al., 2020; Rodriguez et al., 2020). No obstante, la capacidad de una especie para
promover el crecimiento de las plantas depende ampliamente de factores especificos, tanto de
la especie vegetal como de las condiciones del cultivo porque afectan la diversidad y actividades
de la comunidad microbiana (Tabassum et al., 2017). En lo que a esto respecta, autores como
Shameer & Prasad, (2018) sefialan esta especificidad como una limitante para la aplicacién de
bioinoculantes, es decir, no pueden ser aplicados de forma generalizada. Ademas, estudios
previos demuestran la existencia de una amplia variabilidad genética y, por tanto, funcional, entre
cepas dentro de una especie bacteriana (Loper et al., 2012). Por tal motivo, es importante su

evaluacion directa en algun cultivo de interés para poder ser utilizadas.

7.5 Monitoreo de pardmetros vegetales en jitomate con dosis reducida de N, P y Ca, en respuesta

a la inoculacién de Pseudomonas spp.

El consumo equilibrado de nutrientes es importante en todas las etapas de crecimiento vegetal.
Para jitomate en invernadero, Bodale et al. (2021), identificaron los primeros 90 dias de
crecimiento como el periodo de mayor consumo de nutrientes, principalmente de nitrégeno,
fésforo y potasio, por su participacién en el crecimiento del tallo y formacién de hojas vy flores.
Asi pues, si uno sélo de los nutrientes es escaso, el crecimiento de la planta es limitado y se
reduce el rendimiento del cultivo, lo cual propicia a la aplicacion excesiva de fertilizantes para
evitar la disminucion en la produccion por deficiencia (L6pez-Marin, 2017). En este contexto, uno
de los principales objetivos de este estudio es lograr la reduccién en la aplicacién de nitrégeno,
fésforo y calcio de la solucién nutritiva mediante el uso de bacterias promotoras del crecimiento.
Al determinar actividades relacionadas con el aumento en la disponibilidad de nutrientes por parte
de las Pseudomonas aisladas, la concentracion de N, P y Ca en la solucién nutritiva Steiner se
redujo en un 50% de la solucion nutritiva Steiner. La nutricion reducida se aplic6é con y sin las
cepas, individualmente y en consorcio. Posteriormente, se evaluaron la altura, el didmetro del
tallo y el porcentaje de nitrégeno en hoja para el monitoreo del crecimiento. Hay varios métodos
para medir el nitrdgeno en la hoja, sin embargo, un método rapido y no destructivo es a través
de las unidades SPAD (Soil Plant Analysis Development). En 1991, Turner & Jund, demostraron
la proporcionalidad entre la unidad SPAD y el contenido de clorofila, asi como la relacién con la
cantidad de nitr6geno absorbido, lo cual nos permite conocer el estado nutrimental de la planta

con respecto a la disponibilidad de nitrégeno. Las diferencias significativas en los tres parametros
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medidos se presentaron al inicio de la etapa reproductiva, posterior al periodo critico de consumo
de nutrientes segun Bodale et al. (2020), por tanto, Unicamente se presentan los datos

correspondientes a la etapa reproductiva y al inicio de la cosecha (Fig. 18 A-C).

El testigo absoluto registrd la menor altura, el menor didmetro de tallo y el contenido de nitrégeno
en hoja mas bajo respecto a los tratamientos desde los primeros 90 dias después de la siembra,
sin embrago, la diferencia fue mayor a los 130 dds, ya que presenté una altura de 146 cm, un
tallo de 6.6 mm y una concentracién de nitrdgeno en hoja de 2.7%, correspondiente al 22%, 25%
y 18%, respectivamente, menor al testigo fertilizado con la solucién nutritiva completa, el cual
present6 177 cm de altura, 8.9 mm de didmetro de tallo y un 3.4% en el contenido de nitrdgeno
en hoja, demostrando que la reduccion del 50% de nitrogeno, fosforo y calcio afecto el desarrollo
de las plantas de tomate. La inoculacion con las bacterias en plantas fertilizadas con el 50% de
N, Py Ca, influyé positivamente sobre la altura, el diametro del tallo y el contenido de nitrdgeno
en hoja, observandose su efecto desde la etapa reproductiva, principalmente por Pseudomonas
sp. C14, P. fluorescens C30 y P. putida ACJ14. La inoculacién con la cepa C14, indujo el mayor
estimulo sobre la altura, con un promedio de 194 cm, correspondiente a un 9.7% superior al
testigo relativo. Ademas, gener6 el mayor contenido de nitrégeno en hoja, lo cual es congruente
puesto que fij6 amonio en mayor concentracion. Por otra parte, el diametro del tallo incrementé
significativamente por la aplicacién de P. fluorescens C30 y el consorcio, ya que las plantas
tenian un didmetro de cerca de 10 cm y un 13% mayor al testigo relativo. Ademas, generaron un
aumento en el contenido de nitrégeno en hoja, junto con P. putida ACJ14. Es importante
mencionar que el testigo con la solucién al 50% y sin inoculacion bacteriana, presentd niveles
inferiores al contenido de nitrégeno foliar para una planta de jitomate, el cual se encuentra entre
3y 5% (Argerich & Troilo, 2010), indicando una afectacion sobre la absorcion de nitrégeno dada
por la reduccién de la fertilizacién quimica, pero favorecida por la inoculacion de Pseudomonas
spp, al observar un porcentaje de nitrégeno en plantas inoculadas mayor al 3% en todos los
casos. Los datos obtenidos en las tres variables, presentaron diferencias significativas con el
testigo absoluto e incluso superaron al testigo con nutricion al 100%, indicando una
compensacién nutricional en plantas de jitomate con fertilizacion deficiente generada por la
inoculacion con Pseudomonas spp. probablemente por su participacion al facilitar la
disponibilidad de macronutrientes importantes en estas etapas debido a su capacidad para fijar
nitrégeno y solubilizar fosfato o por la accién de sustancias sintetizadas por las bacterias que
estimularon la elongacion de la planta y la superficie de adquisicion de nutrientes al mejorar el

desarrollo radicular. Consistentemente, las bacterias con mayor capacidad para realizar las
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actividades mencionadas anteriormente, presentaron un efecto mejorado sobre el crecimiento

del jitomate.
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Figura 18. Efecto de la inoculacién de Pseudomonas spp. sobre las variables vegetativas de
jitomate. A) Altura; B) Diametro de tallo y C) Unidades SPAD. Los valores corresponden a la media de
siete repeticiones. Las barras representan la media + del error estandar. Las letras corresponden a las
medias con diferencias significativas (p<0.05).

