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INTRODUCCION

Las zonas dridas y semiaridas (ZAS) tienen condiciones ambientales extremas que son estresantes para la
reproduccidon y desarrollo de especies vegetales, sin embargo, poseen una riqueza de plantas endémicas
destacando la familia Cactaceae que, gracias a su metabolismo y la anatomia de sus tejidos ha podido adaptarse
a las condiciones hostiles propias de estas regiones, como lo son el exceso de radiacién UV, las temperaturas
extremas, ademas de la escasez de agua y de nutrientes (Flores, 2016). Debido a su explotacién por actividades
antropogénicas, gran parte de las plantas de esta familia estdn clasificadas, segin la NOM-059-SEMARNAT-2010,
en alguna de las siguientes categorias: especie amenazada, en peligro de extincidn o sujeta a proteccidn especial.
Actualmente en México Echinocactus platyacanthus se encuentra sujeta a proteccidn especial debido a que es
utilizada para fabricar el dulce tradicional conocido como acitrdn, situacién que ha provocado la colecta ilegal de
forma masiva, conduciendo a la reduccidon de sus poblaciones. Dada esta situacidn, es necesario proponer técnicas
que permitan ayudar a su conservacion. Se ha intentado la propagacion de E. platyacanthus en viveros con fines
de reforestacién de su habitat, sin embargo, la tasa de supervivencia es muy baja debido al cambio drastico de
condiciones ambientales. La utilizacién de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en
inglés) como biofertilizante para mejorar la germinacion, el crecimiento de las plantas y la resistencia a

fitopatdgenos podria incrementar la tasa de supervivencia de las plantulas que son introducidas en las ZAS.

En el laboratorio de Ecologia Molecular de la UAM Xochimilco se aislé e identificd una colecciéon de 268 bacterias
presentes en la rizosfera de E. platyacanthus silvestres que se agruparon en 45 ribotipos, de los cuales, 12
pertenecian al género Bacillus. Se probaron las actividades PGPR de estas cepas encontrando que los aislados
pertenecientes a los géneros Bacillus y Pseudomonas desempefiaron mds actividades de este tipo en ensayos in
vitro e in planta, utilizando a Arabidopsis thaliana como modelo de rapido crecimiento. Bacillus cabrialesii P35 fue
una de las 4 cepas que desarrollaron actividades PGPR como solubilizacién de fosfato (28 ug/mL), produccién de
acido indol acético (57.92 ug/mL), ademas de inhibir en 49.17% el crecimiento de Fusarium solani (Salinas-Virgen,
2019). No obstante, a pesar de que esta cepa ha mostrado un buen desempefio en los experimentos mencionados,
es necesario probar el efecto de B. cabrialesii P35 directamente en E. platyacanthus, de donde se aislé

inicialmente, para comprobar si ejerce un efecto promotor del crecimiento sobre esta cactdcea.

En el presente trabajo, realizado en el laboratorio de Ecologia Molecular de la UAM Xochimilco, se analizé la
capacidad PGPR de Bacillus cabrialesii P35 en el desarrollo de plantulas y en la germinacién de semillas de E.
platyacanthus, evaluando como parametros de germinacién el porcentaje, el tiempo y la velocidad de ésta, asi
como el porcentaje de sobrevivencia, después del trasplante de las semillas germinadas. Para evaluar del
crecimiento vegetal se tomaron como parametros la altura, el didmetro del cuerpo aéreo, la longitud de raices y

el peso humedo (total, de las raices y del cuerpo aéreo por separado) de las plantulas.

MARCO TEORICO

Zonas aridas y semiaridas (ZAS) de México.
Son aquellas en las que la precipitacién pluvial media al afio es de hasta 600 mm. Su distribucién abarca casi el

65% del territorio mexicano (CONAZA, 2021). Aunque estas zonas presentan condiciones ambientales limitantes



para la reproduccion y el desarrollo de especies vegetales (Flores, 2016), poseen una gran riqueza de plantas
endémicas, destacando los miembros de la familia Cactaceae que han desarrollado evolutivamente la capacidad
de almacenar gran cantidad de agua y han podido adaptarse a la sequia que predomina en estas zonas (Alanis &
Velazco, 2008). Considerando que, en 2012, cerca del 70% de las ZAS del territorio nacional eran susceptibles de
desertificacidn, la cual es definida por Granados-Sanchez et. al. (2012) como “la degradacion de las tierras de
zonas dridas, semidridas y subhumedas secas, que resulta de factores de origen climdtico y de actividades
antropogénicas como la deforestacion, el sobrepastoreo, la expansion de dreas agricolas hacia dreas frdgiles y la
sobreexplotacion de la vegetacion para uso doméstico”, los miembros de la familia Cactaceae resultan de gran
importancia en estas zonas debido a que ayudan a la estabilizacién del suelo por medio del desarrollo de raices
gue permiten la acumulacién y formacidn de nuevas capas del suelo (Bashan, et. al., 2005), retrasando el proceso

de desertificacion.

