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RESUMEN

En este estudio centrado en Sonchus oleraceus, se explor6 el impacto de cinco cepas bacterianas
promotoras del crecimiento vegetal: Gluconacetobacter diazotrophicus Pal 57, Paraburkholderia unamae
MTI-641T, Sphingomonas sp. OF178, Azospirillum brasilense sp. 7" y Pseudomonas putida KT2440. La
investigacion se enfoco en comprender la capacidad de estas bacterias para adherirse y colonizar la planta,
analizando su influencia en el crecimiento de S. oleraceus. Los resultados proporcionan una vision inicial
sobre las complejas interacciones planta-microorganismo, y su relevancia para el desarrollo de estrategias de
mejora del crecimiento vegetal. En el estudio, se observé que la profundidad de siembra de las semillas fue
un factor crucial para la germinacion. La prueba mas exitosa (90% de germinacion) involucré semillas
colocadas directamente en un sustrato compuesto por 50% de humus de lombriz y 50% de lombricomposta,
con condiciones especificas de agua, luz solar y temperatura. La cantidad de luz afecta directamente la tasa de
germinacion, segun estudios que confirman la importancia de la luz y la presencia de salinidad. Otros factores
como la temperatura, calidad de la semilla y agua también influyen, pero la dependencia de la luz destaca

como un elemento determinante en el ciclo de germinacién de S. oleraceus.

A pesar de varios intentos de replicar la colonizacion bacteriana en plantulas de S. oleraceus con cinco cepas
bacterianas, en la evaluacion no se detectd la presencia de bacterias en ningun tratamiento ni en el grupo de
control. La capacidad de las cepas bacterianas para colonizar las semillas de S. oleraceus puede depender de
interacciones especificas entre las bacterias y la planta. También esto pudo haberse dado por la produccion de

compuestos antimicrobianos producidos por las plantas.

Con respecto a las pruebas de adherencia, se decidi6 utilizar s6lo a P. putida KT2440. En todas las muestras
analizadas, se detectd la presencia de P. putida KT2440. La carga bacteriana vario entre las muestras, siendo
la muestra cinco la que mostré la mayor concentracion con 430x10% UFC (unidades formadoras de colonias),
mientras que la muestra cuatro exhibié la menor carga con 4.6x10% UFC. La media de la carga bacteriana en
todas las muestras fue de 9.3x10?> UFC. Es importante destacar que las placas del grupo de control no

presentaron crecimiento de P. putida KT2440.



Uno de los factores mas importantes para la germinacion de S. oleraceus es la profundidad a la que se siembran
las semillas, siendo al ras del suelo la méas efectiva. En las pruebas de colonizacién, no hubo presencia de
ninguna de las cinco especies evaluadas en este estudio. Sin embargo, en las pruebas de adherencia, P. putida
KT2440 fue capaz de adherirse a las plantulas de S. oleraceus, sin mostrar diferencia en el tamafio de las

plantas inoculadas con la bacteria a diferencia del control.



.  INTRODUCCION

1.1 Cerraja

La cerraja o achicoria europea (fig. 1) (Sonchus oleraceus L.) es una planta anual herbacea nativa de
Europa y distribuida en todo el mundo. Las semillas germinan en primavera y otofio y son transportadas por
el viento o el agua para propagarse. Las plantulas desarrollan una roseta de hojas cerosas con margenes
variables y puntiagudos. En climas célidos, las plantas pueden crecer de 1 m a 1.2 m, aunque también podrian
llegar a crecer hasta 1.5 m. El tallo principal es verde palido y a veces puede estar tefiido de color purpura
rojizo, y no presenta tricomas. Las flores se encuentran en cabezuelas de color amarillo y los frutos son

similares a los del diente de ledn (Taraxacum officinale) (Peerzada et al., 2019).

Figura 1. Ejemplar de Sonchus oleraceus creciendo en un tubo de ensayo de vidrio bajo condiciones de luz artificial.

1.1.1 Usos

La cerraja es considerada una planta comestible (Li & Yang, 2018) y recientemente se ha investigado

su potencial como cultivo para consumo de humanos y animales (Li & Yang, 2018). Ademas, algunas especies



del género Sonchus presentan potencial en el ambito farmacoldgico (Puri, 2018). Entre los distintos trabajos
realizados sobre S. oleraceus se encuentran su actividad como antihipertensivo, efecto hipoglucémico,
actividad antinflamatoria, efectos antipiréticos, actividad neuroprotectora y cicatrizante, entre otros (Puri,
2018). En la medicina tradicional, se usa para tratar icterohepatitis, cancer, inflamacién, reumatismo, diarrea

y envenenamiento por ofidios (Xiu & Yang, 2018).

A nivel global, la cerraja se ha reconocido como una plaga, sobre todo en el &mbito de la agronomia (Peerzada,
2019). Su capacidad para agotar rapidamente los recursos hidricos y afectar adversamente el crecimiento de
los cultivos debido a su interaccion alelopatica ha sido documentada (Xuan et al., 2016). A pesar de esto,
algunas especies del género Sonchus muestran atributos con potencial econémico. La parte aérea de la planta
se destaca como una valiosa fuente de proteinas, magnesio, hierro, calcio, fosforo, y sodio (Afolayan & Jimoh,
2008). Ademas, se han descubierto metabolitos con propiedades antimicrobianas (Khan et al., 2010),
fungicidas (Banaras et al., 2020) y antipiréticas (Vilela et al., 2009). Aunque en ciertos entornos se considera
que esta planta puede ser perjudicial para la agroeconomia, su potencial de cultivo radica en su capacidad para

producir latex, su alto valor nutricional y la sintesis de metabolitos con posibles aplicaciones medicinales.



1.1.2 Distribucién

S. oleraceus es una planta ruderal y arvense que se ha descrito en México desde los 3100 msnm hasta
los 1100 msnm (fig. 2). Desde el Valle de México hasta el Bajio (Rzedowski, 1997). Esta planta es una especie

cosmopolita, lo cual significa que se puede encontrar en casi cualquier parte del pais.
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Figura 2. Mapa de distribucién de la especie Sonchus oleraceus.

Se ha adaptado muy bien a condiciones urbanas y puede crecer en lugares como banquetas, techos, terrenos
baldios, macetas publicas e incluso en grietas en el pavimento. Es mas facil de encontrar en lugares donde esta
expuesta a la luz solar directa y, a menudo, se encuentra plagada de parasitos invertebrados como los pulgones

(Aphididae).



1.2 Inoculantes bacterianos

1.2.1 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)

Las bacterias que viven cerca de las raices de las plantas se les Ilama rizosféricas (Molina-Romero et
al., 2015). La rizosfera se define como el suelo influenciado por los exudados de las raices de las plantas
(Moreno-Valencia et al., 2023). Las bacterias rizosféricas forman asociaciones con las plantas para
beneficiarse mutuamente. Las plantas pueden excretar nutrientes para las bacterias y a cambio, las bacterias
devuelven compuestos que las plantas no pueden producir por si mismas. Algunas bacterias rizosféricas
promueven el crecimiento de las plantas, y se les llama bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV).
Las BPCV han sido aisladas del suelo, las raices, los nddulos de las raices, la rizosfera, entre otros lugares

(Morales-Garcia et al., 2019).

1.2.2 Adherencia

Las BPCV se adhieren a las raices de las plantas, lo cual es crucial para interactuar con ellas (Wheatley &
Poole, 2018; Vazquez-Martinez & Mufioz-Rojas, 2023). La adherencia y colonizacion de las BPCV en las
raices dependen de mecanismos de reconocimiento por parte de la planta hacia la bacteria. Sin embargo, las
BPCV deben mantener una asociacion saludable con la planta. Si la planta se enferma o muere, también
afectara a las BPCV. Por lo tanto, las BPCV deben regular constantemente los compuestos que se secretan en

las plantas (Molina-Romero et al., 2015).
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1.2.3 Aislamiento

Las BPCV que se pueden aislar a menudo se consideran candidatas para producir inoculantes
bacterianos, siempre y cuando los estudios demuestren que no son patdgenas y que poseen propiedades
benéficas para las plantas. El proceso de aislamiento de bacterias es un procedimiento que busca separar y
obtener bacterias individuales a partir de una muestra. Comienza eligiendo una fuente, como suelo, agua, o la
raiz de una planta y transfiriendo una pequefia cantidad de esta muestra a un medio de cultivo. Este medio

proporciona los nutrientes necesarios para que las bacterias crezcan (Yaghoubi Khanghahi et al., 2021)

Después de la incubacidn, se observan las colonias que se han formado en el medio. Se seleccionan colonias
individuales que parecen ser diferentes entre si, ya que esto podria indicar la presencia de distintas cepas
bacterianas. Estas colonias seleccionadas se transfieren a nuevos medios de cultivo en un proceso conocido

como subcultivo (Majeed et al., 2015)

Para garantizar la pureza, el subcultivo se puede repetir varias veces. Durante este proceso, se pueden realizar
observaciones microscopicas y pruebas bioguimicas simples como la prueba de catalasa o la prueba de indol,

para obtener informacion preliminar sobre las caracteristicas de las bacterias aisladas (Sherpa et al., 2021)

Finalmente, las cepas bacterianas puras se pueden conservar para su uso futuro. En algunos casos, se pueden
realizar pruebas moleculares, como PCR o secuenciacién del ADN, para obtener una identificacion mas

precisa de las bacterias aisladas.
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1.2.4 Tipos de inoculantes en funcion del nUmero de cepas microbianas

Los inoculantes son formulaciones que contienen bacterias contenidas en un acarreador y que tienen el
potencial de asociarse con las plantas y proporcionarles beneficios (Bashan et al., 2014). Los inoculantes
microbianos se disefian a partir de bacterias aisladas de plantas y que tienen capacidad de promover el
crecimiento (Alonso-Torres et al., 2022). El aislamiento y seleccién de microorganismos con potencial
promotor de crecimiento vegetal se ha realizado continuamente (Morales-Garcia et al., 2011; Del Rocio

Bustillos-Cristales et al., 2017); obteniendo cepas con un gran potencial biotecnoldgico.

