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RESUMEN

El agotamiento de los suelos cultivables es un problema cada vez mas comun en los paises
y una de las causas por la que los suelos dejan de ser cultivados es por las altas
concentraciones de sales. La aplicacidn de microorganismos que prosperan en condiciones
de alta concentracién de sal y estrés osmatico con capacidad para fijar nitrégeno y producir
de enzimas representan un potencial como biofertilizantes para aumentar el crecimiento
de los cultivos y el rendimiento en suelos salinos. En este estudio se aislaron 48 bacterias
de suelos salino — sddico provenientes del predio El Llano en el municipio de Zacoalco de
Torres, en el estado de Jalisco, México. Para evaluar el efecto de un consorcio microbiano
en la tolerancia a la salinidad en el cultivo de alfalfa (Medicago sativa). Estos aislamiento
bacterianos se caracterizaron morfolégicamente obteniendo que el 73% fueron bacilos
Gram (+), el 23% bacilos Gram (-) y el 4% cocos Gram (-), en cuanto a su capacidad de crecer
en concentraciones de 0.85, 1.7 y 2.56 M de NaCl, la formacién de halos de hidrdlisis,
potencial antagonico contra Fusarium oxysporum, cuantificacion por espectrofotémetro de
amoniaco y produccién de acido indol acético (AIA). En base a los resultados, se
seleccionaron 39 cepas aisladas de suelo salino - sédico y cinco cepas aisladas de nédulos
de raiz potenciales para condiciones salinas y se identificaron mediante andlisis de
secuenciacion del gen 16S rRNA. Se determind la homologia de las bacterias en base a la
base de datos del NCBI. Se identificaron seis géneros distintos los cuales fueron Bacillus sp.,
Brevibacterium sp., Sinorhizobium sp., Ensifer adhaerens sp., Azospirillum lipoferum sp. y
Agrobacterium sp. se obtuvo que los aislados bacterianos de suelo salino — sddico fueron el

100% haléfilos moderados y el 10% se clasifico como halotolerantes.

XI



ABSTRACT

Depletion of arable soils is an increasingly common problem in countries and one of the
reasons why soils cease to be cultivated is due to high salt concentrations. The application
of microorganisms that thrive in conditions of high salt concentration and osmotic stress
with the ability to fix nitrogen and produce enzymes represent a potential as biofertilizers
to increase crop growth and yield in saline soils. In this study 48 bacteria were isolated from
saline - sodium soils from the El Llano farm in the municipality of Zacoalco de Torres, in the
state of Jalisco, Mexico. To evaluate the effect of a microbial consortium on salinity
tolerance in alfalfa cultivation (Medicago sativa). These bacterial isolates were
characterized morphologically obtaining that 73% were Gram (+) bacilli, 23% Gram (-) bacilli
and 4% Gram (-) cocci, in terms of their ability to grow in concentrations of 0.85, 1.7 and
2.56 M NaCl, the formation of hydrolysis halos, antagonistic potential against Fusarium
oxysporum, quantification by ammonia spectrophotometer and indole acetic acid (AIA)
production. Based on the results, 39 isolated strains of saline-sodium soil and five isolated
strains of potential root nodules for saline conditions were selected and identified by
sequencing analysis of the 16S rRNA gene. The homology of the bacteria was determined
based on the NCBI database. Six different genera were identified which were Bacillus sp.,
Brevibacterium sp., Sinorhizobium sp., Ensifer adhaerens sp., Azospirillum lipoferum sp. and
Agrobacterium sp. it was obtained that the bacterial isolates of saline - sodium soil were

100% moderate halophiles and 10% were classified as halotolerant.
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1. INTRODUCCION.

El suelo es la capa de material fértil que cubre la superficie de la tierra en la que se desarrolla
la vida y donde se llevan a cabo las actividades del hombre para producir la mayor parte de
los productos alimenticios y materias primas de uso vital para la humanidad, se estima que
el 95% de los alimentos son producidos directa o indirectamente en el suelo (FAO, 2015).
Un suelo sano es un suelo vivo que proporciona los nutrientes esenciales, agua, oxigeno y
el sostén para las plantas y la degradacién del suelo constituye el mas importante proceso
de desertificacién. El incremento de la poblacidn a nivel mundial y la demanda por los
recursos naturales para satisfacer las necesidades primarias y secundarias de la poblacién,
han ocasionada que cerca de la mitad de los suelos del pais presenten problemas de
degradacion (SEMARNAT, 2014). La degradacion significa reduccion o pérdida de la
capacidad de la tierra para producir lo que de ella se espera (Lopez Bermudez, 1994). En
México una de las causas principales de degradacidn del suelo es la salinizacion que afecta
el 3.1% de la superficie en el estado de Jalisco, se estima que 28.51 miles de hectareas estan
afectadas por sales (SEMARNAT, 2014). La salinidad causa trastornos nutricionales en las
plantas que conducen a deficiencias de varios nutrientes y aumentan drasticamente los
niveles de Na* (Zahedi, et al., 2012). Los efectos de la salinidad en las plantas incluyen estrés
osmotico, interrupcion del transporte de iones a través de membrana, toxicidad directa de
altas concentraciones citoplasmaticas de sodio y cloruro en los procesos celulares y estrés
oxidativo inducido (Volkov y Beilby, 2017). La planta esta expuestas a una amplia gama de
tensiones ambientales como alta temperatura, frio, sequia, salinidad, alcalinidad UV e
infeccidn por patégenos. El estrés abidtico es la causa principal de la pérdida de cultivos en
todo el mundo en mas del 30% (Ahmad y Prasad, 2011). Para la recuperacioén de los suelos
afectados por sales existen diversos métodos que van desde los fisicos, eléctricos,
hidrotécnicos, quimicos y biolégicos; aunque aplicados a grandes extensiones resultan muy
costosos. Recientemente se esta optando por la utilizacion de BPCV que den soporte de
resistencia a las plantas expuestas a estrés abidtico. Algunas bacterias endofiticas ejercen
varios efectos beneficiosos sobre las plantas hospedadoras, como la estimulaciéon del
crecimiento de las plantas mediante la produccidon de hormonas vegetales, la fijaciéon de
nitrégeno y la induccion de resistencia a los patogenos de las plantas, mayor absorcion de
nutrientes, mayor tolerancia a la sequia (May, Khai, Ayme, & Yu, 2016). Las BPCV provocan
resistencia sistémica inducida (RSI es la capacidad defensiva desarrollada por la planta
cuando es estimulada por diversos agentes, incluidas las rizobacterias) en las plantas al
aumentar la fuerza fisica y mecanica de la pared celular junto con el cambio de las
reacciones fisiolégicas y bioquimicas de la planta hospedera. Dando como resultado la
sintesis de quimicos de defensa tales como quitinasa, peroxidasa y proteinas relacionadas
con la patogénesis (Silva, et al., 2004). La alfalfa es considerada moderadamente sensible al
NaCl, intermedia en la tolerancia a la sal entre los forrajes (Maas, 1987), y muy tolerante en
las legumbres (Munns, 2008). La alfalfa bajo estrés salino acumula en sus brotes menores
concentraciones de Na*y ClI', mientras que las raices acumulan concentraciones mas altas
de Na*, un crecimiento superior esta asociado con la exclusién de Na* y CI de las hojas de



alfalfa (Kapulnik, Teuber, & Phillips, 1989). Una alternativa es la aplicacién de
microorganismos benéficos que den capacidad de tolerancia a la sal y el uso de cultivos
forrajeros, ambos representan una alternativa econdmica y sustentable, que ademas puede
ser aprovechados como cultivos de amplia cobertura para la disminucién de la erosién del
suelo. En la recuperacion de suelos salinos se ha estudiado la posibilidad de implementar
cultivos forrajeros poco exigentes que se adapten a las condiciones del suelo aplicando de
BPCV.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1. SUELOS EN MEXICO.

El suelo, es la capa externa de la corteza terrestre constituido por material fragmentado no
consolidado, formado por la interaccién continua y simultdnea de la materia a partir de la
cual se origina. Es la capa de material fértil que cubre la superficie de la tierra en donde las
plantas obtienen sostén, nutrientes y agua requerimientos para su desarrollo, por lo que es
de gran importancia conocer las caracteristicas morfoldgicas, fisicas y quimicas de este
elemento sobre todo para la produccion agricola, pecuaria o para la recuperacion de suelos
contaminados.

En México existe una gran diversidad de suelos debido a la geologia del territorio y su
interaccidn con factores como la topografia que es originada por la actividad volcdnica, las
diferentes altitudes y la presencia de cuatro tipos de climas reconocidos por la clasificacion
de Koppler (Garcia, 1988) y la cubierta vegetal, entre otros. De acuerdo con el Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2007), en el pais se tienen 26 de los 32 grupos
de suelo reconocidos por el Sistema Internacional Base Referencial Mundial del Recurso
Suelo (IUSS, 2007). Dominan los Leptosoles (28.3% del territorio), Regosoles (13.7%),
Phaeozems (11.7%), Calcisoles (10.4%), Luvisoles (9%) y Vertisoles (8.6%) que, en conjunto,
ocupan 81.7% de la superficie nacional, en el 18.3% restante estd el Cambisol (4.2%),
Arenosol (1.8%), Solonchak (1.8%), Kastafiozem (1.8%), Gleysol(1.5%), Fluvisol (1.3%),
Chernozem (1.3%), Andosol (1.3%) y otros como Umbrisol, Durisol, Acrisol, Planosol,
Solonetz, Gypsisol, Nitisol, Alisol, Lixisol, Histosol, Ferralsol y Pintosol con un 3.3% (Fig.1).

Gleysol __ Fluvisol _ Chernozem _ Andoso
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]
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10.4%
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Figura 1.- Superficie relativa de los principales grupos de suelos en México.

Los suelos someros y poco desarrollados como son: Leptosoles, Regosoles y Calcisoles
ocupan el 52.4% siendo los de mds amplia distribucion en el territorio nacional, estas
caracteristicas dificultan su aprovechamiento en las actividades agricolas lo que aumenta la
susceptibilidad a la erosion hidrica y edlica. Los suelos con mayor fertilidad y mas explotados
son: Phaeozems, Luvisoles y Vertisoles ocupan el 29.3% de la superficie del pais (Figura 2).



Los otros 20 grupos! de suelos aproximadamente el 18.3%, se distribuyen en un gran
numero de relieves, microclimas y tipos de vegetacion.

Los suelos de México estan siendo cada vez mas explotados aumentado primeramente los
suelos con buena estructura y alto contenido de nutrientes y materia orgdnica (Phaeozems,
Luvisoles y Vertisoles) abarcando hasta los suelos que se consideran poco aptos para la
agricultura como son los Leptosoles, Regosoles y Calcisoles lo anterior debido a la necesidad
de satisfacer la demanda alimentaria, aplicando las nuevas agrobiotecnologias en estos
suelos poco desarrollados para la agricultura.

Grupos de suelo

I Leptosoles
I Regosoles
Phaeozems
P calcisoles
I Luvisoles
P vertisoles

[ oOtros grupos!

Figura 2.- Principales grupos de suelos en México.

La gran diversidad edafica representada en 26 grupos de suelos y reconocidos por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacidn, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) y
el Centro Internacional de Referencia e Informacién sobre Suelos (ISRIC), seis ocupan el
81.7% del territorio nacional, siendo los de mayor importancia para la agricultura y la
ganaderia.

I Otros grupos: Cambisol, Arenosol, Solonchak, Kastafiozem, Gleysol, Fluvisol, Chernozem, Andosol, Umbrisol,
Durisol, Acrisol, Planosol, Solonetz, Gypsisol, Nitisol, Alisol, Lixisol, Histosol, Ferralsol y Pintosol.



2.1.1. Degradacién de Suelos en México.

En México, la degradacién del suelo, el cambio climatico, la diversidad biolégica y el
abastecimiento de agua potable forman parte de un problema de orden nacional ya que
estd estrechamente relacionado con las dificultades sociales y econdmicas, de seguridad
alimenticia, migraciones y la estabilidad politica. Por lo que se tiene dentro de las
prioridades preservar el medio ambiente.

El 1 de junio de 1995, mediante decreto que se promulga en el Diario Oficial de la
Federacion, México ratifica la adhesion a la Convenciéon de las Naciones Unidas de Lucha
contra la Desertificacion en los paises afectados por la sequia grave o desertificacion. Para
efectos de la convencion y para el pais, desde este decreto de promulgacién y hasta
principios de 1999, se entendid que la desertificacidn es la degradacion de suelos de zonas
aridas, semiaridas y subhimedas secas, resultante de factores diversos, tales como las
variaciones climaticas y actividades humanas. Esta definicion incluye tres elementos
distintos y con requerimientos diferentes como son las sequias recurrentes (en periodos
cortos), fluctuaciones climaticas a largo plazo y degradacion de suelos por actividades
humanas. Un aspecto de mayor importancia en esta definicion es el concepto degradacién
de latierra, que es sumamente diferente, conceptualmente, a degradacién del suelo ya que
en la primera no sélo se contempla la degradacién del suelo sino de cualquier otro de los
elementos bioldgicos y fisicos del terreno, como son la cubierta vegetal, la biota animal, los
recursos hidricos, etcétera.

El suelo proporciona bienes y servicios ambientales con los que se benefician las
poblaciones de los ecosistemas como son:

Servicio de Soporte. Provee una gran variedad de microambientes para las bacterias,
protozoarios, artropodos y nematodos involucrados en el reciclaje de la materia organicay
en la continuidad de los principales ciclos biogeoquimicos.

Servicio de Regulacion. El suelo tiene la capacidad de filtrar, desactivar o retener
compuestos potencialmente tdxicos que pudieran llegar a las aguas subterraneas o afectar
las redes tréficas de los ecosistemas terrestres y acuaticos, ademas la actividad microbiana
y las interacciones quimicas entre las particulas de arcilla y materia organica pueden ayudar
a degradar o desactivar estos compuestos, interviene también en la regulacidn climatica
por medio de su papel en el ciclo hidrolégico y por su capacidad de absorber vy
posteriormente emitir calor.

Servicio de Provision. Se obtiene del suelo de manera indirecta al proveer biomasa vegetal
(alimento) para el consumo humano y animal o para la produccién de combustibles y
textiles. El suelo hospeda organismos que son fuente de genes utilizados en el desarrollo
biotecnoldgico (como control de patdégenos o promover el crecimiento vegetal).

Servicios Culturales. Proporcionando areas verdes que son utilizadas para esparcimiento,
actividades recreativas y/o deportivas o de descanso. Los primeros tres son los que dan
sustento a la humanidad.



El suelo contiene mucho mas carbono que el que se encuentra en la vegetacion y cerca de
dos veces mas que el que se encuentra en la atmdsfera (FAO, 2004). Esta captura reduce su
liberacion a la atmdsfera como CO», uno de los principales gases de efecto invernadero.

Es muy importante conocer los beneficios que nos proporcionan los suelos asi como los
niveles y magnitudes de la degradacién para buscar la estrategias que nos permitan
recuperar y mantener los suelos sanos y fértiles.

De acuerdo con la Organizacién de las Naciones Unidad para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, 2019), la degradacion del suelo se define como un cambio en la salud del suelo
resultando en una disminucidn de la capacidad del ecosistema para producir bienes o
prestar servicios para sus beneficiarios. Los suelos degradados contienen un estado de salud
gue no pueden proporcionar los bienes y servicios normales del suelo en cuestion en su
ecosistema. La degradacidn es el resultado de la interaccion de factores ambientales, como
el tipo de suelo, la topografia y el clima, y de factores humanos, como la deforestacion, el
sobrepastoreo y el uso de los recursos naturales (SEMARNAT, 2014).

En México, se han realizado diversos estudios por parte de instituciones del gobierno
federal y educativas, para determinar los procesos y niveles de degradacion del suelo, sin
embargo debido a la diversidad de aproximaciones, metodologias y definiciones resulta
dificil llegar a un resultado equiparable en el que coincidan las cifras, por lo anterior en la
redaccién de este punto se utilizaron los datos del informe Evaluacion de la degradacion del
suelo causada por el hombre en la Republica Mexicana, publicado por la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y el Colegio de Posgraduados (CP) en
2003. En el 2002, el 44.9% del territorio nacional presenta degradacidon en sus cuatro
procesos (es decir, degradacion quimica y fisica y erosion hidrica y edlica), teniendo para
cada tipo un nivel que va de ligera, moderada, fuerte y extrema, asi como las causas que la
originaron.

Una de las causas principales de degradacion del suelo es debido a las actividades humanas,
en la busqueda por satisfacer las necesidades materiales transformando los recursos
naturales y alterando el medio ambiente. Esta visidon del ser humano ha ocasionado que
cerca de la mitad de los suelos del pais presenten actualmente problemas de degradacion
en algun grado.

2.1.2. Tipo de Degradacion de Suelos en México.

El proceso mas importante de degradacidn del suelo en México es el quimico. Los efectos
mas catastréficos se presentan por la disminucion de la fertilidad y la reduccién del
contenido de materia organica, dando como resultado zonas improductivas para cualquier
actividad econdmica. De la misma manera, la erosidon también afecta las capas superficiales
de las tierras, donde si bien es posible seguir desarrollando actividades agropecuarias y
forestales, se presenta una baja considerable en la produccidn y en estas areas donde es
posible revertir el fendomeno mediante un uso sustentable del recurso. Otro tipo de
degradacion de gran importancia es la erosidn hidrica, es un tipo de degradacidn que afecta



principalmente a las zonas de bosques de coniferas y encinos. Tanto en la erosién hidrica
como en la edlica, el tipo dominante fue la pérdida de suelo superficial, caracterizada por
la remocion uniforme del material superficial por las escorrentias o el viento, mientras que
en el caso de la fisica fue la compactacion.

Se ha identificado que la mayor degradacién de los suelos del pais se debe a la deforestacidn
asociada a cambios de uso del suelo hacia actividades agropecuarias. El deterioro de los
suelos relacionado con tales actividades se debe a practicas de produccion inadecuada tales
como la aplicacidn excesiva de riego, la quema de residuos de cosecha, el exceso de
labranza y la falta de practicas de conservacion de suelo y agua. A continuacion, se
describen los procesos de degradacidn y sus tipos especificos.

Erosion Hidrica: Se define como la remocidn laminar o en masa de los materiales del suelo
debido a la accidén del agua de lluvia, la cual puede deformar el terreno y originar canalillos
y carcavas, este proceso se subdivide en tres tipos:

Deformacidén de terreno: La compleja topografia del territorio nacional es un factor que,
combinado con el manejo inadecuado de las tierras forestales, agricolas y ganaderas, puede
favorecer las escorrentias que erosionan las capas superficiales del suelo.

Efectos fuera de sitio: Las deformaciones del terreno permiten el escurrimiento de una gran
cantidad de agua y el arrastre de sedimentos que pueden llegar a presas, rios o lagunas,
entre otros cuerpos de agua, contribuyendo a su contaminacién, azolvamiento e incluso a
gue lleguen a desbordarse e inunden zonas aledanas.

Pérdida de suelo superficial: Cuando el suelo es arrastrado por el agua debido a que no hay
suficiente proteccién por parte de la vegetacidn se remueven los nutrientes y la materia
organica, reduce la profundidad de enraizamiento de las plantas disminuyendo la tasa de
infiltracién y retencion de agua.

Erosidon Edlica: Afecta principalmente a las regiones aridas, semiaridas y subhimedas secas
del pais, aunque no es exclusiva de ellas. Las causas también se atribuyen a una insuficiente
protecciéon del suelo por la cubierta vegetal, a la destruccidn de la estructura del sueloy a
niveles bajos de humedad. Los tipos especificos de erosion edlica son los mismos que los de
la erosidn hidrica. También en este caso predomind la pérdida de suelo superficial.

En estos suelos es comun la formacidn de dunas, lo que dificulta el establecimiento y el
desarrollo de la vegetacion.

Degradacion Quimica: Este proceso conduce a la disminucién o eliminaciéon de Ia
productividad bioldgica del suelo y esta fuertemente asociada con la presencia de
actividades agricolas. La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2019), determina tres aspectos fundamentales de la degradacién quimica
del suelo: agotamiento de nutrientes del suelo, la salinizacidén y la contaminacion. Los tipos
de degradacion son:

Disminucién de la fertilidad: Se entiende como el decremento neto de nutrimentos y
materia organica disponibles en el suelo, es debido a un balance negativo entre las entradas
de nutrimentos y materia organica (via la fertilizacién, conservacién de los residuos de las
cosechas y los depdsitos de sedimentos fértiles) y las salidas (representadas por los




productos de las cosechas, las quemas o la lixiviacién), todo ello con importantes
repercusiones en la productividad del suelo.

Polucion: Se debe a la concentracion y efecto bioldgico adverso de algunas sustancias que
pueden provenir de tiraderos a cielo abierto, derrames, residuos industriales, deposicién
de compuestos acidificantes y/o metales pesados.

Salinizacién/alcalinizacidn: Estan representadas por un incremento en el contenido de sales
en el suelo superficial que provoca, entre otras cosas, la disminucidn del rendimiento de los
cultivos. Sus posibles causas incluyen la intromision de aguas marinas y el uso de sistemas
de riego que utilizan agua con una alta concentracién de sodio, lo que puede ocasionar la
formacidn de una capa de salitre en la superficie de los suelos que tienen drenaje deficiente,
alta evaporacion, o se encuentran bajo riego excesivo.

Este tipo de suelo se presenta principalmente en las regiones aridas, en las cuencas cerradas
y en las zonas costeras que tienen suelos naturalmente salinos.

Eutrofizacidn: Es el exceso de nutrimentos en el suelo que perjudica el desarrollo de la
vegetacién y puede deberse a la aplicacidn excesiva de fertilizantes quimicos.

Degradacion Fisica: Se refiere a un cambio en la estructura del suelo cuya manifestacion
mas conspicua es la pérdida o disminucidn de su capacidad para absorber y almacenar agua.
Se puede presentar en cinco tipos:

Compactacidn: Se refiere a la destruccion de la estructura del suelo, es decir al arreglo de
las particulas de arena, limo y arcilla para formar conglomerados o agregados de suelo,
manteniendo a las particulas unidas por raices o productos de la actividad microbiana. La
compactacion frecuentemente se asocia al pisoteo del ganado o al paso habitual de
maquinaria pesada.

Encostramiento: En este subproceso los poros se rellenan con material fino, lo que impide
la infiltracion del agua de lluvia, con el consecuente incremento del volumen de las
escorrentias superficiales y la erosidn hidrica. Por lo general, este tipo de degradacion es
mayor en zonas con escasa cobertura vegetal y bajo contenido de materia organica, lo que
incrementa el dafio mecdnico de las gotas de lluvia.

Anegamiento: Se debe a la presencia de una lamina superficial de agua sobre el suelo,
frecuentemente asociada a la construccidn de represas para riego.

Disminucién de la disponibilidad de agua: Esta se origina por la extraccidn excesiva del agua
con fines agricolas o de suministro a la poblacién, o por la disminucién de la cobertura
vegetal y de la materia organica del suelo.

Pérdida de la funcién productiva: Esto es cuando los suelos son usados en actividades no
bioldgicas (por ejemplo: construccion de infraestructura, mineria o canteras) pierden su
funcién productiva.

Las causas de la degradacidon de los suelos en el pais involucran actividades de diversa
indole: 35% de la superficie nacional degradada se asocia a las actividades agricolas y
pecuarias (17.5% cada una de ellas) y 7.4% a la pérdida de la cubierta vegetal. El resto se
divide entre urbanizacidn, sobreexplotacion de la vegetacion y actividades industriales.

La degradacidén del suelo es lo resulta de la interaccion de factores ambientales y humanos
entre los que se encuentran el tipo de suelo, la topografia, el clima, la deforestacion, el




sobrepastoreo, la densidad poblacional, la manera en la que se usan los recursos naturales
y el tipo y estado de la cobertura vegetal.
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Figura 3.- Principales causas de degradacién del suelo en México.

2.1.3. Superficie Afectada por proceso de degradacion en México.

Cuando se refiere a degradacidn del suelo se hace referencia a los procesos inducidos por
las actividades humanas o de la naturaleza que provocan la disminucidn de su productividad
bioldgica o de su biodiversidad, afectando su capacidad para sostener la vida.

Respecto a la superficie afectada por los diferentes procesos, la degradacion quimica ocupa
el primer lugar con 34.04 millones de hectareas (17.8%), seguida por la erosion hidrica con
22.73 millones de hectareas (11.9%), edlica con 18.12 millones de hectédreas (9.5%) y la
degradacion fisica con 10.84 millones de hectdreas (5.7%). Los suelos sin degradacion
aparente cuentan con una superficie de 105.2 millones de hectareas (55.1%)>.

Degradacion
fisica
5.7%

Figura 4.- Superficie afectada por procesos de degradacion del suelo en México.

Considerando las subdivisiones de los cuatro grandes procesos, en la erosidn hidrica como
en la edlica, el tipo especifico de degradacién fue la pérdida de suelo superficial, siendo el

2 Se considera la superficie nacional de 1 909 818.5 km?. No incluye cuerpos de agua, asentamientos humanos,
zonas urbanas, regiones desprovistas de vegetacion y superficie insular.



mas dominante. En el caso de la hidrica, represento el 88% de la superficie nacional
afectada, y en la edlica fue del 95.5%. En el proceso de degradacién quimica predomind la
disminucion de la fertilidad del suelo con un 92.7% y en la fisica la compactacién en un
68.2% de la superficie nacional degradada.

Si se analiza desde el punto de vista del nivel de afectacién en que se encuentra el suelo,
considerando la reduccion de la productividad bioldgica tenemos: que el nivel ligero se
refiere a los terrenos aptos para sistemas forestales, pecuarios y agricolas locales, que
presentan alguna reduccion apenas perceptible en su productividad; en el nivel moderado
se consideran los terrenos aptos para sistemas forestales, pecuarios y agricolas locales que
presentan una marcada reduccién en su productividad; para el nivel fuerte los terrenos en
la categoria de predio o de granja, tienen una degradacion tan severa, que se pueden
considerar con productividad irrecuperable a menos que se realicen grandes trabajos de
ingenieria para su restauracioén; en el nivel de extremo, su productividad es irrecuperable y
su restauracion materialmente imposible.
En la Evaluacién de la degradacién del suelo causada por el hombre en la Republica
Mexicana (SEMARNAT, 2014), se determinaron los porcentajes que representa cada nivel
de degradacion del suelo. Para los niveles ligero y moderado en conjunto constituyen el
42.8% (81.78 millones de hectareas) del pais, mientras que el 2.1% (3.97 millones de
hectareas) restante esta representado por los niveles fuerte y extremo.
A continuacion, se representa con graficas los porcentajes de degradacion del suelo segin
el tipo especifico y los niveles de afectacién.

Fusra de Exrema | Fuerte

sitio 0.2% 3.7%

K ‘ Superficie
nacional con
erosion

g e hidrica: 22.73

e millones de
hectareas
b)

Figura 5.- a) Superficie afectada por erosion hidrica en sus tipos especificos b) Superficie
afectada segun nivel de afectacion.

a)

Fuera de Extrema Fuerte

Superficie
sitio Deformacion 0.1% 3.8% .
4.0% de terreno naCIOnaI Con
0.5%
e erosion
% edlica: 18.12
millones de
Moderada hectareas

66.7%

a) b)

Figura 6.- a) Superficie afectada por erosion edlica en sus tipos especificos b) Superficie
afectada segun nivel de afectacion.
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Figura 7.- a) Superficie afectada por degradacién quimica en sus tipos especificos b)
Superficie afectada segun nivel de afectacion.
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. __ Disminucién
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1.9% de agua
4.2%

Ligera
62.0%

a) b)
Figura 8.- a) Superficie afectada por degradacion fisica en sus tipos especificos b) Superficie
afectada segun nivel de afectacion.

2.1.4. Superficie afectada por proceso de degradacion en Jalisco.

El estado de Jalisco no se queda fuera de los procesos de degradacién del suelo, al ser una
de las entidades federativas con mayor crecimiento poblacional y demanda de recursos
naturales y alimento que satisfagan las necesidades de supervivencia del hombre, las
formas y mecanismos de apropiacidon de los recursos con frecuencia estan ligados a la
economia social y politica, manifestandose en el cambio de la cobertura vegetal y uso de
suelo, lo que conlleva al deterioro del medio ambiente debido a la ampliacién de la actividad
agricola, ganadera, industrial, a la deforestacidn y el crecimiento urbano, poniendo en
peligro la productividad de los ecosistemas de miles de especies de plantas y animales.

El estado de Jalisco® se localiza en la porcién media occidental del pais y representan el
4.01% de la superficie del territorio nacional, sus municipios son reconocidos por su amplia
riqueza natural y biodiversidad de flora y fauna, esto a la vez lo hace un territorio muy
vulnerable a la sobreexplotacién, contaminacion, agotamiento y degradacion de los
ecosistemas, especialmente los forestales que en muchos casos se debe a las malas
practicas agricolas que dan lugar a la degradacidn quimica, que se manifiesta con la
acidificacion del suelo por el uso de fertilizantes quimicos nitrogenados que provocan la
pérdida de la capacidad de produccion de biomasa, y la salinidad que se da por la

3 Extensién del territorio del estado de Jalisco 80,137 km?.
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acumulacién de sales ya sea por un mal manejo del agua de regadio o porque contiene gran
cantidad de ésta.

La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2014), reporta en sus
estudios realizados la magnitud de la superficie* afectada por los procesos de degradacion
y sus tipos especificos en el estado de Jalisco.

Cuadro 1.- Superficie afectada por los procesos de degradacidn y sus tipos especificos en el
estado de Jalisco.

Superficie Totales por proceso
Procesos Tipos especificos Miles de ha Porcentaje Miles de ha Porcentaje
Deformacion del terreno 182.73 2.4
Erosion Lo -
Hidrica Pérdida de suelo superficial 1723.26 22.8 1912.51 253
Fuera de sitio 6.52 0.1
Deformacion del terreno 0.0 0
Erosién Lo .
Edlica Pérdida de suelo superficial 204.56 2.7 204.56 2.7
Fuera de sitio 0.0 0
Disminucion de la fertilidad 1528.85 20.2
Degra.damon Pol.u?lon. , - 99.29 1.3 1656.64 219
Quimica Salinizacidn - Alcalinizacion 28.51 0.4
Eutrofizacién 0.0 0
Encostramiento y sellamiento  12.99 0.2
Perdlda.de la funcién 170.51 23
Degradacion productiva
Fisﬁ:a Anegamiento 5.50 0.1 302.32 4.1
Disminucion de la 00 0
disponibilidad de agua )
Compactacion 113.31 1.5
Superficie estatal afectada 4076.03 54

Los suelos que predominan en el estado son haplicos, cambisol eutrico, litosol, vertisol
pélico, luvisol vértico, xerosol luvico, planosol eutrico, xerosol haplico y el feozem haplico y
lGvico (INAFED, 2005). Los principales usos que se tienen son: agricultura 26.6%, pastizal
9.3%, bosque 31.1%, matorral 9.0%, selva 24.5% y otros usos 22.2%. El estado cuenta con
19 Area Naturales Protegidas (ANP), que representan el 10% de su territorio. Las causas de
la deforestacién obedecen al cambio de uso de suelo, incendios forestales, tala ilegal,
permisos especiales para infraestructura y mineria, ganaderia extensiva realizada de
manera directa en la vegetacion natural y en menor medida los desastres naturales.

