V VOLUMEN 37

X X X . .
' ! \lerano XXX Verano De la Ciencia
Oy i ISSN 2395-9797
www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

Evaluacion del crecimiento y desarrollo de agave (Agave salmiana Otto
ex Salm-Dyck) y calabaza criolla (Cucurbita pepo L.) inoculada con
Methylobacterium radiotolerans

Evaluation of the growth and development of agave (4gave salmiana Otto ex Salm-Dyck) and
creole pumpkin (Cucurbita pepo L.) inoculated with Methylobacterium radiotolerans

Luis Fernando Gémez Hinojosa'

'Alumno de la Licenciatura en Ingenieria en Agronomia
If.gomezhinojosa@ugto.mx’

Quiahuitl Maria Guadalupe Zavala Navarro?

2Estudiante de Doctorado en Biociencias
gmn.zavalanavarro@ugto.mx?

Manuel Dario Salas Araiza®

3 Profesor del Departamento de Agronomia, Universidad de Guanajuato
salas@ugto.mx3

Rafael Guzman Mendoza®

3 Profesor del Departamento de Agronomia, Universidad de Guanajuato
rafael.guzman@ugto.mx3

Resumen

La calabaza criolla (Cucurbita pepo) es uno de los vegetales mas cultivados en los sistemas de produccion
mas antiguos y tradicionales, ademas de que el agave (Agave salmiana) es una de las plantas mas
representativas de México y que se encuentra en peligro de extincion, por su parte la calabaza aporta de
carbohidratos y vitaminas en la dieta de las personas y el agave es mayormente utilizado para la fabricacion
de destilados. La escasa investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias han limitado la optimizacién de la
produccién del cultivo de calabaza y la baja reproduccidon de muchas especies de agave. En el presente
trabajo se evalud la bacteria Methylobacterium radiotolerans en el crecimiento de calabaza y sobrevivencia
ex vitro de plantulas de agave. Los tratamientos evaluados fueron la inoculacion de semillas de calabaza y
plantulas de agave con M. radiotolerans a una concentracion de 1 x 107 UFC-mL"" en comparacion con un
tratamiento testigo. Los resultados nos arrojaron que la bacteria M. radiofolerans no presento mejoras
estadisticamente en el crecimiento de calabaza y adaptacioén al trasplante de plantulas de agave, sin embargo
los resultados tendian a mejorar con la aplicacion de la misma bacteria. Aunque estadisticamente los
resultados fueron muy parecidos, el trabajo abre una ventana de investigacion mas a fondo en un futuro.
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Introduccion

La calabaza criolla (Cucurbita pepo), es uno de los vegetales mas cultivados en los sistemas de produccion
tradicionales del mundo y en especial de Mesoamérica, sin embargo, no hay la suficiente tecnologia que
ayude a optimizar la produccién y la rentabilidad de este cultivo (Rossel et al., 2018).

En México segun se produjeron 4,732 toneladas de calabaza criolla con un rendimiento promedio de 12.3
toneladas por hectarea sembrada (SIAP, 2024).

La demanda de calabaza ha ido en aumento debido al alto contenido de carbohidratos y vitaminas que aporta,
ademéas de que sus semillas tienen altos niveles de aceite y proteinas, por lo que nos vemos en la necesidad
de buscar técnicas que nos ayuden a elevar la calidad y el rendimiento en dicho cultivo (Rossel et al., 2018).
En México, el cultivo de agave también es de gran de gran importancia cultural y econémica. Existen mas de
200 especies de Agave, la mayoria endémicas, constituye el sustento de miles de familias rurales mexicanas
y es ampliamente utilizados para la produccidon de alimentos, bebidas, fibras, forrajes y biocombustibles,
posicionando a México como el segundo mayor productor de Agave a nivel mundial. El Agave, con su
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metabolismo acido de las crasulaceas (CAM), exhiben una alta adaptabilidad a condiciones aridas y tolerancia
a estrés hidrico, sin embargo algunas especies de agave se encuentran en peligro de extincién ocasionado
por la sobreexplotacion, por lo cual es fundamental encontrar alternativas para su preservacion como las
técnicas de propagacion in vitro, el cual depende de sus porcentajes de supervivencia a su adaptacion ex
vitro.

Algunas bacterias pueden generar simbiosis con las plantas como lo son las bacterias del género
Methylobacterium que pueden llegar a fijar nitrégeno atmosférico y contribuir al perfil de la ureasa dentro de
la planta (Holland, 1997).

