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ISOLATION OF PLANT GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA OF GUAVA
PLANTS (Psidium guajava)
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RESUMEN

La produccion de guayaba para el 2008 en el estado de Guanajuato fue de 177 Ha de superficie sembrada e igual nimero
de superficie cosechada, produccién en 1,130.80 Ton. En las practicas agricolas tradicionales se ha hecho un uso excesivo
de fertilizantes minerales, los que, si bien es cierto, garantizan una buena produccién son costosos y llegan a causar
desequilibrios en los agroecosistemas por la contaminacion del suelo, agua, y de los alimentos. En este trabajo se evalué el
efecto de cepas de Bacillus subtilis como promotora de crecimiento de plantas en plantas de guayaba en condiciones de
invernadero. Se utilizaron tres cepas, se inocularon en maceta con la planta de guayaba. Se midié la altura, nimero de
ramas y hojas. De 2 huertos de guayaba se tomaron muestras de suelo para el aislamiento y caracterizacion de
rizobacterias. Se utiliz6 un medio selectivo con 1- acido carboxilico, -1- aminociclopropano y se seleccionaron las
bacterias con la actividad de ACC desaminasa. A los aislados se les determino resistencia a antibidticos, confrontacion
con hongos fitopatdgenos, pruebas de crecimiento de plantas in vitro y perfiles metab6licos BIOLOG. Se encontraron 30
de aislados con actividades ACC, 7 tienen efecto de control biol6gico y 5 presentaron efecto en el desarrollo de la raiz in
vitro. El uso rizobacterias promotoras de crecimiento son una excelente alternativa de mejora de la produccion de
guayabas, cultivo del que se conoce muy poco de las microflora asociada a su rizosfera y del papel ecoldgico que tienen
en suelo.

Palabras clave: Frutales, Rizosfera, Psidium guajava

SUMMARY

Guava production for 2008 in the state of Guanajuato was 177 ha in area planted and the same number of area harvested,
production in 1,130.80 Ton. In traditional farming practices have made excessive use of mineral fertilizers, which, if it is
true, ensure a good production are expensive and come to cause imbalances in agroecosystems by contamination of soil,
water, and food. In this work we evaluated the effect of Bacillus subtilis strains as plant growth promoter rhizobacteria in
guava plants under greenhouse conditions. We used three strains were inoculated potted plant with guava. We measured
the height, number of branches and leaves. Guava orchards of 2 then display of soil were taken for the isolation and
characterization of rhizobacteria. Selective medium was used with 1 - carboxylic acid, -1 - aminocyclopropane and
selecting bacteria with ACC desaminase activity. For the isolates were determined antibiotic resistance, confrontation with
fungal pathogens, plant growth tests in vitro and BIOLOG metabolic profiles. We found 30 isolates with ACC activities, 7
have the effect of biological control and 5 had effect on root development in vitro. The use of growth promoting
rhizobacteria are an excellent alternative for improving the production of guavas, growing very little is known of the
microflora associated with the rhizosphere and the ecological role they have in the ground.
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INTRODUCCION

La guayaba (Psidium guajava) es un &rbol frutal cultivado en las regiones tropicales de América,
Asia y Oceania, cuyos frutos son consumidos por su agradable sabor y valor alimenticio, aportando
nutrimentos tales como flavonoides, carotenoides, vitaminas A, B y C, terpenoides, compuestos
volatiles y fibra, los cuales son importantes para la dieta humana gracias a sus propiedades como
antioxidantes, antidiarreicos, antimicrobianos, entre otras (Vargas-Alvarez, 2006). En México, la
guayaba se cultiva en huertos en una superficie mayor a 22,000 hectareas, distribuidas en los
estados productores: Michoacan, Aguascalientes, Zacatecas, Estado de México, Querétaro,
Guerrero, Jalisco, Nayarit, Tabasco, Durango, Guanajuato, Colima, Puebla, Veracruz, Chiapas,
Querétaro, Hidalgo, Sinaloa, Morelos y Baja California Sur, los cuales en conjunto generan 48,800
empleos directos, una produccion de 225,000 toneladas anuales con un costo aproximado de 830
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millones de pesos, constituyendo una de las actividades econdmicas importantes del pais
(SAGARPA, 2011). La demanda del fruto fresco es en mayor proporcién en las centrales de
abastos, supermercados y establecimientos de las principales ciudades del pais: Meéxico,
Guadalajara, Monterrey, Tijuana, Mexicali y la zona de La Laguna, en el Estado de Coahuila
(INIFAP, 2008). Ademas la industria alimentaria, demanda frutos de calidad para la elaboracion de
jugos, néctar, ates, mermeladas, entre otros productos para el consumo nacional (SAGARPA,
2011).

