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RESUMEN

El cacahuate es una planta que se cultiva ampliamente alrededor del mundo. En este trabajo se
exploraron algunas condiciones para la germinacion efectiva de semillas de cacahuate criollo
Huaquechula. Ademas, se explor6 la capacidad de Azospirillum brasilense Sp7, Paraburkholderia
unamae MTI-641, Pseudomonas putida KT2440, Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 vy
Sphingomonas sp. OF178 para adherirse a semillas, colonizar la rizésfera y estimular el crecimiento
de las plantas; tanto solas como en consorcio. Las semillas de cacahuate sin esterilizar y con tegumento
fueron las mejores en germinar. Todas las bacterias exploradas fueron capaces de adherirse a las
semillas y colonizar la rizésfera de las plantas, la colonizacion de Sphingomonas sp. OF178, A.
brasilense Sp7 y P. putida KT2440 en consorcio fue mayor en comparacion a su colonizacion
individual, sugiriendo que, en consorcio algunas bacterias incrementan su capacidad de interaccion. La
mayoria de las bacterias incrementaron la longitud del tallo de las plantas cuando se inocularon de
forma individual, A. brasilense Sp7 fue capaz de aumentar el crecimiento de la raiz de las plantas y
Sphingomonas sp. Of178 incrementd el peso seco de las raices. Interesantemente, tras la inoculacion
con el consorcio de las bacterias se observaron incrementos en la longitud del tallo y raiz, asi como en
el peso seco de las raices, lo que sugiere un sinergismo entre las bacterias del consorcio que potencia
el desarrollo de las plantas. En el proceso de germinacion, las semillas inoculadas con el consorcio de

bacterias mostraron menor contaminacion por hongos con referencia a las no inoculadas; lo que
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sugiere, que el biocontrol de hongos fitopatogenos que afectan a la semilla durante la germinacion,
podria ser un mecanismo involucrado en la promocién del crecimiento del cacahuate.

Palabras clave: Cacahuate, PGPR, Riz6sfera, Adhesion a semillas, Colonizacién bacteriana.

ABSTRACT

Peanut is a plant widely grown around the world. In this work some conditions to successfully
germinate peanut seeds were explored. In addition, the ability of Azospirillum brasilense Sp7,
Paraburkholderia unamae MTI-641, Pseudomonas putida KT2440, Gluconacetobacter
diazotrophicus PAI 5 and Sphingomonas sp. OF178 to adhere to seeds, colonize the rhizosphere and
stimulate the plant growth was explored; both alone or in consortium. Peanut seeds without sterilization
and with tegument were the best to germinate. All the bacterial species explored were able to adhere
to the seeds and colonize the rhizosphere of plants, rhizospheric colonization of Sphingomonas sp.
OF178, A. brasilense Sp7 and P. putida KT2440 in consortium was higher compared to their individual
colonization, suggesting that some bacteria increase their interaction capability in the consortium. Stem
length was increased after individual inoculation of most bacteria. A. brasilense Sp7 increased the
growth of plant roots and Sphingomonas sp. OF178 increased the root dry weight. Interestingly, the
bacterial consortium increased both stem and root length as well as root dry weight, suggesting
synergism between bacteria to enhance plant development. In the germination process, the seeds
inoculated with the bacteria consortium showed less contamination by fungi with reference to non-
inoculated seeds; it suggests, that biocontrol of phytopathogenic fungi that affect the seed during
germination, could be a mechanism involved in growth promotion of peanut.

Keywords: Peanut, PGPR, Rhizosphere, Adhesion to seeds, Bacterial colonization.

INTRODUCCION siguientes:  cacahuate, cacahuete, mani,
El cacahuate (Arachis hypogaea L.) es una amendoim, mandubi. Sus nombres en inglés
planta que se clasifica dentro de la familia de son: peanut, groundnut, earthnut, monkey nut,
las  Leguminosas, subfamilia Papilionacea, manila nut, chinese nut, pindar pea, goober pea
género Arachis. EI nombre comin del [2]. De las 12 especies conocidas, la mas
cacahuate varia en funcion de la regién donde importante es la Arachis hypogaea Lineau, el
se cultiva [1]; entre los que se destacan los cacahuate comun. Esta especie se caracteriza
21
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por la produccion subterranea de semillas con
alto contenido de aceite y proteinas [3,4]. El
contenido de aceite es de aproximadamente
44% a 56% [5]. El cacahuate se utiliza en la
gastronomia para la elaboracion de botanas,
galletas, panes, dulces, cereales y ensaladas,
ademas se usa en la industria alimentaria y
cosmética para la produccién de aceites,
harinas, mantequilla, tintas, cremas
humectantes y labiales [6]. Sin embargo,
también tiene usos medicinales para tratar

afecciones de la piel y como dietético [7].

