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1. INTRODUCCION

1.1. Suelo agricola

Los recursos de tierra y agua son esenciales para la seguridad alimentaria de la
poblacién mundial, actualmente se estima que la cifra es de 7 600 millones de personas y
alcanzara los 8 600 millones para el afio 2030, esto se traduce en una mayor demanda de
alimento. La superficie de tierra mundial es de 13 200 millones de hectareas de las cuales
actualmente poco mas del 12% esta destinado a la agricultura (ONU, 2017; FAQO, 2009).

Para que la produccién de alimento satisfaga la necesidad alimentaria mundial actual,
se ha optado por aumentar el rendimiento del area de cultivo ya existente en lugar de
expandirla (intensificacion) (Byerlee et al., 2014), por ello mundialmente se producen y
utilizan grandes cantidades de agroquimicos, principalmente fertilizantes quimicos y
pesticidas (Deknock et al., 2019). Segun lo previsto, en los afios proximos se tendra que
expandir el area destinada al cultivo agricola o intensificar el area ya existente. Si se optara
por expandir el area de cultivo y se utilizan las mismas practicas agropecuarias, los posibles
escenarios son alarmantes, por ejemplo, la pérdida y desproporcién de biodiversidad,
liberacion masiva de CO., carencia de servicios a partir de ecosistemas no agricolas,
duplicacion de riego que conlleva problemas adicionales. Por otro lado, la intensificacion del
suelo destinado a uso agricola, igualmente impacta a la biodiversidad causando una
modificacion en la estructura de la red trofica, gran impacto en los ecosistemas marinos,
contaminacion de aguas subterraneas (Tilman, 1999), y otros que seran abordados mas
adelante.

El suelo ademas de generar alimentos, también desempefia funciones

medioambientales, sociales y econdmicas que son fundamentales para la vida: almacenaje,
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filtracion y transformacion de diferentes sustancias; es uno de los principales factores de
proteccion de las aguas subterraneas al ser un filtro natural y es intermediario del intercambio
de gases a la atmosfera (Restrepo, 2017).

El suelo es un ecosistema complejo y el estudio de los procesos que ahi suceden
igualmente lo son, esto es por el intercambio que existe entre él y el aire, agua, minerales,
plantas y microorganismos. Si solamente se estudiara algin proceso que sucediese
exclusivamente en el suelo, por ejemplo, el intercambio de algin material entre organismos
que ahi habitan, resultaria sumamente complicado, por ello, una practica que se acostumbra
es su evaluacion mediante macro parametros (pH, salinidad, materia organica, textura, entre
otros) de este modo es posible caracterizarlo, conocer su calidad y también su potencial como
suelo de uso agricola (Dharma-wardana, 2018).

Una buena calidad del suelo es necesaria para el correcto desempefio de todas sus
funciones (Stoessel et al., 2018). Es bien sabido que el microbioma del suelo es clave para el
control de procesos y estabilidad del ecosistema, ya que regula su funcionamiento y conserva
la fertilidad (Singh y Gupta, 2018).

Con base en lo anterior, es imperativa la practica de una agricultura sostenible, aquella
que utiliza disefios benignos y procesos naturales para conservar los recursos, minimizar el
desperdicio y el impacto ambiental, previniendo problemas a corto y largo plazo (Macrae et

al., 1989).

1.1.1. Rizosfera
La rizosfera es el suelo estrechamente unido a la raiz de la planta, en esta zona se
llevan a cabo diversos procesos bioldgicos y ecoldgicos (Pantigoso et al., 2018). El suelo

rizosférico es un ecosistema complejo poblado de una gran y diversa cantidad de

13



microorganismos, la densidad de su microbiota es a causa de exudados de la raiz y
sefializacion en direccidn binaria de: microbio-microbio, microbio-planta y planta-microbio
(Venturi y Keel, 2016). La rizodeposicion se compone principalmente de compuestos como
carbono (C) e hidrogeno (H), agua, electrones, azucares, polisacaridos simples, aminoacidos,
compuestos fenolicos y compuestos de mayor peso molecular. Los exudados son
indispensables para la interaccion de la planta con su entorno, ya que inducen la liberacion
de compuestos volatiles que las protegen de herbivoros, atraen a organismos que facilitan
asociaciones simbidticas con hongos micorricicos arbusculares (HMA) y reclutan bacterias
que promueven el crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) (Rasmanny Turlings,
2016).

Los exudados de la raiz promueven la actividad del microbioma y con ello la
liberacion de enzimas por parte de los microorganismos. Algunas de las enzimas solubilizan
nutrientes y descomponen la materia organica (MO) permitiéndole a la planta disponer de
ellos (Ahmadi et al., 2018). La presencia de microorganismos no solo mejora la nutricién de
la planta, crecimiento y desarrollo, sino que también genera resistencia al estrés bidtico y
abiotico (Umadevi et al., 2018).

1.2.  Factores limitantes de la planta

La mayoria de las plantas requieren un balance de energia, agua y nutrientes para un
Optimo desarrollo. Cuando el ambiente no provee un entorno ideal, la planta puede adaptarse,
sin embargo, si existe algun factor carente éste limitara su crecimiento y en algunos casos
provocara la muerte del organismo (Chapin et al., 1987).

Los nutrientes se dividen respecto a la cantidad en que son necesarios por la planta,
aquellos requeridos en cantidades mayores son llamados macronutrientes y este grupo lo
conforman el C, H y oxigeno (O) que se adquieren del aire y agua; en la zona rizosférica las
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plantas toman C, O, H y otros elementos como: nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K),
magnesio (Mg), calcio (Ca) y azufre (S) (Young et al., 2018). La deficiencia de
macronutrientes se puede apreciar en la apariencia de las plantas y provoca problemas graves
de crecimiento. Por otro lado, hay otros ocho elementos que son requeridos en cantidades
mucho menores: hierro (Fe), zinc (Zn), manganeso (Mn), boro (B), cobre (Cu), molibdeno
(Mo), niquel (Ni) y cloro (CI) (Trevizan et al., 2008). Las células de las plantas generalmente
tienen mecanismos rigurosos y especificos que regulan la adquisicién de los micronutrientes,
ya que en cantidades elevadas a las necesarias, suelen ser toxicos (Giehl et al., 2009).

Los nutrientes que mayormente inhiben el crecimiento de las plantas y cultivos
agricolas a nivel mundial por su baja disponibilidad o ausencia en el suelo son N, Py K
(FAO, 2017).

1.2.1. Importancia del nitrégeno, fésforo y potasio para las plantas

El nitrégeno es un elemento central por su importante rol en todos los organismos
vivos y es el nutriente mineral mayormente requerido para el 6ptimo crecimiento de la planta
(Novoay Loomis, 1981). Es el componente principal de la atmosfera (80%), pero gran parte
de los a4tomos de nitrégeno (aproximadamente el 78%) estdn unidos a un triple enlace
covalente (N2) que lo hace inaccesible para la mayoria de las formas vivientes, incluidas las
plantas (Fields, 2004). El suelo es el medio por el cual los organismos vegetales adquieren
nitrégeno en forma disponible, este entra al ecosistema terrestre por tres principales vias de
fijacion: industrial, biologica y atmosférica, siendo ese el orden descendente respecto a la
cantidad de nitrégeno absorbido por las plantas en la actualidad (Kraiser et al., 2011).

En los organismos vegetales el N es un componente clave de proteinas y acidos

nucleicos, se requiere en concentraciones optimas para un eficiente proceso fotosintético,
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desarrollo correcto del area foliar, mayor tamafio de raiz y extender la profundidad de esta
(Fang et al., 2018). Cada cultivo requiere cantidades especificas de N y estas tasas aumentan
si se quiere incrementar el rendimiento (Agren et al., 2012). Comunmente las
concentraciones inorganicas de N Iabil (NOs", NH4"y NO2") presentes en las soluciones del
suelo son menores a las necesarias y escasas para las tasas de productividad actual de cultivos
agricolas (Liu et al., 2014).

Otro mineral esencial es el P. Las plantas requieren de concentraciones especificas de
P para llevar a cabo diferentes actividades metabolicas, al ser un componente esencial del
adenosin trifosfato (ATP), fosfolipidos y &cidos nucleicos (Theodorou y Plaxton, 1993). Es
también un elemento clave para la fotosintesis, el metabolismo de carbohidratos, sefializacion
y fijacion de N2 atmosférico (Vance et al., 2003).

Su presencia promedio en el suelo no supera el 1% y de esa cantidad solo el 0.1%
esta disponible para las plantas (Restrepo, 2017). Lo anterior debido a que la mayoria de las
formas de P por su naturaleza quimica son rapidamente adsorbidas, precipitadas y
convertidas a formas organicas que las vuelven inaccesibles para los organismos vegetales
(Holford, 1997).

Las principales formas de P disponible (H2PO4, HsPO4 y HPO4) estan presentes en
tasas mas altas cuando el pH del suelo se encuentra entre 5y 6 (Schachtman et al., 1998), ya
que, cuando el pH del suelo es acido, el P forma complejos insolubles con Fe y aluminio (Al)
y en suelos alcalinos o neutros, suele precipitarse en presencia de calcio (Ca) (Osborne y
Rengel, 2002). El porcentaje de P que se encuentra en forma organica (20-80%) requiere ser
mineralizado para su posterior absorcion por las plantas (Richardson y Simpson, 2011).

La carencia de P limita el crecimiento de plantas a nivel mundial, principalmente

aquellas de interés agricola, comunmente se agregan fertilizantes quimicos (hechos a partir
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de recursos no renovables), pero estos suelen rapidamente formar complejos insolubles,
debido a ello, el aprovechamiento de P agregado rara vez supera el 30% (Sharmaet al., 2013).

Finalmente, el K desempefia también un papel de importancia para la salud de la
planta. ElI K es el cation mas abundante en plantas y es necesario para la activacion de
enzimas, sintesis de proteinas, polarizacion de la membrana, resistencia a estrés (bidtico y
abiotico), osmorregulacién y procesos fisiolégicos como la fotosintesis y crecimiento (Shin,
2014; Spalding et al., 1999; Wang et al., 2013).

El K es un elemento abundante en la corteza terrestre, pero no siempre se encuentra
disponible para las plantas. Caracteristicas como pH o salinidad suelen comprometer
gravemente la disponibilidad del nutriente. Otro factor que disminuye la sencilla adquisicion
para los organismos vegetales es la textura del suelo. EI K se encuentra mayormente en el
suelo incorporado a la estructura cristalina de los minerales (90-98%), el porcentaje restante
es el K facilmente disponible para las plantas. Cominmente se agregan fertilizantes sintéticos
en caso de carencia del nutriente (Zorb et al., 2014).

1.3.  Fertilizantes inorganicos

Los fertilizantes o abonos son un factor importante para la produccién agricola, ya
que el suelo comunmente carece de la cantidad adecuada de nutrientes para cultivos de alto
rendimiento, por lo tanto, su funcién es reponer los nutrientes eliminados por cultivos
anteriores (Tilman et al., 2001). Se utilizan abonos organicos como el estiércol y los mismos
residuos de plantas que a largo plazo aportan mayor contenido de MO en el suelo, o
fertilizantes inorganicos que aumentan significativamente la productividad (Geisseler y
Scow, 2014).

En el afio 2017 segln la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés) la demanda global de N, P y K en forma de
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fertilizante sintético era poco mas de 190 mil millones de toneladas, esperando un aumento
de casi el 6% para el afio 2020. La forma mas comun en la que estos nutrientes se agregan al
suelo es en forma de amonio, acido fosférico y potasas.

La adicion de N en forma de fertilizante inorganico es la principal entrada del
nutriente a las tierras de cultivo a nivel mundial, seguido de la fijacion biologica. Paises como
Africa y América del Sur cuentan con un gran territorio de suelo destinado a plantacion de
soja y leguminosas, cultivos caracteristicos por sus altas tasas de biofijacion, por ello es la
principal via de entrada de N, aun asi, estos paises suelen tener deficiencias de N por una
inadecuada gestion y problemas de caracter econdmico que resultan en un bajo rendimiento
de los cultivos y dependencia a los fertilizantes sintéticos (Liu et al., 2010). La continua y
excesiva adicion de fertilizantes nitrogenados causa efectos adversos en suelo, agua y aire
por ejemplo: la emision y acumulacion en la atmosfera de 6xido nitroso (N20), conocido por
dafar la capa de ozono y contribuir al efecto invernadero (Ravishankara, 2013), también las
cantidades significativas de nitrato que no se retienen en su punto de aplicacion (areas
agricolas) cominmente finalizan en los ecosistemas marinos y aguas subterraneas que
afectan a la biodiversidad, salud humana y promueven la eutrofizacion de la mayoria de los
estuarios (Schlesinger, 2009; Vitousek et al., 1997). Histéricamente el costo del fertilizante
N se ha limitado al rendimiento de los cultivos, ignorando el impacto social y la degradacion
ambiental generada, una buena gestion tomando en cuenta todas las variables es una
alternativa para reducir los niveles excesivos de N en el medio ambiente (Gourevitch et al.,
2018).

Por otro lado, la cantidad de P disponible en el suelo generalmente es mucho menor
(hasta 30 veces) a la cantidad necesaria para cultivos de alto rendimiento (Gupta et al., 2014).

Esto es porque el P invariablemente forma complejos quimicos insolubles como se menciond
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anteriormente. Por ello, es comun que en suelos agricolas se agreguen fertilizantes fosfatados
en cantidades mucho mayores a las necesarias (Goldstein, 1986). La liberacion de Ny P de
campos agricolas altamente fertilizados provoca la eutrofizacion de ecosistemas marinos,
floracién de algas toxicas, muerte de peces y comiunmente repercute a la pesqueria (Tilman,
1999).

La gran mayoria de los fertilizantes P son producidos a partir de recursos no
renovables (Van Kauwenbergh, 2010), principalmente rocas sedimentarias 0 igneas con
contenidos naturales de elementos traza, por ejemplo arsénico (As), cadmio (Cd), Fe y plomo
(Pb), por ello, al final de la produccidn del fertilizante suelen encontrarse elevados contenidos
de estos oligoelementos que repercuten a la salud publica y ambiental (Latifi y Jalali, 2018).
Sin embargo, algunos autores aseguran que los oligoelementos aplicados junto con el
fertilizante contribuyen en una minima parte (partes por billon) a las cantidades presentes
después de su adicion en el suelo y que la alta concentracion de los elementos mencionados
anteriormente se debe a que los fertilizantes fosfatados desencadenan conversiones de los
elementos ya presentes en el suelo a formas disponibles, principalmente cuando se combinan
fertilizantes NPK, la razén es, porque los fertilizantes nitrogenados promueven la
acidificacion del suelo mediante la liberacion de acidos al convertir metabolicamente la urea
o0 sales de amonio en nitritos (Dharma-wardana, 2018).

Finalmente, el K es un elemento muy abundante en la corteza terrestre, aunque para
motivos agricolas es de importancia destacar que la cantidad de K total no tiene relacion con
el K disponible para las plantas en el suelo y el K fitodisponible no es siempre suficiente para
la méaxima productividad de los cultivos (Li et al., 2018). Lo anterior se debe a que la mayor

parte del K esta incorporado a minerales y solo menos del 2% del K esta fundamentalmente
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disponible, por lo tanto, se ha optado por afiadir fertilizantes a partir de productos secundarios
de la mineria (Zorb et al., 2014).

Los fertilizantes de potasa son los terceros mas utilizados a nivel mundial y en
comparacion con los fertilizantes que encabezan la lista (N y P) se le ha restado importancia
al impacto ambiental que estos generan. Estudios aseguran que su produccién resulta mas
perjudicial en comparacion a los efectos de aplicacion (Chen et al., 2018).

Si bien el rendimiento aumenta al aumentar la tasa de N, P y K en forma de
fertilizantes sintéticos también la promocion de efectos secundarios que afectan al medio
ambiente y la biota en general (Tayefeh et al., 2018).

1.4.  Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las bacterias son el tipo de microorganismo mas abundante en la rizosfera (Glick,
1995). El vinculo existente entre planta-bacteria permite dividir a la biomasa microbiana en
tres grandes grupos: benéficas, neutrales o perjudiciales (Zeng et al., 2018). Este apartado
estard enfocado solamente en las bacterias benéficas, las antes mencionadas como PGPR.

La relacion de las PGPR con cada planta es diferente debido a varios factores, uno de
ellos es la localizacion y se enlista como sigue (i) bacterias simbidticas que viven dentro de
las células de planta; (ii) bacterias endofitas que residen en el espacio intercelular del tejido
de la planta; (iii) bacterias asociativas que colonizan el rededor de la raiz de modo superficial;
y (iv) bacterias de vida libre que se localizan en el suelo rizosférico (de Souza et al., 2015)
(Fig. 1). El siguiente factor es si la promocion es de caracter directo o indirecto. Al ser
indirecta, las PGPR tienen la capacidad de prevenir o disminuir los efectos originados por
uno o varios organismos fitopatdgenos, esto puede ser por sintesis de enzimas, sintesis de

antibidticos, competencia por nutrientes, ente otros mecanismos (Beneduzi et al., 2012). La
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promocion directa por su parte, influye en el crecimiento y desarrollo de las plantas,
facilitandole la adquisicion de nutrientes, proporcionandole compuestos ya sintetizados,
rizoremediacion y control de estrés de la planta (Gopalakrishnan et al., 2015; Vejan et al.,
2016). Algunos mecanismos de promocion directa son la fijacion bioldgica de N2 (Cheung et
al., 2017; Fujita et al., 2014; Santi et al., 2013), sintesis de siderdforos para la adquisicién de
Fe (Ahmed y Holmstrom, 2014), solubilizacion de minerales Py K (Y. Lietal., 2017; Meena
et al., 2015), sintesis y produccién de fitohormonas (Egamberdieva et al., 2017) y regulacion
del etileno para el correcto desarrollo de la planta y respuesta al estrés abidtico por medio de

la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa (Nascimento et al., 2018).
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Fig. 1. Tipos de asociacion entre raiz de la planta y PGPR. Las interacciones entre planta y PGPR se
muestran por color. Endofita (naranja); simbiotica (rojo); asociativa (azul); de vida libre (verde).
Modificado de (de Souza et al., 2015).
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Esta particularidad de los microorganismos de promover el crecimiento de la planta
al facilitar la adquisicion de nutrientes es utilizada para la creacion de fertilizantes bioldgicos

(Vessey, 2003), cuyas caracteristicas seran mencionadas a continuacion.

