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Resumen

En nuestra actualidad existe un grave problema de deforestacion y contaminacion del aire, para
contrarrestar esto se han propuesto diversos mecanismos de accion, entre ellos la reforestacion
de bosques y Area Naturales Protegidas; sin embargo, los enfoques dentro de los que se trata el
sistema de reforestacion son poco factibles. Al darse cuenta de ello los organismos
gubernamentales y civiles se han propuesto implementar el mejoramiento de semillas y plantulas
en invernaderos para su posterior siembra en los programas de reforestacion. En este proyecto
se ha puesto a prueba un método de mejoramiento de semillas por medio de la inoculacion directa
de actinomicetos, por medio de cultivo de papa liquido, con lo cual hemos logrado un incremento
en el desarrollo embrionario de las semillas y cierto nivel de inhibicion de hongos fitopatégenos.

Abstract

In our present there is a serious problem of deforestation and air pollution, different mechanisms
of action have been proposed to counteract this, among them ther reforestation of forest and
protected areas however approaches which is the system of reforestation inside are little feasible.
To realizing this, government and civil agencies have proposed implementing the improvement of
seeds and seedling in the green house for subsequent planting in reforestation programs. This
project has been to test a method of seeds improvement through direct inoculation of
actinomycetes, by means of liquid potato cultivation, whereupon we have achieved an increased
in seeds embryonic development and some level of phytopathogen fungi.

Area natural protegida; PGPR; simbiosis; aislamiento; germinacion.
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INTRODUCCION

Se denominan Bacterias Promotoras de
Crecimiento (PGPR Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) a las bacterias que se relacionan
con la planta por medio de la rizosfera a partir

de una relacibn simbiética ya sea de
mutualismo obligado o por mutualismo
facultativo.

;,qué debemos entender por rizosfera?
Lynch la define como toda aquella porcién de
suelo que est4 fuertemente influenciada por las
raices de la planta, la cual a su vez se divide en
tres partes: rizoplano (microorganismos
pegados a la raiz), endorrizosfera
(microorganismos dentro de la raiz) vy
ectorrizosfera (microorganismos que acttan de
manera circundante a la raiz). Dicha asociacion
se inicia como respuesta al llamado “efecto
rizoférico”, el cual sucede a través de un
intercambio de sefiales que se disparan a partir
de la interaccion microbio-planta ... [1]

“En afos recientes se ha creado cierta
controversia respecto de cuando considerar a
una rizobacteria como PGPR, por lo que se han
establecido algunas caracteristicas que definen
a este grupo. En primer lugar, que tengan una
elevada densidad poblacional en la rizosfera
después de su inoculacion en las plantas, ya
que una poblaciéon que declina rapidamente
tiene una baja capacidad competitiva con la
microflora nativa del suelo. Después, que
posean capacidad de colonizacion efectiva en
la superficie de la raiz y, como consecuencia,
puedan influir positivamente en el crecimiento
de la planta. Ademas, que puedan controlar de
manera natural y eficiente a otros
microorganismos del suelo capaces de
enfermar a las plantas; y por ultimo, que no
produzcan dafio en el hombre. La aplicacion de
este tipo de rizobacterias ha dado como
resultado la promocién evidente del crecimiento
en plantas, observandose un incremento en la
emergencia, vigor, biomasa, desarrollo en
sistemas radiculares ...” [2]

Mecanismos de accidn de las Bacterias
Promotoras de Crecimiento
“‘La actividad de los microorganismos

promotores de crecimiento vegetal en general
se inicia con mecanismos de quimiotaxis que

estan relacionados con la presencia de flagelos,
quimiorreceptores y sistemas de regulacion
codificados genéticamente. Estos factores
tienen gran importancia sobre la habilidad de
colonizar la rizosfera y mantener la
comunicacion entre las células de la raiz con los
microorganismos presentes en el suelo (Landa
et al., 2002; Mavrodi et al., 2006). Las bacterias
capaces de interactuar con las raices de las
plantas son atraidas por sustancias excretadas
por la raiz, que ocasionan el movimiento de la
bacteria hacia el rizoplano de la planta y de esta
Forma dar inicio a una relacion de beneficie
mutuo.” [3]