En funcién del nimero de cepas que contiene un inoculante, se podria considerar que existen dos tipos
(Morales-Garcia et al., 2019): mono-inoculantes e inoculantes multi-especies. Los mono-inoculantes utilizan
una sola especie microbiana, como por ejemplo los disefiados con A. brasilense, Azotobacter vinelandii,
Rhizobium etli o Bacillus sp. (Molina-Romero et al., 2015). Por otro lado, los inoculantes multi-especies
utilizan consorcios bacterianos. Estos consorcios son grupos de bacterias que se aislaron de la rizosfera de
diferentes plantas y producen diferentes compuestos que, en conjunto, benefician al crecimiento de las plantas,
a diferencia de una sola especie capaz de producir una cantidad menor o mas limitada de dichos compuestos
(Cesa-Luna et al., 2020). Para determinar si las bacterias son buenas candidatas para ser parte de los
inoculantes multi-especie, se realizan pruebas de antagonismo (para evaluar su capacidad de coexistir con

otras especies), resistencia a la desecacion y cultivos en medios selectivos (Morales-Garcia et al., 2019).

1.2.5 Uso en la agricultura

Se han utilizado algunos consorcios bacterianos para desarrollar inoculantes que funcionan como fertilizantes
en cultivos de maiz, cafia de azlcar y cacahuate (Pereira et al., 2020; Dos-Santos et al., 2021; Frezarin et al.,
2023). Estos inoculantes bacterianos proporcionan beneficios para el crecimiento de las plantas y pueden ser
utilizados como una herramienta en la agricultura (Oliveira et al., 2009; Molina-Romero et al., 2017; de JesUs-

Ramos et al., 2020).
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1.3 Pseudomonas putida

1.3.1 Descripcion

Pseudomonas putida es una bacteria baciliforme, Gram-negativa, que se encuentra con frecuencia en cuerpos
de agua, plantas y suelos (especialmente en lugares contaminados) (Alonso-Torres et al., 2022). P. putida es
capaz de obtener nutrientes sin requerir condiciones especificas. Cuenta con un rapido crecimiento y es
resistente frente a situaciones de estrés oxidativo y sustancias quimicas toxicas (Weimer et al., 2020). Esta
especie se utiliza en procesos de biorremediacion para limpiar derrames de petroleo, aguas contaminadas y

suelos contaminados con compuestos organicos (Xu et al., 2018; Zhou et al., 2019; Hu et al., 2019).

1.3.2 Habitat

P. putida es una bacteria que se puede encontrar en diferentes habitats, como en el suelo, donde desempefia
una funcion importante en la descomposicion de materia organica y la ciclizacion de nutrientes (Schmidt et
al., 2022). Esta presente en suelos agricolas, bosques, desiertos y otros ecosistemas terrestres. Esta bacteria
también se encuentra en cuerpos de agua como rios, lagos, estanques y océanos. P. putida es capaz de
sobrevivir en diferentes condiciones y puede colonizar tanto el agua dulce como la salada. También puede
estar presente en la superficie de las plantas y en las raices, formando asociaciones benéficas para la planta.
(Frasson et al., 2017; Fontanazza et al., 2021; Mering & Danaila, 2023). Se pueden encontrar de manera
frecuente en la rizosfera, pero también en el rizoma, e incluso puede colonizar el interior de la raiz de las
plantas (Costa-Gutierrez et al., 2022). P. putida KT2440, coloniza de forma eficiente la rizosfera de diversas

plantas entre las que se destaca al maiz, el tomate y la papa (Vazquez-Martinez et al., 2023).

P. putida KT2440 es una cepa que no contiene plasmidos, que deriva de la cepa P. putida mt-2 (Regenhardt

et al., 2002), la cual contiene el plasmido TOL; un plasmido que a su vez contiene genes para la degradacion

13



de tolueno (Williams et al., 1974). La cepa mt-2 fue aislada de la rizosfera de tomate (Vasquez-Martinez &

Mufioz-Rojas, 2023).

1.3.3 P. putida como promotora del crecimiento vegetal

P. putida puede promover el crecimiento vegetal a través de varios mecanismos, por ejemplo: sintetizar y
liberar hormonas vegetales como auxinas, giberelinas y citoquininas, que influyen positivamente en el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Kang et al., 2014; Ortiz-Castro et al., 2020, Wang et al., 2020). Estas
hormonas pueden estimular la elongacion de las raices, la formacion de brotes laterales y la proliferacion

celular (Wang & Irving, 2011).

P. putida produce acidos organicos y enzimas que ayudan a solubilizar nutrientes, como el fosforo, presente
en el suelo (Amri et al., 2023). Al solubilizar estos nutrientes, la bacteria facilita su absorcion por las raices
de las plantas, lo que mejora la disponibilidad de nutrientes esenciales para su crecimiento (Bechtaoui et al.,
2021). Algunas cepas de P. putida tienen la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico y convertirlo en una
forma utilizable por las plantas (Li et al., 2017). Esto proporciona una fuente adicional de nitrégeno, un
nutriente esencial para el crecimiento de las plantas, especialmente en suelos pobres en nitrégeno (Leghari et
al., 2016). Esta especie también puede producir compuestos antimicrobianos y competir con patdégenos
vegetales por los recursos disponibles (Purtschert-Montenegro et al., 2022). Estos mecanismos ayudan a
proteger a las plantas contra enfermedades causadas por patégenos y mejorar su salud general. Esta bacteria
es capaz de desencadenar respuestas de defensa en las plantas, activando su sistema de defensa innato

(Planchamp et al., 2015). Esto resulta en una mayor resistencia de las plantas a enfermedades y plagas.

En particular se ha observado que la cepa P. putida KT2440 tiene la capacidad de promover el crecimiento de
plantas en ambientes adversos (Vazquez-Martinez & Mufioz-Rojas, 2023). Por ejemplo, se ha reportado que
el maiz azul es estimulado en su crecimiento cuando las plantas se someten a temperaturas de 40 °C o mayores
(Molina-Romero et al., 2017b). Ademas, también se ha observado que P. putida KT2440 promueve el

crecimiento de plantas en condiciones de elevada salinidad (Costa-Gutierrez et al., 2020). Por otro lado, la

14



cepa KT240 también es capaz de desencadenar la respuesta sistémica inducida (ISR) (Matilla-Vazquez et al.,
2010). Por esta razon, P. putida KT2440 es una cepa ideal para incorporarla en formulaciones multiespecies

(Morales-Garcia et al., 2019; Molina-Romero et al., 2017).
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1.4 Gluconacetobacter diazotrophicus

1.4.1 Fijacion de nitrégeno

Es una bacteria que pertenece al género Gluconacetobacter y se destaca por su capacidad de fijacion de
nitrégeno atmosférico (Eskin et al., 2013). G. diazotrophicus es capaz de convertir el nitrogeno atmosférico
(N2) en amoniaco (NHz) utilizable para las plantas (Schwister et al., 2022). Esto lo convierte en un
microorganismo importante en la agricultura sostenible, ya que puede ayudar a reducir la dependencia de
fertilizantes quimicos (Muthukumarasamy et al., 2006). G. diazotrophicus es una bacteria aerobia estricta, lo
que significa que requiere oxigeno para crecer y no puede sobrevivir en condiciones anaerdbicas (Alquéres et
al., 2010). Esto es importante para su papel en la fijacién de nitrgeno, ya que el proceso de fijacion de

nitrégeno es una reaccién altamente energética que requiere oxigeno.

1.4.2 Defensa y proteccién hacia la planta

G. diazotrophicus es un endofito, lo que significa que puede vivir en el interior de las plantas, especialmente
en los tejidos vegetales, como el tallo y las raices, sin causar dafio aparente. Esta simbiosis puede ser
beneficiosa para la planta, ya que la bacteria no solo proporciona nitrégeno fijado que la planta puede utilizar
como fuente de nutrientes, sino que también la ayuda a inhibir el crecimiento de otros microorganismos

patégenos, como Xanthomonas albilineans (Arencibia et al., 2006).

La sequia es un factor de estrés abiotico que puede afectar negativamente el crecimiento de las plantas. G.
diazotrophicus puede ayudar a las plantas a sobrellevar la sequia de varias maneras: cuando las plantas estan
bajo estrés hidrico, la bacteria puede estimular la produccion de fitohormonas, como el acido abscisico (ABA),
que regula el cierre estomatico y reduce la pérdida de agua por transpiracion (Filgueiras et al., 2020). Ademas,
G. diazotrophicus puede mejorar la absorcidn de nutrientes y agua por parte de las plantas, lo que aumenta su

capacidad para resistir la sequia.

1.4.3 Aplicaciones agricolas
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Debido a su capacidad de fijacion de nitrégeno y de colonizacion en plantas, G. diazotrophicus ha sido objeto
de investigacion para su uso en la agricultura como un agente de biofertilizacion (Van et al., 2021). G.
diazotrophicus también ha sido motivo de estudios cientificos en la busqueda de comprender mejor la fijacion
de nitrégeno y su interaccion con las plantas, los investigadores han analizado su genoma y las rutas
metabolicas involucradas en la fijacion de nitrégeno para mejorar la agricultura sostenible (Schwister et al.,

2022).