En el estado de Guanajuato la produccién anual de guayaba es de 1,131 toneladas, cantidad
representativa a nivel nacional que lo ubica entre los 10 estados con mayor produccion
(SAGARPA, 2008). Dentro del estado, el municipio de Salvatierra cuenta con las condiciones
climaticas y de suelos adecuados para el desarrollo de diferentes variedades de guayaba, los cuales
durante mucho tiempo han sido utilizados en la elaboracion de dulces y conservas para sustento
econémico de los pobladores. Sin embargo en los Ultimos afios la produccion de guayaba ha
disminuido drasticamente por diversos factores tales como las sequias, mala calidad del agua de
riego, los altos costos de servicio de agua, las enfermedades y plagas que merman la calidad del
fruto (Reyes-Barrera et al., 2011). Dada esta problematica es necesario establecer estrategias
biotecnoldgicas que permitan mejorar la calidad y apariencia del fruto para hacerlo mas atractivo al
consumidor e incrementar la demanda del producto.

En el suelo existe gran diversidad de microorganismos benéficos para el desarrollo y produccion de
las plantas, entre los que se encuentran las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas
PGPR por su acronico en inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria” (Kloepper et al., 1978;
Glick, 1995; Glick, 1999); las cuales constituyen excelentes alternativas biotecnol6gicas para
mejorar el rendimiento de cultivos de importancia agronémica. Las PGPR ejercen efectos benéficos
en las plantas a través mecanismos directos e indirectos para la promocion del crecimiento vegetal.
La promocidn directa ocurre cuando las bacterias sintetizan metabolitos que facilita a las plantas, la
toma de ciertos nutrimentos a partir del ambiente (Glick, 1995; Glick, 1999; Jiménez-Delgadillo,
2004); mientras que el mecanismo indirecto se lleva a cabo cuando las PGPR disminuyen o
previenen el efecto deletéreo de fitopatdgenos mediante control biolégico (Glick, 1995; Glick,
1999). Las PGPR has sido ampliamente utilizadas en algunos cultivos de importancia agricola
donde se ha demostrado que incrementan el rendimiento y la calidad de frutos (Pulido et al., 2003);
asi como la vida de anaquel como en el caso del tomate (Mena-Violante, 2007). Sin embargo, en el
caso de arboles frutales las PGPR han sido poco estudiadas; en lo que respecta a arboles de guayaba
se desconoce la diversidad de bacterias rizosféricas y sus efectos promotores del crecimiento
(Ramirez et al., 2003). Por lo que en este trabajo se propuso el aislamiento y caracterizacion de la
diversidad microbiana asociada al cultivo de guayaba con el fin de seleccionar una cepa que sea
factible para aplicacion como un biofertilizante.

MATERIALES Y METODOS

Experimento en invernadero con cepas de Bacillus subtilis.

Se utilizaron tres cepas de Bacillus subtilis denominadas DN, MZ y BH del laboratorio de
Bioquimica Ecoldgica a cargo del Dr. Victor Olalde Portugal del CINVESTAV-IPN Unidad
Irapuato. Se inocularon las plantas de guayaba (diez macetas por cepa) con cada y un control solo
con riego por 7 meses con dos inoculaciones durante ese periodo. Se evaluaron la altura, nimero de
ramas Yy de hojas de cada planta de guayaba.

Muestreo de suelo de huertos de Guayaba.

Se seleccionaron dos huertos de guayaba ubicados en el municipio de Salvatierra Guanajuato, de los
cuales se tomaron muestras de suelo de la rizésfera de cinco puntos en cada huerto. Las muestras de
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suelo se almacenaron en bolsas de plastico y se guardaron a 4 °C hasta su andlisis. El muestreo se
realizé en el mes de mayo 2011, correspondiente a la temporada de sequia.