“‘Los mecanismos directos de promocion
vegetal encierran varios procesos en los cuales,
las bacterias alteran el desarrollo vegetal
(Ahmad et al., 2006; Leisinger y Margraff, 1979;
Matheron, 2001; Wildermuth et al., 2002). Estos
mecanismos, empleados por bacterias, son
muy diversos y en algunos casos poco
estudiados, sin embargo, se pueden diferenciar
claramente dos procesos esenciales: el primero
consiste en la produccibn de sustancias
orgéanicas, producto del metabolismo
secundario de las bacterias, que son capaces
de promover respuestas fisioldgicas especificas
en las células vegetales. ElI segundo
mecanismo se puede encontrar en la
intervencién directa de los microorganismos en
los ciclos biogeoquimicos, en los cuales pueden
hacer disponibles compuestos organicos e
inorganicos que son aprovechados por las
plantas (Ahn et al., 2007).” [4]

Actinomicetos

De acuerdo con Marcela Franco en su tesis
doctoral (2008) los actinomicetos, son ciertos
microorganismos clasificados como bacterias
presentes y distribuidos considerablemente en
la gran mayoria de los sustratos naturales,
pudiendo encontrar casi todos los tipos de estos

organismos en el suelo, siendo su
concentraciéon de 10 UFC - g1 en suelos
fértiles. Sin embargo, bajo condiciones

extremas comienzan a disminuir levemente su
densidad poblacional. Se ha identificado a
algunos de los géneros de los actinomicetos
como fijadores de nitr6geno atmosférico,
incluso se les ha clasificado como agentes de
biocontrol por su capacidad de produccion de
enzimas biodegradativas como la quitinasas,
glucanasas, peroxidasas involucradas en el
micoparasitismo que llevan a cabo estos
microorganismos. [5]
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Con ello, podemos deducir que el grupo de
microorganismos identificados como
actinomicetos forman parte de la rizosfera, y
una parte esencial tomando en cuenta la basta
densidad poblacional presente en suelos
fértiles, ademas de su actuacion
(principalmente metabdlica) como fijadores de
nitrégeno y microorganismos de biocontrol que
los actinomicetos. Por ende, hablamos de
Bacterias Promotoras de Crecimiento.

Justificacidon

Entendemos como una actividad forestal
mediante la cual se busca resembrar o repoblar
con bosque o arboles una zona que ha perdido
su foresta, es decir sus plantas. Esta accién es
una necesidad que afio con afio adquiere un
mayor grado de importancia a casusa debido a
las grandes tasas de deforestacion. Pero el
problema principal existente en este proceso
después de la falta conciencia social para
disminuir la explotacién del recurso, es el
enfoque con el que se trata la reforestacién, ya
que en vez de trabajar por la calidad y eficiencia
del crecimiento y salud de las platas sembradas
se busca repoblar con el mayor nimero de
plantas posibles aun y cuando las plantas no
sean sanas. Esta actividad forestal requiere de
mucha atencion principalmente en los aspectos
de mejoramiento de la semilla y en el cuidado
de las plantulas en el vivero y asi incrementar
las probabilidades de éxito en los programas de
reforestacion

Objetivo

Determinar la eficiencia de actinomicetos
identificados como PGPR utilizados en el
mejoramiento de semillas para su uso en la
reforestacion.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en los
laboratorios de investigacion y docencia del
Departamento de Ingenieria Agroindustrial en la
Divisién de Ciencias de la Salud e Ingenierias
del Campus Celaya-Salvatierra de la
Universidad de Guanajuato.

