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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar tres rizobacterias
silvestres (Bacillus sp., B. cereus y B. licheniformis) inoculadas
de forma individual y combinadas sobre las propiedades
agrondémicas y calidad mineral de flor de cempasuchil en
campo abierto. Se evaluaron ocho tratamientos: TO=testigo,
T1=Bacillus sp., T2= B. cereus, T3= B. licheniformis, TA= Bacillus
sp. + B. cereus, T5= Bacillus sp. + B. licheniformis, T6= B. cereus +
B. lichenifomris, T7= Bacillus sp. + B. cereus + B. licheniformis, se
aplicé solucion nutritiva Steiner sin Calcio. El experimento se
establecié en bloques completos al azar con tres repeticiones
por tratamiento. Los resultados mostraron que la biomasa
fresca y seca de raiz se incrementé con la aplicacion del tra-
tamiento T6, la biomasa fresca, biomasa seca de follaje y con-
tenido de carotenoides totales (847.01 ug-g™') presentaron
mayores valores en T5, En minerales, el calcio se concentré en
hojaenT2yT1, el magnesio en hoja enT7, en tallo el potasio
enT5, el fosforo en pétalos en T5, en hojas el nitrégeno enT1
y T2. La aplicacion de Bacillus es una alternativa para sustituir
los fertilizantes célcicos, lo que podria ayudar a mitigar los
efectos negativos de una fertilizacion quimica.
Palabras clave: Calcio; PGPR; Tagetes erecta; Bacillus.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate three wild
rhizobacteria (Bacillus sp, B. cereus and B. licheniformis), in-
oculated individually and in combination on the agronomic
properties and mineral quality of marigold crop on open
field. Eight treatments were compared: TO= control, T1=
Bacillus sp., T2= B. cereus, T3= B. licheniformis, TA=Bacillus sp.
+ B. cereus, T5= Bacillus sp. + B. licheniformis, T6= B. cereus +
B. licheniformis, T7= Bacillus sp. + B. cereus + B. licheniformis,
with Steiner nutrient solution without Calcium. The experi-
ment was established in randomized complete blocks with
three repetitions per treatment. The results showed that the
fresh and dry root biomass increased with the application of
the T6 treatment, fresh biomass, dry foliage biomass and to-
tal carotenoids (847.01 ug-g™”) presented higher values in T5.
Meanwhile the minerals, calcium was concentrated in leaves,
in T2 and T1, magnesium in leaves in T7, potassium in stem
in T5, phosphorus in petals in T5, nitrogen in leaves in T1 and
T2. Bacillus application is an alternative to replace calcium
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fertilizers, which could help mitigate the negative effects of
chemical fertilization.
Keywords: Calcium; PGPR; Tagetes erecta; Bacillus.

INTRODUCCION

La fertilizacion quimica es una actividad necesaria en
la agricultura moderna, ya que proporciona a los cultivos los
nutrientes necesarios para el éptimo desarrollo de las plantas
a corto plazo, pero con aplicacién constante podria ocasionar
el deterioro de las propiedades fisicas y quimicas de los sue-
los, como la acidificacidn de los mismos, la compactacion del
suelo (Yan et al., 2018) y pérdida de Ny P por escurrimiento
(Rauber, et al., 2018).

La flor de cempasuchil es una flor ornamental de
corte de gran importancia cultural en México, es parte fun-
damental del dia de muertos, también es conocida como
flor de muerto. Es una fuente alimenticia de gran relevancia
por las propiedades antioxidantes y el potencial neuropro-
tector que posee (Moliner et al., 2018). Ademas, gracias a los
carotenoides, los principales pigmentos de la flor, pueden
ser utilizados como colorantes para alimentos funcionales
(Petrova et al., 2016).

Uno de los métodos para reducir el uso de estos ferti-
lizantes es con rizobacterias promotoras del crecimiento ve-
getal (PGPR), presentes en la rizésfera de la planta y aportan
efectos positivos para el desarrollo vegetal (Labra-Cardon,
et al., 2012), acidos orgénicos, y enzimas, que solubilizan los
minerales presentes en el suelo para que la planta pueda
aprovecharlos (Chauhan et al., 2017).

