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RESUMEN

Las plantas aromaticas han ganado importancia en el mundo, debido a las
aplicaciones funcionales y sus principios activos. Una especie de orégano (Lippia
palmeri W.) nativa de México, la cual es considerada una alternativa de gran interés
para la agricultura sustentable; las especies de orégano son ampliamente utilizadas
con fines culinarios y las mas comunes son Origanum vulgare y Lippia graveolens,
este Ultimo originario de México. Los géneros de Origanum y Lippia, poseen
componentes muy importantes, como el carvacrol, el timol, el linalol, el limoneno, el
alcanfor, el b -cariofileno, el r —cimeno y el a —pineno. Sus contenidos dependen del
estado de crecimiento de la planta, época de recoleccion, también influyen los
factores edafoclimaticos y de la propia especie. Actualmente, en el area de los
alimentos, existe un interés que va en aumento, para cambiar los aditivos sintéticos
por los de origen natural, por ello los extractos de algunas especies de orégano
estan siendo estudiados. En el noroeste de México, el género Lippia spp., en los
altimos afios ha sido de gran interés para los agrosilvicultores; una de las formas
convencionales a las que acude el productor es al uso de fertilizantes quimicos, sin
embargo, con la finalidad de que al producto se le pueda agregar valor, ha acudido a
la solicitud de alternativas sustentables. Actualmente, existe interés en la blusqueda
de biofertilizantes en la agricultura de alta intrusién salina y elevadas temperaturas
para el cultivo de orégano. Las Halobacterias Promotoras del Crecimiento de
Plantas (HPCP), se han destacado por beneficiar a los cultivos nutrimentalmente y
mitigar el efecto de la salinidad; por ello es relevante la evaluacion y aplicacién de
estas bacterias halotolerantes que tienen la capacidad de fijar nitrdgeno N2
atmosférico, solubilizar fosfatos, proveer de fitohormonas al sistema radicular, mitigar
el estrés ionico y cationico, e influir como biocontrol para patdogenos de raiz; lo
anterior resulta ser una practica novedosa para mitigar el estrés salino y mejorar la
productividad y rendimiento de los cultivos en regiones de Sonora que son afectadas
por la sal. El presente trabajo de investigacion doctoral, inicio con el aislamiento de
bacterias rizosféricas de la raiz y suelo de plantas autoctonas de Lippia palmeri, que

se desarrolla de manera natural en el litoral floristico de la zona de Bahia de Kino,
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municipio de Hermosillo, Sonora, especificamente en la zona indigena que
pertenece a la comunidad indigena Comcaac, comunmente conocidos como “Seris”
= caminantes de arenas. El propédsito central fue la seleccibn de bacterias
halotolerantes, capaces de fijar de Nitrogeno, solubilizar fosfatos y producir
siderdéforos; cuyo objetivo de éstas halobacterias promotoras del crecimiento vegetal
selectas, consistio en determinar su efecto en la inoculacion en semilla de orégano y
evaluar la germinacion y produccion de biomasa del orégano (L. palmeri W.) a partir
de esquejes. Los resultados muestran la presencia de 15 cepas asociadas a la
rizosfera (raiz y suelo) de L. palmeri, bajo tres concentraciones de NacCl (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl) y dos temperaturas de incubacion (35 y 45 °C). De los 15 aislados
obtenidos, destacaron tres cepas bacterianas identificadas mediante la
secuenciacion parcial de 16S rRNA como: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis y Bacillus licheniformis. De ellas fue seleccionada la cepa de Bacillus
amyloliquefaciens debido a presentar actividad positiva a fijacion de nitrégeno,
solubilizacion de fosfatos y produccion de acidos organicos. Se inocul6 B.
amyloliquefasiens en semilla de L. palmeri y se evalu6 su efecto en la germinacion y
longitud radicular y se obtuvieron resultados significativos. Por otro lado, se realizé
el experimento para evaluar el efecto de Bacillus amiloliquefaciens (BA), acido indol
butirico (AIB) y un enraizador comercial como agentes promotores de raices en
estacas de L. palmeri en condiciones de invernadero. Se realizaron 12 tratamientos
en dos tejidos (estaca parte basal-EB y estaca parte inmadura-El) y se tomaron los
datos del peso de raiz y follaje tanto en fresco como seco, también la altura de la
planta. Los resultados muestran que el tratamiento a base de BA 1x 108 UFC/mL,
arrojo valores superiores y significativo en las variables: altura media de las plantas
(37.98 cm), longitud radicular (16. 88 cm), asi como en el peso seco aéreo (2.36 gr)
de las plantas; estos valores muestran 10 veces superior que el tratamiento control;
los resultados menos favorables fueron con el tratamiento a base de AIB
concentracion 1500 ppm presentando una altura promedio de la planta de 10.8 cm,
una longitud de la raiz de 6.51 cm, asi como el peso seco promedio de hojas de 0.85

gr. El tratamiento control presenté una altura promedio de la planta de 2.7 cm, una
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longitud de raiz de 2.8 cm, asi como el peso seco de hojas de 0.29 gr. Como
conclusién, nuestro estudio demuestra que la cepa halotolerante asociadas (B.
amyloliquefaciens) y evaluadas en la raiz de L. palmeri, pueden utilizarse como
biofertilizante con potencial para el desarrollo y produccion de orégano nativo en las

areas de Sonora que presentan suelos salinos.

Palabras clave: biofertilizante, zonas aridas, aromaticas, halotolerante, BPCV
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ABSTRACT

Aromatic plants have gained importance in the world, due to the functional
applications and their active principles. A species of oregano (Lippia palmeri W.)
native to Mexico, which is considered an alternative of great interest for sustainable
agriculture; oregano comprises several species of plants that are used for culinary
purposes, the most common being Origanum vulgare, and Lippia graveolens,
originally from Mexico. Among the properties of Origanum spp. and Lippia spp.,
Limonene, b-karyophyllene, r-cymene, camphor, linalool, a-pinene, carvacrol and
thymol are found as main components. Its contents depend on the species, the
climate, the altitude, the time of collection and the state of growth. Some properties of
oregano extracts have been studied due to the growing interest in replacing synthetic
additives in food. In northwestern Mexico, the genus Lippia spp., In recent years has
been of great interest to agroforestry farmers; one of the conventional ways that the
producer goes is to use chemical fertilizers, however, in order to add value to the
product, he has come to the request for sustainable alternatives. To the latter, there is
currently interest in the search for biofertilizers in agriculture with high saline intrusion
and high temperatures for the cultivation of oregano. Plant Growth Promoting
Halobacteria (HPCP) have stood out for benefiting crops nutritionally and mitigating
the effect of salinity; for this reason, the evaluation and application of these
halotolerant bacteria that have the ability to fix atmospheric nitrogen N2, solubilize
phosphates, provide phytohormones to the root system, mitigate ionic and cationic
stress, and influence as biocontrol for root pathogens is relevant; This turns out to be
a novel practice to mitigate saline stress and improve the productivity and yield of
crops in regions of Sonora that are affected by salt. The present doctoral research
work, began with the isolation of rhizospheric bacteria from the root and soil of native
plants of Lippia palmeri, which develops naturally in the floristic coastline of the Bahia
de Kino area, municipality of Hermosillo, Sonora, specifically in the indigenous area
that belongs to the Comcaac indigenous community, commonly known as “Seris” =
sand walkers. The main purpose was the selection of halotolerant bacteria, capable