1.5.  Biofertilizante bacteriano

La falta de estrategias que regulen la aplicacién de fertilizantes quimicos ha causado
efectos adversos para el ecosistema en general, por consiguiente, en laactualidad se requieren
métodos de fertilizacion benignos con el medio ambiente que a su vez no limiten la
productividad de los cultivos. Una opcion es la implementacion de biofertilizantes (Bhardwaj
etal., 2014).

La palabra biofertilizante comunmente se utiliza erroneamente para referirse a
composta, abonos verdes o de origen animal, fertilizantes suplementados con compuestos
orgénicos, entre otros, siendo lo correcto utilizar el término cuando se desee indicar alguna
sustancia de microorganismos vivos que promueva el crecimiento de la planta (Vessey,
2003).

Segun la definicion de Suyal et al., (2016), un biofertilizante ‘‘es la formulacion de
cepas activas o latentes de microorganismos principalmente bacterias ya sean solas o en
combinacién con componentes de algas u hongos que, directa o indirectamente estimulen la
actividad microbiana y por lo tanto aumentan la movilizacion de nutrientes en el suelo.”” Por
lo tanto, es incorrecto referirse a una sustancia como biofertilizante cuando el principal
mecanismo de accion del microorganismo es el control de plagas, en ese caso la definicion
correcta seria ‘“biopesticida’’ (Chandler et al., 2011).

Las PGPR, como se menciono anteriormente, son candidatas para el desarrollo de

biofertilizantes y se utilizan en muchas regiones del mundo para este propésito (Ansari et al.,
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2014; Cocking, 2003). La falta de conocimiento sobre los biofertilizantes es una limitante
para su produccién y aplicacion a gran escala. Al formular un biofertilizante se debe de
proporcionar un entorno que evite la disminucion de la poblacion microbiana durante su
almacenamiento, transporte y aplicacion en el suelo, disefiarlo con el fin de que su aplicacion
en los cultivos sea sencillay formularlo a base de materiales rentables, facilmente disponibles
y respetuosos con el medio ambiente (Herrmann y Lesueur, 2013). Para su aplicacion se
requiere dar indicaciones adecuadas a los agricultores, modificar las practicas de riego de
modo que no perjudiquen la accién del biofertilizante y reducir la cantidad de fertilizantes
quimicos aplicados en el suelo, ya que las PGPR tienen mejores efectos al existir carencia de
nutrientes (Malusa y Vassilev, 2014).

En México por ejemplo no existe en las Normas la palabra biofertilizante. La NOM-
037-FITO-1995 menciona el término ‘‘agricultura organica’’ y su definicion indica que es
la agricultura orientada a la produccion de alimentos sin el uso de insumos de sintesis quimico
industrial. También menciona que organismos biolégicos y micorrizas se pueden utilizar
como fertilizantes de suelo y vegetales. La NOM-077-FITO-2000 describe que un
inoculante es un insumo de nutricion vegetal elaborado a base de microorganismos que, al
aplicarse al suelo o semillas, favorece el aprovechamiento de los nutrientes en asociacién con
la planta o su rizosfera y La NOM-182-SSA1-2010 dicta que para el etiquetado de los
inoculantes es necesario sefialar qué microorganismo es, género, especie y contenido.

Se han desarrollado y aplicado formulaciones de biofertilizantes a base de PGPR que
en el ambiente controlado de un laboratorio favorecen el crecimiento vegetal de diferentes
cultivos, pero que al escalarlas a campo las condiciones ambientales limitan su crecimiento
y no causan efectos positivos significativos (Singh et al., 2011). Por ello el uso de

microorganismos extremofilos adaptados a las condiciones ambientales de la zona donde se
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deseen implementar son una alternativa prometedora para el desarrollo de nuevos

biofertilizantes (Orhan, 2016; Verma et al., 2017).

1.6.  Microorganismos extremofilos de la Laguna Salada Baja California

La Laguna Salada es un cuenca ubicada al noreste de la peninsula de Baja California,
alineada a la Sierra Juarez al oeste y a la Sierra Cucapa y el Mayor al este y suroeste
respectivamente (Savage et al., 1994). Las caracteristicas del suelo proveen un ambiente
extremo para los microorganismos que ahi habitan, comenzando con su bajo contenido de
materia organica (MO) menor a 0.20% (Lopéz, 2015); una conductividad eléctrica (CE) de
hasta 185 dS m™* dentro de la cuenca y en la zona rizosférica llaga a ser de hasta 43.5 msm™
(Lopéz, 2015; Saldafia, 2016). Estas caracteristicas clasifican su suelo como salino (Krulwich
et al., 2011). El pH del suelo de la cuenca llega a ser de hasta 9.4 y en la rizosfera supera
valores de 9.7 (Lopéz, 2015; Saldafa, 2016), denotandolo como un suelo alcalino (Krulwich
et al., 2011). Considerando lo ya descrito, los microorganismos nativos de la laguna son
haléfilos y alcalofilos capaces de vivir bajo una limitada cantidad de nutrientes.

Por otro lado, al ser una cuenca carente de vegetacion, se podria esperar que la
radiacion ultravioleta (UV) proveniente del sol sea otra limitante para la vida microbiana. No
se encontraron datos contundentes sobre la cantidad de radiacion UV radiada sobre el lugar,
pero estudios aseguran que microorganismos nativos de zonas con altos flujos de radiacion
UV del sol, cominmente exhiben una alta resistencia a radiacion UVC en condiciones de
laboratorio (Singh y Gabani, 2011). Aislados bacterianos de la Laguna Salada toleran hasta
24 h continuas de radiacion UVC (254 nm) de una lampara germicida (OSRAM G30 T8
30W) en condiciones de laboratorio. Tomando en cuenta las consideraciones antes

mencionadas, los aislados bacterianos de la Laguna Salada al adaptarse simultaneamente a
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multiples tenciones se les considera poliextremofilos segun la definicion de Mesbah y Wiegel
(2012).

1.7.  Caracteristicas y principales cultivos del valle de Mexicali B.C.

El municipio de Mexicali es la capital del estado de Baja California, México. Su
superficie aproximada es de 13 700 km?, las coordenadas geograficas corresponden 32°43’al
norte; 30°52” sur y 114° 42°, 115°56’ al este y oeste respectivamente. El valle de Mexicali
encontrado en el municipio de Mexicali es una planicie aluvial formada por la acumulacion
durante miles de afios de material del rio Colorado. Los sedimentos acarreados por el rio
explican la fertilidad del suelo de la region (Grijalva, 2014; Ortega et al., 2013), entre los
cationes mas frecuentes resaltan el Ca, K, Nay Mg (Gonzalez-Acevedo et al., 2018). El suelo
de la region en su mayor parte es clasificado como Xerosol y Yermosol, es decir que son
suelos aridos que contienen MO y debajo de ellos puede haber acumulacién de minerales
arcillosos y/o sales como carbonatos o sulfatos (Gobierno de Baja California). Otra
caracteristica de la zona es su suelo con elevado contenido de sales. Estudios de (Judkins y
Myint, 2012) reportan que el 68.3% del suelo del valle muestra niveles ligeramente elevados
de salinidad (1.0-1.4 ms cm™).

A finales del siglo XIX, Mexicali era una zona practicamente sin habitantes a
excepcion de algunos asentamientos humanos y la comunidad Cucapah. El desarrollo de la
ciudad inicié con el aprovechamiento del agua del rio Colorado cuando se instalaron
empresas dedicadas a la irrigacion y se construyeron canales de riego dedicados a la
agricultura en el valle de Mexicali (Gobierno Baja California, 2015).

Las caracteristicas climaticas de la regién son comunes de zonas semi aridas, con

veranos extremadamente calurosos e inviernos frios (Ramirez et al., 2015). Los cielos la

25



mayor parte del afio permanecen despejados y se demostré que recibe mas luz diurna que
Yuma; ciudad a la que se le adjudicé el récord Guinness por ser el lugar mas soleado del
mundo (Velazquez et al., 2015).

La frontera agricola del valle de Mexicali (Fig. 2) fluctda entre 194, 337 y 199, 291 ha
en los ciclos otofio-invierno y primavera-verano (SAGARPA, 2017). En temporada de otofio
invierno el principal cultivo es el trigo, mientras que la temporada de primavera verano esta

encabezada por el algodon como se puede observar en el Cuadro 1.
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Fig. 2. Mapa temético por grupo de cultivos, cultivos ciclicos y perennes, 2018. Cereal (amarillo),
forraje (verde), frutal (naranja), hortaliza (azul afiil), industrial (rosa), ornamental (azul celeste) y
suelo en descanso (café). Modificado de SEDAGRO.
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En el afio 2018 segun la Secretaria de Desarrollo Agropecuario (SEDAGRO) se
sembraron 156 769 ha, de las cuales el 35% corresponden a trigo; 20% algodon; 22% alfalfa

y el 23% restante corresponde otros en menor cantidad.

Cuadro 1. Cédula de los principales cultivos 2017-2018 (SEDAGRO)

Ciclo 2017-2018 Cultivo Hectareas Sembradas
Trigo 42,282
e Avena forrajera 6,078
Otofio-invierno Cebollin 3.468
Rye-grass 2,424
Alfalfa 30,179
Esparragos 2,772
Perennes Bermuda 1,945
Palma datilera 1,356
Algodon 31,753
. ) Sudan forrajero (temprano) 5,540
Primavera-verano Cebollin (P.V.) 1349

Sorgo grano (temprano) 634

La superficie sembrada y cosechada no es el principal indicador del valor de

produccion, como se puede observar en el Cuadro 2, donde se enlistan los cultivos con mas

valor monetario en el mercado para el afio 2017.

Cuadro 2. Valor de la produccion del distrito del rio Colorado (SAGARPA, 2017).

. Superficie cosechada | Produccién obtenida Valor de_ ]a
Cultivo produccion
(ha) (ton) )
Cebolla 5,430.00 88,975.12 1,642,987,280.87
Algodén hueso 25,769.00 145,175.84 1,518,314,079.84
Trigo grano 67,774.00 391,224.02 1,463,140,189.57
Alfalfa archicalada 28,558.00 474,792.66 1,245,567,468.81
Esparrago 2,247.00 23,333.24 1,117,125,440.42
Lechuga 1,205.00 23,103.56 243,974,111.39

1.8. Fertilizantes en el valle de Mexicali

A lo largo de los afios el valle de Mexicali ha pasado por varias etapas respecto a la
aplicacion de agroquimicos (fertilizantes, herbicidas, insecticidas y fungicidas). Desde

principios del siglo XX el algodon resultaba ser el cultivo por excelencia; el control bioldgico
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mantenia las plagas a niveles controlables y para fertilizar el suelo se utilizaban solamente
abonos naturales. Fue hasta mediados de la década de los cuarenta cuando se comenzaron a
utilizar compuestos inorganicos para contrarrestar las plagas. A mediados de la década de los
cuarenta y durante veinte afios, los plaguicidas sintéticos modernos fueron el principal
método de control de plagas, utilizando compuestos que ocasionaron la destruccion de gran
parte de la fauna benéfica de la region. El algodon fue hasta 1965 el principal cultivo del
valle de Mexicali, ya que, a partir de ese afio la competencia con fibras sintéticas, el alto
contenido de sales provenientes del agua del rio Colorado, la persistencia y resistencia de las
plagas resultaron en la crisis del cultivo de algodon. A partir del brete del algodon, se
introdujeron nuevos y variados cultivos y para los afios setenta se sembraban hortalizas para
su exportacion. Desde los afios ochenta y hasta la actualidad el alto rendimiento de los
cultivos de la zona demanda una extraordinaria cantidad de agroquimicos para contrarrestar
las plagas y fertilizar los suelos (Judkins y Myint, 2012; Mena et al., 2005).

Actualmente la fertilizacion de los suelos varia en funcion del cultivo (SAGARPA,
2018, Cuadro 3). La realidad es que existe una sobre fertilizacion del suelo que no esta
debidamente documentada (Fuente personal), pero generalmente para una fertilizacion
convencional los fertilizantes que los agricultores utilizan principalmente se enlistan a

continuacion:

- Urea 46-00-00

- Fosfato Monoamonico 11-52-00

- Amoniaco (NHz)

- Mejorador de suelo (Acido sulfurico)

- Tripe 17
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- Sulfato de Amonio

Los tratamientos de fertilizantes se expresan generalmente con tres cifras separadas
por guiones. La primera cifra se refiere al N, seguido del P y finalmente K. Un ejemplo es el

tratamiento 120-40-00 en otras palabras, (kg h™!) 120 N; 40 Py 0 K.

La forma de aplicacion del fertilizante varia, ya que se debe asegurar que la aplicacion
promueva la absorcion eficiente por el cultivo y se evite el dano por “efecto salino” a las
semillas o a la plantula. Existen tres formas bésicas para aplicar fertilizantes: directamente al

suelo, en el agua de riego y en aspersiones sobre el follaje (SAGARPA, 2017).

Cuadro 3. Resumen de recomendaciones para la fertilizacion de diferentes cultivos en el valle de
Mexicali. Agenda técnica agricola de la SAGARPA
(http://www.inifap.gob.mx/Documents/inicio/Agendas_Tec/2017/Agenda%20T%C3%A9cnica%20

Baja%20California%200K.pdf).

Cultivo Indicaciones de fertilizacion
Es recomendable inocular la semilla con bacterias del género Rhizobium especificas para
alfalfa las cuales estan en el mercado bajo los nombres de pagador, nitragin y nitrobacter,
entre otros.
Alfalfa Se recomienda adicionar 40 kg h™* de N en pre-siembra.

Se requiere aplicar 100 kg h* de P al afio, dividido en dos partes iguales, una en primavera
y otra en otofio.
Es recomendable la incorporacidn de estiércol al suelo en pre-siembra.
Los nutrientes que requieren ser adicionados son regularmente N, P y ocasionalmente K,
S, He, Mgy Zn.
Se requiere de 22 a 29 kg de N para producir una paca de fibra de 227 kilogramos.

. Se recomienda fraccionar la aplicacion del Nitrdgeno en tres partes iguales; al inicio de

Algodon formacion de cuadros, eta axima d d floraci6
, etapa méxima de cuadreo y floracion
Si hay menos de 21 kg ha™de P asimilable, por el método de Olsen, se deberan aplicar 9
kg de Fosforo por cada kg debajo del punto de referencia, ya que el cultivo de algodonero
requiere 10 kilogramos de Fosforo por paca cosechada.
Las hortalizas requieren fertilizacion constante, pero no en exceso para asi obtener el
mayor potencial de rendimiento.
Hortalizas | Los elementos de mayor necesidad, en relacién con la cantidad, sonel N, Py K.

La recomendacion general para cultivo a campo abierto es realizar la fertilizacion de
fondo, y posteriormente, aplicaciones equilibradas de nutrimentos en forma sélida o por
fertirriego.
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El fertilizante no debe permanecer en contacto con la semilla o la base de las plantas
porque puede provocar dafios irreversibles al cultivo.

Se requieren en promedio 35 kg ha de N para producir 1 ton de trigo.

Se recomienda aplicar todo el P antes de la siembra utilizando 10 kg ha por tonelada de
rendimiento esperado. Se recomienda para P: fosfato monoamdnico (11-52-00-2), fosfato
diaménico (18-46-00), acido fosforico (00-52-00) y acido stper fosforico (00-60-00).

Trigo

1.9.  Trigo (Triticum aestivum)

Segun el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMY'T, por sus
siglas en inglés) el trigo y maiz, son criticos para la seguridad alimentaria ya que representan
2/3 de la ingesta energética mundial. El trigo en México es considerado un alimento basico
por su contenido de carbohidratos, proteinas y fibra. El contenido de proteina en el grano

varia respecto a factores genéticos y ambientales de la planta (Shewry y Hey, 2015).

Conocer y comprender el crecimiento y desarrollo de las plantas, en este caso del
trigo es esencial para su buena gestion. El impacto de factores bidticos y abidticos puede ser
predicho si se compara la planta en situacion de estrés con la etapa de crecimiento en la que
se encuentra. EI momento de aplicacion de riego, adicion de agroquimicos o suplementos,
varia también respecto a la etapa de crecimiento en la que se encuentre el cultivo ya que la
adicion de un fertilizante, por ejemplo, podria tener una respuesta positiva 0 negativa

tomando en cuenta en qué etapa se encuentre el cultivo (Ata-Ul-Karim et al., 2019).

Las diez principales etapas de crecimiento por las que la planta de trigo progresa a lo

largo de su desarrollo se enlistan a continuacion (Acevedo et al., 2002):

1. Germinacion

2. Emergencia
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8.

9.

