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BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL EN
MICROPLANTULAS DE VAINILLA

DISENO DE LA INVESTIGACION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Entre las especies de orquideas, la vainilla es una de las mas importantes
en el mercado nacional e internacional, derivado de los grandes beneficios que de
ella se adquieren. La vainilla se utiliza en la elaboracion de bebidas, postres,
perfumes, licores, cigarros y medicinas. Es el saborizante de mayor uso a nivel
mundial. (Elorza et al., 2007)

La vainilla es un cultivo del trépico himedo de México con alto potencial de
exportacion, debido a su excelente calidad es uno de los productos mas
codiciados en el mercado internacional (Sagarpa, 2011), el valor de la produccién
en 2009 fue de 3.01 millones de pesos y 82% de lasexportaciones totales de
vainilla de México fueron absorbidas por Estados Unidos (FAOSTATS, 2011).Sin
embargo, aun cuando existen las condiciones climaticas y culturales del uso y
manejo del cultivo, la produccién en México no es suficiente para figurar en el

mercado internacional. (Henry et al., 2012)

En el periodo comprendido de 2003 a 2009 la producciéon de México crecio
a una tasa de crecimiento media anual de -8,7 %, mientras que Madagascar a una
de 17,9 %.Los datos anteriores sugieren una baja competitividad de la vainilla
mexicana, su disminucion de la participaciéon en el mercado internacional y la
caida de las exportaciones.(Gutiérrez y Almaraz, 2007). Este fenbmeno se atribuye a
dos factores: reduccion de la superficie sembrada por el abandono de
plantaciones, debido a la falta de rentabilidad para el productor y los bajos
rendimientos por unidad de superficie, producto de una baja tecnificacion de los

vainillales. (Jaramillo et al., 2012)



El principal estado productor de vainilla es Veracruz, los municipios
productores son: Papantla de Olarte, Martinez de la Torre, Gutiérrez Zamora,
Tecolutla y Poza Rica de Hidalgo. Se estima que tan so6lo la zona del
Totonacapanque comprende a esta region produjo el 80% de la produccién total
de vainilla verde a nivel nacional en la cual el 89% de la poblacion se dedica a la
agricultura, 8% a la ganaderia, 1% a la silvicultura y 2% actividades menores
como pequefios negocios y diversos oficios. (Jaramillo et al., 2012); por tanto, este
cultivo tiene impacto en aspectos economicos, sociales y ecologicos en las

regiones de produccion.

El cultivo de la vainilla (VanillaplanifoliaAndrew) enfrenta serias dificultades
debido a problemas asociados a su propagacion vegetativa, enfermedades,
plagas, cambios climaticos, afectaciones de caracter bidtico, ausencia de
planificacion de riegos y escasa organizacion en la producciéon y comercializacion
del producto, entre otros (Henry et al.,, 2012). De acuerdo con el Congreso
Internacional de Vainilla de 2006, los productores indicaron que existen problemas
en la cadena de produccion de vainilla relacionados con: inadecuada validacion y
transferencia de tecnologia por parte de instituciones de investigacion, reducida
tecnificaciéon de los vainillales y ausencia de capacitacion y asesoria a los
productores en materia de fitomejoramiento y manejo del cultivo. (Barrera et al.,
2009)

El desarrollo de la agricultura moderna se caracteriza por realizar
recomendaciones tecnoldgicas que ignoran la heterogeneidad ambiental, cultural y
socioeconémica de una determinada region, esto genera que el desarrollo agricola
no responda a las necesidades de los agricultores ni a los potenciales agricolas
locales. Por tanto, resulta imperativo generar un sincretismo de conocimiento que
contribuya a la generacién de tecnologias eficientes desde el punto de vista
productivo y agroecoldgico, a fin de incrementar la productividad de los sistemas

de produccion de vainilla en la region del Totonacapan. (Barreraet al., 2009)



JUSTIFICACION

En afios recientes, se ha retomado el interés de utilizar bacterias
promotoras de crecimiento en la produccion de cultivos. La mayoria de los
microorganismos se encuentran interactuando en la rizosfera (region del suelo
alrededor de la raiz de la planta influenciada por su metabolismo), donde el
ambiente es distinto del resto de la zona edafica. Uno de los fendomenos
importantes que se produce en la rizosfera es la presencia de una gran variedad
de sustancias organicas, como aminoacidos, acidos organicos, carbohidratos,
derivados de &cidos nucleicos, factores de crecimiento y enzimas que, directa o
indirectamente, tienen influencia positiva 0 negativa sobre los microorganismos
gue ahi habitan. (Diaz et al., 2001)

Entre los organismos rizosféricos con efecto positivo en el desarrollo de las
plantas se encuentran bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV),
(Chévez et al., 2011)oPGPBs (del inglés PlantGrowthPromotingBacteria), incluye
numerosos microorganismos que viven en el suelo y se asocian con distintas
especies vegetales, facilitando o incrementando su crecimiento. La utilizacion de
estos microorganismos en las practicas agricolas puede constituir una alternativa
valida para incrementar la productividad de los cultivos en un esquema de

produccion sustentable y amigable con el medio ambiente. (Ahmet et al., 2010)

Estas bacterias asociativas son consideradas promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV) por su capacidad para estimular directamente el crecimiento de
las plantas, a través de mecanismos como fijacion biolégica de nitrogeno,
produccién de sustancias reguladoras del crecimiento, solubilizacién de minerales
y nutrientes, incremento en el volumen de la raiz e induccidon de resistencia
sistétmica a patdégenos, entre otros (Rodriguez et al., 2013). Uno de los
mecanismos clave de las BPCV para facilitar el desarrollo vegetal es la
disminucion de los niveles de etileno, que inhiben la elongacion radical, por la
accion de la enzima 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato (ACCO)

desaminasa.(Chavez et al., 2011).



Los cultivos inoculados con BPCV generan cierta resistencia a sequia,
salinidad o deficiencia nutricional debido al aumento del desarrollo radical a través
de las fitohormonas (auxinas y citocininas) que tienen efectos positivos en las
plantas. La comprension adicional de los mecanismos fundamentales empleados
por estas bacterias probablemente acelerara la aceptacion de estos organismos

como complementos adecuados y eficaces para la agricultura practica.

Numerosos reportes informan que la incorporacion de estas bacterias a las
semillas o plantulas favorece el desarrollo del cultivo, (Rodriguez et al., 2013)
siendo pocos los relacionadoscon las orquideas en particular con la orquidea
Vanillaplanifolia por lo que representa una oportunidad de estudio para determinar
sus interacciones y efectos positivos en el crecimiento y desarrollo de los cultivos

de vainilla.

La inoculacion con estas bacterias en los cultivos de vainilla ubicados en
Cazones de Herrera, Veracruz, permitira analizar las interacciones bacteria-planta
y obervar los efectos en el crecimiento de las plantas, con la finalidad de que se
puedan usar para mejorar el rendimiento y aumentar la productividad de Vanilla

planifolia.



OBJETIVOS.

Objetivo general: Evaluar el efecto del crecimiento en las microplantulas de
vainilla inoculadas con bacterias promotoras de crecimiento seleccionadas de la

rizosfera de vainilla.
Objetivos especificos:

e Cuantificar el crecimiento de microplantulas de vainilla inoculadas con
BPCV.
e Analizar el efecto de las bacterias promotoras del crecimiento en la

concentracion de P, K, Cu, Fe, Mny Zn en las plantulas de vainilla.

HIPOTESIS

e El crecimiento de las plantulas de vainilla serd& mayor en aquellas
inoculadas con bacterias promotoras del crecimiento que en las
microplantulas de vainilla sin inocular.

e La absorcion de nutrientes como P, K, Cu, Fe, Mn y Zn en microplantulas

de vainilla sera mayor por la inoculacién con las cepas bacterianas.



CAPITULO |
ANTECEDENTES.