7.6 Analisis de supervivencia de Pseudomonas spp. en la rizésfera de jitomate en invernadero.

Al final del ciclo de cultivo, se hicieron asilamientos a partir de suelo adherido a las raices de
cada uno de los tratamientos para confirmar la persistencia de las bacterias (Fig. 19). Se
identificaron las colonias con morfologias similares a las bacterias inoculadas en planta y se
comprobé su pureza con la observacion de bacilos Gram negativos por tincibn Gram. Las
Pseudomonas producen pigmentos fluorescentes de color verde amarillento, denominados
sideréforos (Cezard et al., 2015) observables bajo luz UV, lo cual apoyé la identificacion
presuntiva de Pseudomonas. Finalmente, se realizaron las pruebas cualitativas para identificar

las caracteristicas asociadas con la promocién del crecimiento que se evaluaron inicialmente.

En primera instancia, se observé una mayor carga bacteriana en los tratamientos inoculados con
Pseudomonas spp., lo cual podria significar la supervivencia de las mismas en la rizésfera de
jitomate, ademas, se ha informado que la inoculacion con Pseudomonas puede incrementar la
densidad de las comunidades microbianas (Hu et al., 2021). En todos los tratamientos se aislaron

colonias presuntivas a Pseudomonas con respecto a su morfologia macroscépica (Fig. 19 A),
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incluso en ambos testigos, sin embargo, estas Ultimas se descartaron al no presentar
fluorescencia cuando se observaron bajo luz UV (Fig. 19 B) y por no poseer actividad fijadora de

nitrégeno, solubilizar fosfato y calcio y producir AIA (Cuadro 4).

Segun Kloepper, la capacidad para colonizar y sobrevivir en la rizosfera es una caracteristica
intrinseca de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal al ser un factor clave para la
interaccion benéfica con las plantas (Kloepper, 1978). En este sentido, autores como
Subramanian et al. (2015) y Sultana et al. (2016), reportaron la promocion del crecimiento de
plantulas de sorgo y tomate, respectivamente, inoculadas con Pseudomonas sp. debido a un
incremento en la absorcion de nutrientes asociado con la eficiente colonizacion de raices. El
género Pseudomonas posee una ventaja adicional para la colonizacion de la rizésfera debido a
su habilidad para formar biopeliculas (Zboralski et al., 2020), las cuales consisten en agregados
microbianos en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares generando un ambiente
protegido que favorece su persistencia (Noirot-Gros et al., 2018). Asi lo demostré Ansari &
Ahmad en 2018, quienes determinaron la capacidad de Pseudomonas entomophila para
promover el crecimiento de trigo y lo atribuyeron a la formacién de biopeliculas que favorecieron

su colonizacion

La capacidad de colonizacion de las bacterias, ademas, les confiere ventaja en la competencia
por espacio y nutrientes contra microorganismos potencialmente patégenos como una forma
indirecta de promover el crecimiento vegetal (Rojas-Solis et al., 2016). Es este mismo sentido,
se ha reportado la produccion de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana por
Pseudomonas spp., otorgandoles un papel importante como agentes de biocontrol (Couillerot et
al., 2009). Con las consideraciones anteriores, los resultados de esta prueba indican una alta
probabilidad de que las Pseudomonas evaluadas tengan la capacidad de establecerse y
sobrevivir en la rizosfera de jitomate en condiciones no controladas al menos por 30 dias,
considerando la dltima inoculacion. En estudios previos se ha demostrado la habilidad de cepas
de Pseudomonas fluorescens para persistir en la rizésfera en la misma densidad del in6culo
inicial durante dos semanas y, posteriormente, disminuyen gradualmente permaneciendo
funcionales hasta por 35 dias después de la siembra (Wang et al., 2004; Yan et al., 2003).
Ademas, se comprobd que mantienen su capacidad para fijar nitrégeno, solubilizar fosfato y
calcio y producir indoles. Sin embargo, es importante mencionar que, para realizar un analisis
més profundo sobre el comportamiento de las bacterias sobre la rizosfera tras la inoculacién en
planta, es necesario utilizar mutantes marcados con proteinas fluorescentes o, en su defecto,

realizar la identificacion bacteriana mediante pruebas moleculares.
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T. Absoluto T. Relativo Pseudomonas sp. C13  Pseudomonas sp. C14

Pseudomonas sp. C15 P. fluorescens C30 P. putida ACI14 Consorcio

Figura 19. Evaluacion cualitativa de la capacidad de supervivencia de Pseudomonas spp. en la
rizésfera de jitomate en invernadero al término del ciclo de cultivo. A) Morfologia colonial y B)

Fluorescencia emitida por la exposicion a rayos UV.
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Cuadro 4. Caracteristicas asociadas a la promocion del crecimiento de bacterias aisladas de

rizosfera de jitomate.

Tratamientos Tincién Fijacion de Solubilizacion  Solubilizacién Produccién de
Gram nitrogeno de fosfato de calcio AlA

T. Absoluto Bacilos (-) - - - -

T. Relativo Bacilos (-) - - - -
Pseudomonas sp. C13 Bacilos (-) + + + +
Pseudomonas sp. C14 Bacilos (-) + + + +
Pseudomonas sp. C15 Bacilos (-) + + + +

P. fluorescens C30 Bacilos (-) + + + +
P. putida ACJ14 Bacilos (-) + + + +

7.7 Efecto de la inoculacién de Pseudomonas spp. sobre el sistema radicular del jitomate

Al final del ciclo de cultivo, se evalu6 el efecto de las Pseudomonas spp. sobre el sistema de
raices, cuantificando el peso seco (Fig. 20). La disminucion en la concentraciéon de nutrientes no
afect6 de forma significativa el peso de la raiz (Fig. 20 B). El testigo absoluto reportd un peso de
8.2 g, mientras el peso promedio de raices del testigo fertilizado en la concentracion completa
fue de 12.7 g. Las cepas C13, C15, C30 y el Consorcio, no generaron diferencias significativas
respecto a los testigos. Por otra parte, la inoculacion con Pseudomonas sp. C14 y P. putida
ACJ14 dio como resultado un incremento en el peso de laraiz, en un 63 y 60%, respectivamente,
comparadas con el testigo relativo. Trabajos previos han informado que la deficiencia nutricional
bajo ciertas condiciones, impulsa el crecimiento de raices como mecanismo de defensa, con el
fin de lograr una mayor absorcién (De Bang et al., 2020). De este modo, se explica el peso similar
entre el testigo absoluto y el testigo relativo y, a su vez, permite atribuir la mejora observada en