Muestreo de suelo y Aislamiento de
cepas

Se realizé la toma de suelo en el area natural
protegida en Sierra de los Agustinos, Tarimoro
Guanajuato. Al ubicar los arboles maduros, se
dispuso a recolectar de tres a cuatro palas de
tierra de la base del arbol: esto se realizé en
cinco ocasiones distintas a diferentes alturas
del cerro. Finalmente, la tierra se vacié sobre
charolas de plastico durante una semana
aproximadamente para que secara.

1.1 Muestreo de tierra de
encino en el Area Natural
Protegida “”.

Para el aislamiento de las bacterias
promotoras de crecimiento:

e Preparacion de medio ACC (Dworkin-
Foster, 1958)

Se elabor6 una solucién en agua destilada con
las sales (g/L) 4g KH2PO4, 6g NAHPO4, 0.2g
MgSO4, 70micro g MgS04, 10micro g MoO3,
MnSO4 y H3BO3, 50micro g CuSO4, 1mg
FeSO4 y los compuestos organicos (p/v)
glucosa al 0.2%, acido gludnico al 0.2%, &cido
citrico al 0.2% y agar bacterioldgico al 2%,
complementado con ACC desaminasa 3mM, se
esterilizd y se vacié en cajas Petri.

e Aislado de bacterias

Se preparo una dilucion de la tierra recolectada
con agua estéril 1 a 10 (esto se realizd por
separado con dos de los puntos muestreados).
Al tener las soluciones preparadas Yy
previamente agitadas por 30 minutos se
sembraron cinco cajas con cada una de las
muestras por medio de una espiral de
aislamiento. Para concluir se realizé un conteo
de colonias por placa y posteriormente se
resembro cada colonia por medio de picadura
en medio ACC.
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1.2 Aqui se muestra la
manera en que fue dispuesto
el medio ACC para la
resiembra de los
actinomicetos de ciruelillo.

Identificacion de bacterias

Al tener las colonias de bacterias desarrolladas
en dentro de los cuadrantes, se reanudo el
experimento sembrando cada una de las
colonias ya desarrolladas a las 48 horas, en
medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar)
durante un periodo de 4 dias para su posterior
caracterizacion morfolégica con la finalidad de
nombrar y diferenciar a cada una de las
bacterias halladas e incubadas.

Fueron 20 las bacterias utilizadas en la
investigacion, las cuales ya habian sido
recolectadas y aisladas anteriormente con los
métodos mencionados. Se recolectaron las
muestras de “Las Cruces” en el Cerro del
Culiacan de los arboles Ciruelillo.

Para concluir esta etapa, se observaron las
colonias en el estereoscopio. Ademas, se
tiferon las cepas por medio de Tincion Gram
para reconocer el tipo de organismo que eran;
determinando asi su
Actinomicetos.

naturaleza como

1.3 Bacteria 258 Tincion
Gram

Inoculacién y siembra de semillas

Se preparo medio de cultivo liquido de papa que
se dispuso en cantidades de 15 mL en tubos
falcon donde se realiz6 la siembra de las
bacterias. Se midieron 21 frascos con medio
para las semillas de rdbano y 21 frascos para
las de lenteja; 20 para cada sepa y uno para el
control. Las bacterias inoculadas en el medio al
igual que el control se incubaron por 24 horas y
posteriormente se le afadieron las quince
semillas de rabano a los  tubos
correspondientes y 25 de lenteja de igual
manera a los frascos que les correspondia. Al
afiadir las semillas a los tubos éstos se agitaron
durante media hora prosigui6 el procedimiento

al traspasar las semillas a cajas Petri para su
monitoreo.

1.4 Semillas sembradas de
rabano inoculadas con la cepa
263

Finalmente se repitid el proceso de inoculacion
del medio liquido con las cepas, seguidamente
se impregnaron 10 semillas para ambas plantas
de la misma forma durante media hora, sin
embargo, las semillas se plantaron en charolas
de germinacién con sustrato Peat Moss
recuperando el medio en el que se encontraban
las semillas.