El género Vanilla incluye 110 especies de orquideas distribuidas en
diferentes regiones tropicales del mundo; V. planifolia A. y V. tahitiensis son las
especies de mayor importancia econdémica, la primera es la mas conocida y es la

referente cuando se habla de vainilla. (Henry et al., 2012)

La vainilla (Vanillaplanifolia A.) es originaria de la zona norte del estado de
Veracruz, México (ASERCA, 2002). Las plantas de vainilla crecen mejor en las
regiones tropicales humedas. El sol directo puede provocar dafios en su follaje,
pero también el exceso de sombra es perjudicial para la planta, por lo que esta
planta crece generalmente entre las sombras de los arboles, los cuales reducen
cerca de la mitad de la intensidad del sol. En condiciones de sequia la planta
puede morir facilmente. En cultivos comerciales, también se pueden utilizar mallas
artificiales para crear las condiciones correctas de luz para su crecimiento. (Castro
y Garcia, 2007)

1.1 Importanciay descripcion de la vainilla.

Por décadas, la vainilla ha sido la principal fuente de ingresos en la zona de
Papantla, la region vainillera mas importante de México por sus caracteristicas de
clima y suelo necesarias para su desarrollo,(Carmona, 2013) ya que es uno de los
saborizantes y aromatizantes de mayor demanda y alto precio en el mercado
debido a su uso, el cual se distribuye en diversas y variadas industrias, que van
desde la alimentaria, pasando por la licorera, refresquera, farmacéutica,
cosmética, tabacalera, hasta llegar incluso, a la industria artesanal. (Soto et al.,
2006)

La vainilla tiene una alta cotizaciéon internacional, ya que su producto puede
alcanzar entre 130 y 200 délares por Kilogramo de vainilla beneficiada. Durante su
ciclo productivo es una fuente importante de empleo rural, principalmente en la

etapa de floracion, debido a que la polinizacibn se realiza manualmente,



generando fuertes cantidades de jornales anuales por hectarea. Adicionalmente se
emplea mano de obra en el “beneficiado “del fruto verde (deshidratado, sudado y
asoleado) para el desarrollo de los compuestos aromaticos y para su

comercializaciéon. (Hernandez, 2000)

Las etapas de crecimiento del cultivo de V. planifolia y su determinacion
dependen del manejo cultural y particularmente del tipo de encauzamiento de las
guias en crecimiento. La longevidad del cultivo depende del mantenimiento y
puede ser 3 a 10 afios. Las plantaciones comerciales en México tienen vida
promedio de 5 afos, de los cuales los primeros tres son de desarrollo vegetativo y

los otros dos son de produccion. (Curti, 1995; Sanchez, 1992).

Particularmente, Vanillaplanifolia es una planta perenne herbacea y
trepadora. Por lo general, su tallo es de color verde, suave y suculento formado
por entrenudos de 10 a 15 cm de largo con hojas alternas gruesas y cerosas de 15
a 18 cm de largo y 5 a 7 cm de ancho. (Soto, 2006) Es hermafrodita, sus flores
miden alrededor de 5 cm y son de color blanco con un tono ligeramente amarillo
verdoso. Presenta dos tipos de raices, las que brotan de los nudos introducidos en
la tierra, denominadas primarias, y las secundarias o adventicias que brotan de los
nudos de la parte aérea las cuales se sujetan del tutor y su crecimiento es hacia el
suelo de donde obtienen nutrientes de la materia organica. (Hopkings et al., 2004)

Su cultivo contribuye a mejorar la fertilidad y conservaciéon del suelo, ya que
esta orquidea esté asociada a arboles vivos que utilizan como tutores que aportan
materia organica al suelo y evita la erosion, a la vez que permite la reforestacion y

conservacion de la vegetacion nativa (Hernandez, 2000)
1.2 Bacterias promotoras del crecimiento de las plantas.

Desde la elaboracion del concepto de la rizosfera por Lorenz Hilther en
1904, muchos estudios han reportado que el ambiente del suelo unido al sistema
de raices correlaciona la abundancia y la actividad microbiana debido a la
presencia de los microorganismos en los exudados y depdésitos de las raices, de

esta forma inicia una relacion de beneficie mutuo. (Stéphane et al., 2009; Ahmad
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et al., 2006).Se ha sugerido que un gramo de suelo tipico contiene
aproximadamente 9 x 10’ bacterias, 4 x 10° actinomicetos, 2 x 10°hongos, 3 x
10%algas, 5 x 10%protozoos y 3 x 10'nematodos. El nimero de estos organismos
en cualquier suelo, en comparacibn a otro pueden variar en gran
medida.(Stéphane et al., 2009).

Es bastante comun que la concentracion de bacterias que se encuentra
alrededor de las raices de las plantas, es decir, en la rizosfera, es mucho mayor
gue la concentracion bacteriana en el resto del suelo (10-1000 veces), debido a la
presencia de grandes cantidades de azucares, acidos organicos y aminoacidos en
los exudados de raices, y la capacidad de estos compuestos para actuar como
fuente alimentaria bacteriana.(Simons et al., 1996; Shoresh et al., 2005)

Actualmente es de vital interés estudiar la microbiota del suelo asociada a
las raices de las plantascon la finalidad de obtener estrategias que mejoren la
productividad agricola procurando la no contaminacién del ambiente, asimismo
evitando el uso de minerales en exceso como lo son los fertilizantes quimicos los
cuales alteran el equilibrio del suelo y el ecoldgico, esto ha creado una gran
importancia en el estudio de la interaccion bacterias-planta (Reyes et al., 2008;
Read, 1998)

1.2.1 Actividad de BPCP

La interaccion entre bacterias del suelo y raices de las plantas puede ser
clasificada como beneficioso, perjudicial o neutral para la planta, y, a veces el
efecto de una bacteria en particular puede variar el cambio de las condiciones del
suelo. (Glick, 2014). La actividad de los microorganismos promotores de
crecimiento vegetal en general se inicia con mecanismos de quimiotaxis que estan
relacionados con la presencia de flagelos, quimiorreceptores y sistemas de
regulacion codificados genéticamente. Estos factores tienen gran importancia
sobre la habilidad de colonizar la rizésfera y mantener la comunicacion entre las
células de la raiz con los microorganismos presentes en el suelo (Landa et al.,
2002; Mavrodi et al., 2006).



Las bacterias asociadas con la planta de manera beneficiosa desempefian
un papel clave en el apoyo y / o el aumento de salud y el crecimiento de las
plantas (Dawwam et al., 2013), estas bacterias se les denomina como promotoras
del crecimiento de plantas (PGPB) orizobacterias promotoras del crecimiento de
plantas (PGPR). (Kibret, 2013)

En afos recientes, se ha retomado el interés de utilizar bacterias
promotoras de crecimiento en la produccidén de cultivos. Estas bacterias se han
aplicado a semillas, tubérculos o raiz, y son capaces de colonizar las raices de las

plantas y estimular el crecimiento y rendimiento de cultivos (Chanway et al., 1989)

Las PGPB pueden estimular el crecimiento de plantas a través de la
movilizacion de nutrientes en los suelos, produciendo numerosos reguladores del
crecimiento vegetal, aumentar el rendimiento y la proteccion de las plantas contra
los fitopatdgenos mediante el control o la inhibicion de ellos, mejorar la estructura
del suelo y biorremediar los suelos contaminados mediante el secuestro de las
especies de metales pesados tdéxicos y compuestos xenobibticos degradantes asi
como reducir el estrés bidtico o abidtico de la planta, sin conferir patogenicidad.

Las bacterias alojadas cerca de / en las raices de las plantas (rizobacterias)
son mas versétiles en la transformacion, la movilizacion y la solubilizacion de los

nutrientes en comparacion con las de los suelos. (Kibret, 2013)

En este sentido, diversas estimaciones de la cantidad de carbono fijo
fotosintéticamente que se exuda por las raices de diversas plantas van desde 5%
hasta 30% (Glick, 2014)y el P organico en el suelo varia de 30% a 50% del
fésforo total en la mayoria de los suelos, esta fraccion esta formada principalmente

por la forma organica mas estable de P.