el sistema radicular a la efectividad de las bacterias.
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Figura 20. Efecto de lainoculacidon de Pseudomonas spp. sobre laraiz de jitomate al final del ciclo
de cultivo. A) Sistema radicular de plantas inoculadas y no inoculadas con Pseudomonas spp. B) Peso
de las raices en gramos. Se representa la media de siete repeticiones. Las barras representan la media

del error estédndar. Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas (p<0.05).
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Las PGPR colonizan el sistema de raices y regulan su desarrollo (Hassan et al., 2019). A su vez,
el aumento de la biomasa conduce a un mayor potencial exploratorio y mayor superficie para la
absorcion de agua y nutrientes (Lopez-Bucio et al., 2003). Las cepas en este estudio, mostraron
tener la capacidad para establecerse cerca de la raiz de jitomate, asi mismo, la inoculacién con
Pseudomonas sp. C14 y P. putida ACJ14 mejoraron significativamente su desarrollo, lo cual se

manifesto en la altura, didmetro de tallo y contenido de nitrdgeno observados anteriormente.

Estos resultados en conjunto, mostraron un comportamiento evidente de deficiencia de nutrientes
en las plantas cuando se redujo al 50% la concentracion de nitrégeno, fosforo y calcio de la
solucién nutritiva, ya que, en esta condicion, presentaron un diametro reducido del tallo, una
menor altura, un bajo porcentaje de nitrégeno en hojas y poco volumen radicular, indicando que
una reduccién de nutrientes puede poner en riesgo el rendimiento de los cultivos al afectar el
desarrollo de las plantas, ademas, resalta la necesidad de su aplicacibn en concentraciones
desfavorables para el ambiente. No obstante, la mejora de las variables medidas en plantas
inoculadas, sugiere gue las Pseudomonas spp. aisladas de cafa de azucar y agave aportaron
cantidades significativas de estos elementos al cultivo a través de la fijacion de nitrégeno y la
solubilizacién de fosfato y calcio, lo cual permitié el desarrollo mejorado de la planta, incluso

mayor a cuando son fertilizadas con la dosis recomendada por la solucién Steiner.

7.8 Andlisis de calidad de fruto de jitomate fertilizado con 50% de N, P y Ca tras la inoculacion
de Pseudomonas spp.

La nutricion correcta es esencial para el desarrollo de una planta durante todo el ciclo de vida,
de modo que un desequilibrio puede afectar tanto el crecimiento vegetativo como el reproductivo,
en términos de rendimiento y calidad (Bodale et al., 2021). Los componentes principales que
determinan la calidad de una hortaliza son aspectos basados en i) apariencia, como color, forma,
tamafio y textura; ii) en su composicidon quimica como concentracion de acidos, azlicaresy iii) en
su valor nutritivo, en referencia a los compuestos bioactivos que contienen (vitaminas, minerales,

antioxidantes, etc.).

Estudios previos han estudiado ampliamente el papel de los microorganismos sobre el
crecimiento vegetal, realizando investigaciones en modelos vegetales in vitro o evaluando su
efecto sobre el crecimiento de las plantas, no obstante, cuando el objetivo es la optimizacion en

la aplicacion de fertilizantes, es necesario realizar un analisis que muestre los efectos directos
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sobre la produccién, ya que, en algunos casos, las deficiencias nutricionales se manifiestan en
el estado fisioldgico de los frutos 0 en la productividad. En esta investigacion, se evalu6 la
firmeza, sélidos solubles totales, acidez titulable y concentracion de licopeno como parametros
de calidad, para determinar los efectos directos de la inoculacion bacteriana sobre frutos de
jitomate fertilizados con solucién nutritiva reducida al 50% de nitrégeno, fésforo y calcio (Cuadros
5y 6).

La firmeza es un pardmetro importante relacionado con el estado de madurez del fruto, es decir,
a mayor estado de madurez, la firmeza disminuye debido a la hidrdlisis de almidones y pectinas
o por la degradacion de las paredes celulares (Cardenas-Coronel et al., 2012). Los frutos de
jitomate se cosecharon en el Estadio 6 de madurez, segun la guia de madurez de la FAO basado
en el color (Fig. 21). La aplicacién optima de calcio confiere mayor rigidez a la pared celular,
influyendo directamente sobre la firmeza de los frutos (Ahmed et al., 2022) por tanto, los
resultados muestran que la reduccion del 50% de calcio pudo haber afectado la firmeza de los
frutos, al observar la firmeza mas baja en el testigo absoluto, con un promedio de 4.6 N (Cuadro
5). Asi mismo, se observé un incremento con la aplicacion completa de fertilizantes y con la
inoculacién. Es importante mencionar que la mayor firmeza se presenté en el tratamiento con
Pseudomonas sp. C14, pero esta cepa no mostré capacidad para solubilizar calcio in vitro, no
obstante, gener6 el mayor volumen radicular, de modo que, en este caso, la relacion entre la
concentracion de calcio y el incremento observado se puede atribuir a la mejora en la absorcion
del elemento mas que en su capacidad de solubilizacién. Sin embargo, la firmeza de los frutos
también depende de otros factores. Por ejemplo, Mena-Violante & Olalde-Portugal., en 2007,
obtuvieron un valor similar para la firmeza de frutos en un tratamiento control (4.97 N) y un
incremento de 1.11 unidades por la inoculacion con Bacillus subtilis BEB-13BS y lo asociaron
con la disminucion de la actividad de la enzima poligalacturonasa quien es responsable de la
degradaciéon de poliurénido, componente de la pared celular en el tomate. Por otro lado, es
conocido el papel del etileno en el proceso de maduracion (Zhao et al., 2021). Asi mismo, se ha
descrito ampliamente la expresion de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilasa (ACC)
desaminasa, por bacterias del género Pseudomonas spp. como mecanismo de promocion del
crecimiento (Glick & Nascimento, 2021), lo cual podria estar modulando la sintesis de etileno,
ralentizando el proceso de maduracion y, con ello, disminuyendo la pérdida de firmeza. La
firmeza es importante en los frutos al proporcionar resistencia al ataque de patégenos o al
deterioro causado por el manejo del producto, por tanto, los resultados sugieren que la
inoculacion con Pseudomonas spp. podria contribuir a la disminucion de la pérdida poscosecha

de jitomate y a la prolongacién de la vida de anaquel al mejorar la firmeza de los frutos.
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Grado 3

Figura 21. Grado de maduracién de jitomates para cosecha

Cuadro 5. Efecto de la inoculacién de Pseudomonas spp. en la firmeza de frutos

Tratamiento Firmeza (Newton)
T. Absoluto 426+015b
T. Relativo 542 +0.27 ab
Pseudomonas sp. C13 515+0.21 ab
Pseudomonas sp. C14 556+0.25a
Pseudomonas sp. C15 495+0.16 ab
P. fluorescens C30 5.30+0.45ab
P. putida ACJ14 520+0.34 ab
Consorcio 546 +0.17 ab

Se expresan las medias con + la media del error estandar. Las letras Las letras corresponden a las
medias con diferencias significativas (p<0.05).