Macollamiento

Iniciacion floral o crestas dobles

Espillaje terminal

Primer nodo o comienzo de alargamiento de tallo
Arranque

Aparicion de espigas

Antesis

10. Madurez

A partir de estas etapas, se han desarrollado diferentes sistemas méas especificos para
enumerar las etapas de crecimiento del trigo. Las escalas de Feekes, Zadoks y Haun son las
mas utilizadas y se utilizan para diferentes objetivos. La escala de Feekes, suele utilizarse
para la identificacién del momento 6ptimo de la aplicacion de tratamientos quimicos. La
escala de Zadoks da una descripcién mas completa y por lo tanto se utiliza frecuentemente
como una manera de recabar abundante informacién sobre el crecimiento del trigo y
finalmente la escala de Haun que es la mas sensitiva a fluctuaciones diarias en el desarrollo
de la planta desde emergencia a floracion (Ellis y McCalla, 1973; Mcmaster et al., 2003;

Onda et al., 2015). Para propositos de explicar las etapas, se realizard una descripcion del

desarrollo del trigo con base en la escala de Feekes (Fig. 3).
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Etapa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10.1 10.5 11
Comienzo Primer Segundo Aparicion Media
Emergencia  de Pleno Fin ~ Macollos nudo nudo ultima  Ligula  Vaina espiga Espiga Formacion
Un brote macollaje macollaje macollaje rectos  visible  visible hoja visible engrosada emergida emergida de grano

\Vegetativa Reproductiva | Madurativa

Fig. 3. Etapas de crecimiento de trigo segun la escala de Feekes. Modificado de
(https://www.mississippi-crops.com/2015/02/12/identifying-wheat-growth-stages-using-the-feekes-
scale).

El trigo es capaz de adaptarse a diferentes condiciones de humedad, su temperatura
optima de crecimiento es de 25°C y su tolerancia a cambios de temperatura abruptos varian
respecto a la etapa de crecimiento en que se encuentre la planta, siendo la fase vegetativa mas

sensible a los efectos negativos provocados por esta (Wollenweber et al., 2003).

La FAO publicé un documento que describe a detalle por etapa de crecimiento la
duracién ‘‘normal’’ de las etapas, el contenido minimo de agua, temperatura Optima,
duracion particular de fotoperiodo, concentraciones de CO2, N y diferentes tipos de estrés a
los que puede estar sometida la planta (sequia, salinidad, falta de nutrientes, etc.) y como se
traduce esto en la apariencia y caracteristicas fisicas y visibles de la planta

(http://www.fao.org/3/y4011e06.htm).

1.10. Lechuga (Lactuca sativa)

Segun la FAO en el afio 2018 la produccion global de Lactuca Sativa sobrepaso 27
M toneladas, su territorio de siembra fue mayor a 1M ha. Asia es el principal productor de

lechuga, seguido de los Estados Unidos de América; México se sitda en noveno lugar con
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una produccion en toneladas de 486,440. Desde el 2008 hasta el 2018 el territorio de siembra
y densidad de produccion de la lechuga en México crecio 35% y 41%, respectivamente
(http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize). En el 2017 el Servicio de informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), informo que Baja California fue el quinto productor de
lechuga en todo México y en el valle de Mexicali la lechuga es la segunda hortaliza con
mayor superficie de siembra después del cebollin. Mexicali es el principal productor de

lechuga de Baja California con el 99% de produccién del estado (OEIDRUS, 2015).

La vasta diversidad de variedades de lechuga permite que esta sea producida y
consumida durante todo el afio. Como hortaliza su produccién y valor econémico a nivel
mundial se encuentra en segundo lugar después de la papa (Kim et al., 2020). La Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) la describe como un una hortaliza muy fresca,
ya que contiene un alto porcentaje de agua (90-95) y también la considera benéfica para la
salud (SADER, 2016) ya que su riqueza en antioxidantes como vitamina C, E y carotenoides
promueven el metabolismo de lipidos, por lo tanto, se espera que un consumo regular en
humanos del vegetal podria evitar la incidencia de enfermedades cronicas (Nicolle et al.,

2004).

La lechuga tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de entre 15-20°C, no es
extremadamente sensible a variaciones de temperatura, pero su efectividad y calidad se ven
afectadas a temperaturas altas (>30°C) y solo puede soportar unas cuantas heladas ligeras
(FAO, 2002). El efecto de las altas temperaturas y sus consecuencias: disminucion de la
calidad nutricional, baja productividad, deformacion, probable sabor amargo son
consecuencias de la aceleracion del ‘‘atornillado’” de la planta, es decir la produccion

prematura de sus flores y semillas que resultan en limitar el periodo de crecimiento de la hoja
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de la lechuga (Fukuda et al., 2011; Hao et al., 2018). Las diferentes variedades de lechuga
son relativamente sensibles a la salinidad (1-1.4 dS m™) y su tiempo de cosecha varia entre

60 y 90 dias (Carranza et al., 2009).
Segun la FAO, los dos principales tipos de lechuga cultivadas en el mundo son:

- Romana: de hojas largas, rectas y sin cogollo.
- Acogollada: de hojas rizadas que forman una bola. Siendo las de tipo Iceberg, Great

Lakes, Batavia, las mas cultivadas en Estados Unidos de América.

La SIAP en el 2018 informd que en México los cuatro principales tipos de lechuga

fueron: Baby leaf, escarola, orejona, romana.

Caracteristicas como temperatura, periodo de luz/oscuridad, riego, espaciamiento entre
las plantas, fertilizacion oportuna (etapa de crecimiento Fig. 4 o dias post-siembra), etc.,

deben de ser regulados para un crecimiento 6ptimo (SADER, 1991).

Etapa de roseta Etapa de desarrollo Cosecha

Fig. 4. Etapas de crecimiento generales de la lechuga. Tomada de:
(https://www.cdfa.ca.gov/is/ffldrs/frep/FertilizationGuidelines/Lettuce.html).

34


https://www.cdfa.ca.gov/is/ffldrs/frep/FertilizationGuidelines/Lettuce.html

2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La agricultura en Mexicali es uno de los principales sectores de relevancia econémica
para el municipio. El valle agricola de Mexicali tiene aproximadamente 200 000 hectéreas
de suelo fértil destinado a la agricultura. El suelo de la zona es caracteristico de zonas aridas
y semiaridas es decir que cuenta con un contenido bajo en materia organica (M.O), también
es salino y levemente alcalino. Ya que la zona es un area agricola, para obtener el rendimiento
esperado de todos los cultivos se ha optado por la adicidn constante de fertilizantes sintéticos
(Gobierno del Estado de Baja California, 2014). A lo largo de los afios el suelo ha sido
fertilizado para satisfacer las necesidades y hasta la fecha no se ha implementado algun tipo

de restriccion o un plan de gestion amigable con el medio ambiente (Fuente personal).

Aislados bacterianos de la zona arida y rizosférica de la Laguna Salada localizada en
Mexicali, Baja California, area desértica, con suelo alcalino y salino, mostraron extrema
tolerancia a radiacion ultravioleta, tolerancia a metales pesados y también caracteristicas
como solubilizacion de fosfato tricdlcico y fijacion de N atmosférico. Estos
microorganismos extremafilos por sus caracteristicas antes mencionadas podrian promover
el crecimiento vegetal de cultivos de interés agricola (trigo y lechuga). La implementacién
de indculos bacterianos a base de bacterias promotoras de crecimiento vegetal para reducir o
remplazar los fertilizantes sintéticos, es una alternativa econdémica y ecolégicamente

prometedora.
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3. ANTECEDENTES

Microrganismos aislados del suelo rizosférico de la Laguna Salada, son capaces de
producir acido indolacético y sobrevivir a altas concentraciones de sales (halotolerantes)
segun pruebas realizadas en la investigacion ‘‘Bacterias Asociadas a plantas de La Laguna
La Salada Baja California y Posibles Aplicaciones en la Industria’’ (Saldafia, 2016).
Igualmente, de la Laguna Salada, se aislaron bacterias que mostraron halotolerancia,
termoresistencia y produccion de auxinas segun el trabajo titulado ‘‘Bacterias extremofilas
v su potencial en la produccion de auxinas y metabolitos con actividad tensoactiva’’ (Lopez,
2015). Finalmente se realizaron pruebas en conjunto para los aislados de ambas zonas
‘‘Bacterias de un ambiente extremo, fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfato de
calcio tolerantes a elementos potencialmente toxicos y radiacion U.V.”’ (Reséndiz, 2018), 8
de ellos fijan N> y solubilizan fosfato tricdlcico. Dichas caracteristicas, son
biotecnologicamente prometedoras para desarrollar biofertilizantes a base de los aislados

bacterianos con las caracteristicas mas prometedoras.
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4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

4.1.  Objetivo general

Comparar el efecto de la aplicacion individual y combinada de dos diferentes indculos
bacterianos y un fertilizante sintético en Triticum aestivum y Lactuca sativa en condiciones

de invernadero.

4.2.  Obijetivos especificos
- Seleccionar dos aislados microbianos de ambientes extremos que posean
caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal.
- Determinar la dosis de inoculacién microbiana para promover el crecimiento
vegetal; las tasas de fertilizacion y desarrollar un disefio experimental.
- Comparar caracteristicas de planta y suelo de los diferentes tratamientos después

de la cosecha.
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5. HIPOTESIS

Los microorganismos estudiados y aislados de un ambiente extremo promueven el

crecimiento vegetal de Triticum aestivum y Lactuca sativa.

38



6. MATERIALES Y METODOS

6.1.  Seleccion de aislados bacterianos

Se consideraron cinco de los aislados bacterianos rizosfericos 5.1.b.1, p.8.bac.2,
2.2.b.4,4.2.b.1y 6.b.4 (XXX) (Saldafa, 2016) y 3 de los aislados de suelo no rizosférico E
(Pantoea agglomerans), M (Streptomyces sp.), N (Streptomyces sp.) (L6pez, 2015) por su

capacidad de fijar N2 atmosférico y solubilizar fosfato de calcio (Reséndiz, 2018).
6.2.  Desarrollo de curva de McFarland

Para cuantificar la cantidad de UFC mL™, para todos los ensayos se desarrollé la
curva de McFarland. Se prepararon soluciones de BaCl> y H2SO4 al 1% para realizar diez
mezclas de BaSOs a concentraciones ya establecidas. La densidad oOptica (DO) de los
estandares de McFarland semeja diferentes concentraciones de una suspension bacteriana.
Todas las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda (A) de 530 nm en un

espectrofotdmetro SmartSpec Plus Spectrophotometer de BioRad.
6.3.  Prueba de termo-sensibilidad

En condiciones asépticas se inoculd con el asa bacteriolégica una colonia de cada
aislado rizosférico seleccionado, en 7 mL de caldo Reasoner's 2A (R2A) a pH 8.5
suplementado con NaCl 12% p/p (R2Am). Se incubaron a 35°C en agitacion oscilatoria por
48 h. Posterior a la incubacion, en condiciones asépticas se ajusté la DO del indculo
(diluyendo la concentracion del cultivo con agua destilada estéril) a valor de 1.0 en
espectrofotometro. Se sembraron por extension con varilla de vidrio 100 pyL de cultivo

bacteriano en placas de agar R2ZAm. Los aislados se incubaron a 45°C durante 48 h. El
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proceso se repitid para aquellos aislados que mostraron tolerancia y se aumentd la

temperatura de incubacion a 50 y 55°C.
6.4. Determinacion cuantitativa de produccion de acido indolacético

La cuantificacion de la produccién de acido indolacético (AlA) se desarroll6
mediante una curva de calibracion por sensibilidad colorimétrica a diferentes
concentraciones de AIA (marca Sigma-Aldrich) (0.5, 1, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 10.0 y 15.0 mg mlI
1y preparadas en tubos de ensaye de 13 x 100 mm. Se adicioné 1 mL de reactivo Salkowski
(12 g Lt FeClz en 7.9 M H2S04) a los tubos y después de reposar a temperatura ambiente en
la oscuridad por 30 minutos se determind la DO en el espectrofotometro (SmartSpec Plus
Spectrophotometer de BioRad) a A=530 nm.

Una colonia aislada se inocul6 en 7 mL de Tryptic Soy Broth (TSB), se incubaron a
35°C durante 18 h en agitacion oscilatoria de 120 rpm. Posterior al periodo de incubacion se
centrifugaron a 4000 rpm durante 20 min y se decant6 el sobrenadante para agregar el
equivalente de agua destilada estéril, estd accion se realiz6 por triplicado, para evitar que el
medio de cultivo interviniera en los resultados del ensayo. Se ajusté la DO a 1.0 en el
espectrofotometro, equivalente a 9x10% UFC miL,

Del cultivo ajustado se inocularon 150 puL en caldo de cultivo King B suplementado
con 2.5 mM de L-triptofano (Trp) (0.5 g L) que consiste en: peptona proteasa, 20 g L
K2HPO4, 1.15 g L; MgS04-7H20, 1.15 g Lt y glicerol al 1.5% (vol/vol) con pH ajustado a
7.3 £2. Posteriormente se incubaron a 35°C durante 72h en agitacion oscilatoria de 200 rpm.

Al cabo de la incubacion, se centrifugaron 4 mL de cada cultivo a 10,000 rpm

durante 10 min. Se pas6 1 mL del sobrenadante a tubos estériles nuevos y se adicion6 1 mL
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del reactivo Salkowski. Finalmente se dejaron reposar a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 30 minutos.

La presencia de AIA se observo cualitativamente al tornarse la reaccion a color
rosado-rojizo. La cuantificacion se realizé a partir de la curva de calibracion de AIA con
lecturas en el espectrofotometro (SmartSpec Plus Spectrophotometer de BioRad) a una
A=530 nm utilizando como blanco el medio abidtico negativo (Glickmann y Dessaux, 1995).

Las pruebas se realizaron por duplicado.

6.5. Muestreo de suelo agricola

Las muestras de suelo fueron colectadas de una parcela perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicada en valle de
Mexicali dentro del ejido Choropo.

Las muestras de suelo utilizadas para la siembra de trigo en este experimento se
tomaron en el mes de agosto, después de la siembra y cosecha de cebada. Las muestras se
recolectaron de cada extremo de la parcela y se depositaron dentro de cuberas, con capacidad
de 20 L, para su transporte al invernadero.

Para el experimento de lechuga, las muestras de suelo fueron tomadas en septiembre,
después de la siembra y cosecha de trigo, para ello se llenaron 10 cubetas en varios puntos

de la parcela. En ambos casos el suelo se homogeneiz6 para sus posteriores anlisis y pruebas.

6.6.  Analisis fisicoquimicos de suelo

El suelo previo y posterior a la experimentacion se seco a la sombra y tamizé para

obtener didmetros de particulas <2 mm y proseguir con la caracterizacion. Los analisis para
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todas las muestras de suelo fueron pH, conductividad eléctrica (CE), materia organica (MO),
cantidad de N (N-NOs) y P (P-PO4>). Los analisis de textura, capacidad de campo, aniones
y cationes se realizaron solamente para el suelo pre-siembra. Cada medicion se realizd por

triplicado.

6.6.1. pH

Se pesaron 20 g de suelo y se colocaron en vasos de precipitado de 100 ml. Enseguida
se afiadieron 2 volimenes de agua destilada (40 g). La mezcla se agité durante 0.5 h para
asegurar que el suelo estuviera completamente himedo y se dejé reposar por 0.5 h.
Posteriormente se agitd durante 0.5 h (Sanchez, 2015). Finalmente se realizé la medicion con

un medidor de pH (Hanna Instruments PH210).

6.6.2. Conductividad eléctrica

Con el suelo previamente tratado como se indica en el apartado anterior y el equipo

antes calibrado (HACH HQ430d flexi) se medio la CE del suelo a 25°C.

6.6.3. Contenido de materia organica por incineracion

Debido al tipo de suelo caracteristico de la zona descrito en el apartado 1.7 se utilizd

el método desarrollado por (Dean, 1974) que se emple6 como sigue:

- Se pesaron 3 g de suelo en crisoles de 50 mL.
- El suelo se sec6 en horno a 105°C durante 12 h.
- Posterior al tiempo de secado se colocaron en un desecador durante 30 min para ponerlos

a temperatura ambiente y posteriormente pesarlos.
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- El suelo se inciner6 en mufla a 450°C durante 4 h.

- Secolocaron en el desecador hasta temperatura ambiente y posteriormente se pesaron.

El contenido de MO se calcul6 mediante la ecuacion [1].

Peso 105°C—peso 450°C
Peso 105°C

%MO = x 100... [1]

6.6.4. Determinacion de fosforo disponible

La NOM-021-RECNAT-2000 propone para determinar la cantidad de fosforo
disponible en suelos alcalinos o calcareos el método desarrollado por (Olsen et al., 1954). Se
pesaron 2.5 g de suelo tamizado y se colocaron en matraces de 125 mL, posteriormente se
adicionaron 50 mL NaHCO3 0.5 M (pH=8.5) para la extraccion. La mezcla se agit6 durante
30 min y los extractos se filtraron a través de papel filtro Whatman No. 42. Se tomaron
alicuotas de 10 mL del filtrado y se colocaron en un matraz de 50 mL. Se agreg6 un volumen
de 5 mL de la solucién reductora (Anexo 8.1) para posteriormente agitar y aforar. La lectura
en el espectrofotometro se realizé a los 45 min a una longitud de onda de 882 nm.

La curva de calibracion se prepar6 con patrones de 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 10 mg
L de P como KH2PO4. Se tomaron alicuotas de 0, 1, 2, 4, 6 y 10 mL de una solucién de 5
mg L de P en matraces aforados de 50 mL. Posteriormente se agregd un volumen de
solucion extractante igual a la alicuota empleada. Se llevé a un volumen de 40 mL con agua
destilada y se adicionaron 5 mL de solucion reductora para finalmente aforar a 50 mL. Se
agito y después de 45 min se realizaron las lecturas correspondientes en espectrofotometro a

882 nm. Los calculos se realizan mediante la ecuacion 2.
P (mg kg~'de suelo) = CC x V;i x‘;—f [2]
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Donde:

CC= mgL™deP en lasolucion.

