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PALABRAS CLAVE Resumen Las cactaceas son la vegetacion caracteristica de las zonas aridas en México, donde
Inoculantes las lluvias son escasas, la evapotranspiracion es elevada y la fertilidad de los suelos es baja.
microbianos; Las plantas han desarrollado estrategias fisioldgicas como la asociacion con microorganismos en
Acido indolacético; la zona de la rizésfera para incrementar la captacion de nutrientes. En el presente trabajo se
Antesis; obtuvieron 4 aislados bacterianos de la rizoésfera de Mammillaria magnimammay Coryphantha
Coryphantha radians; radians, los que fueron nombrados como QAP3, QAP19, QAP22 y QAP24 e identificados genéti-
Zonas aridas camente como pertenecientes al género Bacillus. Estos aislados exhibieron in vitro propiedades

bioquimicas como solubilizacion de fosfatos, produccion de acido indolacético y actividad ACC
deaminasa, que se relacionan con la promocion del crecimiento de las plantas. Dicha promocion
fue ensayada inoculando semillas de M. magnimamma y evaluando luego algunos parametros.
Se encontro6 que todos los aislados incrementaron la germinacion desde un 17% hasta un 34,3%
(con respecto a las semillas testigo sin inocular); el aislado QAP24 fue el que presenté el mayor
efecto en este sentido y permitié la germinacion de todas las semillas viables (84,7%) 3 dias
antes que en el testigo. La inoculacion de este aislado en plantas de Mammillaria zeilmanniana
mostro un efecto positivo sobre la floracion: en 2 meses dentro del periodo de un ano se detecto
un incremento en el nimero de plantas en floracion con respecto a las plantas testigo, de hasta
el 31,0% en uno de ellos. Se concluye que los aislados de Bacillus spp. caracterizados poseen
potencial para ser empleados en programas de conservacion de especies vegetales de zonas
aridas.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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Bacillus isolates from rhizosphere of cacti improve germination and bloom in
Mammillaria spp. (Cactaceae)

Abstract Cacti are the most representative vegetation of arid zones in Mexico where rainfall
is scarce, evapotranspiration is high and soil fertility is low. Plants have developed physio-
logical strategies such as the association with microorganisms in the rhizosphere zone to
increase nutrient uptake. In the present work, four bacterial isolates from the rhizosphere of
Mammillaria magnimamma and Coryphantha radians were obtained and named as QAP3, QAP19,
QAP22 and QAP24, and were genetically identified as belonging to the genus Bacillus, exhibiting
in vitro biochemical properties such as phosphate solubilization, indoleacetic acid production
and ACC deaminase activity related to plant growth promotion, which was tested by inoculating
M. magnimamma seeds. It was found that all isolates increased germination from 17 to 34.3%
with respect to the uninoculated control seeds, being QAP24 the one having the greatest effect,
accomplishing the germination of viable seeds (84.7%) three days before the control seeds. Sub-
sequently, the inoculation of Mammillari zeilmanniana plants with this isolate showed a positive
effect on bloom, registering during two months from a one year period, an increase of up to
31.0% in the number of flowering plants compared to control plants. The characterized Bacillus
spp. isolates have potential to be used in conservation programs of plant species from arid
zones.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccion

La mayoria del territorio mexicano esta constituido por
zonas aridas y semiaridas, donde las lluvias son escasas
y la evapotranspiracion supera la precipitacion, con poca
cobertura vegetal y condiciones que favorecen la erosion del
suelo'’. La vegetacion caracteristica de estas zonas incluye
la familia de las cactaceas, de las cuales se han reportado
669 especies, 518 de estas son endémicas'’.

Los suelos en estos ecosistemas son poco fértiles debido
al bajo contenido de nitrogeno (N), fosforo (P) y mate-
ria organica, a menudo esto es un factor limitante para
el desarrollo de las plantas'?. En este aspecto, las comu-
nidades microbianas de la rizésfera desempefan un papel
fundamental, ya que algunas poblaciones pueden contri-
buir a la nutricion y el crecimiento de las plantas a través
de actividades bioquimicas como la fijacion bioldgica de
nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos y la produccion de
acido indolacético, una hormona que induce el crecimiento
de los pelos radicales'**’. Los microorganismos que pre-
sentan estos efectos sobre las plantas son definidos como
promotores del crecimiento vegetal'®; entre los géneros
bacterianos mas estudiados con esta actividad se encuentran
Azospirillum, Pseudomonas, Citrobacter y Bacillus. Algunas
cepas de estos microorganismos aisladas de la rizosfera de
cultivos de cereales y hortalizas ya han sido comercializadas.
Estos mismos géneros también han sido descritos como parte
del nicho ecologico de la rizosfera de diversas cactaceas,
entre ellas Mammillaria fraileana, Opuntia ficus indica,
Stenocereus pruinosus, Stenocereus stellatus, Ferocactus
acanthodes, Opuntia cholla y Pachycereus pringlei???434, A
la rizosfera de estas cactaceas se les reconoce su poten-
cial biotecnolégico como fuente de aislados microbianos,
los cuales podrian ser empleados en programas de refores-
tacion de zonas aridas o para la conservacion de plantas