Los solidos solubles y la acidez titulable son factores que determinan el sabor del jitomate
(Gomez & Camelo, 2002). El contenido de sélidos solubles totales (SST) medido como °Brix,
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esté en funcién al grado de madurez y variedad del tomate (Katsenios et al., 2021). La sacarosa
y hexosas constituyen el 65% de los SST, el 13% esta representado por acidos, principalmente
citrico y mélico, el resto lo componen elementos como fenoles y aminodacidos (Li et al., 2021). De
manera general, se observé un incremento en los SST por la aplicacion de la solucion de Steiner
completa y por la inoculacién, cuando se compara con el testigo absoluto, cuyos frutos
presentaron 6.2° Brix (Cuadro 6). El mayor contenido se obtuvo por la inoculacién de la cepa
C14, con un total de 7.3° Brix. Estos valores superan a los reportados por diversos autores para
la misma variedad comercial, en distintas formas de manejo del cultivo. Por ejemplo, Preciado-
Rangel et al., en 2011, presentaron valores entre 4.1 y 4.4° Brix para jitomates con el mismo
grado de madurez cultivados bajo cuatro diferentes fuentes organicas de nutrientes. Rosa-
Rodriguez et al, en 2016, reportaron valores similares (entre 4.85 y 5.3° Brix)
independientemente del nimero de racimo cosechado o del tipo de sistema hidroponico utilizado,
es decir, cerrado o abierto. Por otro lado, Mendoza-Pérez en 2018, cultivaron jitomate dejando
1, 2 y 3 tallos por planta, encontrando valores de 4.13 a 4.83° Brix para todos los frutos. Dado
que el mayor porcentaje estd compuesto por azucares, el incremento en los SST observado se
podria relacionar con una mayor eficiencia de la fotosintesis. Autores como Hernandez et al.
(2020), observaron un incremento significativo en la concentracion de azlcares de frutos
cultivados con menor concentracién de nitrégeno, debido a que la limitacién del elemento
disminuye el crecimiento vegetativo, dando como resultado un aumento en la irradiacion de luz
hacia el fruto, con lo cual, aumenta su actividad fotosintética y, por tanto, su contenido de azucar.
En este estudio, el crecimiento vegetativo no se vio afectado por la disminucion de nitrégeno en
los tratamientos, no obstante, se realiz6 la técnica de eliminacion de las hojas inferiores al racimo
en maduracion, de modo que podrian haberse dado las condiciones mencionadas anteriormente.
En este mismo sentido, Aini et al. (2019) relacionaron el incremento en la concentracion de
nutrientes con el contenido de azlcares, asociandolo con el nitrgeno como componente basico
de la clorofila y el incremento en la sintesis de fotoasimilados, lo cual podria explicar el
incremento obtenido por la inoculacion con Pseudomonas spp., ya que generaron un incremento
en el contenido de nitrdgeno en hoja. Por otra parte, Gonzalez-Rodriguez et al. (2018),
atribuyeron el aumento de los SST al incremento de la salinidad del suelo debido a la aplicacion
de fertilizantes, generando un estrés osmotico para la planta, con la consecuente sintesis de
solutos impactando en la calidad de los frutos. Esto podria explicar los valores de los Grados Brix
observados en el testigo con solucion reducida y el incremento generado por la aplicacion
completa de fertilizantes en el caso del testigo relativo, o por el incremento en la disponibilidad

de nutrientes en la rizosfera tras la aplicacion de Pseudomonas spp. Por otro lado, el contenido
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de SST esta directamente relacionado con el grado de maduracion y, consecuentemente, con la
pérdida de firmeza (Kaur et al., 2006). Sin embrago, los valores obtenidos en cada uno de los
tratamientos de este estudio, siguen la misma tendencia que la firmeza determinada, es decir,
los tratamientos con mayor firmeza, presentaron mayor contenido de SST, lo cual se traduce en
una alta capacidad de resistencia mecanica, indicando que el tratamiento con Pseudomonas spp.
promotoras del crecimiento mejoré significativamente dos de los factores que definen la calidad

de jitomate.

Con respecto a la acidez titulable, los frutos presentaron valores entre 0.29 y 0.41% (Cuadro 6).
Estos valores se encuentran en el rango normal para jitomate (0.2 - 0.6%) y se representa como
porcentaje de &cido citrico por ser el acido mayoritario del fruto (Nielsen, 2009). Los valores son
similares a los reportados por Bona et al. (2017), quienes determinaron acidez titulable entre 0.29
y 0.34% en frutos de jitomate inoculados con Pseudomonas sp. 19Fv1T y Pseudomonas sp. C7,
con nutricion reducida al 75%. Sin embargo, el efecto de la inoculacién bajo el régimen reducido
de fertilizantes, los valores de acido citrico contrastan con lo obtenido en este estudio. Los
autores observaron un incremento significativo en la acidez tras la reduccion de fertilizantes y
cuando se inoculd la cepa bacteriana en comparacion con el tratamiento con la fertilizacion al
100%. A diferencia de lo obtenido en esta investigacion, donde el valor menor se presento en el
tratamiento con fertilizacion al 50% sin inoculacién e incrementd significativamente por la
aplicacion de fertilizaciébn completa, asi como por la inoculacién del consorcio en un 41% en
ambos casos. El resto de los tratamientos también presentaron un incremento de hasta 37% en
el caso de P. putida ACJ14, sin embargo, la diferencia no fue significativa segun el analisis
estadistico. Aini et al. (2019), asociaron el incremento en la acidez titulable a la alta concentracion
de fosfato facilitado por la inoculacién de un consorcio de Azotobacter chroococcum, Azospirillum

brasilense, Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis.