of fixing Nitrogen, solubilizing phosphates and producing siderophores; whose
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objective of these select plant growth promoting halobacteria was to determine their
effect on oregano seed inoculation and to evaluate the germination and biomass
production of oregano (L. palmeri W.) from cuttings. The results show the presence of
15 strains associated with the rhizosphere (root and soil) of L. palmeri, under three
NaCl concentrations (0, 0.25, 0.5 and 0.75 M NaCl) and two incubation temperatures
(35 and 45 ° C). Of the 15 isolates obtained, three bacterial strains identified by partial
16S rRNA sequencing stood out as: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis and
Bacillus licheniformis. From them, the Bacillus amyloliquefaciens strain was selected
due to its positive activity for nitrogen fixation, solubilization of phosphates and
production of organic acids. B. amyloliquefasiens was inoculated in L. palmeri seed
and its effect on germination and root length was evaluated and significant results
were obtained. On the other hand, the experiment was carried out to evaluate the
effect of Bacillus amiloliquefaciens (BA), indole butyric acid (IBA) and a commercial
rooting agent as root promoting agents in cuttings of L. palmeri under greenhouse
conditions. Twelve treatments were carried out in two tissues (basal part-EB and
immature part-El stake) and the data of the root and foliage weight were taken, both
fresh and dry, as well as the height of the planta. The results show that the treatment
based on BA 1x108 CFU / mL, yielded higher and significant values in the variables:
mean height of the plants (37.98 cm), root length (16. 88 cm), as well as in the dry
weight aerial (2.36 gr) of the plants; these values show 10 times higher than the
control treatment; the less favorable results were with the treatment based on AIB
concentration 1500 ppm, presenting an average height of the plant of 10. 8 cm, a root
length of 6.51 cm, as well as the average dry weight of leaves of 0.85 gr. The control
treatment presented an average height of the plant of 2.7 cm, a root length of 2.8 cm,
as well as the dry weight of leaves of 0.29 gr. In conclusion, our study shows that the
associated halotolerant strain (B. amyloliquefaciens) and evaluated in the root of L.
palmeri, it can be used as a organic fertilizer with potential for the development and

production of native oregano in areas of Sonora that have saline soils.

Keywords: biofertilizer, arid, aromatic, halotolerant, PGPB
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INTRODUCCION

En lo que respecta a produccion y exportacion de orégano seco, México, se
posiciona en el segundo lugar a nivel mundial. EI orégano mexicano (Lippia
graveolens), se encuentra distribuido en los estados de Querétaro, Hidalgo,
Zacatecas, Coahuila, Jalisco, Tamaulipas, Durango, Chihuahua y Baja California
Sur en menor escala;, Sonora no aparece entre los estados productores de
orégano (Huerta, 2002; Corella-Bernal y Ortega-Nieblas, 2013). Con el nombre
de “orégano” se conocen mas veinte diferentes especies de plantas, cuyas hojas
y flores presentan un olor caracteristico a “especioso”. Las especies mayormente
utilizadas por sus cualidades culinarias son Lippia graveolens, la cual es nativa de
México Origanum vulgare, de Europa y Coridohymus capitatus de Espafia y de
Turquia Origanum onites (Lawrence, 1984, 1989; Russo et al., 1998).

El orégano tiene caracteristicas anti-fungicas, anti-bacteriales, citotoxicas y
antioxidantes (Aguilar-Murillo et al., 2013). Por lo anterior, es una planta
aromatica que por sus propiedades medicinales es de gran interés para su
aprovechamiento en diferentes industrias como la alimentaria, cosmeética,
farmacéutica y perfumera. Ademas, representan una excelente alternativa para
diversificar la agricultura, por tener especies con gran demanda en el consumo a
nivel mundial (Aguilar-Murillo et al., 2013). Lippia palmeri, es una planta de
orégano nativa del noroeste de México y suroeste de Estados Unidos y pertenece
a la familia Verbenacea, se encuentra distribuida en los estados de Sonora,
Sinaloa, las dos Baja California y Chihuahua. Se desarrolla en zonas éaridas y
semiaridas en suelos pobres de materia organica, es facil de encontrarla en las
laderas de los cerros y en raras ocasiones en terrenos planos (Maldonado, 1991;
Borboa-Flores et al., 2016).



Las caracteristicas especiales de las plantas de orégano, pueden verse afectadas
0 limitadas por la disponibilidad de nitrégeno y la salinidad del suelo presente en
zonas aridas y semiaridas de México. Para superar ésta limitante, pueden
utilizarse bacterias benéficas presentes en el sistema radicular de las plantas
halofitas, resaltando aquellas tolerantes a la salinidad y que son denominadas
halobacterias promotoras del crecimiento de plantas (HPCP). Estos
microorganismos pueden mitigar el efecto de la salinidad en el suelo y aumentar
la disponibilidad de nutrientes por la fijacibn de nitrégeno atmosférico y
proporcionarlo de forma asimilable a la planta. Asimismo, también tienen
capacidad para proveerle fitohormonas (&cido giberélico y &cido indol acético) y
fosforo asimilable mediante la solubilizacion de fosfatos (Loredo-Osti et al., 2004).

En la region noroeste de México, son escasos los estudios relacionados con
plantas arométicas y su asociacion con las HPCV. Es por lo anterior que el
objetivo del presente estudio consiste en determinar el efecto de la inoculacién de
halobacterias promotoras del crecimiento vegetal en el rendimiento y la

composicién del aceite esencial del orégano (L. palmeri).

ANTECEDENTES

Plantas aromaticas en zonas aridas

El atractivo principal de las plantas aromaticas, deriva del amplio potencial
culinario utilizadas como condimento en platillos regionales e internacionales;
ademas estudios recientes, demuestran sus beneficios atribuidos a sus
propiedades anti-bacterianas, anti-fUngicas, antioxidantes entre otras. Estas
propiedades biolégicas se deben a la capacidad de la planta para producir
metabolitos secundarios, los cuales aumentan cuando la planta se encuentra en
condiciones de estrés como lo es la falta de agua, salinidad, etc., gran cantidad de

plantas aromaticas se desarrollan en zonas aridas y semiaridas, por lo que resulta



interesante dirigir la mirada hacia estas zonas. La Comision Nacional de las
Zonas Aridas (CONAZA), describe estas zonas aridas a todas las superficies del
territorio nacional en donde las precipitaciones anuales oscilan en 250 milimetros
(mm) o menos y donde las precipitaciones alcanzan mas de 250 mm y menos de
500 mm. como zonas semiaridas. La Comision Nacional de las Zonas Aridas
(CONAZA), define como zona arida a las superficies del territorio nacional en
donde las precipitaciones anuales oscilan en 250 milimetros (mm) o menos, y
donde alcanzan mas de 250 mm y menos de 500 mm como zonas semiaridas.
En la Republica Mexicana las zonas aridas, muy aridas y semiaridas abarcan mas
del 50% de la superficie total (CONACYT, 2015). De acuerdo con SAGARPA
(2016), las regiones secas son areas llenas de riquezas, bondades y ofrecen un
importante porcentaje de la produccion de alimentos que se cultivan en las zonas

aridas.