Familia Cactaceae

Las cactdceas son plantas nativas y endémicas del continente americano que se distribuyen en las zonas aridas y
semidridas (Bravo-Hollis, 1978 y Alanis & Velazco, 2008). México es el pais mas importante en cuanto al nimero
de cactdceas endémicas, se estima la existencia de 669 especies pertenecientes a 63 géneros. Las acciones
antropocéntricas como el cambio de uso de suelo, la introducciéon de especies exéticas y la colecta directa
(Jiménez, 2011), han propiciado que algunas especies se encuentren en alguna de las siguientes categorias:
especie amenazada, en peligro de extincién o sujeta a proteccién especial, segin la NOM-059-SEMARNAT-2010,

tal es el caso de Echinocactus platyacanthus, una cactacea sujeta a proteccidn especial.

Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce)

Es una cactacea endémica de México (Jiménez, 2011) también conocida como biznaga dulce; alcanza los 2 metros
de altura y hasta 1.2 metros de didmetro (Castaifieda-Romero et. al. 2016). Es una especie cuyo aprovechamiento
deberia limitarse por tener poblaciones reducidas (Gémez-Serrano et. al., 2021) debido a la extraccién directa de
ejemplares para su uso en la fabricacién del dulce tradicional conocido como acitrén (Castafieda-Romero et. al.,
2016). Ademas de este tipo de proteccidn, se podrian utilizar técnicas que permitan aumentar el desarrollo y
supervivencia de las plantulas cuando son trasplantadas a su habitat, como es el caso del uso de las rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal o Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR, por sus siglas en inglés).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

Son bacterias de vida libre que habitan en el suelo, facilitando el enraizamiento y crecimiento de las plantas;
normalmente estan presentes en la zona rizosférica, donde establecen una relacion mutualista con la planta
(Kashyap et. al., 2019). Los mecanismos bacterianos de promocidn del crecimiento vegetal (PGPR) pueden
clasificarse como directos e indirectos, pudiendo actuar de manera simultdnea en distintas etapas del crecimiento
de la planta. Los mecanismos directos permiten el suministro de nutrientes esenciales como nitrégeno, fésforo,
potasio y minerales en general, mediante la solubilizacién de sus formas no disponibles o a través de la produccién
de sideréforos y amoniaco. Los mecanismos indirectos son aquellos que ejercen efectos inhibitorios sobre otros
microorganismos, normalmente a través de la produccion de sustancias antagdnicas o induciendo la resistencia

de la planta hacia microorganismos patdgenos (Sansinenea, 2019). Existen varios géneros que han sido reportados



como PGPR, entre ellos podemos mencionar Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas y Bacillus (Salinas-Virgen,
2019; Sansinenea, 2019; Kashyap et. al., 2019). De ellos, Bacillus es uno de los géneros mejor caracterizados en

cuanto a las capacidades PGPR que posee.

Género Bacillus como bacteria promotora del crecimiento (PGPR)
Se trata de bacilos Gram + capaces de formar esporas, lo cual les permite sobrevivir en diferentes habitats

(Corrales et. al., 2017). Aprovechan los exudados de las raices de las plantas para adquirir la fuente de carbono
necesaria para su crecimiento. El proceso de asociacidn se lleva a cabo por quimiotaxis, en donde las moléculas
vegetales secretadas actuan como sefializadores que atraen a las bacterias (Kashyap et. al., 2019). Bacillus sp. es
considerado como PGPR debido a que secreta proteinas y metabolitos que ayudan en el control de plagas y
enfermedades (Sansinenea, 2019), promueve el crecimiento vegetal a través de la produccidn de sustancias que
facilitan la solubilizacion de fosfatos (Salinas-Virgen, 2019; Corrales et. al., 2017), y produce reguladores del

crecimiento como el acido indol acético (Salinas-Virgen, 2019).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Meéxico es el pais con mayor riqueza de cactaceas, sin embargo, acciones como el cambio de uso del suelo, la
introduccion de especies exodticas y la excesiva colecta directa (Jiménez, 2011), han propiciado que varias especies
estén bajo alguna categoria de amenaza a su supervivencia (SEMARNAT, 2010). Echinocactus platyacanthus
popularmente conocida como biznaga dulce, biznaga burra o biznaga barril (Castafieda-Romero et. al., 2016) es
una de las especies mads afectadas debido a la colecta excesiva sumado a su lento desarrollo y crecimiento. Esto
representa un problema grave ya que la pérdida de especies genera un empobrecimiento de las comunidades

bidticas de las zonas aridas y semidaridas donde se desarrollan estos ejemplares (Jiménez, 2011).

La alteracion de la vegetacidn, sobre todo en las ZAS, genera la pérdida de la cubierta vegetal original de los suelos,
lo cual es uno de los procesos primarios causantes de la desertificacion (Granados-Sanchez et. al., 2012). Es de
vital importancia tomar medidas que permitan asegurar la supervivencia de especies vegetales como las
cactdceas, caracteristicas de estas zonas, que suelen tener tasas de crecimiento bajas y altas tasas de mortalidad
al intentar introducirlas a su habitat natural después de haber sido cultivadas en invernadero, presumiblemente
por la ausencia de bacterias que coadyuven en el establecimiento de las plantulas en los suelos empobrecidos,

propios de las regiones antes mencionadas.

Es por esto que, en el presente trabajo, se evalud in planta el efecto promotor del crecimiento vegetal que tiene

Bacillus cabrialesii P35 directamente sobre plantulas y semillas de Echinocactus platyacanthus.