1.5 Paraburkholderia unamae

1.5.1 Taxonomia

Paraburkholderia es un genero perteneciente a Proteobacteria, compuesto por bacterias Gram-negativas que
presentan una forma ligeramente curvada y son capaces de moverse gracias a flagelos. Estas bacterias
muestran un gran potencial para realizar fijacion bioldgica de nitrégeno y promover el crecimiento de las
plantas (Bellés-Sancho et al., 2023). A diferencia de las especies de Burkholderia, los miembros del género

Paraburkholderia rara vez se asocian con infecciones en seres humanos.

Dentro de la familia Burkholderiaceae, los miembros de Paraburkholderia forman un grupo monofilético, lo
que llevd a su reconocimiento como un género independiente de Burkholderia. Esta distincion se basa en el
descubrimiento de inserciones conservadas de aminodcidos (CSls, por sus siglas en inglés) que son exclusivas
de las especies de Paraburkholderia y que no se encuentran en las especies del género Burkholderia (Dobritsa
& Samadpou, 2019). Estas CSls permiten diferenciar este género de todas las demas bacterias y proporcionan

evidencia de que representan linajes separados.

Asimismo, se han identificado CSls conservadas dentro del género Paraburkholderia, lo que coincide con
analisis filogenémicos que indican la existencia de dos clados monofiléticos en este género. Uno de estos
clados incluye a especies sin nombre y a Candidatus Paraburkholderia, mientras que el otro clado agrupa a

Paraburkholderia que se encuentran en entornos ambientales (Sawana et al., 2014) y que a menudo se utilizan
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con fines agricolas. Estas CSls especificas proporcionan un nivel adicional de resolucion filogenética dentro

de este género.

A pesar de que las CSls son un recurso Util para identificacion de dichas bacterias, los andlisis filogenéticos
de diferentes genes, como el 16S, nos ayudan en la actualidad a clasificar taxondmicamente a dichos

organismos (Herpell et al., 2021)

1.5.2 Fijacion de nitrogeno

Algunas especies de Paraburkholderia, como Paraburkholderia kururiensis, tienen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico en asociacion con las raices de las plantas (Dias et al., 2019). Esto significa que pueden
tomar nitrégeno molecular del aire y convertirlo en una forma que las plantas pueden utilizar (amoniaco o
nitratos). Las bacterias del género Paraburkholderia que pueden fijar nitrégeno a menudo establecen una
asociacion simbidtica con las raices de las plantas (Wang et al., 2021). En esta relacion mutualista, las
bacterias colonizan las raices de las plantas y reciben nutrientes organicos de las plantas a cambio de nitrégeno
fijado. Las bacterias fijadoras de nitrdgeno, incluidas algunas Paraburkholderia, contienen enzimas llamadas
nitrogenasas (Bellés-Sancho et al., 2021). Estas enzimas son responsables de la conversion del nitrégeno
atmosférico (N2) en amoniaco (NHs) o nitratos (NOz’). El proceso de fijacion de nitrogeno es altamente
energético y requiere la participacion de estas enzimas. Este es un proceso anaerobico, lo que significa que
ocurre en ausencia de oxigeno. Las bacterias fijadoras de nitrogeno, tienen mecanismos para proteger las
enzimas nitrogenasas de la exposicion al oxigeno. Esto puede implicar la formacion de nddulos en las raices

de las plantas (Sheu et al., 2012) donde el ambiente es relativamente libre de oxigeno.

1.5.3 Produccion de hormonas

Algunas cepas como Paraburkholderia fungorum BRRh-4 y BTL-M2, tienen la capacidad de producir acido
indolacético (AlA por sus siglas en inglés), y de solubilizar fosforo in vitro (Khan et al., 2017). Por ejemplo,
la mejora en el crecimiento de las raices y brotes en plantulas de arroz podria estar relacionada con la

produccién de AlA y la capacidad de solubilizacion de fosforo de estas cepas (Méndez-Gomez et al., 2021).
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Se ha informado de una asociacion entre la produccion de fitohormonas y la promocion del crecimiento de
raices y brotes por parte de bacterias probidticas (Hu et al., 2021). Varios estudios han sefialado que las
bacterias probiéticas para plantas influyen en la produccion de biomasa vegetal mediante la produccion de
fitohormonas, la solubilizacion de fésforo y otros mecanismos (Khan et al., 2017; Méndez-Gomez et al., 2021,
Hu et al., 2021, Sharma & Shukla, 2021). El aumento en el peso de los brotes de plantulas de arroz podria
estar relacionado con la producciéon de AIA, la fijacion de nitrogeno atmosférico y la solubilizacion de
elementos nutritivos esenciales en el suelo por parte de las cepas bacterianas BRRh-4 y BTL-M2 (Islam et al.,

2023).
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1.5.4 Competencia contra patdgenos

La especie P. phytofirmans es capaz de retrasar el desarrollo del fitopatogeno Botrytis cinérea, el cuél es un
hongo gris que causa putrefaccion en las plantas y frutos de varias especies vegetales de importancia
comercial, como las uvas de la vifia (Miotto Vilanova et al., 2022). En el caso de la cepa DCY113" de
Paraburkholderia panacisoli, se encontré que presenta actividad antifingica en contra del patégeno

Cylindrocarpon destructans, la cual afecta a narcisos y jengibre (Huo et al., 2020).

1.5.5 Paraburkholderia unamae MT1-6417

La especie Paraburkholderia unamae y en especifico la cepa MTI-6417, fue propuesta como candidata a
BPCV en el 2004 por Jesus Caballero-Mellado y colaboradores, después de analizar 20 cepas del género
Burkholderia. En el estudio también se explor6 su capacidad de fijacion de nitrégeno (Caballero-Mellado et
al., 2004). Otras cepas como CK43B, que fue hallada en la rizosfera de plantas del género Shorea, solo son
capaces de crecer en un medio con exceso de indol en presencia de acido galico, un polifenol vegetal simple.
Esto sugiere que la cepa CK43B, depende de la produccidn de sustancias producidas por las plantas para poder
degradar compuestos aromaticos (Kim, 2013). Por dltimo, P. unamae ha mostrado la capacidad de proteger
al hongo Aspergillus, en contra del compuesto fenazina, actuando como una especie de esponja que absorbe

la mayor cantidad del compuesto fungicida (Dahlstrom & Newman, 2022).
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1.6 Sphingomonas sp.
1.6.1 Generalidades

El género Sphingomonas incluye bacterias Gram-negativas que se encuentran en diversos ambientes,
incluyendo suelos, agua y ambientes acuaticos (Steinberg & Burd, 2015). Son conocidas por su capacidad de
degradar compuestos organicos y pueden estar involucradas en la biodegradacion de contaminantes (Zhao et
al., 2017). Sphingomonas sp. OF-178 y otras cepas son conocidas por su capacidad de degradar contaminantes
ambientales como hidrocarburos y compuestos aromaticos (Zhou et al., 2022). Esto las hace relevantes en la
biorremediacion de suelos y agua contaminados. También, las bacterias de este género son conocidas por su
capacidad de producir biopolimeros, como el esfingano, que se utiliza en diversas aplicaciones biotecnoldgicas
y farmacéuticas (Huang et al., 2022). Las bacterias del género Sphingomonas pueden establecer relaciones
simbidticas con plantas y promover el crecimiento de las mismas, al igual que algunas bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (Luo et al., 2019). Sphingomonas sp. OF-178 y otras han sido objeto de investigacion
en microbiologia y biotecnologia debido a sus capacidades de degradacion de compuestos organicos y su

potencial en aplicaciones ambientales y biotecnolégicas (Lombardino et al., 2022).

1.6.2 Habitat

El género Sphingomonas es un grupo diverso de bacterias que se encuentra en una variedad de habitats en la
Tierra. Estas bacterias a menudo se encuentran en entornos acuaticos, como rios, lagos, arroyos y agua de
lluvia (Balkwill et al., 2006). Algunas especies de Sphingomonas son capaces de degradar compuestos
organicos presentes en el agua, lo que las convierte en componentes clave de los ciclos biogeoquimicos en
estos habitats (Ruan et al., 2020). Estas bacterias se encuentran en suelos de diversos tipos, incluidos suelos
agricolasy de bosques (Leys et al., 2004). Algunas especies de Sphingomonas tienen la capacidad de degradar
contaminantes organicos en el suelo, lo que las convierte en candidatas utiles para la biorremediacion de suelos
contaminados. Estas bacterias también son conocidas por habitar ambientes extremos, como aguas termales o

suelos contaminados con metales pesados (Wang & Pecoraro, 2021; Hu et al., 2021). Las Sphingomonas son
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comunes en la rizosfera (Wang et al., 2022). En este ambiente, pueden establecer relaciones simbioticas o
mutualistas con las plantas, ayudando en la solubilizacion de nutrientes y promoviendo el crecimiento de las
plantas. Algunas especies de Sphingomonas se utilizan en aplicaciones industriales y en el tratamiento de
aguas residuales debido a su capacidad para degradar compuestos organicos y metales pesados (Wu et al.,

2018).