El género Bacillus es uno de los PGPR més utilizados
por sus amplios mecanismos para el crecimiento vegetal. B.
pumilus y B. megaterium tienen la capacidad de solubilizar
los fosfatos y fijar el N de los suelos por lo que incrementa
el transporte de estos nutrientes hacia las raices (Kuan et al.,
2016). B. subtilis y B. methylotrophicus ayudan el crecimiento
vegetal al producir fitohormonas como acido indolacético,
acido giberélico, citoquininas y espermidinas (Radhakrish-
nany Lee, 2016). B. subtilis y B. mojavensis inhiben la senes-
cencia al secretar ACC-deaminasa (Pourbabaee et al., 2016.).
B. megaterium 'y B. methylotropicus favorece la produccién
vegetal de proteinas, aminoacidos, aztcares, pigmentos fo-
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tosintéticos, asi como la acumulacién de minerales como K*,
Na*, PO,*, Fe’*, Mg**, Zn*y NO, (Radhakrishnany Lee, 2016).

En este estudio se plantea el uso de rizobacterias solu-
bilizadoras de Ca para reducir el uso de fertilizantes calcicos
convencionales y asi aminorar la contaminacion edafolégica.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento y seleccion de cepas bacterianas

Se utiliz6 suelo recolectado de la rizosfera de tomatillo
silvestre en el estado de Coahuila, México para el aislamiento
de las bacterias. Se pesé un gramo de muestra de suelo, se
llevé a dilucion seriada y se incubaron en cajas Petri con me-
dio Rennie a 30 °C por 48 horas (Matsumoto et al., 2005). Las
colonias obtenidas se incubaron en medio Pikovskaya sélido
a 30 °C por 48 horas. Se realizé una seleccion de aquellas
colonias que presentaron halos de solubilizacién, las cuales
fueron incubadas en medio Pikovskaya liquido por 48 horas
a 30 °C a 120 rpm, filtrandose con papel filtro Whatman No.
42 para después diluirse 1 en 100 (Kumar et al., 2012). La dilu-
cién fue medida en un Espectrometro de Absorcion Atémica
GBC Xplor AA para determinar el calcio soluble presente
(Sadzawka et al., 2004). De todas las cepas, se seleccionaron
las mejores tres con capacidad solubilizadora de calcio para
ser probadas en campo. Se realizaron extracciones de ADN
gendémico de las tres cepas seleccionadas siguiendo la me-
todologia proporcionada por Promega, proveedor del kit de
extraccion. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizé utilizando la mezcla comercial GoTaq Green Master
Mix, 2XTM (Promega, USA), con los primers PF27 y PR1429,
segun las especificaciones del fabricante. Los productos de
PCR se enviaron al Laboratorio Nacional de Gendémica para
la Biodiversidad LANGEBIO, CINVESTAV, Irapuato, Guanajuato
para su identificacién molecular.

Material vegetal y tratamientos

El experimento se llevd a cabo bajo condiciones de
campo abierto en las instalaciones del departamento de Hor-
ticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro,
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, con ubicacién geogra-
fica de 25°21'22.52" de latitud norte y 101°2'9.88" longitud
oeste, con unaelevacién de 1760 msnm con una precipitacion
media de 400 mm y una temperatura media anual entre 12'y
18 KC. Se utilizaron semillas de cempastichil de crecimiento
indeterminado proporcionadas por productores de la pobla-
cion de Atlixco, Puebla, México. Ocho tratamientos fueron
evaluados: TO= testigo, T1= Bacillus sp., T2= B. cereus, T3= B.
licheniformis, TA=Bacillus sp. + B. cereus, T5= Bacillus sp. + B.
licheniformis, T6= B. cereus + B. lichenifomris, T7= Bacillus sp.
+ B. cereus + B. licheniformis, se aplicé una solucién nutritiva
Steiner sin Calcio. Las semillas de cempasuchil se sembraron
en charolas de poliestireno con 200 cavidades, se colocé una
semilla en cada cavidad, se utilizé como sustrato una mezcla
de peat moss con perlita a una proporcion 1:1. El trasplante
se realizd6 un mes después cuando las platulas alcanzaron
una altura de 30 cm a doble hilera con 15 cm de separacién
en camas de 0.80 x 7 m, con 0.80 m de distancia entre camas.
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Al momento del trasplante se aplicaron 20 ml de los trata-
mientos a la base de las plantas a una concentraciéon de 107
UFC mL", en un disefio de bloques completos al azar, con 3
repeticionesy 10 plantas por repeticién. Se utilizé la solucién
nutritiva Steiner sin la adicién de calcio. Se hicieron otras dos
aplicaciones alos 30y 60 dias después del trasplante. Cuando
inicio la floracion, los érganos de las plantas fueron secciona-
dos en raiz, tallo, hoja y pétalos, posteriormente, se midié la
biomasa. La determinacion de carotenoides se obtuvo por el
método descrito por AOAC (1984).