Finalmente, se evalu6 el licopeno como parametro de calidad nutracéutica, por ser el
componente bioactivo mas importante en el jitomate debido a su capacidad antioxidante (Assar
et al., 2016). El contenido de licopeno fue de 94 mg/g en los frutos del testigo absoluto y se vio
afectado positivamente por la inoculacién de bacterias, con un incremento significativo por las
cepas C14 (37.93%), C15 (37.94%), ACJ14 (40.13%) y por el Consorcio (30.8%) (Cuadro 6).
Estudios previos han analizado el papel de los microorganismos en la modulacién de compuestos
bioactivos en tomate (Singh & Pandey, 2021), aunque se han reportado resultados
contradictorios. Por ejemplo, Inculet et al. (2019), obtuvieron un incremento en la concentracion

de licopeno en jitomates inoculados con PGPR y lo atribuyeron a la mejora del estado nutricional
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de las plantas. Sin embargo, Katsenios et al. (2021), analizaron el efecto de Pseudomonas sp.
19Fv1T y P. fluorescens C7 sobre tomate fertilizado al 70%, donde descartaron una alteracién
en el contenido de licopeno en frutos de jitomate por la limitacién de nutrientes. En el mismo
contexto, Hernandez et al. (2020), relacionaron el contenido de licopeno con la aplicacion de
nitrdgeno dependiendo del momento fenol6gico. Por un lado, observaron una mayor acumulaciéon
de licopeno en jitomate con altas concentraciones de nitrdgeno a partir del trasplante. Sin
embargo, cuando se restringe la concentracion de nitrbgeno en la etapa de floracion, la
concentracion del licopeno aumenta debido a la disminucién del crecimiento vegetativo, lo cual
favorece la irradiacion hacia el fruto, estimulando la sintesis de carotenoides. Por tanto, el
incremento en el contenido de licopeno observado tras la inoculacion con Pseudomonas spp. se
podria explicar debido a la mejora en el contenido de nitrégeno en hoja en etapas tempranas de
desarrollo de la planta, generado por la disponibilidad de nutrientes favorecido por las bacterias,
junto con la préactica de deshoje en etapas posteriores, causando mayor irradiacion de luz hacia
el fruto. Desde otro punto de vista, se ha asociado un aumento del licopeno en los frutos con la
capacidad de las PGPR para reducir los efectos negativos ocasionados por estrés, lo cual
conduce a la produccion de moléculas antioxidantes (Gonzélez- Rodriguez, 2018). Por ejemplo,
Dorais & Papadopoulos (2008), mencionaron que el estrés moderado por salinidad activéd
respuestas antioxidantes, lo cual mejoré el nivel de carotenoides. Sin embargo, la inoculacién de
tomate con Pantoea sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp. tuvo diferentes efectos sobre la
concentracion del licopeno dependiendo de la variedad de jitomate (de la Osa et al., 2021). Los
mismos autores concluyeron que la acumulacidn de licopeno depende de distintos factores, tanto
biéticos como abidticos y no de una respuesta directa. Por lo tanto, es necesario realizar un
analisis mas profundo si se quiere conocer el efecto particular de la inoculacién de Pseudomonas

spp. sobre los niveles de licopeno.
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Cuadro 6. Pardmetros de calidad de frutos de jitomate inoculados con Pseudomonas spp.

Tratamiento SST Acidez titulable Licopeno
(°Brix) (% Ac. citrico) (mg/g)

T. Absoluto 6.2+0.2b 0.2910.004 b 94.40+35b
.................... TRelatwo69i03ab04110028,3112851413[3
............ Pseudomonasspclgssiogab039100223b11674153ab
............ PseudomonasspC1473iOZa039100163b130221433
"""""" Pseudomonassp.C15 | 68%02ab | 03840017ab .  13066%27a
"""""""" PfliorescensC30  :  69+03ab . 03940047ab |  11687£57ab
""""""""" P putidaACI14 . 70:02ab |  040+0027ab .  13220+29a

Consorcio 7.1£0.3ab © 041%0008a 123.53+9.0a

Nota: Se expresan las medias con * la media del error estandar. Las letras Las letras corresponden a las

medias con diferencias significativas de acuerdo con el analisis de Tukey (p<0.05).

7.9 Respuesta de la inoculacion de Pseudomonas spp. en el rendimiento del cultivo de jitomate
de invernadero con dosis reducida al 50% de N, P y Ca

Segun los resultados del ensayo in vivo, la inoculacién de Pseudomonas spp. aumentd los
parametros morfolégicos evaluados en plantas fertilizadas con el 50% de nitrégeno, fosforo y
calcio de la solucion nutritiva Steiner, confirmando su capacidad para promover el crecimiento
vegetal. Ademas, los frutos mantuvieron la firmeza, concentracién de azucares, acidez titulable

y concentracion de licopeno, incluso superando al tratamiento convencional.

En la practica agricola, obtener un buen rendimiento es el objetivo principal de los productores.
Autores como Aini et al. (2019), sefialan una relacion directa entre la concentracion de nutrientes
con el desarrollo vegetativo y rendimiento del cultivo. Sin embargo, la concentracién debe ser
equilibrada, ya que las dosis excesivas provocan repercusiones en la produccion, tal como lo
determiné Nufiez-Ramirez et al. (2017), quienes realizaron un estudio para observar el efecto de
la fertirrigacion nitrogenada sobre el crecimiento y rendimiento de tomate. El analisis mostr6é una
reduccion del rendimiento como consecuencia de la alta concentracion de nitrégeno (500 kg N
hal), infiriendo que la planta destind la energia en el crecimiento vegetativo, impactando el

crecimiento reproductivo. En el caso contrario, una dosis baja de nitrégeno (250 kg N ha*) causé
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una disminucion del crecimiento vegetativo, limitando la aparicién y desarrollo de 6rganos
reproductivos, generando también la reduccion del rendimiento. De manera que, para lograr la
reduccién en la aplicacion de fertilizantes en un sistema agricola, es necesario analizar las
variables durante todo el ciclo de cultivo para descartar alguna afectaciéon relacionada con la

deficiencia de nutrientes.