Vi=  volumen de la solucidn extractora adicionada
p= peso de la muestra de suelo seco al aire

V= volumen final de la solucion colorimétrica a leer

a= alicuota de la muestra empleada para la cuantificacion

6.6.5. Determinacion de contenido de nitrégeno

Para conocer el indice de disponibilidad de nitrégeno en el suelo se realiz6 el método
macro-Kjeldahl descrito por (Bremner, 1965). La NOM-021-SEMARNAT-2000 lo sugiere
como un procedimiento para generar recomendaciones de fertilizacion.

Se pesaron 10 g de suelo tamizado (<2mm) y se le afiadieron 20 mL de agua destilada
estéril, se agito y se dejo la mezcla en reposo durante 30 min dentro del matraz Kjeldahl.
Posteriormente se le afiadieron 11.1 g de una mezcla catalizadora (1 kg, K2SOs; 100 g;
CuS04-5H20 y 10 g de selenio metalico). Enseguida se adicionaron 30 mL de H2SO4 y se
calentaron de forma lenta en el equipo Kjeldahl hasta que ces6 el desprendimiento de
vapores. En ese momento se aumento la temperatura a 390°C hasta que la muestra se aclaro
(color blancuzco) y se dejo ebullir lentamente durante 1 h. Después del periodo de ebullicion
se dejo reposar hasta que bajé su temperatura. Se lavo el residuo sélido cuatro veces con 50
mL de agua destilada y sé vacié el sobrenadante en un nuevo matraz de destilacion. Se
colocaron perlas de ebullicion y 150 mL de disolucion NaOH 10 N por las paredes para su
destilacion. Se agregaron 50 mL de solucion de acido bérico con indicadores (Anexo 10.1)

y se colectd un condensado de 150 mL. Para la titulacién se midio el gasto de H.SO4 0.05 N
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hasta que se observara el cambio de color de verde a rosado. EI N Kjeldahl (%) se calculd

con base a la siguiente ecuacion [3].

Donde:

Vm=

Vb=

N=

14=

10=

p:

%NT = (Vm — Vb)xNx14 3
px10 3!

volumen de H.SO4 empleado para titular la muestra
volumen de H.SO4empleado para titular el blanco
normalidad de H2SO4

peso equivalente del N

factor de conversion %

peso de la muestraen g

6.6.6. Textura, capacidad de campo, aniones y cationes.

Los andlisis de textura, capacidad de campo, aniones y cationes se realizaron en el

Instituto de Ciencias Agricolas (ICA) en el laboratorio de agua y suelo, todos con base en la

NOM-021-SEMARNAT-2000.

6.7.

Anaélisis microbioldgico del suelo

En condiciones asépticas se afiadieron 10 g de suelo a 90 ml de agua destilada estéril.

La mezcla se agito para su homogeneizacion.

Se tom06 1 mL de la mezcla homogénea para verterla en tubos de ensaye de 15 mL

con 9 mL de agua destilada estéril. Se agitd vigorosamente y 1 mL de la mezcla se transfirio
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a un nuevo tubo con 9 mL de agua destilada estéril. Se repitio el proceso con el propdsito de
realizar diluciones sucesivas.

En condiciones de esterilidad se sembro por extension con varilla de vidrio en placas
de agar nutritivo la dilucion 10 con el fin de contar las UFC bacterianas. El mismo método
de siembra fue utilizado para realizar conteo de hongos en placas de agar PDA para la
dilucion 102, Las placas para conteo de UFC bacterianas se incubaron durante 24 h y para

conteo de hongos por 48 h ambos a 35°C.

6.8.  Seleccion de cultivos agricolas a tratar

Se eligieron Triticum aestivum y Lactuca sativa (cominmente conocidos como trigo
y lechuga) para este trabajo de investigacion debido a su importancia en la zona, extension

de suelo destinado a su cultivo y factibilidad para experimentacion en invernadero.

6.9. Obtencion de las semillas

Las semillas de Triticum aestivum fueron donadas por un agricultor del valle de
Mexicali. Las semillas de Lactuca sativa se obtuvieron de un proveedor de semillas de la
zona (Semilleros de la frontera S.A de C.V). En el Cuadro 4 se puede observar el método
utilizado para la desinfeccidn superficial de las semillas de cada especie vegetal. Las semillas

desinfectadas fueron utilizadas para calcular el porcentaje de germinacion.
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Cuadro 4. Método de desinfeccion superficial de las semillas de las especies vegetales.

Organismo

Metodo de desinfeccion superficial
vegetal

- Se colocaron en viales de 15 mL (40 semillas).

- Se afadi6 un volumen de NaClO al 2% hasta sumergirlas
completamente.

Triticum aestivum | -  Se agitaron suevamente durante 15 min.

- Se drend el NaClO para enjuagar 3 veces con agua destilada estéril
(Sajjad et al., 2017).

- Secolocaron en viales de 15 mL (80 semillas).

- Severtio volumen suficiente de etanol hasta cubrirlas.

- Se agitd y se retiro el etanol inmediatamente.

Lactuca sativa - Seafadié NaClO al 10% y se agitaron suavemente por 10 min.

- Finalmente se drend y se realizaron cuatro enjuagues con agua
destilada estéril.

Las semillas se secaron en papel secante estéril y se almacenaron para su posterior
uso. Todos los pasos se realizaron en condiciones asépticas.

Por triplicado, 50 semillas desinfectadas de cada organismo vegetal se transfirieron a
placas de Petri con papel secante himedo (todo en condiciones de esterilidad) procurando
que hubiera espacio suficiente entre ellas para determinar su porcentaje de germinacion (PG)
después de 72 h. Cada 24 h se humedecia el papel con agua purificada estéril en condiciones

asépticas.

6.10. Experimento en condiciones de invernadero

En macetas con capacidad de 1.4 kg se afiadieron 1.2 kg de suelo previamente
caracterizado. Las condiciones de temperatura, agua y luz/oscuridad se controlaron a lo largo
del experimento de Triticum que tuvo lugar del 17 de abril al 15 de junio de 2019 en un
espacio adaptado como invernadero. El experimento de Lactuca sativa se realizo bajo las

condiciones ambientales y climéticas durante todo el proceso de crecimiento de la planta, del
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dia 03 de diciembre de 2019 al 22 de marzo de 2020 en un espacio recubierto de material
transparente que permitio la entrada uniforme de radiacion solar. Ambos experimentos se
realizaron en Mexicali Baja California en la Universidad Autdbnoma de Baja California,

Campus Mexicali, laboratorio de Bioingenieria 32°37°48.7"°N 115°26°16.8”°W.

El proceso de siembra se realiz6 con espéatulas desinfectadas previamente con alcohol
etilico concentrado (96%) cavando dos pequefias zanjas de aproximadamente 1.5 cm de
profundidad. En cada una de las zanjas se colocaron 5 semillas y se cubrieron con el suelo,
con un total de 10 semillas por maceta. Las semillas utilizadas para el tratamiento control
(T1) y el tratamiento suplementado solamente con fertilizante sintético (T10) se sembraron
tal cual fueron proporcionadas. Las semillas utilizadas para los tratamientos T2-T9 y T11-
T18 que contienen alguna concentracion de indculo bacteriano (1x10” y/o 1x10° UFC mL™),
se sembraron después de ser sumergidas en un caldo con las concentraciones especificas del
inéculo para cada tratamiento. Los caldos fueron preparados de la siguiente manera:
primeramente, en condiciones asépticas se tomd con un asa bacterioldgica una colonia aislada
de cada microorganismo (p.8.bac 2 0 E) y se sembrd en 7 mL de caldo soja tripticaseina. Se
incubaron a 35°C en agitacion oscilatoria de 100 rpm durante 24 h. Posterior a la incubacion,
el cultivo se centrifugd a 4000 rpm durante 30 min y en condiciones asépticas se retird el
sobrenadante para agregar el equivalente de agua destilada estéril. Esta accion se realiz6 por
triplicado, con el fin de que al momento de sumergir las semillas en el medio de cultivo y
posteriormente verterlo en la maceta este no interfiriera con el crecimiento y desarrollo de la
microbiota. En condiciones asépticas se tomaron 3 mL de las células lavadas y suspendidas
en agua y se pasaron a cubetillas para su lectura en espectrofotometro. El ajuste se realizo

diluyendo las concentraciones con agua destilada estéril hasta obtener la densidad Optica
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requerida segun la escala de McFarland para 1x10” y 1x10° UFC mL™ (densidades de indculo
utilizadas) a una A=530 nm. Las semillas se sumergieron en los tubos con las concentraciones
indicadas y se agitaron suavemente durante 10 min. Aquellos tratamientos con combinacion
de ambas concentraciones las semillas se sumergieron primeramente en la concentracion
menor y posterior al tiempo de agitacion ya indicado se pasaron a la segunda concentracion
para agitar nuevamente.

Después de la siembra, se agrego el volumen necesario de agua hasta su capacidad de
campo. Tanto Triticum aestivum como Lactuca sativa se mantuvieron a capacidad de campo

durante todo el experimento.

6.10.1. Triticum aestivum

Para comparar la accion provocada por la adicion del fertilizante quimico UAN 32,
indculos bacterianos o la combinacion de ambos se opt6 por desarrollar el experimento a
base de un disefio factorial completo con bloques aleatorizados. Como factores: (i) aislado
P.8bac2 (BI), (ii) aislado E (BII) y (iii) fertilizante sintético (UAN 32). Los 3 niveles
equivalen a 3 diferentes concentraciones para los indculos bacterianos: 0, 1x10” y 1x10° UFC
mL™y 2 niveles equivalentes a tasas de aplicacion para el fertilizante sintético 0 y 35 kg ha-

(X

! que seran indicados como cuando la concentracion sea 0 y ‘“+’’ cuando la
concentracion sea equivalente a 35 kg ha’. Por lo tanto, se tiene un disefio factorial 3x3x2
con un total de 18 tratamientos (Cuadro 5). Para cada tratamiento se tuvo n=6 distribuyendo

cada tratamiento de forma aleatoria en cada uno de los blogues, debido a que por la naturaleza

del espacio adaptado como invernadero existié un gradiente de luz solar que va de mayor a
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menor intensidad luminosa, siendo el B1 el bloque que recibié mayor intensidad luminosa y
el B6 el que recibio una menor cantidad (Fig. 5).

Después de 17 dias de siembra se agregaron a los tratamientos 10 mL de células
suspendidas en agua con las respectivas concentraciones de Bl y BIl segun sea el caso (0,
1x10" y 1x10° UFC mL™). El fertilizante sintético UAN 32 fue proporcionado por
agricultores del Valle Imperial de Calexico, California, que se adicion6 por método de riego

a una concentracion equivalente de 35 kg ha™ seguin recomienda SAGARPA (Cuadro 3).

Cuadro 5. Descripcion de los diferentes tratamientos.

T1: Fo, Blo, B2o T7: Fo, Bixwo’, B21x10° T13: F1, Blo, B21x10’
T2: Fo, Blixio’, B2o T8: Fo, Bixio®, B21x10’ T4: F1, Blo, B21x10°
T3: Fo, Bixwo®, B2o T9: Fo, Bix1o®, B21x10 T15: F1, Bixawo’, B21x10”
T4: Fo, Blo, B21x10’ T10: Fy, Blo, B2o T16: F1, Bixio’, B21x10°
T5: Fo, Blo, B21x10° T11: F1, Blixwo’, B2o T17: F1, Bixio®, B21x1o’
T6: Fo, Bixio’, B21x10’ T12: F1, Bixio®, B2o T18: F1, Bix1o®, B21x10®

Fo=sin adicidn de fertilizante sintético.

F1= adicion de fertilizante sintético.

Blixio7 Y Blixioe = aislado bacteriano p.8.bac 2 con 1x107 y 1X10° UFC, respectivamente.
B21x107 Y B21x100 = aislado bacteriano E con 1x107 y 1X10° UFC, respectivamente.

La intensidad luminosa oscilé entre 17.8-1.7 klx, segin mediciones diarias a horas
diurnas aleatorias a lo largo de los dias en los que el experimento estuvo en marcha. Las

mediciones de la iluminancia se realizaron con un medidor de luz digital Sunche HS1010.
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Fig. 5. (A) Representacion de la distribucion espacial de tratamientos de trigo en los blogques dentro
del invernadero. (B) Fotografia de los tratamientos en su posicion y bloque dentro del invernadero.

Durante el crecimiento del trigo se midio el contenido de clorofila con el medidor de
clorofila marca OPTI-SCIENCES modelo CCM-200plus. La cosecha se realizd hasta

observar el méaximo crecimiento posible el dia 20 de julio de 2019. La parte aérea de la planta
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se cortd con una navaja para realizar las mediciones. Se contd el numero de hojas; se peso y
contd el numero de granos; se midié la longitud de la planta completa, de la espiga y raiz con
una cinta métrica. La raiz se separ6 del suelo con cuidado de rescatarla completa. EI suelo
rizosférico se recolectd mientras se separaba la raiz en condiciones asépticas. De la parte
aérea y radical se peso el peso fresco con una balanza analitica (Mettler Toledo modelo
ML204/03), después de secar al horno (QUINCY LAB modelo 10 Lab Oven) durante 48 h a
70°C se pesod y se reportdé como peso seco; en condiciones asépticas se recolectd un total de
10 g de suelo rizosférico para para obtener la densidad microbiana, por dilucion y conteo en
placa de la rizosfera (Apartado 6.7). De cada tratamiento se recuperaron 166.66 g de suelo

a granel para los analisis fisicoquimicos (Apartado 6.6).

6.10.1.2. Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software Minitab con
a=0.05, para detectar efectos en los tratamientos y se compararon las medias de las variables

mencionadas anteriormente (apartado 6.11) mediante las pruebas de Tukey y Dunnett.

6.10.2. Lactuca sativa

Se retomd el mismo disefio experimental mencionado en el apartado 6.10.1 (Cuadro
5). Como unica diferencia para este caso se omitio el uso de bloques, ya que, la cantidad y
periodo de radiacion solar fue uniforme independientemente de la posicion para todos los

tratamientos (Fig. 6).
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Se adiciono tres veces UAN 32 al suelo como lo recomienda la California Fertilization
Guidelines del California Department of Food and Agriculture (CDFA). A partir del
porcentaje calculado de N en el suelo (Apartado 6.6.6.) se afiadid justo antes de la siembra a
los tratamientos T10-T18 un equivalente a 20 kg ha™ para asegurar un contenido de N no

menor a 20 ppm.

Pasados 57 dias de la siembra se realizé la primera fertilizacidn sintética y adicion de
los indculos bacterianos. Se afiadio a los tratamientos correspondientes un equivalente a 20
kg ha! de UAN 32 mediante técnica de riego. Los indculos se vertieron a los tratamientos en
10 mL de caldo con la concentracion de Bl'y BII correspondiente a cada tratamiento (0, 1x10°
y 1x10° UFC mL™). La Gltima fertilizacion y suplementacion bioldgica se realizé 97 dias
después de la siembra (7 dias previo a la cosecha y 40 dias después de la primera
fertilizacion), bajo los mismos términos y concentraciones que la fertilizacion mencionada

anteriormente.

T7 T14 T3 T2 T18 T13 T10 T16 T12 T17 T4 T5 T9 T15 T1 T6 Ti1 T8
T17 T15 Ti1 T10 T7 T3 T8 T12 T1 T9 T6 T13 T2 T16 T18 T14 T4 T5
T1 T8 T15 T2 T6 Ti1 T12 T16 T13 T17 T4 T3 T7 T9 T14 T5 T10 T18

T15 T5 T14
T17 Ti1 T15
Ti1 T9 T7
T14 T3 T16
T16 T17 T5

T10 T15 T9
T8 T7 T2
T13 T6 T12
T6 T12 T4
T4 T14 T17
T3 T8 T13
T7 T10 T18
T5 T13 T3
( A) T18 T4 T11
T1 T2 T8

T12 T16 T1
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Fig. 6. (A) Representacion de la distribucion espacial de los tratamientos de lechuga. (B) Fotografia
de la distribucion de los tratamientos dentro del invernadero.

6.10.2.1. Evaluacion de los tratamientos

Durante el desarrollo de la lechuga se realizaron 5 mediciones del contenido de
clorofila con el medidor de clorofila marca OPTI-SCIENCES modelo CCM-200plus. La
cosecha se realizo hasta la madures del cultivo. Al cosechar se cont6 el nimero de hojas, se
midio el indice de clorofila; se determiné la longitud de la planta completa con una cinta
métrica. De la parte aérea y radical se determind el peso fresco con una balanza analitica
(Mettler Toledo modelo ML204/03), después de secar al horno (QUINCY LAB modelo 10
Lab Oven) durante 48 h a 70°C se pesO y se consider6 como peso seco; en condiciones
asépticas se colecto un total de 10 g de suelo rizosférico para obtener la densidad microbiana
en rizosfera que se calculd por dilucion en placa (Apartado 6.7). De cada tratamiento se

recuperaron 166.66 g de suelo para los andlisis fisicoquimicos (Apartado 6.6).
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6.10.2.2. Analisis estadistico

Se realizd el anélisis de varianza (ANOVA) utilizando el software Minitab con
a=0.05, para detectar efectos en los tratamientos y se compararon las medias de las variables

mencionadas anteriormente (apartado 6.11) mediante las pruebas de Tukey y Dunnett.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1.  Composicion y equivalencia de los estandares de McFarland

La densidad de in6culo para una densidad Optica (DO) conocida segln los indices de
McFarland se puede observar en el (Cuadro 6). Se grafico la DO en funcion de la
absorbancia para encontrar la ecuacion de la curva por minimos cuadrados (Fig. 7). El
desarrollo de una ecuacion basada en la curva permite conocer con base a la DO una cantidad

aproximada de las UFC mL™ que se encuentran en el medio.

