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Resumen

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal representan una alternativa biotecnolégica para mejorar la produccién

de especies de interés socioeconémico como el tomate (Solanum lycopersicum L.). La produccién de plintulas de calidad
e inocuas representa un desafio clave antes de su establecimiento en campo. Uno de los principales obsticulos para los
agricultores son los elevados costos asociados con los insumos sanitarios y los fertilizantes necesarios para favorecer un
buen enraizamiento y reducir la mortalidad de las plantas. El objetivo de esta investigacién fue aislar rizobacterias de la
rizosfera de aguacate con capacidad de producir dcido indolacético (AIA) y evaluar su efecto en el desarrollo radical de
plantulas de tomate in vitro. Se evaluaron dos cepas productoras de AIA y se inocularon en semillas de dos genotipos de
tomate (H13-37 y L3), cultivados in vitro en medio Murashige Skoog. El experimento se organizé bajo un disefio de bloques
completamente al azar a las dos semanas después de la siembra. Las cepas bacterianas aisladas produjeron suficiente AIA
para promover el desarrollo radical. El genotipo L3 presenté la mejor respuesta en términos de longitud radicular, superficie

total y numero de ramificaciones por efecto de la inoculacién bacteriana.

P Palabras clave: Solanum lycopersicum L., dcido indolacético, AIA, PGPR, promotores de crecimiento.

Introduccién

La produccién de tomate (Solanum lycopersicum L.) en Mé-
xico es de gran valor, no solo por su alto consumo, sino tam-
bién por sus propiedades nutritivas. En 2022, la produccién
nacional alcanzé las 3.46 millones de toneladas (Servicio
de Informacién Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2023).
Derivado de ello, existe interés por mejorar la rentabilidad
y sostenibilidad del cultivo, para garantizar tanto el abaste-
cimiento per cdpita como la preservacién de los recursos
naturales. El uso de microorganismos como biofertilizantes
ha surgido como una estrategia eficaz para reducir el im-
pacto ambiental de los agroquimicos y promover précticas

agricolas mds sostenibles (Ahamad et al., 2023). Entre
los microorganismos usados como biofertilizantes se en-
cuentran las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR, por sus siglas en inglés), las cuales pertenecen a
diferentes especies bacterianas capaces de incrementar el
crecimiento y la productividad vegetal (Saeed et al., 2021).

Las rizobacterias desempefan funciones importantes
como promover y facilitar el crecimiento y desarrollo de las
plantas a través de mecanismos directos mediante la pro-
duccién de metabolitos, como el dcido indolacético (AIA), la
solubilizacién de fosfatos, la produccién de sideréforos,
la fijacién biolégica de nitrégeno (FBN) y la produccién
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de 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Asi-
mismo, estos organismos actian mediante mecanismos
indirectos como la sintesis de ACC de aminasa y sideré-
foros, la induccién de resistencia sistémica, y el antago-
nismo frente a hongos y bacterias patégenas (Mohanty et
al., 2021; Orozco-Mosqueda et al., 2018).

Las PGPR nativas representan una alternativa viable tanto
econémica como ecoldgica en la agricultura, ya que su
versatilidad y capacidad de producir reguladores de cre-
cimiento vegetal contribuyen a mejorar la productividad
de cultivos de importancia econémica, como el tomate.
Sin embargo, algunos productores de tomate, como los
de San Juan Elotepec, Sola de Vega, Oaxaca, enfrentan
desafios importantes en la adquisicién de plantulas para
trasplante, lo cual incrementa los costos de produccién.
Aunque han optado por producir sus propias pléntulas,
el manejo inadecuado y la deficiente nutricién después
de la germinacién afectan negativamente el desarrollo
del sistema radicular, lo cual se traduce en pérdidas de
plantulas en campo y mayores gastos en la adquisicién
de enraizadores y agroquimicos.

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
aislar PGPR de la rizosfera de aguacate con capacidad
de producir ATA y evaluar su efecto en el desarrollo radical de
pldntulas de tomate in vitro.

Materiales y métodos

Caracterizacion fisica y quimica del suelo

Se colectaron siete submuestras de suelo a una profun-
didad de 0-15 cm de la rizosfera de un huerto de aguacate

‘Hass’ en San Juan Elotepec, Sola de Vega, Oaxaca, México.
A partir de ellas, se formé una muestra compuesta para su

Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo.

caracterizacién conforme a los lineamientos de la NOM-
021-SEMARNAT-2000 (Diario Oficial de la Federacién
[DOF], 2000), que establece las especificaciones para el
andlisis de la fertilidad, salinidad y clasificacién de suelos,
asf como los procedimientos de estudio y muestreo. Las
caracteristicas del suelo se presentan en el Cuadro 1.