El cultivo de jitomate requiere grandes cantidades de nitrégeno, fésforo y potasio, por lo que la
deficiencia de alguno de ellos afecta severamente su crecimiento y rendimiento (Zaidi et al.,
2015), tal como se observo en el testigo absoluto, puesto que la reduccién del 50% de los
nutrientes se manifestd en la produccion de frutos, produciendo 933 g por planta (Fig. 22). No
obstante, el rendimiento incrementd un 19.4% con la fertilizacion completa, ya que el peso total
en el testigo relativo fue de 1115.97 g promedio por planta. Asi mismo, la deficiencia se
recompensO con la actividad bacteriana, ya que, en este andlisis, la inoculacion con
Pseudomonas spp. caracterizadas como PGPR por su estimulacién del crecimiento de variables
morfoldgicas de la planta, generaron un incremento en el rendimiento del jitomate en condiciones
reducidas de fertilizantes, incluso superaron la produccién generada por los tratamientos
convencionales de fertilizacion agricola. La inoculacion con Pseudomonas sp. Cl13 vy
Pseudomonas sp. C15, presentaron un incremento comparado con el testigo relativo de 14.3 y
10.3%, respectivamente. Es importante destacar que estas cepas mostraron poca actividad en
las pruebas in vitro, ademas, no generaron cambios notorios en las variables medidas a lo largo
del ciclo. La inoculaciéon con P. fluorescens C30, produjo un incremento de 32.4% con respecto
al testigo relativo y del 58.17% comparado con el testigo absoluto. El efecto generado por P.
putida ACJ14 y el Consorcio fue similar, con un rendimiento de 1727 y 1711 g, respectivamente,
lo cual representa un incremento sobre el testigo relativo cercano al 54% en ambos casos. A
diferencia de las cepas C13, C15 y C30, este incremento fue estadisticamente significativo con
el rendimiento obtenido cuando se aplic6 la concentracion completa de nutrientes. Se obtuvo un
incremento significativamente mayor por la inoculacién con Pseudomonas sp. C14, quien produjo
1893 g de jitomate por planta, esto equivale a un incremento del 102% con respecto a las plantas
fertilizadas con la dosis reducida y un 73% con respecto al testigo con la solucion Steiner
completa. Las plantas inoculadas por esta cepa, mostraron un crecimiento mejorado desde el
trasplante, ademas, generd el mayor volumen radicular que se expreso en el rendimiento y los

frutos incrementaron su calidad.

Segun Oteino et al. (2015), la investigacion actual sugiere que la inoculacion con bacterias

solubilizadoras de fosforo permite la reduccion hasta del 50% en la aplicacién de este elemento
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sin generar una reduccion significativa en el rendimiento. En esta investigacion, se demostro que
la inoculacion con Pseudomonas spp. con caracteristicas asociadas a la promocion del
crecimiento de plantas, incluida la solubilizacién de fosfato, permite la disminucién del 50% en la
tasa de aplicacion, no solo de fésforo, también de nitrégeno y calcio, generando un notable

incremento en el rendimiento de jitomate.
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Figura 22. Efecto de la inoculacion de Pseudomonas spp. sobre el rendimiento de jitomate
fertilizado con el 50% de N, Fy Ca. Se representa la media de siete repeticiones. Las barras representan

la media del error estandar. Las letras corresponden a las medias con diferencias significativas (p<0.05).

Finalmente, se calcul6 el porcentaje de frutos cosechados por tratamiento catalogados como
“frutos comercializables”, segun la norma mexicana NMX-FF-031-1997-SCFI Productos
Alimenticios No Industrializados Para Consumo Humano - Hortalizas Frescas - Tomate -
(Lycopersicun esculentum Mill.) — Especificaciones, la cual establece que su diametro ecuatorial
debe ser mayor a 38 mm. Bajo esta condicion, Unicamente el 70% de los frutos del testigo
absoluto cumplieron el parametro de calidad con un peso promedio de 65 g (Cuadro 7), indicando
gue la disminucién de nutrientes de la solucion nutritiva impacto6 en el desarrollo de frutos, dando

lugar a la produccion de frutos pequefios (Fig. 23). Por su parte, en el testigo fertilizado con el
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100% de nutrientes, el 76% de los frutos fueron de tamafio aceptable, es decir, cerca del 25%
de la cosecha no cumplié los estandares de calidad respecto al tamafio. Sin embargo, a
excepcién de los tratamientos con Pseudomonas sp. C13 y el Consorcio, donde el tamario del
producto fue similar al de los testigos, la inoculacién de Pseudomonas spp. aumento visiblemente
el volumen de los frutos (Fig. 23). La cepa C14 de Pseudomonas sp y P. putida ACJ14 produjeron
los frutos mas grandes, con un peso de 84 y 74 g, respectivamente y, de los cuales, el 90% se
incluy6 dentro del rango aceptable para su comercializacion. Anteriormente, también se observé
la produccién de frutos pequefos fuera de la clasificacion de “frutos comercializables” con la
reduccién de fertilizacion tradicional al 70% y el aumento de tamafio por la inoculacion con
Pseudomonas fluorescens C7, generando frutos con un peso promedio de 75 g (Bona et al.,
2017), destacando el papel de Pseudomonas spp. sobre un parametro de calidad fisica que

define el valor comercial del jitomate (Fig. 23).
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Figura 23. Frutos de jitomate cosechados a partir de plantas con y sin inoculacion de Pseudomonas

spp.
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Cuadro 7. Efecto de la inoculacion de Pseudomonas spp. sobre el porcentaje de frutos
comercializables y peso individual de jitomate en régimen reducido de N, P y Ca.

Tratamiento Frutos comercializables* Peso
(%) (gramos)

T. Absoluto 70.25¢ 65.56P
T. Relativo 76.75¢ 78.332b
Pseudomonas sp. C13 78.63bcd 73.46%
Pseudomonas sp. C14 90.832 84.882
Pseudomonas sp. C15 85.88abc 66.712P
P. fluorescens C30 87.43bc 78.812b
P. putida ACJ14 90.26%b 74.273b
Consorcio 89.552b 71.73%®

* Frutos comercializables segun la Norma Mexicana NMX-FF-031-1997:
aquellos que tienen un diametro ecuatorial mayor a 38 mm. Se presentan las
medias de siete repeticiones. Las letras diferentes corresponden a las medias
con diferencias significativas de acuerdo con el andlisis de Tukey (p<0.05).

Diversos autores han observado efectos similares tras la inoculacion con Pseudomonas spp.
sobre distintos cultivos de solanaceas. Por ejemplo, Chiquito-Contreras et al. (2017), evaluaron
el efecto de tres cepas de Pseudomonas putida de forma individual y combinada sobre el
crecimiento y productividad de chile habanero en invernadero aplicando fertilizacion inorganica
completa y reducida en un 25%. Observaron incrementos significativos en el rendimiento,
especificamente cuando las plantas se fertilizaron con solucion nutritiva al 75%. No observaron
cambios significativos en las variables de calidad evaluadas, sin embargo, no hubo disminucién
cuando se redujo la concentracion de fertilizantes. Los autores concluyeron que la inoculacion
de P. putida permitié reducir la aplicacion de fertilizantes inorganicos en un 25%, disminuyendo
los costos de produccién y la contaminacion al ambiente y, a la vez, lograron un incremento en
la productividad hasta en un 36%. Sin embargo, al no observar diferencias en la inoculacion
combinada con la fertilizacion completa, argumentan que la eficiencia de las PGPR es
particularmente notoria en dosis reducidas de fertilizantes, es decir, la accion de los
microorganismos promotores del crecimiento vegetal es especialmente significativa cuando los
elementos nutricionales son escasos en la rizésfera. Estos mismos resultados se presentaron
por Batool & Ahsan (2017), quienes descartaron un efecto positivo en el rendimiento de chile por