endémicas que se ven amenazadas por actividades antropo-
génicas o por condiciones ambientales adversas, que afectan
su reproduccion’.

En la localidad La Cahada (municipio El marqués, estado
de Querétaro, México), un analisis floristico realizado por
Cabrera y Gomez'® indica que la familia de las cactaceas
es la segunda en nimero de especies y que en ella sobresa-
len los géneros Coryphanthay Mammillaria, cuyas rizdsferas
pueden ser fuente de aislados bacterianos con potencial
como promotores del crecimiento vegetal.

En el presente trabajo se aislaron y caracterizaron
bacterias de la rizésfera de las cactaceas Mammillaria
magnimamma Haw. y Coryphantha radians (DC.) Britton &
Rose, para evaluar luego su efecto sobre la germinacion de
semillas de M. magnimamma. El aislado mas promisorio fue
seleccionado para estudiar su impacto sobre el crecimiento
y la floracion de plantas de Mammillaria zeilmanniana Boed.

Materiales y métodos
Aislados bacterianos

Las cepas bacterianas empleadas en este trabajo fueron
obtenidas de la rizosfera de M. magnimamma y C. radians
(figura 1). Ambas cactaceas se encuentran creciendo en la
localidad de La Canada, perteneciente al municipio El Mar-
qués, en el estado de Querétaro. Este sitio se ubica a una
altitud promedio de 1820 msnm, entre las coordenadas 20°
36’a20° 38 Ny 100° 18 a 100° 20’ O. El clima predominante
es el semiseco templado, con una precipitacion media anual
de 450 a 800 mm'®. La vegetacion corresponde al matorral
crasicaule, con diferentes grados de conservacién®. Para
la obtencion del suelo, se muestreé 1kg de la zona de
la rizdésfera, separandola por frotacion manual en bolsas
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Figura 1
estudio.

estériles. El suelo obtenido fue secado a temperatura
ambiente y tamizado por una malla de 2mm. El método
empleado para el aislamiento de bacterias del suelo fue la
dilucion y siembra en placa, seleccionando por pasteuriza-
cion esporas bacterianas resistentes al calor (80°C, 10 min).
Esto Ultimo se realiz6 con la finalidad de obtener aisla-
dos que demuestren capacidad de sobrevivir a condiciones
extremas de desecacion y altas temperaturas?®. Después, las
colonias resultantes fueron sometidas a un segundo escru-
tinio, sembrandolas en placas con medio NBRIP-BPB?® para
seleccionar bacterias solubilizadoras de fosfatos. Se toma-
ron como positivos los aislados que produjeron un halo de
color amarillo alrededor de las colonias debido al cambio
de pH en el medio, que contenia azul de bromofenol como
indicador. Los aislados asi obtenidos fueron nombrados como
QAP3, QAP19, QAP22 y QAP24.

Material vegetal

Para los ensayos de germinacion, se recolectaron frutos de
M. magnimamma de la misma zona donde se obtuvo el suelo.
Las semillas fueron extraidas, lavadas y secadas a tempera-
tura ambiente. Para los ensayos de crecimiento y floracion,
se utilizaron 100 plantas de M. zeilmanniana de 1,7 ahos de
edad y un didametro de 2,72 (40,08) cm, provenientes del
vivero Typical Mexican Handmade S. A. de C.V., «Vivero de
plantas del desierto» (REG. SEMARNAT-UMA-INT-0043-GTO),
ubicado en Ledn, Guanajuato, México. Una vez recibidas, las
plantas fueron puestas en macetas cuadradas de 2 pulgadas
que contenian una mezcla de arena lavada (42,64%), turba
(42,64%), cal (0,77%) y humus (13,95%) como sustrato.