Cuadro 6. Densidad 6ptica (DO) (A=530 nm) para los diferentes estandares de McFarland.

Solucion acuosa de  Solucion acuosa Densidad bacteriana

Tubo DO (A=530 nm)

H2504 1% de BaCl> 1% (x10%) (UFC mL™)
1 9.9 0.1 3 0.295
2 9.8 0.2 6 0.586
3 9.7 0.3 9 0.902
4 9.6 0.4 12 1.116
5 95 05 15 1.381
6 9.4 0.6 18 1.627
7 9.3 0.7 21 1.810
8 9.2 0.8 24 2.078
9 9.1 0.9 27 2.300
10 9.0 1.0 30 2.426
3
2.5
S
g 2 y = 8E-10x + 0.1393
O R2=0.9943
T 15
=}
2 1
[<5]
(@]
0.5
0
0.00E+00 1.00E+09 2.00E+09 3.00E+09 4.00E+09
UFC mL

Fig. 7. Curva de McFarland. Representacion grafica de la DO (A=530 nm) en funcién de la densidad
bacteriana aproximada indicada por los estandares de McFarland.
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7.2.  Produccion de acido indolacético

Se prepard una curva de calibracion (Cuadro 7) mediante la reaccion de diferentes
concentraciones de AIA con el reactivo Salkowski. La reaccion colorimétrica se debe a la
oxidacion del AlA por las sales férricas y entre mas elevada sea la concentracion de AlA la
coloracion provocara una mayor DO (Mayer, 1958).

Se determinG por minimos cuadrados una ecuacion para determinar la cantidad de

AlA producida por los aislados bacterianos (Fig. 8).

Cuadro 7. Lectura de la DO a partir de diferentes concentraciones de AlA.

Concentracion de DO (3=530 nm)

AIA (mg ml?)
0.5 0.342
1 0.657
15 0.739
2 0.944
4 1.476
6 1.964
10 3.036
15 3.989

530 nm
w
(6]

y =0.2492x + 0.3975
R?=0.9922

w

Densidad Optica A
[EN
(8]

0 5 10 15 20
Concentracion de AIA (mg mL1)

Fig. 8. Recta de calibrado para la cuantificacion de AIA por sensibilidad a la técnica colorimétrica.
Los valores de DOssz se midieron en funcion de la concentracion de AlA.
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Los resultados obtenidos por (Lopéz, 2015) indican que un bajo porcentaje del total
de sus aislados (10.52%) produce AlA. Por otro lado (Saldarfia, 2016) reporta que el 50% de
los aislados provenientes de la rizésfera producen esta fitohormona. Solo dos de los aislados
seleccionados (5.1.b.1 y p.8.bac2) como candidatos para este trabajo de investigacion
presentan esta caracteristica. Por lo tanto, se compararon los resultados obtenidos al agregar
una concentracion de 2.5 mM de Trp al medio de crecimiento (Cuadro 8), ya que el AlA
comdnmente es sintetizado a través del precursor Trp mediante cuatro diferentes rutas
conocidas, siendo esta la via de biosintesis mas comun en la naturaleza y conocida por los
efectos benéficos que produce en las plantas (Kasahara, 2016; Wang et al., 2015). Ademas,
los estudios sugieren que las vias de sintesis para AIA en la naturaleza independientes del
Trp no generan un impacto significativo en la sintesis de la auxina o en la promocion de
crecimiento de las plantas a partir de AlA.

Al adicionar Trp en el medio de cultivo del aislado p.8.bac2 para la prueba de AlA,
este produjo una mayor cantidad de AlA a lo reportando anteriormente (Saldafa, 2016), los
aislados 2.2.b.4, 6.b.4, E y M, fueron reportados como no productores de AlA, pero al
suplementar el medio con Trp se puede observar una mayor produccion principalmente del
aislado E, que es el méximo productor de AlA de esta lista (Fig. 9). Los aislados 4.2.b.1y N
aun con Trp en el medio de cultivo no sintetizaron AIA y finalmente el aislado 5.1.b.1 al
afiadirle Trp no se observo produccion de AlA. Por lo tanto, se puede observar en la Cuadro
8 el efecto benéfico de la adicion de Trp para la produccion de AlA de la mayoria de los

aislados.
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Cuadro 8. Resultados obtenidos después de suplementar el medio con 2.5mM de Trp.

Aislados Produccion de Cuantificacion Produccion de Cuantificacion
bacterianos AlA sin Trp* (mg mIH)* AlA + 2.5mM Trp (mg mlY)
5.1.b.12 + 0.068 - -
p.8.bac 22 + 0.047 + 0.08
2.2.b.42 - - + 0.01
4.2.b.18 - - - -
6.0.4 (XXX)? - - + 0.20
EP - - ++ 6.34
MpP - - + 0.007
NP - - - -

a= Aislados de suelo rizosférico (Saldafia 2016).
b=Aislados de suelo no rizosférico (Lépez, 2015).
*= Resultados obtenidos por (Lopez, 2015) y (Saldafia, 2016).

Fig. 9. Reaccion positiva (+) por cambio de color (rojo) para el ensayo de produccion de AlA con

medio King B suplementado con 2.5 mM Trp del aislado bacteriano E, prueba por duplicado.

7.3.  Seleccion de aislados bacterianos

Con base en los resultados reportados en ensayos anteriores (Cuadro 9) y los

descritos anteriormente en este trabajo (apartado 7.2). Se selecciond el aislado p.8 bac2 de

suelo rizosférico y el aislado E de suelo sin vegetacion. Los resultados en las diferentes

pruebas mostraron que ambos aislados presentaron las caracteristicas mas prometedoras para

las pruebas posteriores de este trabajo de investigacion.
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Cuadro 9. Caracteristicas de los aislados para su seleccion (+ = resultado positivo y ++ = resultado

positivo con mayor concentracion de N fijado).

o Méaximo
. Méxima T MaX|ma. , periodo de o Diadmetro de halo
Aislados concentracion . Fijacion de e
bacterianos tolerable tolerable de NaCl tolgra_r]ma a N de solubilizacién
(°C) radiacion UV de P (mm)®
(% plv) (h)°
5.1.b.12 45¢ 8a* 24 + 1.3
p.8.bac 22 50¢ 148 6 + 1.0
2.2.b.42 45¢ 128* 24 + 0.2
4.2.b.12 459 128> 0.5 + 1.0
6.b.4 (XXX)? 50¢ 128* 12 ++ 0.6
EP 550" 117 24 ++ 11
mP 50°" 3.5 12 + 0.7
NP 45b 7" 24 + 1.2

a=aislados de suelo rizosférico (Saldafia, 2016).

b=aislados de suelo no rizosférico (Lopéz, 2015).

a*=pruebas realizadas por (Saldafa, 2016).
b*=pruebas realizadas por (Lopéz, 2015).
c=pruebas realizadas por (Reséndiz, 2018).

d=pruebas realizadas en este trabajo de investigacion.

7.3.1. Identificacion molecular de los aislados seleccionados

Los aislados bacterianos p.8.bac 2 de suelo rizosférico y E de la zona éarida,

respectivamente (Lopéz, 2015; Saldafia, 2016) se sembraron en placas de agar nutritivo y se

incubaron a 35°C por 24 h. Ambos aislados se enviaron para su andlisis molecular al

laboratorio Dorado en Mexicali Baja California, México. La identificacion se realizd

mediante el método de espectrometria de masas MALDI-TOF. El resultado indicé que los

aislados bacterianos seleccionados p.8.bac 2 y E son cepas pertenecientes a la especie

Bacillus megaterium y Kocuria rhizophila, respectivamente. La cepa Bacillus megaterium

es comunmente encontrada en suelos y se ha reportado su potencial para la agricultura por

sus caracteristicas PGPB y también como resistente a diferentes tipos de estrés por su

habilidad de formar esporas (Nascimento et al., 2020; Nicholson et al., 2002). Por otro lado,

la bacteria Kocuria rhizophila ha sido aislada de ambientes extremos con altos niveles de



radiacion (Mehrabadi et al., 2016) y se han reportado sus capacidades de solubilizar fosfato
y produccion de AlA, habilidades que podrian promover el crecimiento vegetal (Li et al.,

2020).

7.4.  Recoleccion de suelo para experimento en maceta

El suelo que fue recolectado para el experimento de trigo y lechuga, corresponde al suelo
de una parcela cultivada con cebada y trigo. La ubicacion de la parcela donde se tomaron las
muestras de suelo para los experimentos se muestra en la Fig. 10 (A). Los puntos de
recoleccion de muestra de suelo para los experimentos de trigo y lechuga se observan en la
Fig. 10 (B y C) respectivamente. Las coordenadas de cada punto de muestreo de suelo para

trigo se describen a continuacion:

Punto 1. Latitud: N: 32°32°25.3”’; Longitud: O: 115°24°59.9”’

- Punto 2. Latitud: N: 32°32°19.9°’; Longitud: O: 115°24°57.48”
- Punto 3. Latitud: N: 32°32°22.05°; Longitud: O: 115°24°57.48”’
- Punto 4. Latitud: N:32°32°20.09°’; Longitud: O: 115°24°56.48"’
- Punto 5. Latitud: N: 32°32°24.53"’; Longitud: O:115°24°57.38>’

Las coordenadas del punto de recoleccion de suelo para la siembra de lechuga es el siguiente:

- Latitud: N 32°32°25.1"’; Longitud: O: 115°25°00.0"°
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Fig. 10. (A) Vista satelital de ubicacion de la parcela en el valle de Mexicali. (B) Vista satelital de las
coordenadas de los puntos de recoleccion de muestra para siembra de trigo. (C) Vista satelital de las
coordenadas del punto de recoleccién de muestra para siembra de lechuga. Tomada de Google Maps,
INEGI 2019.

7.5.  Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo

Las caracteristicas fisicas del suelo utilizado para el experimento de Triticum aestivum,
Lactuca sativa y del suelo del que provienen los aislados p.8.bac (Bacillus megaterium) 2 y

E (Kocuria rhizophila) (Lopéz, 2015; Saldafia, 2016) se muestran en el Cuadro 10.

El porcentaje de saturacion es, segin la NOM-021-RECNAT-2000, la proporcién de
suelo que es saturada con cationes intercambiable (Ca, Mg, Na y K). El suelo utilizado para
los experimentos de Triticum aestivum y Lactuca sativa son por poco menores al porcentaje
ideal para el desempefio agricola (58 y 58.5%, respectivamente) ya que, segin Espinoza et

al., (2006) un porcentaje de saturacion de bases alta (>60%) es deseable en el suelo.

La FAO considera la elevada salinidad en el suelo agricola como degradante de suelo y
vegetacion. Cuando la conductividad eléctrica (CE) del suelo rebasa los 4 mS cm™ se
considera como un suelo salino (Munns y Tester, 2008). La CE del suelo para los

experimentos de Triticum aestivum y Lactuca sativa son de 6.53 y 4.72 mS cm?,
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respectivamente y la NOM-021-RECNAT-2000 establece que ambos valores de CE
clasifican a los suelos como salinos. En la zona del valle de Mexicali la salinidad del suelo

es un problema conocido (Judkins y Myint, 2012).

El pH ideal del suelo para cultivos agricolas, segin la FAO es de 6.5. Suelos agricolas
con pH elevado (pH>8.5) tienden a dispersarse y suelen presentar problemas para absorber
Fe debido a que la planta no puede solubilizarlo, aunque este se encuentre presente. Los
resultados para el suelo utilizado en este caso de estudios revelan que segin la NOM-021-
RECNAT-2000 el suelo es medianamente alcalino, con valores de 8.43 y 7.83 para los

experimentos de Triticum aestivum y Lactuca sativa, respectivamente.

El ion de Ca en suelos arcillosos cominmente se encuentra en concentraciones mayores
a 2500 mg kg, ya que la arcilla eleva el contenido de Ca (Espinoza et al., 2006). Son
considerados con un medio contenido de Ca aquellos con concentraciones entre 1000-2000
mg kg (Marx et al., 1999). El contenido de Ca del suelo para este trabajo de investigacion
es de una concentracion media. Por otro lado, el Mg suele ser insuficiente si el contenido es
<31 mg kg, suele agregarse en forma sintética, ya su deficiencia provoca un envejecimiento
temprano y reduccién de la productividad (Guo et al., 2015). El suelo utilizado para los
experimentos en la presente investigacion cuenta con un alto contenido de Mg hasta de 1008
mg kgL, EI Na por su parte, al no ser un nutriente vegetal no es necesario para el crecimiento
de las plantas y sus altos niveles resultan perjudiciales para su crecimiento. Ambos suelos
utilizados en este trabajo de estudio segun la NOM-021-RECNAT-2000 son de caracter
salino con valores de 8.17 y 5.9% para los experimentos de trigo y lechuga, respectivamente,

aunque no llegan a ser un factor preocupante por no exceder un valor de 10%.
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El contenido de N-NOz™ en los suelos utilizados para los dos experimentos es bajo de
acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2000. Las concentraciones adecuadas de N-NOz™ para los
cultivos, varia a partir del tipo de suelo y sus caracteristicas, el rendimiento esperado del
cultivo y el tipo de cultivo (FAO, 1992). Con base en la NOM-021-RECNAT-2000 el P-
PO4 que es también un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, se
encuentra a una concentracion baja en ambas muestras de suelo utilizadas para los
experimentos. El contenido de materia organica del area de estudio se encuentra solo un poco
por debajo del contenido tipico en suelos agricolas, que cominmente oscila entre 1-3%
(Cantd y Yafez, 2018) y segun la NOM-021-RECNAT-2000 al ser menor a 1.5% es un

suelo con bajo contenido de materia organica.

Cuadro 10. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo.

Resultado de la medicién Conclusién
Propiedad analizada Suelo Suelo NOM-021- Suelo Suelo no
 a b RECNAT- T e g
agricola agricola 2000 rizosférico rizosférico
Porcentaje de
saturacion (%) 58.0 58.5
conductividad g gai011%  4726001%  Suelo salino 435 71-185
eléctrica (mS cm™)
Potencial de 8.43:001%  783:004%  Meolmamente ;g q49 8394
hidrégeno (pH) alcalino
Calcio (ppm) 1200.0 1120.0 Medio
Magnesio (ppm) 1008.0 528.0 Alto
Sodio (ppm) 1343.2 828.0 Suelo salino
Bicarbonatos (ppm) 854.0 732.0
Cloruros (ppm) 5893.0 3337.0
Sulfatos (ppm) 1075.2 1440.0
Solidos disueltos 11373 7085
totales (ppm)
Relacion de adsorcion
. . A
de sodio (RAS) 6.88 >
Porcentaje de sodio .
intercambiable (%) 8.17 5.9 Suelo salino
N-NOs™ (kg hat) 11.7 14.9 Bajo 18-33 18-33
P-PO43 (kg hat) 2.0 4.1 Bajo
Materia organica (%) 0.92+0.40* 3.00+0.00* Bajo 0.18-1.82 0.18-1.82
Capacidad de campo 33.6 32.8
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Arena (%) 2.2 2.2

Limo (%) 22 22
Arcilla (%) 75.8 75.8
Franco
. . Arcillo-limoso arcilloso
Clase textural Arcilla Arcilla . .
y arcilloso limoso y
arcilloso

a= Parcela agricola INIFAP 2016 (suelo utilizado para el experimento de trigo).

b= Parcela agricola INIFAP 2019 (suelo utilizado para el experimento de lechuga).

c= Suelo rizosférico de la Laguna Salada B.C. de donde fue aislada la bacteria p.8 bac 2 (Saldafia, 2016).
d=Suelo no rizosférico de la Laguna Salada B.C. de donde fue aislada la bacteria E (Lopéz, 2015).
*=promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

7.6.  Analisis microbiologico del suelo

Se realizd siembra en agar nutritivo, agar nutritivo adicionado con 5% de NaCl(p/p) para
proporcionar a los aislados un suelo salino similar al de las parcelas agricolas, sin embargo,
la adicién de sal limité su crecimiento. Se realizé un analisis de conteo en placa en agar
nutritivo para las muestras de suelo. En el Cuadro 11 se observa la densidad bacteriana del
suelo se encontrd que el suelo donde se llevaron a cabo ambos experimentos (Triticum
aestivum y Lactuca sativa). La presencia de hongos o levaduras fue inconsistente o nula en
las diferentes siembras mediante la técnica de dilucion y extension en placa en los diferentes
medios (apartado 6.7), por lo tanto, se descartaron los resultados de la presencia de hongos

para este trabajo de investigacion.

Cuadro 11. Densidad bacteriana del suelo utilizado antes de la siembra de Triticum aestivum. y
Lactuca sativa

Suelo UFC g%*
Parcela INIFAP 20162 2x10%+1.16
Parcela INIFAP 2019° 1x105+1.69

a= suelo utilizado para la siembra de Triticum aestivum.
b= suelo utilizado para la siembra de Lactuca sativa.
*=promedio de seis repeticiones + desviacion estandar
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7.7.  Porcentaje de germinacion de las semillas

Después de 72 h a temperatura ambiente, se calculd el porcentaje de germinacion (PG)
de las semillas de Triticum aestivum y Lactuca sativa (n=6) (Cuadro 12). El bajo porcentaje
de germinacion de las semillas de Triticum aestivum probablemente es debido a las

condiciones de T, humedad o periodo en que estuvieron almacenadas y que son desconocidas.