Methylobarium symbioticum es una bacteria que se ha demostrado puede alterar el metabolismo de las
plantas, llegando a reducir las fertilizaciones nitrogenadas en un 50% en el caso del maiz y un 25% en fresa
(Torres-Vera et al. 2024). Un ejemplo de esto es la especie M. symbioticum, que incluso ya se venden
productos a base de esta bacteria que ayudan a generar mayor biomasa y por consiguiente mayor produccion
en cultivos de importancia econdmica. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la bacteria
Methylobacterium radiotolerans sobre las caracteristicas morfolégicas de calabaza criolla en cuanto a su
germinacion, desarrollo de plantula y produccion de biomasa, asi como su efecto sobre la aclimatacion ex
vitro de Agave salmiana en cuanto a supervivencia.

Materiales y métodos

Material vegetal.

Se trabajo con 60 semillas de calabaza criolla, donadas por un productor de la comunidad de Las Liebres,
Romita, Guanajuato (20°50°07'N 101°28°08°'0O), con una altitud de 1,747 msnm. De a cuerdo con el
productor es una variedad criolla sembrada en la localidad desde hace ya varios afios.

Ademas, se trabajo con 60 plantulas de A. salmiana in vitro del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
de la Universidad de Guanajuato, en Irapuato, Guanajuato (20°44°31"'N 101°19°54"°0), con una altitud de
1,748 msnm. La planta madre de las plantulas se encuentra en la Coleccion Nacional de Agaves, de la
Universidad de Guanajuato.

Meétodo de inoculacion de Methylobacterium radiotolerans.

Todo el material se esterilizé en autoclave a 15 PSly 120°C por 40 minutos y todo este proceso se realizé en
condiciones de estériles en una campana de extraccion de flujo laminar (Jain et al., 2020).

Para el crecimiento de M. radiotolerans se utiliz6 medio Murashige y Skoog (MS) adicionado con metanol
(0.5% vl/v), dado que el género es conocido por su capacidad de crecer en medios con metanol como fuente
de carbono (Madhaiyan et al., 2007) y se incubd a 30 = 1°C durante nueve dias.

Como se recomienda en manuales de microbiologia (Cappuccino y Welsh, 2019), se hicieron diluciones
seriadas de 1 ml de muestra de bacterias al décimo (1:10) con agua destilada estéril 1, 1:10, 1:100, 1:1,000
y 1:10,000. Posteriormente se afiadié a cada una de las diluciones 90 uL de azul de metileno para observar
las células en el microscopio, posteriormente se procedié a contar el nimero de células por mililitro con una
camara de Neubauer (Figura 1). Una vez hecho esto se preparo la solucion de inoculacion a una dosis de 1
x 107 UFC-mL".

Para la inoculacién de las semillas de calabaza se realizd6 un primero una desinfeccion para lo cual se
sumergieron en etanol (70% v/v) durante 2 minutos, luego en una solucién de hipoclorito de sodio comercial
(20% v/v) durante 10 minutos y por ultimo se realizaron cuatro enjuagues con agua destilada estéril, tal como
se hace en distintos estudios para desinfectar semillas (Aguilar-Jiménez & Rodriguez de la O, 2020).
Posteriormente las semillas de calabaza se sumergieron en la solucién inoculante de 1 x 107 UFC-mL""
durante 15 minutos y agua destilada como testigo, por ultimo, se procedié a sembrarlas en charolas de
poliestireno con 60 cavidades, se utilizé el sustrato Peat moss Sunshine mezcla No. 3 y perlita (3:1 v/v) (Figura
1). Las plantulas se mantuvieron en los cuartos de crecimiento durante 5 semanas a una temperatura de 25
°C y con un fotoperiodo de 16 h luz con 8 h de oscuridad para evaluar la germinacion y desarrollo de las
plantulas.

pag 2



- - VOLUMEN 37
Y . .

¥ Verano XXX Verano De la Ciencia

5 Ciencia ISSN 2395-9797

Universidad de Guanajuato

www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Figura 1. Proceso de inoculacion de bacteria M. radiotolerans en semillas de calabaza criolla.

Disefio experimental.

Para la C. pepo: Se realizaron 2 tratamientos (inoculacién con M. radiotolerans y testigo sin inocular) con 30
repeticiones, y cada planta se consideré una unidad experimental, el primer tratamiento consistié en la
inoculacion de semillas de calabaza con M. radiotolerans en una concentracion de 1 x 107 UFC-mL™" durante
15 minutos, el control se utilizaron semillas sin inocular. tratadas Unicamente con agua destilada estéril.

Aclimatacion ex vitro de 4. salmiana: Las plantas de A. salmiana in vitro se propagaron en medio MS
solido, adicionado con sacarosa (30 g-L™"), y agar (8 g-L-1). Se trasplantaron las plantulas después de 3
meses de crecimiento in vifro a sustrato de espuma fendlica, los dos tratamientos evaluados fueron la
inoculacion de 30 plantulas con la bacteria M. radiotolerans a una con concentracion de 1 x 10”7 UFC-mL""
durante 15 minutos y 30 con el tratamiento testigo donde se sumergieron las plantulas en agua destilada
estéril durante 15 minutos, posteriormente las plantulas se mantuvieron en los cuartos de crecimiento durante
dos semanas a una temperatura de 25 °C y con un fotoperiodo de 16 h luz con 8 h de oscuridad.