Actividades bioquimicas

Las caracteristicas bacterianas relacionadas con la promo-
cion del crecimiento vegetal fueron determinadas de la
siguiente manera. Para detectar la actividad aminociclopro-
pano (ACC) deaminasa, las bacterias fueron sembradas por
estriado en el medio minimo Dowkin y Foster (DF), que con-
tiene ACC como Unica fuente de nitrogeno. Aquellas que
presentaron crecimiento en este medio fueron considera-
das como positivas®®. La prueba de fijacién bioldgica de
nitrogeno (FBN) se realiz6 sembrando los aislados por pica-

Coryphantha radians (izquierda) y Mammillaria magnimamma (derecha) fuente de los aislados bacterianos de este

dura en medio semisolido nitrogen fixation biological (NFB),
carente de nitrogeno?’: el crecimiento bacteriano detectado
mediante la formacion de una pelicula subsuperficial des-
pués de 15 dias de incubacion a 30°C indica la habilidad de
los aislados para fijar nitrdgeno en condiciones microaerofi-
licas.

La prueba de produccion de sideroforos fue realizada
creciendo las bacterias en medio minimo liquido MM9 suple-
mentado con acido succinico, fructosa y triptofano (1,0;
5,0 y 1,0g/l, respectivamente)?® durante 5 dias, a 30°C.
Después, los sobrenadantes fueron recuperados por cen-
trifugacion vy filtrados usando una membrana Millipore de
0,22 um de diametro; la presencia de siderdforos fue detec-
tada mediante el reactivo de cromo azurol-S, se considerd
esta prueba como positiva si se registraba cambio de color
de azul a anaranjado. Como control positivo se utilizé una
solucion de mesilato de deferoxamina 1,43 mM.

La produccion de acido indol-3-acético (AlIA) e indo-
les relacionados fue determinada creciendo los aislados en
caldo nutritivo suplementado con triptofano (1g/l) durante
72h a 30°C. El sobrenadante fue recuperado por centrifuga-
cion y sujeto a extraccion fraccionada con acetato de etilo,
el que después fue evaporado, y el residuo resultante fue
resuspendido en metanol. El AIA y los indoles fueron cuan-
tificados por colorimetria con el reactivo de Salkowski?/,
midiendo a 530 nm en un espectrofotometro (Helios gamma,
Spectronic unicam).

Para evaluar la capacidad de solubilizar fosfatos de cal-
cio, los aislados fueron cultivados en el medio NBRIP?
durante 5 dias a 30°C con agitacion constante. Después,
los cultivos fueron centrifugados y el fosforo soluble fue
cuantificado en el sobrenadante con el método de azul de
molibdeno’.

Secuenciacion del gen 16S ARNr

La identificacion de los aislados fue realizada mediante la
amplificacion y secuenciacion de gen que codifica la subu-
nidad 16S del ARN ribosomal, empleando los oligos fD1
y rD1 y las condiciones propuestas por Weisburg et al.*'.
El producto resultante de ~1500 pb fue enviado para
secuenciacion al Centro de Biotecnologia de la UNAM.
Las secuencias obtenidas fueron comparadas con otras de
Bacillus reportadas como promotoras del crecimiento
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vegetal en la base de datos del National Center for Bio-
technology Information (NCBI), utilizando el programa Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El arbol filogené-
tico fue construido mediante el programa MEGA version 6.0
usando el método de Neighbor Joining y el modelo de Jukes-
Cantor con un bootstrap de 1000 réplicas®.

Preparacion de los in6culos

Para realizar los ensayos de promocion de la germinacion
y el crecimiento vegetal, se prepararon inoculos creciendo
los aislados en 100ml de caldo nutritivo durante 24h a
30°C, con agitacion constante a 180 rpm. Después, los cul-
tivos se centrifugaron a 1459 x g 15 min. La pastilla celular
resultante fue lavada con solucion salina (NaCl 0,8%) y resus-
pendida en 5ml para realizar el recuento en la camara de
Neubauer, la densidad celular final fue ajustada a 107 célu-
las/ml para los ensayos de inoculacion.

Inoculacion de semillas de M. magnimamma

En el ensayo de promocién de la germinacién, 6 lotes
de 50 semillas de M. magnimamma fueron inoculados por
inmersion en 5 ml de suspension bacteriana (107 células/ml)
con agitacién constante durante una hora. Las semillas
luego fueron sembradas en charolas con papel de filtro
himedo como sustrato e incubadas en una camara de
crecimiento a 23 +£5°C. La germinacion fue registrada dia-
riamente durante 14 dias, considerando germinadas las
semillas cuando presentaron emergencia de la radicula.