De acuerdo con datos de la FAO, en el afio 2010
se reportd que en el mundo se cultivaron
alrededor de 24 millones de hectéreas (ha) de
cacahuate, siendo China, India, Nigeria,
Estados Unidos y Senegal los principales paises
productores [8], sin embargo, estas cifras han
variado y en 2017 se cultivaron alrededor de 29
millones de ha. En México se siembran
alrededor de 66,709 ha, concentrando el 80.48
% de su produccion en los estados de Sinaloa,
Puebla,

Huaquechula es el municipio de Puebla con

Oaxaca, Chiapas y Chihuahua.
mayor produccion de cacahuate con una

superficie sembrada de 1300 ha

aproximadamente [6].

Uno de los principales problemas que afectan a

la produccion de cacahuate son las
enfermedades causadas por plagas, hongos

fitopatdgenos y las condiciones climaticas para
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cultivos de temporal [9]. Para mitigar el dafio
causado por los hongos fitopatdgenos se han
usado antifungicos sintéticos, sin embargo, los
hongos han desarrollado resistencia ante estos
productos y ademéas la mayoria de estos
compuestos son contaminantes para el
medioambiente y toxicos para otros seres vivos
[10]. Los microorganismos benéficos potencian
el rendimiento de los cultivos por lo que
podrian ser una solucidn sustentable para
incrementar los rendimientos de los cultivos
[11].

propuestos como una alternativa de control

agricolas Ademas, éstos han sido

biolégico para eliminar a los hongos
fitopatdgenos de una manera amigable con el
medioambiente [12,13]. Los microorganismos
benéficos han sido aislados del suelo, la
rizésfera, el rizoplano, del interior de plantas y
[11,14].

rizosféricos

de la region epifita Los

microorganismos han  sido
extensamente estudiados en sus capacidades
para estimular el crecimiento de diversas
plantas y se definen como aquellos que viven en
el suelo influenciado por los exudados de las
raices de las plantas [14]. Recientemente, se ha
observado que los consorcios bacterianos
pueden ser mejores promotores del crecimiento
de plantas que el uso de bacterias en forma
individual [11,12]. En el cacahuate se ha
explorado la capacidad de algunas bacterias

benéficas para promover su crecimiento [15-
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17]. Sin embargo, no se ha explorado si un
consorcio es capaz de promover el crecimiento
de esta planta y tampoco se ha evaluado en

cacahuate criollo de Huaquechula.

En el presente trabajo se exploraron algunas
variables para evaluar la germinacion de las
semillas de cacahuate criollo Huaquechula; 1)
semillas no estériles con tegumento NE/CT, 2)
semillas no estériles sin tegumento (NE/ST), 3)
semillas estériles con tegumento (E/CT) y 4)
semillas estériles sin tegumento (E/ST).
Ademas, se explord la capacidad de diversas
especies de bacterias benéficas (P. putida
KT2440, G. diazotrophicus PAI 5, P. unamae
MTI-641, A. brasilense Sp7, y Sphingomonas
sp. OF178) para adherirse a semillas, colonizar
la rizosfera y estimular el crecimiento de
plantas; tanto de forma individual como en

consorcio.

MATERIALES Y METODOS

A. Germinacion de semillas de cacahuate

En este trabajo se usaron semillas de cacahuate
de wuna variedad criolla de Huaquechula,
Puebla, México, que lleva adaptada en esa
region por mas de 500 afios y que se conoce por
los pobladores como ‘“cacahuate pequefio
criollo” [6,18]. En este trabajo esa semilla se
designd6 como criolla-Huaquechula.  Las
semillas fueron llevadas al laboratorio donde se

destinaron 40 semillas para cada tratamiento de
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germinacion: semillas no estériles con
tegumento (NE/CT), semillas no estériles sin
tegumento (NE/ST), semillas estériles con
tegumento (E/CT) y semillas estériles sin
tegumento (E/ST). La esterilizacion de las
semillas para los tratamientos E/CT y E/ST se
realiz6 como en trabajos previos [19,20]. Para
ello las semillas fueron desinfectadas con etanol
al 70% durante 30 segundos, lavadas y
colocadas en una solucién de hipoclorito de
sodio al 1.62% durante 10 minutos, las semillas
se lavaron 10 veces con agua destilada estéril
dentro de la campana de flujo laminar.

Posteriormente, las semillas de cada
tratamiento fueron colocadas en 5 g de
vermiculita estéril contenidos en tubos cdnicos
de 50 mL [20], se regaron con 25 mL de agua 'y
se mantuvieron dentro de una camara de plantas
con un fotoperiodo luz/obscuridad 16/8 h a una
temperatura de 28/25 °C. La germinacion se
evalué a los 7 dias posteriores al sembrado,
midiendo presencia de raiz y brote. El
crecimiento de las plantas que provienen de
semillas NE/CT fue seguido hasta los 20 dias,
debido a que fueron las que mejor germinaron;
se registro la apariencia de las plantas y a los 20
dias se midio el tamafio del tallo y la raiz, el
namero de hojas, asi como el ndmero de

ramificaciones.