Importancia de las plantas aromaticas

En los dltimos afos, el interés por estas las plantas aromaticas se ha
incrementado, debido a sus amplios usos potenciales en distintas industrias,
como la medicinal/farmacéutica, alimentaria, asi como en la fabricacion de
perfumes y cosméticos (Heywood, 1999; Sangwan et al., 2001, Bandoni, 2002),
de igual manera son muy atractivas para consumidores, recolectores, agricultores,
industrias transformadoras, etc. (Azizi et al., 2007). También se ha generado un
aumento de su uso, en productos nutracéuticos, de fisioterapia y aromaterapia,
entre otras muchas mas aplicaciones (Juarez-Rosete et al., 2013). En estudios
recientes se han encontrado que a estas plantas se les confiere actividad
bioldgica (contra hongos, bacterias, insectos y virus), asi como antioxidante (Milos
et al., 2000), desinfectante; insecticida (Sedy et al.,, 2003). También se ha
reportado su empleo en la medicina tradicional como antiespasmadico, y por tal
motivo sus extractos 0 aceites esenciales se han convertido en productos muy

atractivos para la exportacion.



Adicionalmente, Dafarera et al (2000), afirma que la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), describidé que un alto porcentaje de la poblacion mundial (cerca del
80%), utiliza extractos de plantas y sus productos bioactivos como los
terpenoides, para los cuidados primarios de la salud. Naghdi Badi et al. (2017),
estudiaron la actividad biologica de 10 plantas arométicas pertenecientes a las
familias Laminaceae, Verbenaceae y Ranunculaceae. Ellos extrajeron el timol y
carvacrol de sus aceites esenciales y les encontraron un amplio espectro de
actividad biolégica como antimicrobianos, antiinflamatorios, antioxidantes,
hepatoprotectoras y antitumorales. Juarez-Rosete (2013), en su estudio destaco
que, en México, la albahaca es la principal hierba aromatica que se produce para
exportacion, sin embargo, actualmente no se cuenta con una valoracion de la

situacion de las plantas aromaéticas.

Analizando a las plantas aromaticas, las investigaciones dirigidas al mejoramiento
de un sistema de produccion de cultivo bajo condiciones de aridez y salinidad, tal
como ocurre naturalmente en la zona noroeste de México. Se ha reportado que la
productividad de es escasa por la disponibilidad de nitrégeno, ademas afecta
directamente sobre su crecimiento y niveles de nitrbgeno presentes en la
biomasa, repercutiendo asi en el rendimiento y propiedades nutritivas. Para
eliminar ésta limitante, se han aplicado fertilizantes sintéticos (Rueda et al., 2011).
No obstante, el manejo inadecuado y desmedido de fertilizantes quimicos, afecta
de una manera importante el desarrollo de las poblaciones de microorganismos
benéficos del suelo, asi como también una agudizacion al problema de la intrusion
salina (Martinez, 1996).

Salinidad

La salinizacion de los suelos agricolas son quiza el problema mas serio que
enfrenta la agricultura en nuestros dias (Rodriguez et al., 2014), ya que son

condiciones que limitan la produccion agricola provocando suelos infértiles e



improductivos, causando un grave problema en la agricultura mundial (Manzano
et al., 2014). De acuerdo con Rodriguez et al., (2014), el aumento de la salinidad
se debe al incremento excesivo de la desertificacion, a la introduccion masiva de
sistemas de riego y a su manejo inadecuado. La salinizacion del suelo y el agua
son los principales causantes que contribuyen directamente a la desertificacion,
debido a que la salinidad suele desarrollarse mejor en condiciones aridas, lo cual
sucede en un 50% de la superficie de las zonas éaridas y semiaridas del planeta.
Por lo anterior mencionado, es que la salinidad y la desertificacion estan
intimamente relacionadas (Palacio et al., 2010). Los suelos con problemas de
salinizacién, segun Porta et al (2014), se observan en los cultivos, debido a que
demuestran mala germinacion, deficiencia en el crecimiento, bajos rendimientos y
hasta la muerte de la planta, lo cual es causado por el exceso de sales que
rebasa el umbral soportado por la planta. Por lo antes mencionado, es de suma
importancia buscar alternativas de cultivos que se adapten a las condiciones de

salinidad y aridez.

Un caso: EIl orégano

Se conoce como orégano a un arbusto (herbaceo, perenne), que es muy utilizado
como condimento por su olor y sabor especioso; ademas de poseer aplicaciones
funcionales que son benéficas para la salud. Por tal motivo se han utilizado
desde tiempos remotos, a las hojas maceradas, mismas que se toman en
infusiones para aliviar célicos (antiespasmaodico), asi como malestares digestivos
causados por gases (carminativo) y por parasitos (antihelmintico); asi mismo,
también se emplean para aliviar la obstruccién de las vias respiratorias como
tbnico expectorante (antitusigeno) y para curar dolores musculares
(desinflamatorio). En medicina tradicional, las hojas frescas, son Uutiles para
controlar el asma (antiasmatico), las infecciones dérmicas (anti-infeccioso) con

accion especifica contra Staphylococcus aureus y Candida albicans



(antibacterial), y ademas es utilizado como fungicida e insecticida (Martinez-
Evaristo, et al., 2015; CONABIO, 2005; Avila, 2001).

Estudios recientes sobre actividad antioxidante en Hedeoma patens, Lippia
graveolens y Lippia palmeri, mostraron capacidad para inhibir la oxidacion lipidica
en diferentes sistemas, pues presentaron la mas amplia y efectiva actividad

antioxidante, de entre otras especies (Gutiérrez- Grijalva et al., 2017).

Distribucidén y clasificacion taxonomica de Lippia
Palmeri W.

Dentro del género Lippia (familia Verbenaceae), se encuentran cerca de 200
especies incluyendo herbaceas, matorrales y pequefios arboles (Terblanche y
Kornelius, 1996). No obstante, se le llama orégano a alrededor de 40 especies
gue presentan olores y sabores similares, los cuales se encuentran dentro de las
familias Verbenaceae, Labiatae; y Compositae (Tabla 1), lo cual influye en el tipo
de sustancias activas y la cantidad que presenten (Silva-Vazquez et al., 2008).
Lippia palmeri, se distribuye al noroeste de México y suroeste de Estados Unidos,
localizandose principalmente en los estados de Chihuahua, Sonora, Sinaloa y las
dos Baja California (Figura 1) (Maldonado, 1991; Ortega-Nieblas et al., 2016).



Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Lippia
palmeri (Sanchez et al., 2007; SEMARNAT,
2007; CONAFOR, 2011)

Reino
Division
Clase
Orden
Familia
Género
Especie

Plantae
Magnoliophyla
Magnoliopsidae
Lamiales
Verbenacea
Lippia

palmeri



Figura 1. Planta de Lippia palmeri en floracion, localizada en el &rea Coomcac, municipio de
Hermosillo.



Alternativa de biofertilizacién en plantas de orégano

La mayoria de las investigaciones en plantas arométicas, se concentran en la
fraccion proteica y en la calidad de sus acidos grasos volatiles (Bressani y Elias,
1974). Dichos estudios realizados, se han desarrollado en plantas cultivadas, en
donde utilizan productos quimicos para su fertilizacion; la cual aunada al uso y
manejo indiscriminado por parte de los productores, agrava el problema de

salinidad en zonas aridas.