Una cuarta parte del territorio de Jalisco es suelo agricola. Es decir cerca de dos millones de
hectdreas, de las cuales 2 mil han dejado de ser productivas debido a procesos de
degradacion del suelo, entre los cuales sobresale la degradacion quimica (acidificacion,
salinizacion), degradacidn fisica (compactacién) y la erosion hidrica y edlica (pérdida de
material orgdnico), afirma profesor investigador del Instituto de Medio Ambiente y

4 Superficie en miles de hectareas y porcentajes.
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Comunidades Humanas, del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuaria, el
académico también manifiesta que la degradacion del suelo puede revertirse, porque ya
hay tecnologias de conservacién y restauracién del suelo (Curiel Ballesteros, 2013).

2.1.5. Tipos de suelos en el municipio de Zacoalco de Torres.

De acuerdo con el Diagndstico del Municipio de Zacoalco de Torres® (IIEG , 2018), su
subsuelo esta conformado en su mayoria por roca aluvial 44.3%, seguida de basalto 37.9%,
brecha volcanica 11.9%, arenisca 3.9%, extrusiva acida 1.5% y otros 0.6% son el deposito de
materiales sueltos, provenientes de rocas preexistentes, que han sido transportados por
corrientes superficiales de agua. El suelo predominante es phaeozems (44.1%), presenta
acumulacién pronunciada de materia orgdnica en el suelo mineral superficial, superficie
obscura, sin carbonatos secundarios (a menos que estén muy profundos), alta saturacidn
de bases. Es el cuarto tipo de suelo mds abundante en el pais con de profundidad variable.
Cuando son profundos se utilizan para la agricultura de riego o temporal. Los grupos de
suelos que podemos encontrar en el municipio se muestran en el siguiente cuadro (lIEG,
2018).

Cuadro 2.-Grupos de suelos en Zacoalco de Torres.

Suelos Porcentaje (%)
Phaeozems 44.1

Vertisols 33.7
Solonchaks 20.9

Fluvisols 0.3

Otros 0.7

El uso de suelo predominante en el municipio es la agricultura 39.3%, selva 36.0%, bosque
4.6%, asentamiento humano 2.6%, pastizal 0.8%, otro tipo de vegetacion 1.1%; el 15.7%
restante del suelo esta cubierto por cuerpos de agua. En el ordenamiento ecolégico
territorial, 56.18% de su territorio estd bajo politicas ambientales de conservacion.

2.1.6. Extensidn de suelo salino en el municipio de Zacoalco de Torres.

De acuerdo con la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, (SEMARNAT, 2007),
en el pais se tiene 139 256.8 hectareas de suelo ensalitrado y el estado de Jalisco cuenta
con una superficie de 911.2 ha de suelo con esta condicion. El 20.9% de la superficie del
municipio de Zacoalco de Torres, que equivale a 80.674 km? de su territorio presenta el tipo
de suelo denominado solonchaks, que se caracteriza por la alta concentracién de sales
solubles, la extension total de estos suelos en el mundo se estima en unos 260 millones de
ha (FAO, 2015).

3 Superficie municipal de Zacoalco de Torres 386 km?.
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Los Solonchaks son suelos que tienen alta concentracion de sales solubles en algun
momento del afio y presentan una Conductividad Eléctrica (CE) superior a 4 mmhos/cm,
estdn ampliamente confinados a regiones climaticas aridas y semidridas y regiones costeras
en todos los climas. Principalmente en areas donde el agua fredtica ascendente alcanza la
parte superior del suelo o donde se presenta algo de agua superficial, con vegetacién de
pastos y/o hierbas haldfilas, y en zonas con mal manejo del riego. Los nombres comunes
internacionales son suelos salinos y suelos afectados por sales. La presencia de las sales
afecta la asimilacion de nutrientes por las plantas y la actividad microbiana del suelo. La
salinidad tiende a afectar otros tipos de suelo, pero en menor medida y pueden llevar al
reconocimiento de fases salinas (FAO, 2018).

De acuerdo con los Grupos de Suelos de Referencia (GSR) de la Base de Referencia Mundial
(WRB), se tiene en la tercera posicion a los suelos con enraizamiento limitado (FAO, 2015):
Cryosols: Afectados por permafrost®

Leptosols: Delgados o con muchos fragmentos gruesos

Solonetz: Alto contenido de Na intercambiable

Vertisols: Condiciones alternas de sequia-humedad, arcilla de expansion-retraccidn.

Solonchaks: Alta concentracidn de sales solubles.

Dos de los tipos de suelos que conforman la superficie del municipio de Zacoalco de Torres
pertenecen al grupo anterior, es decir que aproximadamente el 54.6% de su superficie son
suelos con enraizamiento limitado.

2.2. SALINIZACION DE LOS SUELOS.

La salinizacion es la acumulacién de sales solubles en el suelo y/o agua, esto tiene su origen
de manera antropogénica, es decir cuando se asocia a sistemas de riego que van aportando
sales al suelo ya sea en menor o mayor cantidad dependiendo de la calidad del agua, y la
otra forma es la natural cuando se trata de suelos bajos con planicies que periédicamente
son inundados con lluvias de temporal y que al evaporarse se van acumulando las sales; o
cuando el nivel de las aguas subterraneas es poco profundo y el agua que asciende por
capilaridad contiene sales disueltas. La sal dominante en estos suelos por lo general es
cloruro de sodio (NaCl), por lo que también se le llama suelo salino-sédico. Al converger
estos dos elementos en el suelo se incrementa la presidon osmotica del agua del suelo,
impidiendo el aprovechamiento de los nutrientes por las raices y ocasionando un
desbalance nutricional en las plantas. La calidad del agua y del suelo para la agricultura

6 permafrost: capa de suelo o roca, a alguna profundidad debajo de la superficie, en la cual la temperatura
ha estado continuamente por debajo de 0 °C por lo menos algunos afios. Existe donde el calentamiento de
verano no alcanza a llegar a la base del terreno congelado. Base referencial mundial del recurso suelo 2014.
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influyen directamente en el rendimiento de los cultivos. La salinizacion altera las
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo y por lo tanto su fertilidad.

A continuacion, se enlistan algunos procesos que favorecen la salinizacion del suelo de
forma natural o primaria y antropogénica o secundaria:

Material geoldgico original es rico en sales.

Zonas aridas o semi-aridas (secanos). La mayor parte de la lluvia se evapora dejado una alta
concentracion de sales en el suelo.

Lluvias escasas. Las bajas precipitaciones no aseguran el lavado de las sales que se acumulan
en el suelo como resultado del riego. No hay aportes de agua a los acuiferos. Se usa agua
de menor calidad.

Alta evaporacion. En regiones con una tasa alta de evaporacidn las sales se concentran en
la capa superior del suelo.

Nivel freatico superficial. Las sales que contiene el agua subterrdnea llegan por capilaridad
a la superficie en donde se evaporan por el viento y el sol dejando una concentracién de
sales en el suelo.

Alta capilaridad del suelo. Relacionado con los dos puntos anteriores.

Tipo de suelo. Suelos arcillosos tienden a salinizarse con mas facilidad.

Depresiones del terreno. Las sales superficiales son arrastradas por el agua a las partes bajas
del terreno.

Drenaje insuficiente: Suelos poco permeables con dificulta para el lavado de las sales o
drenajes inadecuados.

Calidad del agua de riego y su manejo. La baja calidad del agua de riego es en ocasiones el
aporte principal del cloruro, boro y sodio. La implementacién de riego adecuado puede
reducir la toxicidad de estos elementos.

Bombeo exagerado, sobre todo de pozos cercanos al mar.

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 1954), define a los suelos
salinos y sédico como aquellos que presentan concentraciones excesivas de sales solubles,
sodio intercambiable o ambos, y que afectan o alteran la productividad. Los clasifica en
cuatro clases: normal, salino, sddico y salino - sédico, esta clasificacion toma criterios
evaluativos como Conductividad Eléctrica (CE) de 4 dS m™* o mmhos/cm a 25°C para la
salinidad y el 15% para el Porcentaje de Sodio Intercambiable (PSI). Este criterio es para
suelos halomoérficos es decir con exceso de sales, de zonas aridas, usualmente destinados a
riego, y no siempre se aplica correctamente a los suelos halomoérficos de zonas hiumedas y
subhumedas. Para estos suelos se toma en consideracion los niveles excesivos de sodio
intercambiable es decir PSl y el valor Relacién Adsorcion Sodio (RAS).
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Cuadro 3.- Clasificacion de los suelos afectados por sales (USDA, 1954).

CE PSI
Suelo pH (dS/m) (%)
Normal 6a7 <2 <15
Salino <8.2 >4 <15
Sddico >8.2 <4 >15
Salino-Sédico  >8.2 >4 >15

2.2.1. Suelo salino.

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, un suelo salino es el
gue contiene suficientes sales solubles como para reducir el crecimiento de las plantas, con
conductividad eléctrica (CE) en la pasta de saturacién igual o mayor a4 dS m™* o mmhos/cm.

También se considera suelo salino (o suelos halomdrficos) cuando las concentraciones de
sales solubles, es decir aquellos compuestos quimicos inorganicos mas solubles que el yeso’
(CaS04), que en su mayoria se componen por cationes como calcio (Ca?*), magnesio (Mg**),
sodio (Na*), potasio (K*), amonio (NH4*) y aniones como cloruros (CI), sulfatos (SO4%),
carbonatos (CO3%), bicarbonatos (HCO3') y nitrato (NOs7), y otros elementos como Boro y
Selenio; alcanzan niveles muy altos en la zona radicular de la planta impidiendo el
crecimiento y desarrollo de estas. Estos suelos son caracteristicos de zonas de climas aridos
y semidridos, secos en su mayoria del tiempo, donde las bajas precipitaciones no permiten
la lixiviacion de las sales de manera natural hacia estratos mas profundos y son insuficientes
para compensar las pérdidas de agua por la evapotranspiracion, en algunas regiones estos
suelos permanecen inundados en el temporal de lluvias y posteriormente se evaporan,
condicién que favorece la acumulacion de sales. Los suelos salinos también pueden
desarrollarse en regiones donde el nivel freatico es muy cercano a la superficie.

Un suelo salino se distingue de los sddicos o sddicos-salinos porque contienen altas
concentraciones de sales solubles, buena estructura y permeabilidad, relacion de adsorcién
de sodio (RAS) baja, la conductividad eléctrica de los extractos de saturacién de estos suelos
es superior a 4 mmhos/cm, pero el porcentaje de sodio intercambiable es inferior a 15%. La
lectura del pH es menor a 8.5. El cloruro y el sulfato son los principales aniones solubles
presentes en estos suelos, el contenido de bicarbonato es relativamente bajo y no hay
carbonato. Los contenidos de sodio soluble superan en algo a los de calcio mas magnesio,
pero la relacién de adsorcién de sodio es bajas. El yeso y los carbonatos alcalinotérreos son
componentes comunes de los suelos salinos. Como muestran los valores de la
conductividad eléctrica de los extractos de saturacion, los niveles de salinidad son lo
suficientemente altos como para afectar negativamente el crecimiento de la mayoria de las
plantas. La recuperacion de los suelos solo requerira lixiviacion, siempre que el drenaje sea
adecuado (USDA, 1954).

7 Solubilidad del yeso es de 0.241 gramos en 100 mililitros de agua a 0°C.
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Las plantas que crecen en dicho suelo pueden aparecer atrofiadas y tener hojas engrosadas
y un color verde oscuro. Se pueden producir reducciones sustanciales en el crecimiento de
la planta sin cambios apreciables en la apariencia (Strawn, et al., 2015).
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Figura 9.- Clasificacion de la salinidad del suelo y la sodicidad en relacion con la
conductividad eléctrica, RAS, PSly pH.

La curva muestra el limite de supervivencia de la mayoria de las planes. También se muestra el rango de CE
para plantas. La relacién adsorcién de sodio (RAS) y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI) se deriva de
una relacion empirica (Strawn, 2015).

2.2.2. Suelo sédico.

Suelo en el cual el porcentaje de sodio intercambiable (PSI) es de 15 0 mas, o el que contiene
el sodio suficiente como para afectar adversamente las propiedades fisicas y la
permeabilidad del suelo (SEMARNAT, 2002).

Son suelos de las regiones semiaridas, semihimedas y himedas en los cuales predomina el
ion Na* en el complejo de cambio. El sodio se presenta en mayor cantidad que la suma de
Ca + Mg. Esta condicién indica un pH alto, un deterioro en su estructura fisica que provoca
dispersidon quimica de arcilla transportdndola hacia las capas mas bajas del suelo, lo que
ocasiona la compactacion y disminucion de su porosidad que impide el libre flujo de agua,
gasesy el desarrollo de las raices, causando un desbalance nutricional en el suelo que afecta
a las plantas. Los cationes dominantes presentes de mayor a menor abundancia son Na*,
Ca%*y Mg?* y los aniones en el mismo orden son HCO3", SO4> y Cl-.



La conductividad eléctrica (CE) es menor de 4 mmhos/cm a 25°C, el PS es mayor de 15, la
RAS es mayor a 13 y el pH se encuentra entre 8.5 - 10. Se le conoce también como “salitre
negro” 6 “solonetz”(USDA, 1954). Las sales provocan que la materia organica se disperse y
disuelta se deposita sobre la superficie del suelo adquiriendo ese color obscuro distintivo.

2.2.3. Suelo salino-sddico.

Los suelos que contienen suficiente sodio intercambiable para interferir con el crecimiento
de la mayoria de los cultivos y que contiene cantidades apreciables de sales solubles. El
porcentaje de sodio intercambiable (PSI) es mayor de 15%, la conductividad del extracto de
saturacion mayor de 4 dS m™* o mmhos/cm (NOM-021-RECNAT-2000).

Debido a que las sales solubles previenen la hidrélisis, el pH de los suelos salinos-sédicos es
tipicamente menor de 8.5, si el contenido de sales es elevado el pH raramente es superior.
La composicion de las sales solubles generalmente es similar a la de los suelos salinos. Solo
las plantas mas sensibles a la sal se veran afectadas por el nivel de salinidad, el porcentaje
de sodio intercambiable es demasiado alto para permitir el crecimiento de la mayoria de
los cultivos (USDA, 1954). La relacién de adsorcion de sodio (RAS) es alta.

El peligro principal ocurre cuando estos suelos se lixivian para eliminar sales. La lixiviacién
elimina las sales mas rapido de lo que elimina el Na* intercambiable, lo que provoca la
conversion a suelos sédicos. Esto puede reducir severamente la permeabilidad del suelo o
la conductividad hidraulica y afectar las relaciones planta-agua y la capacidad de lixiviacién
para el control de la salinidad (Strawn, et al., 2015).

2.2.4. Naturaleza de las sales solubles del suelo.

Las sales pueden encontrarse en el suelo precipitadas bajo las formas de cristales, disueltas
en la solucién o retenidas y adsorbidas en el complejo de cambio®. El contenido de sales en
cualquiera de estas tres situaciones esta cambiando continuamente debido a variaciones
en la capacidad de humedad edafica y al aporte que se pueda estar presentando en cada
condicidn. En el periodo seco la cristalizacion aumenta, por lo tanto la solucién se concentra
y aumentan las sales en la matriz del suelo; y en el periodo humedo, el comportamiento es
inverso (Narvaez M, 2014).

Las sales mas abundantes estdn formadas por los siguientes cationes: Calcio (Ca?*),
magnesio (Mg?*), sodio (Na*), potasio (K*) y aniones como cloruros (Cl), sulfatos (SO4%),
carbonatos (COs?), bicarbonatos (HCO3").

8 Complejo de cambio, es el conjunto de particulas con capacidad para adsorber los iones de las soluciones
del suelo.



De acuerdo con (lbafiez N, 2004), las sales mas frecuentemente encontradas en los suelos
son:

Cloruros: NacCl, CaClz, MgCl,, KClI,

Sulfatos: MgS0a, Na;S04

Nitratos: NaNOs, KNO3

Carbonatos: Na>CO3

Bicarbonatos: NaHCOs

Las sales proceden fundamentalmente de la meteorizacién de las rocas igneas y se
acumulan en rocas sedimentarias, suelo y agua; algunos otros iones constituyentes como el
cloro y el azufre proceden de las emanaciones volcdnicas. La liberacién de estos iones
componentes de las rocas y minerales, su movilidad y su facilidad para acumularse en las
depresiones fisiograficas, dando suelos salinos, es inversamente proporcional al coeficiente
de energia de estos iones.

Los nitratos, cloruros, sulfatos y carbonatos de iones alcalinos y alcalinotérreos, son las sales
gue con mayor facilidad han de formarse como consecuencia de la meteorizacién de la
corteza terrestre.

Los cloruros junto con los sulfatos son las principales sales formadas en este proceso. El
calcio, el magnesio y el sodio son los cationes que mayoritariamente se unen a los cloruros
y a los sulfatos para formar las sales, con menor frecuencia se encuentra el potasio y los
bicarbonatos, carbonatos y nitratos.

2.2.5. Solubilidad de cationes y aniones.

La solubilidad de las sales determina su movilidad y precipitacion, asi como su
concentracion. Los andlisis de suelos salinos y alcalinos para cationes y aniones solubles
generalmente se realizan para determinar la composicion de las sales presentes. Las
determinaciones de cationes solubles se utilizan para mantener las relaciones entre el total
de cationes y otras propiedades de las soluciones salinas, como la conductividad eléctrica y
la presién osmoética. Las concentraciones relativas de los diversos cationes en los extractos
de agua del suelo también proporcionan informacién sobre la composicion de los cationes
intercambiables en el suelo.

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 1954), determind que los
cationes y aniones solubles comunmente determinados en suelos salinos y alcalinos son
calcio, magnesio, sodio, potasio, carbonato, bicarbonato, sulfato y cloruro. Ocasionalmente
se determinan nitrato y silicato soluble. Al hacer analisis completos, una terminacién de
nitrato se indica si la suma de cationes expresados en una base equivalente excede
significativamente la de los aniones comunmente determinados. Cantidades apreciables de
silicato soluble ocurren solo en suelos alcalinos que tienen altos valores de pH. En los
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analisis realizados por los métodos habituales, cualquier silicato soluble presente se
determina como carbonato.

Los valores obtenidos de las determinaciones de los contenidos de cationes y aniones
solubles de los suelos salinos y alcalinos estan marcadamente influenciados por el
contenido de humedad al que se realiza la extraccion. Las cantidades totales disueltas de
algunos iones aumentan con el aumento del contenido de humedad, mientras que
simultaneamente los de otros pueden disminuir; Los valores casi invariablemente
obtenidos para el contenido total de sal aumentan con el aumento del contenido de
humedad en la extraccion.

Cuadro 4.- Solubilidad de sales en agua a 200C, gramos/litro.

Sal Solubilidad  Sal Solubilidad
CaCOs 0.01 Ca (HCO3), 262
MgCOs 0.1 NaCl 360
N32C03 71 NaN03 921
Nast4 * 7H20 195 MgCIz * 6H20 1,670
MgSO4 262 CaCl, * 6H,0 2,790

Los cloruros y nitratos son los mas solubles, después los bicarbonatos junto a los sulfatos,
siendo en general los menos solubles los carbonatos. Por tanto, seran estos uUltimos los
primeros en precipitar, seguidos del sulfato cdlcico y no seran considerados dentro del
concepto de sales solubles, concepto que se refiere a sales muy solubles, concretamente
empiezan a partir del carbonato sédico.

2.2.6. Dindmica de las sales en el suelo.

La dindmica de las sales solubles en el tiempo y el espacio es relativamente rapida; la carga
negativa de los coloides del suelo retiene a los cationes en delgada pelicula de agua y sus
solutos (sustancias disueltas) adherida a la superficie de las particulas. Esto disminuye la
pérdida de Ca*2, Mg*2, K*y Na* por lixiviacion, manteniéndolos disponibles para la absorcidn
vegetal. Los cationes alcalinos y alcalinotérreos, debido a su tamafio y carga, tienen poca
oportunidad de precipitar. Estos son considerados como los macronutrientes esenciales de
las plantas. Debido a las condiciones del suelo, estos cationes pueden ser facilmente
intercambiables por otros iones. Esta condicién de cationes intercambiables permite su
manipulacion para y por la fertilizacion de los suelos, asi como para la remediacidn de los
problemas agricolas, especialmente la salinizacién (Bohn, et al., 2001).

Existen tres categorias de cationes en el suelo. Algunos iones tienden a reprecipitar como
minerales formadores de suelo (fase sélida); otros tienden a permanecer en la solucién,
estando en constante asociacién con las superficies de fase sdlida (iones intercambiables);
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otros son competidores de carga superficial y son lixiviados facilmente (iones solubles)
(Bohn, et al., 2001).

La distribucion de los cationes intercambiables principales en los suelos agricolas
productivos tiene la siguiente secuencia: Ca?* > Ma?* > K* = NHs* = Na*. La composicién de
cationes intercambiables en suelos diferentes tiende a ser mucho mas uniforme que la
composicion del material paternal de los cuales se derivan dichos cationes (Bohn, et al.,
2001).

2.2.7. Efecto de las sales del suelo en las plantas.

La temperatura relativa, la humedad y la contaminacion del aire afecta significativamente
la respuesta de la planta a la salinidad. La mayoria de los cultivos toleran mas estrés de
salinidad si el clima es frio y hUmedo que si hace calor y seco. Los efectos combinados de la
salinidad y condiciones de alta demanda de evaporacién, ya sea causada por alta
temperatura, baja humedad, viento o sequia, son mas estresantes que la salinidad sola.
Porque el clima tiene un efecto marcado en la respuesta de la planta a la salinidad (Garg y
Gupta, 2011).

Los efectos de la salinidad en las plantas incluyen estrés osmdtico, interrupcion del
transporte de iones a través de membrana, toxicidad directa de altas concentraciones
citoplasmaticas de sodio y cloruro en los procesos celulares y estrés oxidativo inducido
(Volkov y Beilby, 2017).

De acuerdo con (Strawn, 2015), el principal efecto de las sales solubles en las plantas es
osmotico. Las plantas deben gastar grandes cantidades de energia para absorber el agua de
la solucidn del suelo, energia que de otro modo se usaria para el crecimiento de las plantas
y el rendimiento de los cultivos. Las raices de las plantas son membranas semipermeables
gue permiten el paso del agua, pero restringen la mayor parte de la sal. Por lo tanto, el agua
es osmadticamente mas dificil de extraer de soluciones cada vez mds salinas. Las plantas que
crecen en medios salinos pueden aumentar sus concentraciones osmaticas internas al
producir acidos organicos o al absorber sales. Este proceso se llama ajuste osmotico. El
efecto de la salinidad en la planta parece ser principalmente el desvio de energia de los
procesos de crecimiento para mantener el diferencial osmotico entre el interior de la planta
y la solucién del suelo. Uno de los primeros procesos de los que se desvia esta energia es el
alargamiento celular. Las células del tejido de la hoja contindan dividiéndose, pero no se
alargan. La aparicion de mas células por unidad de area foliar explica el color tipicamente
verde oscuro de las plantas estresadas osmdticamente.

El crecimiento relativo de las plantas en presencia de salinidad se ha denominado tolerancia
a la sal. Lo anteriormente descrito se resume separando las plantas en varios grupos
tolerantes a la sal; en términos de crecimiento relativo de la planta en varios niveles de
salinidad (CE) del extracto de saturacién del suelo y en la tolerancia a la sal (CE) de la planta
en el que se observa una disminucidn del rendimiento. Los valores de tolerancia a la sal se
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proporcionan en términos de porcentaje de disminucidn del rendimiento por unidad de
aumento de la salinidad.

Algunas plantas son particularmente sensibles a la salinidad durante las etapas de
germinacién o plantulas. Ademas de los efectos osmadticos generales, muchas plantas son
sensibles a iones especificos en aguas de riego o soluciones de suelo (Strawn, 2015). La
toxicidad del boro es probablemente la mas comun. Por ejemplo, la remolacha azucarera,
la alfalfa y la lechuga toleran niveles relativamente altos de boro (2-4 mg L'! B en agua de
riego). En contraste, la naranja, el aguacate, muchas frutas de hueso y muchas nueces son
intolerantes a las concentraciones de boro que exceden los 0.3 mg L™ en el agua de riego.
El boro es generalmente mas dificil de controlar que la salinidad porque se filtra mas
lentamente que las sales solubles.

Para plantas que son extremadamente sensibles al sodio, tan solo el 5% de sodio
intercambiable puede conducir a acumulaciones téxicas de sodio en los tejidos de las hojas
de frutas caducifolios, citricos, nueces, frijoles y aguacates. Sin embargo, la sensibilidad
directa al sodio intercambiable o soluble es dificil de diferenciar de los efectos perjudiciales
del sodio en las propiedades del suelo (es decir, permeabilidad y potencial osmdtico).

La toxicidad del cloruro parece ser similar a la toxicidad del sodio. Las acumulaciones
excesivas en los tejidos cerca de las puntas de las plantas, el final de la corriente de
transpiraciéon de la planta, conducen a necrosis, muerte de las puntas y margenes de las
hojas, y eventual muerte de la planta. Algunas plantas pueden filtrar iones como el cloruro
a través de las membranas de la raiz. Ademas, los portainjertos diferentes pueden poseer
diferentes capacidades para excluir el sodio o el cloruro de las partes aéreas.

Un tercer mecanismo para el dafo de la sal a las plantas son los desequilibrios nutricionales.
Un ejemplo son las toxicidades de bicarbonato reportadas para algunos ambientes salinos.
La toxicidad resulta principalmente de la disponibilidad reducida de Fe3* al alto pH comdn
en suelos con alto contenido de bicarbonato, en lugar de los iones de bicarbonato en si
mismos. Las necesidades nutricionales de las plantas también pueden variar con los tipos
de sales presentes. Por ejemplo, los niveles altos de Na* pueden conducir a deficiencias de
Ca%*y Mg?*. Los altos niveles de pH de los suelos sddicos pueden acentuar las deficiencias
de muchos de los microelementos y conducirlos a altas concentraciones de aluminio
soluble.

2.2.8. Mecanismos de tolerancia de las plantas al estrés salino.

La mayoria de las plantas de importancia agricola son sensibles a la salinidad, y su
produccidn se ve significativamente reducida cuando se cultivan en suelos salinos. Como se
menciona anteriormente, la presencia de sal disminuye la absorcidn de agua y nutrientes
presentes en el suelo y en grandes cantidades pueden ser téxicos para una variedad de
procesos metabdlicos. Las plantas expuestas a la sal en el ambiente de la raiz tienden a
ajustar sus concentraciones osmaticas internas para mantener un gradiente constante del
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potencial hidrico desde la rizésfera hasta las raices y los brotes de las plantas (Garg y Gupta,
2011).

El transporte de iones es el punto de partida crucial que determina la tolerancia a la
salinidad en las plantas: esto incluye el transporte de cationes y aniones a través de las
membranas plasmaticas de las células de la raiz, el transporte a través de las membranas
vacuolares, el transporte de iones de larga distancia a través de xilema y floema y la
excrecion de sal y acumulacion por las células especializadas (Volkov y Beilby, 2017).

El transporte a través de membranas estda mediado principalmente por los canales idnicos
y los transportadores, que aseguran el paso selectivo de iones especificos. En la planta
modelo sensible a la sal, Arabidopsis thaliana, se predice que mas de mil genes codifican
proteinas de membrana: mas de cien de estos determinan los canales y transportadores
catidnicos. La diversidad molecular y estructural de estos canales idnicos y transportadores
es sorprendente. Difieren en el numero de dominios transmembrana de proteinas, en los
filtros de selectividad para permitir el paso de iones especificos, en las estructuras
moleculares para la activacion (aperturay cierre) por el cambio de la diferencia de potencial
(Volkov y Beilby, 2017).

La resistencia a la sal incluye mecanismos de evitacidn y tolerancia. La evitacién de sal puede
operar a través de (a) exclusion pasiva de iones debido a la impermeabilidad de la
membrana, (b) extrusion activa de iones por bombas especificas o (c) dilucion por
crecimiento rapido asociado con un aumento en el contenido de agua. Una consecuencia
inevitable del crecimiento en un suelo / solucién salina que contiene altas concentraciones
de sal es el desarrollo de estrés osmoético, seguido de una pérdida de turgencia (Garg y
Gupta, 2011).

La tolerancia al estrés osmatico puede operar a través de la tolerancia a la deshidratacion,
gue permite que las células sobrevivan sin crecer cuando disminuye la turgencia, o evitando
la deshidratacion a través de la osmoregulacidon, que incluye un aumento de la
concentracion de solutos en la célula y, en consecuencia, la rehidratacién. Los solutos
pueden ser sustancias orgdnicas o iones de sal que pueden ser secuestrados en la vacuola
y equilibrados osméticamente por solutos organicos en el citoplasma. Lo primero ocurre
cuando se impide que los iones de sal entren a las células. De acuerdo con (Garg y Gupta,
2011), los mecanismo de resistencia y tolerancia que pueden ser operativos en diferentes
plantas se muestran esquematicamente en la figura 10.
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Resistencia a la sal
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Figura 10.- Mecanismo de resistencia a la sal en diferentes plantas (Garg y Gupta, 2011).

La mayoria de los estudios sobre los mecanismos de tolerancia a la sal en las plantas
superiores se han centrado en el ajuste osmdtico y la compartimentacion idnica en toda la
planta (raices / brotes) o en el nivel celular (citoplasma / vacuola). De estudios mas
recientes, ha derivado una hipétesis coherente y ampliamente aceptada con respecto a las
caracteristicas principales de la tolerancia a nivel celular. Se han avanzado tres
proposiciones interrelacionadas (Garg y Gupta, 2011):

En condiciones salinas, las grandes cantidades de sales (principalmente, pero no
exclusivamente, cloruro de sodio) que se absorben en las hojas y contribuyen masivamente
al ajuste osmético se acumulan principalmente en la vacuola cuando las concentraciones
de tejido exceden aproximadamente 200 mM.