La viabilidad de las semillas fue determinada por el
método bioquimico del tetrazolio: se sumergieron 3 lotes
de 50 semillas en agua estéril durante 48 h. Después, estas
fueron recuperadas y cortadas con un bisturi y sumergidas
de nuevo en una solucion de tetrazolio al 1% durante 2 h. Las
semillas consideradas como viables presentaron una colora-
cion rosada-rojiza, producto de la reduccién del tetrazolio

a formazan por la actividad de las enzimas deshidrogenasas
involucradas en la respiracion celular®.

Inoculacion de M. zeilmanniana

El ensayo de promocion del crecimiento de plantas de M.
zeilmanniana en condiciones de vivero se inici6 el 16 de
marzo del 2012, inoculando la raiz de 50 plantas con 5ml de
una suspension bacteriana de la cepa QAP24, que contenia
107 células/ml. Se efectuaron posteriores inoculaciones a los
75, 135, 150 y 235 dias, conservando 50 plantas sin inocular
como testigo. La humedad fue mantenida mediante riegos
manuales a capacidad de campo, semanalmente en época
de calor y espaciandolos en época de frio; la temperatura
media mensual fluctué entre los 16,5 y los 23,5°C, como
se muestra en la tabla 1. El didmetro de cada planta fue
registrado al inicio y al final del experimento, que durd un
aho, contabilizando ademas, semanalmente, el niUmero de
plantas en floracion y el nimero de flores por planta.

Analisis de datos

Los ensayos de germinacion y promocion del crecimiento
fueron realizados con un disefio experimental completa-
mente aleatorizado, donde cada tratamiento consistio en
la inoculacion de cada cepa y el testigo sin inocular. La uni-
dad experimental estuvo constituida por 50 semillas y 10
plantas, con 6 y 5 repeticiones, respectivamente. Los ensa-
yos bioquimicos fueron realizados por triplicado y los datos
obtenidos fueron sujetos a analisis de varianza y prueba de
medias (p<0,05)"".

Numeros de acceso

Las secuencias de los genes 16S ARN ribosomales de los ais-
lados bacterianos fueron depositadas en el banco de datos
del NCBI con los siguientes nimeros de acceso: KF419127

Tabla 1 Efecto de la inoculacion de QAP24 sobre la floracion de M. zeilmanniana
Fecha % de plantas en floracion NUmero de flores por planta Temp. media mensual
Ano Mes Testigo QAP24 Testigo QAP24 T°C
2012 Marzo 2,0 (+4,47)a? 0,0 (+0,0)a 0,20 (+0,44)a 0,0 (+0,0)a 20,5
Abril 8,5 (+8,58)a 4,0 (+8,94)a 1,10 (£1,43)a 0,50 (+1,11)a 21,5
Mayo 12,0 (£13,0)a 6,0 (£5,47)a 1,6 (£2,34)a 1,20 (£1,30)a 23,5
Junio 2,0 (+4,47)a 8,0 (£10,9)a 0,2 (+£0,44)a 0,50 (+0,70)a 22,5
Julio 23,0 (£8,37)b 54,0 (+18,2)a 4, 3(+4,16)a 4,77 (£1,64)a 21,5
Agosto 75,5 (£10,7)a 86,0 (+11,4)a 7,19 (£2,17)a 8,15 (+1,81)a 21,5
Septiembre 69,5 (+18,1)a 76,0 (£19.5)a 5,30 (£1,55)a 6,34 (+1,26)a 21,0
Octubre 48,5 (+13,6)a 64,0 (+=13,4)a 6,14 (£+3,08)a 6,92 (+1,96)a 20,5
Noviembre 28,9 (+£16,9)a 48,0 (+8,36)a 4,69 (+£2,12)a 5,28 (+1,10)a 17,5
Diciembre 18,9 (+10,3)b 34,0 (+8,94)a 3,33 (£1,24)a 3,10 (£0,94)a 16,5
2013 Enero 35,7 (+9,20)a 46,0 (£13,4)a 4,89 (£0,67)a 4,28 (+1,93)a 16,9
Febrero 94,0 (+5,47)a 96,0 (+8,94)a 8,73 (+1,84)a 10,17 (£2,39)a 19,1
Marzo 96,0 (+5,47)a 96,0 (+8,94)a 5,81 (£1,04)a 6,13 (+0,38)a 18,5

Los porcentajes fueron transformados a grados angulares para el analisis estadistico.