B. Alteracion en el porcentaje de germinacion
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de cacahuate criollo Huaquechula por la
inoculacion bacteriana.

Los microorganismos usados en este trabajo
fueron P. putida KT2440, Sphingomonas sp.
OF178, P. unamae MTI-641, A. brasilense Sp7,
y G. diazotrophicus PAI 5. Todas las cepas
bacterianas fueron crecidas masivamente en
placas conteniendo 30 mL medio sélido de
seleccion durante 24 h para P. putida KT2440,
Sphingomonas sp. OF178 y P. unamae MTI-
641) 6 durante 48 h para A. brasilense Sp7y G.
diazotrophicus PAI 5. Los medios de seleccion
fueron disefiados previamente [21] y son los
siguientes: Para Sphingomonas sp. OF178 el
medio LB 5% adicionado con cloranfenicol (30
pug/mL) y ceftriaxona (30 pg/mL), para A.
brasilense Sp7 se usé el medio Rojo Congo con
ceftriaxona (100 pg/mL), para P. putida
KT2440 se us6 LB con cloranfenicol (100
pug/mL), para G. diazotrophicus PAI 5 se uso el
medio LGI adicionado con ceftazidima (70
pg/mL) y para P. unamae MTI-641 se uso el
medio BAc adicionado con cefotaxima (70
pug/mL). Las bacterias crecidas en cada placa se
removieron con ayuda de una espatula estéril y
se resuspendieron en 30 mL de agua estéril
[22]. Cada

centrifugada y el pellet obtenido se resuspendid

suspension  bacteriana  fue
en el mismo volumen de agua destilada estéril
(este proceso se realizo dos veces); conteniendo

al final un orden de 108 UFC/mL en acuerdo
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con nuestros datos de cuantificacion mediante
el método de goteo en placa [23]. Se hizo una
mezcla de las 5 cepas bacterianas colocando 5
mL de cada una de ellas en un tubo cénico de
50 mL estéril (consorcio). Cada suspension
bacteriana (tanto con bacterias independientes y
el consorcio) sirvio para inocular 40 semillas de
cacahuate NE/CT, sumergiéndolas durante una
hora en un vaso de precipitado de 100 mL de
capacidad [23,24]. Las semillas inoculadas se
sembraron en tubos conicos de 50 mL
conteniendo 5 g de vermiculita estéril y se
incubaron en la camara de plantas con un
fotoperiodo luz/obscuridad 16/8 h a 28/25 °C.
Se incluyeron controles sin inocular donde las
semillas solo fueron sumergidas en agua
destilada estéril. El porcentaje de semillas
germinadas, para cada tratamiento, fue
evaluado a los 7 dias.

C. Adhesion, colonizacion y efecto en la
promocion del crecimiento de semillas de
cacahuate criollo Huaquechula por bacterias
benéficas.

En un experimento independiente, 40 semillas
de cacahuate NE/CT fueron usadas para ser
inoculadas con las suspensiones bacterianas
tanto de bacterias independientes como en
consorcio, tal como se describio en el
experimento anterior. A las 12 horas se sacaron

5 semillas y se evalud la capacidad de adhesion
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de las bacterias. Paraello, las 5 semillas de cada
tratamiento fueron extraidas de la vermiculita 'y
se colocaron en 3 mL de agua destilada estéril
en un tubo conico de 15 mL. Cada tubo fue
agitado vigorosamente usando un vortex a
velocidad méxima y se realizaron diluciones
seriadas (1:10) para cuantificar el nUmero de
bacterias presentes; mediante el método de
goteo en placa [25]. Los medios de seleccion
para la cuantificacion fueron los que se
mencionaron previamente [22]. Las semillas
restantes se colocaron bajo condiciones de la
camara incubadora de plantas. Las plantulas
que germinaron en la camara de incubacion
fueron regadas con agua destilada estéril en la
campana de flujo laminar cada 5 dias. Después
de 20 dias posteriores a la inoculacion (dpi) se
evalu6 la capacidad de las bacterias para
colonizar la rizésfera de las plantas. Para ello,
se extrajeron 5 plantas, se sacudid la
vermiculita y la raiz fue sumergida en 5 mL de
agua destilada estéril. Se agit6 vigorosamente
con ayuda de un vortex y la suspensién
resultante fue usada para la cuantificacion de
bacterias mediante el método de goteo en placa
[25], usando los medios de seleccion para cada
bacteria [22]. A los 20 dpi, en todas las plantas
se midieron los pardmetros de crecimiento
(longitud de tallo, longitud de raiz, nimero de
hojas, nimero de ramas, peso fresco raiz, peso

fresco region aérea, peso Seco raiz, peso seco
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region aérea), como se ha descrito en trabajos
previos [20,26]. Los datos de los parametros de
crecimiento fueron analizados mediante el uso
de Anova de unaviay ademas de forma pareada
usando la prueba t-student a una P<0.05
mediante el programa Sigma Plot de Handel
scientific Software. Cuando hubo diferencias
estadisticas los tratamientos fueron marcados

con letras diferentes [26].