La concentracién de iones inorganicos en el citoplasma se mantiene en el rango de 100 a
200 mM vy el citoplasma muestra una fuerte selectividad por potasio sobre sodio, magnesio
sobre calcio y fosfato sobre cloruro o nitrato.

En condiciones hiperosmoéticas (presion osmética celular superior a -0.9 MPa), el
mantenimiento del equilibrio osmdtico a través del tonoplasto requiere la acumulacién en
el citoplasma de solutos organicos no toxicos, que generalmente se denominan solutos
compatibles. La naturaleza quimica de estos solutos compatibles varia de un grupo
taxondmico de otro, pero la mayoria son derivados de polioles o dipolos de nitrégeno.

La planta puede utilizar uno o varios de los métodos siguientes para evitar el estrés salino
interno:

1-Exclusién de sales: Por disminucidn de la permeabilidad selectiva de la membrana a los
iones sodio y cloruro. La permeabilidad diferencial de la célula vegetal depende de un
balance (normalmente alrededor de 10:1) entre cationes monovalentes (K*, Na*) y
divalentes (principalmente Ca?*). El ién Ca?*, por tanto, puede actuar como un agente
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protector de la membrana, garantizando su impermeabilidad a elevadas concentraciones
exteriores de NaCl (50 mM o mas). Bajo estas condiciones habria una adsorcién preferencial
de i6n Ca%* sobre la membrana modificando sus propiedades y disminuyendo la
permeabilidad para los cationes monovalentes y otros iones. De esta forma, al menos
tedricamente podria mantener el balance i6nico normal en presencia de concentraciones
moderadamente altas de electrolitos, siempre que en el medio radical exista suficiente Ca?*.

2-Expulsidn activa de sales: Existen dos sistemas diferentes de ATPasas activadas por Na*y
K* en las células de plantas haloresistentes. Uno de O&ptima actividad a elevadas
concentraciones de K* y que se localiza en el plasmalema celular y otro localizado en el
tonoplasto y que requiere altas concentraciones de Na*. De este modo existiria un sistema
de transporte que tomaria Na* del citoplasma expulsandolo al medio circundante e
intercambidndolo por K*, y otro que también tomaria Na* del citoplasma y lo verteria a la
vacuola. Por lo tanto, esta bien documentado que las bombas de expulsion de iones,
reconocibles bioquimicamente como ATPasas de membrana, desempefian un papel muy
importante para mantener las funciones celulares en las plantas haloresistentes,
contribuyendo a que la concentracién de Na* libre en el citoplasma sea lo mds baja posible.
Relacionadas con la expulsion de iones se encuentran las glandulas salinas excretoras de
sal, las cuales pueden estar constituidas por una o varias células rodeadas de cuticula, pero
siempre con una gran cantidad destinada a recoger y dar salida a la secrecion salina.

3-Dilucién de sales: Dado que lo esencial del efecto de las sales no es su cantidad absoluta,
sino su concentracidon una absorcidon de agua en cantidad suficiente puede prevenir un
incremento peligroso en el liquido tisular. Asi, en numerosas haléfitas cuando la
concentracion de solutos alcanza un determinado valor, la célula (especialmente las del
parénquima) se alargan permitiendo un mayor contenido de agua que previene la
concentracion excesiva del jugo celular y conduce a la suculencia de la hoja. Una respuesta
caracteristica a la salinidad consiste en la reduccién de la transpiracién por incremento
tanto de las resistencias del mesoéfilo como estomatica a la pérdida de vapor de agua, lo que
limita la absorcidn pasiva de iones por las raices. Esto se encuentra bien relacionado con el
aumento de la sintesis de acido abscisico en plantas sometidas a estrés salino.

Mecanismos de tolerancia al dafio producido por el estrés salino:

1-La planta puede amortiguar el cambio en el balance iénico, excretando la sal absorbida
en la vacuola, evitando asi el dafio directo e indirecto.

2-La planta puede tolerar el cambio en el balance idnico.

Las elevadas concentraciones de Cl"y Na* pueden inducir deficiencias en otros elementos
esenciales. Las plantas de tolerancia natural a la sal, los haldéfitos, que sobreviven a altas
concentraciones de sal, proporcionan una fuente Unica de rasgos para la tolerancia y de
genes para proteinas de membrana involucradas en el transporte de iones y sus
reguladores: los genes que funcionan bajo salinidad podrian transferirse a cultivos agricolas
importantes para aumentar su tolerancia (Volkov y Beilby, 2017).

25



Todos estos son mecanismos que evitan la deficiencia nutritiva, pero también los hay de
tolerancia como es la capacidad de sustitucidon de unos iones por otros en procesos no
demasiado especificos. Asi sucede con el Na* y K*, por ejemplo en la activacién de ciertas
enzimas, como la malato deshidrogenasa. Sin embargo el Na* no parece ser capaz de
sustituir el papel del K* en la sintesis de clorofila o proteina ( aunque todavia quedan muchas
incognitas acerca de los factores que condicionan la especificidad de un determinado ion).
En el caso del sodio, las plantas tolerantes a la salinidad lo aculan y depositan a lo largo de
su eje de crecimiento, en mayor cantidad en las partes mas joven de las hojas, donde es
encapsulado dentro de la vacuola central de las células. Existen células especializadas en las
superficies de las hojas y los tallos que se desarrollan durante el crecimiento,
permaneciendo reprimidas en ausencia de sal, pero su crecimiento se ve estimulado en
presencia de sales.

2.3. BACTERIAS DEL SUELO.

Las bacterias del suelo pueden clasificarse en dos grandes grupos:

Especies nativas o autdctonas: estan presentes en el suelo y su nimero se mantiene
aproximadamente constante, estan adaptadas a las condiciones del suelo ya sea
participando en las actividades bioquimicas del ecosistema o permaneciendo largos
periodos sin tener actividad metabdlica.

Especies aldctonas o invasoras: a diferencia de las anteriores, no participan activamente en
las funciones bioquimicas de la comunidad y crecen por periodos cortos. Llegan al suelo con
las precipitaciones, en tejidos enfermos, aguas negras, entre otras (Alexander, 1980).

De acuerdo con su morfologia podemos caracterizar a las poblaciones bacterianas en
bacilos (forma de bastén), cocos (forma esférica) y los espirilos. Los bacilos Gram positivo
son los mas abundantes por su capacidad de formar enddsporas (célula inactiva y altamente
resistente que preserva el material genético) que les permitan sobrevivir cuando se agota
el alimento en tiempos de estrés extremo (incluye temperatura alta, alta irradiacién UV,
desecacidn, daifo quimico y la estructura enzimatica).

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, 2019), dividen a las bacterias en
cuatro grupos funcionales:

Descomponedores: La mayoria de las bacterias pertenecen a este grupo, consumen
compuestos de carbono simples, como exudados de raiz y los residuos frescos de las
plantas. Mediante este proceso, los desechos de las bacterias se convierten en materia
organica y en formas utiles para el resto de los organismos en la red alimentaria del suelo;
proporcionando minerales que necesita la planta. Estas bacterias pueden descomponer
pesticidas y contaminantes en el suelo. Los descomponedores son especialmente
importantes para inmovilizar o retener nutrientes en sus células, evitando asi su pérdida,
como el nitrégeno, de la zona de enraizamiento.
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Bacterias mutualistas: Estas forman asociaciones con las plantas. Las mas conocidas son las
bacterias fijadoras de nitrégeno.

Bacterias patdégenas: Los patégenos bacterianos incluyen especies de Xymomonas vy
Erwinia, y especies de Agrobacterium que causan la formacidn de agallas en las plantas.
Bacterias litotréficos o quimioautdtrofos: Estas obtiene su energia de compuestos de
nitrégeno, azufre, hierro o hidrégeno en lugar de compuestos de carbono. Algunas de estas
especies son importantes para el ciclo del nitrégeno y la degradacion de los contaminantes.

Desde el punto de vista agrondmico, las bacterias se agrupan de acuerdo con la funcién que
desempefian (Benintende y Sanchez, 2019):

Bacterias amonificadoras: descomponen las sustancias orgdnicas nitrogenadas y las
transforman en amonio o en sales amoniacales.

Bacterias nitrificadoras: oxidan el amoniaco hasta nitrato.

Bacterias fijadoras de nitrogeno: toman el N atmosférico (N2) y lo transforman en
compuestos aprovechables por los vegetales.

Bacterias celuloliticas: degradan la celulosa. Es el grupo mas numeroso por ser este
compuesto el mds abundante en los residuos vegetales.

Bacterias pectinoliticas: degradan la pectina y sus derivados. El género mas abundante es
Arthrobacter.

2.3.1. Distribucion y abundancia bacteriana.

Una cucharadita de suelo productivo generalmente contiene entre 100 millones y mil
millones de bacterias (USDA, 2019). La abundancia en el suelo se puede medir por medio
de un conteo en placa que varia entre 10% a 10° bacterias/g de suelo. Aunque son
numerosas, debido a su tamano, sélo representan menos de la mitad de la biomasa
microbiana total (Benintende y Sanchez, 2019).

Un solo gramo de suelo contiene millones de individuos y varias miles de especies de
bacterias. Un tipico suelo sano puede contener varias especies de animales vertebrados,
varias especies de lombrices, 20-30 especies de acaros, 50 -100 especies de insectos,
decenas de especies de nematodos, centenas de especies de hongos, y quizds miles de
especies de bacteria y actinomicetos (FAO, 2019).

En suelos aireados predominan bacterias y hongos, en cambio en los medios anaerobios las
bacterias son responsables de la mayoria de procesos bioquimicos. Las poblaciones
bacterianas sobresalen por su crecimiento rapido y por su capacidad de descomponer una
variedad de sustratos naturales. El tipo de suelo y las practicas agricolas determina la
cantidad y tipo de bacterias (Alexander, 1980).

La mayoria de los microorganismos son mesoéfilos con una temperatura éptima cercana a
25°y 30° C y una capacidad de crecimiento entre 15° y 45°C. Los mesdfilos constituyen la
mayor parte de las bacterias en el suelo (Barbosa Amaya, 2011).
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Los microorganismos con sus innumerables reacciones metabdlicas permiten incorporar los
materiales del suelo en el mundo viviente, estan en la base de la productividad y fertilidad
del suelo. Desde el punto de vista agrondmico se puede utilizar a estos microorganismos
para mejorar la salud y la productividad de las cosechas. Estos microorganismos se
encuentran en mayor abundancia en el volumen de suelo que rodea a las raices de las
plantas, en una region de entre 1-2 mm de suelo a partir de la superficie de la raiz,
extendiendo su efecto hasta 4 mm en lo que conoce como rizdsfera, es decir la parte del
suelo en donde el sistema radical induce la proliferacién microbiana al liberar secreciones,
grasa y exudados radiculares, que contienen segun la especie vegetal y estado fenoldgico
entre el 10y el 50% de la energia fijada por fotosintesis. Es bastante comun que la poblacién
bacteriana en la rizésfera sea 100—1,000 veces mayor que en el resto del suelo. El 15% de
la superficie de la raiz esta cubierta por poblaciones microbianas que pertenecen a varias
especies bacterianas (Govindasamy, et al., 2011). Las raices representan de 5 a 6 ton por
hectarea en un terreno cultivado. Estos exudados ricos en compuestos carbonatados sirven
de alimento a los microbios de la rizosfera que, a cambio, proporcionan minerales que
necesita la planta.

2.3.2. Influencias ambientales y poblacién bacteriana.

Las variables del medio ambiente que afectan la densidad y composicion de la poblacidn de
bacterias del suelo son: temperatura, humedad, aireacidén, materia organica, pH vy
suministro de nutrientes inorganicos (Alexander, 1980). Otras variables que también
pueden influir son: el tipo de cultivo, la estacion del afio y profundidad del suelo.
Humedad: controla la actividad microbiana ya que el principal componente del protoplasma
es el agua, si existe exceso de agua limita el intercambio gaseoso disminuyendo el
suministro de oxigeno y creando un ambiente anaerobio que repercute en la disminucion
de las poblacidn de bacterias aerobias. La mayor densidad de poblacién bacteriana se
encuentra por lo regular en regiones con humedad del 50 al 75% de la capacidad de
retencion del suelo.

Temperatura: Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento éptima y un
intervalo fuera del cual el crecimiento se detiene. Esto nos permite delimitar tres grupos
microbianos:

Los microorganismos mesofilos (con temperaturas optimas entre los 25° y 30°C y na
capacidad de crecimiento entre 15y 45°C).

Los psicrdfilos (estas especies se desarrollan mejor a temperaturas inferiores a los 20°C,
estas bacterias no son comunes en los suelos).

Los termdfilos (bacterias crecen facilmente a temperaturas comprendidas entre 45° y 60°C,
algunas son incapaces de crecer a menos de 40°C).

La temperatura determina la velocidad de los procesos bioquimicos, un incremento de ésta
aumenta la velocidad de reaccidn hasta el punto la transformacién.

Materia organica: Varias especies de bacterias prosperan en diferentes fuentes de
alimentos y en diferentes microambientes. En general, las bacterias son mas competitivas
cuando hay sustratos labiles (faciles de metabolizar). Esto incluye residuos frescos de
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plantas jovenes y los compuestos que se encuentran cerca de las raices vivas. Las bacterias
se concentran especialmente en la rizosfera, la region estrecha al lado y en la raiz. Existe
evidencia de que las plantas producen ciertos tipos de exudados de raiz para estimular el
crecimiento de bacterias protectoras (Ingham, 2019).

pH: Para la mayoria de las bacterias el pH d6ptimo esta cercano a la neutralidad, las
variaciones extremas pueden inhibir su crecimiento. En pH bajos las comunidades son
menores, en caso contrario las bacterias se ven favorecidas en pH mas alcalinos.
Suministro de nutrientes inorganicos: Muchos suelos son deficientes en nutrientes lo que
se traduce en plantas con contenidos bajos en elementos esenciales para la salud humana.
Para contrarrestar esta deficiencia se aplican fertilizantes inorganicos, estas sustancias
tienen doble funcidn ya que abastecen a las plantas como a los microorganismos.

Las practicas de cultivo ejercen también numerosos efectos bioldgicos que varian en
profundidad del suelo y el tipo de residuo de cultivo que se incorpora al suelo; en ocasiones
se puede ver reflejado en la mejora de la estructura y porosidad del suelo, favoreciendo el
movimiento del aire y exponiendo nutrientes organicos a la accién bacteriana.

Las bacterias alteran el ambiente del suelo en la medida en que el ambiente del suelo
favorecera ciertas comunidades de plantas sobre otras. Antes de que las plantas puedan
establecerse en sedimentos frescos, la comunidad bacteriana debe establecerse primero,
comenzando con las bacterias fotosintéticas. Estas fijan el nitrégeno y el carbono
atmosféricos, producen materia orgdnica e inmovilizan suficiente nitrégeno y otros
nutrientes para iniciar los procesos de ciclo del nitrégeno en el suelo joven. Entonces, las
especies de plantas sucesionales tempranas pueden crecer. A medida que se establece la
comunidad de plantas, diferentes tipos de materia orgdnica ingresan al suelo y cambian el
tipo de alimento disponible para las bacterias. A su vez, la comunidad bacteriana alterada
cambia la estructura del suelo y el ambiente para las plantas. Algunos investigadores
piensan que es posible controlar las especies de plantas en un lugar mediante el manejo de
la comunidad de bacterias del suelo (Ingham, 2019).

2.3.3. Ambientes salinos y bacterias haléfilas.

La concentracion de sal en el agua extraida de un suelo saturado (llamado extracto de
saturacion) define la salinidad de este suelo (ver cuadro 5). Si esta agua contiene menos de
3 gramos de sal por litro, se dice que el suelo no es salino. Si la concentracién de sal del
extracto de saturacidn contiene mas de 12 g/I, se dice que el suelo es altamente salino (FAO,
2019).
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Cuadro 5.- Concentracién de sal en el agua del suelo (extracto de saturacién).

g/l Milimhos/cm Salinidad

0-3 0-4.5 No salino

3-6 45-9 Ligeramente salino
6-12 9-18 Solucién salina
Masde12 Masde 18 Altamente salino

La mayoria de los cultivos no crecen en suelos salinos, ya que la sal causa estrés idnico y
osmotico, interviniendo en los procesos bioquimicos, fisioldgicos y moleculares de las
plantas. Ademas, algunas sales son tdxicas para las plantas cuando estan presentes en alta
concentracion.

Los cultivos altamente tolerantes pueden soportar una concentracién de sal del extracto de
saturacién de hasta 10 g/l. Los cultivos moderadamente tolerantes pueden soportar
concentraciones de sal de hasta 5 g/I. El limite del grupo sensible es de aproximadamente
2.5 g/l (FAO, 2019).

Los ambientes salinos tienen una flora bacteriana natural, que desempefa un papel
importante en estos ecosistemas. Generalmente contienen una salinidad equivalente a 4 -
30% de NaCl, estos pueden ser acuaticos (marismas) o terrestres (suelos salinos). Los
ambientes salinos albergan grupos bacterianos taxondmicamente diversos, que poseen
caracteristicas fisiologicas y estructurales modificadas que les permiten sobrevivir en
condiciones salinas. La mayoria de estas bacterias haléfilas pueden osmoregularse
sintetizando osmolitos organicos compatibles especificos, como glutamina, prolina y glicina
betaina. Algunas de estas bacterias pueden acumular solutos inorganicos como Na*, K*y
Mg?* (Zahran, 1997).

La morfologia de la bacteria generalmente se modifica, al mantener el equilibrio osmético
de la concentracidn de sales intracelular similar a la del exterior; la célula generalmente se
alarga, se hinchan y muestran contraccion, ademas de los cambios en la célula y el volumen
citoplasmatico. La composicién quimica de las membranas también puede modificarse
ocasionalmente, y el patron de sintesis de proteinas, lipidos, acidos grasos y polisacaridos
puede cambiar con un aumento moderado de la salinidad. Sin embargo, se desconoce si
existen modificaciones estructurales fundamentales en las células de las bacterias hal&filas,
estos cambios sustanciales en las propiedades celulares de estas bacterias solo se producen
a concentraciones superiores a 2 M de NaCl (Zahran, 1997).

Las bacterias haléfilas se han definido como quimioheterétrofos, microorganismos que se
han adaptado a la disponibilidad de nutrientes que se encuentran en el medio. Se han
registrado casos de bacterias haldfilas que han fijado el CO; en un principio de fotosintesis.
Estas bacterias se consideran elementos esenciales en el ambiente salino debido a su
actividad, como la degradacién de los restos vegetales, la fijacién de nitrégeno vy la
produccién de metabolitos activos que son cedidos para otros microorganismos o para las
plantas mismas.

Los haldfilos, organismos amantes de la sal que florecen en ambientes salinos en
concentraciones de sal de 50 g/l (equivalente a 0.85 M NaCl) o superior, y toleran 100 g/I
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de sal (equivalente a 1.7 M NaCl) al menos (Aharon, 2008). Se clasifican en funcién de la
cantidad de sal que requieren para su desarrollo y crecimiento: como débiles, moderados,
extremos y halotolerantes, segun sus requerimientos de cloruro de sodio. Mientras que la
mayoria de los organismos marinos son haléfilos leves, los haléfilos moderados y extremos
son generalmente microbios mas especializados que habitan en ambientes hipersalinos que
se encuentran en todo el mundo en lugares aridos, costeros y de aguas profundas, minas
de sal subterraneas y salinas artificiales.

Cuadro 6.- Clasificacion de los haléfilos en funcion de la salinidad.

Halofilos Concentracion de NaCl

Haldfilos extremos Arriba de 20%
Haldfilos moderados  Arriba de 10 - 20%
Haldfilos débiles 0.5-10%
Halotolerantes Toleran la salinidad
Tomado de: (Ramirez, et al., 2006)

Adaptaciones de las bacterias haldéfilas ocurre en la membrana citoplasmatica ya que
constituye una barrera que separa el citoplasma del medio externo en el que pueden
producirse cambios en la concentracidn de sales, por lo que jugar un papel importante en
la respuesta de la célula a dichos cambios. Se ha demostrado que la adaptacién de la
composicion lipidica de las membranas celulares frente a una nueva situacion de estrés
osmotico incluye modificaciones en el tipo de fosfolipidos existentes en las membranas, y
en el tipo de acidos grasos que forman parte de los lipidos (Ramirez, et al., 2006).

Los mecanismos de estos microorganismos para adaptarse (haloadaptacién) al estrés
osmotico se basa en la acumulacidon masiva de compuestos en el citoplasma para
compensar la presién osmoética del medio externo. Estos compuestos pueden ser idnico o
no idnicos, segun el tipo de microorganismo (Ramirez, et al., 2006). Los mecanismos de
acumulacién son:

Salt-in es tipico en bacterias haldfilas moderadas anaerobias estrictas, estas acumulan en el
citoplasma iones inorganicos, principalmente K*y CI'. El aumento de KCl en el citoplasma
conlleva a una adaptacién a las altas concentraciones salina de todas las proteinas y otros
compuestos celulares como los ribosomas.

Salt out es el que utilizan las bacterias haléfilas como no haléfilas. Las haléfilas moderadas
(arqueas metandgenas) acumulan en su citoplasma compuestos orgdnicos de bajo peso
molecular que mantiene el equilibrio osmatico sin inferir con el metabolismo celular, por lo
que se denominan solutos compatibles. Este sistema permite la adaptacién a las
fluctuaciones en la presion osmdtica del medio. Los solutos compatibles pueden
acumularse tras su transporte al interior celular desde el medio exterior, o mediante
sintesis. Los principales solutos compatibles son: aminodcidos, azucares, glicina betaina,
ectoina e hidroxiectoina.
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Cuadro 7.- Microorganismos halofilos.

Dominio Género Referencia Género Referencia
Arquea Halobacterium sp Oren, 1999 Halobacteroides sp. Rainey et al., 1995
Methanohalobium sp Zhilina y Zavarin, Haloanaerobacter sp. Rainey et al., 1995
1987
Methanohalophilus sp Paterek y Smith, 1988 Salibacillus sp. Mota et al., 1997
Bacteria  Acetohalobium sp Zhilina y Zavarin, Halobacillus sp. Mota et al., 1997
1990
Halorhodospira sp. Imhoff y Siling, 1996 Marinococcus sp. Mota et al., 1997
Actinopolyspora sp. Skerman et al., 1980 Salinococcus sp. Mota et al., 1997
Salinibacter sp. Anton et al., 2002 Tetragenococcus sp. Mota et al., 1997
Halanaerobium sp. Rainey et al., 1995 Halomonas sp. Vreeland et al., 1980
Halocella sp. Rainey et al., 1995 Chromohalobacter sp.  Ventosa et al., 1989
Halothermothrix sp. Rainey et al., 1995 Salipiger sp. Martinez-Cénovas et

Palleronia sp.

Martinez-Checa et al.,

al., 2004

2005
Tomado de: (Castillo, et al., 2011).

2.3.4. Asociacion bacteria y planta.

Las plantas participan constantemente en interacciones con un amplio nimero de
bacterias, cuando existe una asociacion benéfica para ambas partes se conoce como
mutualismo en el que dos seres vivos de diversas especies viven juntos habitualmente con
beneficios reciprocos para el hospedero (planta) y simbionte (bacteria). La mayoria de estas
asociaciones se dan a nivel de la rizdsfera (region del suelo inmediata a la raiz) en donde la
actividad microbiana es intensa, de acuerdo con la definicién hecha por Hittner (1904), es
el volumen del suelo que rodea a la raiz de las plantas con la mayor poblacion bacteriana
que esta influenciada por los exudados de las raices. La rizosfera a su vez se divide en tres
partes: rizoplano (microorganismos pegados a la superficie de la raiz), endorrizésfera
(microorganismos dentro de la raiz) y ectorrizésfera (microorganismos que actuan de
manera circundante a la raiz). Dicha asociacion se inicia como respuesta al llamado efecto
rizosférico, el cual sucede a través de un intercambio de sefales que se disparan a partir de
la interaccion microbio-planta, con resultados claramente benéficos para los dos.

Estos microorganismos bajo ciertas condiciones se pueden establecer y desarrollar en tres
regiones de la planta: la rizosfera, el rizoplano y la filosfera. En la rizésfera y en el rizoplano
es donde se localiza la mayor cantidad de microorganismos debido a que las raices excretan
cantidades considerables de azucares, aminoacidos, hormonas, dcidos orgdnicos, glucidos,
mucigel y vitaminas. La filosfera es la superficie de la hoja de la planta. Los microorganismos
gue colonizan esa region suelen ser muy abundante entre los que se encuentran hongos y
bacterias. Las bacterias que colonizan la rizésfera (rizobacterias), la filosfera (epifitas) y el
interior de los tejidos vegetales (enddfitos).

Algunas bacterias endofiticas ejercen varios efectos beneficiosos sobre las plantas
hospedadoras, como la estimulacidn del crecimiento de las plantas mediante la produccién
de hormonas vegetales, la fijacidn de nitrogeno y la induccidn de resistencia a los patégenos
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de las plantas, mayor absorcidon de nutrientes, mayor tolerancia a la sequia (May, Khai,
Ayme, & Yu, 2016). Cerca del 40% del carbono fijado en la fotosintesis, en la parte aérea de
las plantas puede ser excretado a la rizosfera, lo cual beneficia a la mayoria de las bacterias
gue la habitan al nutrirse de los exudados de las raices.
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Floema
<—— Pelo radical

Corteza Mucilago
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‘:j<§>_ células de la raiz
Figura 11.- Partes de la Raiz.

Estos microorganismos que establecen asociaciones con las plantas ya sean patdgenos o
simbidticos se catalogan como:

Saprofitos: Son los que se alimentan de materia inorganica y materia organica en
descomposicién. Estos microorganismos desempefian un papel muy importante en los
ciclos biogeoquimicos de los elementos y el catabolismo de la materia orgdnica al
transformar las moléculas bioldgicas complejas en moléculas sencillas.

Simbidtica o benéficos: Son los que favorecen el desarrollo de la planta con la que
interactlan a cambio de alimento, viéndose reflejado en el crecimiento, productividad y
sanidad de la planta. Se pueden encontrar como biofertilizantes, fitoestimulantes,
biocontroladores y rizoremediadores.

Patégenos o pardsita: Estos microorganismos provocan enfermedades en la planta,
ocasionan cambios en su estructura o fisiologia que se refleja en las hojas, tallos y raices. Al
conjunto de acontecimientos mediante los cuales se origina y desarrolla una enfermedad
se le conoce como patogénesis.

Los microorganismos de la rizésfera que establecen relaciones de simbiosis con las plantas
intervienen en el ciclo de algunos elementos minerales como el P, N, C, Fe, etcétera
favoreciendo la nutricidon de las plantas y obteniendo de ellas exudados de las raices en
forma de acidos organicos, mucilagos, aminoacidos o azlcares. Los microorganismos que
establecen esta simbiosis se pueden agrupar como: bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV), hongos formadores de micorrizas arbusculares y bacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico.
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2.4. BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL (BPCV)

Los microorganismos del suelo son parte primordial en los ecosistemas forestales, muchos
de los cuales tienen el potencial de influir significativamente en el crecimiento de las plantas
al establecer una relacion de simbiosis. Estas bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV) o comunmente conocidas como PGPR (por sus siglas en inglés, que significan Plant
Growth Promoting Rhizobacteria este tipo de bacteria fue definido por (Kloepper & Schroth,
1978)). Las BPCV ayudan a mejorar el crecimiento y la nutricién de las plantas, el patron de
crecimiento de las raices y las respuestas a los factores de estrés externos, incluida la
produccién de sustancias quimicas que promueven el crecimiento (Kloepper, Zablowicz,
Tipping, & Lifshitz, 1991). En general, alrededor del 2-5% de las bacterias de la rizésfera son
BPCV (Antoun y Prevost, 2006). Las BPCV son las herramientas potenciales para una
agricultura sostenible y una tendencia para el futuro. Uno de los mecanismos por los cuales
las bacterias se adsorben en las particulas del suelo es mediante intercambio iénico.

Las plantas participan constantemente en interacciones con una amplio grupo de BPCV, que
colonizan la rizésfera y proporcionan multiples beneficios en la agricultura al mejorar la
productividad de los cultivos, el contenido de nutrientes y suprimir el crecimiento de
patogenos. El desarrollo de interacciones beneficiosas entre plantas y microbios basadas en
datos gendmicos, transcriptomicos, protedmicos y metabdlicos tanto de BPCV como del
huésped conducira a inoculantes microbianos optimizados para mejorar el rendimiento del
cultivo y el contenido de nutrientes. Las BPCV son promovidas como una tecnologia verde
gue reducira el uso de fertilizantes quimicos mejorando asi la salud del suelo.

Ciertas cepas de bacteria del suelo Pseudomonas fluorescens tienen actividad antifungica
que inhibe algunos patégenos de las plantas. P. Fluorescens y otras especies de
Pseudomonas y Xanthomonas pueden aumentar el crecimiento de las plantas de varias
maneras. Pueden producir un compuesto que inhibe el crecimiento de patégenos o reduce
la invasion de la planta por un patégeno. También pueden producir compuestos (factores
de crecimiento) que aumentan directamente el crecimiento de las plantas (Kennedy, 2019).
Estas bacterias que mejoran el crecimiento de las plantas se producen naturalmente en los
suelos, pero no siempre en cantidades lo suficientemente altas como para tener un efecto
importante; se dice que un suelo es naturalmente fértil cuando los organismos del suelo
estan liberando nutrientes inorganicos de las reservas orgdnicas a una velocidad suficiente
para sostener el rapido crecimiento de las plantas (Goswami, et al., 2016). Actualmente los
agricultores realizan inoculacién de semillas con bacterias antifungicas, como P.
Fluorescens, para garantizar que las bacterias reduzcan los patégenos alrededor de la
semilla y la raiz del cultivo (Kennedy, 2019).

Algunas de las especies de BPCV mas estudiadas incluyen las bacterias asociativas a los
géneros Acinetobacter, Agrobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Azospirillum,
Burkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, Frankia, Serratia, Thiobacillus, Pseudomonas,
Bacillus, Enterobacter por sus efectos beneficiosos sobre el crecimiento y salud de las
plantas (Kloepper, Rodriguez-Kabana, Mclnroy, & Young, 1992), (Glick, 1995), (Vassey,
2003). La bacteria rizosférica Pseudomonas fluorescens, Rhizobium trifolii y Agrobacterium
rhizogenes estimularon el crecimiento de las plantas en suelos cultivables. Las bacterias
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promotoras del crecimiento produjeron las enzimas fitohormonas, auxina, celulasa,
pectinasa entre otros, para mejorar el crecimiento y la salud de la planta.