@ Medias con letras diferentes dentro de cada hilera son estadisticamente diferentes (p <0,05).
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Bacillus amyloliquefaciens Bac8M7(1) (FJ889052)
94 | Bacillus amyloliquefaciens Bac17M13 (FJ889053)
Bacillus amyloliquefaciens Bac17M9 (FJ889054)
Bacillus amyloliquefaciens BacNe2d (FJ889055)
Bacillus sp. Bac17M11 (FJ889056)

Bacillus subtilis P-20 (JQ936333)

Brevibacterium halotolerans SdVI (JQ936334)

B. pumilus ES4 (FJ032017)
100 I B. pumilus R1ZO1 (FJ032016)

100 —— Bacillus simplex TY11McR (HQ406768)

78

[ Bacillus simplex TY180pD (HQ406767)
Bacillus drentensis TY22SsD (HQ406769)

100 [ Bacillus megaterium QAP3 (KF419127)

100

Bacillus megaterium |IAM 13418 QAP22 (KJ569088)

Bacillus megaterium QAP19 (KF419129)
o Bacillus flexus IFO15715 QAP24 (KJ569089)
Bacillus megaterium XTBG34 (FJ620896)

0,005

Figura2 Arbol filogenético construido con las secuencias del gen 165 ARNr de los aislados bacterianos de este estudio y de cepas
de Bacillus reportadas como promotoras del crecimiento vegetal.

(QAP3), KF419129 (QAP19), KJ569088 (QAP22) y KJ569089
(QAP24).

Resultados
Obtencion e identificaciéon de aislados rizosféricos

En el aislamiento y el escrutinio de bacterias de la rizosfera
de M. magnimamma y C. radians se obtuvieron 4 aislados
bacilares gram positivos, con morfologia colonial caracteris-
tica del género Bacillus, los cuales fueron nombrados como
QAP3 (el proveniente de M. magnimamma) y como QAP19,
QAP22 y QAP24 (los provenientes de C. radians).

La identificacion genética por secuenciacion del gen
16S ARNr confirmé que los aislados pertenecian al género
Bacillus y que estaban estrechamente relacionados con las
especies Bacillus megaterium y Bacillus flexus, con una
similitud del 96 al 99%. En el dendrograma (figura 2) se
observa que los aislados QAP3, QAP19 y QAP22 muestran
alta similitud con B. megaterium; sin embargo, QAP3 se
encuentra ligeramente separado en otro clado filogenético,

probablemente porque fue aislado de la rizésfera de M. mag-
nimamma, dicho aislado se correlaciona con QAP24, que
muestra similitud con B. flexus y se encuentra agrupado con
los aislados provenientes de C. radians.

Actividades promotoras del crecimiento vegetal

Los resultados de los ensayos bioquimicos muestran que los
aislados poseen potencial para la promocion del crecimiento
de plantas (tabla 2). El crecimiento de todos los aislados en
medio DF indica que poseen actividad enzimatica ACC dea-
minasa, la cual se encuentra relacionada con la disminucion
en la concentracion del etileno, hormona que es producida
por las plantas como respuesta a condiciones de estrés bio-
tico y abiotico, y que en altas concentraciones inhibe el
crecimiento y el desarrollo'®.

El ensayo de crecimiento en medio carente de nitréogeno
solo fue positivo para el aislado QAP22, los microorganismos
que crecen en este medio son presuntamente fijadores el
nitrogeno (diazotrofos). Esta actividad es llevada a cabo por
la enzima nitrogenasa, la cual puede ser confirmada por el

Tabla 2 Propiedades bioquimicas de los aislados bacterianos relacionadas con la promocion del crecimiento vegetal

Ensayo bioquimico QAP3 QAP19 QAP22 QAP24
Actividad ACC deaminasa ++ + + +

Crecimiento en medio NFB - - ++ -

Produccion de siderofos - = - -

Produccion de AIA e indoles 11,4 (£ 1,12) b? 7,1 (£0,04) c 6,3 (£ 0,04) c 26,1 (£2,39) a