Determinacion de minerales

La determinacién del calcio, magnesio y potasio se
llevé a cabo mediante el método de espectrofotometria de
absorcion atémica en un EAA GBC xplor AA. la determinacion
de fésforo por el método de colorimetria en un espectrofoto-
metro UV-VIS Biomate V7-07. La determinacién de nitrégeno
mediante el método Micro-Kjeldhal, todos los anteriores
siguiendo la metodologia descrita por Sadzawka et al. (2004).

Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se realizaron
andlisis de varianzay pruebas de comparacién de medias de
Tukey (P < 0.05), utilizando el software InfoStat versién 2018.

RESULTADOS Y DISCUSION
Solubilizacion de Ca in vitro

De las 11 cepas probadas, las cepas C06, identificada
como B. Cereus, C09 identificada como B. licheniformis y C04
identificada como Bacillus sp. fueron las que presentaron
la mayor solubilizacién de Ca (Tabla 1). La cepa de B. cereus
solubilizé el 24.5% del Ca disponible en el medio, la cepa
de B. licheniformis, solubiliz6 el 23.4% del Ca del medio, y en
tanto la cepa de Bacillus sp. presentd un 23.0% de Ca soluble.
El género Bacillus tiene la capacidad de producir moléculas
de acido indol-3-acético (Glick, 2014), que son capaces de
solubilizar moléculas como el Ca,(PO,), (Chauhanetal., 2017),
liberando los iones de (PO4)’3 a la rizésfera, siendo asi asimila-
bles para las plantas.

Propiedades agronémicas y carotenoides totales en flor

El rendimiento floral obtenido por los diferentes
tratamientos estudiados se muestra en la Tabla 2, donde las
combinaciones de B. cereus y B. licheniformis y entre Bacillus.
sp. y B. cereus, son estadisticamente iguales que el testigo.
En experimentos similares, el género Bacillus no muestra
incremento en los rendimientos, como sucede con Pseudo-
monas fluorescens (Amereshwar-Reddy & Saravanan, 2020) y
Azotobacter (Rolaniya et al., 2017).

En cuanto a la biomasa de la raiz, la interaccidon entre
las cepas B. cereus y B. licheniformis fue la que estadistica-
mente presentd mayor biomasa fresca en comparacion del
testigo, siendo un 62.9% mayor, asi mismo, ésta combinacién
incremento la biomasa seca de raiz en 86.1%. En cuanto a la
biomasa de la parte foliar, la combinacién de Bacillus sp. y B.
licheniformis presenté una biomasa fresca de 27.8% superior
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al testigo. La producciéon de biomasa se ve favorecido al apli-
carse cepas del género Bacillus en distintus cultivos como lo
comprobaron Castro-Barquero et al. (2015) y Sosa-Pech et al.
(2019) en distintos cultivos.

Tabla 1. Prueba de comparacién de medias de solubilizacion de Caen 11
cepas silvestres del estado de Coahuila

Table 1. Ca solubilization in 11 wild strains of the state of Coahuila mean
comparison test.

Se puede observar que el tratamiento compuesto por
la combinacion de las cepas Bacillus sp. 'y B. licheniformis fue
el que presentd un mejor comportamiento en comparacion
de los demas, obteniendo un 18.5% mas carotenoides totales
que el testigo. El calcio exdgeno al ser afladido en cultivos
como el tomate (Wasti et al., 2016) y al tabaco (Hu et al., 2018)
ha producido plantas con mayor contenido de carotenoi-
des totales en condiciones de estrés hidrico, al contrario la
aplicacion del género Bacillus no resulta tan efectiva para la
producciéon de carotenoides (Karamat & Ahmed, 2018).