2.4.1. Mecanismos de accion de las BPCV.

En base a la interaccion con la planta huésped los mecanismos por los que BPCV favorecen
el crecimiento y desarrollo de las planta se han agrupado en directos e indirectos, pudiendo
darse la combinacion de dos 0 mas mecanismos de accion. La diferencia principal es que los
mecanismos indirectos, como regla general, son los que ocurren fuera de la planta, mientras
gue los directos ocurren dentro de ella y afectan directamente a su metabolismo a través
de la modificacion de la expresién de genes (Birch y Kamoun, 2000).

Los primeros pueden involucrar aquellos que afectan el equilibrio de los reguladores del
crecimiento de las plantas, ya sea porque los microorganismos mismos liberan reguladores
del crecimiento que estan integrados en la planta o porque los microorganismos actuan
como aceptadores de hormonas liberadas por las plantas, y aquellos que inducen el
metabolismo de la planta que conduce a una mejora en su capacidad de adaptacién (Glick,
2014).

El mecanismo indirecto requiere la participacion de procesos metabdlicos defensivos de las
plantas, que responden a la sefial enviada por las bacterias que influyen en la planta. Se
incluyen dos mecanismos importante en este grupo: induccidn de resistencia sistémica a
patdgenos de plantas (estrés bidtico) y proteccion contra condiciones ambientales no
saludables (estrés abiotico) (Aeron, et al., 2011).

PROPORCIONA NUTRIENTES A LAS PLANTAS
Fijacién simbidtica y no simbidtica de nitrégeno
Produccién de fitohormonas

Acido indol acético (AIA)

Citoquininas

Gibberellins (GAs)
Solubilizacién de fosfato y minerales.

PROTEGE A LAS PLANTAS DE ENFERMEDADES E INFECCIONES
(ESTRES BIOTICO)

Produccién de sideréforos

Produccioén de HCN

Mecanismos de Produccion de antibiético.
BPCV Produccién de enzimas flingicas degradantes de la pared celular.
Glucanasas
Quitinasas

Resistencia sistémica inducida (RSI)

PROTEGE A LAS PLANTAS DE LA SEQUIA, LA SALINIDAD Y
OTROS ESTRES ABIOTICOS
Modulacién en los niveles de marcadores de estrés de la planta.
Peroxidasas (POX)
Super 6xido dismutasa (SOD)
L-prolina
Polifenoloxidasa (PPO), etc.
Produccién de ACC desaminasa

Figura 12.- Diagrama de los mecanismos de accidon de la BPCV (Goswami, Thakker, y
Dhanhukia, 2016).
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2.4.1.1. Mecanismos directos.

Son los procesos que facilitan el acceso de nutrientes poco disponible y modulan los niveles
de hormonas que intervienen en el crecimiento.

Fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN).

Las cepas bacterianas que poseen el rasgo de fijacion de nitrégeno se clasifican en dos
categorias. La primera categoria incluye bacterias simbiodticas asociadas a raices de
leguminosas que poseen la especificidad e infectan las raices para producir nédulos.

Entre las bacterias procariotas rizosféricas simbidticas que fijan N, en asociacién con las
leguminosas, se encuentra el grupo rhizobia, por ejemplo Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium y Allorhizobium, y las cepas Frankia,
pertenecientes al género Streptomicetaceas, bacterias esporuladoras filamentosas
asociadas con plantas actinorrizas, especialmente géneros Alnus y Casuarina (Noumavo, et
al., 2016). La simbiosis entre las bacterias del género Rhizobium y las leguminosas ha sido
considerada la forma mas eficiente de fijar el N atmosférico, haciéndolo disponible para las
plantas. Sin embargo, estudios recientes sobre la FBN por bacterias asociativas, de vida libre
o asimbidticas, proceso descubierto en 1901 por Martinus Willem Beijerinck, ha cobrado
mayor atencion por parte de los investigadores, con el propdsito de encontrar alternativas
a la creciente demanda de fertilizantes sintéticos (Pazos, et al., 2000).

El segundo grupo de bacterias son los llamados fijadores de nitréogeno de vida libre que no
poseen especificidad para la planta (Oberson, et al, 2013).

La FBN esta limitada a procariotas que poseen a diferencia de la planta un complejo
enzimatico de nitrogenasa, el cual consta de dos proteinas dinitrogenasa (componente I) y
dinitrogenasa reductasa (Componente Il): ambas contienen Fe en su estructura, ademas la
dinitrogenasa contiene Mo (Acuiia, et al., 2010) que cataliza la reduccidn del N atmosférico
en amoniaco (Venieraki, y otros, 2011) proceso que se explica, en términos generales, por
medio de la figura 13 donde se describe la activacidn microbioldgica del N> atmosférico
genera amoniaco, el cual ioniza al cation amonio (NH.*), via hidrélisis de ATP y la
transferencia de poder reductor acoplado a una cadena de transporte electrénico. Las
bacterias que fijan el N atmosférico en amonio biolégicamente utilizable, se denominan
diazotréficas. Entre los organismos diazétrofos se encuentra un amplio rango de Arqueasy
bacterias que colonizan a diversas especies vegetales, en una amplia variedad de
ecosistemas (Venieraki, et al., 2011)

N2+ 8H*+ 8e + 16ATP — 2NHs* + 16ADP + 16P;+ H;
Figura 13.- Reduccién del N atmosférico en amoniaco
Algunos ejemplos de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre incluyen Azospirillum sp.,

Azotobacter sp., Burkholderia sp., Herbaspirillum sp., Bacillus sp. y Paenibacillus sp.
(Goswami, et al., 2015). Estas bacterias de vida libre no penetran en los tejidos de la planta,
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se establece una relacidn muy estrecha donde estas bacterias viven lo suficientemente
cerca de la raiz como para que el nitrogeno atmosférico fijado por las bacterias no se use
para su propio beneficio, sino que se toma arriba por la planta permitiendo una mejor
disponibilidad de absorcidn de nitrégeno. Esta relacidn se describe como una simbiosis no
especifica. La cantidad de nitrégeno fijado oscila entre 20 y 30 kg por hectdrea por afo
(Stacey, et al., 1992). Las especies pertenecientes a Azotobacter y Azospirillum son las mas
utilizadas en las pruebas agricolas. Varias cepas de este género han ganado importancia ya
que junto con la fijacion de nitrégeno también mejoran el crecimiento de las plantas al
producir fitohormonas, incluido el dacido indol-3-acético, el acido giberélico y las
citoquininas. La aplicacion de los inoculantes Azotobacter chroococcum y Azospirillum
brasilense en la agricultura, especialmente en los cereales, ha resultado en incrementos
notables en los rendimientos de los cultivos (Oberson, et al., 2013).

Solubilizacion de fosfato.

El fésforo (P) es el segundo nutriente mineral limitante para las plantas. El suelo posee
abundantes reservas de fosforo total, pero solo una pequefia cantidad esta disponible para
la absorcidn de las plantas ya que la mayoria del P se encuentra en formas insolubles. Las
plantas solo pueden absorber el ion monobasico (H2POy4’) y ion dibasico (HPO4?), que son
las dos formas solubles de P (Jha, et al., 2012). Las bacterias BPCV son capaces de solubilizar
el fosfato poniéndolo a disposicidn de la planta y dandole ventaja frente a todas las plantas
que carecen de microbiota capaz de solubilizar este elemento.

Los microorganismos convierte el fésforo organico en forma inorganica, ayudando en
ultima instancia a la disponibilidad de fosfato para las plantas. Estas bacterias
solubilizadoras de fosfato utilizan diferentes mecanismos para solubilizar las formas
insolubles del fosfato. El mecanismo principal de la solubilizacién de fosfato se basa en la
secrecién de acido orgdnico por parte de los microbios debido al metabolismo del azucar.
Los organismos que residen en la rizésfera utilizan azucares de exudados de raiz de las
plantas lo metabolizan y liberan acidos organicos como el acido butirico, oxalico, succinico,
malico, glucdnico, acético, citrico, lactico, entre otro, que actian como buenos quelantes
de los cationes da calcio (Ca?* principalmente, aunque también hierro (Fe) aluminio (Al) y
magnesio (Mg)) que acompafian a la liberacién de fosfatos a partir de compuestos fosfaticos
insolubles (Goswami, et al., 2014). Estos acidos liberados por los microorganismos actian
como buenos quelantes de los cationes divalentes de Ca* que acompanian la liberacién de
fosfatos de los compuestos fosfaticos insolubles. Muchos de los microbios solubilizadores
de fosfato reducen el pH del medio mediante la secrecidon de acidos organicos como los
acidos acético, lactico, malico, succinico, tartdrico, glucdnico, 2-cetoglucdnico, oxdlico y
citrico (Rodriguez y Fraga, 1999).

Otro método de obtencidn de fosfatos especialmente en suelos que tienen déficits de éste,
es mediante unas enzimas producidas por determinados tipos de bacterias, conocidas como
fosfatasas. Estas enzimas son capaces de solubilizar mediante hidrdlisis el fésforo organico
procedente de materia organica. De todas las fosfatasas cabe destacar las fitasas, capaces
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de hidrolizar el hexafosfato de inositol o fitato, que constituye alrededor de un 80% del total
de formas en que podemos encontrar el fésforo organico (Alexander M. , 1977).

Entre las comunidades bacterianas del suelo, las cepas ectorhizosféricas (que residen en las
raices y en el suelo rizosférico) de Pseudomonas y Bacilli, y |a rizobia endosimbidtica (que
reside dentro de las raices formando nddulos) se han descrito como solubilizadores de
fosfato efectivos (Goswami, et al., 2014). Bacillus megaterium, B. circulans, B. coagulans, B.
subtilis, P. polymyxa, B. sircalmous y Pseudomonas striata podrian denominarse las cepas
mas importantes (Govindasamy, et al., 2011). Se informa que Pseudomonas fluorescens,
Erwinia herbicola, Pseudomonas cepacia y Burkholderia cepacia son productores eficientes
de acido glucdnico, que es el agente eficiente mas frecuente en la solubilizacién de fosfato
mineral (Rodriguez y Fraga, 1999).

Produccidn de fitohomonas.

Se trata de hormonas que regulan parametros de crecimiento, division celular y extension
de la raiz. Las clases de fitohormonas mads conocidas incluyen auxinas, giberelinas,
citoquininas, etileno y acido abcisico y microorganismos del suelo, particularmente la
bacteria rizdsfera, poseen el potencial para producir estas hormonas (Arshad &
Frankenberger, 1998). La planta responde a cualquier fitohormona en la rizésfera que se
complemente externamente o que haya sido producida por la flora microbiana que reside
en la rizésfera. Estas fitohormonas pueden mediar procesos que incluyen el crecimiento,
divisiéon y extension de células vegetales en raices simbidticas y no simbidticas (Glick, 2014).

Auxinas, controlan varias etapas del crecimiento y desarrollo de las plantas, como el
alargamiento celular, la division celular, la diferenciacién de tejidos y ayudan al dominio
apical. La biosintesis microbiana y el mecanismo fundamental de accién de las auxinas en la
planta han sido objeto de una intensa investigacién. El acido indol-3-acético (AlA), es una
fitohormona importante producida por varias cepas de BPCV y es bien sabido que el
tratamiento de las rizobacterias productoras de AIA aumenta el crecimiento de las plantas
(Amara, et al., 2015).

La planta bajo el tratamiento de AlA tiene raices altamente desarrolladas, lo que a su vez le
permite absorber mejor los nutrientes ayudando al crecimiento general de la planta. Las
auxinas también estan implicadas en la regulacién de la dormancia y la germinacion de fas
semillas. Alrededor del 80% de la flora bacteriana en la rizésfera produce AIA (Salisbury,
1994).

Giberelinas (Gas), son un gran grupo de fitohormonas que constituyen hasta 136 moléculas
de diferente estructura. Influyen en muchos procesos de desarrollo en plantas superiores,
incluida la germinacién de semillas, el alargamiento del tallo, la floracién y la produccién de
la fruta (Hedden y Phillips, 2000). Se han identificado 4 GA (GAi1, GAs, GAs y GAy) de 7
especies bacterianas (MacMillan, 2001).

Estas hormonas son transportadas desde las raices a las partes aéreas de la planta, donde
los efectos que ejercen son notables y mas aun cuando las bacterias también producen
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auxinas que estimulan el sistema radicular mejorando el suministro de nutrientes para
facilitar el crecimiento en la parte aérea

La produccién de giberelinas por las BPCV es rara, solo dos cepas documentadas son
capaces de producir giberelinas son Bacillus pumilus y Bacillus licheniformis (Gutierrez, et
al., 2001).

Citoquininas, representan otra clase de fitohormonas producidas por microorganismos,
cuando se aplican a las plantas, ayudan a aumentar el rendimiento y el crecimiento de las
plantas. Similar al AIA, las respuestas de las plantas a las aplicaciones exdgenas de
citoquinina dan como resultado mejoras en la division celular, el desarrollo radicular, en la
formacidn del vello radicular, inhibicién del alargamiento de la raiz, inicio del brote u otras
respuestas fisioldgicas (Jha y Saraf, 2015). Las citoquininas son derivados de las purinas que
promueven y mantienen la division celular de las plantas y estan involucradas en varios
procesos de diferenciacién incluyendo la formacién de los brotes o el crecimiento primario
de la raiz. Las plantas usan continuamente citoquininas para mantener los grupos de células
madre totipotentes en sus Iébulos y meristemos de raiz.

Las citoquininas son aminopurinas sustituidas con N6 que cuando se aplican a las plantas
influyen en sus procesos fisioldgicos y de desarrollo. Los principales microorganismos que
se han estudiado que producen estas aminopurina, son de géneros como Pseudomonas,
Azospirillum vy Bacillus, que fueron aislados de una amplia gama de especies de plantas
como cebada, canola, frijol y arabidopsis (Ortiz-Castro, et al., 2008). Aunque recientemente
también se ha comprobado que géneros como Proteus, Klebsiella, Escherichia,
Pseudomonas y Xanthomonas tienen también la habilidad de producir citoquinas
(Maheshwari, et al., 2015).

Etileno (ET), es una hormona vegetal difusible que tiene un rol preponderante como
mediador y coordinador de las sefiales internas y externas que modulan la dindmica del
crecimiento y los programas de desarrollo en las plantas (Santner et al., 2009). El etileno
estd involucrado en diversos procesos en el desarrollo de las plantas, como germinacién de
las semillas, desarrollo de pelos radiculares, nodulacién, maduracion de los frutos, abcisiéon
y senescencia (Vandenbussche y Van Der Straeten, 2012). También es un importante
mediador en la respuesta a distintos tipos de estrés tanto bidticos (por ejemplo ataque por
patdgenos) como abidticos (como dafio, hipoxia, frio, sequia, salinidad) (Tao, et al., 2015).
A nivel génico, en respuesta a los estimulos citados, el ET induce la transcripcion de un gran
numero de genes (Tao, et al., 2015). En las plantas superiores el ET es sintetizado a partir
de metionina via los intermediarios S-adenosil-L-metionina (SAM), y 4cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Las enzimas involucradas secuencialmente en el
proceso son SAM sintetasa, ACC sintasa (ACS) y ACC oxidasa. Los efectos fisioldgicos que
destacan son maduracién mas rapida de los frutos, epinastia y senescencia floral, lo que se
conoce como la triple respuesta del etileno.
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2.4.1.2. Mecanismos indirectos.

Produccidn de sideroforos, El hierro es un nutriente esencial para las plantas. Actia como
cofactor en una serie de enzimas esenciales para procesos fisioldgicos importantes como la
respiracion, la fotosintesis y la fijacion de nitrégeno, por lo que su deficiencia se exhibe en
modificaciones metabdlicas severas. El hierro es bastante abundante en los suelos, pero
con frecuencia no esta disponible para las plantas o los microorganismos del suelo. Su
especie quimica predominante es el ion Fe*3, es la forma que reacciona para formar 6xidos
e hidréxidos insolubles e inaccesibles para plantas y microorganismos. Las plantas han
desarrollado dos estrategias para la absorcidn eficiente de hierro.

El primero consiste en liberar compuestos organicos capaces de quelar el hierro, haciéndolo
soluble donde se difunde hacia la planta, se reduce y se absorbe por medio de un sistema
enzimatico presente en la membrana celular de la planta. La segunda estrategia consiste en
absorber el complejo formado por el compuesto organico y Fe*3, donde el hierro se reduce
dentro de la planta y se absorbe facilmente. Algunas bacterias de la rizdsfera son capaces
de liberar moléculas quelantes de hierro a la rizésfera y, por lo tanto, sirven para atraer el
hierro hacia la rizésfera, donde puede ser absorbido por la planta (Payne, 1994).

Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular sintetizados por determinados
tipos de bacterias, principalmente de género Pseudomonas (P. fluorescens y P. aeruginosa),
gue contienen grupos capaces de unir el hierro de manera reversible (Haas y Défago, 2005).
Los grupos funcionales mas frecuentes son hidroxamatos y catecoles.

La bacteria rizosférica libera estos compuestos para aumentar su potencial competitivo, ya
gue estas sustancias tienen actividad antibidtica, la produccién de sideréforos mejoran la
salud de las plantas en varios niveles: mejoran la nutricién del hierro, inhiben el crecimiento
de otros microorganismos con la liberacién de su molécula antibidtica y dificultan el
crecimiento de patdgenos al limitar el hierro disponible para el patégeno, generalmente
hongos, constituye un mecanismo de defensa frente al estrés bidtico (Shen, et al., 2013).
Sintesis de enzimas para el control de patéogenos por BPCV, Uno de los principales
mecanismos utilizados por los agentes de biocontrol para controlar los patégenos del suelo
implica la produccién de enzimas que degradan la pared celular (Kobayashi, et al., 2002).
Las enzimas que degradan la pared celular, como la B-1,3-glucanasa, la quitinasa, la celulasa,
lipasa y la proteasa secretadas por las cepas de biocontrol de BPCV, ejercen un efecto
inhibitorio directo sobre el crecimiento hifal de los patégenos fungicos al degradar su pared
celular. La quitinasa degrada la quitina, un polimero lineal insoluble de B-1, 4-N-acetil-
glucosaamina, que es el componente principal de la pared celular fungica. La B-1,3-
glucanasa sintetizada por cepas de Paenibacillus y Streptomyces spp. puede degradar
facilmente las paredes celulares fungicas de F. oxysporum patégena (Compant, et al., 2005).
Los posibles agentes de biocontrol con actividades quitinoliticas incluyen B. licheniformis,
B. cereus, B. circulans, B. subtilis y B. thuringiensis (Sadfi, et al., 2001). Entre las bacterias
Gram negativas, se ha encontrado que Serratia marcescens, Enterobacter agglomerans,
Pseudomonas aeruginosa y P. fluorescens poseen actividades quitinoliticas (Neiendam-
Nielsen y Sgrensen, 1999).

Produccidn de antibiéticos por BPCV, Se propone la utilizacién de bacterias antagdnicas en
los cultivos agricolas como una alternativa para bajar el consumo de pesticidas quimicos.

40



Las BPCV pertenecientes a especies de Bacillus y Pseudomonas juegan un papel activo en la
supresién de microorganismos patdgenos. Las bacterias antagénicas imponen la supresién
de los patdgenos de las plantas mediante la secrecion de metabolitos extracelulares que
son inhibidores incluso a baja concentracién.

Las bacterias que pertenecen al género Bacillus producen una amplia variedad de
antibioticos antibacterianos y antifungicos. Los antibidticos también son producidos por
cepas de Pseudomonas (Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa). Las BPCV
altera los exudados de la raiz, ya sea directa o indirectamente a través de otros microbios
beneficiosos como los hongos micorricicos arbusculares (AM), lo que facilita la colonizacién
de la raiz. Las toxinas producidas por las raices y los patégenos que habitan el suelo también
pueden ser degradadas por BPCV (Dutta y Podile, 2010).
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‘ Yarios Encapsulacion
. . azucares y y proteccion
Toxinas producidas aminoacidos Y
T ’ l Colonizacion mejorada <«—
Exudados de la raiz

Patogenas

¢— RAICES DE PLANTAS -
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Figura 13.- Interaccién de exudados de raices de plantas, patdgenos, BPCV y otros microbios
beneficiosos en la rizdsfera, segin lo descrito por (Dutta y Podile, 2010).

Resistencia sistematica inducida, Las BPCV proporciona una estrategia alternativa para
proteger a la planta de enfermedades a través de la resistencia sistematica inducida (RSI).
Se denominan RSI al proceso en el que el tratamiento de la planta con BPCV provoca la
defensa del hospedero, como lo indica la reduccién en la gravedad o la incidencia de la
enfermedad causada por patégenos que estdn separados espacialmente del agente
inductor. En su mayoria, el caracter no especifico de la resistencia inducida constituye un
aumento en el nivel de resistencia basal a varios patdgenos simultdaneamente, lo cual es
beneficioso en condiciones naturales donde multiples patdgenos permanecen presentes
(van Loon, et al., 1998).

Las BPCV, como las cepas de Pseudomonas, inducen resistencia sistémica en clavel, rabano
y Arabidopsis, donde la "cadena lateral antigénica O" de los lipopolisacaridos de la
membrana externa bacteriana actia como un determinante inductor, mientras que los
sideréforos de pseudobactina producidos por cepas Pseudomonas inducen resistencia
sistémica en tabaco y Arabidopsis. Otro tipo de siderdforo, la pseudomanina producida por
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cepas de Pseudomonas induce la produccion de dacido salicilico en el rabano, lo que
finalmente mejora la defensa de la planta (Van Loon y Bakker, 2006). Por lo tanto, la
induccion de rizobacterias en las raices de las plantas produce una sefal, que se extiende
sistémicamente dentro de la planta y aumenta la capacidad defensiva de los tejidos
distantes de la infeccidn posterior a los patégenos (Thakker, et al, 2012).

BPCV modulan los marcadores de estrés de la planta bajo estrés abidtico, La planta estd
expuestas a una amplia gama de tensiones ambientales como alta temperatura, frio, sequia,
salinidad, alcalinidad UV e infeccidn por patdgenos. El estrés abiodtico es la causa principal
de la pérdida de cultivos en todo el mundo en mas del 30%. Entre estos la salinidad se
considera uno de los principales estreses abidticos que limita el rendimiento del cultivo
debido a la reduccidn de la fotosintesis, la respiracion y la sintesis de proteinas (Ahmad &
Prasad, 2011). La salinidad causa trastornos nutricionales en las plantas que conducen a
deficiencias de varios nutrientes y aumentan drasticamente los niveles de Na* (Zahedi, et
al, 2012).

Segln investigadores creen que la aplicacién de BPCV en plantas afectadas por la salinidad
modula los niveles de POX®, SOD, CAT, APX, GR, etc. Por ejemplo, (ChunJuan, et al., 2012)
reportaron que la aplicacion de una cepa de BPCV B. cereus AR156 en tomate (Lycopersicon
esculentum) bajo tal estrés abidtico mostré una mayor actividad de SOD, POX y CAT en la
planta, lo que probablemente indica una mayor activacion de defensa cuando se trata con
BPCV. Las BPCV provocan resistencia sistémica inducida (RSI, es la capacidad defensiva
desarrollada por la planta cuando es estimulada por diversos agentes, incluidas las
rizobacterias) en las plantas al aumentar la fuerza fisica y mecanica de la pared celular junto
con el cambio de las reacciones fisiolégicas y bioquimicas de la planta hospedera. Esto da
como resultado la sintesis de quimicos de defensa tales como quitinasa, peroxidasa y
proteinas relacionadas con la patogénesis (Silva, et al., 2004).

2.4.2. Aplicacion de las BPCV.

La aplicacion a gran escala de estos microorganismos como biofertilizantes,
fitoestimulantes, biocontroladores y rizoremediadores en cualquier sistema de produccién
agricola traeria grandes beneficios, ademas se consideran mas baratos que los de origen
inorgdanico, tienen efectos positivos en las plantas (similares a los de un fertilizante quimico)
y no ejercen un impacto ecolégico perjudicial en el ambiente ni en la salud humana. Aplicar
esta innovacién tecnolégica que nos ofrece la conservacién del ambiente, incrementar la
productividad de los cultivos, bajar los costos de produccidn, contribuir a una agricultura
sustentable y respetar el medio ambiente.

Aplicacion de BPCV como biofertilizadores y bicontroladores, la capacidad de los
siderdforos y antibidticos bacterianos para suprimir a los fitopatégenos es de gran
importancia para la agricultura. Ambos mecanismos tienen funciones esenciales en el

9 POX (Peroxidasas), SOD (Superdxido dismutasa), CAT (Catalasa), APX (Ascorbato peroxidasa), GR (Glutatién
reductasa)
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antagonismo microbiano, pero también conducen a producir resistencia inducida, lo que se
conoce como RSI. La induccién de la resistencia sistémica y las rizobacterias antagdnicas
pueden ser utiles en la formulacidn de nuevos inoculantes, ofreciendo una alternativa
atractiva de control bioldgico respetuoso con el medio ambiente de las enfermedades de
las plantas y mejorando los sistemas de cultivo en los que se pueden aplicar de manera mas
rentable. Algunas cepas de Pseudomonas y Trichoderma son conocidos por producir
antibidticos antifungicos, inducir la resistencia sistémica en la planta huésped o interferir
especificamente con factores de patogenicidad fungica (Haas y Défago, 2005).
La capacidad promotora del crecimiento de bacterias del género Pseudomonas resulta del
efecto sinérgico de mdas de un modo de accidn. En cuanto a los beneficios secundarios de
Trichoderma spp. sobre el crecimiento de las plantas, se han revelado dos mecanismos
principales de accién: 1) Aumento de la nutricién de las plantas mediante la solubilizacién
y/o captacién mejorada de macro y micronutrientes del suelo, 2) Aumento de los factores
de crecimiento de las plantas. Estos mecanismos son responsables del llamado "efecto
biofertilizante" de Trichoderma. La Pseudomona por lo generalmente emplean una serie de
mecanismos como la produccién de antibidticos, quitinasa, sideréforos, amoniaco,
pigmentos fluorescentes y antifungicos volatiles para antagonizar los patégenos (Pal et al;
2001). Varias cepas bacterianas de BPCV estan comercialmente disponibles en forma de
productos formulados que se usan como biofertilizantes y agentes de control bioldgico.
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Figura 14.- Las BPCV en la fertilidad de los suelos y la salud de la planta (Prasad et al; 2015).

El termino biofertilizante es ampliamente utilizado y hace referencia al "inoculante
bioldgico". Por lo general, se refiere a formulaciones de microorganismos vivos o latentes
(bacterias u hongos, solos o combinados) y que son agregados a los cultivos agricolas para
estimular su crecimiento y productividad y que pueden ser un sustituto parcial o completo
para la fertilizacién quimica (Aguado-Santacruz, 2012). También son conocidos como
bioinoculantes, inoculantes microbianos o inoculantes del suelo, son productos
agrobiotecnoldgicos que contienen microorganismos.

Rizoremediacidn: Las plantas estdn expuestas a una amplia gama de agentes que provocan
estrés ambiental como la alta temperatura, el frio, la sequia, la salinidad, la alcalinidad, la
radiacion UV, los compuestos téxicos y las infecciones por patdgenos.
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La rizoremediacion es el proceso que implica la eliminacidon de agentes contaminantes de
sitios contaminados por interaccion mutua de raices de plantas y poblaciones microbianas
adecuadas que ocurren en la rizésfera, y es considerada como el proceso de
biorremediacion mas evolucionado. Las rizobacterias pueden ayudar directamente a la
rizoremediacion mediante la produccién de AIA, fijacién bioldgica del nitrégeno,
solubilizacion de P y secrecion de siderdforos (Bashan et al; 2014). Existen BPCV que pueden
degradar e incluso mineralizar los contaminantes. Estas bacterias se utilizan por lo general
en asociacion con plantas que pueden tolerar y acumular altas concentraciones de metales,
para obtener su principal fuente de nutrientes, los exudados de la raiz. De este modo, la
bacteria contribuye con la degradacion o solubilizacion del contaminante sino también
ayuda a que la planta tenga un mejor crecimiento y sea capaz de desarrollar una mayor
biomasa, para asi acumular mayores cantidades del contaminante. Entre las bacterias
rizoremediadoras que se han estudiado se encuentran Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter,
Burkholderia y Rhizobium (Sarabia-Ochoa, et al., 2010).

Fitoestimuladores: Producen sustancias que estimulan el crecimiento de las plantas en
ausencia de patdgenos. El uso de bacterias del género Azospirillum que producen auxinas,
principlamente acido indolacético, que incrementa el tamano de la raiz. Igual existen
bacterias del género Bacillus que promueven el crecimiento de las plantas a través de la
liberacidon de compuestos volatiles (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Fitorremediacidn: Es un proceso de biodegradacién in situ que utiliza plantas verdes y los
microorganismos asociados con ellas para extraer, secuestrar o desintoxicar contaminantes
del suelo. Las plantas tienen la capacidad de absorber, acumular, degradar o eliminar
metales, pesticidas, disolventes, petrdleo crudo y muchos contaminantes industriales. La
fitorremediacion es una tecnologia limpia, rentable y respetuosa con el medio ambiente,
especialmente para el tratamiento de areas grandes y difusas que estan contaminadas. Hay
muchos ejemplos exitosos en los que se ha empleado la fitorremediacién y donde se ha
documentado que funcionan bien para remediar ambientes industriales contaminados.

La fitorremediacion puede clasificarse de acuerdo al método y/o naturaleza del
contaminante, con lo que puede utilizar una de varias técnicas (Glick, et al., 2004) como
son:

Fitoextraccién: También conocida como fitoacumulacidn, elimina metales tomando ventaja
de la capacidad de algunas plantas para absorber y acumular o translocar metales o
metaloides, concentrdndolos dentro de la biomasa. El propdsito de este tipo de
remediacidon es reducir la concentracién de metales en suelos contaminados para que
puedan ser utilizados de manera rentable para la agricultura, horticultura, pastoreo, etc.
Fitoestimulacidn: Las raices de las plantas promueven el desarrollo de microorganismos de
rizosfera que son capaces de degradar el contaminante, los microbios utilizan exudados de
raices de plantas como fuente de carbono.

Fitovolatilizacion/Rizovolatilizacion: emplea las capacidades metabdlicas de las plantasy los
microorganismos rizdsféricos asociados para transformar los contaminantes en
compuestos volatiles que se liberan en la atmdsfera. Algunos iones (elementos de los
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subgrupos I, Vy VI de la tabla periédica como mercurio, selenio y arsénico) son absorbidos
por las raices, se convierten en formas menos toxicas y volatiles, y luego se liberan mediante
evapotranspiracion a través de las hojas.