D. Inhibicidn de hongos por bacterias benéficas
durante la germinacion

Debido a que las semillas de este trabajo no
fueron esterilizadas para los estudios de
inoculacion (tratamiento NE/CT), se decidio
medir el porcentaje de semillas contaminadas
por hongos en ensayos de germinacion en agar
agua. Para ello, en un experimento
independiente, se germinaron 50 semillas de
cada tratamiento en agar agua. Un tratamiento
consistio en semillas no inoculadas (sumergidas
solo en agua destilada estéril) y otro en semillas
inoculadas con el consorcio durante 1 h.
Después de la inoculacién, las semillas se
colocaron en las placas de agar agua, se
incubaron bajo las condiciones descritas
anteriormente en el apartado “C” y cada dia se
registré el numero de semillas contaminadas
por hongos. Se calculd el porcentaje de
contaminacion y se tomaron fotografias para

observar la contaminacion por hongos.
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RESULTADOS

A. Evaluacion de parametros de crecimiento
para la germinacion del cacahuate y su
crecimiento en sistemas in vitro, sin inoculacion

de bacterias benéficas.

Figura 1. Porcentaje de germinacion de semillas de
cacahuate evaluando cuatro tratamientos experimentales,
sin inoculacion de bacterias benéficas.

Las semillas de cacahuate de la variedad
criolla-Huaquechula se germinaron bajo 4
condiciones experimentales (NE/CT, NE/ST,
E/CT y E/ST), observando que la germinacion
de semillas NE/CT fueron las que mejor
germinaron. Ninguna de las semillas E/ST
logré germinar. Las semillas NE/ST mostraron
una germinacion disminuida y las semillas
E/CT también tienen una germinacion afectada
(Fig. 1). Este experimento fue realizado dos
veces con tendencias similares. Para posteriores
experimentos se usaron las semillas NE/CT.
Los germinados de las semillas NE/CT

mostraron un desarrollo que fue considerado
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como basal con las siguientes caracteristicas: en
el dia 3 se observd la germinacion de la semilla,
mostrandose un 4pice muy corto pero
prominente (Fig. 2A), al dia 5 la radicula era de
aproximadamente 1.5 cm (Fig. 2B), para el dia
7 se observo que la semilla de cacahuate se
partio en dos partes e inicio el crecimiento del
brote (Fig. 2C). La raiz de las plantas media en

promedio 3 cm.

Figura 2. Crecimiento de las plantulas de cacahuate a
partir de semillas NE/CT, sin inoculacion de bacterias
benéficas.

Para el dia 9 se observo6 un pequefio tallo y hojas
muy pequefias (Fig. 2D). Para el dia 17 se
obtuvo un tamario en el rango de 11.4 a 15.3 cm
en todas las plantulas (Fig. 2E). Las hojas
fueron completamente ovaladas y no todas las
plantas crecieron del mismo tamafio (Fig. 2F).
El crecimiento de las plantulas se vigil6 hasta el
dia 20, observando que se encuentran sanas de
coloracion verde, se midio la longitud del tallo,
longitud de raiz, ndmero de hojas vy
ramificaciones de las plantulas (Fig. 3). El
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numero de hojas fue un parametro muy variable
en comparacion con los otros parametros

medidos en este ensayo.

Figura 3. Plantulas de cacahuate después de 20 dias,
crecidas a partir de semillas NE/CT.

B. Influencia de la inoculacion bacteriana en la
germinacion de cacahuate criollo Huequechula
con semillas NE/CT.

Los porcentajes de germinacién fueron
alterados con la inoculacion de algunos
microorganismos. La inoculacién de P. putida
KT2440 y A. brasilense Sp7 no alteraron la
capacidad de germinacion del cacahuate
respecto de semillas no inoculadas. Las
semillas inoculadas con G. diazotrophicus PAI
5 y la mezcla de microorganismos
disminuyeron un 21% su capacidad de
germinacion, mientras que Sphingomonas sp.
OF178 disminuy6 un 10% la capacidad de
germinacion de las semillas inoculadas,
respecto a semillas no inoculadas. Solo P.
unamae MTI-641 fue capaz de incrementar la

germinacion de semillas de cacahuate en un
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27% respecto a las semillas control.