Por otra parte, una opcion a la fertilizacion quimica es el uso de microorganismos
benéficos, entre los que destacan los promotores del crecimiento vegetal. Estos
se desarrollan en la rizésfera y se caracterizan por tener habilidad de fijar
nitrogeno atmosférico, solubilizar fosfatos y producir fitohormonas. Ademas de
colonizar a la planta a partir de las raices, aumentando la densidad de pelos
radiculares aumentando asi la absorcidon de agua y nutrientes. Ademas, también
ayudan a la produccion de fitohormonas como las giberelinas, citoquininas y
auxinas, entre otras, que se encargan de promover el crecimiento vegetal (Jena et
al.,, 1992; Gamo y Sang, 1990). Dichas -caracteristicas influyen en la
productividad agricola, reduciendo los costos de produccion y disminuyendo o
eliminando el uso de fertilizantes quimicos (Okon y Labandera, 1994). Por todo lo
anterior, el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)
representa una excelente opcion para ser utilizado en la agricultura organica y

sustentable con el medio ambiente.

Dentro del grupo de BPCV, se encuentran las halobacterias, llamadas asi por su
tolerancia a la salinidad. Estudios relacionados con halobacterias benéficas y
sobre todo aquellas fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos en el
Noroestes de México, han sido encaminados a cultivos agricolas de interés
basico, forrajero y horticola. Cabe mencionar que entre los microorganismos con
capacidad de fijar nitrégeno y/o producir fitohormonas mas estudiados, podemos

encontrar a los géneros de Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Bacillus vy



Rhizobium (Buckman y Brady, 1977; De Troch y Vanderleydan, 1996). Estos
promueven el desarrollo fenotipico, incrementando la biomasa, aumentando la
cantidad de nitrégeno en granos y brotes, asi como en el nUmero de tallos, altura
de planta, tasa de germinacion, aparicion precoz de grano Yy floracion; ademas de
un incremento en la calidad proteinica de los granos cosechados (Okon y
Labandera, 1994). Sin embargo, estos organismos han sido aislados de
ambientes favorables donde la salinidad y alcalinidad no son un problema. Es por
ello, la importancia de ampliar el conocimiento para explorar las poblaciones
microbianas en la rizésfera de plantas de zonas aridas desérticas como lo es el

orégano silvestre.

Mecanismos de accion de las BPCV

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), son conocidas como
bacterias que habitan la raiz y estimulan el crecimiento de las plantas (Moreno et
al., 2018). En lo que respecta al efecto positivo que estas BPCV ejercen sobre las
plantas, se conocen dos mecanismos de accion: mecanismos directos y
mecanismos indirectos. Los mecanismos directos: son aquellos que suceden
cuando las bacterias producen ciertos metabolitos secundarios, los cuales pueden
ser utilizados por la planta como reguladores de crecimiento, ya que se
incrementa la disponibilidad de nutrientes requeridos para el metabolismo y
nutricion de la misma. Algunos ejemplos de mecanismos directos son: la
reduccion de toxicidad por metales pesados, la sintesis de fitohormonas, fijacion
de nitrégeno N2 atmosférico y reduccion de la actividad de la ACC desaminasa,
incremento de la permeabilidad de las raices, solubilizacion de minerales, entre
muchos otros (Kumar & Verma, 2018; Moreno et al., 2018).

En tanto que, los mecanismos indirectos, son responsables de disminuir o
eliminar a los microorganismos fitopatdgenos, generando sustancias
antimicrobianas, antibiéticas, enzimas liticas o una mezcla de ellas; esto sucede

debido a que se genera competencia, por nutrientes, espacio, o bien aumentando
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las defensas de la planta generando un control bioldégico. Otro ejemplo es la
produccién de sideroforos, los cuales son mecanismos para secuestrar Fe
disponible en el suelo de esta manera limita el desarrollo de ciertos fitopatégenos,

entre otros.

La combinacion de los mecanismos directos e indirectos brinda el efecto evidente
de la promocién de crecimiento en plantas; observando un aumento en la
germinacion, el peso y una mayor fuerza en las plantulas, también aumento en el
desarrollo de raices e incrementos de hasta el 30% en la produccion de cultivos
comerciales y plantas aromaticas (Angulo et al., 2014; Kumar & Verma, 2018;
Moreno et al., 2018)

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens, es una bacteria que presenta amplia distribucion en la
rizosfera de una amplia gama de ecosistemas, se ha encontrado en suelos
tropicales, subtropicales y templados de todo el planeta. Esta especie ha sido muy
utilizada en la agricultura, acuicultura e hidroponia para combatir un sin nimero
de patdgenos de raiz; también es muy utilizada para mejorar la capacidad de
tolerancia al estrés salino; ademas de colonizar rapidamente el sistema radicular

sin formar nédulos (Pedraza et al., 2020)

Los microorganismos del genero B. amyloliquefaciens, presentan la virtud de fijar
N2 atmosférico, facilitando nitrogeno asimilable para la planta y promoviendo la
liberaciébn de hormonas como el acido indolacético (AlA) y auxinas, dando como
resultado el crecimiento de las raices y los pelos radiculares (33-40%). También,
se ha encontrado una relacion directa entre la absorcion de minerales y agua, lo
cual ayuda al desarrollo e incremento del rendimiento de la planta; por lo anterior
gue es considerada como una bacteria promotora del crecimiento en plantas
(Sanchez-Lépez, et al., 2016; Pedraza et al., 2020).
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Inoculacién de BPCV en semillas de otras plantas
aromaticas

El manejo de indculos bacterianos, comprende la eleccién y reproduccion de
agentes benéficos para las plantas, desde los que brindan proteccion a la planta
de ataques de bacterias, hongos, malezas y plagas, hasta los que proveen
nutrientes. Los promotores de crecimiento vegetal, pueden tener gran capacidad
como agentes de biocontrol y biofertilizantes, que producen hormonas de
crecimiento que pueden ser aprovechadas por las plantas (Grageda-Cabrera et
al., 2012).

Estudios de Tahami et al (2017); relacionados con la inoculacion de semillas de
albahaca (Ocimum basilicum L) utilizando biofertilizantes con distintos
tratamientos comerciales con Azotobacter sp. y Azospirillum sp.; Bacillus sp. y
Pseudomonas sp. obtuvieron resultados alentadores en la mayor altura de planta,
namero de ramas, materia seca e indice de area foliar, también una mayor
produccion de semillas. Kutlu et al (2019), aislaron Bacillus megaterium, B.
subtilis, Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas putida y P. fluorescens de suelos
agricolas y los utlizaron como biofertilizantes en cultivo de orégano turco
(Origanum onites), encontraron aumento en la altura de la planta, el didmetro de
la copa, peso fresco, peso seco y rendimiento de aceite esencial comparado con
el control; las concentraciones de N, P y K de las hojas de O. onites y el contenido
de clorofila aumentaron, el componente principal del aceite esencial también
cambié. De acuerdo con Kutlu et al (2019), confirman los beneficios de utilizar
PGPR como biofertilizantes para lograr un cultivo sustentable de orégano
organico.