Posteriormente cada tubo de medio recuperado
se aforo a losl5 mL con agua destilada
afiadiendo 1mL del aforado a cada planta
inoculada con la cepa respectiva para su
segunda inoculacién mediante el riego con las
bacterias en el medio, esto a las 24 horas de
haberlas sembrado.

Confrontaciéon Hongo-Bacteria

Se dispusieron 4 cajas Petri con medio de papa
PDA para cada tipo de hongo que se prob¢;
Fox, Alternaria y Bipolaris. Para esta fase de la
investigacion se cortaron 4 fragmentos
circulares de las colonias de cada uno de los
hongos, estos se dispusieron en el cetro de una
placa con PDA y se dejaron incubar hasta que
llegaran de los 3.5 a los 5 centimetros de
diametro, luego se sembraron cuatro cepas por
caja, tomando como referencia los extremos de
los puntos cardinales de la caja.

1.5 Confrontacion Hongo-Bacteria
con Bipolaris

RESULTADOS Y
DISCUSION
Durante el dia 5 de la germinacion de semillas

de rabano y en el dia 4 para las semillas de
lenteja dispuestas en las placas, se continud la
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investigacion con la medicion de raices de las
plantas para determinar el crecimiento
promedio que obtuvieron con cada cepa y hacer
la comparacion con el control.

1.6 Crecimiento de raiz de
rabano inoculado con la cepa
263 vs control.

SYEaEwEET 0 .
1.7 Medicion de PEVRQ VAL |
raices de lenteja
inoculadas con la cepa

254 y 269.

L AP A VLS PP

g S CEUREEE.

Con estos procesos experimentales, se logré
identificar las mejores bacterias candidatas
como promotoras de crecimiento que pueden
utilizarse para la reforestacion, basandonos en
el porcentaje de germinacion y el porcentaje de
crecimiento de raices. De igual manera se han
determinado las bacterias con mayor eficiencia
en la inhibicion de hongos por medio de la
confrontacion.

Bacterias potenciales en programas de reforestacion

Cepa [% Ger. Rab.|% Ger. Lent.[%Crec. Rab.|%Crec. Lent.|Cepa Selec.
121 100% 100%3.22 cm 2.04cm /
125 100% 96%|3.02 cm 1.72cm /
210 100% 100%)4.32 cm 2.82cm N
258 100% 100%4.62 cm 3.32cm N
263 100% 96%|5.6 cm 2.5cm /
265 100% 100%|4.25 cm 2.49cm N
266 100% 96%|3.1cm 2.3cm N
302 100% 96%|4.1cm 3.089 cm N

Bacterias potencialmente inhibidoras de hongo

Numero Nivel de inhibicion

Cepa/Hongo|Bopolaris |Alternaria |Fox
258|Alto Alto Medio
302|Alto Alto Medio
303|Medio Alto Alto
304|Alto Alto Medio

De acuerdo con la asociaciéon “Vida Sana” en
sus reportes “Microorganismos del suelo y
biofertilizacion” la fijacion de nitrdgeno por
medio de bacterias en simbiosis tiene mayor
efecto que por medio de bacterias libres. Habla
también de las Rhizobium como principales
simbiontes en leguminosas.

Sin embargo, es factible agregar a sus
anotaciones el efecto de los actinomicetos en el
desarrollo de las plantas ya que si bien las
Rhizobium son simbiontes propios de
leguminosas los  microrganismos  como
actinomicetos generan facilmente un vinculo
con las plantas inhibiendo el crecimiento de

hongos fitopatdégenos y acelerando el proceso
de crecimiento, ademas del mejoramiento de
las raices por medio del aumento de pelos
radiculares.

CONCLUSIONES

Las Bacterias Promotoras de Crecimiento
actinomicetos, son biofertilizantes que ademas
de aportar nutrientes a la planta y promover su
crecimiento, le permiten a la planta disminuir el
crecimiento de hongos patégenos por lo cual,
son una aplicacion perfecta para el
mejoramiento de semillas en los procesos de
reforestacion de bosques.
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