C. Adhesion y colonizacion de plantulas de
cacahuate por los microorganismos explorados.
Los microorganismos inoculados de manera
independiente fueron capaces de adherirse a la
semilla de cacahuate y de colonizar la rizosfera
de las plantas en nimeros variables en funcién
del tipo de microorganismo (Tablas 1y 2). La
adhesion a las semillas de cacahuate fue
observada en el orden de 10° para la mayoria de
las bacterias exploradas individualmente (Tabla
1). El valor de adhesion mas alto fue observado
para A. brasilense Sp7, en el orden 108
UFC/mL. La adhesion a las semillas con la
mezcla de microorganismos se mostré en el
orden 10" UFC/mL para P. unamae MTI-641 y
Sphingomonas sp. OF178, 108 para P. putida
KT2440 y no fue posible detectar a A.
brasilense Sp7 y G. diazotrophicus PAI 5
(Tabla 1). En semillas no inoculadas, también
se detectdé el crecimiento de algunos
microorganismos, como hongos de tipo
micelial y colonias amarillas de tipo bacteriano
(Tabla 1).

La colonizacion  individual de los
microorganismos en la rizésfera de cacahuate
se observo variable, en el orden de 10 UFC/mL
para Sphingomonas sp. OF178, 10* UFC/mL
para A. brasilense y P. putida KT2440 y 108
UFC/mL para G. diazotrophicus PAI 5y P.
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unamae MTI-641 (Tabla 2). Todas las bacterias
del consorcio fueron capaces de colonizar la
rizosfera de cacahuate y se detectaron en el
orden de 10° a 10® UFC/mL (Tabla 2). La
colonizacién de Sphingomonas sp. OF178, A.
brasilense Sp7 y P. putida KT2440 fue
incrementada en el consorcio en comparacion
con la colonizacion individual de las cepas
bacterianas. En plantas control que provienen
de semillas no inoculadas, nuevamente se
detecto el crecimiento de hongos en el orden
108 UFC/mL y ademas, de bacterias que forman
colonias amarillas en el orden 10" UFC/mL. Las
plantas inoculadas con bacterias individuales o
con el consorcio no mostraron hongos

detectables en la rizésfera, ni bacterias

diferentes a las inoculadas.

D. Efectos de la inoculacién con bacterias
benéficas en el crecimiento de cacahuate.

Con las plantulas que brotaron, se evalud la
capacidad de las bacterias para estimular su
crecimiento a los 20 dpi. A excepcion del
inoculadas con

tratamiento de plantas

Sphingomonas sp. OF178, en los demas
tratamientos se observd un incremento en la
longitud del tallo del cacahuate, respecto al
tratamiento control (Tabla 3). La cepa P. putida
KT2440 fue la que incrementd mas la longitud
del tallo de las plantas. La longitud de la raiz

fue incrementada en tratamientos inoculados
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con la cepa A. brasilense Sp7 y con la mezcla
de microorganismos (Tabla 3). EI nimero de
hojas y de ramas fue muy similar entre todos los
tratamientos, excepto para las
unamae MTI-641 vy

Sphingomonas sp. OF178, donde se observo

plantas
inoculadas con P.
una disminucion ligera pero significativa
respecto a plantas no inoculadas. El peso fresco
de raiz y region aérea fue estadisticamente
similar entre todos los tratamientos, aunque las
plantas inoculadas con la mezcla mostraron una
tendencia de incremento de sus valores (Tabla
3). Interesantemente el peso seco de la raiz fue
significativamente mayor en plantas inoculadas
con Sphingomonas sp. OF178 y con la mezcla
de microorganismos. No se detectaron
diferencias en el peso seco de la region aérea de
los tratamientos inoculados con referencia al
tratamiento control.

Tabla 1. Adhesién de bacterias a las semillas de
cacahuate (NE/CT).

Cepa Log UFC/mL Log UFC/mL | NMC
de bacterias de bacterias
adheridas de adheridas en
forma €onsorcio
individual
Sphingomonas sp. OF178 | 6.62 (+ 0.13) 7.18(x0.18) | Hnb
A. brasilense Sp7 8.09 (+ 0.04) ND ND
P. putida KT2440 7.85 (+0.34) 6.73(x0.23) | 7.15 (£ 0.28)
G. diazotrophicus PAIS 6.69 (+ 0.16) ND ND
P. unamae MTI-641 6.28 (+0.13) 7.17 (0.12) ND

NMC es el nimero de microorganismos contaminantes
detectados en controles en los medios de seleccion. Hnb
significa hongos detectados en nimeros bajos; el crecimiento
corresponde a hongos miceliales de color blanco. ND
significa que no se detectaron microorganismos en el medio
explorado. Cada valor representa la media de 9
determinaciones seguidas de la desviacion estandar. Los
medios de seleccidn usados para cada bacteria, se muestra en
materiales y métodos. “La morfologia corresponde a hongos
miceliales de color blanco y colonias bacterianas amarillas
muy diferentes a P. putida KT2440.
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Tabla 2. Colonizacién de microorganismos en rizésfera de cacahuate (20 dpi).