Aislamiento y caracterizacion de rizobacterias con actividad de ACC desaminasa.

Las muestras de suelo se utilizaron para aislar rizobacterias en medio selectivo para actividad de la
enzima ACC (1- &acido carboxilico, -1- aminociclopropano) desaminasa. El medio de cultivo
contiene por litro 4 g KH,PO,4, 6 g NaHPO,, 0.2 g MgSO,, 1 mg FeSO,, 10 tBOK 10 g
MnSQy, 50 B1§0CuSO  E1gMA@ZnSQ,, glucosa 0.2%, ac. gluconico 0.2%, ac. citrico
0.2%, agar bacteriologico al 2% y 1- acido carboxilico, -1- aminociclopropano (SIGMA) esteéril de
3mM como Unica fuente de nitrogeno (Penrose y Glick, 2003). Se determinaron las unidades
formadoras de colonias (UFC) de las diferentes muestras de suelo en una dilucién 1:100 utilizando

el equipo Automated Spiral Plater 4000. A los aislados obtenidos se les realizd la tincion de Gram y

se prosiguio con su caracterizacion.

Resistencia a antibioticos.

Los aislados de las rizobacterias se crecieron en agar nutritivo y se colocaron multidiscos
combinados BIO-RAD. Las placas se incubaron a 28 °C por 24 h; transcurrido el periodo de
incubacion se determind la sensibilidad a los antibi6ticos midiendo el diametro del halo de
inhibicion.

Perfiles metabdlicos.

Se utilizaron microplacas BIOLOG que contienen 95 fuentes de carbono distintas, las placas GN2
se utilizaron para la caracterizacién de los aislados Gram negativos, mientras que las GP2 para los
aislados Gram positivos. Los aislados seleccionados se cultivaron en el medio BUG por 24 h a 28°C
de la compafiia BIOLOG. Se prepararon 20 ml de solucion de NaCl al 0.85% estéril, se tomd
muestra de la cepa inoculada en el medio BUG en NaCl hasta una transmitancia de 52% GN y 20-
30% GP £3 %, se inocularon en las microplacas BIOLOG Gram positivas 0 Gram negativas segun
el aislado, de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las microplacas se incubaron a 28°C y
se les tomd lectura de absorbancia a las 24 h con el lector de microplacas Biolog y el software
ML3420, para determinar los perfiles metabolicos y la identificacion de la cepa.

Efecto de antibiosis de las rizobacterias contra hongos fitopatégenos.

Se seleccionaron algunos aislados de rizobacterias y se confrontaron contra diversos hongos
fitopatégenos: Sclerotium sp, CPH8 Alternaria sp, Fusarium sp, Rhizoctonia sp CPH1 del chile
poblano, Bipolaris sp y Colletotrichum sp IR-MZ-LR del cepario del Laboratorio de Bioquimica
Ecologica del Cinvestav-IPN Unidad Irapuato. Las pruebas de antibiosis se realizaron en medio
PDA a 28°C por 24 h.

Efecto de germinacién y promocién de crecimiento de las rizobacterias en plantas.

Para la evaluacién del efecto en la germinacién; los aislados seleccionados se inocularon en 25 ml
de extracto de papa, se agregaron 15 semillas de pepino al cultivo y se agitaron por 20 min, como
control un grupo de semillas se agitaron en caldo estéril sin in6culo. Las semillas se colocaron en
cajas Petri con papel himedo estéril, se incubaron a 28°C por 20 h y se calculd el % de
germinacion. Para evaluar el efecto promotor de crecimiento, se utilizaron semillas de Arabidopsis
thaliana en medio de Murashige-Skoog al 20% suplementado con sacarosa al 1% y agar al 1%, se
colocaron semillas en placas con el medio e incubaron en cdmara de crecimiento a 24°C con un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad por 10 dias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las cepas de Bacillus subtilis tuvieron un mayor crecimiento con respecto al control, pero las
cepas DN y MZ tuvieron mas del doble, como se indica Figura 1.
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Figura 1. Efecto de cepas de Bacillus subtilis DN, MZ y BH sobre el desarrollo de plantas de guayaba en
altura, nimero de ramas y hojas. Las barra indica el error experimental.