OBIJETIVOS

General

Analizar la capacidad PGPR de Bacillus cabrialesii P35 en la germinacion de semillas y el desarrollo de plantulas de
Echinocactus platyacanthus (biznaga dulce).



Objetivos Especificos
1. Evaluar la capacidad de Bacillus cabrialesii P35 como PGPR en plantulas de Echinocactus platyacanthus
cuyas raices sean inoculadas con una suspension bacteriana.

2. Evaluar el efecto de Bacillus cabrialesii P35 en la germinacién de semillas de Echinocactus platyacanthus
inoculadas con una suspensién bacteriana.

ANTECEDENTES

En 2015, en el laboratorio de Ecologia Molecular de la UAM-X se realizé un muestreo de la rizosfera de E.
platyacanthus silvestres en Toliman, Querétaro. A partir de la caracterizacion de las bacterias cultivables presentes
en esas muestras se aislaron 36 cepas, principalmente de los géneros Bacillus (21 cepas) y Pseudomonas (7 cepas;
Salinas-Virgen, 2015); de ellas, se identificaron 4 del género Bacillus capaces de realizar actividades PGPR in vitro
(solubilizacion de fosfato, produccion de acido indolacético y biocontrol de hongos fitopatdgenos), ademas de
evaluar su efecto promotor del crecimiento sobre el modelo vegetal Arabidopsis thaliana. La cepa que mostré un
mejor desempefio fue P35, identificada filogenéticamente como Bacillus cabrialesii (Salinas-Virgen, 2019). Estos

trabajos previos dieron pie a la realizacidn de la presente investigacién.

MATERIALES Y METODO

Este trabajo de investigacidn se llevd a cabo en el Laboratorio de Ecologia Molecular de la UAM-X (Edificio N, 1ler
piso, laboratorio 105). Previo a la inoculacidon de las plantulas y las semillas, se prepard una suspensién bacteriana

a partir de un cultivo puro de B. cabrialesii P35 (Anexo A).

Material biolégico

En el ensayo de germinacion se utilizaron 40 semillas de E. platyacanthus para cada tratamiento (control e
inoculacidn con B. cabrialesii P35). Para el ensayo de inoculacién se utilizaron 86 plantulas de E. platyacanthus de
6 meses de edad cultivadas para este proyecto en la Universidad Auténoma de Querétaro, campus Juriquilla; de
ellas, 30 provenian de semillas inoculadas con una suspensién de B. cabrialesii P35 que se utilizaron para el ensayo
de reinoculaciéon y 56 provenian de semillas sin inocular, tomdndose de estas ultimas 30 plantulas para el control

y 26 plantulas para el ensayo de inoculacidn.

1. ENSAYO DE INOCULACION: Evaluacién de la capacidad de B. cabrialesii P35 como PGPR en plantulas de
E. platyacanthus

Diseiio experimental.

Se establecieron 2 tratamientos: un tratamiento control con solo solucién salina al 0.9% y un tratamiento
gue consistié en una suspensidn de B. cabrialesii P35 con una densidad dptica de 0.6 a 600 nm. Estos

tratamientos se aplicaron a 3 grupos de plantulas de la siguiente manera:



1.1.

1.2,

1.3.

30 plantulas provenientes de semillas sin inocular se les aplico el tratamiento control

26 plantulas provenientes de semillas sin inocular se les aplico el tratamiento de B. cabrialesii P35

30 pladntulas provenientes de semillas inoculadas con suspensidn de B. cabrialesii P35 se les aplico el

tratamiento de B. cabrialesii P35 (reinoculacién)

Inoculacién y reinoculacidn de las raices de plantulas

1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

1.1.4.

1.1.5.

Se retiré el exceso de sustrato para cactdceas (tezontle, tepojal, agrolita, fibra
de coco y tierra) de las raices de 26 plantulas sin inocular y 30 plantulas previamente

inoculadas con B. cabrialesii P35, cuidando de no romperlas.

Las raices fueron sumergidas durante dos horas en 10 mL de la suspensidn bacteriana

ajustada (Anexo A), a temperatura ambiente, bajo condiciones asépticas.

Pasando este tiempo, las plantulas fueron sembradas en macetas con sustrato para

cactdceas previamente hidratado con agua.

Después de plantarlas, se asperjo la base de cada plantula con aproximadamente 2 mL de

la suspensidn bacteriana ajustada.

Se realizé el mismo procedimiento para el control negativo, utilizando solucién salina

(NaCl 0.9%) estéril en lugar de la suspensidn bacteriana.

Cultivo de las plantulas de E. platyacanthus

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

Las macetas con las plantulas control, inoculadas y reinoculadas se colocaron en el
invernadero del edificio W de la UAM-Xochimilco, a temperatura ambiente (24°C+ 2°C) y
humedad relativa de 33%.

Todas las plantulas fueron regadas con 5 mL de agua cada tercer dia.

Después de 90 dias de cultivo, se evaluaron como pardmetros de crecimiento la altura y

el diametro de todas las plantulas.

También se evaluaron otros parametros de crecimiento como; longitud y peso de las

raices, peso total y del cuerpo aéreo, en las plantulas de todos los tratamientos.

Analisis estadistico

1.3.1.