la inoculacion de PGPR cuando se aplicacion la nutricibn convencional, ademas, segun los
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rendimientos obtenidos, determinaron que la inoculacion permite la disminucién del 75 u 80% en
la concentracion de fertilizantes y obtener rendimientos estadisticamente equivalentes a plantas
con la fertilizacién inorganica tradicional, mientras que dosis por debajo del 75%, afecta de
manera evidente la productividad, es decir, pese a la eficiencia mejorada en plantas por la
inoculacién de microorganismos benéficos, su uso no sustituye los fertilizantes inorganicos, mas
bien los complementa. Masood et al. (2020) comprobaron este argumento al observar mejoria
en el crecimiento de tomate por la inoculacion de Bacillus pumilus anicamente cuando se aplicd
nitrégeno, indicando la esencialidad del elemento para la supervivencia de los microorganismos
y para iniciar con el proceso de fijacién. En el mismo contexto, esta investigacion mostré
resultados destacables, puesto que la inoculacidon con Pseudomonas spp. permitié la reduccién
del 50% de macronutrientes (nitrégeno, fésforo y calcio) sin afectar el rendimiento. También se
ha reportado la capacidad de especies de Pseudomonas para promover el crecimiento de la
papa, provocando un aumento en el peso fresco y seco de las plantas con respecto a plantas sin
inocular, junto con un mayor contenido de N en los brotes y las raices, atribuyéndolo a su
capacidad para fijar nitrégeno y producir acido indol-3-acético (Naqqash et al., 2016). En otros
experimentos se ha logrado mejorar el desarrollo morfolégico del tomate, reflejandose en el
rendimiento, mediante la aplicacion de P. putida (Gravel et al., 2007), Pseudomonas sp.
(Sanchez-Lo6pez et al., 2012), P. fluorescences SS5 (Ahirwar et al., 2015), etc. con capacidades
bioquimicas asociadas a la promocion del crecimiento vegetal evaluadas in vitro, como la fijacion

de nitr6geno, solubilizacién de nutrientes y produccion de AlA.

La participacién de las bacterias para el incremento del rendimiento se ha relacionado con
distintas actividades. Narendra et al. (2015), mencionan que los efectos beneficiosos de las
PGPR se deben a una mayor absorcion de nutrientes, al facilitar su disponibilidad a través de la
capacidad para solubilizar fésforo y/o fijar nitrdgeno. Especificamente, se ha relacionado la
absorcion mejorada de fosforo y su participacion en el proceso de floraciéon, lo que podria
proporcionar un mayor nimero de frutos por planta o probablemente por su papel en el desarrollo
radicular (Coutinho-Edson et al., 2014). En este sentido, Pérez-Rodriguez et al. (2020),
atribuyeron el aumento en el crecimiento y rendimiento de tomate a la mejora en el sistema
radicular por la inoculacién de Pseudomonas fluorescens, lo cual incrementd el potencial
exploratorio para la absorciéon de agua y nutrientes. Por su parte, Espinosa-Palomeque et al.
(2019), atribuyeron el aumento en el rendimiento del tomate a la mejora en el contenido de
clorofila, con lo cual, aumenta la eficiencia fotosintética y, posteriormente, conduce al aumento

en el peso del tomate. Narendra et al. (2015), también mencionan que el crecimiento y
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productividad de las plantas podria atribuirse a la capacidad de las rizobacterias para colonizar

y sobrevivir en las raices.

En este caso, la promocién del crecimiento y el rendimiento mejorado por medio de la inoculacién
con Pseudomonas spp. en plantas fertilizadas bajo un régimen reducido de nutrientes, se podria
atribuir a una mayor absorcién de nutrientes y un mejor estado nutrimental, debido a su
capacidad mostrada para fijar nitrdgeno, solubilizar fosfato, solubilizar calcio y producir AlA, tal
como se observéd en el contenido de nitrdgeno en hoja, asi como el desarrollo del sistema
radicular mejorado. Ademas, las bacterias lograron sobrevivir hasta por 30 dias en la rizosfera

del jitomate, brindandoles ventaja en la competencia contra otros microorganismos.

Los altos precios de insumos agricolas que enfrenta la agricultura global, reflejan el impacto de
su escasez y, al mismo tiempo, se prevé un aumento en la demanda de inoculantes debido a la
adopcion de nuevas técnicas para minimizar el costo en los sistemas de produccién. Pese al
potencial demostrado de los microorganismos en la agricultura, ain falta por lograr el éxito
deseado y auln se requieren esfuerzos en la investigacion para explorar e identificar cepas
especificas para tales efectos (Nosheen, 2021). Debido a la variabilidad funcional de
Pseudomonas spp., es necesario una valoracion exhaustiva de cepas para determinar su efecto
en un sistema en particular. Ademas, gran parte de la diversidad del género permanece sin
explorar (Loper et al., 2012). El desarrollo de un inoculante generalmente comienza con la
deteccion y seleccién in vitro de una coleccién de cepas con base a funciones microbianas
especificas relacionadas con la promocion del crecimiento de las plantas (Finkel et al., 2017), es
decir, identificando las caracteristicas fisiolégicas que emplean para realizar la promocion de
crecimiento, tales como la capacidad de fijar nitrdgeno, solubilizar fosfatos o producir hormonas,
entre otras (Vivanco-Calixto et al., 2016), seguido de pruebas en invernadero y finalmente,
pruebas en campo (Compant et al., 2019). Por tanto, esta investigacion brinda informacion directa
sobre la ventaja de la inoculacion de Pseudomonas spp. asiladas de cafia de azlcar y agave
para ser aplicadas sobre jitomate en cultivo hidropénico. Segun Biel et al. (2021), los inoculantes
microbianos no pueden reemplazar a los fertilizantes quimicos, pero se pueden utilizar para
complementar y reducir considerablemente la tasa de aplicacion. En este caso, fue posible
optimizar la concentracion de nitrogeno, fésforo y calcio hasta en un 50%, manteniendo, e incluso
superando el rendimiento y parametros de calidad. Adicionalmente, al utilizar las cepas
estudiadas con el 50% de los nutrientes mencionados, es posible obtener un ahorro de hasta un
32% en la compra de los fertilizantes que aportan nitrégeno, fésforo y calcio, ademas, una

disminucién en la contaminacién ambiental.
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8. Conclusiones