1.6.3 Biorremediacion

Las bacterias del género Sphingomonas tienen una capacidad notable de biorremediacion, lo que significa que
pueden degradar y descomponer contaminantes organicos e inorganicos en el medio ambiente. Esto las hace
valiosas en aplicaciones de limpieza y restauracion ambiental. Muchas especies de Sphingomonas tienen
pueden degradar compuestos organicos, como hidrocarburos, compuestos aromaticos, pesticidas y otros
productos quimicos contaminantes (Zhou et al., 2022; Saeed et al., 2023). Estas bacterias pueden utilizar estos
contaminantes como fuente de carbono y energia, descomponiéndolos en productos menos toxicos. Por
ejemplo, algunas especies del género Sphingomonas son conocidas por degradar contaminantes como el
benceno, el tolueno, el xileno y el fenol (Leys et al., 2004). Algunas especies de Sphingomonas como
Sphingomonas sp. LB126 y S. paucimobilis EPA505 han desarrollado adaptaciones que les permiten
sobrevivir y prosperar en ambientes contaminados. Estas bacterias pueden tolerar altas concentraciones de
contaminantes y pueden metabolizar estos compuestos, lo que las hace adecuadas para la biorremediacién de
suelos y aguas contaminadas. Las Sphingomonas a menudo producen enzimas especializadas que son capaces
de degradar contaminantes especificos. Estas enzimas, como las monooxigenasas y las dioxigenasas, facilitan
la conversion de compuestos quimicos complejos en productos menos toxicos o mas facilmente degradables
(Takeo et al., 2020). Ademas de la degradacion de contaminantes organicos, algunas Sphingomonas son
capaces de tolerar y acumular metales pesados como el cromo, el plomo y el cadmio (Feng et al., 2016). Estas
bacterias pueden ayudar en la eliminacion de metales pesados toxicos del suelo y del agua. También son
especialmente Utiles en la rizorremediacion, un proceso en el que se utilizan plantas junto con bacterias en la
rizosfera para eliminar contaminantes del suelo. Sphingomonas sp. en la rizosfera pueden colaborar con las
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plantas al degradar contaminantes organicos y mejorar la absorcion de nutrientes por parte de las plantas (Khan

et al., 2022).

1.6.4 Biopolimeros

Las bacterias del género Sphingomonas son conocidas por su capacidad de producir polimeros extracelulares,
especialmente polisacaridos, que tienen diversas aplicaciones biotecnoldgicas e industriales (Huang et al.,
2022). Estos polimeros a menudo se producen en cantidades significativas y pueden ser utilizados en una
variedad de campos. Sphingomonas sp. tienen la capacidad de secretar sustancias poliméricas extracelulares,
que son compuestos poliméricos formados por azlcares. Estos polisacaridos pueden tener diversas estructuras
y propiedades, lo que les permite cumplir una serie de funciones bioldgicas y aplicaciones précticas (Bahl,
2010). Especies pertenecientes a este género, son conocidas por su capacidad de producir gomas microbianas
(McArdle & Hamill, 2011). Estas gomas son polisacaridos que pueden formar geles viscosos y tienen
aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica como agentes espesantes y estabilizadores (Onyeaka
& Nwabor, 2022). También, las Sphingomonas pueden formar biopeliculas en diversas superficies, lo que es
especialmente relevante en aplicaciones industriales y de biotecnologia, como la industria de alimentos, la
produccion de bioplasticos y la industria quimica (Czieborowski et al., 2020; Carrascosa et al., 2021;
Chattopadhyay et al., 2022). Algunas especies de Sphingomonas son capaces de producir EPS que contienen
grupos funcionales capaces de absorber y retener metales pesados. Esto tiene aplicaciones en la
biorremediacion de suelos y aguas contaminados con metales toxicos (Chattopadhyay et al., 2022). Algunas
cepas de Sphingomonas pueden producir polihidroxialcanoatos (PHA), que son bioplasticos biodegradables
(Shah et al., 2021). Estos biopléasticos tienen aplicaciones en la industria de los materiales plasticos y pueden
contribuir a reducir la contaminacion plastica. Los polisacaridos producidos por Sphingomonas a menudo son
estudiados por sus propiedades bioldgicas, como la el hecho de modular la respuesta inmune (Tito et al.,
2022). Esto tiene aplicaciones potenciales en la fabricacion de productos farmaceuticos y biomateriales.

Algunas especies de Sphingomonas producen EPS con propiedades gelificantes y espesantes, lo que los hace
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atiles en la industria alimentaria para la fabricacion de alimentos procesados y productos alimenticios

especificos.

1.6.5 Promocion del crecimiento vegetal

Las bacterias del género Sphingomonas han demostrado promover el crecimiento vegetal a través de diversos
mecanismos. Esta promocion del crecimiento vegetal (PGV) se produce a través de interacciones benéficas
entre las bacterias y las plantas (Yang, 2014). Algunas especies de Sphingomonas producen fitohormonas,
como las auxinas. Las auxinas son compuestos que influyen en el crecimiento de las plantas, promoviendo la
elongacion de las raices y el desarrollo de brotes (Xu et al., 2018). La produccion de auxinas por parte de las
Sphingomonas puede estimular el crecimiento de las plantas al influir en su morfologia y desarrollo. Las
Sphingomonas pueden solubilizar nutrientes, como el fésforo, que estan presentes en el suelo, pero no son
facilmente accesibles para las plantas (Abe et al., 2014). Al solubilizar estos nutrientes, las bacterias ayudan
a las plantas a obtener los nutrientes esenciales que necesitan para su crecimiento Optimo. Algunas
Sphingomonas protegen a las plantas contra patdgenos dafiinos. Esto se logra a traves de la competencia por
recursos con los patdgenos y la produccion de metabolitos que inhiben el crecimiento de microorganismos
perjudiciales (Yu et al., 2022). Al reducir la incidencia de enfermedades, las plantas pueden crecer mas
saludables y fuertes. Estas bacterias también pueden mejorar la capacidad de las plantas para absorber agua,
lo que es crucial para el crecimiento saludable de las plantas. Esto se logra al modificar el entorno del suelo
para que retenga mejor la humedad y sea mas accesible para las raices de las plantas (Wang et al., 2022).
Algunas especies de Sphingomonas degradan compuestos quimicos toxicos en el suelo (Zhou et al., 2016). Al
descomponer estos contaminantes, las bacterias pueden ayudar a eliminar factores estresantes del suelo que
de otra manera afectarian negativamente el crecimiento de las plantas. Las Sphingomonas pueden formar
asociaciones simbidticas con las raices de las plantas, en particular en la rizosfera. Esto promueve una
interaccion beneficiosa donde las bacterias proporcionan nutrientes y proteccion a las plantas, y a cambio,

obtienen nutrientes organicos exudados por las raices de las plantas (Luo et al., 2019).
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1.7 Azospirillum brasilense
1.7.1 El género Azospirillum

Azospirillum son bacterias capaces de fijar nitrdgeno y promueve el crecimiento de plantas (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000). Azospirillum brasilense sp. 77 es una cepa especifica que ha sido objeto de investigacion
en el campo de la agricultura y la biotecnologia. A. brasilense sp. 77 es una bacteria diazotréfica, lo que
significa que puede convertir el nitrégeno atmosférico en amoniaco, el cual puede ser metabolizado por las
plantas (Cruz-Hernandez et al., 2022). Esto ayuda a las plantas a obtener nitrdgeno de una manera mas
sostenible y reduce la necesidad de fertilizantes nitrogenados. A. brasilense sp. 7' tiene la capacidad de
colonizar las raices de las plantas y establecer una relacién simbi6tica con ellas (Santos et al., 2019). Al
hacerlo, puede mejorar la absorcion de nutrientes, la resistencia al estrés y el crecimiento de las plantas
hospedantes (Lade et al., 2018). Esto hace que sea una candidata valiosa como bacteria promotora del
crecimiento vegetal. Debido a su capacidad para promover el crecimiento de las plantas y mejorar la
disponibilidad de nutrientes, las cepas del género Azospirillum, incluyendo sp. 77, se han investigado y
utilizado en la agricultura para aumentar la productividad de los cultivos de manera mas sostenible (Gomez-
Godinez et al., 2021). La cepa sp. 7" ha sido objeto de investigacion en estudios sobre interacciones planta-

microorganismo, fijacion de nitrégeno y su aplicacién en la agricultura.

1.7.2 Fijacion de nitroégeno y promotor del crecimiento vegetal

La fijacién de nitrégeno proporciona una fuente adicional de este nutriente esencial para las plantas, lo que
puede aumentar la produccion de cultivos y reducir la necesidad de fertilizantes nitrogenados sintéticos (Tapia-
Olivares et al., 2019). A. brasilense es conocida por su capacidad de producir fitohormonas, en particular las
auxinas, como el AIA (Peng et al., 2021). Estas fitohormonas influencian el desarrollo de las plantas,
promoviendo la formacién de raices mas fuertes y profundas, asi como una mayor ramificacion y crecimiento

de brotes. La bacteria tiene la capacidad de solubilizar el fésforo presente en el suelo, convirtiéndolo en una
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forma asimilable por las plantas (Sun et al., 2022). El fésforo es esencial para el crecimiento de las plantas, y
esta capacidad aumenta la disponibilidad de este nutriente. A. brasilense coloniza las raices de las plantas y
puede mejorar la absorcidon de agua y nutrientes, lo que es particularmente beneficioso en condiciones de
estres hidrico (Kasim et al., 2021). Ademas, la bacteria puede ayudar a las plantas a absorber micronutrientes
esenciales. A. brasilense puede activar respuestas de defensa en las plantas, haciéndolas mas resistentes a
enfermedades y patogenos (Fukami et al., 2017). Esto mejora la salud general de las plantas y reduce la

necesidad de pesticidas.

1.7.3 Uso agricola

A. brasilense promueve la absorcion de nutrientes esenciales, incluidos los micronutrientes, a través de la
estimulacién de las raices. Esto es especialmente util en suelos con condiciones adversas o deficiencias
nutricionales (Boleta et al., 2020; da Silva Oliveira et al., 2023). A. brasilense puede ayudar a las plantas a
resistir mejores condiciones de estrés, como sequias, salinidad o ataques de patdgenos (Cohen, et al., 2015;
Cassan et al., 2021; Zachariah et al., 2023). Esto mejora la supervivencia y el rendimiento de los cultivos en
condiciones dificiles. La incorporacion de A. brasilense en sistemas de agricultura sostenible puede mejorar
la calidad del suelo y reducir la degradacion del mismo. Al mantener la salud del suelo y aumentar la
productividad de los cultivos, se promueve la sostenibilidad agricola a largo plazo (Silva et al., 2022). Al
disminuir la necesidad de fertilizantes quimicos y pesticidas, el uso de A. brasilense puede reducir la

contaminacion del suelo y del agua, lo que beneficia al medio ambiente.