Cepa Log UFC/mL de bacterias | Log UFC/mL de NMC

que colonizan de forma bacterias que

individual colonizan en consorcio
Sphingomonas sp. OF178 3.79 (£ 0.52) 7.8 (x 0.50) 6.43 (0.63)*
A. brasilense Sp7 4.57 (+0.86) 8.87 (£ 0.65) ND
P. putida KT2440 4.39 (£ 0.49) 8.43 (£ 0.72) 7.69 (0.55)**
G. diazotrophicus PAI5 6.55 (+ 0.46) 6.04 (+ 0.58) ND
P. unamae MTI-641 6.26 (+ 0.49) 6.69 (+ 0.81) ND

Ndmero (log UFC/mL) de microorganismos que colonizaron la rizésfera. NMC es el nimero de microorganismos
contaminantes detectados en controles en los medios de seleccion. ND significa que no se detectaron microorganismos en
el medio explorado. Cada valor representa la media de 9 determinaciones seguidas de la desviacion estandar. Los medios de
seleccion usados para cada bacteria, se muestra en materiales y métodos. *El crecimiento corresponde a hongos miceliales
de color blanco. **La morfologia corresponde a hongos miceliales de color blanco y a colonias bacterianas amarillas muy
diferentes a P. putida KT2440.

Tabla 3. Efectos de la inoculacién bacteriana en el tamafio de las plantas a los 20 dpi.

Parametro de Cepa bacteriana inoculada
medicion Control KT2440 SP7 PAI 5 MTI-641 OF178 Mezcla de
bacterias
Longitud de 7.65D 13.86 A 1215AB | 10.27BC | 9.94B 8.07 CD 10.03 BC
tallo (cm) (x1.9674) (+1.4117) (+2.6048) | (£2.8529) | (x1.6056) | (+1.1087) | (£1.88)
Longitud de 5.88 CD 7.12 ABCD | 8.6455 A 547BCD | 6.34BC 492D 771 A
raiz (cm) (x1.04) (£ 1.59) (£ 1.96) (£1.42) (x1.00) (£0.98) (£ 0.84)
Ndmero de 21.81 AB 17.60 BC 22.18 AB 17.71BC 17.71BC 21.33 AB
hojas (4.85) (+6.69) (+4.85) (£3.90) (+ 4.06) (+2.06)
Numero de 6.00 AB 5.00 ABC 5.00 AB 4.00 BC 4.00 BC
ramas (3-7) (3-6) (3-7) (3-6) (3-6)
Peso fresco 1.72 ABCD | 1.05D 2.36 AB 2.16 AB 1.80 BC 1.63C 227 A
raiz (x0.68) (x0.20) (x1.10) (x0.32) (+0.46) (x0.30) (x0.42)
Peso fresco 195A 232 A 172 A 190 A 1.67 A 2.05A
region aérea (x0.57) (x1.25) (x0.44) (x0.68) (x0.19) (x0.74)
Peso secoraiz | 0.12 B 0.09B 0.14 AB 0.11B 0.17 AB 0.18 A 0.19A
(x0.08) (£0.03) (£ 0.15) (£ 0.06) (x0.27) (£ 0.09) (£ 0.05)
Peso seco 0.22 AB 0.12B 1.31 AB 0.24 A 0.13B 0.13B 0.22 AB
region aérea (£ 0.19) (x0.03) (+1.86) (x0.09) (x0.09) (x0.01) (£ 0.25)

Letras negritas iguales en cada renglon indican que no existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos a
P<0.05. Los valores muestran la media y su respectiva desviacion estandar en paréntesis. Para nimero de ramas se muestra
la mediana y el valor minimo y maximo en paréntesis. Color verde indica diferencia estadistica positiva respecto a controles
y color rojo indica diferencia estadistica negativa respecto a controles. Las diferencias entre tratamientos fueron observadas
con el analisis Anova de una via y las diferencias estadisticas fueron comprobadas mediante el andlisis pareado t-student.
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E. Inhibicién del crecimiento de hongos por
bacterias durante la germinacion

El porcentaje de semillas contaminadas de los
germinados de cacahuate inoculados con el
consorcio bacteriano, claramente fue menor al
porcentaje de semillas germinadas de cacahuate
no inoculadas (Tabla 4, Fig. 4). Enel dialy 2
no se logran observar semillas contaminadas en
ninguno de los tratamientos, en el dia 3 ya inicia
una diferencia notoria de las semillas
contaminadas, pero esta fue mas marcada en las
semillas no inoculadas. Para el dia 4 la
contaminacion es elevada para semillas no
inoculadas (64%) contra (42%) de las
inoculadas con el consorcio de bacterias,
ademas, el crecimiento de los hongos es mayor
en las semillas no inoculadas (Fig. 4). En el dia
5 ya hay un 86% de semillas contaminadas por
hongos en semillas no inoculadas contra 56%
de semillas inoculadas con el consorcio de
bacterias. Nuevamente el crecimiento de los
hongos de semillas no inoculadas fue mayor al
de semillas inoculadas con el consorcio

bacteriano.