Fitodegradacidn: los contaminantes organicos son degradados o mineralizados por enzimas
especificas.

Rizofiltracion: utilizar las plantas terrestres para absorber, concentrar, y/o precipitar
contaminantes en el sistema acuoso. La rizofiltracion también se utiliza para tratar la
escorrentia industrial y agricola.

2.4.2.1. Aplicacion de las BPCV en México.

La agricultura es uno de los sectores de mayor crecimiento en México, sin embargo en los
sistemas de produccion, en su mayoria se siguen aplicando grandes cantidades de
productos quimicos. Estas practicas con fertilizantes nitrogenados puede provocar
impactos negativos en los agroecosistemas, como lixiviacion de nitratos, contaminacién de
recursos hidricos y emisiones gases impactando en el ambiente (Zahid, et al., 2015). La
aplicacion de las BPCV son una opcion sustentable para el campo Mexicano ya que favorece
la disponibilidad de los elementos nutritivos, el desarrollo y crecimiento de las plantas,
aumentado la salud del suelo y los rendimientos.

Las BPCV mas estudiadas y utilizadas en las tierras agricolas se encuentran principalmente
Bacillus, Pseudomonas vy Azospirillum, siendo éste ultimo uno de los primeros
microorganismos utilizados como biofertilizantes en México. Se ha reportado que la
inoculacién de Rhizobium nepotum y Serratia plymuthica en chile poblano (Capsicum
annuum L.) obtuvieron un incremento de mas del 19% en promedio en altura, area foliary
biomasa seca total (Gonzalez Mancilla, y otros, 2016). Se evalué la aplicaciéon de BPCV en
sorgo (Sorghum spp.) en el estado de Tamaulipas, logrando incrementar del 10 al 27% la
productividad en plantas inoculadas con Azospirillum respecto a las plantas control (Garcia-
Olivares, et al., 2006). Se ha utilizado Azospirillus spp. en conjunto con bacterias
solubilizadoras de fosfatos, como Paenibacillus spp., en programas de reforestacién de
cactaceas en suelo erosionado (Bashan, et al., 2009).

Un estudio realizado en la Comarca Lagunera en Torredn Coahuila, México, en donde se
utilizaron BPCV como Bacillus spp., Aeromonas spp y P. Lini para inocular tomate cv.
Afrodita (Solanum lycopersicum L.), se observé que al aplicar BPCV se incrementé en un
34.82% con respecto al rendimiento promedio obtenido por los productores mexicanos. El
incremento en el rendimiento de los cultivos por la aplicacién de BPCV puede ser debido a
la produccién de metabolitos secundarios, tales como fitohormonas (auxinas, citoquininas
y giberelinas), riboflavina y vitaminas (tiamina, niacina y acido pantoténico) (Espinosa
Palomeque, et al., 2017).

Se han realizado otras investigaciones con bacterias del género Bacillus, en chile y
calabacita, se ha encontrado que, ademas de incrementar el crecimiento y productividad,
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Su uso proporciona proteccion contra enfermedades fungicas y virales (Maldonado-Cruz, et
al., 2008).

Los casos citados anteriormente solo son algunos ejemplos de la aplicacién de BPCV en la
agricultura en México, existen otros casos en donde se han utilizado estos microorganismos
con fines de reforestacion y remediacion de suelos contaminados.

2.4.2.2. Aplicacion de las BPCV en alfalfa.

Se evalud el efecto promotor del crecimiento de bacterias con actividad ACC desaminasa
en las plantas de alfalfa bajo déficit hidrico. Las semillas fueron inoculadas con cepas de
Bacillus sp. y Pseudomonas sp. con actividad ACC desaminasa. Se evalué el nimero de
nddulos, conductancia estomatica, area especifica de hojas y fluorescencia de la clorofila.
Las nodulacion fue mejorada en un 20% en condiciones de sequia. Las conductancia
estomatica fue mayor (P<0.05) con 142 mmol m2 s-1 con co-inoculadores de Bacillus sp. El
area foliar fue mayor en un 20% en los tratamientos con BPCV. La inoculacidon con BPCV con
actividad ACC desaminasa mejora caracteristicas fisioldgicas y agrondmicas claves en la
tolerancia al déficit hidrico en el cultivo de alfalfa (Cedefio Garcia, 2018).

Rhizoctonia solani y Fusarium solani se encuentran entre los patdgenos de raices
transmitidos por el suelo mas importantes que afectan la produccion de alfalfa (Medicago
sativa L.) y papa (Solanum tuberosum L.) (EI-Meleigi, et al., 2017). Se evaluaron cinco cepas
de Bacillus spp., Aisladas del suelo para controlar R. Solaniy F. Solani en experimentos en
invernadero, observandose eficacia de las cinco Rhizobacterias (BPCV), (Bacillus
amyloliquefaciens sub sp. Plantarum, Paenibacillus polymyxa, Bacillus amyloliquefaciens
sub sp. Plantarum, Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens subsp plantarum. Se
analizaron R. solani y F. solani en alfalfa. Las semillas de alfalfa, a cultivar California-1 se
trataron con polvo BPCV y se sembraron en suelo infectado artificialmente con R. solanior
y F. solania en condiciones de invernadero. Los tratamientos de semillas con polvos de BPCV
indujeron cambios significativos en el porcentaje de germinacion de semillas y/o peso
fresco y seco de la planta. R. solani fue mas virulento con la alfalfa que F. solani. Los pesos
frescos y los pesos secos de las plantulas de alfalfa aumentaron hasta un 21% en respuesta
a los tratamientos de semillas con Paenibacillus polymyxa o B. amyloliquefacaciens subsp.
plantarum en comparacion con las semillas tratadas con el fungicida Rizolex o sin tratar (El-
Meleigi, et al., 2017).

Hay poca informacion sobre bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (BPCV) que
viven en nddulos para ayudar en la tolerancia al estrés abiético como la salinidad y la sequia.
En otro estudio realizado para aislar bacterias rizobianas y no rizobianas tolerantes a la
sequia y la salinidad de los nédulos de raiz esterilizados de la superficie de la alfalfa,
cultivados en suelos salinos, y evaluar los efectos de los aislamientos efectivos en el
crecimiento de las plantas bajo estrés salino. Con base en la tolerancia a la sequia y la
salinidad de los aislamientos bacterianos y con multiples rasgos de BPCV, se seleccionaron
dos aislamientos endofiticos no rizobiales y un aislante endofitico rizobial, los aislados no
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rizobiales y los aislados rizobiales estaban estrechamente relacionados con Klebsiella sp.,
Kosakonia cowaniiy Sinorhizobium meliloti, respectivamente. Ninguna de las dos cepas no
rizobianas pudo formar nddulos en las raices de alfalfa en condiciones de invernadero e in
vitro. Coinoculacion de la planta de alfalfa con Klebsiella sp., K. cowanii y la cepa rizobial S.
meliloti tuvieron un efecto positivo en los indices de crecimiento de las plantas bajo estrés
de salinidad. Ademas, la inoculacion Unica de cepas no rizobianas sin cepa rizobial dio como
resultado un aumento en los indices de crecimiento de alfalfa en comparacion con las
plantas no inoculadas y las inoculadas con S. meliloti solo bajo estrés de salinidad, lo que
indica que las cepas no rizobiales del nddulo tienen potencial de BPCV y pueden ser una
forma prometedora para mejorar la efectividad de los biofertilizantes de Rhizobium en
suelos afectados por sal (Fatemeh Noori, et al., 2018).

2.5. ALFALFA (Medicago sativa).

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una planta herbacea perteneciente a la familia de las
fabdaceas o leguminosa, sus hojas y tallos son aprovechados con fines forrajeros por su alto
valor nutrimental (proteina 22% y 70% de digestibilidad), rendimiento anual de hasta 30
ton de materia seca por hectarea, su excelente calidad de forraje, y su gran adaptabilidad
a diversas condiciones edafoclimaticas (suelo, clima y manejo agronédmico). También por su
capacidad para fijar nitrégeno atmosférico a través de la simbiosis con Shinorizobium
meliloti lo que la convierte en un importante componente de la sustentabilidad de los
ecosistemas, ya que evita la erosién y la degradacidn de las pradera al mejorar la cobertura
vegetal y participa en la recuperacion de suelos pobres en nitrégeno o calcareos (Vance,
2008).

La alfalfa es la fabacea mas cultivada y utilizada en la alimentacién animal a nivel mundial,
llegando incluso a recomendarse como suplemento dietético para combatir la desnutricién
y transtornos digestivos en humanos (Gawel, et al., 2017). Es muy apreciable por los bovinos
que la consumen fresca, henificada o ensilada y de gran importancia para la alimentacion
de ganado lechero en México (Rojas-Garcia, et al., 2017).

En otro estudio realizado se examind a través de una serie de experimentos en macetas el
potencial de Medicago sativa para resistir la toxicidad de hidrocarburos mientras degrada
los hidrocarburos de combustible diesel a través de las acciones de las BPCV. El crecimiento
de Medicago sativa bajo diferentes concentraciones de combustible diesel fue
monitoreado durante un periodo de 60 dias. La tasa de crecimiento relativa (BPCV) y la
biomasa total se calcularon para comprender la capacidad de la planta para resistir la
fitotoxicidad. Para comprender mejor el efecto del combustible diesel en la colonizacion
microbiana y el crecimiento de las plantas, se usé microscopia electréonica de barrido (SEM)
para examinar el desarrollo de nddulos.

Los resultados demostraron que el combustible diesel inicialmente desaceleré el
crecimiento de Medicago sativa. Sin embargo, el desarrollo de la nodulacién y su
colonizacion por rizobacterias mejoré significativamente el crecimiento de la planta, con
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tasas de crecimiento relativas en suelos contaminados que exceden el control en los
primeros 30 dias con 5 g/Kg y 50 dias para concentraciones de combustible diesel de 10
g/Kg. Ademas, el combustible diesel en ambas concentraciones mejoré significativamente
la densidad microbiana de la rizésfera (como lo revelan las micrografias SEM) vy la
produccidn total de biomasa. Estos estudios indican el potencial de esta planta en conjunto
con las BPCV para procesos de fitorremediacion (Michael O., et al., 2019).

2.5.1. Origen y clasificacidon taxondmica.

La alfalfa (Medicago sativa) es una especie forrajera que se introdujo a México por los
espanoles durante el periodo de la conquista. El centro primario del género se localiza en la
zona montafiosa del Cducaso, el noroeste de Irdn y el noreste de Turquia. El género
Medicago es muy extenso y comprende mas de 60 especies diferentes, dos tercios de las
cuales son anuales y un tercio de plantas perennes (Quiros y Bauchan, 1988).

Medicago sativa, es una especie de planta perenne, herbacea, vivaz y de porte erecto,
perteneciente a la familia de las fabdceas o leguminosas y al género Medicago.
Actualmente, ésta leguminosa se siembra desde el norte hasta el sureste de México. La
produccién de forraje de alfalfa es la base para la industria lechera en el norte de México.

Cuadro 8.- Clasificacion taxondmica de la alfalfa (Medicago sativa).

Reino Vegetal
Division Magnoliophita
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Leguminosae
Subfamilia Papilionoideae
Tribu Trifolieae
Género Medicago
Especie sativa

Tomado de: (Flores-Delgado, 2015).
2.5.2. Descripcion botanica y fenoldgica.

Es una planta perennifolias, sobre todo erectas a suberectas que alcanzan un tamafo de
30-100 cm de altura, pubescentes a subglabras. Los foliolos en color verde brillante de 5-20
mm de largo, 3-10 mm de ancho, obovadas a sublineal, dentados en el apice, adpreso
pubescentes; entera o dentada en la base. Inflorescencia en racimo pedunculado, el
pedunculo mucho mas largo que el peciolo. Corola de 6-12 mm de largo, violeta palido
lavanda. Los frutos, es una legumbre indehiscente sin espinas que contienen entre 2y 6
semillas amarillentas, arrinonadas y de 1.5 a 2.5 mm de logitud.
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Presenta un sistema radical robusto y profundo, y su principal funcién es la absorcién de
agua. La raiz puede alcanzar los 2 a 5 metros de longitud, en tan solo 2 a 4 afios de vida,
siempre que no existan impedimentos en el perfil del suelo. Dicho sistema radical puede
clasificarse en cuatro tipos generales: raiz pivotante o tipica, ramificada, rizomatosa y
rastrera. Debido al importante sistema radicular que posee, le permite extraer el agua de
capas profundas, lo que le confiere tolerancia a las épocas de sequia (Basigalup y Rossanigo,
2007).

El tallo primario es cuadrado en su seccidon transversal y presenta estomas y pelos. Posee
ademas del crecimiento primario un crecimiento secundario, que da origen a un eje lefioso
o porcion perenne que forma parte de la corona. Es importante destacar que la corona no
es una estructura simple sino que es una zona compleja que incluye varias estructuras
separadas (Tueber y Brick, 1988), cuya funcién principal es el almacenamiento de sustancias
de reservas y sede de yemas, a partir de donde se desarrollaran los rebrotes de la planta
(Basigalup y Rossanigo, 2007). Los tallos son de consistencia maciza aunque pueden
encontrarse tallos huecos, en su parte herbacea presentan nudos desde donde nacen las
hojas. El nimero de tallos depende de la edad y vigor de la planta y pueden llegar a 20. Las
primeras hojas de alfalfa son unifoliadas y de forma orbicular, mientras que cuando la
planta ya estd desarrollada son trifoliares, compuestas de tres foliolos, unidos al tallo a
través del peciolo. El borde de los foliolos es dentado, usualmente solo en el tercio superior,
aunque puede extenderse hasta la mitad superior o incluso el tercio inferior. Pueden
encontrarse también hojas tetrafoliadas, pentafoliadas o de mas foliolos, que reciben el
nombre de hojas multifoliadas (Basigalup y Rossanigo, 2007).

Las flores se desarrollan cuando el apice del tallo pasa del estado de crecimiento vegetativo
al reproductivo. Estas son completas y estan formadas por el caliz, la corola, los estambres
y el gineceo. Pertenecen a la subfamilia Papilonioidea, es decir que poseen una corola
papilionda en forma de mariposa. Son de color purpura, con extremos que van desde el
violeta claro al morado oscuro, aunque también pueden encontrase flores blancas,
azuladas, amarillas y variadas, que son mezclas de colores o tonalidades que van cambiando
a medida que la flor se desarrolla (Del Pozo Ifafiez, 1977). El fruto es del tipo legumbre o
vaina, monocarpelar, seco e indehiscente, generalmente alargado y comprimido, con las
semillas alargadas en la hilera ventral. La vaina, por encorvamiento desarrolla un espiral
gue generalmente posee una espira con autofecundacion (Basigalup y Rossanigo, 2007).
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2.5.3. Fenologia.

Emergencia: La alfalfa germina en poco tiempo, alrededor de una semana. Primero
aparecen los cotiledones por encima de la superficie del suelo y seguidamente una primera
hoja simple; después siguen las hojas normales trifoliadas. Durante este tiempo la planta
vive en un principio a expensas de las reservas acumuladas en la semilla. Esta fase sdlo se
observa durante el primer afio de la plantacién, posteriormente debe suplantarse por la
observacion de la fase de botdn floral.

Las condiciones climaticas influyen de manera decisiva en el futuro del cultivo.

Botdn floral: Aparecen los primeros botones florales. La planta ya adquirié autonomia
propia al formarse las nudosidades en las raices, los drganos verdes, en el primer afio no se
produce la acumulacion de reservas en las raices: las sustancias nutritivas elaboradas se
utilizan en la constitucién de los nuevos drganos vegetativos.

Floracion: Aparece la primera flor. En el primer afio en esta fase es cuando se efectua la
acumulacién de reservas en las raices. En el afio de la implantacién no se debe segar el
corte. Nunca antes de la floracion.

La flor puede fecundarse con el propio polen (autogamia) o con el polen procedente de otra
flor (alogamia). La fecundacién cruzada se da en el 80-90% de los casos, favorecida por la
accién de los insectos especialmente las abejas.

Maduracion: En alfalfa para uso forrajero se registra la fecha de corte; si el propdsito es la
produccién de semilla, la madurez fisioldgica se manifiesta por el oscurecimiento de las
vainas.

EMERGENCIA BOTON FLORAL MADURACION

Figura 15.- Fases fenoldgicas de la alfalfa.

El corte de la alfalfa para produccién de forraje debe darse inmediatamente después de
producida la floracién, es el momento que coincide con el maximo de reservas acumuladas
en la raiz. Esto asegura un buen desarrollo de la parte aerea para el siguiente periodo de
cosecha.
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2.5.4. Importancia nutrimental y econdémica.

La importancia del cultivo de la alfalfa va desde su interés como fuente natural de proteinas,
fibra, vitaminas y minerales; asi como su contribucidn paisajistica y su utilidad como cultivo
conservacionista de la fauna. Ademas de la importante reduccién energética que supone la
fijaciéon simbiodtica del nitrogeno para el propio cultivo y para los siguientes en las rotaciones
de las que forma parte (InfoAgro, 2019).

Su cultivo, se encuentra muy extendido en los paises de clima templado, y ha sido la
ganaderia intensiva la que ha demandado de forma regular a dicho cultivo, cuya finalidad
es abastecer a la industria de los piensos. Por su adaptacién a un amplio rango de
condiciones agroclimaticas y su capacidad de producir elevada cantidad de pasto y forraje,
sigue siendo una de las especies forrajeras mas importantes a nivel mundial (Prosperi, et
al., 2006).

El aumento de los rendimientos y la implantacién de cultivos mejorados seguird siendo una
constante por parte de los productores ganaderos, porque a la fecha los principales
criterios de seleccion son el aumento en el rendimiento del forraje, la persistencia y la
resistencia a multiples plagas y enfermedades, como asi también, variedades adaptadas a
ambientes restrictivos desde el punto de vista abiético, dado que el avance de las zonas de
pastoreo ha ido desplazando las zonas de cultivo hacia zonas con limitaciones
edafoclimaticas en las que, problemas como la salinidad, acidez, sequias y anegamientos,
requieren el uso de especies que puedan sobrevivir a dichas condiciones (Basigalup y
Rossanigo, 2007).

Este forraje, uno de los mas nutritivos, es rico en proteinas, minerales y vitaminas. Debido
aquesuraizseintroduce en la tierra a gran profundidad, puede alcanzar muchos nutrientes
y soportar sequias extremas. El uso de la alfalfa como heno, o seca, es caracteristico de
regiones con muchas horas de sol, poca lluvia y elevadas temperaturas durante el periodo
productivo. El proceso de henificado implica cambios fisicos, quimicos y microbioldgicos
gue producen alteraciones en la digestibilidad del forraje en comparacién a cuando esta
verde (SIAP, 2019).
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Figura 16.- Calidad del forraje.

Cuadro 9.- Composicién nutrimental de la alfalfa (100 g deshidratada).

Vitaminas 3%

Minerales 10%
Hidratos de carbono 40%
Fibras 25%
Proteina 20%

Grasas salubre

2%

Tomado de: (Avci, Cinar, & Inal, 2010).

La alfalfa posee mas del doble de proteina, cuatro veces mas de calcio y dos veces mas
hierro que la mayoria de los vegetales (hablando de polvo — base seca). También contiene
vitaminas como A, B1, B2, B6, C, D, E y K entre otras.

2.5.5. Produccién.

En México la produccién de alfalfa en 2018 fue 38.729 millones de toneladas, 2.4% mas que
en 2016. Las exportaciones del forraje se comercializan principalmente con Estados Unidos
y Emiratos Arabes Unidos, mismos que adquirieron 89.2% y 10% del volumen exportado,
respectivamente (SADER, 2019), con un rendimiento promedio anual por hectarea de 86
toneladas de materia verde.

La alfalfa se cultiva en México desde el siglo XVI, era ocupada principalmente tanto para
alimentar al ganado bovino como para elaborar alimentos balanceados para otros animales.
Actualmente es cultivada en 26 estados del pais. Los estados con mayor productividad de
alfalfa con: Chihuahua, Guanajuato, Hidalgo, Baja California Norte, Sonora, Durango,
Coahuila y Puebla; en conjunto aportan alrededor del 70% de la produccidon nacional de
alfalfa, con una superficie sembrada de 386,325 ha y un rendimiento promedio de 75 ton/ha
de forraje verde (INIFAB, 2014). El Valle de Mexicali obtuvo una producciéon de 510,358
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toneladas de alfalfa henificada con un rendimiento promedio de 15 toneladas con 908 kilos
por hectarea (SADER, 2019).
El estado de Jalisco en el 2018, obtuvo una produccién con sistema de riego de 6631.1 ton
de alfalfa verde (SIAP, 2018).

2.5.6. Caracteristicas agrondmicas del cultivo de alfalfa.

La temperatura ambiental es un factor de suma importancia para su adecuado desarrollo.
La semilla puede germinar desde una temperatura de 2 o 3°C, pero si es mas alta, la
germinacidon es mas rapida. La éptima va de 28 a 30°C. Por otro lado, si la temperatura es
excesivamente cdlida, superior a los 38° C, las plantas mueren. Cuando empieza el invierno
la alfalfa detiene su crecimiento hasta que llega la primavera, cuando brota de nuevo.
Existen variedades que toleran temperaturas muy bajas, incluso 10°C bajo cero. La
temperatura media anual para la produccion forrajera esta en torno a los 15°C.

Las pasturas de alfalfa bien implantadas y adecuadamente manejadas, convierten
diariamente la energia solar en materia seca, dependiendo de los niveles de productividad
propios de cada ambiente. Para llevar a cabo esto, es necesario la disponibilidad de agua y
nutrientes. Los nutrientes son aportados principalmente por el suelo, siendo los mas
importantes: el nitrogeno, el fésforo y en menor medida el azufre y el boro. Ademas de
estos, la alfalfa tiene grandes requerimientos de calcio y una gran sensibilidad a la acidez
de los suelos.

El nitrégeno es aportado en su mayoria desde la atmdsfera, a través de la simbiosis con la
bacteria Sinorhizobium meliloti, siempre y cuando el proceso de fijacion se lleve a cabo en
Optimas condiciones y se logre una buena inoculacidn de las semillas. Dado que el nitrégeno
es el principal constituyente de las proteinas, una adecuada nutriciéon nitrogenada de la
planta, contribuye a la expansidn del drea foliar y a una mejor calidad de forraje.

En cuanto al fésforo, es fundamental en la nutricién de la planta, dado que interviene en
multiples procesos, como en el desarrollo de la biomasa aérea y radical, la capacidad de
nodulacién y de fijacion del nitrogeno atmosférico, la fotosintesis, la transferencia de
energia, etc. Este elemento, no solo es importante para la nutricion de la planta, sino
también para la tolerancia a factores de estrés y su persistencia.

El azufre, posee funciones similares al nitrégeno, ya que integra varias proteinas, y por lo
tanto contribuye a la calidad del forraje, aportando proteinas esenciales para la nutricion
animal.

El potasio, ademads de intervenir en procesos metabdlicos, tiene un rol importante en el
equilibrio hidrico de las plantas, en la regulacion del pH, participa en numerosos procesos
metabdlicos y en la accion de numerosas enzimas. Otro de los cationes importantes es el
magnesio, que tiene un rol critico en la sintesis de clorofila (Basigalup y Rossanigo, 2007).
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El suelo, debe contar con los nutrientes necesarios y ser profundo, dado que la alfalfa puede
llegar a desarrollar raices de entre 2 y 5 metros, por lo que suelos con menos de 60 cm de
profundidad no son aconsejables para este cultivo (Basigalup y Rossanigo, 2007). En cuanto
al pH, la limitante para la alfalfa es la acidez, excepto en la germinacién, pudiendo
desarrollarse ésta hasta con pH 4. El pH éptimo es de 7,2 por lo que se requieren suelos con
un pH cercano a la neutralidad. No solo influye en el desarrollo del cultivo, sino también
sobre las bacterias nodulantes de alfalfa (Sinorhizobium meliloti), que en pH menores a 5
dejan de reproducirse, poniendo de manifiesto una deficiencia en el contenido de
nitrégeno.

Ademas de la sensibilidad a la acidez, la alfalfa presenta gran sensibilidad a la salinidad, que
se manifiesta con la palidez de algunos tejidos, la disminucion del tamafo de las hojas y
desequilibrios entre la raiz y la parte aérea.

2.5.7. Tipo de vegetacion reportada para el municipio de Zacoalco de Torres.

Vegetacion.

La agricultura es el uso de suelo predominante en el municipio de Zacoalco de Torres con
un 39.3% del territorio. Un 36.0% esta cubierto por selva y el 6.5% corresponde a bosque,
pastizal y otros tipos de vegetacién (IIEG , 2018). Los bosques estan cubiertos por pino y
encino, en la parte baja se encuentra selva baja espinosa, con especies de huizache, palo
dulce y granjero; vegetacion baja espinosa como maguey y nopal. También se pueden
encontrar plantas haldfilas. A continuacion solo se describe brevemente los tipos de
vegetacioén haldéfila y bosque espinoso.

Vegetacion haldfila.

La vegetacion haldfila es la que ocupa la mayor area de distribucion en el predio. Las mas
representadas son Poaceae y Chenopidaceae, las especies mds abundantes las de pastos
salados (Distichlis spicata, Eragrostis cilianensis y Sporobulus pyramidatus), ademas de
especies como el romerito (Suaeda torreyana), cenicilla (Sessuvium portulacastrum), el tule
(Scirpus sp.), verdolaga de puerco (Trianthema portulacastrum); Distichlis spicata y Suaeda
torreyana se adaptan muy bien a sustratos salinos y son indicadoras de suelo con contenido
alto de sales. Alguna de las otras especies son aparentemente haléfilas obligadas aunque
con tolerancias diversas, algunas otras prosperan en suelos son exceso de sales. A menudo
en zacatal estd entremezclado con manchones de bosque espinoso de mezquite (Prosopis
leavigata), nopal (Opuntia atropes), granjero (Celtis pallida) y Licyum carolinianum (Macias
Rodriguez, 2004).
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2.5.8. Bosque espinoso.

Este tipo de vegetacion se distribuye en los terrenos planos o poco inclinados con suelos
arcillosos, pH alcalino, drenaje deficiente (por lo que se inunda en el temporal de lluvias)
(Rzedowski, 1987). El predio El Llano y las dreas circundantes en su mayor parte esta
compuesta por arboles espinosos de baja altura entre 4 y 5 metros. Las especies que
constituyen a esta comunidad son principalmente mezquite (Prosopis laevigata), con
menor frecuencia guamuchil (Pithecellobium dulce), alfilerillo (Pereskiopsis diguetti),
huizache (Acacia farnesiana) y tomatillo (Solanum ferrigineum) (Macias Rodriguez, 2004).
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3. JUSTIFICACION.

La salinidad y la sodicidad natural o antropogénica en los suelos limita la produccién agricola
a nivel mundial, en México las regiones norte y centro son las que se han visto mas
afectadas, principalmente las zonas aridas y semiaridas en las que la agricultura intensiva
es la que predomina. La salinidad es la causa principal de degradacion quimica de los suelos
agricolas.

Para la recuperacién de estos suelos afectados por sales existen diversos métodos que van
desde los fisicos, eléctricos, hidrotécnicos, quimicos y bioldgicos; aunque aplicados a
grandes extensiones resultan muy costosos. Una alternativa es la aplicacion de
microorganismos benéficos que den capacidad de tolerancia a la sal y el uso de cultivos
forrajeros, ambos representan una alternativa econdmica y sustentable, que ademas puede
ser aprovechados como cultivos de amplia cobertura para la disminucion de la erosion del
suelo.

Emplear microorganismos promotores del crecimiento vegetal en la inoculacion de semillas
de alfalfa (Medicago sativa) que movilicen los nutrientes en la rizosféra y brinden capacidad
de tolerancia a la planta para desarrollarse en suelos marginales como los salino - sddicos.

El empleo de residuos organicos brinda un aumento en la actividad bioldgica y la
disponibilidad de muchos nutrimentos para las plantas, e incrementa la fertilidad del suelo
al devolverle su capacidad para absorber y almacenar agua.

4. HIPOTESIS.

La inoculacion de semillas de alfalfa (Medicago sativa) con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV) aisladas de suelo salino - sédicos, incrementan la tolerancia al
estrés salino, asi como sus parametros productivos.
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5. OBIJETIVOS.

5.1. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de un consorcio microbiano aislado de suelo salino - sdédico y materia
orgdnica en la tolerancia a la salinidad en el cultivo de alfalfa (Medicago sativa).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Caracterizar morfoldégicamente las bacterias aislados de suelo salino - sédico.

Determinar el potencial de actividad promotora del crecimiento vegetal (BPCV) en los
aislamientos, mediante la evaluacién de actividades enzimaticas, antagdnicas a
fitopatogenos, produccion de fitohormonas como el dcido indolacético.

Caracterizar molecularmente los microorganismos aislados mediante la secuenciacién de
una regién del rDNA.

Evaluar los efectos del consorcio microbiano y la incorporacién de materia organica en la
tolerancia y rendimiento de la alfalfa (Medicago sativa).
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6. MATERIALES Y METODOS.

En el siguiente se presenta de manera general las actividades realizadas durante el
proyecto.

=

simbiéticas

L 1
Aislamiento de microorganismos Cuantificacion de la Produccion
del suelo: Dilucion seriada en de AIA (Salkowski)

medio de cultivo LB y MSM J_
Caracterizacién de ) Cultivo In vitro de alfalfa con
microorganismos: Morfologia de Rhizobium sp
Bacterias

-Macroscopicamente

-Microscopicamente

-Tincién de Gram

-Tolerancia a NaCl (0.85, 1.7 y

2.56 M)
Caracterizacion de las
actividades enzimaticas

Actividad antagonica:
-Fusarium_Loxyspomm
Cuantificacion de amoniaco
(Nessler)
1

Cultivo en invernadero de:
-Alfalfa
-Tomate

-Albahaca con consorcio
microbiano

Figura 17.- Diagrama general de trabajo.



6.1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO.