Obtencién y seleccion de cepas
bacterianas productoras de AIA

El aislamiento y la purificacién de las rizobacterias se
realizé mediante el procedimiento indicado por Zuhiga-
Dévila (2012). Para ello, se preparé una serie de diluciones
decimales seriadas de las muestras de suelo con una
solucién salina isoténica (SSI) hasta alcanzar una con-
centracién de 10° g-mL". Posteriormente, se transfirié
1 mL de las diluciones 10° y 10°, por triplicado, a cajas
Petri estériles y se afiadi6 agar triptona glucosa extracto de
carne (ATGE). La alicuota de suelo y el medio de cultivo
se mezclaron suavemente, se dejé solidificar y se incubé
a 28 °C por 48 h. Se seleccionaron siete colonias con mor-
fologfa macroscépica diferente, las cuales se resembraron
por estria en placa de ATGE hasta obtener cultivos puros.

La produccién de AIA se evalué mediante el método
colorimétrico para la deteccién de auxinas (Ahmad et
al., 2005). Brevemente, se prepararon suspensiones
de cada cepa seleccionada a una concentracién de
300x10° células-mL" (equivalente a #1 en la escala
McFarland) en SSI estéril. De cada suspensién, se trans-
firi6 1 mL, por triplicado, a tubos que contenian caldo de
triptona glucosa extracto de carne (TGE) enriquecido con
L-triptofano (5 mM), los cuales se incubaron a 28 °C du-
rante 5 d. Posteriormente, se mezclé 1 mL de cada cultivo
con 4 mL de reactivo de Salkowsky y, después de 30 min
de incubacién en oscuridad, se midié la absorbancia a

Parametros Valor Interpretacién cualitativa™
Textura Franco arcilloso
pH 7.6 Mediano alcalino
Densidad aparente (g-cm”) 1.2 Suelo mineral
Materia orgdnica (%) 0.4 Muy bajo
Nitrégeno total (%) 0.04 Muy bajo
Fésforo aprovechable (mg-kg") 5.1 Bajo
Potasio (mg-kg") 170 Moderado-bajo
Calcio (mg-kg™) 6400 Muy alto
Magnesio (mg-kg”) 5876 Muy alto
Manganeso (mg-kg”) 0.65 Deficiente
Cobre (mg-kg™) 0.12 Deficiente
Zinc (mg-kg™) 0.41 Deficiente
Hierro (mg-kg") 1.1 Deficiente
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Figura 1. Determinaci6én de la concentracién de icido indolacético (AIA). Izquierda: curva de calibracién. Derecha: produccién de AIA por

cepas bacterianas.

530 nm en un espectrofotémetro de luz visible (Genesys™
20, EUA). Simultdneamente, se prepard una curva de cali-
bracién con AIA comercial (0, 10, 20, 40 y 60 pg-mL"). Los
valores de absorbancia se interpolaron en la curva de cali-
bracién (Figura 1a) para determinar las concentraciones de
AIA producidas por cada cepa (Figura 1b).

Aplicacién de tratamientos y disefio experimental

Las cepas con mayor capacidad de produccién de AIA (Cly
C6) se propagaron durante 5 dias en caldo TGE a 28 °C
con agitacién constante a 100 rpm y se ajustaron a una
concentracién equivalente a 300-350x10° células- mL" de
la escala McFarland. Ademds, se preparé una mezcla
de ambas cepas (C1C6) y un testigo con SSI (CO). El experi-
mento se estableci6 in vitro en tubos de ensayo con medio
Murashige y Skoog (MS) y semillas de dos genotipos de
tomate (G1=H13-37 y G2=L3), donadas por el Dr. Juan
Enrique Rodriguez Pérez de la Universidad Auténoma
Chapingo.

El disefio experimental fue en bloques completamente
al azar (BCA), donde los bloques correspondieron a los
genotipos y a los tratamientos (C0, C1, C6, C1C6), todos
evaluados a un nivel de concentracién y 10 repeticiones
por tratamiento. La unidad experimental consistié en una
semilla por tubo de ensayo. Para ello, se desinfectaron
superficialmente las semillas con una solucién de hipo-
clorito de sodio al 20 %. Posteriormente, se sumergieron
en 1 mL de la suspensién bacteriana correspondiente a
cada tratamiento durante 12 h. Por ultimo, se sembraron
en los tubos de ensayo con medio MS. Las unidades ex-
perimentales se colocaron en un drea iluminada con luz
LED a 1,000 lux, y se cubrié la parte basal de los tubos para
tener completa obscuridad.
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Evaluacién de tratamientos

La evaluacién se realizé dos semanas después de la
siembra. Las variables evaluadas fueron longitud de raiz
(cm), drea superficial (cm?), volumen de raiz (mm’) y rami-
ficaciones (nimero de raices secundarias) con el sistema
de andlisis de imdgenes de raices Winrhizo® 2016. Para
el andlisis de datos, se empleo el lenguaje de programacién
Ry el ambiente R versién 4.2.1 para Windows. Los valores
obtenidos se sometieron a una comparacién de medias
de Tukey (P =< 0.05). La homogeneidad y normalidad de
los residuos se evalué mediante la prueba de Levene y la
prueba de Shapiro-Wilk, respectivamente.