1.7.4 Importancia para la investigacion cientifica

La capacidad de A. brasilense para fijar nitrdgeno atmosférico en una forma asimilable por las plantas es un
tema central de investigacion. Los estudios pueden abordar la eficiencia de la fijacién de nitrégeno en
diferentes condiciones de suelo y cultivo, asi como la contribucidn de la bacteria a la nutricién de las plantas

(Tahir et al., 2022). El genoma de A. brasilense se investiga para comprender mejor sus capacidades y
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adaptaciones (Wisniewski-Dyé et al., 2014). Esto puede conducir al desarrollo de cepas mejoradas para
aplicaciones agricolas y biotecnoldgicas (Martin-Didonet et al., 2000; Wisniewski-Dyé et al., 2012; Koul et
al., 2020). Los estudios exploran cémo la presencia de A. brasilense afecta a otros microorganismos en el
suelo y cdmo estas interacciones influyen en la salud del suelo y de las plantas (Fibach-Paldi et al., 2012;
Yasuda et al., 2022). Investigaciones mas amplias se centran en la incorporacion de A. brasilense en practicas
agricolas sostenibles y agroecologicas con el objetivo de mejorar la produccién de alimentos y reducir el

impacto ambiental que provoca el uso de fertilizantes quimicos (Cruz-Hernandez et al., 2022).
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Il. JUSTIFICACION

Sonchus oleraceus, la cerraja o lechuga silvestre, es una planta con propiedades nutricionales, antioxidantes,
antiinflamatorias, antimicrobianas y diuréticas. A pesar de estos atributos, se requiere una mayor investigacion
para comprender plenamente sus beneficios y posibles aplicaciones en el campo de la medicina. Sin embargo,
los estudios que se han enfocado en esta planta y los posibles beneficios que puedan aprovecharse de ella, no
son estandarizados, ya que en ellos se obtienen muestras silvestres en donde no se consideran factores del
crecimiento de la planta como el riego, el tipo de suelo, la edad, o las partes de la planta de donde se obtienen
las muestras. Mé&s aun, no ha habido una propuesta para evaluar el efecto de bacterias promotoras del
crecimiento en el desarrollo de la planta. Tampoco se han realizado estudios en los que se evalle la

colonizacion de alguna BPCV en la especie S. oleraceous.

Aunque se han llevado a cabo pruebas con diversas especies vegetales para evaluar el efecto de
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal 57, Paraburkholderia unamae MTI-6417, Sphingomonas sp. OF178,
Azospirillum brasilense sp. 77 y Pseudomonas putida KT2440, sobre su colonizacion, no se han encontrado
antecedentes de tal evaluacion en S. oleraceous. Esto subraya la necesidad de realizar un estudio utilizando a

estas cinco cepas en S. oleraceous y evaluar su habilidad para colonizar la planta.

Tampoco se han realizado estudios de adherencia en S. oleraceus con respecto a ninguna de las bacterias
previamente mencionadas. En este trabajo se eligié a Pseudomonas putida KT2440 para evaluar la adherecia
de esta cepa en las raices de las plantulas de S. oleraceus y el efecto que tiene sobre su crecimiento en un
experimento controlado, donde los factores como el tipo de suelo, el riego, la temperatura y las horas luz estén
rigurosamente controlados para comprender de manera precisa el efecto de esta bacteria en el desarrollo de la

planta.
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I11. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inoculacion de Pseudomonas putida KT2440, Gluconacetobacter diazotrophicus Pal
5T, Azospirillum brasilense sp. 77, Paraburkholderia unamae MTI-641" y Sphingomonas sp. OF178 sobre el

crecimiento de plantulas de Sonchus oleraceus.

IV. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la capacidad de las cinco bacterias para colonizar a la rizosfera de Sonchus oleraceus por separado y

en consorcio.
Evaluar la adherencia de Pseudomonas putida KT2440 en S. oleraceus.

Comparar el peso fresco de plantas de S. oleraceus inoculadas con P. putida KT2440 contra plantulas no

inoculadas.

V. HIPOTESIS

Si el inoculante bacteriano ejerce un efecto beneficioso en el crecimiento de Sonchus oleraceus, entonces se
espera que las plantas inoculadas muestren un incremento significativo en su peso en comparacion con

aquellas no inoculadas con bacterias.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Identificacion de la planta Sonchus oleraceus

Individuos adultos de S. oleraceus fueron colectados en la localidad de Puebla, Pue. (18.988099292651608, -

98.21324931708122). Estas muestras se procesaron en una prensa botanica y posteriormente, se entregaron al
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Jardin Botanico Universitario de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP) con el fin de

catalogar e identificar las muestras.

6.2 Recoleccion de semillas de Sonchus oleraceus

Las semillas de S. oleraceus fueron colectadas de individuos silvestres que se encontraron en la localidad de
Puebla, Pue (18.988099292651608, -98.21324931708122) en el mes de julio (2020). Las semillas fueron
almacenadas en contenedores de plastico transparente con tapa y sustrato (virutas de algoddn). Los

contenedores fueron resguardados en un lugar seco y oscuro.

6.3 Germinacion de semillas

Para desarrollar un método confiable en el que las semillas de S. oleraceus pudieran germinar, se realizaron
distintas pruebas que consistian en cambiar parametros como agua, tipo de suelo, temperatura y profundidad
a las que se sometia el proceso de germinacién de semillas de S. oleraceus. En cada prueba (Tabla 1), se
usaron tres contendedores transparentes de 28 cm x 19 cm x 7 cm y se plantaron alrededor de 30 semillas de
S. oleraceus. En la primera prueba, el contenedor tenia como sustrato 100% de vermiculita, el segundo 100%
de humus de lombriz y el tercero una mezcla de 50% humus con 50% vermiculita (todos con la misma cantidad
de volumen) y se agregaron 150 ml de agua embotellada (ab) en cada contenedor. En la segunda prueba,
utilizando una mezcla de 50/50 de humus con vermiculita, se us6 agua del grifo, agua embotellada y agua
obtenida de un purificador de 6smosis inversa (150 ml). En la tercera prueba, utilizando una mezcla de 50/50
de humus y vermiculita y ab, se cambi6 la cantidad de agua, en 150 ml, 200 ml y 400 ml. En la cuarta prueba
(50/50 sustrato, 150 ml ab), se ubicaron los contenedores en diferentes zonas con respecto a la luz solar, el
primer contenedor en completa oscuridad, el segundo en resolana y el tercero en sol directo. En la quinta
prueba, (50/50 sustrato, 150 ml ab, oscuridad) se modifico la temperatura de los contenedores utilizando placas
térmicas con termostato; 24 °C en el primero, 27 °C en el segundo y 35 °C en el tercero. Finalmente, en la

altima prueba (50/50, 150 ml ab, oscuridad, 27 °C) se cambi¢ la profundidad a la que estaban sembradas las
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semillas, en el primer contenedor las semillas fueron colocadas al ras del suelo, en el segundo, se le aplicé una

capa de 1 mm de tierra y en el tercero se sembraron a 1 cm de profundidad.

Tabla 1.

Pruebas de germinacion en donde se cambiaron pardmetros como el sustrato, la pureza del agua, la cantidad

de agua, la cantidad de luz solar, la temperatura y la profundidad en las que se sembraron las semillas de

Sonchus oleraceus.

Contenedor
1 2 3

50% vermiculita
100% vermiculita 100% humus

profundidad**

Prueba 1 50% humus
150 ml de agua embotellada
150 ml de agua de
150 ml de agua|150 ml de agua
purificador de
Prueba 2 grifo embotellada
dsmaosis inversa
50% humus y 50% vermiculita
150 ml 200 ml 400 ml
Prueba 3
50% humus y 50% vermiculita con agua embotellada.
Oscuridad
Resolana Luz solar directa
Prueba 4 completa
50% humus y 50% vermiculita con 150 ml de agua embotellada.
24 °C 27 °C 35°C
Prueba 5
50/50 humus y vermiculita, 150 ml agua embotellada, resolana.
1 mm
Prueba 6 Al ras del suelo* 1 cm profundidad
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50/50, 150 ml agua embotellada, resolana, 27 °C

*90% de germinacion. **40% de germinacion

Utilizando el método con la taza de germinacion mas alta (90%), las semillas de cerraja fueron germinadas y
resembradas a lo largo de dos generaciones. Las semillas fueron sembradas en dos almacigos de 50 celdas
cada uno. Cada celda tuvo un tamafio aproximado de: 4.5 x 4.5 x 8 cm. El sustrato de los almécigos estuvo

compuesto de una mezcla de 50% vermiculita y 50% humus de lombriz (lombricomposta).

6.4 Medios de cultivo e inoculante
Los medios (Tabla 2) se esterilizaron usando una autoclave a 21 psi durante 20 minutos.

Las muestras de cada bacteria fueron obtenidas de la coleccion del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbiologicas, BUAP. Las muestras fueron sembradas en tubos conicos de polipropileno de 50 ml con su
respectivo medio de cultivo liquido (10 ml) durante 24 h a 30 °C. Del medio incubado, se cuantificaron las
UFC/mL utilizando el método de goteo en placa (Corral-Lugo et al., 2012). Se agregaron 0.81 ml del medio
incubado a un matraz aforado a 30 ml con medio estéril. EI matraz se colocé en una incubadora con agitacion
bajo las mismas condiciones previamente mencionadas. Posteriormente, el contenido del matraz se vertié en
un tubo estéril de polipropileno de 50 ml, para centrifugarlo a 2000 rpm por cinco minutos. El sobrenadante
del contenido se vacid y se realizé un lavado centrifugando el contenido con H20 bidestilada estéril. El lavado
se realizé en dos ocasiones. Seguido a esto, se obtuvo el paquete celular que fue resuspendido en el mismo
volumen inicial, pero con agua destilada estéril. La suspension obtenida se consideré como el inoculante para

plantas de Sonchus oleraceus. El nimero de UFC/ml en el inoculante fue de 9x107.
Tabla 2.