Después de N, el P es el nutriente mas limitante para el crecimiento de las
plantas, incluso en suelos fértiles, la concentracion de P en la solucion del suelo
no es mayor que 10 uM a pH 6,5.En respuesta de las plantas a esta deficiencia de

P tienden a aumentar su disponibilidad, la absorcion, y la eficiencia de uso.



La actividad microbiana es una de las vias mas importantes para solubilizar
el P en suelos, las PGPB pueden solubilizar fosfatos con eficacia y mejorar la
absorcion de P en suelos pobres, (Nico et al., 2012) por lo tanto, son
microorganismos dominantes capaces de tomar formas no disponibles para la
planta y transformarlas, hasta la obtencion de formas asimilativas para las células
vegetalesque derivan en el reciclado de los nutrientes del suelo y, en
consecuencia, son cruciales para la fertilidad del suelo.(Camelo et al., 2011)

En la actualidad, los enfoques biolégicos para mejorar la produccion de
cultivos estan ganando una fuerte posicion entre agronomos y ambientalistas

siguiendo el sistema de gestion de nutrientes de las plantas integradas.

En este contexto, existe una rigurosa investigacion con un mayor impulso a
explorar rizobacterias que poseen rasgos nuevos como los potenciales de
desintoxicacion de metales pesados, la degradacion o tolerancia de plaguicidas,
tolerancia a la salinidad, el control biolégico de fitopatdgenos e insectos junto con
el crecimiento normal de la planta; la promocion de propiedades tales como,
fitohormonas, sideréforos, 1-aminociclopropano-1-carboxilato y la produccion de
amoniaco , la actividad nitrogenasa, solubilizacion de fosfato, etc.(Fischeret al.,
2003; Bashanet al., 2002).

En la actualidad se estan utlilizando las BPCP como bio-inoculantes, sin
embargo, en muchos fallan para los efectos deseados cuando se aplica en el
campo debido a inconsistencias en la respuesta de la planta a la inoculacion; esto
podria ser debido a la insuficiencia de la rizosfera y/o la colonizacién de la planta
que se encuentran directamente relacionados con la concentracion del indculo.Se
ha determinado que el nivel 6ptimo del inoculoen semillas y plantulas es alrededor
de 10°-10° unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), cuando es
superior los efectos son inhibitorios, mientras que dosis bajas no causan efecto.
(Bashan et al., 2004; Saubidetet al., 2002). Debido a esto no soélo los mecanismos
responsables de la promocién del crecimiento de plantas tienen que ser
investigados, también se requiere un conocimiento profundo de todas las etapas
de la colonizacién de plantas por BPCP. (Stéphane et al., 2009).
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1.2.2 Promocion del crecimiento de las plantas.

Siguiendo la rizosfera y la colonizacion rizoplano, algunos microorganismos
transmitidos del suelo, pueden entrar en las raices y establecer subpoblaciones.
(Dawwam et al, 2013). Distintas comunidades microbianas se han encontrado en
diversos organos de la planta tales como raices, tallo, hojas, flores, asi como
frutas y semillas o incluso durante el desarrollo de la planta que indica las
diferentes capacidades de cepas bacterianas para colonizar varios

compartimentos de plantas.(Stéphane et al., 2009).

Las bacterias que facilitan el crecimiento de la planta pueden hacerlo ya sea
mediante la union a la superficie exterior de la planta, tales como las raices (el
rizo-esfera) o las hojas (la filosfera), o pueden habitar en las superficies interiores
de la planta formando una relacion con endoéfitos y éstas pueden hacerlo de

manera directa o indirecta.

La promocién del crecimiento de las plantas de manera indirecta se produce
cuando estas bacterias disminuyen o evitan algunos de los efectos perjudiciales
de un agente patdégeno de la planta (por lo general un hongo) por cualquiera de
uno de varios mecanismos. (Castro y Garcia, 2007) mencionan que las plagas y
enfermedades que mas afectan a la planta son: 1) Pudricién de la raiz (Fusarium
batatis); 2) Marchitamiento (F. Oxiporum); 3)Mancha de Ila vainilla
(Colletrotrichumvanillae); 4) Gusano peludo (Plusia aurifera) y algunos

gasterépodos (caracoles y babosas).

La promocion directa de crecimiento de las plantas por bacterias
promotoras del crecimiento de las plantas en general, implica facilitar la
adquisiciéon de los recursos de nutrientes desde el medio ambiente, incluyendo el
nitrogeno fijo, hierro y fosfato, o en la modulacién especifica del crecimiento de las
plantas mediante la alteracion de los niveles de hormonas de plantas, tales como

auxinas, citoquininas y etileno. (Glick, 2014).

11



1.2.3 Mecanismo de accién entre BPCP y las plantas.

La hormona etileno, que se encuentra en todas las plantas superiores, es
un modulador importante del crecimiento normal y desarrollo de la planta, asi
como una funcion clave en la respuesta de las plantas a una amplia gama de

tensiones.

Una variedad de procesos de la planta involucran al etileno incluyendo la
nodulacién de las leguminosas, el enraizamiento de esquejes, asi como la
interaccion de una planta con hongos micorricicos beneficiosos. Dentro de
cualquier planta en particular, la sintesis de etileno se ve afectada por un namero
de diferentes factores, incluyendo la temperatura, la luz, la gravedad, la nutricién,
la presencia y el nivel de otras hormonas de las plantas, y la presencia de diversos

tipos de estrés bioldgico al que la planta tal vez esté sometida.

En cuanto a la respuesta de la planta al estrés, se forma un mayor nivel de
etileno tipicamente en respuesta a la presencia de metales, productos quimicos
organicos e inorganicos, temperaturas extremas, demasiado o muy poco de agua,
luz ultravioleta, dafios por insectos, dafios por nematodos, fitopatégenos (tanto
hongos y bacterias), y el dafio mecanico. (Glick, 2014). La presencia de etileno en
la planta a altas concentraciones puede provocar la inhibicion del crecimiento o
incluso la muerte, por lo tanto es importante la funcion que desempefa el rasgo
bacteriano que contiene la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
desaminasa debido a que es responsable de la eliminaciéon del precursor de
etileno en la planta, ACC, y amoniaco en a-cetobutirato. Al disminuir los niveles de
ACC en las plantas, los microorganismos productores de ACCdesaminasa
disminuyen los niveles de etileno facilitando la produccién vegetal. (Glick, 2014). El
impulsor para la formacién de ACC en la planta es la enzima ACCsintasay su
transcripcion es promovida por la fitohormona (AlA), ésta es sintetizada y
secretada por las bacterias en respuesta a la presencia de triptofano y otras
moléculas pequefias en los exudados de la raiz, algunos de los cuales se recoge

por la planta.
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Este AIA, junto con el sintetizado de manera endogena por la planta puede
afectar a las plantas de maneras diferentes. Se puede estimular la proliferacion
celular de la planta y / o alargamiento de las células de la planta. En este caso,
AlAactua para estimular la sintesis de etileno en la planta, AIA también actda para
soltar las paredes celulares de la planta, facilitando la elongacioén celular y el

aumento de la exudacién de la raiz. (Glick, 2014)

Con las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas que segregan
tanto AIA y sintetizan ACCdesaminasa, los niveles de etileno en la planta no se
elevan a la misma medida que cuando las plantas interactan con las bacterias
gue segregan AlA pero no sintetizan ACCdesaminasa. El resultado neto de esta
relacion entre AIA y ACCdesaminasa es que mediante la reduccién de los niveles
de etileno de la planta, ACCdesaminasa facilita la estimulacion del crecimiento de

las plantas por AlA.

Como resultado, las plantas que crecen en asociacion con ACCdesaminasa
de bacterias promotoras del crecimiento vegetal generalmente tienen raices mas
largas y brotes y son mas resistentes a la inhibicion del crecimiento por una

variedad de etileno inducido por estrés.