Solubilizacion de fosfatos 26,0 (+ 3,84) c

134,6 (+ 20,4) a

75,9 (= 4,83) b 32,7 (£3,34) c

Los valores son el promedio de 3 repeticiones independientes, en mg/l. Se indica entre paréntesis el error estandar de cada valor.
@ Medias seguidas de letras diferentes dentro de cada fila son estadisticamente diferentes (p <0,05).
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Tabla 3 Porcentaje de germinacion acumulado de semillas de M. magnimamma inoculadas con cepas de Bacillus
Dia Testigo QAP3 QAP19 QAP22 QAP24
3 1,0 (= 1,09)a? 1,0 (£ 1,67)a 1,0 (= 1,67)a 1,3 (= 1,03)a 1,3 (= 1,63)a
4 4,3 (+ 4,08)a 5,7 (£ 4,45)a 7,0 (£ 2,09)a 9,0 (£ 4,33)a 6,0 (+ 2,82)a
5 17,0 (£ 12,9)b 33,7 (£ 9,24)ab 31,3 (£ 12,4)ab 39,7 (£ 16,7)a 35,0 (£ 9,44)ab
6 21,0 (= 15,3)b 47,7 (£ 12,6)a 41,3 (£ 18,1)ab 48,0 (£ 12,8)a 48,7 (£ 12,4)a
7 33,0 (= 17,0)b 62,0 (& 20,2)a 55,3 (£ 15,6)ab 62,3 (& 6,50)a 67,3 (+ 15,5)a
8 56,0 (£ 7,15)b 77,3 (£ 8,73)a 73,0 (£ 8,07)a 74,3 (& 4,96)a 78,7 (= 7,86)a
9 63,0 (= 11,9)b 83,3 (+ 6,41)a 77,7 (= 7,31)ab 80.3 (+5,12)a 81,0 (+ 8,46)a
11 75,0 (+ 5,89)b 83,3 (& 6,41)ab 81,0 (& 6,16)ab 81,3 (& 5,01)ab 84,7 (+ 3,01)a
12 77,0 (& 4,52)a 83,3 (£ 6,41)a 83,3 (£ 5,16)a 82,3 (+5,12)a 85,3 (& 3,01)a
13 81,0 (+ 5,17)a 85,3 (+ 6,41)a 84,0 (+ 4,56)a 83,0 (+ 5,76)a 87,3 (+ 2,07)a
14 82,3 (+ 5,42)a 85,7 (& 6,38)a 86,3 (& 6,12)a 84,0 (& 5,06)a 88,7 (+ 3,50)a

Los valores son el promedio del porcentaje de germinacion, los que fueron transformados a grados angulares para el analisis estadistico.

Se indica entre paréntesis el error estandar de cada valor.

@ Medias con letras diferentes dentro de cada fila son estadisticamente diferentes (p <0,05).
Los autores del presente articulo manifiestan no tener ningln conflicto de intereses.

ensayo de reduccion del acetileno. La produccion de AlA e
indoles fue registrada en todos los aislados, en un rango de
6,3 a26,1mg/l, el aislado QAP24 fue el que mostré la mayor
produccion.

Finalmente, la actividad de solubilizacion de fosfatos,
que fue empleada para el escrutinio de las cepas, dio valo-
res de 26,0 a 134,6 mg/l de fosforo soluble en el medio.
Esta actividad, dependiente de la produccion microbiana de
acidos organicos, disminuye el pH haciendo soluble el fos-
fato tricalcico [Ca3(PO4),]. El fosfato de aluminio (AIPO,4) y
el férrico (FePO4) también han sido empleados como fuente
de fosforo para el aislamiento de bacterias solubilizadoras,
inclusive han permitido seleccionar aislados con mayor acti-
vidad, por lo que se sugiere el uso de mas de una fuente de
fosfatos para el aislamiento y la caracterizacion de bacterias
con esta actividad®.

Efecto sobre la germinacion de semillas de M.
magnimamma

Para determinar el efecto de las cepas de Bacillus sobre
la germinacion de semillas de cactaceas, fue seleccionada
M. magnimamma como planta modelo. Se encontro que la
inoculacion de semillas promovio la germinacion, como se
puede ver en la tabla 3. En el 5.° dia, el aislado QAP22
incrementd el porcentaje de germinacién en un 22,7% con
respecto al testigo, mientras que los aislados QAP3 y QAP24
mostraron efecto a partir del 6° dia, con aumentos de la
germinacion en un 26,7 y un 27,7%, respectivamente. En
general, el aislado QAP24 fue el que demostr6é el mayor
efecto entre el dia 6 y el 11, con porcentajes de incremento
de hasta el 34,3% con respecto al testigo, seguido por los ais-
lamientos QAP22, QAP3 y QAP19, con incrementos del 29,3,
el 29,0 y el 22,3%, respectivamente. La viabilidad de las
semillas de acuerdo con el ensayo bioquimico del tetrazo-
lio fue del 84,7 & 4,2%; este porcentaje de germinacion fue
alcanzado en el dia 11 con la inoculacion de QAP24, 3 dias
antes que en el testigo sin inocular (tabla 3).