Con las mediciones realizadas se cred una base de datos en Excel y se analizaron con el
programa estadistico R utilizando una prueba T de Student con un nivel de significancia

del 95% para el andlisis de cada variable.



2. ENSAYO DE GERMINACION: Evaluacion del efecto de Bacillus cabrialesii P35 en la germinacién de
semillas de E. platyacanthus

Diseiio experimental.

Se establecieron 2 tratamientos: un tratamiento control con solo solucién salina al 0.9% y un tratamiento que
consistid en una suspension de B. cabrialesii P35 con una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm. El tratamiento

control se aplicé a 40 semillas y el tratamiento de B. cabrialesii P35 a otras 40 semillas.

2.1. Inoculacidn de semillas de E. platyacanthus
2.1.1. Se prepararon cajas con medio sélido agar-agua (Anexo B).

2.1.2.  Selavarony desinfectaron 80 semillas (Anexo C)

2.1.3.  Sesembraron las semillas, control e inoculadas, en placas agar-agua (1.2%) y se incubaron

a temperatura ambiente con un fotoperiodo de 14 horas luz por 10 de oscuridad.

2.2.  Cultivo de semillas de E. platyacanthus inoculadas.
2.2.1.  Se monitored el avance de la germinacién de las semillas inoculadas con B. cabrialesii P35

y las del tratamiento control; una vez protruida la radicula, se consideré iniciada la
germinacién. Se evalué diariamente la cantidad de semillas germinadas y el tiempo en

gue germinaron, asi se pudieron calcular el porcentaje y la velocidad de germinacién.

2.2.2.  Transcurridos 28 dias de cultivo, las plantulas se trasplantaron a sustrato para cactaceas

(tezontle, tepojal, agrolita, fibra de coco y tierra negra) en macetas individuales.
2.2.3. Se asperjaron con agua estéril cada semana y se cultivaron durante 63 dias mas.

2.2.4.  Transcurrido este periodo, se tomaron los datos de supervivencia de todas las plantulas

(control y tratadas con B. cabrialesii P35).

2.3.  Anadlisis estadistico
2.3.1.  Con las mediciones realizadas se cre6 una base de datos en Excel y se analizaron con el

programa estadistico R utilizando una prueba ji cuadrada con un nivel de significancia del

95% para el andlisis de los porcentajes de germinacion y de supervivencia

RESULTADOS Y DISCUSION

La inoculacidn de las plantulas de E. platyacanthus se realizd con un cultivo puro de Bacillus cabrialesii P35, del
cual se realizé una tincién Gram. En el reporte original de B. cabrialesii (de los Santos Villalobos, et al. 2019), los
describen con morfologia de bastdn, Gram positivos, ademas de que su morfologia colonial es circular y plana,
con una coloracién blanca. Estas caracteristicas son similares a las observadas en nuestra cepa B. cabrialesii P35

(Figura 1), y a la reportada por Salinas-Virgen (2015).



Figura 1. Morfologia colonial de Bacillus cabrialesii P35. Cultivo en medio sélido TY para heterétrofos totales. Se
observan colonias con coloraciéon amarillo claro, de forma circular, opacas, planas y con bordes lobulados;
morfologia previamente descrita para Bacillus cabrialesii P35 por Salinas-Virgen (2015).

1. Evaluacion de la capacidad PGPR de B. cabrialesii P35 en plantulas de E. platyacanthus

Tomando en cuenta que se tienen bien identificadas las capacidades PGPR del género Bacillus, dentro de las cuales
podemos mencionar la capacidad para solubilizar fosfato, producir reguladores del crecimiento y ejercer control
bioldgico sobre algunos patdgenos vegetales (Bashan et al., 2013; Sivasakthi et al., 2014; Corrales, et. al., 2017,
Sansinenea, 2019; Kashyap et al., 2019; Salinas-Virgen, 2019), se esperaba obtener resultados favorables en el uso
de B. cabrialesii P35 sobre las plantulas de E. platyacanthus, como se observo previamente en A. thaliana (Salinas-
Virgen, 2019)

B. cabrialesii es una especie recientemente descrita. La cepa TE3"fue aislada por Valenzuela-Aragén et. al. en 2018
como bacteria enddfita de trigo en el Valle del Yaqui, México, sin embargo, fue hasta 2019 que se identificé como
nueva especie por De los Santos Villalobos et. al., quienes le asignaron el nombre de Bacillus cabrialesii en honor
al microbiélogo mexicano Juan José Pefia Cabriales; en ese mismo afio se empezo a caracterizar y se reportoé su
actividad PGPR, asi como agente de control bioldgico (Villa-Rodriguez et. al., 2019). Esta cepa fue capaz de
solubilizar fosfatos (43.2 +1.7%), producir indoles (1.4 +0.1%), reducir nitratos y ejercer control biolégico sobre
Bipolaris sorokiniana. Un afo después, Rojas-Padilla, et. al. (2020) encontraron resultados similares con la misma

cepa en cuanto a la produccién de indoles (8.21+1.35 ug/mL) y la solubilizacién de fésforo (indice =1.43+0.04).