Las bacterias que contienen ACCdesaminasa son relativamente comunes
en el suelo, después de haber sido encontrado en una amplia gama de entornos
de todo el mundo. De hecho, se ha sugerido que, "La capacidad de
Pseudomonasputida GRI2-2 para hidrolizar ACC en el suelo, puede proporcionar
una ventaja competitiva sobre otros microorganismos de la rizosfera, ya que

puede utilizar ACC como fuente de nitrégeno." (Glick, 2014).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA.

2.1 Ubicacion del experimento

El estudio se realizé en invernadero situado en Cazones de Herrera, es un
municipio ubicado en el estado de Veracruz, colinda al norte con el municipio de
Tuxpan y el Golfo de México; al este con el Golfo de México y el municipio de
Papantla; al sur con el municipio de Papantla; al oeste con los municipios de
Papantla, Tihuatlan y Tuxpan. Su clima es calido subhiumedo con lluvias en
verano, de mayor humedad (48%), calido himedo con abundantes lluvias en
verano (35%), calido subhimedo con lluvias en verano, de humedad media (17%)

siendo su rango de temperatura de 24-26°C y de precipitacion1400-1600 mm.
2.2 Disefio experimental

Se realizd un sistema con 11 lotes y 10 repeticiones cada uno. El lote 1
correspondié a las plantas de control, sin inoculacién de bacterias. Los lotes 2-11
también con 10 repeticiones se realizaron con 10 bacterias diferentes aisladas y
seleccionadas de los cultivos de vainilla. Se ocuparon 110 unidades

experimentales como se puede observar en la Tabla 1.

Las variables cuantificadas fueron la longitud de la plantula, nUmero de hojas,
namero de nudos, numero de raices adventicias, numero de brotes y
posteriormente peso fresco, peso seco, area foliar, longitud de raiz, clorofila a,

clorofila b, clorofila total, Cu, Fe, Mn, Zn, Ky P.

Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA de un factor con la prueba de Tukey-

Kramery una confiabilidad de a<0.05, con el programa SPSS.
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Tabla 1. Disefio de experimentos aplicado en el proyecto de investigacion.

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 RI10
LOTE 1Control(Buffer de fosfatos) 1.1 1.2 1.3 14 15 16 1.7 1.8 1.9 1.10
LOTE 2Cepa N60C1(Bacterium 2.1 2.2 2.3 24 25 26 2.7 2.8 2.9 2.10
endosymbiont)
LOTE 3Cepa K59C1(Enterobacter 3.1 3.2 3.3 34 35 35 37 38 39 3.10
cloacae)
LOTE 4Cepa K55C1(Citrobacter 4.1 4.2 4.3 44 A5 46 47 48 49 4.10
freundii)
LOTE 5Cepa M54C1(Bacterium 51 5.2 53 54 55 56 5.7 5.8 5.9 5.10
endosymbiont)
LOTE 6Cepa N55C2(Enterobacter 6.1 6.2 6.3 64 65 6.6 6.7 6.8 6.9 6.10
sp.)
LOTE 7Cepa N53C1(Pantoea 7.1 7.2 7.3 74 75 76 1.7 78 7.9 7.10
agglomerans)
LOTE 8Cepa N39C2(Serratia 8.1 8.2 8.3 84 85 86 8.7 8.8 8.9 8.10
marcescens)
LOTE 9Cepa N2C1(Bacterium sp.) 9.1 9.2 9.3 94 95 96 97 9.8 9.9 9.10
LOTE 10Cepa K20C1(Bacterium 101 102 103 104 105 106 107 108 109 10.10
endosymbiont)
LOTE 11Cepa M53C1(Citrobacter 111 112 113 114 115 116 117 118 119 1110

freundi)

2.3 Etapas del trabajo de campo.
2.3.1 Limpieza y medicion de las plantulas de vainilla.

Las 110 plantulas de vainilla contenidas con agar en tubos de ensaye se
extrajeron y limpiaron con agua destilada quitando el agar hasta eliminarlo por
completo, posteriormente se colocaron sobre una superficie plana para eliminar el
excedente de agua. Se llevaron a cabo las siguientes mediciones: niumero de
raices adventicias y de suelo, longitud de tallo y nUmero de hojas, se registraron

los resultados.
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2.3.2 Traspaso de plantulas a sustrato.

El sustrato Miracle-Gro estéril se hidraté sobre un contenedor agregadndole agua
de pozo y mezclando hasta humedecer evitando que llegue a escurrir, en seguida

se colocaron 60 gramos del mismo en cada uno de los tubetes.

Posteriormente se realiz6 un espacio en el centro del tubete introduciendo y
sacando un l4piz de tal forma que tengan 8 cm de profundidad, dentro del cual se
colocaron las plantulas asegurandose que las raices de suelo queden cubiertas y
la plantula de forma vertical; en algunos casos fue necesario utilizar un soporte

para evitar que la plantula se deforme.

Se rocié con fungicida (Captan 0.5g/L) al sustrato contenido en los tubetesantes y
después de traspasar la plantula ya que permite prevenir, destruir o controlar

cualquier plaga.

Los tubetes se etiqguetaron enumerandolos del 1 al 110 respectivamente y se
colocaron en gradillas de manera alternada, por lo que cada una de ellas contenia
25 tubetes en total. Con la finalidad de simular las condiciones ambientales de un
invernadero se coloco plastico en la superficie de las gradillas con soportes de

bambu en las esquinas.

Las cinco gradillas se acomodaron en una superficie plana la cual se encontraba a
75cm de altura del nivel del suelo bajo arboles de bambu ya que ésta area cumplia
con las condiciones de sombra y aireacion necesarias para su desarrollo y

proteccion, las 5 gradillas se dejaron aclimatar por un periodo de 15 dias.
2.3.3 Preparacion del inoculo.

Las 10 diferentes cepas bacterianas seleccionadas previamente de la rizésfera
donde se encuentra la vainilla crecieron en tubos con caldo Luria Bertani a 30°C
durante 24h a 800 rpm. Posteriormente se realizd un crecimiento masivo en 400
mL de caldo LB en matraz Erlenmeyer a 30°C durante 24h a 800 rpm. Las

bacterias se separaron mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 10 minutos, el
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pellet seresuspendié en buffer de fosfatos con pH 7.4 a una concentracién de 0.1
molar y se ajusté a 0.5 A a 600nm, que corresponde aproximadamente a 1x10°
bacterias/mL.

2.3.4 Inoculacion de plantulas de vainilla.

Después del periodo de aclimatacion se les retird el soporte que se les coloco al
iniciopara su aclimatacion, se hicieron las mediciones de acuerdo a los parametros
antes mencionados a excepcion de las raices de suelo evitando tener contacto
con las plantulas con el fin de prevenir algin dafio o contaminacion a la misma,
dichas mediciones se realizaron cada 15 dias. Los tubetes se etiquetaron de

acuerdo al tipo de bacteria, tratamiento y nimero de repeticion respectivamente.

Las plantulas se inocularon con 10 mL de la suspension bacteriana, alrededor de
la raiz de cada plantula, 10 repeticiones por cada cepa, reservando un testigo de
10 repeticiones al cual se le agregd buffer de fosfatos de acuerdo con el disefio

experimental elaborado con anticipacion.
2.3.5 Estandarizacion de pesos de las plantulas

Pasando 6 horas de su inoculacion, los tubetes con plantula y sustrato se pesaron

con la finalidad de comparar la cantidad de agua que contenia cada una de ellas.

Se acomodaron nuevamente en el &rea destinada para su desarrollo y se les
colocéd un dispositivo el cuél tomd lectura de las condiciones de humedad y

temperatura en las que se encontraban las plantulas de vainilla.