Cabe resaltar que aunque las cepas QAP19, QAP22 y
QAP24 fueron aisladas de C. radians, también tuvieron

efectos beneficiosos sobre la germinacion de semillas de M.
magnimamma, estos fueron similares a los observados tras
la inoculacion con QAP3, el cual forma parte del microbioma
de la rizosfera de dicha especie vegetal; esto da cuenta de la
versatilidad de estos aislados para ejercer efecto promotor
del crecimiento en plantas distintas a su hospedero.

Efecto sobre la floracion de M. zeilmanniana

Para evaluar el efecto promotor del crecimiento en cacta-
ceas, plantas de M. zeilmanniana fueron inoculadas con la
cepa QAP24, que es la que mostro el mayor efecto en el
ensayo de germinacion. Se detectd un efecto positivo sobre
la floracion, con un incremento en el porcentaje de plantas
con flor con respecto al testigo durante los meses de julio
y diciembre del 31,0 y el 15,1%, respectivamente (tabla 1).
Esto ocurrio a pesar de que las plantas testigo iniciaron la
floracion 2 semanas después de haber establecido el ensayo,
mientras que las plantas inoculadas con el aislado QAP24 la
iniciaron 4 semanas después.

Durante el ensayo, que durd un afo, se registraron 2
maximos de floracion en M. zeilmanniana: uno en agosto del
2012 y otro en marzo del 2013, y aunque el aislado QAP24
incremento el porcentaje de plantas en floracion, el nimero
de flores en antesis por planta se mantuvo sin diferencias
entre el tratamiento y el testigo (tabla 1). Tampoco se obser-
varon diferencias en el crecimiento radial por la inoculacion,
ambos grupos presentaron un incremento promedio del 52%
+2,02.

Discusion

La microbiota del suelo es esencial para el mantenimiento de
los ecosistemas desérticos, donde los microorganismos esta-
blecen relaciones beneficiosas con las plantas a través de la
rizosfera, contribuyendo a la sobrevivencia, la nutricion y
el crecimiento de las especies vegetales en estos ambientes
adversos?'-*,

Se ha descrito que la composicion de los exudados que
producen las raices varia en cada especie; junto con el tipo
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de suelo, estos factores determinan la composicion de las
comunidades microbianas de la rizosfera. Dentro de aque-
llas, las poblaciones bacterianas de Bacillus aparecen como
ubicuas.

Bashan y de-Bashan® reportan los géneros bacterianos
Bacillus y Pseudomonas como dominantes de la rizos-
fera en 4 especies de cactaceas (P. pringlei, Stenocereus
thurberi, M. fraileana y O. cholla), en 2 arboles (Ficus
palmeriy Pachycormus discolor Benth. Coville) y como endé-
fitos en plantulas del cardén gigante P. pringlei (S. Watson)
Britton & Rose. Posteriormente, Aguirre et al.' analizaron
la diversidad microbiana de la rizosfera de Mammillaria
carnea Zucc. ex Pfeiff., Opuntia pilifera F.A.C. Weber y
S. stellatus (Pfeiff.) Riccob., empleando herramientas mole-
culares basadas en la amplificacion del gen 16S del ARNr
y la separacion por electroforesis en geles desnaturali-
zantes. De esa manera, encontraron que la composicion
de las comunidades bacterianas es diferente entre estas
cactaceas, pero comparten el género Bacillus. En nuestro
estudio, el aislamiento de cepas de Bacillus provenientes
de M. magnimamma y C. radians refuerza el concepto de
que este género bacteriano integra la comunidad micro-
biana de la rizosfera de las cactaceas que crecen en zonas
aridas.

La reproduccion de cactaceas se lleva a cabo de forma
vegetativa y por semilla, esta Ultima es de suma importancia
para el mantenimiento de la diversidad genética?. La ger-
minacion de las semillas depende de condiciones especificas
de humedad, luz y temperatura para romper la latencia.
Tal es el caso de M. magnimamma, cuyas semillas son foto-
blasticas, ya que responden positivamente a fotoperiodos de
12:12 (horas luz:horas oscuridad) y germinan en un amplio
rango de temperaturas (de 15 a 25°C), manteniendo altos
porcentajes de viabilidad (83%) hasta después de un afo”’.

En el presente estudio se encontré que la inoculacion
de semillas de M. magnimamma con aislados de Bacillus
rizosféricos de cactaceas increment6 la germinacion hasta
un 34,3% en algin momento del ensayo. El aislamiento de
Bacillus QAP24 fue el que present6 la mayor induccion y
permitid lograr en menor tiempo la mayor tasa de germina-
cion, con un porcentaje de viabilidad similar al reportado
por Ruedas et al.?.