Por su parte, la cepa B. cabrialesii P35, utilizada en el presente trabajo, fue aislada de la rizosfera de E.
platyacanthus silvestres del semidesierto de Querétaro (Salinas-Virgen, 2015) y es capaz de solubilizar 28 pg/mL
de fosfato, producir 57.92 pg/mL de acido indol acético y ejercer control biolégico sobre Fusarium solani con un
porcentaje de inhibicién de 49.17 £1.44 (Salinas-Virgen, 2019).

De acuerdo con las capacidades PGPR reportadas para esta especie bacteriana, los resultados obtenidos respecto

al crecimiento de las plantulas de E. platyacanthus son los esperados debido a que las plantulas inoculadas con la
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suspension de B. cabrialesii P35 mostraron un aumento significativo en altura (24%, p=0.01307), didmetro (25%,
p=0.00691), peso de la raiz (86%, p=0.04322), peso del cuerpo aéreo (94%, p=0.00723) y peso total de la plantula
(92%, p=0.00930), respecto al tratamiento control (Figura 2), por lo que podemos inferir que la suspensidn de B.
cabrialesii P35 tuvo un efecto promotor del crecimiento sobre las plantulas de E. platyacanthus en las que se
probé.
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Figura 2. Efecto de la inoculacion con B. cabrialesii P35 en el crecimiento de plantulas de Echinocactus
platyacanthus. Las evaluaciones se realizaron a los 90 dias. A) Altura de las plantulas*; B) Diametro de las plantulas®;
C) Peso de las raices *; D) Longitud de las raices; E) Peso del cuerpo aéreo*; F) Peso de las plantulas completas*. En
los parametros marcados con * se encontraron diferencias estadisticamente significativas, segin la prueba de T de
Student (p <0.05).

Salinas-Virgen (2019) reportd que B. cabrialesii P35 tuvo un efecto promotor del crecimiento en Arabidopsis

thaliana ya que disminuyé a 2.42 semanas el tiempo de aparicion del tallo principal, a 4.25 semanas el tiempo de
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aparicioén de los tallos secundarios y a 2.58 semanas la aparicién de las inflorescencias, por otra parte, aumentoé a
7.17 el nimero total de tallos, a 42.92 el numero de inflorescencias y a 3.18 cm el didmetro de la roseta respecto

al tratamiento control.

Robles-Montoya et. al (2020) reportaron que la cepa TE3" de B. cabrialesii, utilizada en conjunto con otras especies
del género Bacillus (B. megaterium TRQ8 y B. paralicheniformis TRQ65), podrian tener un efecto PGPR en plantulas
de trigo al observar que esta mezcla bacteriana provocd un aumento en la longitud de la parte aérea (28%),
longitud de la raiz (25%), longitud total (28%), didmetro del tallo (46%), circunferencia de la planta (50%), peso
seco de la parte aérea (72%) e indice de biovolumen calculado como la altura de la planta por la altura del tallo
(57%), respecto al control. Por otra parte, Rojas-Padilla et. al. (2022) encapsularon en alginato, de manera
individual y en forma de mezcla, estas mismas cepas y las probaron en plantulas de trigo; observaron que B.
cabrialesii TE3" provocd un aumento significativo en el peso seco de la raiz (53.3 %), mientras que la coinoculacién
de las cepas (TRQ8+TRQ65+ TE3") condujo al aumento en las longitudes del tallo (11.7%) y de la raiz (7.9 %), en

comparacién con el tratamiento control (sin inoculacidn).

En el presente trabajo, aunque el analisis estadistico realizado indica que no existe un efecto significativo de la
longitud de la raiz en el tratamiento con B. cabrialesii P35, de manera directa si pudo observarse que la raiz
primaria de las plantulas de E. platyacanthus que fueron inoculadas con la suspension bacteriana era
notoriamente mas gruesa, ademas de que hubo un mayor desarrollo de raices secundarias y pelos radiculares,
aumentado asi el peso de la raiz respecto a las plantulas control (Figura 3). Este resultado podria estar relacionado
con la produccion de acido indolacético reportada previamente para B. cabrialesii P35 (57.92 pg/mL; Salinas-
Virgen, 2019) puesto que se trata de una auxina que promueve el crecimiento vegetal mediante la estimulacion
del alargamiento de la raiz primaria, de las raices secundarias y del desarrollo de pelos radiculares, dependiendo

de la concentracién en la que se encuentre (Sansinenea, 2019).

A) Control B) B. cabrialesii P35

Figura 3. Efecto de B. cabrialesii P35 en plantulas de E. platyacanthus. A) Plantulas inoculadas con solucién salina
(control); B) Plantulas inoculadas con suspension de B. cabrialesii P35. Puede observarse un aumento en la altura,
aumento en el grosor de la raiz primaria (sefialada con flechas), aumento en la cantidad de raices secundarias y

pelos radiculares en las plantulas inoculadas con B. cabrialesii P35 (B) respecto a las plantulas control (A).
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Se realizaron analisis estadisticos para comparar los resultados obtenidos de las plantulas reinoculadas con B.

cabrialesii P35 vs las plantulas control, asi como de las plantulas reinoculadas vs plantulas inoculadas por primera
vez. En ambas comparaciones, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros
evaluados (altura y didmetro de la pldntula, peso y longitud de la raiz, peso del cuerpo aéreo y peso de la plantula
completa). Posiblemente esto se deba a que el proceso de reinoculacion de las raices de las plantulas las sometio
a mucho estrés, causando mas dano que mejora en cuanto al efecto promotor del crecimiento vegetal ocasionado
por la bacteria. Tal vez una reinoculacion en la que sélo se asperjara el sustrato en la zona cercana a la base de las

plantulas, podria dar mejores resultados para el caso de los ensayos de reinoculacién.