Resultados
Germinacion

Se obtuvo un porcentaje de germinacion estadisticamente igual en los dos tratamientos evaluados 100% * 0
con la inoculaciéon de M. radiotolerans y 96.6% + 5.8 en las semillas testigo (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de M. radiotolerans sobre la germinacion de semillas de C. pepo. Las letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tukey p<0.05).

Cuantificacion del peso seco de las hojas.
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En cuanto al peso seco en gramos de la parte foliar de las plantulas se observé un mayor peso seco en las
plantas inoculadas con M. radiotolerans con 0.78 + 0.09 g en comparacion al tratamiento testigo con 0.71 +
0.09 g, sin embargo, tampoco se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos evaluados
que fueron inoculacién. Esto puede deberse al periodo tan corto de evaluacion sin embargo si existié una
tendencia al incremento en la produccién de biomasa por parte del tratamiento con M. radiotolerans, lo que
podria ayudar en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de M. radiotolerans sobre el peso seco de las hojas de C. pepo. Las letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tukey p<0.05).

Cuantificacion del peso seco de la raiz.

Por su parte el peso seco de la raiz tampoco mostro diferencias significativas con respecto a los dos
tratamientos evaluados que fueron inoculacion con M. radiotolerans 0.065 + 0.02 y el tratamiento testigo 0.058
+ 0.01 (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de M. radiotolerans sobre el peso seco de la raiz de plantas de C. pepo. Las letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tukey p<0.05).
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Supervivencia de plantulas Agave salmiana por aclimatacion ex vitro.

Por su parte se evalud el efecto de M. radiotolerans sobre el porcentaje de supervivencia de plantulas de A.
salmiana propagadas in vitro, las cuales se sometieron a un proceso de aclimatacién, trasplantandolas a
espuma fendlica. En este estudio se observé el mismo porcentaje de supervivencia tanto con M. radiotolerans
como con el tratamiento testigo se obtuvo 100% + 0, por lo que no existié diferencia significativa (Figura 5).
Sin embargo, cabe destacar que las plantulas inoculadas con M. radiotolerans visualmente se observaron
mas desarrolladas y mejor adaptadas al sustrato que el tratamiento testigo (Figura 6).

Supervivencia de Agave salmiana

100 - a a

90 -
80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10

m Methylobacterium
radiotolerans

m Testigo

Supervivencia (%)

Tratamiento

Figura 5. Efecto de M. radiotolerans sobre el porcentaje de supervivencia en plantulas de A. salmiana en aclimatacion

ex vitro. Las letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tukey
p<0.05).
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Figura 6. Aclimatacién de plantas ex vitro de A. salmiana.

Discusion
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En este estudio se observo una tendencia a generar una mayor biomasa tanto en las raices como en las
hojas de la calabaza criolla con la inoculacion de M. radiotolerans. Aunque los resultados no son significativos,
la calabaza al ser una variedad tradicionalmente cultivada en sistemas de policultivo, su respuesta podria
estar relacionada con una mayor eficiencia en la absorcion de nutrientes y una modulacién hormonal inducida
por la rizobacteria. En A. salmiana visualmente se observé una mejor adaptacion de las plantulas también
inoculadas con M. radiotolerans, como lo reportado por Arrobas et al. 2024 y Rodriguez et al. 2024, la mejor
adaptacion visual tras el trasplante podria indicar una interaccién simbiotica temprana que favorece la
resiliencia al estrés por manipulacion, como lo han sugerido estudios previos con M. symbioticum en especies
xerdfitas. Esta respuesta diferencial, aunque no significativa en las variables cuantificadas, abre la posibilidad
de explorar marcadores fisioldgicos mas sensibles o condiciones de estrés controlado para evaluar el
potencial bioestimulante de M. radiotolerans en cultivos nativos y estratégicos para la soberania alimentaria
y conservacion genética. En el caso de la Calabaza Criolla, también los resultados abren una ventana de
posibilidades para influir significativamente en cultivos que son trabajados en un contexto de
agroecosistemas, agricultura familiar y agroecologia.

Conclusion

El efecto de Methylobacterium como bacteria benefica para la germinacién y desarrollo de plantas no mostro
resultados significativos. No obstante, el potencial de investigacion a nivel de agroecosistemas, agroecologia
y biologia evolutiva puede resultar ser una herramienta util para la optimizacion de recursos en la produccién
de alimentos en el sector agricola.
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