Cepa Calcio (mg L") % solubilizacion Ca
€00 24394 122e Contenido mineral
co1 408.28 cd 204 cd El contenido mineral en cada 6rgano de la planta se
2+ i inta-
02 45578 b 228b pres.elnta enla Talgla 3.Enel Ca? prgsentg en’ la raiz, la inte
raccion entre Bacillus sp. 'y B. licheniformis asi como la cepa
€03 412.66 cd 206 cd . . .
Bacillus sp. fueron los tratamientos con mayor contenido
Co4 460.07 ab 23.0ab siendo superiores al testigo 102.2% y 62.0%. En el tallo se
Co05 408.31 cd 20.4 cd aprecia que la interaccion entre B. cereus y B. licheniformis y
06 489.91 a 253 la cepa |nd|V|d,uaI B. cereus fuerc.)r\ los tratamientos que pre-
sentaron la mas alta concentracién de Ca*, al ser superiores
Co7 386.51d 19.3d N 0 . ) -
un 42.1%y 41.4% al testigo. En las hojas, la concentracién de
€08 451.48b 226b Ca?* se observa que todos los tratamientos son estadistica-
C09 468.62 ab 234 ab mente superiores al testigo, destacando las cepas B. cereus y
i i (0) 0 -
c10 438.58 be 21.9bc Bac1l/us.s’p. al superar al testlgo por un 70.8%y 68.2%. La. con
o 293,05 d rod centracién de Ca* en los pétalos tuvo un comportamiento
- = estadisticamente mas uniforme, aun asi, el tratamiento de la
CV(%) 2.57 2.57 interaccién entre las 3 cepas pesentoé un incremento de 30.4%

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P < 0.05;
Tukey test).

en contraste con el testigo. Las concentraciones encontradas
en el presente estudio son superiores a los encontrados por
Sonmezetal. (2017).

Tabla 2. Rendimiento, biomasa fresca y seca y carotenoides totales de las plantas de cempasuchil tratadas con distintas cepas de

rizobacterias solubilizadoras de Ca.

Table 2. Yield, fresh and dry biomass and total carotenoids of marigold plants treated with different strains of Ca-solubilizing

rhizobacteria.

Biomasa q Biomasa . q
Tratamientos Flores porm? fresca de raiz Blomas’a fresca follaje B|oma§a Carotenoides totales
g) seca de raiz (g) (g) seca follaje (g) en flor (ug/g)

TO 129.61 ab 31.76 cd 1222 ¢ 248.33b 67.55a 714.68 b
T1 121.28 bc 29.92d 13.26 ¢ 185.67 d 48.12d 746.21b
T2 102.78 de 4294 b 15.96 b 24167 b 67.51a 74284 b
T3 100.92 e 39.20 bc 13.59 ¢ 187.33d 49.94d 699.09 b
T4 135.19a 21.46e 7.54d 254.00 b 59.77 b 688.94 b
T5 100.03 e 27.29 de 9.41d 31733 a 66.18 a 847.01a
T6 137.97 a 51.74a 2274 a 220.33d 50.28 cd 735.07 b
T7 112.06 cd 38.47 bc 16.91 b 246.67 b 53.38¢ 74151 b
CV (%) 3.22 7.38 5.70 2.67 1.88 4.46

Donde TO es el testigo; T1 es Bacillus sp.1; T2 es Bacillus cereus; T3 es Bacillus licheniformis; T4 es la interaccién entre Bacillus sp.1

y Bacillus cereus; T5 es la interaccion entre Bacillus sp.1 y Bacillus licheniformis; T6 es la interaccion entre Bacillus cereus y Bacillus
licheniformis; y T7 es la interaccion entre Bacillus sp.1, Bacillus cereus y Bacilus licheniformis. Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (P < 0.05; Tukey).
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Tabla 3. Contenido mineral de los distintos 6rganos de la planta de cempa-
suchil tratadas con las diferentes cepas de rizobacterias, donde Ca, Mg, Ky
P se representan en mg-kg™'y N en %.