Cuadro 12. Porcentaje de germinacion de semillas de Triticum aestivum. y Lactuca sativa

Tipo de semilla Porcentaje de germinacion (%) *
Triticum aestivum 74+1.67
Lactuca sativa 81.22+1.09

*=promedio de 6 repeticiones + desviacion estandar.

7.8.  Experimento con Triticum aestivum en condiciones de invernadero

La siembra de Triticum aestivum se realizé el dia 17 de abril de 2019. El proceso de
siembra, germinacion y crecimiento y cosecha del vegetal se llevo a cabo en un espacio
habilitado como invernadero con caracteristicas climaticas resumidas en el Cuadro 13. La
germinacion de las semillas comenzo a partir del sexto dia después de la siembra. Donde la

mayor respuesta se obtuvo en el tratamiento T5, seguido de T10, T6, T1 Y T13 (Cuadro 5).

Cuadro 13. Caracteristicas climéticas del invernadero durante el crecimiento de Triticum aestivum.

Temperatura Fotoperiodo Intensidad Luminosa
(°C) (h) (Ix)
Minima  Maxima Luz Oscuridad Minima Maxima
20 28 12 12 17.8 1,700
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7.8.1. Caracteristicas de los tratamientos previo a la fertilizacion

Veinte dias después de la siembra, previo a la adicion del fertilizante e inoculo
bacteriano correspondiente se compard el porcentaje de germinacion y la altura de las
plantulas de todos los tratamientos Cuadro 14. Siendo el tratamiento control T1(Cuadro 5)
el que mostrd el mayor porcentaje de germinacion, seguido del tratamiento T10, siendo T1y
T10 los Gnicos tratamientos a los que no se les adiciono indculo bacteriano. Los tratamientos,
que presentaron una mayor altura promedio fueron T6, TS5y T4 en ese orden, en los tres casos
las semillas fueron sumergidas en alguna concentracion del aislado bacteriano p.8. bac2
(Bacillus megaterium). Se realizd una comparacion de medias mediante la prueba Tukey con
un nivel de confianza del 95% para observar el efecto que la posicion de las unidades
experimentales ejercio a la respuesta del crecimiento de las plantas en cada tratamiento. Al
momento de la medicidn, el Gnico tratamiento con medias diferentes entre sus réplicas para
altura en funcion de la posicion fue el tratamiento T10 que fue suplementado Unicamente con
fertilizante sintético. El restante 94% mostrd estadisticamente la misma media para sus

réplicas en todos los bloques (B1-B6).

Posterior a la medicion de la longitud de las plantulas (cm), se selecciond la plantula
por maceta que representara la media de cada uno de los tratamientos y enseguida se procedid
a afiadir dl suplemento: fertilizante sintético y/o inoculo bacteriano segun sea el caso

(Cuadro 5).
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Cuadro 14. Caracteristicas de los tratamientos antes de agregar inoculo bacteriano y fertilizante
sintético.

Porcentaje Alt Resultado
ura
Tratamiento gle - promedio prueba
germinacién (cm)* Tukey (PG)
(%)*

T1(control) 6.83+0.75 18.89+2.20 A
T28 3.5+1.51 20.77+2.93 AB
T3b 4.33+£1.96 21.24+2.88 AB
T4° 4.16+0.75 21.58+3.27 AB
T5¢ 4.5+1.97 22.56+2.26 AB
T6% 6.33+1.21 23.56+2.72 AB
T7% 4.5+1.51 21.11+1.26 AB
T8be 4.33+1.36 21.70+2.54 AB
Tov 5.16+1.94 19.88+1.64 AB
T10® 6.66+1.86 20.80+3.22 AB

T11% 3.33%£1.33 19.17+£1.71 B

T12b¢ 4.5+2.07 19.34+3.23 AB
T13%® 4.66+1.63 14.12+2.06 AB
T14c 3.5+1.22 20.9+2.01 AB
T15%¢ 3.3310.51 21.90+1.96 B

T16%%® 4.0+£1.54 19.27+£2.70 AB
T17bce 4.5+2.74 19.40+2.30 AB
T180% 4.83+1.83 20.92+2.95 AB

*= Promedio de los 6 tratamientos + desviacion estandar.
a= B1(1x107 UFC mL™).

b= B1(1x10° UFC mL™).

c= B2(1x107 UFC mL™).

d= B2(1x10° UFC mL™).

e= Fertilizante UAN 32 (35 kg ha'%).

7.8.2. Caracteristicas de los tratamientos de Triticum aestivum posterior a la
fertilizacion e inoculacion bacteriana.

La primera formacién de espiga en los tratamientos se observo a partir de los 35 dias

después de la siembra (Fig. 11). A los 40 dias después de la siembra el 89% de los

tratamientos desarrollaron espiga y para el momento de la cosecha, el 100% de los

tratamientos formo al menos una espiga.
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Fig. 11. Espigas formadas a los 37 dias después de la siembra.

Se realizaron tres mediciones de clorofila en la etapa reproductiva del cultivo hasta
el comienzo de la maduracion. Se utilizé el quipo CCM-200 plus de la marca OPTI-
SCIENCES con longitudes de onda de 665 (rojo) y 940 nm (infrarrojo). El equipo realiza
una medicion en tiempo real no invasiva, midiendo la transmitancia de la radiacion roja e
infrarroja, que convertird la lectura de absorcion de ambas longitudes a un valor indice,
Ilamado indice del contenido de clorofila (ICC) (Lunagaria et al., 2015). El ICC tiene una
relacion lineal con el contenido real de cantidad de clorofila en hojas de trigo. Para este caso

de estudio se reportara el contenido de clorofila como ICC.

La mediciéon se realizd en la hoja bandera del tallo principal y en las hojas
inmediatamente inferiores (hoja 2 y hoja 3). La primera lectura del contenido de clorofila
realizado 53 dias después de la siembra resulté en un mayor contenido de clorofila para

aquellos tratamientos que fueron suplementados con fertilizante sintético (Fig. 12).
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Fig. 12. Promedio del contenido de clorofila por tratamiento. Los puntos representan el promedio de
los tratamientos y las lineas los valores mayor y menor de cada tratamiento.

Las medias mas altas se encuentran en los primeros dos bloques (Fig. 13), aunque
segun la prueba Tukey para andlisis de medias, con un nivel de significancia del 0.05%,

ninguna media de los tratamientos es significativamente diferente entre si.

Realizando un analisis de varianza (Anexo 10.1), solamente el bloque tiene un efecto
significativo en el contenido de clorofila de la hoja bandera de los tratamientos,

especificamente hay una diferencia significativa entre el bloque 2 y bloque 6.
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Fig. 13. Comparacion del contenido de clorofila entre bloques.

Yaque el ICC de la segunda medicion es estadisticamente igual a la primera medicion
se mostraran solo los datos de la tercera y Gltima lectura a los 84 dias del inicio del
experimento. Donde ningun factor influyé significativamente en el ICC de la hoja bandera 'y

todos los tratamientos en ese punto resultaron significativamente iguales.

La medicion de la clorofila se detuvo ya que el trigo comenz6 su etapa de maduracion

y por lo tanto las hojas y la planta a secarse.
Realizando un anélisis de correlacion de Pearson se observd el ICC tiene una

correlacion positiva con el nimero y peso de los granos de 0.530 y 0,543, respectivamente.

7.8.2.1. Longitud de la parte aérea
Se realizo la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95% y ninguno de los

tratamientos mostré diferencia estadistica con respecto a la parte aérea (Fig. 14).
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Fig. 14. Especificacion de las partes de trigo para determinar la longitud. Fotografia del Tratamiento
16 bloque 5.

El anélisis de varianza (Anexo 10.2) mostré que se cumple la hipétesis nula de que
los bloques provocan un efecto significativo en la longitud de la planta para los diferentes
tratamientos (Fig. 15) y realizando la prueba de Tukey a 95% de confidencialidad se muestra
cuales bloques son estadisticamente diferente de otros (Cuadro 15), donde el valor de las
medias va en orden descendente del bloque 1 al 6, siendo los primeros dos (Bl y B2)
diferentes de los ultimos dos (B5 y B6), recordando que la diferencia entre los bloques es la
cantidad e intensidad de luz solar que recibieron los tratamientos. La longitud del trigo fue
influenciada por la intensidad de la energia solar recibida por la planta, ya que fue el Gnico
factor diferente entre los blogues. El desarrollo de las plantas depende en gran medida de la
cantidad de agua y la energia solar recibida (Asrar et al., 1984). El efecto en la productividad
de los cultivos a partir de las condiciones de luz y radiacidn recibida se ha estudiado en
Triticum aestivum anteriormente. Por un lado en algunos casos se reportado que trigo de
invierno (Triticum aestivum) se ha adaptado y tolerado periodos de sombra (hasta 60%), sin
mostrar una diferencia significativa en su desarrollo y caracteristicas en la cosecha con
aquellos que fueron irradiados con una intensidad luminosa mayor (Zheng et al., 2011). Sin

72



embargo, otros estudios demuestran la estrecha relacion positiva entre la radiacion absorbida
del trigo desde su segunda semana de desarrollo y la biomasa total de la planta (Gallagher y
Biscoe, 1978). En este caso en particular, la intensidad luminosa influy6 positivamente en la
longitud del trigo (Triticum aestivum), ya que en general, los tratamientos del B6 son casi
25% mas altos que los tratamientos del B1. A pesar de la influencia positiva de la intensidad
luminosa a la que estuvieron expuestos los tratamientos de los tres primeros bloques (B1, B2
y B3), la media de altura (cm) esta por debajo de algunos otros experimentos bajo

condiciones similares (Tomar & Agarwal, 2013).
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Fig. 15. Intervalos de la longitud de trigo vs bloques. Los puntos representan el valor promedio y las
lineas de los extremos el dato mayor y menor de cada blogue.

Cuadro 15. Valor de las medias de la longitud del trigo por blogue. Los blogues que no comparten
letra son significativamente diferentes entre si.

Blogue N Media (cm) Grupo

1 18 46.16 A

2 18 45.28 AB

3 18 42.92 ABC

4 18 38.94 BCD
5 18 38.11 CD
6 18 35.21 D
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Para la parte de la espiga, se tomo solamente en consideracion la zona del grano desde
el comienzo de la vaina de gluma hasta la parte terminal de esta misma sin tomar en cuenta

las aristas (Fig. 16).

<— Avrista

Glumas terminales

Fig. 16. Descripcion general de las partes de la espiga. Fotografia del tratamiento 13 del blogue 3.

La media de la longitud de la espiga segun el analisis de Tukey al 95% de
confidencialidad para todos los tratamientos es estadisticamente igual. Esto quiere decir que
los diferentes factores de los tratamientos no impactaron significativamente en la altura de
espiga. Sin embargo, el analisis de varianza (Anexo 10.3) indica que el bloque en el que se
encuentran los tratamientos si es un factor que genera una diferencia significativa y esto se
puede observar mediante una prueba Tukey al 95% de confidencialidad (Fig. 17 y Cuadro

16).
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Fig. 17. Intervalos de la longitud de espiga vs blogue. Los puntos representan el valor promedio y los
extremos de las lineas de cada dato los valores mayor y menor.

La diferencia entre el promedio del tamafio de las espigas (cm) de los primeros tres
bloques (B1-B3) es 30% mayor a la de los bloques (B4-B6). Recordando que la diferencia
entre los primeros tres bloques (B1-B3) y los tres ultimos (B4-B6) es la intensidad luminosa
natural que reciben los tratamientos debido a la locacion y disefio de la habitacion
invernadero. Se sabe que la ausencia de luz en el periodo de llenado de grano tiene un impacto
negativo en el peso del grano de trigo (Abbate et al., 1997). Sin embargo, los bloques B4-B6
nunca tuvieron ausencia de luz sino una menor exposicion, por lo tanto, en este estudio se
puede observar el impacto positivo de la luz natural de las condiciones ambientales de

Mexicali B.C para el desarrollo de la espiga.

Cuadro 16. Longitud de espiga por bloque. Los grupos A y B son significativamente diferentes entre
si.

Blogue n Media(cm) Grupo
1 18 6.772 A

2 18 6.706 A

3 18 6.406 A

4 18 4.656 B
5 18 4.567 B
6 18 4.300 B
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7.8.2.2. Longitud de la raiz
Las raices se midieron con una cinta métrica desde el comienzo (cuello radical) hasta

la punta mas larga de la raiz (Fig. 18).

<— Cuello
radical

Fig. 18. Fotografia de la raiz de trigo del T15 bloque 4.

El andlisis de varianza con 0=0.05 (Anexo 10.3) describe que el Unico factor que
genera un efecto estadisticamente significativo para la longitud de la raiz son los bloques
(Fig. 19). Las raices juegan un papel esencial en el crecimiento de las plantas ya que son las
responsables de la adquisicién de agua y nutrientes provenientes del suelo. Debido a que los
primeros bloques (B1-B4) son estadisticamente iguales, comparados con los siguientes (B5-
B6), podria ser entonces, la exposicion de la luz natural uno de los factores que contribuyd
al mejor desarrollo de los tratamientos del B1 al B3. Aunque el desarrollo de las raices sea
en ausencia de luz bajo el suelo, la mayoria de los fotorreceptores se encuentran en la parte
radical y la luz es por tanto un modificador del crecimiento de las raices (Silva-Navas et al.,

2015).
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Fig. 19. Longitud de la raiz vs bloque. Los puntos representan el valor promedio mientras que las
lineas especifican los valores menor y mayor de cada bloque.

Se realiz6 una prueba Tukey de 95% de confidencialidad para conocer cuales bloques
son estadisticamente diferentes o iguales entre si (Cuadro 17). Los bloques del 1 al 4, tienen

una media estadisticamente igual entre si a diferencia de los Gltimos dos bloques (5 y 6).

Cuadro 17. Prueba de Tukey de la longitud de la raiz por blogue. Los blogues que no comparten letra
son significativamente diferentes entre si.

Blogue n Media(cm) Grupo
2 18 27.38 A

1 18 26.61 A

3 18 24.32 AB

4 18 21.61 ABC
5 18 16.67 BC
6 18 14.84 C

El anélisis de correlacion de Pearson, indico que la longitud de la raiz tiene una
correlacion positiva de 0.535 respecto a la cantidad de granos de los diferentes tratamientos.
Estudios demuestran que la densidad de la raiz aumenta el rendimiento del trigo, dejando la
longitud como un aspecto secundario para el desarrollo del trigo, ya que a mayor longitud se

presenta una menor densidad radical (Bai et al., 2019); por otro lado, en este trabajo de
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investigacion la longitud de la raiz demostré un impacto positivo en el desarrollo de granos

del trigo.

7.8.2.3. Peso de la parte aérea

El peso del trigo se evaluo tanto fresco como seco. Algunos de los tratamientos
desarrollaron macollos con espiga, los cuales se enlistan en el Cuadro 18 por bloque. Los
tratamientos no formaron macollos en el bloque 1y en el blogue 6 se formaron mas macollos

con espiga.

Cuadro 18. Tratamientos por bloque que presentaron formacién de macollos.

Bloque

Tratamiento 2 3 4 5 6
1 2 *
2 1*
3 1 2
4 * 2
5 2 1 2
8 2 2 1*
9 1,* 1 2
10 1,** 2
11 1*
12 1* 2
13 1
14 2 2
15 2
16 1* 1* 2 2
18 *

*= macollos que no desarrollaron espiga.

El andlisis de varianza (Anexo 10.3) mostro que ningun factor ni interaccion entre los
factores produce algun efecto significativo para el peso fresco de los tratamientos. Las medias
de los bloques 2 y 6 son estadisticamente diferentes, es decir que la diferencia de peso entre
todos los tratamientos del B2 y B6 se debe a la posicidn espacial en el invernadero y la

cantidad de luz solar durante su crecimiento es la responsable de la respuesta observada.
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Por otro lado, no existid diferencia significativa entre el peso fresco de la planta y los
diferentes factores segun la prueba de Tukey a un 95% de confidencialidad, es decir que

ningun factor influyd en una alteracion en cuanto al peso de la biomasa fresca.

De acuerdo con el un anélisis de varianza (Anexo 10.4) se encontrd que se acepta la
hipotesis nula para los bloques, es decir que las posiciones de los tratamientos generan un
efecto estadisticamente significativo en el peso seco de la parte aérea de la planta y realizando
la prueba de Tukey con un 95% de confidencialidad, se puede observar cuales bloques tienen

diferentes medias (Cuadro 19).

Cuadro 19. Medias del peso seco de la parte aérea. Los bloques que no comparten letra son
significativamente diferentes entre si.

Blogue n Media(g) Grupo
2 18 0.03995 A

18 0.03802 AB

18 0.03718 AB

18 0.03016 ABC

18 0.02714 BC

18  0.02339 C

[op BN & 2 N O8]

Al secar el tejido se excluye el contenido de agua y compuestos organicos volatiles,
por lo tanto, se realiz6 un analisis de la relacion para calcular el contenido de materia seca

(%) tal que:

Peso fresco

%Materia seca = x 100.... Ec. [4]

Peso seco

Al realizar un analisis de varianza (Anexo 10.5) para el porcentaje de materia seca,
los bloques son el Gnico factor que generan un efecto significativo en la respuesta (Cuadro
20) siendo diferentes solamente el bloque 3 del 1. No existe diferencia significativa entre

tratamientos.
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Cuadro 20. Prueba de Tukey para las medias del porcentaje de materia seca por bloque. Los bloques
que no comparten letra son significativamente diferentes entre si.

Bloque n Media (%) Grupo
3 18 93.981 A

4 18 92.518 AB
5 18 90.313 AB
2 18 90.173 AB
6 18 88.42 B
1 18 88.29 B

7.8.2.4. Pesode laraiz

Segun el andlisis de varianza ANOVA (Anexo 10.7) ningun factor o interaccion
genera algun efecto significativo en el peso fresco de la raiz. La prueba de Tukey a un 95%
de confidencialidad, demostré que no existe diferencia significativa entre tratamientos o

bloques para el peso fresco de la raiz.