Tabla 4. Porcentaje de contaminacién con hongos en
semillas de cacahuate germinadas en placas con agar
agua.

Tratamiento | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5

Semillas ND ND 25% | 42% | 56%
inoculadas
con el
Consorcio

Semillas no | ND ND 48% 64% | 90%
inoculadas
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Figura 4. Ejemplos de germinacidn de cacahuate en agar
agua, bajo dos condiciones experimentales: A) semillas
inoculadas con el consorcio de 5 cepas bacterianas, B)
semillas no inoculadas. El tiempo de germinacion
corresponde al dia 4.

DISCUSION

En nuestra experiencia la mayoria de trabajos
donde se explora la capacidad de las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal se hace con
semillas que son desinfectadas y esterilizadas
superficialmente [19,20,27], incluso para
cacahuate [15,28]. Sin embargo, con las
semillas de cacahuate criollo de Huaquechula
no fue posible obtener una tasa de germinacion
que nos permitiera desarrollar los ensayos
cuando se desinfectaron con alcohol y se
esterilizaron con hipoclorito de sodio. Aunado
a esto, cuando las semillas fueron despojadas de
su tegumento, estas no  germinaron
adecuadamente. Se ha reportado que las
semillas de pimiento morrén son sensibles a
hipoclorito de sodio [29] y por otro lado se ha
sugerido la relevancia de los microbiomas de
las semillas como esenciales para su

germinacion y mantenimiento de salud [30]. En
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nuestro trabajo no se exploro si las semillas son
altamente sensibles al hipoclorito o si el
tegumento contiene microorganismos que le
permiten una germinacion adecuada a las
semillas de cacahuate, por lo que serad
importante estudiar esto en el futuro. Sin
embargo, al observar que las semillas con
tegumento sin esterilizar (NE/CT) son las que
mejor germinaron, se decidio por realizar los
experimentos de interaccion con bacterias

benéficas con este tipo de semillas.

Frecuentemente se reporta que la capacidad de
germinacion de semillas es incrementada con la
inoculacion de microorganismos benéficos
[31-33].
observamos que P. putida KT2440 y A.

Sin embargo, en este trabajo
brasilense Sp7 no alteraron la capacidad de
germinacion del cacahuate respecto de semillas
no inoculadas. Las semillas inoculadas con G.
5y
microorganismos disminuyeron un 21 % su

diazotrophicus PAI la mezcla de

capacidad de germinacion, mientras que
Sphingomonas sp. OF178 disminuy6 un 10 %
la capacidad de germinacion de las semillas
inoculadas, respecto a semillas no inoculadas.
Solo P. unamae MTI-641 fue capaz de
incrementar la germinacion de semillas de
cacahuate en un 27 % respecto a las semillas
control. Larazén por la que el consorcio inhibid
la capacidad de

germinacién bajo las

condiciones exploradas aun no se conoce, Sin
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embargo, es posible que el entorno de la semilla
es modificado por los microorganismos y se
sabe que dependiendo las condiciones del
entorno (ejemplo: del medio de cultivo) la

capacidad de germinacion puede variar [34].

Las bacterias usadas en este trabajo son
conocidas por sus capacidades promotoras del
crecimiento vegetal en otras plantas, por
ejemplo, A. brasilense Sp7 estimula el
crecimiento de maiz y trigo [35,36], G.
diazotrophicus el de cafia de azlcar [37], P.
putida KT2440 el de maiz y la biznaga [27,38],
P. unamae MTI-641 al de tomate [39] y
Sphingomonas OF178 al de maiz [22]. En este
trabajo se observd que estas bacterias
incrementan el desarrollo de la longitud de
plantas de cacahuate de la variedad criolla
Huaquechula, respecto a plantas no inoculadas,
excepto Sphingomonas sp. OF178. Ademas, A.
brasilense Sp7 incremento la longitud de la raiz
y Sphingomonas sp. OF178 aumentd el peso
seco de raiz a los 20 dpi. Interesantemente el
consorcio increment6 la longitud del tallo, la
longitud de raiz y el peso seco de raiz, lo que
indica que cuando las cepas bacterianas estan
en consorcio, las capacidades de todas se
combinan y dan como resultado efectos
positivos en los incrementos de plantas. En los
altimos afios se ha observado que los
consorcios de bacterias son méas efectivos para

promover el crecimiento de plantas que las
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bacterias individuales y se ha planteado un
sinergismo entre las cepas integrantes de los
consorcios [11,26,40,41]. En el presente trabajo
se observo que ese proceso esta ocurriendo, ya
que los tres pardmetros de crecimiento
(longitud del tallo, la longitud de raiz y el peso
seco de raiz) bacterias

que algunas

incrementaron de forma independiente,
también se incrementaron cuando las plantas de

cacahuate fueron inoculadas con el consorcio.