Table 3. Mineral content of the different organs of the marigold plant
treated with the different strains of rhizobacteria, where Ca, Mg, K and P are
represented in mg-kg™ and N in %.

Organo Tratamientos Ca Mg K P N
mg-kg' %
TO 18887d 3676b  4672a  2337a 1.05d
T 30599ab 2183c 2085bc 1619d  1.93c
T2 29379bc  4772a  1297c  2440a 245b
T3 29441bc  5253a  709c  1850bc 298a
Raiz T4 26109bcd  1630c  1413c  1851bc 1.05d
T5 38189a 3749b 3627ab 2021b 2.63ab
T6 21649cd  5129a 4642a 1476d 193¢
T7 18622d  2034c  4017a 1831c 2.80ab
CV (%) 11.18 6.88 23.01 3.39 6.2
TO 7415bc  4417b  12557d 979bc  1.05e
T 7397bc  4987a 16810b  839c  2.28b
T2 10484a 5302a 16141bc 1227a 1.75c
T3 8168b  2594d 15164c 933bc  1.40d
Tallo T4 7134bc  2841c 17358b 944bc 245ab
T5 6508c  1996e 19140a 1022b 2.63a
T6 10537a 4077bc 17598ab 853bc  1.40d
T7 8694b  2319de 12913d 939bc 1.23de
CV (%) 6.66 3.69 337 6.22 6.54
TO 28656d  4871e 7572d  2029c¢  1.75c
T 48349ab  4577f 14091a 2103bc 3.33a
T2 48935a 6516b 8557cd 1824c  3.33a
T3 41463bc 25029 11648b 1893c  1.93c
Hoja T4 35855¢c 5679d  6466e  1900c 245b
T5 36426c  6135c 8984c  1871c  2.86b
T6 35919¢  6012c 11082b 2816a 2.80b
T7 36168c  7920a 9410c  1457b 2.63b
CV (%) 6.31 1.27 3.78 5.86 5.9
TO 4448ab  601a 13718ab 3681c  1.05e
T1 3260b  581a 12638ab 3482c  2.10c
T2 4554ab  577a 12219ab 3552c  2.10c
T3 5245ab  585a 11698b 3909bc 228 bc
Pétalos T4 4377ab  598a 13844ab 4327ab 1.40d
T5 3742ab  600a 14805a 4743a 245b
T6 4164ab  604a 13901ab 3636c 2.28bc
T7 5798a  663a 14934a 3786c 298a
CV (%) 17.33 10.46 7.21 4.79 5.2

Donde TO es el testigo; T1 es Bacillus sp.1; T2 es Bacillus cereus; T3 es Baci-
llus licheniformis; T4 es la interaccién entre Bacillus sp.1 y Bacillus cereus;
T5 es la interaccién entre Bacillus sp.1 y Bacillus licheniformis; T6 es la inte-
raccion entre Bacillus cereus y Bacillus licheniformis; y T7 es la interaccién
entre Bacillus sp.1, Bacillus cereus y Bacilus licheniformis. Medias con una
letra comun no son significativamente diferentes (P < 0.05; Tukey).

Volumen XXIV, Numero 2

152

Los resultados obtenidos sobre la concentraciéon de
Mg?* en el cultivo de flor de cempasuchil al aplicar los distin-
tos tratamientos muestran que en la raiz, las concentraciones
estadisticamente mas altas de Mg?** se presentaron al aplicar
B. licheniformis, la interaccidn entre B. cereus y B. licheniformis
y la aplicacion individual de B. cereus, superiores al testigo
un 42.9%, 39.5% y 29.8% respectivamente. En hoja, en la
interaccién entre las tres cepas, la concentracién de Mg?**
fue superior al testigo en un 62.6%. Las concentraciones de
Mg?* en el tallo estadisticamente mas altas se presentaron al
aplicar B. cereus y Bacillus sp. individualmente, superando al
testigo en un 20.1%y 13.0%, respectivamente. En cuanto a la
concentracion de Mg?* en los pétalos, no hubo diferencia sig-
nificativa entre los diferentes tratamientos. Jiménez-Goémez
etal. (2020) no encontraron senales de solubilizacién de Mg?*
por parte de B. halotolerans, mientras que en este estudio se
presentan especies de Bacillus que incrementaron la concen-
traciéon de Mg?* en el cultivo de Tagetes erecta.