Por otro lado, después de secar las raices en el horno y que algunos elementos
organicos se volatilizaran, se pesaron y se analizaron los datos con un analisis de varianza
(Anexo 10.8). El analisis estadistico dicto que se acepta la hipotesis nula de que los blogues
podrian generar un efecto estadisticamente significativo, por ello se realiz6 una prueba Tukey
con el 95% de confidencialidad para conocer cuales bloques provocan una diferencia en
cuanto al peso de la raiz seca (Cuadro 21). Para este caso, los primeros bloques (B1, B2 y
B3) son estadisticamente diferentes al tltimo bloque (B6). Estudios demuestran que periodos
de sombra o de energia solar limitada en las fases tempranas de desarrollo del trigo impactan
negativamente en contraste con aquellos que no son afectados por esta limitante energética
siendo uno de sus efectos la reduccién del peso de la materia seca y también el niamero de

granos (Beed et al., 2007).
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Cuadro 21. Prueba de Tukey para las medias del peso seco de la raiz. Los bloques que no comparten
letra son significativamente diferentes entre si, segin la prueba de Tukey con un 95% de

confidencialidad.

Blogue n Media(g) Grupo
2 18 0.03995 A
3 18 0.03802 AB
1 18 0.03718 AB
4 18 0.03016 ABC
5 18 0.02714 ABC
6 18  0.02339 C

Como se realizé anteriormente para la parte aérea seca de la planta, se realiz6 un

analisis de varianza para el porcentaje de materia seca (relacion entre el peso fresco y peso

seco de la raiz). El analisis de varianza indico que los blogues si generan un efecto en la

materia seca contenida en el tejido radical (Anexo 10.8) especificamente entre el B3y el B1

y esto se puede observar en el Cuadro 22.

Cuadro 22. Prueba de Tukey de las medias de la materia seca de la raiz. Los bloques que no
comparten letra son significativamente diferentes entre si, segun la prueba Tukey con un 95% de

confidencialidad.

Bloque n Media (%) Grupo

3 18 90.83 A

2 18 86.31 AB
4 18 85.28 AB
5 18 85.01 AB
6 18 80.55 AB
1 18 73.50 B

7.8.2.5. Numero de granos

Se compar6 la cantidad de granos por tratamiento, el analisis de varianza (Anexo

10.9), sustenta que el Unico factor que repercute en la cantidad de granos es el bloque donde

se encuentran los tratamientos. Se realiz6 una aprueba de Tukey para la media de los bloques

(Cuadro 23), donde se puede observar que la posicién de los tratamientos dentro del
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invernadero provoca una diferencia entre la cantidad de granos desarrollados por los

diferentes tratamientos.

Cuadro 23. Prueba de Tukey del del nimero de granos por bloque. Los bloques que no comparten
letra son significativamente diferentes entre si, segin la prueba Tukey con un 95% de
confidencialidad.

Bloque n Media (No. de granos) Grupo

2 18 23.50 A
3 18 22.72 A
1 18 22.667 A
4 18 17.28 A
5 18 9.17 B
6 18 417 B

7.8.2.6. Peso de granos

El peso de grano fue también afectado por el bloque en el que se encontraban los
tratamientos, segun el andlisis de varianza (Anexo 10.9), esto se puede ver reflejado en el
Cuadro 24. Segun un analisis de correlacion de Pearson, existe una correlacion positiva del

0.915 entre el nimero de granos y la media de su peso.

Cuadro 24. Prueba de Tukey para el peso de los granos. Los bloques que no comparten letra son
significativamente diferentes entre si, segln la prueba Tukey con un 95% de confidencialidad.

Bloque n Media (g) Grupo
2 18 0.5742 A
3 18 0.5064 AB
1 18 0.4262 AB
4 18 0.3714 B
5 18 0.2031 C
6 18 0.0981 C

Para la mayoria de los analisis incluidos el nimero y peso de granos de los diferentes
tratamientos, el efecto de la posicion de las plantas es el Unico de los factores que afecto el
desarrollo del trigo durante el experimento. Ningun factor del disefio de experimentos
(fertilizante sintético o inoculo bacteriano) fue significativo en el desarrollo de la planta y su
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fruto, en contraste con el impacto producido debido a la exposicion a la luz solar. La
diferencia entre la iluminancia (klux) a la que estuvieron expuestos los primeros tres bloques
(B1, B2 y B3) fue de aproximadamente 10 veces mas que las de los bloques restantes (B4,
B5 y B6), segin medidas diarias aleatorias a lo largo del experimento. Estudios han
demostrado que los periodos de sombra, aunque cortos, afectan el desarrollo de las plantas
de trigo en las etapas tempranas (Lunagaria y Patel, 2017). Especificamente en este caso de
estudio se puede observar que, la diferencia de luz fue esencial para el desarrollo general de
la planta y la ausencia y fluctuaciones de luminiscencia durante su desarrollo tuvo una
respuesta negativa para los diferentes tratamientos. Las plantas de trigo de la region, por
tanto, son sensibles a condiciones de luz limitadas, aunque sea por periodos cortos y no
restringidos totalmente de esta. El papel de la luz afectd el crecimiento, radical, del tallo,
peso y cantidad de fruto. Estudios demuestran que el trigo en diferentes responde
negativamente ante la ausencia de luz debido a los fotorreceptores que regulan la
arquitectura, adaptaciones morfoldgicas y desarrollo de la planta para la produccién de
energia durante su crecimiento, por ello se han encontrado respuestas adaptativas de Triticum
aestivum de invierno cuando por debido a las condiciones climaticas la exposicién a la luz
solar disminuye; sin embargo, en el estudio no se encontraron los mecanismos especificos de

estas respuestas (Ghersa et al., 1994).

7.8.2.7.  Analisis microbiologico del suelo rizosférico

Se realizd un analisis de varianza (Anexo 10.10) y pruebas de Tukey para comparar
los resultados de acuerdo a la cantidad de UFC g de suelo rizosférico de los diferentes
tratamientos. Los resultados indican que ningun factor o interaccion genera algun efecto
estadisticamente significativo para la densidad microbiana en la rizésfera. Sin embargo, en
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la Fig. 20, se observan los efectos principales sobre las medias para los tratamientos respecto
a la concentracion microbiana de la rizésfera. En el caso de Triticum aestivum, aquellos
tratamientos suplementados con el aislado Bacillus Megatenum a cualquiera de sus
concentraciones (1x107 y 1x109 UFC ml?) presentan una mayor densidad microbiana en la
zona rizosférica comparado con aquellos tratamientos sin inocular con el aislado. También
se puede observar en la Fig. 20 que la adicion del fertilizante disminuye la densidad

microbiana en el suelo rizosférico.
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Fig. 20. Efectos principales para las UFC g.

Por tanto, aunque la respuesta no sea estadisticamente significativa, se puede observar
como de forma general para los tratamientos independientemente del bloque, al suplementar
el suelo con UAN 32, un comun fertilizante nitrogenado sintético, ocurre una ligera
disminucion del microbioma bacteriano. Debido al importante papel del N en el desarrollo

de las plantas, se suelen adicionar fertilizantes sintéticos para reponer las consecuencias del

84



nutriente en concentraciones limitadas; sin embargo, la biota del suelo disminuye
considerablemente al utilizar solamente fertilizantes inorganicos por ello, se sugiere utilizar
fertilizantes organicos que aprovechen la biota nativa y los procesos naturales de

mineralizacion (Ikoyi et al., 2020).

7.8.2.8.  Andlisis fisicos y quimicos del suelo post-cosecha

En el cuadro 25, se muestran los valores para porcentaje de saturacion (PS), CE, pH,
MO, nitrégeno (N-NO3z) y fosforo (P-PO43) en el suelo, que fueron analizados justo después
de la obtencion de la parte radical de la planta para cada uno de los tratamientos. Es de
importancia conocer las caracteristicas del suelo, ya que comunmente en las parcelas
agricolas, se intercalan y rotan los cultivos inmediatamente después de la cosecha. En todos
los casos el suelo después de la cosecha respecto a su CE, es moderadamente salino, en el
caso de la MO esta se elevd de un contenido bajo del suelo inicial hasta muy alto en el caso
del T17. Finalmente, los minerales de N y P también incrementaron en cierta medida su

concentracion en el suelo.

Cuadro 25. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo previas y posteriores al experimento de
Triticum aestivum.

Analisis guimicos (Salinidad) Analisis guimicos (Fertilidad)
Tratamiento PS CE pH MO N-NOy P-PO*
(%) (dS m) (%) (ppm) (%)
Parcela
INIEAP* 58.0 6.53 7.96 0.92 3.91 0.67
T1 (control) 575 343 8.15 4.90 16.3 0.69
T2 60 341 8.03 3.82 8.66 0.61
T3 60.5 3.32 8.21 1.61 7.46 0.72
T4 58.5 3.48 8.18 0.74 11.6 0.72
T5 57.5 3.45 8.12 2.87 8.21 0.62
T6 60 3.24 8.19 2.71 5.18 0.81
T7 62 3.45 8.3 2.77 11.6 0.61
T8 61 3.42 8.17 2.68 5.66 0.72
T9 62.5 3.55 8.1 5.55 13.20 0.78
T10 60 3.52 8.1 231 17.9 0.73
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T11 62.5 3.52 8.08 1.29 13.6 0.68

T12 62 3.89 7.99 0.71 10.3 0.63
T13 61.5 3.52 8.09 3.09 13.70 0.71
T14 62.5 3.34 8.22 2.39 12.90 0.66
T15 60.5 3.34 8.18 4.17 18.9 0.68
T16 63.5 3.27 8.07 3.46 15.10 0.73
T17 60 3.73 8.18 8.68 15.9 0.76
T18 62.5 3.53 8.13 2.57 14.14 0.70

*= Caracteristicas del suelo previo al experimento.

La disminucién de la CE pudo deberse a la naturaleza del experimento, ya que se llevé a cabo
en macetas, por lo que el constante riego pudo provocar un lavado de las sales. ElI aumento del
contenido de materia organica en el T17 indica una interaccion positiva entre la adicion del fertilizante
nitrogenado y la adicion del inoculante bacteriano de Bacillus megaterium (1x10° UFC ml?) y
Kokuria rhizophila (1x10” UFC ml?). Sin embargo, el aumento de materia organica no produjo algun
cambio significativo en el desarrollo del trigo de las variables analizadas o en el contenido de algun
otro componente del suelo en este trabajo de estudio (cuadro 25). Los tratamientos con mas cantidad
de No3 en el suelo corresponde al T15, que durante el experimento se adicion6 UAN 32, Bacillus
megaterium (1x10” UFC ml?) y Kokuria rhizophila (1x10” UFC ml?). Sin embargo, el aumento en
el contenido de nitratos no produjo una diferencia significativa con los otros tratamientos en ninguna

de las respuestas analizadas.

7.9.  Experimento en condiciones de invernadero para Lactuca sativa

La siembra de Lactuca sativa se realizo el dia 03 de diciembre de 2019 y las plantas
fueron cosechadas el dia 22 de marzo de 2020. El periodo de desarrollo de la planta hasta su
cosecha fue bajo las condiciones ambientales de la region. En el Cuadro 26 se enlistan las
condiciones climéticas historicas, segun la estacion meteorolégica mas cercana al lugar
donde se llevaron a cabo las pruebas: Aeropuerto General Rodolfo Sanchez Taboada INTL

(MMML) Lat.32,630669 Long.-115,242439. La informacion sobre la duracion del dia a lo
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largo del experimento se obtuvo a partir de un sitio web Ilamado Dateandtime.info a partir

de la base de datos geogréafica: https://www.geonames.org/.

Cuadro 26. Caracteristicas climaticas del invernadero durante el crecimiento de Lactuca sativa:
https://www.meteored.mx/mexicali/historico.

Temperatura Duracion del dia
(C) (h)
Minima Media Méxima Minima Méximo
2 155 28 10:07:26 12:13:29

7.9.1. Caracteristicas de los tratamientos previo a la fertilizacion

Los primeros brotes se dieron 10 dias después de la siembra (13 de diciembre de
2020). Para este experimento los 18 tratamientos también se evaluaron con réplicas de n=6.
En el Cuadro 27 se observa el porcentaje macetas que por tratamiento presentaron brotes en
10 dias posteriores a la siembra. El Gnico tratamiento con brote en todas sus réplicas fue el
T12. Por otro lado, los tratamientos T11 y T13 contaron solamente con el desarrollo de brotes
en una de las réplicas. Los resultados en ese momento fueron altamente heterogéneos que no
se podria asumir que la respuesta de crecimiento es debido a alguna diferencia entre los

factores que se comparan en este estudio.

Cuadro 27. Porcentaje de macetas con presencia de brote(s) de Lactuca sativa pasados 10 dias de la
siembra.

. Macetas con desarrollo de brote (s)
Tratamiento

(%)

T1 (control) 66.66
T2 33.33
T3 49.99
T4 49.99
T5 86.33
T6 49.99
T7 86.33
T8 86.33
T9 66.66
T10 33.33
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T11 16.66

T12 100

T13 16.66
T14 66.66
T15 49.99
T16 33.33
T17 49.99
T18 49.99

Pasados 40 dias de la siembra, todos los tratamientos en cada una de las macetas tenian
al menos 3 brotes. Se dejo solamente uno por maceta que representara el tamafio promedio

de cada tratamiento segun sea el caso.

7.9.2. Caracteristicas de los tratamientos posterior a la fertilizacion y

biofertilizacion

La California Fertilization Guidelines de la CDFA sugiere que Lactuca sativa en la
fase temprana de su crecimiento no requiere un alto contenido de N. Previo a la siembra se
suministro la dosis recomendada de 20 ppm ya que la concentracion de N en el suelo estaba
por debajo del nivel recomendado. Después de 55 dias de la siembra, se agregé el fertilizante
(UAN 32) y el in6culo bacteriano (Bacillus megaterium y Kokuria rhizophila), ya que la
recomendacion para un 6ptimo rendimiento, es que el fertilizante se afiada durante la etapa

de crecimiento en la etapa de desarrollo de la cabeza de la lechuga.

A partir de la fertilizacion y biofertilizacion se realizaron 6 mediciones semanales del
ICC desde el dia 62 hasta el fin de la cosecha (110 dias después de la siembra). Los resultados
de la primera y segunda medicion del ICC se muestran en la Fig. 21, y Fig. 22 realizando la
prueba Tukey con un nivel de confianza del 95% todos los valores de ICC tienen

estadisticamente la misma media en ambas fechas.
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Fig. 21. Intervalos de las medias de los tratamientos para la primera medicion del ICC de Lactuca
sativa.

17.5

15.0 |

125

ICC2

10.0 1

757

5.0

T1 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Tratamiento

Fig. 22. Intervalos de las medias de los tratamientos para la segunda medicién del ICC de Lactuca

sativa.

Para la tercera medicion se comparo la media de cada tratamiento respecto al ICC con
la media del tratamiento control (T1) tratamiento que no contiene ninguno de los suplementos

(fertilizante sintético o inoculo bacteriano).
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Las ultimas dos mediciones del ICC indicaron que las respuestas en los tratamientos
fueron estadisticamente iguales entre si, por lo tanto, hasta ese momento ninguno de los
factores influyo positiva o negativamente para el ICC de las hojas de la lechuga a lo largo

del experimento.

7.9.3. Caracteristicas de Lactuca sativa después de la cosecha

La cosecha se realizo el dia 22 de marzo de 2020, 109 dias después de la siembra. Se
desprendié con una navaja la parte aérea de la planta para realizar las mediciones que se
mostraran en los siguientes apartados. En condiciones asépticas se recolectaron 10 g de suelo
rizosférico de cada maceta para los andlisis microbioldgicos y posteriormente 166.66 g para
los analisis fisicos y quimicos. La parte restante de suelo se sumergié en agua y se realizaron
filtrados para recuperar la mayor parte de raiz posible. Se realiz6 de ese modo por la
saturacion de raiz en las masetas (Fig. 23). Debido al exceso de raices y la adhesion de éstas
en las paredes de la maceta, en el experimento de Lactuca sativa no fue posible evaluar la

longitud de la raiz.

Fig. 23 (A) Parte inferior del suelo saturado de raiz. (B) Zona lateral del suelo.
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7.9.3.1. Longitud de la parte aérea

La parte aérea de la planta se midio desde el inicio del tallo cilindrico (Fig. 24) hasta
el término de las hojas y se promedi6 (n=6). Para su medicidn, se colocaron individualmente

sobre una superficie y se midieron con una cinta métrica.

Comienzo
del tallo .

Fig. 24. Especificacion de punto para determinar la longitud de Lactuca sativa. Fotografia del T18.

Los factores o sus combinaciones no influyeron estadisticamente para el desarrollo
de las plantas de lechuga, especificamente la longitud de sus hojas. Sin embargo, se puede

observar la tendencia y el ligero efecto negativo al afiadir el inoculo bacteriano (Fig. 25).
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Fig. 25. Efectos principales para longitud de la parte aérea. Segun un analisis de correlacién de
Pearson, existe una correlacion positiva del 0.528 entre la longitud de las hojas y el peso
fresco de la planta.

7.9.3.2. Peso de la parte aérea

El anélisis de varianza mostr6 que ningun factor o interaccion de factores causa algin
efecto en cuanto al peso fresco de la parte aérea de las plantas de lechuga. Se realizé un
analisis de comparacion de Fisher con un nivel de confianza del 95%, y se encontré que los
tratamientos T12 y T13 produjeron una cantidad de biomasa estadisticamente mayor que los
tratamientos T9 y T15 (Cuadro 28).