Por su parte, Mishra et al (2017), realizaron una investigacion inoculando PGPR
en plantas de cilantro (Coriandrum sativum) para evaluar el rendimiento del cultivo
en condiciones de campo abierto en una region semiarida de la India, de un total

de seis aislamientos obtenidos, dos de ellos (Bacillus aerophilus y B. megaterium)
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mostraron resultados positivos en cuanto al aumento de la longitud de la raiz, del
follaje, peso de la raiz, peso del follaje, asi como aumento significativo del
rendimiento de la semilla y del aceite esencial para todos los inoculantes en
comparacion con los controles, estos beneficios se pueden atribuir a la produccion
de AIA, solubilizacién de fosforo, capacidad de fijar nitrogeno. Ellos afirman que
B. aerophilus y B. megaterium presentan potencial para promover el crecimiento

especificamente en cultivos organicos de C. sativum.

Conforme a Dehghani-Bidgoli et al (2019), quienes inocularon Pseudomonas
fluorescence en plantas de romero (Rosmarinus officinalis). Ellos concluyeron que
los niveles de salinidad moderados pueden mejorar los parametros de crecimiento
de la planta, la cual puede afectarse al aumentar los niveles de salinidad, también
se demostrd que con la aplicacion de PGPR, el rendimiento de aceite esencial de
R. officinalis mejoro incluso en condiciones de salinidad. posiblemente los factores
bidticos y abioticos influyan en los diferentes mecanismos e interacciones entre las
plantas y bacterias benéficas, con esta investigacion se confirma que el uso de las
PGPR ayuda a mejorar el rendimiento del aceite esencial en condiciones normales
y de salinidad.

Desde la perspectiva de Santoro et al (2015), quienes aislaron tres cepas nativas
de PGPR (Pseudomonas putida) provenientes de un campo de cultivo de menta
(Mentha piperita). Las tres cepas nativas fueron capaces de producir 1AA y
solubilizar fosfatos, pero solo una produjo sideroforos. Con los resultados
obtenidos de esta investigacion en las plantas inoculadas con PGPR, se encontro
aumento de peso seco, longitud, follaje y numero de hojas comparado con los
controles.

Se concluye que las cepas nativas, tienen un gran potencial como bio-fertilizante
para mejorar la productividad en cultivos de plantas aromaticas, ademas que
constituyen la mejor opcion para la inoculacion, debido a su adaptacion al medio
ambiente representan una gran ventaja de competencia sobre otras cepas no

nativas.
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HIPOTESIS

Los microorganismos benéficos como las halobacterias promotoras de
crecimiento vegetal, presentan efectos significativos en la germinacién y la

biomasa de estacas de Lippia. Palmeri W., en condiciones en invernadero.
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OBJETIVO

Determinar el efecto de la inoculacion de halobacterias promotoras del
crecimiento vegetal en la germinacion y la produccion de biomasa del orégano (L.

palmeri W.).

Objetivos especificos

1. Aislar, purificar e identificar las bacterias capaces de fijar nitrogeno
atmosfeérico (N2), solubilizar fésforo (P) y producir sideréforos en la rizésfera de

orégano (Lippia palmeri W.).

2. Evaluar la fisiologia de semilla y esqueje de L. palmeri mediante la
inoculacién de halobacterias promotoras del crecimiento vegetal in vitro y

condiciones de invernadero.

3. Obtener el rendimiento de la biomasa de estacas de L. palmeri

mediante la inoculacién con halobacterias promotoras de crecimiento vegetal.
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DESARROLLO DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Para cumplir con los objetivos de la investigacion, el trabajo experimental se

dividi6 en tres etapas.

Primera etapa

A partir de raices y suelo de plantas nativas de orégano (Lippia palmeri), se
aislaron bacterias promotoras de crecimiento vegetal. Los aislados fueron
desarrollados en medios de cultivos libre de una fuente de nitrogeno, utilizando
diferentes temperaturas (35 y 45 °C) y concentraciones de salinidad (NaCl). Los
microorganismos que destacaron en desarrollo sobre los demas fueron aislados,
obteniendo un total de 15 aislados, los cuales fueron sujetos a pruebas indirectas
de fijaciébn de nitrégeno, solubilizacién de fosfatos y produccion de sideroforos.
Finalmente, las bacterias fueron identificadas mediante la secuenciacion del gen

16S ribosomal y depositado en el GenBank.

Segunda etapa

La bacteria seleccionada y caracterizada como Bacillus amyloliquefaciens, fue
evaluada en la etapa de germinacion en condiciones in vitro. B. amyloliquefaciens
aislada de la raiz de Lippia palmeri fue inoculado en semillas y comparado con un
tratamiento de Acido giberélico a 100ppm, y otro sin inoculante. Las condiciones
de germinacion fueron a diferentes concentraciones de NaCl (0.0, 0.06, 0.12).

Tercera etapa

En condiciones de invernadero se desarroll6 un estudio, evaluando a B.
amyloliquefaciens aislada de raices de L. palmeri; sobre estacas de la misma
especie. Se consideraron estacas de la parte basal y parte inmadura de la planta,
se compararon el B. amiloliquefaciens, un enraizador comercial (raizal), Acido
indolbutirico a 1500 ppm y combinaciones de ellas. Variables fisiologicas fueron

consideradas durante el desarrollo de la estaca.
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Descripcién del Capitulo 1

Estado del arte del aislamiento, purificacion, caracterizacion y seleccién de
bacterias halotolerantes provenientes de suelo y raiz de L. palmeri, con actividad
fijadora de Nitrogeno, solubilizacién de P y produccion de sideréforos. Evaluacion
de la fenologia de las colonias y células bacterianas bacterianas, asi como la
germinacion en semilla de L. palmeri mediante la inoculacion de halobacteria

seleccionada, bajo condiciones in vitro.

Produccién de un articulo de investigacion original titulado: “HALOBACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL ASOCIADAS A LIPPIA PALMERI
(VERBENACEAE) EN LA ZONA ARIDA DEL NOROESTE DE MEXICOQ’, el cual
fue aceptado en la revista “Acta Biolégica Colombiana”. Este manuscrito
presenta la caracterizacion de un potencial biofertilizante halotolerante aislado de
raiz de L. palmeri nativo y evaluado en la etapa de germinacion en condiciones in

vitro.
Descripcién del Capitulo 2

Estado del arte de la evaluacién en el desarrollo fenolégico de estacas de L.
palmeri (parte basal y parte inmadura de la estaca), establecidas en condiciones
de invernadero, bajo la inoculacién de bacterias halotolerantes asociadas a L.
palmerii (B. amyloliquefaciens); enraizador comercial y acido indolbutirico a 1500
ppm; asi como una combinacion entre ellas y comparadas con tratamientos

testigo.

Este capitulo considera un articulo original sometido a la revista “Notulae Scientia
Biologicae”, el cual es intitulado: Effects of plant growth promoting halobacteria
Bacillus amyloliquefaciens Inoculation on Rooting and Plant Biomass in Oregano
(Lippia palmeri S. Wats) Cuttings. Este manuscrito presenta el efecto que tiene la
bacteria seleccionada asilada de L. palmerii, sobre los dos tipos de tejido de la

estaca, en condiciones de invernadero.
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Descripcién del Capitulo 3

Estado del arte del potencial de cultivo que poseen las plantas aromaticas en
zonas aridas, se incluyen experiencias internacionales, nacionales y regionales.
Se incluye una resefia sobre los beneficios de estas plantas y sus amplios usos en
los diversos ambitos sociales, industriales y de investigacion; a su vez, como el
conocimiento en nuestro pais aun es limitado. Con el objetivo de presentar
alternativas de cultivo que se ajusten a las condiciones de aridez y escasez de
agua propias del estado de Sonora. Se presenta una alternativa al uso tradicional
de fertilizantes quimicos y como mejorarian los cultivos utilizando Halo-Bacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal (HBPCV), las cuales pueden mitigar el efecto
de la salinidad y mejorar la calidad nutricional de plantas aromaticas, a través de la
fijacion de nitrogeno atmosférico y proporcionarlo en forma asimilable a la planta,

ademas de proveer fitohormonas y fosforo asimilable.