En el numero de ramas, la cepas de Bacillus subtilis no mostraron diferencia significativa con el
control a excepcién de la cepa MZ tuvo el menor nimero de ramas como se indica figura 2. Con
respecto al nimero de hojas, la cepa DN y el Control tuvieron los mismos resultados figura 3.

Del suelo de los huertos de guayaba muestreados se obtuvieron 30 aislados con actividad de ACC
desaminasa, los cuales se caracterizaron por tincién de gram, se encontrd que 20 aislados fueron
gram positivos y 10 aislados fueron gram negativos. Los resultados de los antibiogramas dieron un
grupo de 7 aislados sensibles a todos los antibidticos y el resto dieron patrones diferentes de
sensibilidad y resistencia, como se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Determinacion de la resistencia/sensibilidad de los aislados bacterianos a antibiéticos.

Antibiotico
Cepa Gram AK AM CF CRO CL DC ENX E GE NE PE SXT
A2b - S S S S S S S S S S S S
A2d + S S S S S S S S S S S S
Alc - S S S S S S S S S S S S
A3d + S S S S S S S S S S S S
A31d - S S S S S S S S S S S S
Alla - S S S S S R S R S S S R
A3lc - R R R R R R R R R S R R
AGa + S S S S S S R S S S S R

AK amikacina (30 [), AM ampicilina (10 [y), CF cefalotina (30 L), CRO ceftriaxona (30 [ly), CL
cloranfenicol (30 [Iy), DC dicloxacilina (1 [Iy), ENX enoxacina, E eritromicina (15 [y), GE gentamicina (10
D), NET netilmicina (30 [h), PE (10 U), SXT trimetroprin-sulfametoxazol (25 [y). R resistente, S
sensible.

La identificacion de los aislados por perfiles metabdlicos BIOLOG de los aislados gram negativos
dieron porcentajes de similitud a los géneros: Xanthomonas, Pantoea, Burkholderia y
Pseudomonas; los aislados gram positivos dieron identificacién de hasta 96% de similitud del
género Bacillus y varias especies entre ellas cereus, thuringensis, mycoides, megaterium. Los
perfiles metabdlicos ademas indicaron que, de los aislados gram positivos el A2d es la presento
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mayor capacidad metabdlica al utilizar mas fuentes de carbono con un 68 % y de los aislados gram
negativos el aislado A2c fue de mayor capacidad metabdlica con un 14 %. De las pruebas de
antibiosis, 7 aislados detuvieron el crecimiento de hongos fitopatdgenos: Sclerotium sp., Rizoctonia
sp., Bipolaris sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp. y Fusarium sp. De la eficiencia en germinacion
de semillas de pepino, la cepa A2c dio un 100% de germiancion en 20 h comparado con el control
con un 46%. En la prueba de desarrollo de la raiz, la cepa A3a dio el mayor desarrollo en longitud
de la raiz y formacion de la roseta en Arabidopsis thaliana hasta tres veces mas comparado con el
control, cuadro 2.

Cuadro2. Efecto de Germinacién, Promocion de Crecimiento y antibiosis.

% Desarrollo de
Cepa Germinacion laRaiz (cm) Antibiosis
A2la 67 1 S,RA
Azd 93 1 B
Alc 87 2.7 R.B,.C
AZb 80 1 R.F
A3d 73 2.7 F
Al3lc 80 3 S.R
Ala 100 2.6 C.F
A3ld 87 2.7 NE
AoGa 93 2.8
Control 47 1 NE

A) Alternaria sp, B) Bipolaris sp, C) Colletotrichum sp, F) Fusarium sp, R) Rhizoctonia sp, S) Sclerotium sp,
NE no hay efecto.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo, nos indican la necesidad de explorar la microflora de suelo
de frutales que pueden ser utilizados como herramientas benéficas en la produccién de plantas de
guayaba. Las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas aisladas de suelos de guayaba
demostraron ser una excelente opcion para formular un biofertilizante especifico para la produccién
de guayaba y con esto contribuir al desarrollo del municipio en Salvatierra, Gto., mejorando la
produccion de materia prima para la produccién de dulces tradicionales de guayaba.
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