La inoculacion con Pseudomonas spp. aisladas de cafia de azlcar y agave del estado de
Michoacan, permitié reducir un 50% la aplicacion de nitrégeno, fésforo y calcio en jitomate
cultivado en invernadero con sistema de riego hidropénico utilizando la Soluciéon Universal de
Steiner, incrementando el rendimiento hasta en un 73% y manteniendo e incluso mejorando los
parametros de calidad de plantas fertilizadas con la dosis recomendada convencionalmente, con
lo cual, se demostré su capacidad para usarse como una herramienta alternativa factible en la
optimizacion de fertilizantes quimicos, representando un ahorro cercano al 32% en el costo total
de la solucion nutritiva, ademas de una reduccion considerable de elementos perjudiciales para

el ambiente.
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10. Anexos
Anexo 1. Solucién Amortiguadora de Fosfatos.
Componente
Extracto de levadura
Triptona
D-glucosa

Agar bacteriol6gico

pH final:

Anexo 2. Agar Nutritivo.
Componente

Peptona
Extracto de carne

Agar bacteriolégico

pH final:

Anexo 3. Agar Soya Tripticaseina.

Componente
Peptona de caseina
Peptona de soya
Cloruro de sodio

Agar bacteriol6gico

pH final:

Cantidad / L
25¢g
509
1049
15.0¢g

7.0+0.1

Cantidad / L
50¢g
30g
15.0¢g

6.8+0.2

Cantidad / L
15.0¢g
5009
5009
15.0¢g

7.3x0.2
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Anexo 4. Medio semisoélido NFb.

Componente Cantidad / L

Acido malico 5049

Fosfato de potasio dibasico 05¢g
Sulfato de magnesio 0.2g
Cloruro de sodio 01g
Hidroxido de potasio 45¢
Sulfato de hierro 0.56 g

Azul de bromotimol al 0.5% en 2.0 mL

KOH 1IN

* Solucion de micronutrientes 2.0 mL
Agar bacteriol6gico 20g

pH final: 7.0 £ 0.2

* Solucién de micronutrientes Cantidad / 200 mL
Acido bérico 0.286 g
Sulfato de manganeso 0.235¢
Sulfato de zinc 0.024 g
Sulfato de cobre 0.008 g
Molibdato de sodio 0.2g
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Anexo 5. Caldo Extracto de Suelo.

Componente
Fosfato de potasio dibasico
Cloruro de magnesio
Sulfato de magnesio
Cloruro de hierro
Cloruro de calcio
Triptona
Extracto de levadura

* Extracto de suelo al 10%

Cantidad por Litro
04g¢g
0.1g
0.05¢
0.01¢g
01g
10g
10g

250 mL

pH final: 7.3+ 0.2

* Extracto de suelo al 10%:

Mezclar 250.0 g de suelo rizosférico con 500.0 mL de agua destilada y

hervir por dos horas. Posteriormente, completar a 500.0 mL con agua

destilada, dejar sedimentar el suelo y filtrar el sobrenadante. Tomar 25.0

mL del filtrado y aforar a 500.0 mL con agua destilada.

Anexo 6. Curva de calibracién de cloruro de amonio (NH4CI).

3
y =0.0497x + 0.7308

25 R? = 0.9905
L
£ 2 LT
Q
c I
©
215 e
E e
< 1 . ......
0.5
0
0 10 20 30

ug/mL NH,CI

40 50
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Anexo 7. Reactivo de Salkwosky.

Componente
Cloruro férrico

Acido sulftrico 10.8 M

Anexo 8. Curva de calibracion de AlA.

1200000

y = 1E+06x - 7792.7
1000000 R*=10.9989
800000
600000

400000

Abundancia
[ Y

200000

0

o

0.2 0.4
-200000

Cantidad para 1L
45¢g

1L

0.6 0.8 1

mg/mL de AlA

Anexo 9. Medio del Instituto Nacional de Investigacién Botanica (NBRIP).

Componente
Dextrosa anhidra
Fosfato tricalcico

Cloruro de Magnesio
Sulfato de magnesio
Cloruro de potasio
Sulfato de amonio

Agar bacteriolégico

Cantidad por Litro
109
59
59
0.25¢

0.2¢g

14.0 g

1.2
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Anexo 10. Medio Pikovskaya modificado para solubilizacion de calcio.

Componente Cantidad por Litro
Dextrosa anhidra 109
Carbonato de calcio 59
Sulfato de amonio 059
Cloruro de sodio 0.2¢g
Sulfato de magnesio 01lg
Cloruro de potasio 0.2g
Extracto de levadura 05¢g
Sulfato de manganeso 01g
Agar bacteriolégico 1509

Anexo 11. Reactivos del método de azul de fosfomolibdenO

Acido sulfdrico 5N

Molibdato de amonio
(1% p/iv)
Acido ascérbico
(0.1M)

Tartrato de antimonio y

potasio (1 mg/mL)

Mezcla de reactivos

70 mL de H2S0O4 a una pureza de 98.08% en 500
mL de agua destilada.

Disolver 20 g de molibdato en 500 mL de agua

destilada. Almacenar en frasco de vidrio ambar.

Disolver 1.32 g de acido ascorbico en 75 mL de

agua destilada. Mantener en oscuridad y a 4°C.

Disolver 0.2743 g de tartrato de antimonio y

potasio en 100 mL de agua estilada.

Mezclar 125 mL de H2S04 5 N, 37.5 mL de

molibdato de amonio, 75 mL de acido ascorbico y
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12.5 mL de la solucion de tartrato de antimonio y

potasio.

Anexo 12. Curva de calibracion de fosfato monopotasico (KH2PO,).

3
y = 0.0883x -0.0821
25 R*= 03928 L
& 2
2 .
= .
415
2 R
2 ,
< 3
o
0.5 .
.
-,
0
0 5 10 15 20 25 30

ug/mL KH,PO,

Anexo 13. Solucién nutritiva Steiner al 50 y 100%

ELEMENTO SNS al 50% SNS al 100%
- S mg/Lmeq/L .................... mg/L .................... m ..e.'.:l./L
Nitrégeno 120.44 8.6 230
Fosforo 13.57 0.4 26
Calcio 129.45 6.5 260
.................................................... UL ... LS
Potasio 275.07 7.1
Azufre 225.01 14
Magnesio 101.35 8.3
Hierro 235 0.084
Manganeso 1.15 0.042
Cobre 0.124 0.042
Zinc 0.25 0.008
Boro 0.215 0.040
Molibdeno 0.08 0.002
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