Este capitulo considera una revision actualizada sometida a la revista “ITEA”, la
cual es intitulada: Aromatic plants an alternative to agricultural production in arid-
desert areas. En este manuscrito se presenta el estado del arte del potencial de
cultivo que poseen las plantas aromaticas en zonas aridas, asi como también una
alternativa al uso tradicional de fertilizantes quimicos y como mejorarian los

cultivos utilizando Halo-Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (HBPCV).
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CAPITULO 1

Capitulo 1. Estado del arte del aislamiento, purificacion, caracterizacion y
seleccion de bacterias halotolerantes provenientes de suelo y raiz de
L. palmeri, con actividad fijadora de Nitrégeno, solubilizacion de P y
produccion de sideroforos. Evaluacion de la fenologia de las colonias y
células bacterianas, asi como la germinacion en semilla de L. palmeri
mediante la inoculacion de halobacteria seleccionada, bajo

condiciones in vitro.

Halobacterias promotoras de crecimiento vegetal asociadas a Lippia palmeri

(Verbenaceae) en la zona arida del noroeste de México
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RESUMEN
La produccién de orégano es de relevancia econdmica en el noroeste de México.
Su productividad se ve limitada a niveles de nutricion. Los productores recurren a
la fertilizacion quimica, pero su mal uso, agudiza la salinidad. Lippia palmeri crece
de manera natural en suelos aridos pobres en materia organica, alta salinidad y

temperatura en el noroeste de Meéxico. En el contexto de una agricultura
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sustentable, los microorganismos mantienen la fertilidad del suelo e incrementan
la productividad de la planta. Actualmente existe interés en proponer
biofertilizantes en la agricultura de alta intrusion salina y elevadas temperaturas
para el cultivo de orégano. Las Halobacterias Promotoras del Crecimiento de
Plantas (HPCP), se han destacado por beneficiar a los cultivos nutrimentalmente y
mitigar el efecto de la salinidad. El objetivo del presente trabajo consistio en
identificar termo- y halo-tolerantes HPCP asociadas a la rizosfera de L. palmeri; se
evaluo la actividad solubilizadora de fosfatos, produccién de acidos organicos,
sideroforos y fijacion de nitrégeno; se identificaron mediante el gen ARNr-16S
aguellas con alta actividad evaluandose su efecto en la germinacion y longitud
radicular. Quince diferentes colonias sobresalieron al crecer en NaCl (0.25, 0.50 y
0.75 M) a 35 y 45°C, destacando tres bacterias identificadas: Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis. El efecto en la longitud
radicular es significativo por la aplicacion de B. amyloliquefaciens. Estudios
relacionados con la promocion vegetal deben ser considerados en posteriores
estudios. Este es el primer informe de B. amyloliguefaciens como una bacteria
fijadora de nitrégeno asociada a L. palmeri.

Palabras Clave: Bacillus amyloliquefaciens, biofertilizante, salinidad.

ABSTRACT

Oregano production is of economic relevance in northwestern Mexico. Its
productivity is limited by nutrition levels. Farmers resort to chemical fertilization, but
its misuse sharpens salinity. Lippia palmeri Watts is a specie of oregano that

naturally grows in arid soils with poor organic matter, high salinity and temperature
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in the northwestern Mexico. In the context of sustainable agriculture,
microorganisms activate soil fertility and increase plant productivity. Currently there
is interest in proposing biofertilizers in the agriculture with high saline intrusion and
temperatures for the cultivation of oregano. The Plant Growth Promoting
Halobacteria (HPCP) have stood out by the beneficiary of the nutritious crops and
mitigate the effect of the salinity. The objective of this work was to identify HPCP
associated to the rhizosphere of L. palmeri, thermo and halotolerant; phosphate
solubilizing activity, organic acid production, siderophores and nitrogen fixation
were evaluated; the highest activity colonies were identified by the rRNA-16S gene
and the effect on germination and root length was evaluated. Fifteen different
colonies stood out when growing in NaCl (0.25, 0.50 and 0.75 M) at 35 and 45 °C,
from which three bacteria were identified: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis and Bacillus licheniformis. The effect on root length was significant for B.
amyloliquefaciens. Studies related to plant promotion should be involved in
subsequent studies. This is the first report of Bacillus amyloliquefaciens as a
nitrogen fixing bacteria associated with Lipia palmeri.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, biofertilizer, salinity.

INTRODUCCION
México ocupa el segundo lugar en produccion y exportacion de orégano en todo el
mundo (Orona-Castillo et al.,, 2017). Destaca por tener un gran potencial
econdémico y una importante demanda internacional, debido a sus usos en la

industria  farmacéutica, cosmética y alimentaria; posee propiedades
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antimicrobianas, citotdxicas, antioxidantes y antifangicas (Aguilar-Murillo et al.,
2013). En México, la produccion de orégano rebasa las 80 toneladas anuales; sus
ventajas y utilidades lo convierten en uno de los productos de mayor
aprovechamiento mundial. En el noroeste de México, habita un pueblo amerindio
denominado COMCAAC. Su numero de habitantes ~20 000 personas, tienen
usos, costumbres, tradiciones y lengua propios; tienen autoridades tradicionales
propias, que se eligen por voto, y se respeta su jerarquia a la par de las leyes
civiles mexicanas; se autodenominan "Seris" (caminantes de dunas o arenales).
Actualmente la comunidad se dedica a la agricultura, frecuentemente con técnicas
avanzadas y con practicas sustentables. En la actualidad y con base a los apoyos
federales de la nacion y en aras de producir subproductos de orégano (extracto
para medicina tradicional, aceite esencial, especias, pan, etc.), y si bien ya utilizan
lineas mejoradas, estdn demandando se les proponga un sistema de produccién
de orégano con el uso de biofertilizantes; lo anterior a que bajo las condiciones
que producen (suelos con baja disponibilidad de materia organica (M.O.) <1%) y
pH arriba de 8; aunado a lo anterior, la salinidad que se ha vuelto un intruso de
suelos agricolas (Borboa-Flores et al., 2016) y los costos de produccién se ven
incrementados, sobre todo al sustituir la baja disponibilidad de M.O. por altas
aplicaciones de fertilizantes quimicos y donde su uso indiscriminado ha agravado
el problema local de la salinidad, el cual esta presente en las regiones agricolas de
la zona arida de México.