2. Evaluacion de la capacidad PGPR de B. cabrialesii P35 en semillas de E. platyacanthus

El porcentaje de germinacion obtenido en las semillas tratadas con B. cabrialesii P35 fue de 92.5%, mientras que
el tratamiento control alcanzd solamente el 80% después de 28 dias de cultivo (Figura 4). No obstante, a pesar de
las diferencias numeéricas, el andlisis estadistico reveld que no hay diferencia significativa entre el porcentaje de
germinacion (p=0.1045) de las semillas de E. platyacanthus inoculadas con B. cabrialesii P35, respecto a las

semillas control (tratadas con solucidn salina).

No se encontrd informacidn respecto al uso especifico de Bacillus cabrialesii en ensayos de germinacion, sin
embargo, el género Bacillus ha sido probado en algunas especies vegetales como el Agave victoriae-reginae,
donde se ha reportado un efecto positivo en la germinacién (Castillo-Reyes et. al, 2022). Castillo-Reyes et. al.
(2014) evaluaron el efecto de distintos microorganismos (Trichoderma spp, rizobacterias haléfitas, Glomus
intraradices y Bacillus spp.) como promotores de la germinacién en semillas de E. platyacanthus, considerando 3
factores: lavado de la semilla, forma de incorporacién de las bacterias y uso de cubierta protectora de humedad.
En el caso de semillas sin lavar, las bacterias adheridas a la semilla y sin el uso de cubierta protectora, no
observaron diferencias significativas entre tratamientos y el control, aunque el tratamiento con Bacillus fue el
segundo con mayor porcentaje de germinacion (30%), después de G. intraradices (43%). Cuando utilizaron
semillas lavadas y desinfectadas, sin una cubierta protectora de humedad y las bacterias adheridas a las semillas,
no hubo germinacidon en ninguno de los tratamientos, por lo que consideraron que la cubierta protectora es
indispensable para que ocurra el proceso germinativo al generar un microambiente humedo, puesto que la
disponibilidad de agua es un factor limitante de este proceso. Derivado de estos experimentos, concluyeron que
los resultados muestran un mejor efecto al utilizar semillas lavadas, adherir las bacterias directamente a las

semillas y utilizar una cubierta protectora de la humedad.

En el presente trabajo, se utilizaron variables similares con las que se obtuvieron los mejores porcentajes de
germinacién en el trabajo antes descrito: semillas lavadas e inoculadas directamente con las bacterias, ademds de
controlar la humedad en las placas de agar-agua en que se cultivaron. La germinacion fue mds rapida en las

semillas inoculadas con la suspensidn bacteriana que en el control. Siete dias después de la inoculacion se registrd
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la germinacion del 15% de las semillas inoculadas con B. cabrialesii P35, mientras que las semillas control

comenzaron a germinar el dia 12, momento en que se registré el 7.5% de semillas germinadas (Figura 4).

En el trabajo de Gomez-Serrano et. al. (2021), en donde no se utilizaron inoculantes bacterianos, se reporté el
inicio de la germinacién de semillas de E. platyacanthus en la segunda semana después de haber sido sembradas
en medio nutritivo Murashige & Skoog (a la mitad de la concentracién) y con un tratamiento pre-germinativo de
agua destilada durante 24 h. Este resultado es similar al obtenido en la presente investigacion para las plantulas
control (sin inoculantes bacterianos) donde se inicid la germinacién en el dia 12 (Figura 4), es decir en la segunda
semana de cultivo. Debido a lo anterior, se puede afirmar que el tratamiento de las semillas de E. platyacanthus

con la suspensién bacteriana de B. cabrialesii P35 permite la germinacion temprana de las semillas en, al menos,

una semana.
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Figura 4. Comparacion del porcentaje de germinacion de semillas de E. platyacanthus control e inoculadas con
Bacillus cabrialesii P35 a través del tiempo. El grafico muestra las semillas inoculadas con B. cabrialesii P35 en color
amarillo y las semillas control en color azul; los tridangulos rojos indican el inicio de la germinacién (dias 7 y 12,
respectivamente), los morados indican el punto en el que se alcanzé el 50% de la germinacion (dias 10 y 19,
respectivamente) y los de color rosa el fin del experimento para ambos tratamientos (dia 28). La germinacion de las
semillas tratadas con B. cabrialesii P35 inicié el dia 7 después de la inoculacidn (15% de semillas germinadas), a los
10 dias alcanzé el 50% de la germinacidn; se obtuvo un 92.5% de germinacidn total a los 28 dias. Las semillas del
tratamiento control iniciaron la germinacién el dia 12 después de la inoculacién (7.5% de semillas germinadas), a
los 19 dias alcanzé el 50% de la germinacion; se obtuvo un 80% de germinacion total al final del experimento.
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Laclette et. al. (2014) realizaron un ensayo de germinacion con semillas de Ferocactus histrix, una cactdcea
globular como E. platyacanthus, donde el pardametro que consideraron para calcular la velocidad de germinacion
fue el intervalo de tiempo necesario para que el 50% de las semillas germinaran. Basandonos en esta referencia,
calculamos que la velocidad de germinacién para las semillas de E. platyacanthus tratadas con B. cabrialesii P35
fue de aproximadamente 10 dias, mientras que para el tratamiento control fue de 19 dias (Figura 5). Se puede
observar mas notoriamente el efecto de B. cabrialesii P35 en los primeros dias del proceso de germinacidn, sin
embargo, a partir del dia 20, comienza a reducirse esta diferencia con el control hasta el término del experimento,
por lo que podria concluirse que B. cabrialesii P35 acelera el inicio de la germinacidn, aunque no necesariamente
participe activamente en el establecimiento de las plantulas. Castillo-Reyes et. al. (2014) mencionan que este
efecto puede deberse a que los microorganismos actian como promotores e inductores de la germinacién al