Después de 12 horas, las plantulas se volvieron a pesar con el propésito de
confirmar los pesos para conocer la cantidad de agua que necesita cada una de
ellas y poder estandarizar a 100 gr. De acuerdo a la relacion 1g/mL, se agrego la
mitad de los mililitros faltantes para alcanzar los 100 g segun los pesos registrados
para cada plantula y al término de una hora se agregaron los mililitros restantes, el
agua se agreg0 con una pipeta estéril en las orillas del sustrato para evitar
posibles escurrimientos de agua que pudiesen llegar a generar una pérdida de

in6culo.
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2.3.6 Preparacion de las muestras para laboratorio.

Después de 162 dias de observacidén y registro de mediciones en campo, el
namero de plantulas de vainilla se redujo a 96 unidades experimentales debido a

la presencia de hongo en las plantas de vainilla

Al finalizar la etapa de trabajo de campo se hicieron recolectas de todas las
unidades experimentales con 4 repeticiones cada una (44 plantulas), las plantulas
se extrajeron de los tubetes contenidos en sustrato y se enjuagaron. Se dejaron
escurrir para quitar el excedente de agua y registrar el nimero y longitud de cada
una de las raices de suelo. Posteriormente se separ0 el tallo, hojas y raices

adventicias de las raices de suelo y se almacenaron en bolsas de papel.

Enjuagar

Separar raices
de suelo

Raices de suelo Tallo, hojas y Numero y longitud
raices adventicias de raices de suelo
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2.4 Determinacion de peso fresco, peso seco, area foliar, concentracion de

Fe, Cu, Mn, Zn, K, Py clorofila en laboratorio
2.4.1 Determinacion de clorofila.

Con una perforadora se tomaron 3 discos de diferentes hojas por plantula de las
repeticiones que no se extrajeron para analizar en laboratorio y tenian hojas
suficientes para tomar la cantidad requerida. Las muestras se colocaron en
frascos de 30 mL con 10mL de acetona al 80% y se almacenaron en obscuridad a
-20°C por 42 horas. Las muestras se vertieron en un mortero de Agata y utilizando
arena de mar se molieron hasta obtener una mezcla homogénea, se filtraron para
separar los restos de arena y particulas en suspension. De cada filtrado se coloco
aproximadamente 1 mL en celdas de vidrio y con un espectrofotbmetro se leyeron
las absorbancias en las siguientes longitudes de onda: 662,645 y 652 nm para
clorofila a, b y clorofila total respectivamente. Se midié la absorbancia de un

blanco que contenia 30 mL de acetona al 80%.

ClOT'Ofila a = 11'75A662 - 2'350A645
Clorofila b = 18.61A645 — 3.960A4662
Clorofila total = 27.84¢s>

En donde:
Ass2= Absorbancia a una longitud de onda 662 nm

Asss= Absorbancia a una longitud de onda 645 nm

Ass2= Absorbancia a una longitud de onda 652 nm
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Almacenar en obscuridad
a-20°C por 24 horas

Leer absorbancias Registrar datos

2.4.2 Determinacion de peso fresco, peso seco y area foliar.

Las muestras contenidas en bolsas de papel se pesaron y se registraron los datos.
Se midi6 el &rea foliar de cada hoja en un Medidor de Area Foliar (Fijo) LI-3100C

separando hojas y tallo de cada plantula.

Las hojas, tallo y raices adventicias se cortaron en pequefios pedazos, se
colocaron en sobres de papel perforados y se secaron a 65°C por 24 horas. Una

vez que el material se seco, se molieron en mortero de Agata y se pesaron.
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Separar Medir area
Peso fresco hoias de tallo foliar

Secar a 65°C

Cortar hojas,
por 24 horas

tallo y raices
adventicias

Peso seco

2.4.3 Determinacion de Fe, Cu, Mn, Zn, Ky P.
2.4.3.1 Preparacion de la muestra

Las 4 muestras por tratamiento se juntaron en pares obteniendo 22 muestras en
total y alcanzar los 0.25¢g en tubos de vidrio de 50 mL. Se afiadié 1 mL de H,0, vy
posteriormente de agregaron 4 mL de mezcla binaria (HCIO4:H,SO, relacién 1:4)
a cada tubo bajo campana extractora de gases agitando suavemente hasta que
termind la formacion de espuma. Se colocaron los tubos en la plancha y se calento
a ebullicién hasta obtener la decoloracion total de la solucion.Se aforé a 25 mL con
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agua desionizada en matraces de aforacion, se filtr6 cada solucion con papel filtro

Whatman No. 42 ylos filtrados se pasaron tubos de 30mL con tapa.

4 mL mezcla
1 mLH,;0, binaria

HCIO4:H2504

|
‘.‘._\ ) R e
fegosvpy

w5

QP99 ®
;‘.‘_ = @

Filtrar

Aforara 25 mL

2.4.3.2 Determinacion de Cu, Fe, Mny Zn.

Se leyeron directamente en el extracto obtenido los elementos menores Cu, Fe,
Mn y Zn en un espectrofotobmetro de absorcion atomica a 325, 248,279 y 213 nm

respectivamente.
El factor de dilucién utilizado fue el siguiente:

25mL 1000
1000mL ¥ 0.259

Factor de dilucion:
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En donde:

Cu mg kg™ :Factor de dilucion x As,s
Fe mg kg™ :Factor de dilucion x Az,g
Mn mg kg~ :Factor de dilucién x A,

Zn mg kg™ :Factor de dilucion x Azq3

Az,5;= Absorbancia a una longitud de onda 325 nm

Az4s= Absorbancia a una longitud de onda 248 nm

Az79= Absorbancia a una longitud de onda 279 nm

Az13= Absorbancia a una longitud de onda 213 nm

Espectrofotometro
de absorcion atémica

Soluciones para calibrar Cu, Fe, Mny Zn
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2.4.3.3 Determinacion de P.

Se tomaron 2 mL de cada extracto y se agregaron 2 mL de solucion de
metavanadato de amonio con 6 mL de agua destilada. Se agit6 y se dejo en
reposo durante 20 minutos para el desarrollo del color amarillo. Se leyeron las
absorbancias en un espectrofotometro UV a 470nm utilizando un blanco como
referencia. Se elabord una curva de calibracion con soluciones de concentraciéon y
absorbancia conocidas: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ppm y 0, 0.075, 0.092, 0.111,
0.125, 0.142, 0.158, 0.174, 0.190 % de absorbancia respectivamente.

2.4.3.4 Determinacion de K.

Se realizé una dilucion de los extractos de 1:100 para la determinacion de K, se
leyeron las transmitancias en un Flamémetro. Se elabor6 una curva de calibracion
con soluciones de concentracion y transmitancias conocidas: 0, 5, 10, 15, 20, 25

ppmy 0, 20, 42, 61, 81, 100% de transmitancia respectivamente.

Flamdémetro
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CAPITULO Il
RESULTADOS.

Los cambios que se presentaron en las plantulas de vainilla durante los dias de
medicion después de la inoculacién asi como los valores obtenidos en los analisis
de laboratorio en relacion con el testigo y los tratamientos inoculados con las
diferentes cepas bacterianas se muestran y explican de manera detallada en las
siguientes figuras, las cuales muestran las graficas con los datos y desviaciones
estandar en los distintos dias de medicion. Los graficos realizados se compararon
con los resultados obtenidos en el analisis de varianza (ANOVA).

3.1Longitud promedio de las plantulas de vainilla.

25

Longitud (cm)

Tiempo (dias)

m Testigo m Bacterium endosymbiont(N60C1) ™ Enterobacter cloacae (K59C1) m Citrobacter freundii (K55C1)
® Bacterium endosymbiont{IM54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) " Pantoea aglomerans (N53C1) ™ Serratiamarcescens (N39C2)

Bacterium sp. (N2C1) m Bacterium endosymbiont{(K20C1} = Citrobacter freundi (M53C1)

Figura 1.Longitud de las plantulas de vainilla en los dias posteriores a la

inoculacion.