Existe una especie de orégano, Lippia palmeri Watts que se desarrolla de manera

natural en suelos costeros, adaptada a suelos pobres en materia organica y alta
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temperatura (Garcia-Pérez et al., 2012). Una alternativa de solucion a la intrusion
salina y que disminuiria las aplicaciones de fertilizacion sintética, es la aplicacion
de microorganismos benéficos presentes en el sistema radicular de las plantas,
entre los que resaltarian aquellos tolerantes a la salinidad y que son denominadas
halobacterias promotoras del crecimiento de plantas (HPCP) (Renganathan et al.,
2018). Las HPCP tienen la capacidad de asociarse al sistema radicular, beneficiar
a la planta y mitigar el efecto de la salinidad en el suelo; mejoran los rendimientos
de los cultivos proveyéndoles de nutrimentos mediante la fijacion de nitrégeno
atmosférico, solubilizacion de fosfatos, asimismo influyen en la planta por su
produccion de fitohormonas, como las auxinas y gibelinas (AG3) (Puente y
Bashan, 1993; Puente et al., 1999, Loredo-Osti et al., 2004). Entre los estudios
con halobacterias y cultivos horticolas y de interés forrajero figuran los de Rueda-
Puente et al., (2009), Villegas-Espinoza et al., (2014), Borboa-Flores et al., (2016),
Pathak y Kumar (2016), Mahanty et al., (2017), Jiménez-Gémez et al., (2018),
Renganathan et al., (2018) y Soégut — Cig, (2019), entre otros. Sin embargo,
aquellos estudios dirigidos a plantas aromaticas y su asociacion con bacterias
benéficas como son las promotoras del crecimiento vegetal de tipo halotolerante,
son nulos en la regién noroeste de México. En el contexto de una agricultura
sustentable, y a que, las HPCP incrementan la productividad de la planta, es
importante proponer biofertilizantes en una agricultura de alta intrusion salina y
temperatura para el cultivo de orégano en el noroeste de México. Con base a lo
anterior descrito, el objetivo del presente trabajo consistio en aislar, identificar las

HPCP termo- y halo-tolerantes, con actividad solubilizadora de fosfatos,
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productoras de acidos organicos y sideréforos, ademas de su capacidad de fijar
nitrégeno asociadas a la rizosfera de L. palmeri, en la zona arida del Noroeste de
México.
MATERIALES Y METODOS

Muestreo de raices y suelo para aislamiento microbiano

El muestreo se realiz6 en la zona arida indigena de los COMCAAC (indigenas
Seris) a 140 km al oeste de la ciudad de Hermosillo, Sonora, México. Este lugar se
ubica en los meridianos 112° 07" 14.9” y 112° 07" 15.3” de longitud oeste y el
paralelo 28° 59'18.2” y 28° 59°18.4” de longitud norte a 46 metros sobre el nivel
del mar. Predominan suelos tipo franco-arenosos y arenosos, pobres en nitrégeno
y materia organica, con clima seco arido-desértico (BWh) (segun la clasificacion
climatica de Képpen) con temperatura media anual de 43.2 + 12 °C y precipitacion
media de 123 mm. Las muestras de raiz y suelo fueron colectadas de cinco
plantas de L. palmeri en la etapa de floracion y de tres afios de edad, Identificadas
en la Universidad de Sonora, dentro del Laboraorio de Entomologia del DIPA
utilizando claves taxonomicas para plantas (Felger, 2000). Se tomaron tres
submuestras por cada planta (500 g de suelo y raices) y a una profundidad de 20,
40 y 60 cm. Los arbustos fueron seleccionados por su robustez (1.80 + 10 cm de
ancho), altura (1.50 £ 10 cm) y color (verde opaco intenso). El material colectado
se depositd en bolsas de plastico oscuras, se etiquetaron con sus
correspondientes datos de colecta y se guardaron en un recipiente térmico con
hielo que presentaba una temperatura entre los 4 + 2°C para su traslado al

laboratorio. Asimismo, se realizaron analisis al suelo para identificar su
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clasificacion, en ppm (mg.Kg suelo): N-NO3, P, Ca, Mg, Na, C.IL.C. en
mEQ.100gm, % Cationes Intercambiables: Ca, Mg, Na y K con base a Aguilar et al.
(1987). Una vez en el laboratorio, suelo y raices de cada muestra fue separada;
las raices fueron seccionadas a 2 cm segun Puente et al (1999). Las raices de
cada planta fueron depositadas en dos medios de cultivo carentes de una fuente
de nitrégeno; uno de ellos en medio liquido (medio de Rennie) (Rennie, 1981) en
matraces de 500 mL y el otro en medio sdlido (medio de Ashby) en cajas Petri
segun Vital-Lopez et al. (2015). Posteriormente, las cajas Petri con medio solido
se incubaron en una camara climatica por 43 h, sometiendo a dos temperaturas
los medios de cultivo con raices de cada planta a 35y 45 °C. Por su parte, de los
matraces con medio liquido y raices, una vez transcurrida la incubacién, se tomo
una alicuota para ser diluida en agua estéril en una proporcién 1:10 y de la quinta
dilucion se tomo 0.1 mL para sembrar por triplicado en medio libres de la fuente de
nitrogeno: solido Rennie (Rennie, 1981) y medio sélido Ashby (Vital-Lopez et al.,
2015); ambos medios considerando concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.50 y 0.75
M).

Con relacion al suelo colectado, se seleccion6 el suelo adherido a las raices
(rizosfera); 4 gr de suelo rizosférico (SR) se obtuvieron de cada muestra y se
depositaron en agua destilada estéril para su dilucion (1:100 SR: agua por
volumen). La solucion resultante fue diluida en serie en una proporcion 1:10 y de
la quinta dilucion se tom6 0.1 mL para sembrar por triplicado en dos medio
liquidos libres de la fuente de nitrogeno: Rennie (Rennie, 1981) y Ashby (Vital-

Lépez et al., 2015); ambos medios considerando concentraciones de NaCl (0.25,
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0.50 y 0.75 M). Los medios de cultivo se incubaron por 120 horas a 30 y 45 °C,
segun Rueda-Puente et al. (2010). Con relacién a los matraces con medio liquido
y SR, una vez transcurrida la incubacion, se tomé una alicuota para ser diluida en
agua estéril en una proporcion 1:10 y de la quinta dilucion se tomé 0.1 mL para
sembrar por triplicado en medio libre de la fuente de nitrégeno: sélido Rennie
(Rennie, 1981) y medio solido Ashby (Vital-Lopez et al., 2015); ambos medios
considerando concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.50 y 0.75 M). Con base a lo
anterior descrito, 96 unidades experimentales (cajas Petri) por cada planta selecta
y muestreada fueron consideradas para SR y raiz, originando 486 en total para su
analisis por las cinco plantas.