Las concentraciones de K* de los 6rganos principales
del cultivo de cempasuchil al inocular los distintos tratamien-
tos dan como resultado que en la raiz el testigo fue el que
tuvo la mayor concentracion de K* siendo estadisticamente
igual a las concentraciones de K* de las raices de plantas ino-
culadas con las interacciones de B. cereus y B. licheniformisy a
lainteraccién entre las tres cepas. En las hojas, practicamente
todos los tratamientos fueron superiores al testigo, con ex-
cepcion de la interaccién entre Bacillus sp. y B. cereus, siendo
la aplicacion de Bacillus sp. individualmente la que arrojé la
concentracion de K estadisticamente mas alta, siendo un
86.1% superior al testigo. En el tallo todos los tratamientos,
excepto la interaccion entre las tres cepas, fueron superiores
estadisticamente, en cambio los tallos de las plantas inocu-
ladas con la interaccién entre Bacillus sp. y B. licheniformis
fueron los que mostraron una concentracion de K mayor, un
52.5% superior al testigo. En los pétalos, la interaccién entre
las tres cepas y la interaccion entre Bacillus sp. y B. licheni-
formis fueron los tratamientos donde la concentracion de K
fue la mas alta, al ser superiores, respectivamente un 8.9% y
7.9% al testigo. Los resultados obtenidos son similares a los
obtenidos por Somnez et al. (2017).

Las concentraciones de P son mds altas con la aplica-
cion de B. cereus y el testigo, siendo estadisticamente iguales.
En las hojas, la interaccién entre la cepa B. cereus y B. licheni-
formis es la que presenta la concentracion mas alta de P sien-
do un 38.8% superior al testigo. En el tallo, la cepa B. cereus, al
aplicarse individualmente, mostré la concentracién de P mas
alta, siendo un 25.4% mayor al testigo. Las concentraciones
mayores en los pétalos se presentan en las interacciones de
las cepas Bacillus sp. y B. licheniformis y Bacillus sp. y B. cereus,
siendo 28.8% y 17.5% superiores al testigo. El género Bacillus
tiene la capacidad de solubilizar los fosfatos presentes en
el suelo por su capacidad productora de acidos organicos
(Glick, 2014).

El contenido de N presente en los diferentes 6rganos
del cultivo de Tagetes erecta en todos los 6rganos, al aplicar
cualquiera de los tratamientos con Bacillus fue superior esta-
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disticamente al testigo. En la parte radicular, el contenido mas
alto de N fue en las plantas inoculadas con B. lichenifomris
siendo 183.8% superior al testigo. En las hojas, la aplicacion
individual de B. cereus y Bacillus sp. fueron los que mayor con-
centracién de N presentaron, al ser 90.3% mayores al testigo.
La concentracion estadisticamente mas alta de N se observo
en la interaccion entre Bacillus sp. y B. licheniformis siendo
150.5% mayor que el testigo. Y en los pétalos, se presentd
en lainteraccion entre las 3 cepas que fue 183.8% superior al
testigo. Almomento de aislar las bacterias se utilizé un medio
selectivo para bacterias fijadoras de N siendo los resultados
concordantes. Se ha demostrado que el género Bacillus tiene
la capacidad biolégica de fijar el Nitrégeno (Kuan et al., 2016).
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CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que la inoculaciéon de las
cepas del género Bacillus en el cultivo de flor de cempasu-
chil, tienen capacidad solubilizadora de Calcio, ademas de
también solubilizan Fésforo, Magnesio y Potasio, asi como
fijar Nitrégeno. También la cantidad de carotenoides totales
por flor se vio incrementada con la aplicacién de PGPR. Los
tratamientos que tuvieron mayor relevancia fueron la com-
binacion de las cepas Bacillus sp. y Bacillus licheniformis y de
Bacillus cereus y Bacillus licheniformis. Por lo tanto, al inocular
el género Bacillus se pueden producir flores de cempasuchil
eliminando el uso de fertilizantes calcicos convencionales en
suelos calcéreos.
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