En la figura 1 observamos que la longitud de las plantulas durante en el periodo de
33 al 77 diasdespués de la inoculacién se comporta de manera similar tanto en las
plantulas inoculadas como en el control donde el valor del testigo es mas alto que
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los demas tratamientos, a partir de los 104 dias se puede observar un aumento las
plantulas inoculadas con Pantoea aglomerans (N53C1) y a los 162 dias este
efecto también se observa en las inoculadas con Enterobactersp. (N55C2) y

Serratia marcescens (N39C2), sin encontrarse diferencias significativas.

3.2 Incremento de altura en las plantulas de vainilla.

10

9 -

Incremento (cm)
1%,

Tiempo (dias)

W Testigo ® Bacterium endosymbiont(N60C1) ™ Enterobacter cloacae (K59C1) ® Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont(M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) Pantoea aglomerans (N53C1) Serratia marcescens (N39C2)

Bacterium sp. (N2C1) m Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi (M53C1)

Figura 2.Incremento de altura en las plantulas de vainilla durante los dias

posteriores a la inoculacion.

De acuerdo a los valores obtenidos del incremento como se muestra en la figura
2 a los 33 dias de medicién en el testigo se tienen valores mas altos que el de los
tratamientos con inoculo. A los 50 dias las plantulas del testigo tuvieron valores
mas bajos que las plantulas inoculadas con las bacterias Enterobacter cloacae
(K59C1), Citrobacter freundii (K55C1), Bacterium endosymbiont (M54C1),
Enterobacter sp (N55C2), Pantoea aglomerans (N53C1), Serratia marcescens
(N39C2) y Bacterium ps (N2C1) , los valores del testigo fueron mas altos que
Bacterium endosymbiont (N60C1) y Bacterium endosymbiont (K20C1). En la

siguiente medicion de los 62 dias después de la inoculacion los valores de las
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plantulas con las cepas Enterobacter sp. (N55C2) y Serratia marcescens (N39C2)
tuvieron valores més altos que el testigo a diferencia de los demas tratamientos
los cuales fueron menores. A los 77 dias de medicion el efecto de las cepas sobre
las plantulas fue favorable en el incremento respecto del testigo a excepcion de
Bacterium endosymbiont (N60C1) y a los 104 dias el comportamiento es similar
siendo ahora la cepa Bacterium endosymbiont (M54C1) con un efecto
desfavorable en el incremento. A los 162 dias las plantulas inoculadas con las
cepas Bacterium endosymbiont (N60C1) vy Bacterium endosymbiont (M54C1)
reflejaron un efecto menor que el testigo, para todos los demas tratamientos el

efecto es mas elevado.

3.3 Incremento de altura total en las plantulas de vainilla.

16 +

Incremento (cm)

162

Tiempo (dias)

m Testigo ® Bacterium endosymbiont(N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) H Citrobacter freundii (K55C1)
® Bacterium endosymbiont{M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) » Pantoea aglomerans (N53C1) ™ Serratia marcescens (N39C2)
Bacterium sp. (N2C1) m Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi (M53C1)

Figura 3.Incremento de altura total en las plantulas de vainilla en los dias de

medicion después de la inoculacion segun los tratamientos.

De acuerdo con la figura 3 en el incremento de altura entre las plantulas
inoculadas y el testigo se puede observar un mayor incremento en Pantoea

aglomerans (N53C1), con una diferencia significativa p<0.05 con respecto al
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testigo. El incremento de altura méas bajo fue en Bacterium endosymbiont (N60C1)
mientras que el mas alto fue en Serratia mercescens (N39C2) ambos sin

diferencias significativas.

3.4 Numero de nudos nuevos en las plantulas de vainilla.

Ndamero

Tiempo (dias)

M Testigo ® Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) m Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont{M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) u Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)
Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont{(K20C1} = Citrobacter freundi (M53C1)

Figura 4.Numero de nudos nuevos de las plantulas en los dias posteriores a la

inoculacion.

En la figura 4 se puede observar que la formacion de nudos nuevos a los 33 dias
posteriores a la inoculacion fue la misma en el testigo y las plantulas inoculadas
con la bacteria Enterobacter cloacae (K59C1), teniendo un valor mas bajo el
tratamiento Bacterium endosymbiont (N60C1) por lo que los demas tratamientos
obtuvieron un efecto mas elevado. A los 50 dias de medicion el efecto en el
testigo, los tratamientos con Serratia marcescens (N39C2) y Bacterium sp.
(N2C1) fueron los mismos considerando un numero mas alto en los de Bacterium
endosymbiont (N60C1) y Enterobacter sp. (N55C2) respecto del testigo. En las
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mediciones realizadas a los 62 dias después de la inoculacién se observa que en
las plantulas inoculadas con Enterobacter cloacae (K59C1) y Enterobacter sp.
(N55C2) la formacion de nudos nuevos fue nula, el tratamiento con Bacterium
endosymbiont (M54C1) tuvo el valor mas bajo, por el contrario en las plantulas con
Bacterium endosymbiont (N60C1) se puede observar un mejor efecto. A los 77
dias después de la inoculacion se encuentra una igualdad en el numero de nudos
nuevos entre el testigo y las plantulas inoculadas con Enterobacter cloacae
(K59C1), por debajo de este valor estdn los tratamientos con Bacterium
endosymbiont (M54C1) y Pantoea aglomerans (N53C1) quedando los
tratamientos de Bacterium endosymbiont (N60C1), Citrobacter freundii (K55C1),
Enterobacter sp. (N55C2), Serratia marcescens (N39C2), Bacterium sp. (N2C1),
Bacterium endosymbiont (K20C1), Citrobacter freundii (M53C1) con los valores
mas elevados sin diferencias significativas. EI nimero de nudos en el tratamiento
con Enterobacter cloacae (K59C1) a los 104 dias de medicion fue favorable en
comparacion con Serratia marcescens (N39C2) el cual representa un valor menor
respecto del testigo, por el contrario su efecto en la medicion de los 162 dias fue
favorable teniendo un valor elevado a diferencia de Bacterium endosymbiont

(N60C1) donde el efecto es menor.
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3.5 Numero de hojas en las plantulas de vainilla

14 -

Numero

Tiempo (dias)

M Testigo m Bacterium endosymbiont{N60C1) ™ Enterobacter cloacae (K59C1) o Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont{IM54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) W Pantoea aglomerans (N53C1) i Serratiamarcescens (N39C2)
Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi (M53C1)

Figura 5.Namero de hojas totales de las plantulas en los dias posteriores a la

inoculacion.

En la primera medicion después de la inoculacion en la figura 5 se puede
observar que el nimero de hojas en los tratamientos Bacterium endosymbiont
(N60C1) y Citrobacter freundii (M53C1) es el mismo comparando con el testigo
ambos tienen el valor mas bajo, por otra parte el tratamiento que tuvo un valor
mas alto fue Serratia marcescens (N39C2) sin diferencias significativas. El nUmero
de hojas en la medicién de los 50 hasta los 62 dias después de la inoculacién es
similar a la anterior en comparacion con el testigo de los tratamientos Serratia
marcescens (N39C2) y Citrobacter freundii (M53C1) con los valores mas altos y
mas bajos respectivamente. A los 77 dias después de la inoculacion se repite el
comportamiento de la medicién anterior con la observacion que el nimero de
hojas en los tratamientos Citrobacter freundii (M53C1) y Enterobacter cloacae

(K59C1) son iguales. La medicién realizada a los 104 dias refleja un valor mas alto
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en el nimero de hojas del testigo que en los tratamientos de las plantulas
inoculadas, por el contrario a los 162 dias se puede observar un mejor efecto en el
tratamiento Serratia marcescens (N39C2) teniendo un valor mas elevado que

Bacterium endosymbiont (M54C1) donde el valor en mas bajo respecto del testigo.

3.6 Numero de raices adventicias en las plantulas

Numero

Tiempo (dias)

M Testigo m Bacterium endosymbiont{N60C1) ™ Enterobacter cloacae (K59C1) u Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont{IM54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) " Pantoea aglomerans (N53C1) i Serratiamarcescens (N39C2)
Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi (M53C1)

Figura 6.Numero de raices adventicias de las plantulas en los dias posteriores a la

inoculacion.