provocar el rompimiento de la testa y producir hormonas necesarias para dicho proceso.

Estos datos respecto a la germinacidon son relevantes para la propagaciéon masiva de E. platyacanthus ya que la
inoculacién con B. cabrialesii P35 permitiria reducir su tiempo de germinacién y, por lo tanto, mejorar la
produccién de plantulas de esta especie en riesgo puesto que las plantulas con mayor tamafo y desarrollo de sus

raices tienen mayor probabilidad de supervivencia.

Al término de 28 dias de cultivo, las plantulas provenientes de semillas tratadas con B. cabrialesii P35 mostraron
valores de longitud de cuerpo aéreo y raices superiores a los del tratamiento control. En promedio, las plantulas
tratadas con B. cabrialesii P35 tuvieron una longitud de raiz de 8 mm y 7 mm de longitud de cuerpo aéreo, ademas
de que se observé el desarrollo de pelos radiculares incipientes, coloracion verde del cuerpo aéreo y desarrollo
de espinas primigenias (ver figura 5 B), mientras que las plantulas provenientes de las semillas tratadas sdlo con
solucion salina (control) tuvieron una longitud promedio de la raiz de 4 mm y 5 mm de longitud de cuerpo aéreo,
la coloracidn de estas plantulas fue verde palido y sélo se observo el desarrollo de la raiz primaria, con escaso

desarrollo de espinas (ver figura 5 A).
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A) Tratamiento control

Figura 5. Desarrollo de plantulas de E. platyacanthus a partir de semillas control e inoculadas con suspension
bacteriana. (A) Plantulas desarrolladas a partir de semillas control (tratadas solo con solucién salina). (B) Plantulas
desarrolladas a partir de semillas tratadas con B. cabrialesii P35. Las flechas moradas sefalan las raices primarias
sin desarrollo de otro tipo de raiz; las flechas negras sefialan las raices con desarrollo de raices secundarias y pelos
radiculares; las flechas rojas sefialan las espinas primigenias que pueden observarse como manchas blancas.

El porcentaje de supervivencia de las plantulas provenientes de semillas inoculadas con B. cabrialesii P35 fue de
83.3 % y de 61.1% para las plantulas del tratamiento control, después de 63 dias de trasplante a sustrato. No
obstante, a pesar de las diferencias numéricas, el andlisis estadistico revelé que no hay diferencia significativa
entre el porcentaje de supervivencia (p=0.1366) de las semillas de E. platyacanthus inoculadas con B. cabrialesii

P35, respecto a las semillas control (tratadas con solucidn salina).
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CONCLUSIONES
1. Bacillus cabrialesii P35 ejercié un efecto promotor del crecimiento en las plantulas de E. platyacanthus
que se inocularon por vez primera al aumentar significativamente la altura (24%, p=0.01307), el didmetro
(25%, p=0.00691), el peso del cuerpo aéreo (94%, p=0.00723) y el peso total de la plantula (92%, 0.00930),
asi como el peso de la raiz (86%, p=0.04322) al aumentar el desarrollo de raices secundarias y pelos
radiculares, respecto al tratamiento control. Las plantulas reinoculadas no mostraron un aumento
significativo de los pardmetros evaluados respecto al control, lo que se atribuye al proceso de
reinoculacién que las sometid a un estrés excesivo, por lo que la recomendacidn para ensayos futuros es
realizar una reinoculacién en la que sélo se asperjara el sustrato en la zona cercana a la base de las

plantulas.

2. Bacillus cabrialesii P35 no provocd un aumento estadisticamente significativo en el porcentaje de
germinacion de las semillas tratadas, sin embargo, si acelerd 5 dias el inicio de la germinacién y redujo a
la mitad el tiempo en el que se alcanzd el 50% de la germinacidn de las semillas, respecto al tratamiento
control. En cuanto a la supervivencia no provocd un aumento estadisticamente significativo, sin embargo,
por las caracteristicas que desarrollaron las plantulas provenientes de las semillas inoculadas (mayor
longitud de raices, desarrollo de raices secundarias, mayor longitud de cuerpo aéreo y desarrollo de

espinas) se esperaria que, al ser trasplantadas, tuvieran una mayor probabilidad de sobrevivencia.