Medios de cultivo (100ml), antibioticos y pH, junto con sus respectivas bacterias.

Bacteria Medio Antibiotico* pH
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KT2440 LB (0.5gEL, 1g peptona, 1g NaCl, | 100ul Cloranfenicol
1.69 agar).
OF178 LBsy (0.025g EL, 0.05g peptona, | 30ul Cloranfenicol
0.05g NaCl, 1.6 agar, 120ul AB). 50ul Cefotaxina
sp. 77 Rojo Congo (0.5g Acido succinico, | 30ul Cefriaxona 6.7-7
0.5ml 100K2HPOy, .2ml
10»MgSQO4, 0.05g EL, 0.15ml
10%FeCls, .48g KOH, 1.5ml RC,
1.6g agar).
MTI-641"T | BAc (0.5g acido succinico, 0.4ml | 30ul Ceftazidima 55-5.7
10%K2HPOs, - 0.4ml - 100K H2POs, 100l Cefriaxona
0.2ml 10sMgSOs4, 0.05g EL, 0.6ml
AB, 1.6g agar)
Pal 5" LGl (10g  azdcar,  0.2ml | 30ul Cefriaxona 55-57

106K2HPOs,  0.6ml  106KH2POs,
0.2ml  10%MgSO4, 0.005g EL,
0.2ml  106CaCl*2H.0,  20ul
10%sNaMo4*2H20, 0.1ml
10%FeCl3*6H,0, 0.6ml AB, 1.6g

agar).

EL= extracto de levadura; AB= azul de bromotimol; RC= Rojo Congo. *1 ml = 100,000 ug.
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6.5 Colonizacion

Cada uno de los 7 tratamientos consistio en 50 semillas de S. oleraceus (F2) plantadas en 50 celdas. Cada
celda tuvo un tamafio aproximado de: 4.5 x 4.5 x 8 cm. El sustrato de los almécigos estuvo compuesto de una
mezcla de 50% vermiculita y 50% humus de lombriz (lombricomposta). Las semillas fueron inoculadas con
cinco bacterias por separado, un tratamiento con el consorcio completo (mezcla), y un control (semillas sin
inocular). Las semillas de S. oleraceus fueron inoculadas en el momento en el que fueron colocadas en cada
una de las celdas. La inoculacion se realizé colocando una gota de 10 pl de liquido que contenia 1x10° UFC
sobre las semillas después de colocarlas en sus respectivas celdas. Las plantas del control fueron regadas con
agua estéril destilada. Las plantas crecieron durante 60 dias con un fotoperiodo luz/oscuridad 16/8 a una
temperatura 30/24 °C. Durante este periodo las plantas se regaron periddicamente con el método de
capilaridad, llenando la bandeja de cada alméacigo. Posterior a esto, cinco plantas al azar del control y cinco
plantas al azar de cada experimento fueron extraidas de sus contenedores. La zona aérea de las plantas fue
retirada y las raices fueron introducidas en tubos estériles con agua destilada estéril. Los tubos fueron agitados

y de cada tubo se tomé una muestra para realizar el recuento bacteriano por goteo en placa.
6.6 Adherencia

Las semillas de la segunda generacion (F2) fueron sembradas en 2 almacigos de 50 celdas cada uno. Cada
celda tuvo un tamafio aproximado de: 4.5 x 4.5 x 8 cm. El sustrato de los almacigos estuvo compuesto de una
mezcla de 50% vermiculita y 50% humus de lombriz (lombricomposta). Los almécigos se colocaron en una
camara de crecimiento con un fotoperiodo luz/obscuridad 16/8 a una temperatura 30 °C luz 'y 24 °C oscuridad.
Durante este periodo las plantas se regaron periddicamente a través de capilaridad, llenando la charola que
cubria el fondo de los almacigos. Después de 3 dias desde su germinacién, las plantulas de cerraja fueron
extraidas del alméacigo. Las raices de las plantas del tratamiento fueron sumergidas en el inoculante previo a
ser replantadas. Las raices de las plantas del control fueron sumergidas en agua destilada estéril. Posterior a
esto, todas las plantulas fueron trasladadas a contenedores con vermiculita estéril. Después de 24 horas, cinco

plantas al azar del control y cinco plantas al azar del experimento fueron extraidas de sus contenedores. La
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zona aérea de las plantas fue retirada y las raices fueron pesadas en peso fresco (PF) e introducidas en tubos
estériles con agua destilada estéril. Los tubos fueron agitados y de cada tubo se tomo una muestra para realizar

el recuento bacteriano por goteo en placa.

6.7 Analisis estadisticos

Para analizar la diferencia entre el PF de las raices de las plantas del control y el PF de las raices de las plantas
de los tratamientos, se usé la prueba t de Welch, en donde la hipétesis nula (HO) fue que no existe diferencia
entre los dos grupos de datos, y la hipotesis alternativa (Ha) es que si existe diferencia entre los dos grupos de

datos. El andlisis se realizo utilizando el programa de computadora R junto con Rstudio.
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VIl. RESULTADOS
7.1 Pruebas de germinacion

De acuerdo a las pruebas de germinacidn, el factor determinante fue la profundidad en la que se plantaron las
semillas. La prueba que presentd la mayor tasa de germinacion (90%) (fig. 3) fue la prueba en la que se
colocaron las semillas directamente en el sustrato con 50% humus de lombriz y 50% lombricomposta, 150 ml
de agua embotellada, resolana, a 27 °C. La otra prueba que presenté germinacion (40%) fue en la que se

colocaba una capa de 1 mm de tierra sobre las semillas. En todas las demas pruebas no hubo germinacion.

Figura 3. Fotografia de una de las bandejas en donde se sembraron, germinaron y colectaron semillas de S. oleraceus utilizando el

método de siembra al ras del suelo.

7.2 Colonizacién
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A pesar de los maltiples esfuerzos de repetir el experimento de colonizacion en donde se inocul6 a las plantulas
de S. oleraceus con las cinco cepas bacterias, como resultado de la evaluacion de colonizacién, no hubo

presencia de bacterias en ninguno de los tratamientos ni del control bajo las condiciones evaluadas.

7.3 Adherencia de P. putida KT2440

En todos los tratamientos (Tabla 3) hubo presencia de P. putida KT2440 a diferencia de los grupos control.
El tratamiento 1 mostrando la mayor carga bacteriana con 6x10° UFC/ml y el tratamiento 4 mostrando la
menor carga bacteriana con 3.333x10* UFC/mlI, con una media de 512,580.75 UFC/mI. Ninguna de las placas

del control mostro presencia de P. putida KT2440 (fig. 4).
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Tabla 3.

Unidades formadoras de colonias (UFC) en tratamientos en donde las plantulas fueron inoculadas con P. putida KT2440, donde

T1-2-3, es igual a Tratamiento 1,2,3, etc.

UFC EN TRATAMIENTOS

Figura 4. Placas de Petri con medio LB.

placas del tratamiento.

T1

T2

T3

T4

6x10° UFC/mll
3.1666x10° UFC/mI
5.8333x10° UFC/ml

3.333x10* UFC/ml

La imagen de la izquierda muestra las placas control. La imagen de la derecha muestra las
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7.4 Peso fresco en plantas

La prueba t de Welch aplicada a ambos grupos (Tabla 4) reveld una estadistica t aproximada de 2.037, con
grados de libertad de 9.99 y un valor p de 0.06. El intervalo de confianza del 95%, calculado par a la diferencia
entre las medias, vario entre aproximadamente -0.6264 y 13.9597. La media de la muestra para el grupo de

tratamiento fue de 18.0, mientras que para el grupo de control fue de 11.33333.

Tabla 4.

Peso fresco en mg de las raices de las plantas tanto del control como de los tratamientos.

PF de raiz en tratamientos (mg) PF en raiz de control (mg)
19 4

17 18

10 15

14 5

25 11
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VIIlI. DISCUSION

8.1 Germinacién

Los factores mas importantes para la germinacion exitosa de una semilla son el agua, la temperatura y la cual
es esencial para activar las enzimas que desencadenan el proceso de germinacion (Haj Sghaier et al., 2020),
la temperatura es un factor critico y varia segun la especie. Cada planta tiene una temperatura 6ptima para la
germinacion. Algunas semillas germinan mejor a temperaturas frias, mientras que otras requieren condiciones
calidas (Haj Sghaier, 2020; Santelices-Moya. 2020). Las variaciones de temperatura a lo largo del dia 'y la
noche también pueden ser importantes para algunas especies. La profundidad a la que se siembra una semilla
es un factor clave. Algunas semillas necesitan estar sembradas a una profundidad especifica para germinar
adecuadamente, mientras que otras requieren estar cerca de la superficie del suelo (Proctor & Sullivan, 2013;

Kluyver et al., 2013; Jorgensen et al., 2019).

En las seis pruebas que se realizaron, el factor determinante para la germinacion de las semillas de S. oleraceus
fue la profundidad a la que la semillas fueron colocadas. Esto es debido a que la germinacion de las semillas

de S. oleraceus esta influenciada por varios factores, pero uno determinante para su germinacion es la luz.