Resultados y discusion

La inoculacién con rizobacterias productoras de AIA
mostré efectos favorables en los dos genotipos de tomate
evaluados (G1=H13-37 y G2=L3), en relacién con los
pardmetros radiculares analizados (Figura 2). En GI,
la cepa C1 destacé al incrementar significativamente la
longitud de las raices en comparacién con el testigo (CO).
En contraste, la combinacién de cepas (C1C6) no mostrd
diferencias significativas respecto al testigo en este mismo
pardmetro. Por otro lado, en el G2, las cepas C1C6 y
C6 generaron mejores resultados, siendo C6 la cepa que
present6 mayor efecto en longitud de raices (Figura 2a).

En la distribucién de longitud de raices (Figura 3), las
diferentes cepas favorecieron las distribuciones en lon-
gitudes de 0 a 0.5 cm, mientras que el tratamiento sin
inoculacién bacteriana (CO) se caracterizé por presentar
una rafz principal y bajo porcentaje de formacién de raices.
Ambos genotipos respondieron a la estimulacién del ATA
producido por las cepas inoculadas.
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Figura 2. Parimetros radiculares obtenidos en los dos genotipos de tomate (G1=H13-37 y G2=L3) inoculados con diferentes cepas (C1, C6,
C1C6 y CO0): a) longitud, b) volumen, c) drea superficial y d) ramificaciones de plantulas. Letras distintas en cada columna indican
diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05).
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Figura 3. Distribucién de longitudes de raices en plantulas de dos genotipos tomate (G1=H13-37 y G2=L3) inoculadas con cepas bacterianas
(C1, C6, C1C6 y C0).
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En cuanto al volumen radical (Figura 2b), la combinacién
de cepas tuvo un efecto significativo en el aumento de
volumen en comparacién con el testigo, donde sobresalié
el G1. En cambio, las cepas individuales presentaron
un impacto bajo, similar al testigo en ambos genotipos.
Respecto al drea superficial (Figura 2c), el G2 presentd
mayor drea con la inoculacién de ambas cepas, seguido de
la inoculacién con C6 y C1, respecto al testigo. En el G1, la
cepa C1 fue la que promovié el mayor aumento en el drea
superficial, seguida por las cepas C6 y C1C6, en relacién
con el testigo.

Para el numero de ramificaciones (Figura 2d), el
G2 mostro significativamente mds ramificaciones con
la inoculacién de la cepa C6, seguido de C1C6 y C1, en
comparacién con el testigo. Por otro lado, el G1 no pre-
senté diferencia estadistica significativa en el nimero de
ramificaciones.

La concentracién de AIA necesaria para estimular el
crecimiento radical de las plantas depende de la especie.
Un genotipo en particular puede ser favorecido por una
cepa a cierta concentracién, pero la misma concentracién
puede no tener influencia significativa en otro genotipo. Al
respecto, la interaccién bacteria-planta promueve el creci-
miento vegetal a través de la produccién de fitohormonas
como el AIA (Sharma et al., 2021), lo cual contribuye al
desarrollo del sistema radicular (Chauhan et al., 2013). Los
resultados obtenidos en este estudio concordaron con lo
reportado por Irizarry y White (2017), quienes mencionan
que las rizobacterias inducen modificaciones estructu-
rales en la arquitectura radicular. Asimismo, Kumar et
al. (2019), reportaron el desarrollo y elongacién de pelos
radiculares. Un buen desarrollo radicular proporciona un
mejor anclaje, mayor absorcién de agua y nutrientes, y una
mayor exploracién del medio circundante, lo cual puede
reducir el uso de fertilizantes quimicos (Khan et al., 2021).

Los resultados obtenidos también coinciden con lo
mencionado por Moreno-Gavira et al. (2020), quienes
reportaron un aumento de 18.23 % en longitud de raiz
en la germinacién de semillas de tomate en comparacién
con su tratamiento testigo, y un 17.85 % en semillas de
pimiento inoculadas con P. variotii (cepa productora de
AIA). Asimismo, Asari et al. (2017) observaron cambios en
la arquitectura radicular en Arabidopsis por inoculacién de
rizobacterias, y Garcia et al. (2021) obtuvieron algo similar
en Glycine max L.

Conclusiones

Se aislaron cepas de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal con capacidad productora de dcido indolacético
(AIA). La capacidad de produccién de AIA fue suficiente
para diferenciar significativamente el efecto de los tra-
tamientos en ambos genotipos evaluados. El genotipo
2 (L3) mostré una respuesta destacada a la inoculacién de
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bacterias productoras de AIA, evidenciando mejoras en la
longitud, drea superficial y nimero de ramificaciones del
sistema radicular. Las rizobacterias demostraron ser una
estrategia eficaz para promover y optimizar el crecimiento
de pldntulas de tomate, lo cual sugiere su potencial como
biofertilizantes en sistemas agricolas sostenibles.
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