Ambas evaluaciones permiten inferir que B. cabrialesii P35 tiene un efecto promotor del crecimiento sobre E.
platyacanthus ya que acelera el proceso de germinacidn y estimula su crecimiento permitiendo obtener plantulas
mds vigorosas en un menor tiempo, por lo que podria influir en la supervivencia de esta cactacea. Esto es muy
importante principalmente para aquellas plantulas que se propagan en invernaderos y que tienen como objetivo
la reintroduccién a su habitat natural, pudiendo aumentar la tasa de éxito de sobrevivencia de las plantulas
trasplantadas en esas areas, de esta manera podria pensarse que B. cabrialesii P35 funcionaria como un

bioinoculante no solo para esta cactacea si no para otras especies vegetales.
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ANEXOS
Anexo A. Preparacion de la suspensién bacteriana de Bacillus cabrialesii P35.

La suspensién bacteriana se prepard de la siguiente manera:

1.  Sesembraron por estria 10 uL de un cultivo criopreservado de B. cabrialesii P35 en medio sélido TY (Anexo
B). Se incubd durante 24 horas a 37°C.
2. De este cultivo se tomaron dos colonias aisladas:
a) una para hacer tincién Gram
b) otra para hacer un cultivo liquido en medio TY (5mL) que se incubd durante 24 horas a 37°C, en
agitacion orbital de 280 rpm, y que se utilizé como indculo para el siguiente paso.
3. El medio TY liquido (250mL) se inoculd con 1 mL del cultivo liquido de B. cabrialesii P35 previamente

preparado; se incubo a 37°C durante 24 horas con agitacién orbital constante a 280 rpm.
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4, El cultivo de B. cabrialesii P35 se centrifugd en tubos falcén de 50 mL a 3,000 rpm, durante 5 minutos,
para formar un pellet celular. El proceso se repitié hasta terminar de centrifugar los 250 mL de cultivo.

5. Se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en 10 mL de solucidn salina (NaCl al 0.9%)
estéril por agitacion con vortex.

6. Se tomo 1 mL de esta suspension bacteriana y se midid su densidad éptica a 600 nm (), ajustandola a un
valor de 0.6 en un volumen de 120 mL.

7. La suspensién bacteriana ajustada se utilizé para inocular las semillas y las raices de las plantulas de E.

platyacanthus.

Anexo B. Preparacion de medios y soluciones.

1. Medio TY sélido.

O TriPtONA vt 5g/L
e Extracto de levadura .....ccecvvvvvruennee.. 3g/L
O CaClp it 1g/L
® Agar bacterioldgico ......cccccevveeecreerrnne. 12 g/L
e Aguacbp

Esterilizar en autoclave a 120°Cy 15 libras de presion durante 15 minutos.

Verter 20 mL del medio en cada caja Petri y dejar solidificar en la campana de flujo laminar.

2. Medio TY liquido.

®  TriptONa .ot 5g/L
e Extracto de levadura .......ccceevvveveuvvennen.. 3g/L
O CaClp i 1g/L
e Aguachp

Colocar 5 mL por tubo y esterilizar en autoclave a 120°C y 15 libras de presién durante 15 minutos.

3. Agar-agua
e Agar bacterioldgico 12 g/L
e Aguachp
Esterilizar en autoclave a 120°Cy 15 libras de presion durante 15 minutos.
Verter 20 mL del medio en cada caja Petri y dejar solidificar en la campana de flujo laminar.
4. Solucidn salina al 0.9% (NaCl 0.9%)
Para preparar 150 mL de agar-agua al 1.2%:
e 1.8 g de agar bacterioldgico
e Aguachp
Se esteriliza a 120°Cy 15 libras de presién durante 15 minutos.

5. Glicerol 50%

e Glicerol 50 mL/100 mL de solucidn
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e Agua 50 mL/ 100 mL de solucién
Se esteriliza a 120°C y 15 libras de presidn durante 15 minutos.

6. Solucidn de hipoclorito 0.5% (10mL)
e Solucidn de hipoclorito de sodio comercial 1 mL

e 9mlLdeagua

Anexo C. Lavado y desinfeccion de semillas de E. platyacanthus.

1.  Se colocaron 80 semillas de E. platyacanthus en un tubo eppendorf de 1.5mL con solucion comercial de
hipoclorito de sodio en una dilucién 1:10 en agua; se agitaron vigorosamente en vortex durante 2 minutos.

2.  Se desechd la solucién y se realizaron 3 enjuagues con solucién salina (NaCl 0.9%) estéril. Se agité en
vértex durante cada lavado.

3.  Se sembro en medio sélido TY una alicuota de la solucion resultante del dltimo lavado, para verificar que
las semillas estuvieran libres de microorganismos.

4.  Para el tratamiento con B. cabrialesii P35, se incubaron 40 semillas en 2 mL de suspension bacteriana
previamente ajustada; para el control negativo, se incubaron 30 semillas en 2 mL de solucion salina estéril.
Ambos tratamientos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, durante 2 horas, en tubos microtubos
de2mL

5. Dentro de la campana de flujo laminar se retiraron tanto la suspension bacteriana como la solucién salina
y se dejaron secar las semillas, por separado, sobre papel filtro estéril.
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