S. oleraceus es una planta que presenta fotoblastismo positivo (Goérski et al., 2013), lo que significa que las
semillas requieren la presencia de luz para germinar adecuadamente. Es decir, las semillas de cerraja necesitan
estar expuestas a la luz o estar cerca de la superficie del suelo para germinar de manera efectiva. Cuando las
semillas de S. oleraceus reciben luz, desencadenan una serie de respuestas fisioldgicas (fig 5) que permiten su
germinacion y crecimiento. En este sentido, las plantas tienen cinco grandes tipos de fotorreceptores: UVRS,
fototropinas, proteinas con caja F, criptocromos y fitocromos (Paik & Hug, 2019). En Arabidopsis, por
ejemplo, PhyB, el fitocromo principal acumulado en las semillas, media la respuesta tipica fotoreversible
Roja/ Roja lejana 0 R/FR (LFR) por sus siglas en inglés, para promover la germinacion de las semillas en la
fase inicial de la imbibicion de las semillas (fig. 5). Después de una imbibicién prolongada en la oscuridad,

PhyA se acumula en las semillas y promueve la germinacion de las semillas en respuesta a una fluencia muy
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baja de una amplia gama de longitudes de onda, desde UV-A hasta FR, o una irradiacion relativamente mas

larga de luz FR (Seo et al., 2009; Warpeha & Montgomery, 2016)

PhyB VA,
u Pr :uz roja *)9:*
o

Y

- -
* 4 Luz roja lejana Respuesta
' fotorevermble I '
Semilla Germinacion
PhyA

Luz UV-A hasta luz Roja lejana

e
e
r

l Fluencia muy baja de una amplia gama de longitudes de onda

o mmms) G,

Semilla Germinacion

Exposicién prolongada a luz roja lejana

A
’9‘ Luz roja ’.‘\

Luz roja lejana
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Figura 5. Diagramas en donde se explican dos modelos del mecanismo de accion de los fitocromos A (PhyA) y B (PhyB) en la
germinacion de una semilla. EI primer diagrama muestra un escenario en el cual la semilla se encuentra en una etapa temprana de
imbibicion, y Pr es activada por una exposicion de luz roja durante un determinado tiempo. Esto termina promoviendo la
germinacidn de la semilla. Sin embargo, si Pfr es expuesta a luz roja lejana, esta se desactiva. En el segundo caso, es un momento
tardio de la imbibicién de la semilla, y Pr es activada por una exposicion prolongada, pero de muy baja intensidad de una amplia
gama de luz en diferentes longitudes de ondas. O también puede activarse por una exposicion prolongada de luz roja lejana. *Pr es

la forma inactiva del fitocromo. ** Pfr es la forma activa.

Como lo comprob6 Bhagirath y colaboradores en el 2006, en donde determinan que la luz y la presencia o
ausencia de salinidad es un factor determinante para la geminacién de S. oleraceus. Dependiendo de que tan
gruesa es la capa de suelo que cubre a las semillas, va a disminuir la cantidad de luz que reciban estas mismas,
por lo tanto, la tasa de germinacion es inversamente proporcional a la profundidad en la que son sembradas y

directamente proporcional a la cantidad de luz que reciban.

En las pruebas de luz solar directa, indirecta y oscuridad, asumimos que la profundidad de las semillas era

demasiada para que los rayos del sol pudieran llegar a la superficie de la semilla.

Ademas de la luz, otros factores como la temperatura, la calidad de la semilla y la presencia de agua también
juegan un papel importante en la germinacion de S. oleraceus. Sin embargo, la dependencia de la luz es un

aspecto clave que distingue a esta planta y es un factor determinante en su ciclo de germinacion.

8.2 Colonizacion

Se llevo a cabo una evaluacion para determinar si habia colonizacion bacteriana en una serie de tratamientos
inoculados; con cinco especies bacterianas reportadas como promotoras del crecimiento vegetal en otras
plantas (Morales-Garcia et al., 2019) y en un grupo de control (no inoculado). Los resultados de la evaluacién
mostraron gque no se detectd la presencia de las bacterias inoculadas en ninguno de los tratamientos evaluados
ni en el grupo control. Esto significa que, en el contexto de este estudio especifico, las bacterias evaluadas, no

colonizaron las raices de las plantas.
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Esta informacion es fundamental para comprender que, en las condiciones y el contexto del estudio en

cuestion, las bacterias no tuvieron un impacto detectable o no lograron establecerse en los sistemas evaluados.

La razdn por la cual las bacterias no colonizaron las raices de S. oleraceus puede deberse a varios factores. La
capacidad de una bacteria para colonizar las raices de una planta depende de una serie de interacciones
complejas entre la bacteria, la planta y el entorno (Knights et al., 2021). Las plantas a menudo tienen una
relacion de coevolucion con ciertos grupos de bacterias, y no todas las bacterias pueden colonizar todas las
plantas (Mesny et al., 2023). Puede ser que las bacterias utilizadas en el estudio no sean las que S. oleraceus
normalmente alberga en sus raices, como es el caso de S. asper (Mei et al., 2022). En el suelo, hay una
competencia intensa entre diversas bacterias por los recursos y el espacio en las raices de las plantas. Incluso
en las condiciones estériles a las que sometimos el suelo en los distintos tratamientos, la presencia de bacterias
provenientes de la misma microbiota de la semilla podrian ser un factor determinante para una colonizacién
exitosa. Estas bacterias pudieron haber competido con las bacterias utilizadas en el estudio, impidiendo su

colonizacion.

En comparacion con la prueba de adherencia, la técnica de inoculacion también pudo haber sido un factor

importante para promover la adherencia, y posteriormente la colonizacion en las raices de S. oleraceus.

Por ultimo, la planta podria estar produciendo compuestos antimicrobianos durante su desarrollo que

inhabiliten el crecimiento de las bacterias en la rizosfera (Xia et al., 2011; Cappelli & Mariani, 2021).

8.3 Peso fresco de las raices de las plantas

La estadistica t de aproximadamente 1.7253 indica la relacion entre la diferencia de medias (17.0 — 10.6 = 6.4)
y el error estandar de la diferencia de medias. Esto sugiere que hay una diferencia entre los dos grupos (control
y tratamiento). Con aproximadamente 7.9435 grados de libertad, este valor refleja el nimero de valores
utilizados en el célculo de la prueba t. El valor p es aproximadamente 0.123. Aunque este valor es mayor que

el nivel de significancia comun de 0.05, no es lo suficientemente pequefio como para rechazar la hipétesis
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nula a un nivel de significancia de 0.05. La hipdtesis alternativa indica que la diferencia real entre las medias
no es igual a cero, lo que implica una prueba bidireccional. El intervalo de confianza de aproximadamente -
2.1646 a 14.9646 incluye el valor 0. Esto significa que hay un rango de valores para la diferencia de medias
que no es estadisticamente significativo a un nivel de 0.05. Las medias de la muestra para los grupos del
tratamiento y control son de 17.0 y 10.6, respectivamente. Esto sugiere que, en promedio, el grupo del

tratamiento tiene pesos de raices mas altos en comparacion con el grupo de control.

El valor p de aproximadamente 0.123 es mayor que 0.05, lo que sugiere que no hay evidencia solida para
concluir que existe una diferencia estadisticamente significativa en los pesos promedio de las raices entre el
grupo de tratamientos y el grupo de control a un nivel de significancia de 0.05. Por lo tanto, la hipotesis nula

no se rechaza.

Con respecto al crecimiento de las raices, P. putida KT2440 pudiera tener una interaccion mutualista o neutral
con las raices de las plantas. En las relaciones mutualistas, tanto la bacteria como la planta se benefician de su
interaccion, pero los beneficios pueden no manifestarse como un cambio significativo en el tamafio de las
raices. En interacciones neutrales, la bacteria y la planta pueden coexistir sin un impacto notable en el
crecimiento de las raices. Esto se ha demostrado con otras plantas, tanto cotiledoneas como monocotiledonas,
en el caso de soya (Glycine max) y maiz (Zea mays), en donde solo bajo condiciones de estrés salino, hubo un

efecto positivo en el crecimiento de las plantas (Costa-Gutierrez et al., 2020).

Otra de las razones por la cual no hubo un crecimiento significativo de las raices de las plantas, es la posible
ausencia del AIA. Como se ha mencionado previamente, el AIA es una fitohormona que promueve el
crecimiento de las raices en plantas (Patten y Glick 2002) y se produce a partir del triptofano. Las bacterias
benéficas para el crecimiento de las plantas, sintetizan el AIA a través de la via alterna dependiente del
triptofano. Ya sea por la ausencia total o la falta de expresion de un gen de dicha via, o algun otro factor que

afecte la produccion de dicha fitohormona, esto podria explicar la razén de la falta de crecimiento en raiz de
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los tratamientos. Por Gltimo, el cambio en el crecimiento de las raices podria verse reflejado simplemente en

la etapa de colonizacién o en algun otro tiempo posterior a la adherencia.

8.4 Adherencia

La adherencia es el primer paso para que una bacteria logre establecerse (Vazquez-Martinez & Mufioz-Rojas,
2023). Como previamente no se detectaron bacterias colonizando las raices de las plantas, se decidio realizar
un experimento corto para evaluar la adherencia de una bacteria. Seleccionamos a P. putida KT2440, dada su
versatilidad para colonizar a diversos ambientes (Molina-Romero et al., 2017). Sin embargo, en acuerdo con
los resultados presentados en este trabajo, la adherencia de P. putida KT2440 fue bastante baja, lo que

coincidio con la no deteccidn de la colonizacidn de la misma en las plantas de S. oleraceus.

La adherencia exitosa de bacterias a las raices de S. oleraceus puede depender de varios factores y
mecanismos. Algunas bacterias tienen adaptaciones moleculares que les permiten reconocer y adherirse a las
superficies de las raices de plantas especificas. Este reconocimiento puede ser un paso fundamental para la
adhesion exitosa (Espinosa-Urgel et al., 2000). Las bacterias pueden producir proteinas de adhesién llamadas
adhesinas que les permiten unirse a las células vegetales. Las adhesinas pueden tener interacciones especificas

con receptores en las raices de la planta (Liu et al., 2019).