6.1.1. Ubicacién geografica.

Las muestras de suelo para el aislamiento de los microorganismos se tomaron en el predio
El Llano el cual cuenta con una superficie de 10.2 ha, esta ubicado entre las coordenadas
20°17°83” y 20° 17 87” latitud norte y entre 103°51°44” y 103°51" 60” longitud oeste, en
el municipio de Zacoalco de Torres en el estado de Jalisco. El municipio se encuentra a una
altura que oscila entre los 1340 msnm en la parte mas baja y hasta los 2430 msnm en la
parte mas alta de la Sierra del Tigre y la Sierra de Tapalpa. La superficie del terreno es plana
con una pendiente menor a 5° La precipitacion media anual es de 828 mm, el suelo
predominante en el predio es el arcilloso, con pH alcalino, drenaje deficiente, por lo que
suele inundarse en el temporal de lluvias (IIEG , 2018).

6.1.2. Clima.

En el municipio de Zacoalco de Torres predomina el clima semiarido cdlido en un 63.6%,
seguido de semicdlido - semihiumedo con 30.9% y templado subhiumedo con 5.6% del
territorio del municipio. La temperatura media anual es de 20.2°C, la maxima promedio es
de 31.1° C y una minima promedio de 8.6° C. Los vientos dominantes son de direccion
noreste a suroeste, se pueden presentar heladas en los meses de enero y febrero (lIEG ,
2018).

6.2. MUESTREO Y CARACTERIZACION DEL SUELO.

6.2.1. Toma de muestras.

La unidad de muestreo denominada como predio El Llano, en el municipio de Zacoalco de
Torres, estado de Jalisco, tiene una extensidn de 10.2 ha. Es aparentemente homogénea en
cuanto a textura, color, pendiente, cultivo y manejo. Las muestras de suelo para los analisis
fisicos y quimicos se tomaron en el mes de julio, de acuerdo con los puntos 6.1, 6.2y 6.3 de
la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de
fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis.

Toma de muestra para determinar fertilidad del suelo (M1): se procedié a tomar
submuestras en un muestreo en zigzag, a lo largo de una linea dentro de la unidad de
muestreo, para posteriormente obtener las muestras representativa y determinar la
fertilidad del suelo, estas submuestras se tomaron a una profundidad de cero a cinco cm,
después de haber removido los residuos organicos no descompuestos. La muestra se tomo
a esa profundidad ya que se trata de un suelo con sales.
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Toma de muestra para determinar salinidad y/o sodicidad (M2): se tomaron muestra
simples representativas del terreno a una profundidad de 0-20 cm. De acuerdo con la
observacion realizada en campo de la exploracidn radical de la vegetacidn ahi establecida.
Se toman muestras simples ya que se trata de evaluar la salinidad de un suelo.

Toma de muestra para la clasificacion del suelo (M3): se realizé la excavacion tomando
muestras individuales de cada una de las capas, anotando color, estructura, consistencia,
porosidad, etc. Cabe sefialar que no se realizaron todas las determinaciones descritas en el
punto 5.3 de la norma, unicamente se realizaron las necesaria para suelos con exceso de
sales. Todas las muestras fueron de aproximadamente un kg de peso, y se etiquetaron con
los datos correspondientes para su identificacién de acuerdo con la norma.

Toma de muestra para el aislamiento de microorganismos del suelo (M4): Se colectaron
muestras de la rizdsfera del suelo bajo la zona de la raiz de diferentes plantas en el sitio de
estudio, a una profundidad de 0-10 cm (la vegetacion existente es pasto, verdolagas,
nopales, etc.). Se utilizaron bolsas de polietileno de dos kg, para colocar las muestras
individuales de aproximadamente 1kg y se transportaron en una hielera al laboratorio. Se
mantuvieron en refrigeracion a 4° C hasta su uso para el aislamiento de microorganismos.
La siguiente figura 18 se muestran imagenes de la toma de muestras.

Zacoalco de Torres.

Toma de muestra para el aislamiento de microorganismos de nédulos de raiz (M5): Se
colectaron plantas de Medicago sativa cultivadas en el predio El Casco, ubicado entre las
coordenadas 20° 10°54” y 20° 10" 56” latitud norte y entre 103° 53°75” y 103° 53" 88"
longitud oeste, en la cercania al predio El Llano en el municipio de Zacoalco de Torres. Se
seleccionaron plantas vigorosas, con hojas verde y sanas y con la ayuda de pico y pala se
extrajeron teniendo cuidado de extraer toda la raiz, se depositaron en bolsas de plastico
para su traslado al laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco
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para realizar el aislamiento de microorganismos de nddulos de la raiz de alfalfa. Ver figura
19.

Y % S N
Figura 19.- Toma de muestra para el aislamiento de microorganismos de nédulos de raiz de
alfalfa (M5).

6.2.2. Analisis fisicos y quimicos del suelo.

Los anadlisis fisicoquimicos del suelo se realizaron en el laboratorio de suelos, aguas y plantas
del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco, siguiendo las metodologias establecidas en la
NOM-021-RECNAT-2000, en las siguientes determinaciones de la fertilidad, salinidad y
clasificacién del suelo, que se mencionan a continuacion:

Preparacion de la muestra, pH: medido en agua, contenido de materia orgdnica, textura del
suelo, fosforo extraible, capacidad de intercambio catidnico y cationes intercambiables
(calcio, magnesio, sodio y potasio), contenido de micronutrientes disponibles (magnesio,
cobre, zinc y hierro), contenido de boro, medicién de la conductividad eléctrica, cationes
solubles (carbonatos de calcio equivalentes), aniones solubles (azufre SOa)), Porcentaje de
Saturacion de Bases (PSB), Relacion de Adsorcion de Sodio (RAS) y Porcentaje de Sodio
Intercambiable (PSI).

Los nutrientes (fésforo, magnesio, potasio, calcio y nitrdgeno amoniacal) se determinaron
por el método (Mehlich, 1984).

A continuacidn, se describen los procesos de preparacién de la muestra y la determinacién
de pH.

61



6.2.3. Preparacion de la muestra del suelo.

Una vez obtenidas las muestras y trasladadas al laboratorio, se procedié con el secado de
estas, esto con la finalidad de facilitar el manejo de la muestra, mejorar la homogenizacion
y disminuir los cambios quimicos indeseable. El secado se realizd extendiendo la muestra
del suelo mas o menos unos 2.5 cm de espesor sobre papel, a la sombra y a temperatura
ambiente.

Posteriormente se realizd la molienda del suelo con un mazo de madera (previamente se
retiraron las rocas y el material organico visible). Ya que se tenia la muestra molida se paso
por un tamiz con abertura de dos mm de didmetro (malla 10) de acero inoxidable. Para las
determinaciones quimica y fisicas en la caracterizacidn del suelo desde el punto de vista de
su fertilidad. Se homogeniza la muestray se procede a pesar las submuestras en una balanza
de precision para continuar con las determinaciones analiticas.

6.2.4. Determinacion de pH.

La determinacidn de pH del suelo medido en agua se realizo a través del método AS-02 de
la NOM-021-RECNAT-2000.

Se realizé basandonos en la determinacién de la actividad del ion H mediante el uso de un
electrodo cuya membrana es sensitiva al H. En el caso de las muestras de suelo se midid
potenciométricamente en una suspensidon sobrenadante de una mezcla de relacién
suelo:agua 1:2.

Se pesaron 10 g de suelo en un vaso de precipitado con capacidad de 50 mLy se le agregaron
20 mL de agua destilada, con una varilla de vidrio se agito manualmente la mezcla de
suelo:agua a intervalos de 5 minutos durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se dejo
reposar 15 minutos. Se calibra el medidor de pH con las soluciones 4.00, 7.00 y 10.00 para
realizar la medicidn. Se agito nuevamente la suspensidn y se introdujo el electrodo. Se
clasificé de acuerdo con los valores del cuadro 10.

Cuadro 10.- Clasificacion del suelo en cuanto a su valor de pH.

Clasificacidon pH
Fuertemente acido <5.0
Moderadamente acido 5.1-6.5
Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 7.4-8.5
Fuertemente alcalino >8.5

Tomado de: (NOM-021-RECNAT-2000).
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6.3. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS.

6.3.1. Aislamiento y caracterizacién morfoldgica de microorganismos del suelo.

El aislamiento se realizé mediante la técnica de dilucién seriada en placa de 10'a 10°®. Se
tomo un 1 g de suelo y se diluyd en 9 mL de solucion salina estéril al 0.85% de NaCl. De las
diluciones 10°y 10° se tom6 una alicuota 500 pL y se inoculd sobre placas con medios de
cultivo LB (Luria-Bertani) (Sezonov, et al., 2007) y medio minimo de sales MMS (Aquiahuatl
Ramos & Perez Chabela, 2004) por duplicado (ver anexo 1 Medios de cultivo), y se incubé a
temperatura ambiente durante 24 a 48 horas. Las cepas crecidas se contabilizaron y se
seleccionaron segun la tasa de crecimiento y la morfologia de la colonia (tamafio, forma,
elevacién, borde, color, superficie, densidad, consistencia), se purificaron por estria cruzada
en agar medio LB. Posteriormente se identificaron microscopicamente con base en la
tincién de Gram ( Lopez-Jacom, et al., 2014). Los cultivos puros se conservaron mediante
resiembras periddicas en medio LB y solucidn de glicerol al 30% a -70° C para su evaluacién
enzimatica.

6.3.2. Aislamiento de microorganismos de raiz.

Las plantas fueron sumergidas en agua para retirar la tierra adherida a las raices.
Posteriormente se realizd un analisis de las nodulaciones radicales con la ayuda de un
estereoscopio, teniendo en cuenta los pardmetros: tamano de ndédulos, cantidad,
distribucién y color externo como interno, lo anterior para seleccionar nddulos vivos de
buen tamaiio, libres de heridas y los que presenten un color rosado. Se seleccionaron 15
nddulos por planta.

Para la desinfeccidn de los nédulos se pasaron por cloro al 10% por un minuto, después por
etanol al 70% por cinco minutos en agitacidn, se enjuagaron cinco veces con agua destilada
estéril y se maceraron en mortero estéril en campana de flujo laminar con una solucién de
NaCl al 0.85%. Enseguida se sembraron en medio levadura manitol-agar (LMA, ver anexo 1
Medios de Cultivos) (CIAT, 1988) por estria cruzada con la ayuda de un asa bacterioldgica,
se incubaron a 28 °C en posicidn invertida, se observd diariamente el crecimiento de las
colonias caracteristicas de rizobios de acuerdo al manual CIAT, en un lapso de 10 dias. Se
selecciond una colonia individual y se resembré en el mismo medio para purificar la cepa,
se conservaron en glicerol al 30% a -70 °C, para su posterior evaluacién en la produccién de
acido indolacético.
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6.3.3. Extraccion de ADN bacteriano.

Las cepas que presentaron alguna actividad enzimatica, toleraron mayor concentracion de
NaCl y los aislados de los nddulos de raiz de alfalfa, se identificaron genéticamente por
analisis de secuenciacion de la regidn 16S rRNA.

La obtencion del DNA gendmico se realizé tomando una colonia previamente crecida en
agar LB y posteriormente se inoculé en cultivo fresco de caldo LB (3 mL), después se
mantuvieron en agitacion a 28 °C durante 18 a 24 horas. Se recupero la biomasa por
centrifuga (FA-45-18-11, modelo 5418) a 7000 rpm por 3 minutos, se retiro el sobrenadante
y se resuspendid el paquete celular en 500uL de amortiguador de lisis (que contenia SDS
1% (p/v), NaCl 100 mM, TRITON X100 y Tris-HCI 10 mM pH 8) y 10 pL de proteina K a una
concentraciéon de 20 mg mL?, se agitd vigorosamente y se incubd a 65 °C por 30 minutos.
Transcurrido el tiempo de incubacion se agregaron 400uL de fenol buferizado mezclando
vigorosamente y se centrifugé a 14000 rpom en un rotor FA-45-18-11, modelo 5418 durante
10 minutos. Se recupero la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo, se agregaron 2ulL de
RNAsa y se incubd 30 min a 37 °C. Después de la incubacién se agregd un volumen de
cloroformo y se mezcla perfectamente, para centrifugar a 14000 rpm en un rotor FA-45-18-
11 durante 5 minutos. Se recuperd nuevamente la fase acuosa y se adicion6 200 plL de
acetato de amonio 7.5 M mezclando vigorosamente. Se incubd a -20 °C por 10 minutos. Se
egrega un volumen de isopropanol frio e invertir el tubo gentilmente. Se centrifugé a 14000
rom durante 5 minutos en Centrifuge 5417R. Mantener en incubacién a -20°C por 2 horas,
posteriormente centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos. Se retird el alcohol y se lavé la
pastilla con 500uL etanol al 70 % frio, se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos. Se
elimind el sobrenandante y se dejo secar la pastilla de DNA a temperatura ambiente.
Finalmente, se resuspendio la pastilla en 30 pL de agua inyectable y se congeld a -20 °C para
su posterior electroforesis.

6.3.4. Amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA.

La identificacidon genética de las cepas puras, se llevd a cabo por la amplificacién de un
fragmento del gen 16S rRNA, mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR),
empleando los siguientes iniciadores universales: PLB 16-F 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC
AG-3"y MLB 16-R 5'-GGC TGC TGG CAC GTA GTT AG-3". Las muestras fueron preparadas de
acuerdo al kit comercial Invitrogen® DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific), la
mezcla de reaccidn contenia 1 pL de cada oligonucleétido (10 mM), 0.5 pL de dNTP’s (10
mM), 2.5 pL de Dram Taq Buffer 10X, 3 puL de DNA, 0.6 pL de Dream Taq DNA Polimerasa y
16.4 pL de agua inyectable para tener un volumen de reaccion final de 25 uL. La
amplificacién se llevd a cabo en las condiciones del ciclo térmico con una pre-
desnaturalizacién de 5 min (95 °C); desnaturalizacidon de 30 seg (95 °C); alineamiento 30 seg
(56 °C); elongacion 2 min (72 °C); se repitieron 35 ciclos y al final un ciclo de post-elogancion
de 7 min a 72 °C, utilizando un termociclador Select BioProducts Modelo Select Cycler.
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Los fragmentos amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 1%, utilizando como buffer
de corrida SB 1X a un voltaje constante de 100 volts, durante 30 minutos. El gel se tifié con
una solucién de bromuro de etidio, se utilizé un marcador de peso molecular de 1 Kb y se
observd en un fotodocumentador bajo luz ultravioleta. Los productos de esta amplificacion
fueron purificados utilizando el kit Gel DNA Extraction Kit Roche Diagnostics GmbH
Mannheim Germany, y fueron enviados a secuenciacion mediante un servicio externo a la
Distribuidora Quimica y Hospitalaria GAP. Posteriormente, se compararon las secuencias
obtenidas con las encontradas en el banco de genes NCBI (Nacional Center for
Biotechnology Information). Se buscaron secuencias altamente similares a las obtenidas de
la pagina web del GenBank mediante la herramienta BLAST (BasicLocal Aligment Search
Tool) de la base de datos del NCBI, usando como medida un porcentaje de identidad, el cual
es mayor a medida que las secuencias sean altamente parecidas. Las secuencias de
nucledtidos que codifican los genes del 16S DNAr de bacterias fueron depositadas en la base
de datos del NBCI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov).

6.3.5. Clasificacion de los aislados en la tolerancia a diferentes concentraciones de
NaCl.

Para clasificar a los microorganismos de acuerdo con su comportamiento hacia la sal, se
utilizd la clasificacion descrita (Kushner, 1978), quien definié diferentes categorias: haldfilos
débiles, como lo son la mayoria de los organismos marinos, considerando que el agua de
mar contiene cerca del 3% (p/v) de NaCl, haléfilos moderados (organismos que crecen de
manera optima entre 0.5y 2.5 M de NaCl (3 al 15% (p/v)), microorganismos halotolerantes
gue no muestran un requerimiento absoluto de sal para su crecimiento pero crecen bien
hasta concentraciones de sal a menudo muy altas (considerados extremadamente
halotolerantes si el rango de crecimiento se extiende por encima de 2.5 M de NaCl (15%
(p/v)) y holéfilos extremos (que crecen mejor en medios que contienen sal de 2.5a 5.2 M
(25% (p/v) de NaCl), haléfilos extremos limitrofes (crecen en medios que contienen sal 1.5
a 4.0 M) (Aharon, 2008).

Los aislados seleccionados fueron sometidos a diferentes concentraciones de NaCl para
medir su tolerancia y poderlos clasificar de acuerdo con su comportamiento hacia la sal. Se
utilizaron placas con 15 g/L de agar en medio LB (Luria-Bertani) adicionado con 5% (50 g/I),
10% (100 g/I) y 15% (150 g/1) de NaCly pH 7 £ 0.2, se sembraron ocho aislados en cada placa
y se incubaron a temperatura ambiente por 72 horas con monitoreo constante. Para
establecer la concentracion d6ptima de NaCl 6ptima para el desarrollo de las cepas se
establecié considerando aquellas concentraciones en la cual el crecimiento fue mas
abundante. Los que tuvieron un crecimiento entre 10 a 35% en la placa se les clasifico como
débil, asignando un signé de +, los que crecieron de 36 a 65% se consideran como
moderados y se les asignd ++ y se consideran como fuerte los que crecieron de 66 a 99% y
se les asigno +++.

65



6.3.6. Caracterizacién bioquimica de las cepas.

Para la caracterizacién bioquimica de los aislados de suelo salino, se realizdé con diversos
ensayos en medios sélidos para evaluar las actividades ezimaticas extracelulares como
amilasa, celulasa, proteasa, quitinasa, lipasa y fosfatasa. Las sales de los distintos medios se
ajustaron a pH 7.5 y se agregaron 15 g de agar (ver anexo 1 Medios de cultivo), las placas
se dividieron en seis secciones y se inocularon con la ayuda de una asa bactereoldgica
haciendo un pequefo punto de 2 mm de diametro, se incubaron a 28 °C en posicién
invertida y se monitorearon constante durante 10 dias. La formacion de halos translucidos
alrededor de la colonia se interpreto como resultado positivo.

Después de transcurrido el tiempo de incubacién algunos medios se revelaron para apreciar
el halo traslucido de la actividad. Las soluciones de revelado se describen en el anexo 1
Medios de cultivo.

6.3.7. Actividad antagonica contra Fusarium oxysporum.

Para determinar la actividad antagdnica de las 40 cepas aisladas del suelo salino ante
fitopatogenos como Fusarium oxysporum que afecta a los cultivos de alfalfa. Se realizaron
experimentos de antagonismo in vitro en cajas petri, se utilizaron cepas del hongo
fitopatogno que fueron tomadas del cepario del laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco y se conservaron por resiembras periddicas en medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)(ver anexo 1 Medios de cultivo), a 4 °C. Para determinar
la actividad los hongos se sembraron previamente en cajas de petri con medio de cultivo
PDA, colocando un disco de 5 mm de didmetro del borde de la colonia miceliana del
fitopatogeno en el centro de la placa y se incubaréon a 28 °C durante tres dias.
Posteriormente, se realizd la siembra de la cepa bacteriana, con la ayuda del asa
bacteoroldgica se colocd la bacteria formando una linea de un centimetro de logitud, de tal
forma que se sembraron cuantro cepas bacterianas por cada caja. Se incubaron a 28 °C
durante 7 dias, se realizaron dos repeticiones por cada cepa. El efecto antagdnico de las
bacterias fue determinado a través de la férmula utilizada por (Suarez, Fernandez,, Valero,
Gamez, & Paez, 2008), en comparacion con un tratamiento control donde no se aplicé el
antagonista bacteriano. Las placas petri utilizadas fueron de 9 cm de diametro.

6.3.8. Produccion de acido indolacetico (AIA).

Para la cuantificacion de la produccién de acido indolacético por las bacterias asiladas de
los nédulos de la raiz de alfalfa, se llevo a cabo mediante la técnica espectrofotométrica
empleando el reactivo de Salkowski (Glickmann & Dessaux, 1995). Las cepas aisladas se
incubaron en una agitadora modelo ZHWY-200D durante 72 horas en medio de cultivo LMA
adicionado con L-Triptdéfano (2 g L), se centrifugaron 1.5 mL del cultivo a 7000 rpm en un
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rotor FA-45-18-11 modelo 5418 durante cinco minutos, se tomaron 150 uL del
sobrenadante y se adicionaron 100 pL del reactivo de Salkowski (Anexo 1 Medios de
Cultivo). La mezcla se incubé durante 30 minutos a 25 °C y se midid la absorbancia con un
espectrofotémetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan GO) a 530 nm en una microplaca
de 96 pocillos, las mediciones se realizaron por triplicado. Pata obtener la curva de
calibracion se prepararon concentraciones conocidas de acido indol acético (AlA) comercial
(Sigma) (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 35y 50 pg/mL).

6.3.9. Prueba de efectividad bioldgica en alfalafa in vitro.

Para evaluar la efectividad bioldgica de las cepas de rizobio sobre un cultivo de alfalfa in
vitro se prepard medio de cultivo MS (Murashige y Skoog) (ver Anexo 1 Medios de Cultivo)
a la quinta parte, el stock que no se dividio a la quinta parte es el que contiene CaCl2 esto
para que se puediera gelificar, se ajusto el pH 5.7 con 0.1 M de HCl o NaOH, no se agregaron
reguladores de crecimiento ni vitaminas. Despues de esterilizar el medio se vacié en cajas
petri aproximadamente 25 mL en cada caja. Para desinfectar las semillas se prepard una
solucién con 4 g/L de un bactericida agricola (Oxitetraciclina (Clorhidrato de oxitetraciclina)
+ Cobre (Oxicloruro de cobre) 37.7% + 45% 350), a esta solucién se agragaron las semillas y
se colocaron en una agitadora modelo ZHWY-200D durante 30 minutos, después se retird
el liquido y se agregd agua estéril con una gota de Tween 20 durante 15 minutos,
nuevamente se enjuagd con agua estéril y se agregd etanol al 70% durante cinco minutos,
después cloro al 20% durante 20 minutos, durante todo el proceso las muestras se
mantuvieron en agitacidn constante. Por ultimo, se enjuagaron tres veces con agua estéril
y se sembraron en cajas con medio MS. Las diez semillas se colocaron en una linea recta a
1.5 cm del borde de la caja. Las cajas se incubaron en posicidn vertical, a los 8 dias después
de la siembra de la semilla se colocaron las ocho bacterias, una por caja y tres repeticiones
con un asa bacteriolégica, haciendo una linea horizontal a un centimetro por debajo de la
raiz del cultivo.

6.3.10. Cuantificacion de amoniaco.

El proceso de nitrificacibn se compone de procesos impulsados por distintos
microorganismos, que incluyen asimilacién, amonificacion, nitrificacion, desnitrificacion,
fijacion de nitrégeno y oxidacidn anaerobia del amoniaco (Andrade Ochoa, et al., 2015). La
nitrificacion la conversién bioldgica de amoniaco (NH3) a nitrato (NOs) via nitrito (NO3), es
un componente centra del ciclo del nitrégeno.

El reactivo de Neesler es una la solucién contiene KzHgls y KOH, es un reactivo quimico
utilizado para detectar pequefias cantidades de amoniaco (NHs) o el cation amonio (HN4*).
Los iones de yoduro y mercurio reaccionan con el amoniaco en condiciones alcalinas. El
método consiste en que la sal de HN4* disuelta, reacciona con el reactivo de Neesler alcalino,
elevandose el pH del medio, por el cual se obtiene amonio. Esta reacciéon produce una
coloracion gradual de amarillo a pardo a medida que aumenta la concentracidon de
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amoniaco. El ensayo se estandarizé en microplacas de 96 pocillos utilizando como estandar
cloruro de amonio (NH4Cl). La absorbancia se midio a 414 nm de logitud en
espectrofotémetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan GO) realizando mediciones por
triplicado. Para obtener la curva de calibracién con el reactivo de Neesler se prepard una
solucién patrén a concentraciones conocidas de NH4CI (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20y 25 pg/mL).
Las 40 cepas aisladas se crecieron en medio de cultivo liquido LB incubando en una
agitadora modelo ZHWY-200D durante 24 horas, posteriormente se centrifugaron 1.5 mL
del cultivo a 7000 rpm en un rotor FA-45-18-11 modelo 5418 durante cinco minutos, se
tomaron 150 pL del sobrenadante y se adicionaron 100 pL del reactivo de Neesler (marca
BIOPACK). La mezcla se incubé durante 30 minutos a 25 °Cy se midié la absorbancia con un
espectrofotémetro UV-VIS (Thermo Scientific Multiskan GO). A los promedios de los valores
de absorbancia obtenidos se le restd el promedio de la muestra control para obtener la
absorbancia real y la desviacion estandar.

6.3.11.Seleccién de cepas promisorias.

Cinco cepas fueron seleccionadas como BPCV para conformar el consorcio microbiano e
inocular las semillas de alfalfa, Para esto, se consideraron los resultados de las actividades
enzimaticas y antagoénica descritas en el cuadro 18, asi como también se considerd la
produccién de AIA y la cuantificacion de amoniaco. También se tomd en consideracién
elergir el género de las cepas aisladas, ya que cinco de las bacterias identificadas estan
consideradas por otros autores como BPCV. En la seleccién de las bacteria del consorcio se
realizd una prueba de confrontacidn para comprobar que no existiera inhibicion de alguna
bacteria sobre la otra. Para ello se preparé medio de cultivo Agar LB (ver Anexo 1 Medios
de cultivo) se vacié en cajas petri, posteriormente se seccionardn las cajas y se sembraron
las cinco bacterias con la ayuda de un asa bacterioldgica, se incubaron a 28 °C en posicién
invertida, se observaron diariamente durante cinco dias.

6.3.12. Pruebas realizadas en cultivo de alfalfa, albahaca y tomate en invernadero
con suelo salino - sédico.

Las pruebas se realizaron en cultivos de alfalfa (Medicago sativa) , albahaca (Ocimum
basilicum) y tomate (Solanum lycopersicum). Se implementé un disefio experimental para
todos los cultivos que consistié en utilizar suelo salino — sédico del lugar de estudio con 5y
10% de materia organica composteada, el disefio consistid en seis tratamiento y cinco
repeticiones en unidades experimentales en vasos de poliestireno con capacidad de 1000
mL para los cultivos de tomate y albahaca, para el cultivo de alfalfa se utilizaron bolsas
negras con capacidad de 5 kg. En los cultivos de la albahaca y tomate se sembré una semilla
por vaso y para el caso de la alfalfa se sembraron 40 semillas inoculadas con el consorcio al
momento de la siembra. Se evalud el efecto del consorcio microbiano con el nimero de
semillas germinadas, altura de la planta, numero de hojas y longitud de la raiz. El periodo
de tiempo en el que se evalud el proyecto fue de dos meses.
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Cuadro 11.- Disefo experimental para cultivos de alfalfa, tomate y albahaca.

Solucion
Materia organica bacterina
Tratamiento composteada 1X10® UFC mL Repeticiones
To 0% - 5
T, 0% 10 5
T, 5% 10 5
Ts 5% 10 5
Ta 10% 10 5
Ts 10% 10 5

Para la inoculacidn de las semillas se prepard caldo nutritivo marca Difco™ (Anexo 1 Medios
de cultivo) se vacié en matraces de 100 mL y con un asa bacterioldgica se inoculd,
posteriormente se incubaron en una agitadora modelo ZHWY-200D durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se vacié el inoculé a un matraz de 500 mLy se incubd
nuevamente en agitacién durante 24 horas. Esto se hizo para cada una de las bacterias que
conformaron el consorcio microbiano. Para la bacteria aislada de los nédulos de la raiz de
alfalfa se preparé medio LMA y se hicieron los pasos anteriores. Todo se trabajé en
condiciones asépticas. Se realizd un conteo por medio de la cdmara de Neubauer para
garantizar que el numero de bacterias por mililitro si fuera el establecido, el conteo se
realizd bajo microscopio dptico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

Determinaciones fisicoquimicas del suelo.

Se tomaron 12 submuestras para obtener dos muestras compuestas para las
determinaciones de fertilidad (M1), dos muestras simples para determinar la salinidad
(M2), tres muestras para la clasificacion del suelo (M3) y por ultimo se tomaron muestras
de la rizésfera de pastos, verdolagas y nopales (vegetacion existente en el sitio) (M4).

De acuerdo con los datos obtenidos en la determinacién de textura, con el procedimiento
de Bouyoucos a través del método AS-09 de la norma, los porcentajes de limo, arena y
arcilla de las muestras corresponden (dentro del triangulo textural establecido por el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos), a un suelo franco arcilloso (Cr). Con una
CE de 4.12 dS/m™ relacidn 1:5, entrando en los limites de un suelo salino y salino-sddico, un
pH de 10.5, y de acuerdo con lo descrito en el cuadro 11 se interpreta que se trata de un
suelo fuertemente alcalino obtener una lectura mayor a 8.5, esto de acuerdo a la
interpretacion de la NOM-021-RECNAT-2000, con un PSI de 60.55 y de acuerdo con la
clasificacién de suelos afectados por sales del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA, 1954), PSB de 80.52 y una RAS de 12.86, corresponde a un suelo salino-
sddico. El porcentaje de concentracion de materia organica en el suelo es bajo, es decir
menor de 1.5 de acuerdo con la norma. En cuanto a los micronutrientes se tiene un suelo
en su mayoria deficiente, en los nutrientes el calcio aparece muy alto y el potasio y el
nitrdgeno amoniacal muy bajos, con una capacidad de intercambio catidnico (CIC) de 37.8
Cmolkg? dentro de la categoria le corresponde al alta (25 — 40), los cationes (magnesio,
potasio y calcio) de acuerdo con la interpretacidn de la normatividad se clasifican en baja a
media.
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Cuadro 12.- Fertilidad, salinidad y clasificacion del suelo (muestras M1, M2 y M3).