El nimero de raices adventicias a los 33 y 77 dias de medicidon después de la
inoculacion se puede mostrar en la figura 6 que el efecto en el testigo es favorable
en comparaciéon con el tratamiento Citrobacter freundii (K55C1) donde el valor es
menor, de manera similar a los 50 dias de medicion Citrobacter freundii (K55C1) y
Citrobacter freundii (M53C1) representaron niveles por debajo del testigo. El
tratamiento Pantoea aglomerans (N53C1) a los 104 y 162 dias de medicion

después de la inoculacion tiene un valor mas elevado en numero de raices
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adventicias en comparacion con el testigo, por el contrario Bacterium
endosymbiont (N60C1) y Enterobacter cloacae (K59C1) representan un valor mas
bajo respectivamente.

3.7 Numero de brotes en plantulas de vainilla

34

Ndamero

Tiempo (dias)

M Testigo ® Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) m Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont(M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) " Pantoea aglomerans (N53C1) ™ Serratia marcescens (N39C2)

Bacterium sp. (N2C1) m Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi (M53C1)

Figura 7.NUmero de brotes de las plantulas en los dias posteriores a la

inoculacion.

En la figura 7 podemos observar que el nimero de brotes en las plantulas
inoculadas con Bacterium endosymbiont (N60C1) y Enterobacter cloacae (K59C1)
son iguales y con valores mas altos que el testigo. Para la segunda medicion a los
50 dias Bacterium endosymbiont (N60C1) tiene un valor mas elevado y los
tratamientos Bacterium endosymbiont (M54C1), Enterobacter sp. (N55C2),
Pantoea aglomerans (N53C1), Bacterium sp. (N2C1), Bacterium endosymbiont
(K20C1), Citrobacter freundii (M53C1) son iguales y mas bajos que el testigo. A
los 62 dias Bacterium endosymbiont (N60C1) sigue teniendo un valor mas
elevado, Enterobacter sp. (N55C2) y Bacterium sp. (N2C1) tienen valores iguales
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y mas bajos. Las plantulas inoculadas con Citrobacter freundii (K55C1) reflejaron
un numero de brotes mas alto teniendo a Enterobacter sp. (N55C2) sin ningun
cambio con el valor més bajo. A los 104 dias el testigo tiene el mismo numero de
brotes que Enterobacter sp. (N55C2), rebasando esta cifra se encuentra el
tratamiento Bacterium endosymbiont (N60C1) con un valor mas alto hasta los 162

dias de medicion después de la inoclacién.

3.8 Peso fresco

6 -

Peso fresco (g)
w

Cepas
M Testigo H Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) H Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont(IM54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) o Pantoea aglomerans (N53C1) ™ Serratia marcescens (N39C2)
= Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53(C1)

Figura 8. Peso fresco de las plantulas en la uUltima medicion después de la

inoculacion.

En la figura 8 podemos observar que el peso fresco en las plantulas inoculadas
con Citrobacter freundii (K55C1), Enterobacter sp. (N55C2) y Pantoea aglomerans
(N53C1) es elevado en comparacion con el testigo, teniendo un valor mas bajo
los demés tratamientos.
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3.9 Peso seco
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Cepas
M Testigo ® Bacterium endosymbiont{N60C1) ™ Enterobacter cloacae (K59C1) ® Citrobacter freundii (K55C1)
® Bacterium endosymbiont(M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) » Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)
= Bacterium sp. (N2C1) m Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53(C1)

Figura 9. Peso seco de las plantulas en la ultima medicion después de la

inoculacion.

En la figura 9 se puede observar que las plantulas inoculadas con las cepas
Citrobacter freundi (K55C1), Bacterium endosymbiont (M54C1), Enterobacter sp.
(N55C2), Pantoea aglomerans (N53C1) y Serratia marcescens (N39C2) reflejan
un mejor efecto en los gramos de peso seco en comparacion con el testigo, por
otro lado los tratamientos con valores mas bajos fueron Bacterium endosymbiont
(N60C1), Enterobacter cloacae (K59C1), Bacterium sp. (N2C1), Bacterium
endosymbiont (K20C1) y Citrobacter freundii (M53C1).
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3.10 Area foliar

45

25

Area foliar (cm?)

15

0.5

Cepas

W Testigo W Bacterium endosymbiont (N60C1) ™ Enterobactercloacae (K59C1) m Citrobacter freundii (K55C1)
m Bacterium endosymbiont (M54CL) ® Enterobactersp, (N55C2) W Pantoeaaglomerans (N53C1 ) W Serratia marcescens (N39C2)

W Bacterium sp. (N2C1) W Bacterium endosymbiont (K20C1) mCitrobacter freundi{M53C1)

Figura 10.Area foliar de las plantulas en la ultima medicion después de la

inoculacion.

En la figura 10 se puede observar que en las plantulas inoculadas con la cepas
Citrobacter freundii (K55C1), Bacterium endosymbiont (M54C1), Enterobacter sp.
(N55C2), Pantoea aglomerans (N53C1), Bacterium endosymbiont (K20C1l) y
Citrobacter freundii (M53C1) tuvieron un valor mas alto que en el testigo, los
valores mas bajos se presentaron en las plantulas inoculadas con Bacterium
endosymbiont (N60C1), Enterobacter cloacae (K59C1) Serratia marcescens

(N39C2) y Bacterium sp. (N2C1) sin diferencias significativas.
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3.11 Longitud de raices de suelo

14
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a4
2
0

Longitud (cm)

Cepas
| Control B Bacterium endosymbiont (N60C1) mEnterobactercloacae (K59C1) | Citrobacter freundii (K55C1)
m Bacterium endosymbiont (M54C1) ® Enterobactersp, (N55C2) mPantoeaaglomerans (N53CL ) W Serratia marcescens (N39C2)
W Bacterium sp. (N2C1) W Bacterium endosymbiont (K20C1) m Citrobacter freundi{M53C1)

Figura 11.Longitud de raices de suelo de las plantulas en la ultima medicién

después de la inoculacion.

La longitud de las raices de suelo en las plantulas inoculadas con la cepa
Bacterium endosymbiont (K20C1) con respecto al testigo es mayor con
diferencias significativas p<0.05 y se muestran en la figura 11. Los tratamientos
inoculados con Bacterium endosymbiont (N60C1), Bacterium endosymbiont
(M54C1) y Enterobacter sp. (N55C2) tuvieron valores mas bajos en comparacion
con el testigo, por el contrario los valores fueron elevados en Enterobacter cloacae
(K59C1), Citrobacter freundii (K55C1), Pantoea aglomerans (N53C1), Serratia
marcescens (N39C2), Bacterium sp. (N2C1) y Citrobacter freundii (M53C1) sin

diferencias significativas.
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3.12 Clorofila a, b y total

25

20 4

15

10 4

Concentracion (pg/mL)

: L
0 - T
Clorofilaa Clorofilab Clorofila Total
m Testigo m Bacterium endosymbiont{N60C1) ™ Enterobacter cloacae (K59C1) u Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont(IM54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) % Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)
Bacterium sp. (N2C1) m Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53C1)

Figura 12.Concentracién de clorofila a, b y total de las plantulas en la ultima

medicidn después de la inoculacion.