En este caso, P. putida KT2440 también podria formar biofilms en las superficies de las raices. Los biofilms
son comunidades bacterianas organizadas que ayudan en la adhesion y proporcionan un entorno protegido
para el crecimiento bacteriano (Liu et al., 2017). Las raices de S. oleraceus liberan exudados, compuestos
organicos que pueden atraer o nutrir ciertas bacterias (Mahmoud et al., 2014). Las bacterias pueden ser atraidas

por estos exudados y adherirse en respuesta.

También, las bacterias pueden tener una afinidad quimica especifica con las sustancias producidas por las

raices de la planta. Esta afinidad quimica puede favorecer la adhesion (Mei et al., 2022).

La comprension de estos mecanismos es fundamental en la investigacion de interacciones planta-

microorganismo y puede tener aplicaciones en la agricultura y la mejora de la salud de las plantas, en
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especifico con S. oleraceus. Estos resultados ayudan a buscar nuevas respuestas y futuras investigaciones con

respecto a la interaccion entre BPC y la planta Sonchus oleraceus bajo condiciones controladas.
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IX. GLOSARIO
1.1 Planta

1.1.1 Definicién

Organismos fotosintéticos eucariéticos multicelulares que producen clorofila. Las plantas cuentan con raices,
que son 6rganos especializados para anclarlas en el suelo, con las cuales colectan agua, necesaria para su
desarrollo. Su tallo provee de estructura para sostener a las hojas. Las hojas son los drganos més involucrados

en el proceso de fotosintesis (Raven et al., 2005).

1.1.2Tallo

El tallo es el 6rgano de la planta que soporta la regidn aérea, principalmente las hojas y las flores. La luz es
uno de los recursos mas importantes que requiere la planta, el cual se encuentra por encima del suelo. Por lo
tanto, el tallo realiza la funcion de sostener a las hojas y distribuirlas, maximizando la absorcién de luz (Raven

et al., 2005).

1.1.3 Raiz

La raiz es un o6rgano de la planta que la ayuda a anclarse al suelo y absorbe agua y minerales para su
mantenimiento. También depende de compuestos producidos en las hojas y el tallo, productos de la
fotosintesis. Un sistema vascular extenso conecta a la raiz con las hojas, el tallo y las flores. Este sistema

ayuda al transporte de agua y minerales a través de toda la planta (Raven et al., 2005).

1.1.4 Flor

Las flores son el 6rgano reproductor de las plantas. La mayoria de las plantas se reproducen sexualmente. Las
plantas que se reproducen con flor pertenecen al grupo de las angiospermas. El objetivo de la flor es el de

asegurar la polinizacion, al estar expuesta al viento, o atrayendo a animales polinizadores (Raven et al., 2005).

1.1.5 Fruto
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El fruto es responsable de dispersar a las semillas- en el agua, el viento pegado en un animal, o por gravedad.
Las frutas que son duras o escleroticas, como las nueces, los cocos, y los cacahuates, ofrecen maxima
proteccion a la semilla, pero son pesadas y requieren de un gasto metabolico alto. En este caso, la semilla
también tendria que romper la cubierta de la fruta para poder germinar. En frutas mas fragiles no existe ese
problema. Las frutas que son atractivas o comestibles, son consumidas por animales, los cuales ayudan a su
dispersion. La fruta cuenta con distintas capas, dependiendo del tipo de fruta al que pertenezca. El pericarpio
es la parte del fruto que cubre a la semilla. El pericarpio se divide en epicarpio (capa exterior), mesocarpio
(capa media, en ocasiones es la pulpa de la fruta) y endocarpio (capa que cubre directamente a la semilla),

(Raven et al., 2005).

1.1.6 Semilla

La semilla es el embrion maduro de la planta. La semilla generalmente esta compuesta del embrion, uno o dos
cotiledones, endospermo, radicula, epicotilo, e hipocétilo. El cotileddn eses una hoja embrionaria, siendo las
primeras hojas que crecen al germinar. El endospermo es un tejido que nutre al embrion durante su maduracion
y germinacién. La radicula es la raiz embrionaria. El epicétilo es el tallo embrionario y el hipocotilo es la junta

entre el tallo y la raiz embrionaria. En algunos casos, la cubierta de la semilla es el pericarpio (Mauseth, 2014)

1.1.7 Rizosfera

Larizosfera es el area alrededor de la raiz de la planta que es habitado por una comunidad de microorganismos
influenciados por los compuestos quimicos exudados de la propia raiz. La rizosfera se puede dividir en tres
secciones, dependiendo de su proximidad hacia la raiz: la endorizosfera, la cual incluye algunas partes del
cortex y la endodermis en donde los microbios y cationes ocupan un espacio libre entre las células de la raiz,
el rizoplano, que es la regién media, directamente adyacente a la raiz, incluyendo la epidermis y el mucilago
y la ectorizosfera, la cudl se extiende desde el rizoplano, hasta la tierra o sustrato. La rizosfera no es una region

que se pueda definir con exactitud debido a la complejidad de cada planta y sus interacciones con distintos
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microorganismos. Por esto, se consideran en gradientes y sus propiedades quimicas, biologicas y fisicas para

determinar su tamafio (McNear Jr., 2013).

1.2.1 Asteraceae

Asteraceae es una familia de plantas distribuidas a lo largo de todo el mundo. La familia Asteraceae consiste
en 23,000 especies en 1,500 géneros. Las Asteraceae presentan casi todos los tipos de crecimiento, sin
embargo, la mayoria son anuales o perennes. Casi todas las Asteraceas desarrollan flores pequefias en grandes
estructuras llamadas pseudantios, rodeadas por bracteas, que son hojas modificadas que recubren a la flor.
Esto da la ilusion de que cada pseudantio representa una flor en la planta. Las Asteraceae presentan todos los
tipos de hojas posibles. Las hojas pueden ser simples, lobuladas, unilobuladas, o formar varios compendios.
Las Asteraceae presentan casi todos los tipos de vellosidades o tricomas. Esta familia tiene una importancia
econdmica significativa, ya que con ella se producen aceites de cocina, hojas y semillas comestibles, agentes

endulzantes, sustitutos de café y tés herbales. Algunas plantas producen latex (Mohlenbrock, 2017).

1.2.2 Sonchus

Sonchus es un género de plantas que abarca alrededor de 50 especies. Sonchus se distribuye en Norte América,
el Medio Oriente, Asia, Africa y Europa. Las plantas del género Sonchus son herbaceas, anuales o perennes,
que producen gran cantidad de latex. Las hojas son radicales, caulinares o caulinares amplexicaules. Las hojas
son dentadas o pinnatisectas, espinadas en los margenes. Presentan auriculas agudas. Capitulos con todas las
flores liguladas, amarillas, con los estigmas verdosos. Las bracteas del involucro son glabras y en ocasiones
presentan glandulas de color claro. Aquenios comprimidos, con 3 costillas en cada cara y vilano formado por
pelos blancos. La mayoria son espinosas, con cabezas pequefias de flores amarillas en clusteres. Miden de uno

a seis pies de largo (0.3m- 1.8m). (Peerzada et al., 2019).
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1.3.1 Ciclo de vida

1.3.2 Anual

Las plantas anuales, generalmente, completan su ciclo de vida desde la germinacion hasta la produccion de
semillas en una temporada de crecimiento, y luego muere. La temporada de crecimiento varia dependiendo de
la localizacion geogréfica. Las plantas anuales se pueden dividir en dos temporadas de crecimiento: anuales

de verano y anuales de invierno (respecto a las temporadas tradicionales) (Owensby, 1980).

1.3.3 Perenne

Las plantas perennes son plantas que viven mas de dos afios. Algunas plantas perennes que crecen en la
primavera o el verano, mueren durante el otofio o el invierno, y renacen de sus raices en el siguiente afo)

(Owenshby, 1980).

2.1 Bacteria

2.1.1Definicién

Las bacterias son microorganismos procariontes que generalmente miden de 0.2um a 2pm. Los organismos
procariontes son organismos que carecen de nucleo, son unicelulares, la mayoria cuenta con una pared celular,
no cuentan con organelos membranosos y su cromosoma casi siempre es circular. La pared celular de la
bacteria determina a qué tipo de bacteria pertenece, Gram positiva 0 Gram negativa. Las bacterias Gram
positivas son bacterias que generalmente tienen una pared celular gruesa y cuentan con una membrana celular.
Las bacterias Gram negativas, en comparacion con las Gram positivas, cuentan con una pared celular menos
gruesa y con dos membranas, una externa y una interna. La mayoria de las bacterias tienen formas como tubos
0 bacilos, esferas, 0 sacacorchos. Las bacterias pueden presentar estructuras externas de la pared celular, como
flagelos, pili o capsulas. Las bacterias se reproducen por fision binaria, aunque también cuentan con

mecanismos de transferencia horizontal. (Burmeister, 2015)
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2.1.2Consorcio bacteriano

Un consorcio bacteriano es un grupo de dos 0 méas especies bacterianas que trabajan en conjunto y funcionan
en un nivel mas alto de organizacion y productividad del que lo harian estando separadas. El éxito de los
consorcios bacterianos se debe a distintos factores, por ejemplo, algunos aspectos del ciclo del nitrégeno
requieren de reacciones separadas que son catalizadas por distintas bacterias. Los consorcios son mas
resistentes a la invasion de microorganismos competidores y tienen mejor capacidad de adaptacion ante las

fluctuaciones del ambiente (Madigan et al., 2018; Saharan y Nehra, 2011)
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