DETERMINACION UNIDADES INTERPRETACION
MUESTRA METODO
CATIONES: ppm cmol/Kg NOM-021-RECNAT-2000
M1, M3 Calcio (Ca) AS-12 (Acetato de Amonio) 1,142.57 5.7 Media
M1, M3 Magnesio (Mg) AS-12 (Acetato de Amonio) 75.85 0.624 Baja
M1, M3 Sodio (Na) AS-12 (Acetato de Amonio) 526.7 22.9 No aplica
M1, M3 Potasio (K) AS-12 (Acetato de Amonio) 10.92 0.28 Baja
M1,M3 C.I.C AS-12 (Acetato de Amonio) NO APLICA 37.8 Alto
M3 Azufre (SO4) AS-20 178.22 3.71 No aplica
DETERMINACION METODO UNIDADES NOM-021-RECNAT-2000
M2, M3 Porentaje de Saturacién de Bases AS-21 cmol/Kg 80.52 Muy Alto
M2, M3 Porcentaje de Sodio Intercambiable (PSI) AS-21 cmol/Kg 60.55 Extremadamente sédico
M2, M3 Relacién de Adsorcién de sodio (RAS) AS-21 cmol/Kg 12.86 Sédico
MICRONUTRIENTES: METODO UNIDADES NOM-021-RECNAT-2000
M1 Manganeso (Mn) AS-14 (DTPA) ppm 0.79 Deficiente
M1 Cobre (Cu) AS-14 (DTPA) ppm 0.15 Deficiente
M1 Zinc (Zn) AS-14 (DTPA) ppm 0.33 Deficiente
M1 Hierro (Fe) AS-14 (DTPA) ppm 1.56 Deficiente
M1 Boro (B) AS-15 (Azometina-H) ppm 7.2 Muy Alto
M2, M3 Carbonatos de Calcio Equivalentes AS-19 Neutralizacién Acida % 20.83 Alto
MUESTRA DETERMINACION UNIDADES METODO NOM-021-RECNAT-2000
M1 Clasificacién textural % Bouyoucos Cr
M2, M3 Conductividad Eléctrica 1:5 Ms cm-1 dS m-1a 252C Electrométrico 4.12 Suelo salino
M1 pH en agua relacién 1:2 Unidades Potenciémetrico 10.5 Muy Alcalino
M1, M3 Materia orgénica % Walkley-Black  0.896 Bajo
NUTRIENTES:
M1 Fésforo ppm Olsen 6.7 Bajo
M1 Magnesio ppm Mehlich 111 485 Medio
M1 Potasio ppm Mehlich 111 60 Muy Bajo
M1 Calcio ppm Mehlich 111 2386 Muy Alto
M1 Nitrégeno amoniacal ppm Kjeldahl 6 Muy Bajo

Cr = Franco Arcilloso

Morfologia de aislados de suelo y raiz.

Se contabilizaron las colonias crecidas en las placas de medio Lb y MMS, obteniendo en
promedio 412 UFC/mL procedentes de suelos salinos, se seleccionaron 40 aislados que
presentaron  macroscépicamente  morfologia diferente 'y se caracterizaron
microscopicamente empleando tincién de Gram, observando que la mayoria de las
bacterias aisladas del suelo fueron Gram positivo en un 85%, el 97.5% presentd una
morfologia bacilar (ver cuadro 13).

Se seleccionaron ocho cepas puras crecidas en placas con medio de cultivo LMA que
presentaron caracteristicas morfolégicas propias de rizobios, la tincién de Gram reveld que
todas son Gram negativas y de tipo bacilar.
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Caracterizacion molecular

En la caracterizacidn molecular de los aislados, se amplificd y secuencié un fragmento del
gen 16S ribosomal. En la figura 20 se observa el amplicdn de aproximadamente 400 pb,
empleado para su secuenciacién e identificacion genética, comparada con las bases de
datos existentes.

MM EZN EZ12 EZ13 EZl4 EZ16 EZ20 EZ21 EZ22 EZ25 EZ39

400 pb

- e e e e e ey e e

Figura 20.- Reamplificacidn del gen 16S del rRNA de cepas aisladas del suelo salino.

Una vez obtenidas las secuencias del gen 16S rRNA:

Las cepas bacterianas seleccionadas se identificaron mediante analisis de secuenciacién del
gen 16S rRNA para su identificacion genética. Las secuencias de nucleétidos recuperadas de
estas cepas bacterianas se sometieron a homologia en la base de datos NCBI, mostrando
que las 43 cepas bacterianas aisladas de suelo salino y de nddulos de raiz pertenecen a seis
géneros diferentes, 26 cepas (EZ10, EZ11, EZ14, EZ15, EZ16, EZ17, EZ20, EZ23, EZ24, EZ25,
EZ26, EZ27, EZ28 ,EZ29, EZ31, EZ33, EZ34, EZ35, EZ37, EZ40, EZ41, EZ42, EZA4, EZAS, EZAG Y
EZ47), mostraron un promedio 92% en la cobertura y un 99.27% en la identidad con las
secuencias del gen 16S rRNA del género Bacillus, 6 cepas (EZ12, EZ13, EZ18, EZ22, EZ30y
EZ32) mostraron un promedio 91% en la cobertura y un 99.21% en la identidad con el
género Brevibacterium sp., 4 cepas (EZLA, EZR2, EZR3 y EZR4) mostraron un promedio 74%
en la cobertura y un 99.18% en la identidad con Sinorhizobium, 1 cepa (EZLM) mostré 83%
en la cobertura y un 99.07% en la identidad con Ensifer adhaerens, 1 cepa (EZ19) mostré
99% en la coberturay un 99.19% en la identidad con Azospirillum lipoferumy 1 cepa (EZ36)
mostré 81% en la coberturay un 97.11% en la identidad con Agrobacterium sp. (Cuadro 13).
Cuatro de las cepas que se mandaron secuenciar no se reportan ya que se catalogaron como
no vdlidas (EZ21, EZ38, RZ39 y EZ43), si aparecen en las siguientes caracterizaciones
bioquimicas y de confrontacién.
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Cuadro 13.- Secuenciacién del gen 16S rRNA para la identificacion genética de cepas
aisladas de suelo salino — sédico del predio El LIlano, en el municipio de Zacoalco de Torres,

Jalisco.
Aislado Forma Gram Especie GeneBank % Cobertura % ldent Accesion Referencia
EZ10  Bacilar +  Bacillus subtilis subsp. spizizenii 99% 99.60% gi|1206483401| MF101086.1
EZ11 Bacilar +  Bacillus subtilis subsp. spizizenii 99% 98.98% gi|1206483419| MF101104.1
EZ12 Bacilar +  Brevibacterium sp. 99% 99.37% gi| 1050774998 | KX099273.1
EZ13  Bacilar +  Brevibacterium sp. 99% 99.19% gi| 1207321079|KY492049.1
Ez14 Bacilar + Bacillus tequilensis 82% 99.59% gi| 1465463679| MG733515.1
EZ15 Bacilar +  Bacillus sp. 83% 99%  gi| 1479547925| MG470748.1
EZ16 Bacilar  +  Bacillus subtilis 98% 99.39% gi| 241822414 | MF950890.1
EZ17 Bacilar  +  Bacillus subtilis 75% 99.39% gi|1227367176| MF590158.1
EZ18 Bacilar +  Brevibacterium sp. 83% 99.39% gi| 1207321079| KY492049.1
EZ19  Bacilar - Azospirillum lipoferum 99% 99.19% gi| 652794142 |LK391704.1
EZ20 Bacilar  +  Bacillus subtilis 99% 99.40% gi|1376192276| MH187609.1
EZ22  Bacilar +  Brevibacterium sp. 82% 98.79% gi| 1207321079| KY492049.1
EZ23  Bacilar +  Bacillus sp. 99% 99.80% gi| 1595588112 | MK660033.1
EZ24  Bacilar  +  Baqcillus subtilis 99% 99.60% gi| 1376192314 | MH187647.1
EZ25 Bacilar  +  Bacillus subtilis 99% 98.79% gi| 1377699334 | MH211601.1
EZ26  Bacilar  +  Bacillus subtilis 98% 99.19% gi|1465463409| MG892900.1
EZ27  Bacilar  +  Baqcillus subtilis 98% 98.99% gi| 1547527512 | MK367793.1
EZ28 Bacilar +  Bacillus subtilis 98% 99.20% gi| 1591223477 | MK629825.1
EZ29  Bacilar +  Bacillus sp. 99% 98.99% gi|1479547834| MG470657.1
EZ30 Bacilar +  Brevibacterium sp. 93% 99.15% gi| 1207321079| KY492049.1
EZ31 Bacilar +  Bacillaceae bacterium 97% 99.79% gi| 1356683790| MH036315.1
EZ32  Bacilar +  Brevibacterium sp. 91% 99.39% gi| 1207321104 | KY492052.1
EZ33  Bacilar  +  Bacillus amyloliquefaciens 52% 99.40% gi| 1194627833 | MF125280.1
EZ34  Bacilar +  Bacillus sp. 99% 99.79% gi|1023530258|KU159190.1
EZ35 Bacilar +  Bacillus megaterium 78% 98.99% gi|451964194|KC441754.1
EZ36 Bacilar -  Agrobacterium sp. 81% 97.11% gi|665824671|KM114621.1
EZ37 Bacilar +  Bacillus velezensis 68% 96.59% gi| 1493546720| MK0O70084.1
EZ40 Bacilar  +  Bacillus subtilis 99% 97.99% gi| 1587067531| MK605992.1
EZ41 Bacilar  +  Bacillus megaterium 98% 99.19% gi|451964194|KC441754.1
EZ42  Bacilar  +  Bacillus subtilis 99% 99.40% gi|1288606276| MG601162.1
EZ44  Bacilar +  Bacillus licheniformis 96% 100% gi|237512202|FJ914624.1
EZ45 Bacilar + Bacillus sp. 98% 100% gi| 1631964011 | MH234003.1
EzZ46 Bacilar + Bacillus sp. 99% 100% gi|1132626594|KX214612.1
EZ47 Bacilar +  Bacillus sp. 92% 100% gi| 1339502997 | MG896886.1
EZLA  Bacilar - Sinorhizobium sp. 83% 98.84% gi| 570554463 | KF735789.1
EZLM Bacilar Ensifer adhaerens 83% 99.07% gi|1206483142|KY753211.1
EZR2 Bacilar -  Sinorhizobium meliloti 68% 99.76% gi| 1540565266 | MK326562.1
EZR3 Bacilar - Sinorhizobium sp. 70% 99.06% gi| 570554463 | KF735789.1
EZR4 Bacilar - Sinorhizobium meliloti 75% 99.06% gi|1375384437| MF077152.1
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Se observod que las bacterias del género Bacillus sp., Azospirillum sp., Brevibacterum sp. y
Sinorhizobium sp. son cepas reportadas en la base de datos como BPCV. Muchas especies
de Bacillus y formas relacionadas son posibles agentes de control biolégico contra varios
microbios patdgenos de plantas. Su capacidad de formacion de esporas los convierte en un
candidato ideal para desarrollar productos biopesticidas eficientes desde el punto de vista
tecnoldgico (Kumar, et al., 2011). (Rodriguez, et al., 2004) reportan la produccién de acido
glucénico y la reduccion del pH para por A. lipoferum. Al igual que detectaron halos de
limpieza en placas de medio sdlido con fosfato de calcio. Este es el primer informe de
produccién de acido gluconico in vitro y solubilizacidn directa de fosfato por A. lipoferum.
Esto se suma al amplio espectro de habilidades de promocion de crecimiento de plantas de
este género. Las caracteristicas que promueven el crecimiento de las plantas de la cepa
Brevibacterium casei y su capacidad para mejorar la absorcién de metal por la mostaza
blanca y su supervivencia a largo plazo en el suelo, asi como su impacto temporal en los
microorganismos autoctonos hacen que la cepa sea un candidato adecuado para la
promocion del crecimiento de las plantas y la eficiencia de la fitoextraccién (Ptociniczak, et
al., 2016).

La Agrobacterium sp. es un patdgeno reconocido de plantasy tiene la capacidad de integrar
establemente parte de su material genético dentro del genoma de su hospedero,
ocasionando a la planta tumores lo que ha permitido que sea utilizada como una
herramienta en la ingenieria genética de plantas (Tzfira y Citovsky, 2000).

Algunas de estas especies estimulan directamente el crecimiento de las plantas, ya sea
mediante la mejora en la adquisiciéon de nutrientes o mediante la estimulacion de los
mecanismos de defensa de la planta huésped antes de la infeccidn; otras especies pueden
inhibir o suprimir las poblaciones de microorganismos patdgenos y/o plagas.

Segun lo reportado por (Ptociniczak, et al., 2016), las Brevibacterium casei exhibid la
capacidad de producir amoniaco, 1-amino-ciclopropano-1-acido carboxilico desaminasa,
acido indol 3-acético y HCN, pero no pudo solubilizar fosfato inorganico y producir
sideréforos. La introduccion de Brevibacterium casei en el suelo aumento
significativamente la biomasa de S. alba y la acumulacién de Cd (208%), Zn (86%) y Cu (39%)
en los brotes de las plantas en comparacién con los cultivados en suelos no inoculados.
Introducida en el suelo, Brevibacterium casei pudo ingresar a la planta y se encontré en las
raices y hojas de las plantas inoculadas, lo que indica sus caracteristicas endofiticas.
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Cuadro 14.- Caracteristicas morfoldgicas de bacterias aisladas de suelo salino.

Cepa Morfologia Gram Color Forma Consistencia Nombre del organismo Cepa Morfologia Gram Color ~ Forma Consistencia  Nombre del organismo
EZ10 Bacilos + Beige Imegular Viscosa  Bacillus subtilis subsp. spizizenii €230 Bacilos + Beige Imegular Rugosa Brevibacterium sp.
EZ11 Baclls ~ + Beige Imegular Viscosa  Bacillus subtilis subsp. spizizenii  EZ31 Bacilos + Beige Rizoide Viscosa  Bacillaceae bacterium
EZ12 Bacilos + Beige Rizoide Viscosa  Brevibacterium sp. EZ32 Bacilos + Beige  Circular Viscosa Brevibacterium sp.
EZ13 Bacilos + Beige Irregular Viscosa  Brevibacterium sp. EZ33 Bacilos + Beige Circular Rugosa Bacillus amyloliquefaciens
EZ14 Baclos ~ + Beige Imegular Cremosa  Bacillus tequilensis EZ34 Baclos ~ + Beige Imegular Rugosa  Bacillussp.

EZ15 Bacilos + Beige Rizoide Rugosa  Bacillus sp. EZ35 Bacilos + Beige Circular Cremosa  Bacillus megaterium
EZ16 Baclos  + Beige Iregular Cremosa  Bacillus subtilis EZ36 Bacilos Beige  Rizoide Rugosa  Agrobacterium sp.
EZ17 Bacllos  + Beige Imegular Rugosa  Bacillus sublilis EZ37 Bacilos + Beige Rizoide Rugosa  Bacillus velezensis
EZ18 Bacilos + Beige Rizoide Rugosa  Brevibacterium sp. EZ38 Bacilos + Beige  Rizoide Rugosa No valida

EZ19 Bacilos Beige Rizoide Rugosa  Azospirillum lipoferum EZ39 Cocos Amarilla Circular Cremosa  Novalida

EZ20 Baclls ~ + Beige Imegular Rugosa  Bacillus subltilis EZ40 Bacilos + Beige Iregular Rugosa  Bacillus subtilis

EZ21 Bacilos Beige Iregular Rugosa  Novalida EZ41 Bacilos + Beige Circular Cremosa  Bacillus megaterium
EZ22 Bacilos + Beige Rizoide Rugosa  Brevibacterium sp. EZ42 Bacilos + Beige Imegular Viscosa  Bacillus subtilis

EZ23 Bacilos + Beige Irregular Cremosa  Bacillus sp. EZ43 Bacilos + Beige Imegular Viscosa  Novdlida

E224 Bacilos + Beige Circular Viscosa  Bacillus sp. EZ44 Bacilos + Beige Imegular Viscosa  Bacillus licheniformis
EZ25 Bacilos +  Beige Imegular Viscosa  Bacillus sp. EZ45 Bacilos + Beige  Circular Cremosa  Bacillus sp.

E226 Baclos ~ + Beige Circular Rugosa  Bacillus sp. EZ46 Bacilos + Beige  Circular Rugosa  Bacillus sp.

EZ27 Bacilos + Beige Irregular Viscosa  Bacillus sp. EZ47 Bacilos + Beige Circular Viscosa Bacillus sp.

EZ28 Bacilos + Beige Irregular Viscosa Bacillus sp. EZ48 Bacilos Beige  Imegular Viscosa No se secuenciaron
EZ29 Bacilos +__Beige Irregular Rugosa Bacillus sp. EZ49 Bacilos Beige _Imegular Viscosa No se secuenciaron

Cuadro 15.- Caracteristicas morfoldgicas de bacterias aisladas de nédulos de raiz de alfalfa.

Cepa Morfologia Gram Color Forma Consistencia Nombre del organismo
EZRB Bacilos - Beige Irregular Cremosa No se secuenciaron
EZR1 Bacilos - Traslucida Irregular Viscosa No se secuenciaron
EZR2 Bacilos - Traslucida Circular  Viscosa Sinorhizobium meliloti
EZR3 Bacilos - Traslucida Circular  Viscosa Sinorhizobium sp.
EZR4 Bacilos - Traslucida Circular  Viscosa Sinorhizobium meliloti
EZR5 Bacilos - Trasllcida Circular  Viscosa No se secuenciaron
RZLA Bacilos - Semitraslicida Irregular Cremosa Sinorhizobium sp.
_RZLM _Bacilos - Semitrasltcida !rregular Cremosa Ensifer adhaerens
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Figura 21.- Porcentaje de morfologia de microorganismos aislados de suelo salino médiante
tincion de Gram.

Figura 22.- Ejemplo de morfologia macroscopica y microscépica (tincion de Gram) de
bacterias aisladas de suelo salino y raiz. EZ20 y EZ24 son Bacillus subtilis Gram (+), EZ39
Cocos Gram (-) (No secuenciada) bacterias que crecieron en medio LB. EZR4 es Sinorhizobi.

Se identificaron microscépicamente por tincion de Gram 11 cepas de bacilos Gram (-), 35
cepas de bacilos Gram (+) y dos cepa de cocos Gram (-).

Los suelos que presentan mayor contenido de cloruro de sodio, son un habitat propicio para
lograr el aislamiento de microorganismos haléfilos moderados. La morfologia bacteriana
mas comun para los haléfilos encontrados correspondié a bacilos y cocos, las cuales han
sido reportadas anteriormente por diversos autores para haldéfilos. Finalmente, las
caracteristicas metabdlicas de las cepas evaluadas fueron similares a las reportadas para
haléfilas moderadas del género Halomonas, el cual es empleado en la degradacion de
materiales derivados de almidon, por lo que las cepas aisladas en el presente estudio
podrian ser usadas con fines de biorremediacion (Castro Pifia, et al., 2011).
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Tolerancia de las cepas a las concentraciones de NaCl.

Siguiendo con la caracterizacion de los microorganismo del suelo, los resultados obtenidos
en la tolerancia a las concentraciones de NaCl, obtuvo que todos los aislados crecieron de
manera Optima en el medio Lb (Luria-Bertani) adicionado con 5% de NaCl (0.85 M), es decir
el 100%, el 75% crecié en una concentraciéon de 10% de NaCl (1.7 M) y de acuerdo con la
clasificacién de Donn Kushner entran en la categoria de haléfilos moderados. Solo el 10%
crecié6 en una concentracion 15% de NaCl (2.56 M) por lo que se consideran
microorganismos halotolerantes, es decir no muestran un requerimiento absoluto de sal
para su crecimiento pero crecen bien hasta concentraciones de sal a menudo muy altas
(considerados extremadamente halotolerantes si el rango de crecimiento se extiende por
encima de 2.5 M de NaCl (15% (p/v)).

45

100%

40

= N N w w
wv o v o [%2)

Num. de Cepas

=
o

10%

=

5% NaCl 10% NaCl 15% NaCl
24 horas 48 horas 72 horas

Figura 23.- Aislados que crecieron en concentraciones de 0.85, 1.7 y 2.56 M de NaCl.
Porcentaje de aislados que crecieron de manera éptima 100, 75 y 10% respectivamente.

wv

A= -\ e

Figura 24.- Ejemplo de aislados que crecieron A. 5% 24 horas, B. 10% 48 horasy C. 15% (p/v)
de NaCl a 72 horas posteriores a la siembra.

77



Los aislados incubados con las concentraciones de 0.85 M (5%), 1.7 M (10%) y 2.56 M (15%)
de NaCl se monitorearon constantemente haciendo anotaciones a las 24, 48 y 72 horas, de
acuerdo con las observaciones realizadas a las placas se clasificaron por su grado de
crecimiento (tolerancia) como débil (+), moderado (++) y fuerte (+++), Ver cuadro 16.

Cuadro 16.- Grado de crecimiento de las bacterias incubadas con las concentraciones de
0.85M,1.7 My 2.56 M de NaCl a las 24, 48 y 72 horas.

5% 10% 15% 5% 10% 15%
Cepas_Nombre del organismo 24 48 72 Cepas Nombre del organismo 24 48 72
EZ10 Bacillus subtilis subsp. spizizenii +++ +++ EZ30 Brevibacterium sp. +++  +++
EZ11 Bacillus subtilis subsp. spizizenii +++ +++ EZ31 Bacillaceae bacterium +++  +++ +
EZ12 Brevibacterium sp. +++  +H++ EZ32 Brevibacterium sp. +++
EZ13 Brevibacterium sp. +++ EZ33 Bacillus amyloliquefaciens +++ +++
EZ14 Bacillus tequilensis +H+ EZ34 Bacillus sp. ++H+
EZ15 Bacillus sp. +++  + EZ35 Bacillus megaterium +++
EZ16 Bacillus subtilis +++ EZ36 Agrobacterium sp. +++
EZ17 Bacillus subtilis +++ EZ37 Bacillus velezensis +++  +++
EZ18 Brevibacterium sp. +++ EZ38 Novdlida +++
EZ19 Azospirillum lipoferum +++  +++ EZ39 No vdlida +++
EZ20 Bacillus subtilis +++ EZAO0 Bacillus subtilis +++
EZ21 Novélida +++  +++ EZ41 Bacillus megaterium +++
EZ22  Brevibacterium sp. +++  +H++ EZA42 Bacillus subtilis +++  +++
EZ23 Bacillus sp. +++ EZ43 No vdlida 4+ +++
EZ24  Bacillus sp. +++  ++ EZ44 Bacillus licheniformis +++
EZ25 Bacillus sp. +++  +++ + EZ45 Bacillus sp. +
EZ26 Bacillus sp. +++ EZ46 Bacillus sp. +++  +++
EZ27  Bacillus sp. ot EZ47 Bacillus sp. TRV ——
EZ28 Bacillus sp. +++ EZ48 No se secuenciaron +++
EZ29 Bacillus sp. +++ +++ ++ EZ49 No se secuenciaron +++

Dénde: Fuerte (+++); Moderado (++); Débil (+)

Las cepas bacterianas halotolerantes seleccionadas se identificaron mediante andlisis de
secuenciacion del gen 16S rRNA. Las secuencias de nucledtidos recuperadas de estas cepas
bacterianas se sometieron a homologia en la base de datos NCBI, mostrando que las 34
cepas bacterianas halotolerantes representativas pertenecen a seis géneros diferentes
Bacilus sp., Azospirillum sp., Brevibacterum sp. y Sinorhizobium sp., Ensifer adhaerens y
Agrobacterium sp.

Si bien el 75 % de las cepas crecieron libremente en concentraciones 1.7 M de NaCl, las
bacterias Bacillaceae bacterium EZ31, Brevibacterium sp. EZ32, Bacillus megaterium EZ35,
Agrobacterium sp. EZ36, EZ38, EZ39 (no identificadas), Bacillus subtilis EZ40, Bacillus
megaterium EZ41, Bacillus sp. EZA5, EZA8 y EZ49 (no identificadas), no crecieron en esta
concentracion, pero si lo hicieron en concentraciones inferiores. Las cepas que tuvieron un
crecimiento catalogado como fuerte (+++) en esta concentracién de 1.7 M y las cepas que
presentaron un crecimiento débil y moderado en la concentracién de 2.56 M NaCl podrian
lograr crecer libremente hasta concentraciones de 2 M de NaCl. Para lograr un crecimiento
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y desarrollo éptimo de los microrganismos seria conveniente trabajar en suelos con
concentraciones menores o hasta de 2 M de NaCl.

El crecimiento de Bacillus subtilis en la concentracién de 1.7 M de NaCl en el presente
estudio concuerda con lo reportados por (Ashibil & Burhan , 2008) Bacillus sp. fue Gram
positivo, en forma de varilla, movil, catalasa positiva, formadora de esporas y aerdbico.
Sobre la base de diversas caracteristicas morfolégicas y bioquimicas, se identificé como
Bacillus sp. El crecimiento observado entre pH 6 y 12 en presencia de NaCl vari6 de 3 a 15%,
temperaturas de 45 °C. La sintesis enzimatica éptima se produjoa 37 °Cy pH 9 en agar CMC.

Las cepas bacterianas aisladas de suelo salino pueden sobrevivir a concentraciones de sal
como el 14% de NaCl, lo que indica que estas cepas son bacterias moderadamente haldfilas.
El crecimiento de estas cepas a una concentracidon de NaCl del 14% sugiere que el cloruro
de sodio influye en sus actividades metabdlicas (Delgado-Garcia, y otros, 2013).

Actividades enzimaticas de los aislados.

De las muestras tomadas de suelo salino se seleccionaron 40 cepas que fueron evaluadas
en sus actividades enzimaticas, se observo que todas produjeron algun tipo de enzima. El
93 % de las cepas expresaron celulasas, 68 % amilasas, 60 % lipasas, 33 % proteasas, 15 %
fosfatasas y 5 % quitinasas (Figura 25). EI 30 % de las cepas presentaron 4 de las actividades,
estos resultados son relevantes desde el punto de vista industrial y agrondmico porque son
enzimas que podrian ser utilizadas en procesos de caracter agrobiotecnolégicos.

Quitinasa 5%

Fosfatasa 15%

Proteasa 33%

Lipasa 60%

Amilasa 68%

Celulosa 93%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 25.- Actividad enzimdtica extracelular.



Figura 26.- Actividad enzimatica extracelular de cepas aisladas de suelo salino. A) Amilasa
en agar almiddn, B) Proteasa en agar caseina, C) Celulasa en agar carboximetilcelulosa, D)
Lipasa en agar Tween 80, E) Fosfatasa en agar Pikovskaya y F) Quitinasa en agar.

En el predio El Llano, en el municipio de Zacoalco de Torres se encontré que los
microorganismos con mayor actividad enzimaticas extracelulares fueron producidas por las
enzimas de celulasa, amilasa y lipasa, seguido de la proteasa, fosfatasa y quitinasa.

En la dltima década, los microorganismos se han utilizado como una de las principales
fuentes de enzimas del suelo, sus actividades enzimaticas desempefian un papel muy
importante por su relacién con la evolucién y los procesos degradativos de materia
organica, con los ciclos de elementos como nitrégeno, fésforo, carbono, azufre; asi como el
metabolismo intracelular, pudiendo ser considerados como catalizadores que generan
informacién importante para la comprension del ecosistema del suelo (Avellaneda-Torres,
et al.,, 2012). En los procesos industriales han ganado considerable atencién ya estdn
sustituyendo a los catalizadores quimicos en diversos productos alimenticios,
farmacéuticos, textiles, entre otros.

La celulasa es una enzima extracelular producida por algunos microorganismos, que poseen
accion catalitica de forma especifica para estos sustratos (Hattori, 1998). El producto de la
degradacion de la celulosa es la glucosa, que es una importante fuente de carbono para el
metabolismo celular de los microorganismos. La degradacidon enzimatica de la celulosa
nativa requiere la accion sinérgica de tres tipos de enzimas celuloliticas, clasificadas como:
endoglucanasas, celobiosa hidrolsas y beta glucosidasas. El alto grado de sinergia entre las
celulasas diferentes pero complementarias aumenta el grado de hidrélisis de forma muy
superior a la accion de las enzimas por separado (Szijartd, et al., 2004).

La quitina es una enzima capaz de hidrolizar quitina en sus componentes oligo y
monoméricos. Los quito-oligosacaridos, el dimero acetilquitobiosa y los monédmeros de N-
acetilglucosamina son de gran interés para la industria debido a su amplio rango de
aplicaciones médicas, agricolas e industriales (Castro, et al., 2011). La quitina es el polimero
mas abundante en la naturaleza, después de la celulosa.

Las bacterias recurren a la secrecidon de enzimas quitinoliticas con diferente especificidad
para trasformarla o hidrolizarla como uUnica fuente de carbono y nitrégeno.

Los quito-oligosacaridos producidos por hidrélisis enzimatica de quitina han estimulado
recientemente la investigacién debido a su amplio rango de aplicaciones y propiedades
médicas, agricolas e industriales. El interés comercial en la utilizacién de quitina y sus
derivados ha llevado a la necesidad de buscar fuentes estables, seguras y baratas de
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enzimas lquitinoliticas aisladas de organismos, como alternativa a los métodos quimicos.
Es una enzima potencialmente defensiva contra patégenos quitinosos.

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces éster presentes en los
acilgliceroles in vivo. Ademas, pueden catalizar |a hidrélisis o sintesis de un grupo amplio de
ésteres carboxilicos (Bornscheuer, et al., 1994). Estas enzimas estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza, y se encuentran en microorganismos, plantas y animales. Una
caracteristica peculiar de las lipasas es que son enzimas solubles en agua que actian sobre
sustratos insolubles y agregados, por lo que operan unidas a interfaces lipido-agua
(Gonzélez-Bacerio, et al., 2010).

Es notable el impacto que han tenido las lipasas en la produccidon de farmacos mas
selectivos y efectivos, con efectos secundarios menores, y en la obtencion de pesticidas de
menor toxicidad, todo ello mediante la sintesis de compuestos dpticamente puros y la
resolucidon de mezclas racémicas.

B. subtilis es una bacteria Gram positiva cominmente encontrada en el suelo, para la cual
se ha mencionado que confiere resistencia a las plantas frente a estrés bidtico y abidtico
(Das & Mukherjee, 2007). Asi mismo, para especies del género Bacillus se ha encontrado
actividad de promotora del crecimiento vegetal (principalmente mediante solubilizacién de
fosfatos) y de biodegradacién de xenobidticos en suelos (Rodriguez & Fraga, 1999)
(Rodriguez y Fraga, 1999).

La mayor actividad enzimatica reportada para Bacillus sp. se observé a una concentracién
de NaClal 20% en un 132% vy la enzima retuvo el 75 y el 70% de su actividad original durante
1 y 6 h, respectivamente. La enzima era termoestable, altamente alcalina, haldfila,
adecuada para su aplicacidn en industrias como la produccion de bebidas, textiles y etanol
a partir de material celuldsico (Ashibil y Burhan , 2008).

De acuerdo con las observaciones de los ensayos en placa, las bacterias se clasificaron por
su grado de produccion como débil (+), productor moderado (++) y productor fuerte (+++)
tomando en cuenta el didmetro del halo alrededor de la colonia. En el cuadro 18 se
muestran las bacterias que tuvieron mayor productividad en una o varias actividades
enzimaticas.
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Cuadro 17.- Andlisis cualitativo de actividad enzimatica extracelular en bacterias aisladas de
suelo salino.