Cuadro 28. Agrupacion utilizando el método Fisher para el peso fresco.

Tratamiento Media (g) Grupo
T12 205.1557 A
T13 201.2548 A

T1 194.9331 AB
T7 169.9884 AB
T10 167.6214 AB
T8 158.2740 AB
T6 152.7618 AB
T5 150.6566 AB
T18 150.3259 AB
T11 131.4583 AB
T2 131.2775 AB
T17 130.8313 AB
T16 130.0250 AB
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T14 129.0819 AB

T4 127.7050 AB

T3 124.3432 AB

T9 114.4609 B
T15 112.6039 B

Los tratamientos que no comparten letra son estadisticamente diferentes entre si.

En cuanto al peso seco de la parte aérea, el anélisis de varianza ANOVA mostré que
no existe efecto de ninguno de los factores o interacciones de los factores. El analisis de
Fisher (95% de confidencialidad) indicd una diferencia estadistica entre la media mas alta

perteneciente al tratamiento T12 y las medias del tratamiento T11y T14. (Cuadro 29).

Cuadro 29. Agrupacion utilizando el método Fisher para el peso seco de parte aérea.

Tratamiento Media Grupo
T12 10.14 A
T10 9.125 AB
T17 8.936 AB

Tl 8.787 AB
T13 8.69 AB
T3 8.607 AB
T5 8.48 AB
T7 8.37 AB
T2 8.198 AB
T6 8.06 AB
T8 7.92 AB
T9 7.421 AB
T18 7.19 AB
T4 6.929 AB
T15 6.58 AB
T16 6.55 AB
T11 5.32 B

T14 5.07 B

Los tratamientos que no comparten letra son estadisticamente diferentes entre si.

Mediante la ecuacion 4 se calculdé el contenido de materia seca (%) de los
tratamientos. El porcentaje de materia seca de la parte aérea global fue de 5.44%. La U.S.
DEPARTMENT OF AGRICULTURE (USDA) reporta que el porcentaje de agua en las

plantas de lechuga es del 95.5%.
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7.9.3.3.  Pesode laraiz

Al igual que en los andlisis anteriores, ningln factor o interaccion entre factores,
provoco segun el analisis de varianza ANOVA, algun efecto significativo en la densidad de
biomasa de la zona radical, que en este caso se midié en funcion de su peso fresco en gramos.
Un analisis de Fisher con un 95% de confidencialidad (Cuadro 30) muestra las diferencias
entre los tratamientos, que se dividen en 5 grupos. Los tratamientos con las medias mas altas
son los que pertenecen a la agrupacion A, de ellos el 71% no fue suplementado con
fertilizante sintético.

Cuadro 30. Agrupacion utilizando el método Fisher para peso fresco de la raiz.

Tratamiento Media Grupo
T2 2.133 A

T1 (control) 2.000 AB
T5 1.839 ABC
T3 1.691 ABCD
T12 1.233 ABCDE
T17 1.150 ABCDE
T9 1.007 ABCDE
T13 0.901 BCDE
T15 0.899 BCDE
T7 0.874 BCDE
T8 0.844 CDE
T4 0.740 CDE
T14 0.720 CDE
T16 0.619 DE
T6 0.602 DE
T18 0.539 DE
T10 0.532 E
T11 0.521 E

Los tratamientos que no comparten letra son estadisticamente diferentes entre si.

La respuesta en funcion de los diferentes métodos de fertilizacion, se puede observar
en la Fig. 26. En ninguno de los casos el suplemento bacteriano o quimico fue benéfico para
el peso de la raiz (segun su peso fresco); sin embargo, se puede observar una ligera

disminucidén debido a la adicidn de fertilizante sintético a los tratamientos.
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Fig. 26. Efectos principales para peso fresco de la raiz.

En el caso del peso seco de la raiz, segun un analisis de varianza ANOVA los factores
no fueron causa de respuesta positiva 0 negativa estadisticamente significativa, sin embargo,
segun un analisis de Fisher, las diferencias de las medias se categorizan en cuatro diferentes
agrupaciones (Cuadro 31), el grupo A el 62.5% de las medias son tratamientos a los que no
se les suplemento con fertilizante sintético y cuentan con diferentes dosis de aislados

bacterianos.

Cuadro 31. Comparacion del peso seco de la raiz segun un analisis de Fisher.

Tratamiento Media Grupo
T2 2.133 A
T1 2.000 AB
T5 1.839 ABC
T3 1.691 ABCD
T12 1.233 ABCDE
T17 1.150 ABCDE
T9 1.007 ABCDE
T13 0.901 BCDE
T15 0.899 BCDE
T7 0.874 BCDE
T8 0.844 CDE
T4 0.740 CDE
T14 0.720 CDE
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T16 0.619 DE

T6 0.602 DE
T18 0.539 DE
T10 0.532 E
T11 0.521 E

7.9.3.4.  Numero de hojas
Estadisticamente segin un analisis de varianza con un nivel de confianza de 95%
ninguno de los factores sus niveles influyeron en la cantidad de hojas desarrolladas por el
cultivo de lechuga. El anélisis de Fisher para comparar medias (Cuadro 32), muestra que el
promedio del nimero de hojas del T12 es estadisticamente diferente al tratamiento T10, T14
y T11.

Cuadro 32. Numero de hojas segin método Fisher con 95% de confidencialidad.

Tratamiento Media Grupo
T12 21.50 A

T1 (control) 21.00 AB
T8 19.83 AB
T5 19.50 ABC
T7 19.33 ABC
T9 19.33 ABC
T4 19.00 ABC
T13 19.00 ABC
T16 18.83 ABC
T6 18.50 ABC
T15 18.17 ABC
T2 18.00 ABC
T18 17.83 ABC
T17 17.83 ABC
T3 17.33 ABC
T10 16.66 BC
T14 15.00 C
T11 14.83 C

Los tratamientos que no comparten letra son estadisticamente diferentes entre si.

El analisis de los efectos principales (Fig. 27), demuestra que aquellos tratamientos
que durante todo el proceso fueron suplementados con fertilizante sintético mostraron un

ligero efecto negativo (estadisticamente no significativo); sin embargo, es importante
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recalcar que para este caso de estudios la fertilizacion sintética disminuyd en una ligera

medida, el desarrollo de la lechuga.

BI BII F

19.0
18.8

18.6

Mean of Numero de hojas
oo
o~

18.0
17.8

17.6

Fig. 27. Efectos principales para niumero de hojas de la planta.

Segun el analisis de correlacion de Pearson, existe una correlacion positiva del 0.786

respecto al nimero de hojas y peso fresco.

7.9.3.5. Indice de contenido de clorofila
El anélisis de varianza demostro que el indice de contenido de clorofila (ICC) no fue
positiva 0 negativamente afectado por algun factor o interaccion de factores de los diferentes
tratamientos.
El 50% de los tratamientos mostré una media mayor que el control T1 y de ellos, el

33% fueron tratamientos que fueron suplementados con fertilizante sintético UAN 32.
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7.9.3.6.  Analisis microbiologico del suelo
El analisis de varianza ANOVA, mostro que ni los factores ni sus interacciones tienen
efecto significativo en la cantidad de UFC g de suelo rizosférico. A pesar de ello, existen
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de distintos tratamientos
(Cuadro 33). Esto se debe a que en todos los tratamientos las respuestas fueron heterogéneas
que, a pesar de las medias mas altas, no se puede estadisticamente, asegurar que es debido a
uno de los factores del presente estudio (inoculo bacteriano o fertilizante sintético)

Cuadro 33. Agrupacion utilizando el método Fisher para UFC g™

Tratamiento Media (UFC g*1) Grupo
T15 2.3x10° A
T7 2.2 x10° AB
T16 2.0 x10° ABC
T17 1.45 x10° ABCD
T5 1.4x10° BCD
T9 1.34 x10° CD
T18 1.33 x10° CD
T4 1.29 x10° CD
T10 1.29 x10° CD
Tl 1.29 x10° CD
T13 1.13 x10° D
T6 1.10 x10° D
T14 1.06 x10° D
T11 1.05 x10° D
T3 9.7 x10* D
T12 9.6 x10* D
T2 8.5 x10* D
T8 6.2 x10* D

Los tratamientos que no comparten letra son estadisticamente diferentes entre si.

Segun la grafica de efectos principales la cantidad de UFC g se mira afectada
negativamente por la adicion de la Bl (Bacillus megaterium) en su concentracion alta (1x10°
UFC ml?), por el contrario, la adicion del aislado bacteriano BIl (Kocuria rhizophila),
aumenta la concentracion de UFC g* de suelo rizosférico. El efecto menos significativo se
observa con el fertilizante sintético, cuya concentracion de UFC g de suelo rizosférico es

ligeramente mas elevado en su nivel alto (Fig. 28).

98



BI Bl F

160000

150000

140000

130000

120000

Media de UFC/g suelo rizosférico

110000

100000

Fig. 28. Efectos principales para UFC g de suelo rizosférico.

En general, en el experimento de Lactuca sativa, ningun factor (inoculo bacteriano
y/o fertilizante sintético) y sus combinaciones impactaron negativa o positivamente en su
desarrollo segun las respuestas analizadas en el presente estudio. Diferentes estudios han
tenido respuestas similares en cuanto al peso fresco de la lechuga como por ejemplo (Ayala
et al., 2019), mientras que en otros experimentos con macetas y en invernadero, el desarrollo
vegetal de la cabeza de Lactuca sativa alcanza los 600 g (Draghici et al., 2016), siendo por
tanto, competitivo para los productos comerciales actuales. Una de las principales diferencias
entre ambos experimentos, es la suplementacién de tres de los principales nutrientes N, P y
K, y también varios micronutrientes Br, Cu, Zn, H. En este estudio, bajo las condiciones
mencionadas en los apartados anteriores, se puede observar que, la tasa de fertilizacion de
UAN 32 y/o el uso de organismos bacterianos no promovieron el desarrollo a escalas

competitivas de Lactuca sativa (peso de la cabeza de lechuga).
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8.  Conclusion

El presente estudio muestra el desarrollo de cultivos agricolas importantes de la regién
de Mexicali B.C. Triticum aestivum y Lactuca sativa en condiciones de invernadero bajo la
suplementacion de bacterias aisladas del suelo de la Laguna Salada B.C. Bacillus megaterium
y Kocuria rhizophila en diferentes concentraciones, solas o en conjunto de UAN 32, un
fertilizante nitrogenado comercial y comun de la region. Las condiciones ambientales del
experimento de Triticum aestivum, especificamente la luminancia a la que estuvieron
expuestos los tratamientos, fue el Unico de los factores que influyd en su crecimiento. Por
tanto, el trigo de la regidn es sensible a periodos de sombra que reducen su longitud, tamafio
de espiga y numero y peso de granos. Por otro lado, en el experimento de Lactuca sativa no
se encontré diferencia entre la suplementacion del inoculo bacteriano o el fertilizante
sintético en cualquiera de sus combinaciones, demostrando entonces que se requiere un
andlisis més detallado a cerca de la tasa de fertilizacion y cuidado adecuado para Lactuca

sativa en maceta en condiciones de invernadero.
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10. ANEXOS

10.1. ANOVA de ICC segunda medicion

Source
Model
Blocks
Linear
BT
BII
F
2-Way Interactions
BI*BII
BI*F
BII*F
3-Way Interactions
BI*BII*F
Error
Total

DF
22

BN 0O NN OO

[oe]
ar b
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4
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220.
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368.
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156.
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32
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03
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76
93
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44
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MS
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01
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00
74
74
62
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100.
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73.
44,
62.
156.
84.
57.
103.
119.
46.
46.
51.

10.2. ANOVA para longitud de raiz

Analysis of Variance

Source
Model
Blocks
Linear
BT
BIT
F
2-Way Interactions
BI*BII
BI*F
BII*F
3-Way Interactions
BI*BII*F
Error
Total

DF

N
a N

SN 0NN O

[ee)
g
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1

Adj

3473.
2438.
358.
173.
150.
34.
330.
167.
50.
111.
346.
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6665.
0138.
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O J ooy O U U1 O U WJd W

Adj MS
157.87
487.65
71.69
86.85
75.14
34.45
41.24
41.88
25.25
55.97
86.65
86.65
78.42

F-Value
.96
.83
.43
.85
.20
.03
.64
.12
.01
.31
.91
.91

=

OO NNEFERPFPWHFEOR W

F-Value

2.01
.22
.91
11
.96
.44
.53
.53
.32
.71
.10
.10

PP OOOOOORr OO

P-Value
.015
.004
.223
.430
.306
.085
.126
.354
.140
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.465
.465

(@]
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[cNoNoNoNoNoNoNolNoNolNol

P-Value
.012
.000
.476
.335
.388
.509
.834
711
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.493
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10.3. ANOVA para peso fresco de la parte aérea de la planta

Source
Model
Blocks
Linear
BI
BII
F
2-Way Interactions
BI*BII
BI*F
BII*F
3-Way Interactions
BI*BII*F
Error
Total

DF
22

SN0 NN OO

[e¢]
a1

107

BN OOOOODODOO OO O o

Adj
.217
.657
.232
.033
.093
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.203
.137
.016
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.124
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Ss
83
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05
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82
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08
08
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Adj MS
.055356
.131526
.046572
.016650
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.106051
.025409
.034455
.008393
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.031019
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F-Value

1.66
.94
.39
.50
.40
.18
.76
.03
.25
.73
.93
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OO OO HrHrOWHrORr W

P-Value
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.003
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10.4. ANOVA para peso seco de la parte aérea de la planta

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 22 1.01031 0.04592 1.64 0.057
Blocks 5 0.55431 0.11086 3.95 0.003 se apoya hO
Linear 5 0.19533 0.03907 1.39 0.235
BI 2 0.02690 0.01345 0.48 0.621
BII 2 0.09277 0.04639 1.65 0.197
F 1 0.07565 0.07565 2.70 0.104
2-Way Interactions 8 0.19316 0.02414 0.86 0.553
BI*BII 4 0.12614 0.03154 1.12 0.350
BI*F 2 0.02738 0.01369 0.49 0.615
BII*F 2 0.03964 0.01982 0.71 0.496
3-Way Interactions 4 0.06751 0.01688 0.60 0.662
BI*BII*F 4 0.06751 0.01688 0.60 0.662
Error 85 2.38368 0.02804
Total 107 3.39399
10.5. ANOVA para materia seca parte aérea (%)
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 22 850.46 38.657 1.39 0.141
Blocks 5 455.76 91.151 3.29 0.009 se apoya hO
Linear 5 83.94 16.788 0.61 0.696
BI 2 26.33 13.163 0.47 0.624
BII 2 51.76 25.880 0.93 0.397
F 1 5.02 5.023 0.18 0.671
2-Way Interactions 8 184.00 23.000 0.83 0.579
BI*BII 4 62.41 15.603 0.56 0.690
BI*F 2 98.60 49.299 1.78 0.175
BII*F 2 20.46 10.229 0.37 0.692
3-Way Interactions 4 125.27 31.316 1.13 0.348
BI*BII*F 4 125.27 31.316 1.13 0.348
Error 84 2328.01 27.714
Total 106 3178.47
10.6. ANOVA para peso fresco de la raiz
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 22 0.018217 0.000828 1.28 0.208
Blocks 5 0.006450 0.001290 2.00 0.087
Linear 5 0.005373 0.001075 1.66 0.152
BI 2 0.003436 0.001718 2.66 0.076
BIT 2 0.001879 0.000940 1.45 0.239
F 1 0.000058 0.000058 0.09 0.766
2-Way Interactions 8 0.004444 0.000556 0.86 0.553
BI*BII 4 0.003837 0.000959 1.49 0.214
BI*F 2 0.000160 0.000080 0.12 0.883
BII*F 2 0.000447 0.000223 0.35 0.709
3-Way Interactions 4 0.001949 0.000487 0.75 0.558
BI*BII*F 4 0.001949 0.000487 0.75 0.558
Error 85 0.054897 0.000646
Total 107 0.073114
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10.7.

Source
Model
Blocks
Linear
BT
BII
F
2-Way Interactions
BI*BII
BI*F
BII*F
3-Way Interactions
BI*BII*F
Error
Total
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ANOVA para peso seco de la raiz
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10.9. ANOVA para peso de granos
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Model
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Linear
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Error
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ANOVA para materia seca de la raiz (%)

F-Value P
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se apoya hO

OO O OO0 OO oo

-Value
.141
.009
.696
.624
.397
.671
.579
.690
.175
.692
.348
.348

(@]

[ecNoNoRoNoNoNolNolNoNolNol

P-Value

0.000
.000
.159
.175
.401
.100
.204
.141
.438
.290
.034
.034 se apoya hO

se apoya hO

OO O OO0 OO oOo



10.10.

Source
Model
Blocks
Linear
BT
BII
F
2-Way Interactions
BI*BII
BI*F
BII*F
3-Way Interactions
BI*BII*F
Error
Total

DF
22

SN 0O NN OO

>

85
107

ANOVA para UFC gr?

Adj SS
1.48834E+11
61111188173
16324391188
14724599240

17143627
1582648321
60646845723
33113534390
2551229489
24982081844
10751375102
10751375102
4.47997E+11
5.96831E+11

Adj MS
6765172736
12222237635
3264878238
7362299620

8571813
1582648321
7580855715
8278383597
1275614745
12491040922
2687843776
2687843776
5270554084

120

F-Value

1.
.32
.62
.40
.00
.30
.44
.57
.24
.37
.51
.51

OO NORFHRr P OO ON

28

P-Value

(@]

OO O OO0 OO oOo

.207
.050
.685
.253
.998
.585
.193
.190
.786
.100
729
.729