En la figura 12 se observa que la concentracion de clorofila a, b y clorofila total en
las plantulas inoculadas con las cepas Pantoea aglomerans (N53C1), Serratia
mercescens (N39C2) y Citrobacter freundii (M53C1) fueron mayores en
comparacion con los demas tratamientos con diferencias significativas p<0.05. La
concentracion en clorofila a de las plantulas inoculadas con Bacterium
endosymbiont (N60C1), Enterobacter cloacae (K59C1), Citrobacter freundii
(K55C1), Bacterium endosymbiont (M54C1) y Bacterium sp. (N2C1) tienen un
valor mas alto en comparacion con el testigo, las bajas concentraciones estan
representadas por Enterobacter sp. (N55C2) y Bacterium endosymbiont (K20C1).
La concentracion del testigo en clorofila b tiene un valor mas bajo que los demas
tratamientos. La concentracion de clorofila total en el testigo tiene un valor inferior
en comparacion con los demas tratamientos a excepcién de las plantulas
inoculadas con Bacterium endosymbiont (K20C1).
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3.13 Concentracion de Fe

350

300 -

250 -

200 -

150 -

Concentracion (mg/kg)

100 -

50

Fe
m Testigo ® Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) m Citrobacter freundii (K55C1)
® Bacterium endosymbiont{M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) " Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)
= Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53C1)

Figura 13. Concentracion de Fe en plantulas en la udltima medicion posterior a la

inoculacion.

En la figura 13 se puede observar una mayor cantidad en la concentracion de Fe
en las plantulas inoculadas con las cepas Enterobacter cloacae (K59C1),
Citrobacter freundii (K55C1), Pantoea agglomerans (N53C1) y Bacterium
sp(N2C1) respecto del testigo con diferencias significativas p<0.05. Las
concentraciones de los demas tratamientos tienen valores méas altos en

comparacion con el testigo.
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3.14 Concentracion de Zn

350

Concentracion (mg/kg)

Zn
m Testigo M Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) H Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont{lM54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) " Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)
= Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont{K20C1) = Citrobacter freundi{M53C1)

Figura 14. Concentracidon de Zn en plantulas en la ultima medicion posterior a la

inoculacion.

La concentracion de Zn en las plantulas del testigo tienen un valor mas bajo que
los demas tratamientos, se puede observar una mayor concentracion de Zn en
plantulas inoculadas con las cepas Bacterium endosymbiont (N60C1) y Bacterium

sp (N2C1) con diferencias significativas p<0.05 mostradas en la figura 14.
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3.15 Concentracion de Cu

9 -

Concentracion (mg/kg)

Cu
m Testigo m Bacterium endosymbiont{N60C1) ™ Enterobacter cloacae (K59C1) o Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont(IM54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) u Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)
= Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53C1)

Figura 15. Concentracion de Cu en plantulas en la dltima medicién posterior a la

inoculacion.

En la figura 15 se puede observar que la concentracion de Cu en las plantulas
inoculadas con las cepas Bacterium endosymbiont (K20C1) y Citrobacter freundii
(M53C1) tienen una concentracion mas baja en comparacién con el testigo, las
plantulas inoculadas con Bacterium endosymbiont (N60C1), Enterobacter cloacae
(K59C1), Citrobacter freundii (K55C1), Bacterium endosymbiont (M54C1),
Enterobacter sp. (N55C2), Pantoea aglomerans (N53C1), Serratia marcescens
(N39C2) y Bacterium sp. (N2C1) tuvieron un mejor efecto sin diferencias

significativas.
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3.16 Concentracion de Mn
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Mn
m Testigo ® Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) o Citrobacter freundii (K55C1)
 Bacterium endosymbiont(M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) u Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)
= Bacterium sp. (N2C1) m Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53C1)

Figura 16. Concentracion de Mn en plantulas en la dltima medicidén posterior a la

inoculacion.

En la figura 16 se puede observar una mayor concentraciéon de Mn con diferencias
significativas p<0.05 en las plantulas inoculadas con Enterobacter sp (N55C2) y
Serratia marscences (N39C2) en comparacion con el testigo. El valor en la
concentracion en las plantulas inoculadas con Citrobacter freundii (M53C1) es mas
bajo en comparacion con el testigo, los tratamientos inoculados con Bacterium
endosymbiont (N60C1), Enterobacter cloacae (K59C1), Citrobacter freundii
(K55C1), Bacterium endosymbiont (M54C1), Pantoea aglomerans (N53C1),
Bacterium sp. (N2C1) y Bacterium endosymbiont (K20C1) tuvieron un valor mas

elevado que el testigo sin diferencias significativas.
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3.17 Concentracion de K

200000

180000 -

160000 -

140000 -

120000 -

100000 -

80000 -

Concentracion (mg/kg)

60000 -
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20000 -

K

M Testigo ® Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) m Citrobacter freundii (K55C1)
M Bacterium endosymbiont(M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) ¥ Pantoea aglomerans (N53C1) ™ Serratiamarcescens (N39C2)
' Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53(C1)

Figura 17. Concentracion de K en plantulas en la ultima medicion posterior a la

inoculacion.

La concentracién de K en las plantulas inoculadas con las cepas Enterobacter sp
(N55C2) y Serratia marcences (N39C2) fue mayor en comparacion con el testigo
con diferencias significativas p<0.05. Los valores de los tratamientos inoculados
con las cepas Bacterium endosymbiont (N60C1), Citrobacter freundii (K55C1) y
Citrobacter freundii (M53C1) son méas bajos en comparacion con los del testigo,
por otra parte las plantulas inoculadas con Enterobacter cloacae (K59C1),
Bacterium endosymbiont (M54C1), Pantoea aglomerans (N53C1), Bacterium sp.
(N2C1) y Bacterium endosymbiont (K20C1) obtuvieron valores mas altos sin

diferencias significativas como se puede observar en la figura 17.
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3.18 Concentracion de P
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m Testigo ® Bacterium endosymbiont{N60C1) ® Enterobacter cloacae (K59C1) m Citrobacter freundii (K55C1)
® Bacterium endosymbiont{M54C1)® Enterobacter sp. (N55C2) " Pantoea aglomerans (N53C1) = Serratiamarcescens (N39C2)

= Bacterium sp. (N2C1) = Bacterium endosymbiont(K20C1) = Citrobacter freundi{M53C1)

Figura 18. Concentracion de P en plantulas en la ultima medicién posterior a la

inoculacion.

En la figura 18 se puede observar diferencias significativas p<0.05 en la
concentracion de P donde el valor es mayor en comparacion con el testigo a

excepcion de Enterobacter cloacae (K59C1) donde no hubo diferencia

significativa.
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CONCLUSIONES.

El analisis de las propiedades promotoras del crecimiento sobre las plantulas de
vainilla por la cepa Pantoea aglomerans (N53C1) tiene un mejor efecto de acuerdo
a los valores obtenidos durante las mediciones realizadas en campo después de
la inoculacién. Dicho efecto se observa en los parametros de longitud, nimero de
raices adventicias, peso seco, area foliar e incremento de altura con una diferencia

significativa de p<0.05 con respecto al testigo en el incremento total.

Para las plantulas inoculadas con Enterobacter sp (N55C2) las diferencias se
presentaron en Mn y K, los tratamientos con Bacterium endosymbiont (N60C1)
tuvieron mayor longitud en sus raices de suelo, ambos con diferencia significativa

de p<0.05 respecto al testigo

La cepa bacteriana Serratia marcescens (N39C2) registré un efecto mayor en las
concentraciones de Mn, K asi como clorofila a, b y total con una diferencia
significativa de p<0.05 en comparacién con testigo. Para numero de nudos y
namero de hojas totales se registr6 un valor mas elevado que los demas

tratamientos.

La inoculacién de las plantulas con la bacteria Citrobacter freundii (K55C1) se
observo que la concentracion de Fe, clorofila a, b y clorofila total fue la mayor en
comparacion con el testigo con diferencia significativa de p<0.05, en el caso de Cu

y peso fresco obtuvo un valor mas alto.

Las plantulas inoculadas con Bacterium sp (N55C2) tuvieron una mayor

concentracion de Fe y Zn respecto al testigo con p<0.05.

Para la concentracion de P el valor del testigo fue menor que los demas
tratamientos con diferencias significativas de p<0.05 a excepcion de Enterobacter
cloacae (K59C1)

Las plantulas inoculadas con Bacterium endosymbiont (N60C1) reflejaron una
mayor concentracion de Zn respecto del testigo con una diferencia significativa de
p<0.05, se observo un valor mas alto en el numero de brotes a diferencia de los

demas tratamientos.
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