Antagonicas

CLAVE Cepa Nombre del organismo contra F.  Celuloliticas Amiloliticas Lipoliticas Proteolitica Quitinolitica Fosfatasa
Oxysporum

EZ1 EZ10 Bacillus subtilis subsp. spizizenii +Ht +H+ ++ ++

EZ16 EZ20 Bacillus subtilis +H+ ++H +++ ++

Ez17  EZ21 Noidentificada e + + +H ++

EZ19 EZ23 Bacillus sp. +++ +H+ +H+ ++ ++

EZ20 EZ24 Bacillus subtilis 4+ 4 s 4 4

EZ23 EZ27 Bacillus subtilis +H+ +Ht - +

EZ24  EZ28 Bacillus subtilis +++ +++ +H+ - ++

EZ27 EZ31 Bacillaceae bacterium +++ 4+ 4+ 4 ++

EZN EZ42 Bacillus subtilis 4+ 44 ++ ++ 4

EZU EZ44 Baqcillus licheniformis ++t +H+ +++ + +

EZP EZ45 Bacillus sp. + +++ +++ ++

EZX EZ46 Bacillus sp. 4+ FH+ e e +

EZR EZ47 Bacillus sp. + +++ ++ +++ ++

Dénde + (0.5- 1 cm), ++ (1.1 - 1.5cm) y +++ (1.6 - 3-5cm)
Actividad antagonica contra Fusarium oxysporum.

La actividad antagdnica de las cepas aisladas de suelo salino del predio El Llano en el
municipio de Zacoalco de Torres ante el hongo fitopatdégeno Fusarium oxysporum que
afecta el cultivo de la alfalfa, se obtuvo que 31 de las 40 cepas confrontadas demostraron
un efecto antagdnico hacia el patdégeno. Se observaron diferentes niveles en los porcentajes
de inhibicidn (ver cuadro 18).

Cuadro 18.- Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del patégeno.

Radio del  Radio del Inhibicién de Radio del  Radio del Inhibicion de Inhibicién de

Cepas Nombre del organi p vs patod crecimiento Cepas Nombre del organi paté vs p crec crecil
bacteria o testigo micelial (%) bacteria testigo  micelial (%) micelial (%)

EZ10 Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2 3.5 43% EZ30 Brevibacterium sp. 2.6 3.5 26 26%
EZ11 Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2.5 3.5 29% EZ31 Bacillaceae bacterium 2 3.5 43 43%
EZ12 Brevibacterium sp. 2.2 3.5 37% EZ32 Brevibacterium sp. 2.3 3.5 34 34%
EZ13 Brevibacterium sp. 2.2 3.5 37% EZ33 Bacillus amyloliquefaciens 2 3.5 43 43%
EZ14 Bacillus tequilensis 3 3.5 14% EZ34 Bacillus sp. 1.7 3.5 51 51%
EZ15 Bacillus sp. 2.2 3.5 37% EZ35 Bacillus megaterium 3 3.5 14 14%
EZ16 Bacillus subtilis 3 3.5 14% EZ36 Agrobacterium sp. 1.9 3.5 46 46%
EZ17 Bacillus subtilis 3 3.5 14% EZ37 Bacillus velezensis 2 3.5 43 43%
EZ18 Brevibacterium sp. 2 3.5 43% EZ38 Novalida 1.9 3.5 46 46%
EZ19 Azospirillum lipoferum 3.5 3.5 0 EZ39 Novélida 3.5 3.5 0 0
EZ20 Bacillus subtilis 1.5 3.5 57% EZ40 Bacillus subtilis 2.5 3.5 29 29%
EZ21 Novalida 2.2 3.5 57% EZ41 Bacillus megaterium 2.7 3.5 23 23%
EZ22 Brevibacterium sp. 1.9 3.5 46% EZ42 Bacillus subtilis 2 3.5 43 43%
EZ23  Bacillus sp. 1.5 3.5 57% EZ43 Novdlida 1.9 3.5 46 46%
EZ24 Bacillus sp. 2 3.5 43% EZ44 Bacillus licheniformis 2 3.5 43 43%
EZ25 Bacillus sp. 2.2 3.5 37% EZ45 Bacillus sp. 3 3.5 14 14%
EZ26 Bacillus sp. 2.5 3.5 29% EZ46 Bacillus sp. 2 3.5 43 43%
EZ27 Bacillus sp. 2 3.5 43% EZ47 Bacillus sp. 3 3.5 14 14%
EZ28 Bacillus sp. 1.9 3.5 46% Ez48 No se secuenciaron 3.5 3.5 0 0
EZ29 Bacillus sp. 2 3.5 43% EZ49 No se secuenciaron 1.8 3.5 49 49%
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Las cepas con mayor porcentaje de inhibicién del micelio del patdgeno Fusarium oxysporum
fueron Bacillus subtilis EZ20, EZ21 (no identificada) y Bacillus sp. EZ23 con un 57% cada una
(Cuadro 17). Las cepas que no presentaron inhibicion y que fueron cubiertas por el
patdégeno son Azospirillum lipoferum EZ19, EZ39 (no identificada) y EZ48 (no identificada).

Figura 27.- Evaluacién de la actividad antagdnica. A: Control, B y C cepas con el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum.

Coincidiendo con lo reportado por otros autore el Bacillus subtilis fue la especie que
demostré mayor capacidad antagdnica (79.73 % PICR) y las caracteristicas mas destacadas
de esta cepa fueron su velocidad de crecimiento (Castafieda Alvarez y Sanchez, 2016). El
género Bacillus es uno de los mas reportados para en el control bioldgico de hongos como
Fusarium sp. el cual ataca un gran nimero de cultivos de interés econdmico para el sector
agricola.

Cuantificacion de la produccién de acido indolacético (AlA).

La auxina, el acido indol-3-acético (AlA), es una fitohormona importante producida por
varias cepas de BPCV y es bien sabido que el tratamiento de las rizobacterias productoras
de AIA aumenta el crecimiento de las plantas (Amara, Khalid, & Hayat, 2015).

La planta bajo el tratamiento de AlA tiene raices altamente desarrolladas, lo que a su vez le
permite absorber mejor los nutrientes ayudando al crecimiento general de la planta. Las
auxinas también estan implicadas en la regulacion de la dormancia y la germinacién de fas
semillas. Alrededor del 80% de la flora bacteriana en la rizésfera produce AIA (Salisbury,
1994).

Para la cuantificacion de la produccidon de dacido indolacético, se realizé una curva de
calibracion empleando un rango de 1 a 50 ug mL de AIA (Figura 28). Para esta prueva se
utilizaron las bacterias aisladas de los nddulos de la raiz de alfalfa, en los resultados se
comprobo que las de mayor produccion de acido indolacético fueron las aisladas de los
nodulos de la raiz de la alfalfa. Los resultados obtenidos de muestran en el cuadro 18.
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Figura 28.- Curva de calibracion de dcido indolacético (AIA).

Cuadro 19.- Promedio de produccion de AIA pg mL.

N Promedio
Cepa Gram Nombre del organismo
ug/mL

EZR1 - No secuenciada 38.2
EZR2 - Sinorhizobium meliloti 91.4
EZR3 - Sinorhizobium sp. 63.7
EZR4 - Sinorhizobium meliloti 66.2
EZR5 - No secuenciada 72.3
EZRB No secuenciada 38.2
RZLA - Sinorhizobium sp. 7.5
RZLM - Ensifer adhaerens 38.4

Las cantidades obtenidas de la produccion de AIA de las rizobium aisladas de los nédulos de
alfalfa son mayores a lo reportado por (Soler et al,. 2012) con 75.5 pg / ml, ademas se
observo que todas las bacterias aisladas de los nédulos son Gram negativo, esto de acuerdo
con lo reportado por (Datta y Basu, 2000) quien también aislé Rhizobium sp. de los nédulos
de la raiz de un arbusto leguminoso Cajanus cajan, y encontrd que producia grandes
cantidades (99.7 ug / ml) de 4cido indol acético (AIA) durante el crecimiento en medio basal
suplementado con L-triptéfano. Lo antes citado es similar con lo obtenido con la
Sinorhizobium meliloti que tuvo una produccién de 91.4 pug / ml. Se ha reportado que la
produccién de AIA por diversos organismos puede varia entre diferentes especies; las
condiciones ambientales, el tipo de cultivo y sus etapas de crecimiento, asi como la
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disponibilidad de sustratos también influyen en su produccién (Mutluru y Veera Mallaiah,
2007).

El uso de bacterias del género Azospirillum que producen auxinas, principlamente acido
indolacético, que incrementa el tamano de la raiz. Igual existen bacterias del género Bacillus
gue promueven el crecimiento de las plantas a través de la liberacién de compuestos
volatiles (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Aunque son también de gran interés, la produccidn de giberelinas por los PGPR es rara,
habiendo solo dos especies documentadas que las han producido como son Bacillus pumilus
y Bacillus licheniformis (Gutierrez-Maniero, et al., 2011).

Efectividad bioldgica in vitro con alfalfa.

En la prueba de efectividad bioldgica realizada en el cultivo de alfalfa in vitro, en medio de
cultivo MS a la quinta parte, se realizé la inoculacién con cepas de bacterias aisladas de
nodulos de raiz de alfalfa, a las cuales se les cuantificd la produccidon de AIA, hormona
vegetal que pertenece al grupo de las auxinas, y que participa en el desarrollo de raices en
las plantas, por lo que los microorganismos que producen estos compuestos promueven el
crecimiento vegetal (Datta y Basu, 2000). Los resultados obtenidos fueron 80% de
germinaciéon de las semillas durante de cinco a ocho dias, apareciendo los cotiledones,
después de lainoculacién con la bacteria aislada de los nddulos de la raiz de alfalfa, aparecio
la primera hoja simple, después las hojas trifoliadas y se obtuvo un crecimiento abundate
de raiz en conparacion con los controles. La raiz de las plantas inoculas presentaron una
longitud de mas de 6 cm en promedio (ver figura 29 y cuadro 20).

Inoculada Control

Figura 29.- A) Semillas de alfalfa inoculadas con bacterias aisladas de nddulos de raiz de
alfalfa, 12 dias posteriores a la inoculacion con la rizobio Sinorhizobium meliloti, B) control.
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Cuadro 20.- Crecimiento vegetal de alfalfa inoculada con bacterias aisladas de nédulos de
raiz de alfalfa.

Porcentaje de Promedio de
Nombre del organismo germinacion de longitud de

semillas raiz
Sinorhizobium sp. 86 5.4
Control 85 4.3
Sinorhizobium meliloti 86 5.7
Control 80 4.0
Sinorhizobium sp. 90 6.3
Control 79 3.6
Sinorhizobium meliloti 82 6.5
Control 70 4.5
Ensifer adhaerens 73 6.5
Control 70 4.0

Las cepas con mayor produccion de AlA, fueron las utilizadas para la inocuacién de las
semillas en el cultivo in vitro de la alfalfa, a los 12 dias posteriores a la inoculacién no hay
una diferencia importante en la logitud de la raiz de las cajas que fueron inoculadas con la
rizobio Sinorhizobium meliloti que tuvo un 91.4 ug/mL de AIA frente a las otras que tuvieron
cantidades menores de produccién de AlA, los promedios obtenidos son muy parecidos a
los de la Sinorhizobium meliloti. Las cajas control si muestran una minima diferencia en el
porcentaje de germinacién y una diferencia en el promedio de la longitud de la raiz respecto
a las que fueron inoculadas con los rizobio.

Al evaluar el efecto de la inoculacién con cepas de Rhizobium leguminosarum sobre el
desarrollo y rendimiento de leguminosas se concluye que el uso de inoculantes con cepas
altamente efectivas ha demostrado tener un gran potencial para mejorar el rendimiento, a
un menor costo de produccién al reducir la cantidad de fertilizante utilizado (Acufia y Uribe,
1996).

Concentracion de amonio.

En el presente trabajo se utilizé el reactivo de Neesler, para la cuantificacion del amonio en
el cultivo de bacterias aisladas de suelo salino. El reactivo produce una coloracién gradual
de amarillo a pardo, a medida que aumenta la concentraciéon amoniacal. El color amarillo
indica bajas concentraciones de amoniaco (0.4 a 5 ppm). El color pardo rojizo es tipico de
concentraciones de aproximadamente 10 ppm de amoniaco. Para la concentracion de
amoniaco, se realizd una curva de calibracién empleando un rango de 1 a 25 pg/mL de
cloruro de amonio (NH4Cl) y se reveld con el reactivo de Neesler (Figura 30). Posterior a la
calibracion se midio la concentracién de amonio de las bacterias aisladas del suelo salino,
(ver cuadro 20).
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Figura 30.- Curva de calibracion del reactivo de Neesler.

En la cuantificacidn de la produccién de amoniaco por las bacterias aisladas de suelo salino,
de las 40 bacterias 19 tuvieron una producciéon promedio igual o mayor a uno mg/mL, la
bacteria con mayor produccién fue la EZ24 que corresponde a Bacillus subtilis con 2.49
mg/mLy la de menor produccion fue EZ41 que corresponde a Bacilus megaterium con 0.05
mg/mL, la bacteria control que pertenece al grupo de bacterias desnitrificantes la
Pseudomona spp sobresalié con un promedio de 7.92 mg/mL (ver cuadro 21).

Cuadro 21.- Promedio de concentracidon de amoniaco mg/mL.

Aislados . Promedio Derviacion Aislados . Promedio Derviacion
Nombre del organismo Nombre del organismo

Bacterianos mg/mL  estandar Bacterianos mg/mL  estandar
EZ10 Bacillus subtilis subsp. spizizenii 2.03 0.05 EZ26 Bacillus subtilis 1.03 0.13
EZ11 Bacillus subtilis subsp. spizizenii 1.72 0.07 EZ27 Bacillus subtilis 1.20 0.08
EZ14 Bacillus tequilensis 1.28 0.05 EZ31 Bacillaceae bacterium 1.10 0.07
EZ19 Azospirillum lipoferum 1.44 0.09 EZ32 Brevibacterium sp. 1.07 0.03
EZ20 Bacillus subtilis 2.16 0.04 EZ33 Bacillus amyloliquefaciens 1.37 0.03
EZ21 No identificada 1.00 0.04 EZ34 Bacillus sp. 1.16 0.05
EZ22 Brevibacterium sp. 1.43 0.04 Control  Pseudomonas 7.92 0.08
EZ23 Bacillus sp. 1.74 0.10 EZ42 Bacillus subtilis 1.95 0.07
EZ24 Bacillus subtilis 2.49 0.11 EZ43 No identificada 1.59 0.05
EZ25 Bacillus subtilis 1.11 0.06 EZ47 Bacillus sp. 1.23 0.04

La oxidacion de amonio por bacterias autdtrofas oxidantes de amoniaco (AOB) es un
proceso clave en los ecosistemas agricolas y naturales y tiene un gran impacto global. En el
pasado, la ecologia y la fisiologia de AOB no se entendian bien porque estos organismos son
notoriamente dificiles de cultivar (Okano, et al, 2004).



Cepas promisorias.

Se seleccionaron cuatro bacterias considerando las actividades descritas en el cuadro 18, y
una bacteria aislada de los ndédulos de la raiz de alfalfa. En cuanto a la prueba de
confrontacion no se presento inhibicion del crecimiento entre cuatro de las bacterias del
consorcio, se observo que la rizobium no crecio en el medio LB, efecto de la salinidad en el
crecimiento y la supervivencia de Rhizobium spp, aunque el crecimiento se vio afectado por
la salinidad, cuatro cepas seleccionadas de la tasa de crecimiento podrian sobrevivir en
concentraciones extremadamente altas de sal, con tasas de crecimiento relativamente no
afectadas por la sal se inocularon en soluciones con conductividades eléctricas de hasta
43.0mS cm -1 (92% equivalente de agua de mar) (Singleton, et al., 1982). Las cuales fueron:
Bacillus subtillis EZ24 esta bacteria presento cuatro de las actividades enzimaticas como
celulasa, lipasa, proteasa y quitinasa ademas de que presenté actividad antagdnica contra
F. Oxysporum, Bacillus lincheniformis EZ44 presento actividad antagdnica contra F.
Oxysporum, celulasa, amilasa, proteasa y fosfatasa. Se seleccionaron tres bacterias en base
al género a Brevibacterium sp., Azospirillum lipoferum y Sinorhizobium meliloti.

Entre algunos mecanismos promotores de crecimiento identificados en el género Bacillus,se
encuentran la solubilizacién de fosfato (Chatli et al., 2008), la sintesis de fitohormonas como
el acido indol acético (Vessey,2003) y la capacidad de controlar algunos hongos patégenos
en la rizésfera (Larrea , 2001). Las Brevibacterium casei exhibié la capacidad de producir
amoniaco, 1-amino-ciclopropano-1-acido carboxilico desaminasa, acido indol 3-acético y
HCN, pero no pudo solubilizar fosfato inorgdnico y producir sideréforos. (Ptociniczak, et al.,
2016).

Cultivos experimentales.

El promedio de bacterias por mililitro fue de 4X10*
En el experimento con la albahaca (Ocimum basilicum) los resultados obtenidos fueron:
Germinacion del 100%, teniendo una planta por semilla.

ALTURA PROMEDIO PROMEDIO Ne DE HOJAS RAIZ PROMEDIO
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Figura 31.- En las graficas se muestran los promedios de altura de las plantas, longitud de
raiz y numero de hojas.
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Figura 32.- La imagen muestran los tratamientos del cultivo de la albahaca y se observa el
color amarillo y verde obscuro en las hojas.

Después de los dos meses del tratamiento las plantas de albahaca detuvieron su
crecimiento y se manifestd la clorosis y necrosis principalmente en los bordes de las hojas,
esta es una respuesta tipica en la vegetacidn expuesta a las condiciones de salinidad, en
donde se manifiesta el estrés abidtico causado por sales. La necrosis inicié en el tratamiento
Toy en forma sucesiva hasta el tratamiento Ts esto debido a que se incremento la materia
organica y el consorcio microbiano se establecié en la rizosdera del cultivo. El 10% de las
plantas murieron antes de los 60 dias. Las hojas en los cultivos de albahaca y tomate
presentaron hojas en tonos de color verde obscuro, esto es comun ya que las células del
tejido de la hoja contintan dividiéndose, pero no se alargan. La aparicién de mas células por
unidad de darea foliar explica el color tipicamente verde oscuro de las plantas estresadas
osméticamente (Strawn, 2015).

En el experimento con tomate (Solanum lycopersicum), los resultados obtenidos fueron:
Germinacion del 100%, teniendo una planta por semilla.
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Figura 33.- En las graficas se muestran los promedios de altura de las plantas, longitud de
raiz, numero de hojas compuestas, hojas secundarias y primarias.
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verde obscuro y morado en las hojas. La letra A corresponde a la planta control.

Los tratamientos del cultivo de tomate presentaron un crecimiento mucho mas lento que
el control, la planta control presentd 5 cm mds que los promedios de altura de los otros
tratamientos. La parte aérea de las plantas de tomates igualmente se ve afectada por la
salinidad: las plantas alcanzan una menor altura, las hojas se presentan en menor numero
y a la vez manifiestan una disminucién en su densidad estomatica en la cara adaxial (Romero
Aranda, Soria, & Cuartero, 2001).

90



En el experimento con alfalfa (Medicago sativa) los resultados obtenidos fueron:
Germinacion del 100%, teniendo una planta por semilla.
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Figura 35.- En las graficas se muestran los promedios de germinacion, altura de la planta y
longitud de raiz de la alfalfa.

e
Figura 36.- Laimagen muestran los promedios de germinacion, altura de la planta y longitud
de raiz.
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Figura 37.- La imagen muestran la raiz de los cultivos a los dos meses del tratamiento.

La longitud de la raiz no se desarrollo debido a la compactacién del suelo. A nivel de raices,
las sales alteran la absorcidn de agua afectando el crecimiento de estos érganos; también
actuan produciendo efectos toxicos. La magnitud de las respuestas de las plantas se
encuentra estrechamente relacionada a la concentracidon de las sales, a la duracién del
estrés a que estan expuestas y a la especie o cultivar de que se trate (Romero Aranda, Soria,
& Cuartero, 2001).
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8. CONCLUSIONES

Se aislaron 40 cepas bacterianas a partir de suelos salinos del predio El Llano en el municipio
de Zacoalco de Torres, todas las cepas produjeron algun tipo de enzima y 31 cepa
demostraron actividad antagdnica hacia hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum. Las
bacterias se clasificaron como haléfilos moderados y halotolerantes. De las ocho bacterias
aisladas de los nddulos de la raiz de alfalfa la Sinorhizobium meliloti tuvo una produccién de
91.4 pg / ml de acido indol acético (AlA) y se comprobd que al inocular semillas de alfafa
con esta bacteria se tenia un mayor promedio en el crecimiento de la raiz en un cultivo in
vitro. Del total de las bacterias aisladas en su caracterizacidn molecular se tuvo que el 96%
presentaron morfologia bacilar y solo el 4% fueron cocos. De la homologia en la base de
datos NCBI se identificaron seis géneros: Bacillus sp., Brevibacterium sp., Sinorhizobium sp.,
Ensifer adhaerens sp., Azospirillum lipoferum sp. y Agrobacterium sp. A partir de los
resultados del presente trabajo, concluimos que el consorcio microbiano seleccionado
pueden ayudar a la planta a establecerse al estimular la germinacién de semillas y
proporcionandole tolerancia y adaptabilidad en los suelos salino — sddicos.

9. RECOMENDACIONES

Para garantizar el éxito en la adaptabilidad de los cultivos en los suelos salinos — sédicos ,
es necesario incorporar materia organica al suelo, seleccionar un cultivo tolerante a las
concentraciones de sales y elegir a los microorganismos (BPCV) que mejor se adapten a
cada cultivo para tener mayor porcentaje en la colonizacion de los tejidos y por sonsiguiente
un efecto promotor del crecimiento en los cultivos que se inoculen.
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10. ANEXOS 1

10.1. Anexo medios de cultivo

Medio LB (Luria-Bertani)

Para preparar 1 litro: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y 1 litro de
agua destilada; se ajusto el pH a 7.0 con NaOH 1 N y se adicionaron 15 g de agar; se
autoclaveo la mezcla durante 25 minutos a 121 °C a 15 PSI. La triptona utilizada es un
digerido pancreatico de caseina de la leche de vaca, y el extracto de levadura utilizado es
una levadura de Sacharomyces cerevisiae (Sezonov, Joseleau-Petit, & D’Ari, 2007).

Medio minimo de sales MMS

Para preparar 1 litro: (10 g glucosa, 5 g (NH4)2SO, 2 g MgS04 * 7H,0, 2 g K;HPO4, 0.1 g FeSO4
* 7H,0. Disolver cudadosamente las sales en el orden indicado, excepto la glucosa y ajustar
el pH en el medio de sales a 6.5 — 7.0. La glucosa se debe disolver en recipiente separado
de las sales. Agregar 15 g de agar y calentar a ebullicion durante 1 minuto. Esterilizar en
autoclave a 121°C durante 25 minutos las dos soluciones. Dejar enfriar a 40 °C en la
campana de flujo laminar y cerca de del mechero mezclar las soluciones (Aquiahuatl Ramos
& Perez Chabela, 2004).

Medio levadura manitol-agar (LMA)
0.5 g de K;HPO4, 0.2 g de MgSO4 * 7H,0, 0.1 g de NaCl, 10 g de manitol, 0.2 g de extracto
de levadura, agua destilada 1000 mL, se ajusto el pH a 6.8 con NaOH y 15g de agar. Se
disuelve el agar por un minuto en microondas y se autoclavea durante 25 minutos a 121 °C
(CIAT, 1988). Utilizar agua destilada.

Medio Agar Carboximetilcelulosa para la evaluacion de actividad celulolitica

Prepara 1 litro de solucién amortiguadora de KH,PO4a 0.05M y ajustar el pH a 7.5, 2 800 mL
se le adicionaron 15 g de agar, se calento hasta ebullicidn por un minuto y se esterilizé en
autoclave a 121 °C durante 25 minutos. En los 200 mL restantes se agregd 20 g de
carboximetilcelulosa y se puso a bafio maria por 10 minutos a 95 °C. Se dejo enfriar ambas
soluciones a 40 °C y se mezclaron. Vaciar 25 mL en cada caja de Petri.

Celulosa: Seguido de la incubacién, las placas se revelaron con 3 mL de rojo congo al 0.1%
por 15 minutos, después 2 mL de NaCl 1M por 1 h, y por ultimo se agregaron 3 mL de acido
acético al 2% por 30 minutos.

Medio Agar Almiddn para medir la actividad amilolitica

Prepara 1 litro de solucién amortiguadora de KH,PO4a 0.05M y ajustar el pH a 7.5, 2 800 mL
se le adicionaron 15 g de agar, se calento hasta ebullicidn por un minuto y se esterilizé en
autoclave a 121 °C durante 25 minutos. En los 200 mL restantes se agrego 20 g de almiddn
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y se puso a bafio maria por 10 minutos a 95 °C. Se dejo enfriar ambas soluciones a 40 °Cy
se mezclaron. Vaciar 25 mL en cada caja de Petri. Para este medio no fue necesario agregar
solucion reveladora.

Medio Agar quitina para medir la actividad quitinolitica

Prepara 1000 mL de solucion amortiguadora de KH,POsa 0.05M y ajustar el pH a 7.5, a 800
mL se le adicionaron 15 g de agar, se calento hasta ebullicidn por un minuto y se esterilizé
en autoclave a 121 °C durante 25 minutos. En los 200 mL restantes se agregd 2% de quitina
coloidal y se puso a bafio maria por 10 minutos a 95 °C. Se dejo enfriar ambas soluciones a
40 °C y se mezclaron. Vaciar en cajas de Petri. Para este medio no fue necesario agregar
solucién reveladora (Castro, et al, 2011).

Medio Agar caseina para deteccion de actividad proteolitica.

Prepara 1 litro de solucién amortiguadora de KH,POsa 0.05 M y ajustar el pH a 7.5, a 800
mL se le adicionaron 15 g de agar, se calento hasta ebullicién por un minuto y se esterilizé
en autoclave a 121 °C durante 25 minutos. En los 200 mL restantes se agregé 20 g de leche
svelty y se puso a bafio maria por 10 minutos a 95 °C. Se dejo enfriar ambas soluciones a 40
°Cy se mezclaron. Vaciar 25 mL en cada caja de Petri. Para evitar la contaminacion de este
medio se utilizd agua destilada estéril y la leche se dejo hasta ebullicidn. Para el revelado se
prepararon 50 mL de una solucién que contenia 0.16 g de | (Yodo) y 0.33 g de Kl, se mezclo
y se agregaron 5 mL a cada caja de Petri y se dejo actuar durante una hora.

Medio lipasa (Agar tween 80) para deteccién de actividad lipolitica.

Solucién A: 10 g de peptona, 5 g NaCl, 0.1 g de CaCl * 2H,0, 15 g de agar, 900 mL de agua
destilada. Solucion B: 10 g de Tween 80, agua destilada 100 mL. Autoclavear a 121 °C
durante 25 minutos a 15 psi las soluciones A y B por separado y después mezclar cuando
tengan una temperatura de aproximada de 50 °C.

Medio de cultivo Pikovskaya-agar midificado para medir la actividad fosfatasa.

Consistio en una solucién de 10 g de glucosa, 5 g de Ca(PQa)2, 0.5 g de (NH4)2S04, 0.2 g de
NaCl, 0.1 g de MgS04 7H20, 0.2 g de KCI, 0.5 g de extracto de levadura, 0.004 g de MnSOQa,
0.002 g de FeSO4 7H,0 y 15 g de agar y agua destilada 1000 mL. Esterilizar en autoclave a
121 °C durante 25 minutos a 15 psi. Vertir en cajas Petri formando una capa delgada (Hernandez—
Leal, et al,, 2011).

Papa Dextrosa Agar (PDA)

Es un medio muy usado que sirve para aislar todo tipo de hongos. El cual consiste en 200 g
de papa sin pelar, 10 g de dextrosa, 15 g de agar y 1000 mL de agua destilada. Lavar las
papas, cortarlas y hervirlas en un litro de agua destilada por 20 minutos, pasar por un
colador y disolver en el liquido la dextrosa y el agar. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante
25 minutos a 15 psi. Vertir en cajas Petri.
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Reactivo de Salkowski
1 mL de FeCl3 0.5 M, 50 mL de acido perclérico a 35%, mezclar es homogenzada y llevada a
bafio maria a 65 °C durante cinco minutos.

MS Murashige y Skoog

Preparacion a partir de soluciones stock concentradas solucién stock X10 de
macronutrientes 100 ml/L. 1.65 g/l de NH4NOs, 1.9 g/l de KNOs, 0.37 g/I de MgS04*7H0,
0.33 g/l de CaCl,.aq, 0.17 g/l de KH,PO4, la composicién de la solucidon estock de los
micronutrientes a X100, 10 ml/L. 0.83 mg/l de KlI, 6.2 mg/l de H3BOs, 22.3 mg/l de
MnSO4*4H,0, 8.6 mg/l de ZnSO+*7H,0, 0.25 mg/l de Na:Mo04*2H,0, 0.025 mg/l de
CuS0O4*5H,0, 0.025 mg/l de CoCl>*6H,0. Hierro stock X200, 5 ml/L, 37.3 mg/l de Na;*EDTA,
27.8 mg/l de FeSO4*7H,0. Vitaminas stock X200, 5 ml/L, 100 de Inositol, 0.5 de Acido
Nicitinico, 0.5 de Piridoxina HCI, 0.1 de Tiamina HCI, 2 de Glicina. Ajustar el pH a 5.7 con la
solucion 0.1 M de HCl o OHNa, anadir el phytagel y disolver en microondas y esterilizar en
autoclave a 121 °C (15 psi), durante 20 minutos.

Caldo nutritivo (Difco™)
5 g de Peptona de carne, 3 g Extrato de carne y 1000 mL de agua destilada. Disolver y
esterilizar en autoclave a 121 °C (15 psi), durante 20 minutos.
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11. ANEXOS 2

12.1 Secuenciacion por SANGER productos de PCR
=B80 HEEC R
3

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
5 CTATAATGUAGTCGAGCGG/AGAT GGGAGCTTGCTCCCTGATGTTACC CGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTG TAAGACTGEGATAACTCCGGGAAACCGECGCTAATACCGGATGC TTGT TTGAACCGCATGGTTCAAAC
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Figura 38.- Ejemplo de cromatograma obtenido de la secuenciacion.
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11.1. Obtencidn de la secuencia en formato FASTA

EZ23_pPLB16-F

AGCATGCGCGTGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAA
GGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGT

TCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTCCCAGCAGCCA
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Figura 39.- Ejemplo de resultado mostrando la alta homologia de la secuencia obtenida
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