La adhesion y colonizacion son los primeros
pasos relevantes para que ocurra una adecuada
interaccion entre una bacteria benéfica con las
plantas [11,42]. En el presente trabajo todas las
bacterias exploradas se adhieren bien a las
semillas de maiz cuando interaccionan
independientemente. EI comportamiento de
adhesion en consorcio fue similar para P.
unamae MTI-641, Spingomonas sp. OF178y P.
putida KT2440, pero no fuimos capaces de
detectar a G. diazotrophicus PAI 5 y a A.
brasilense Sp7, no obstante, sugerimos que ésta
fue adecuada porque la colonizacién fue
elevada para todas las cepas bacterianas
exploradas. La colonizacion de las bacterias en
forma independiente oscild en el rango de 108-
108 UFC/mL, muy similar a lo reportado para
gramineas estas mismas bacterias
[21,26,27,37,43].

colonizacién en consorcio fue potenciada con

con

Interesantemente, la

respecto con la colonizacion individual para
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Sphingomonas sp. OF178, A. brasilense Sp7 y
P. putida KT2440. El

capacidad para colonizar la rizésfera de maiz

incremento en la

cuando las bacterias estdn en consorcio, en
comparacion con la colonizacion de las
bacterias en forma individual, también se ha
observado para maiz y papa [21,44]. Esto
significa que en conjunto las bacterias activan
otras potencialidades

que les permiten

colonizar mas adecuadamente en su entorno.

Como los experimentos de inoculacion se
realizaron en semillas de cacahuate no estériles
(NE/CT),

microorganismos acoplados en las semillas no

se observd el crecimiento de
inoculadas. Se detecto el crecimiento de hongos
formadores de micelio en el orden 10® UFC/mL
y de bacterias que forman colonias amarillas en
10"  UFC/mL. A

microorganismos los Ilamamos contaminantes

el orden estos
en este trabajo, sin embargo, se tiene que
realizar un estudio mas detallado para saber si
son microorganismos patdégenos o benéficos y
si son parte de la composicién del microbioma
de la semilla de cacahuate. Se ha reportado que
los hongos miceliales como Aspergillus niger,
Fusarium

oxysporum, Macrophomina

phaseolina, son patdégenos del cacahuate
[15,45,46]. Los hongos encontrados en nuestro
trabajo no fueron caracterizados, sin embargo,
sera importante caracterizarlos en el futuro

porque podrian ser responsables de efectos
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negativos en las plantas de cacahuate de la
variedad criollo Huaquechula.

La rizésfera de plantas inoculadas con bacterias
independientes y con el consorcio no mostraron
la presencia de hongos, lo que nos hizo suponer
que estas bacterias estaban inhibiendo el
crecimiento de los hongos. Se ha reportado que
las 5 bacterias exploradas en este trabajo
producen sustancias inhibitorias contra hongos
patdgenos [47-51]. Por esta razon, se realizd un
experimento de germinacion con semillas
inoculadas con el consorcio y semillas sin
inocular, observando claramente que la
contaminacion por hongos es mayor en semillas
que no fueron inoculadas, sugiriendo que las
bacterias del consorcio ejercen un control sobre
el crecimiento de los hongos, lo que podria
significar uno de los mecanismos mediante los
cuales las bacterias benéficas exploradas
promueven el crecimiento del cacahuate, como
ha sido sugerido para otras plantas [13,52]. Los
efectos de estimulacion de crecimiento por
bacterias benéficas en semillas de cacahuate no
estériles nos acercan mas a la realidad y los
resultados de este trabajo tienen alto potencial
para la aplicacion del consorcio explorado en
cacahuate de la variedad criollo Huaquechula.

CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo muestran

que existe un efecto sinérgico entre las bacterias
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del consorcio que potencian el crecimiento de
las plantas de cacahuate. Todas las bacterias
exploradas fueron capaces de adherirse a las
semillas de cacahuate NE/CT y de colonizar la
rizosfera de las plantas. Sin embargo, la
colonizacién rizosférica de Sphingomonas sp.
OF178, A. brasilense Sp7 y P. putida KT2440
se incrementd cuando las bacterias se
inocularon en mezcla, en comparacion con su
colonizacion individual. Las bacterias en
consorcio impidieron el crecimiento de hongos,
lo cual podria significar uno de los mecanismos

para promover el crecimiento de plantas.
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