En afos recientes se ha incrementado el nimero de
reportes sobre aislados rizosféricos que son empleados para
inducir la germinacion de semillas y mejorar la produccion
de cereales y hortalizas'>'®, pero la informacion al respecto
en cactaceas es minima.

Puente y Bashan?®? utilizaron Azospirillum brasilense Sp
245 proveniente de la rizosfera de trigo para inducir la
germinacion de semillas de cardon gigante (P. pringlei) y
obtuvieron incrementos de hasta el 25%. Este efecto es
atribuido a la produccion microbiana de AIA mas que a la
fijacion bioldgica de nitrégeno. EL AIA es una fitohormona
que pertenece el grupo de las auxinas, su efecto promo-
tor sobre la germinacion in vitro de diferentes semillas
de especies de cactaceas ha sido documentado??®. En el
ensayo de produccion in vitro de AlA e indoles, se detectd
en el sobrenadante del aislado QAP24 la mayor cantidad
de estos metabolitos con respecto a los demas aislados;
esta propiedad bioquimica podria estar relacionada con
la induccion de la germinacion de semillas de M. magni-
mamma.

Después de la germinacion, toda plantula comienza el
desarrollo vegetativo hasta la floracion, etapa considerada
como crucial para el inicio de la reproduccion sexual. Aun-
que la floracion depende de la interaccion de factores
intrinsecos como el estado de desarrollo de la planta y del
estatus nutricional, asi como de factores ambientales (foto-
periodo, temperatura, humedad), cada factor puede incidir
cambiando el umbral de otro; algunas plantas pueden usar
esto a su favor cuando un factor es critico en su ambiente®.
Bowers’ registrd durante 2 anos la fenologia de Mammillaria
grahamii Engelm en el desierto de Sonora y encontré hasta
4 periodos de floracion cada afio, los cuales estuvieron alta-
mente correlacionados (r=0,94; p<0,05) con la presencia
de lluvias una semana antes.

Pimienta et al.?? reportan que el agua disponible des-
pués de la precipitacion promueve el crecimiento de los
pelos radicales y la colonizacion microbiana de la rizosfera
de Stenocereus queretaroensis (F.A.C. Weber) Buxb. Asi se
incrementa la absorcion de nutrientes por la planta, lo que
resulta en un mayor desarrollo vegetativo, en un incremento
en el peso del fruto y en una mayor germinacion de las semi-
llas obtenidas de estos frutos. En el ensayo de inoculacion en
M. zeilmanniana, las plantas presentaron floracion durante
casi todo el ano y, aunque el nimero de flores por planta
no se incrementd con la inoculacion de Bacillus QAP24,
en los meses julio y diciembre se registré6 un aumento del
31,0% y el 15,1%, respectivamente, en el nimero de plantas
en floracion. Esta induccion pudo deberse a la produccion
microbiana de AlA. Se ha informado un incremento en la con-
centracion de esta hormona medida por inmunodeteccion
en las etapas iniciales de floracion en Opuntia stenopetala
Engelm?'.

El potencial biotecnolégico de bacterias en la produc-
cion de flor de corte ha sido documentado por Arriaga
etal.?, quienes, después de inocular bulbos de Lilium sp. con
Bacillus subtilis Beb-13, redujeron el tiempo hasta el inicio
de la floracion. Estos autores atribuyeron este efecto a la
produccion de AlA y a la actividad ACC deaminasa, propie-
dades bioquimicas también detectadas en Bacillus QAP24 en
el presente estudio.

Los resultados expuestos confirman que la rizosfera de
cactaceas contiene grupos microbianos que pueden ser
empleados en programas de reproduccion de cactaceas.
Esto se suma a lo observado en reportes previos, que
también describen el aislamiento de microorganismos con
efecto promotor del crecimiento de cultivos agronémi-
cos como frijol" y maiz?°, y de agentes de control de
fitopatogenos”.

Conclusiones

La rizésfera de las cactaceas M. magnimamma y C. radians
poseen poblaciones microbianas del género Bacillus con
actividades bioguimicas promotoras del crecimiento vege-
tal, que pueden incrementar la germinacion de semillas
de cactaceas como M. magnimamma y la floracion en
M. zeilmanniana. Estos aislados podrian emplearse como
herramientas biotecnologicas para programas de reproduc-
cion de especies de cactaceas con fines ornamentales o de
aquellas cuya extincion se desea evitar.
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