Seleccién y purificacién de los microorganismos

Con la finalidad de aislar y purificar las colonias desarrolladas, las bacterias
presentes en los distintos cultivos sélidos y en las diferentes concentraciones de
NaCl utilizadas, se manejo el medio solido TSA (Trypticase Soy Agar) (Becton,
Dickinson and Company) considerando la concentracién salina a la que se
desarroll6 siguiendo las recomendaciones de Manovsky (1982) e incubandolas a
30 °C durante 24 h. Los aislados bacterianos fueron preservados y almacenados
en 15% de glicerol a -70 °C (Carrillo et al., 1998). Posteriormente se tomd una
colonia de cada aislado y se le realiz6 un frotis para la tincion de Gram,
apoyandose de portaobjetos y utilizando un kit para tincion (Hycel de México S.A.
de C.V.), segun Javor et al. (1986); las muestras bacterianas fueron observadas
en un microscopio optico (Olympus cx31). Posteriormente a cada uno de los

aislados se le realizé una caracterizacion morfologica en donde se incluyeron
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datos de color, consistencia, apariencia, borde, elevacion, tipo de crecimiento y
forma de la colonia segun Javor et al. (1986), Barrow y Feltham (1993) y
MacFaddin (2000), lo que permiti6 descartar colonias bacterianas segun las
caracteristicas previamente citadas, cuando eran semejantes. Posteriormente, una
vez descartadas aquellas semejantes, se realiz6 a cada cepa bacteriana una
curva logaritimica para conocer sus fases de crecimiento (latencia (Fase Log),
exponencial, estacionaria y muerte); para esta actividad las cepas se cultivaron
(Infort HT) en caldo nutritivo (Becton, Dickinson and Company) durante 24 h a 150
rpm a 30°C tomando muestras cada 2 h, de acuerdo al siguiente procedimiento: 1
mL del cultivo se vertié en una celda para espectrofotometro (espectro maestro
FISHER SCIENTIFIC 415), tomando la lectura de absorbancia a una longitud de
onda de 540 nm contra un control de medio nutritivo sin células bacterianas. La
suspension bacteriana se diluyd hasta obtener una absorbancia de 1.00 unidad,
que corresponde a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL (Rueda et al., 2019).
Capacidad de fijacion de Nitrégeno (FN), Solubilizacion de fosfatos
inorganico (SF) y Produccién de sideroforos (PS) por las bacterias aisladas
Para cada actividad biolégica evaluada, las cepas seleccionadas se reactivaron
por separado en medio de cultivo en TSB (Tripticase soy broth) (Becton, Dickinson
and Company) durante 24 h a 150 rpm en una incubadora (Infort HT) a 30°C. Para
realizar la prueba de FN, se utilizé la relacionada con medios de cultivo sin una
fuente de nitrdgeno como fue el de agar sélido “Rennie” (Rennie, 1981) en cajas
Petri; para ello se agregaron 2L de cultivo puro crecido en TSB, depositandose

0.1 mL y dispersandose con el apoyo de una varilla de dispersion estéril sobre
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medio Rennie e incubandose las placas Petri a 30 °C durante 48 h. Un control fue
considerado (Azospirillum brasilense, proporcionada por el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste = CIBNOR=). La prueba se llevo a cabo
por triplicado. Las placas durante las 21 y 48 h fueron observadas para su
medicion y registro de aquellas colonias que se desarrollaron sobre el medio; la
medicion consistié en calcular el diametro con el apoyo de un vernier (Mitutoyo
America Corporation). Los resultados de crecimiento en mm, se clasificaron como
actividad nula (-) cuando no se presentd crecimiento, como actividad moderada (+)
cuando se presentd crecimiento de 0-7 mm y como actividad alta (++) cuando el
crecimiento supero los 7 mm.

Con relacién a la SF, del medio utilizado para reactivar los aislados bacterianos
(TSB), se tom6 0.1 mL de suspension bacteriana, la cual fue sembrada por el
meétodo de dispersién con una varilla estéril sobre medio s6lido SRSM (Sundara
Rao y Siha, 1963), el cual contiene sales de fosfato de calcio, asi como purpura de
bromocresol como indicador de pH. Las cajas Petri fueron incubadas a 28°C
durante 21 a 48 h, con la finalidad de observar alrededor de la(s) colonia(s)
bacteriana(s) una degradacion mineral que se manifiesta en forma de halo (indice
de degradacién =mm=y evidenciado por la clarificacién del medio ocasionada por
la solubilizacion de fosfatos); el halo fue medido utilizando un vernier (Mitutoyo
America Corporation). De acuerdo a los resultados de crecimiento en mm, se
clasificO como actividad nula (-) cuando no se presentd crecimiento; como
actividad moderada (+) con crecimiento de 0-3 mm y como actividad alta (++)

cuando el crecimiento supero los 3 mm. La técnica se desarrollo por triplicado e

37



incluyé un control denominado “Bacillus subitilis cepa 1118%” de la coleccion de
microorganismos extremofilos del CIBNOR”. Para la PS, del medio de cultivo
sélido TSB (Tripticase soy broth) de cada aislado reactivado, una alicuota (0.1
mL), se depositd sobre medio sdlido cromoazurol S (CAS) dispersandose con el
apoyo de una varilla de vidrio estéril para detectar la actividad bacteriana en la
produccion de sideroforos (PS). Al igual que en la SF, se utilizé una cepa control
B. subitilis 1118a y al cabo de la incubacion se clasific6 como actividad nula,
moderada y alta, los mismos criterios que en la SF, dependiendo del halo formado.
Identificacion de las halobacterias

La caracterizacion molecular de las halobacterias se desarrolld partir de la
secuenciacion del ADN que codifica para el ARN ribosomal 16s (GENEWIZ). Las
condiciones para la amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando los primers bacterianos universales se realiz6 como se reportd
previamente (McCabe et al., 1999; Baker et al., 2003). Posteriormente, las
secuencias nucleotidicas se analizaron mediante un alineamiento mdultiple
utiizando el programa Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para

identificacion de las especies bacterianas.

Disefio experimental
El disefio experimental para la actividad bacteriana de fijacion de Nitrégeno,
solubilizacion de fosfatos inorganicos y produccion de sideroforos, fue un disefio

completamente al azar. Los valores obtenidos, fueron evaluados con estadistica
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descriptiva, se obtuvo la media y desviacion estandar. Los resultados fueron
analizados con el paquete estadistico INFOSTAT version 2017e.

Evaluacion de la germinacién por efecto de Bacillus amyloliquefaciens.
Semillas de orégano fueron sometidas a la inoculacion de la cepa caracterizada
Bacillus amyloliquefaciens vs el tratamiento a base de é&cido giberélico AG3, a
razén de 100 ppm por 60 minutos (Borboa et al., 2016) y un control de agua
destilada; las semillas fueron colectadas del estero Santa Rosa de Bahia de Kino,
localizado en los 28° 58' 18.2" Norte y a 112°10' 9.5" Oeste a 3 metros sobre el
nivel del mar; se utlizaron 50 semillas por tratamiento (0.9 x 0.6 mm
aproximadamente) que no tuvieran dafios mecanicos ni de insecto. Posteriormente
las semillas se depositaron en recipientes con agua destilada por 60 min. y se
desecharon aquellas que flotaban (Rueda-Puente et al.,, 2009). En seguida se
desinfectaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% durante tres minutos y
se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces para eliminar los excesos de
cloro (Carrillo et al.,1998; Rueda-Puente et al., 2009). Bacillus amyloliquefaciens
se reactivo utilizando el medio de cultivo en TSB; la concentracion microbiana
inoculada en semilla fue la de 1 x 10° UFC- mL. La inoculacién en semilla fue con
base a la técnica del vacio reportada por Carrillo et al. (1998). Los tres
tratamientos se vieron sujetos a condiciones de NaCl (0, 0.06, 0.12 M). Las
semillas segun su tratamiento y por triplicado se colocaron en cajas Petri utilizando
como sustrato papel filtro. Las placas fueron colocadas en una germinadora con
temperatura controlada de 28 + 2 °C y de 90% de humedad relativa, utilizando un

medidor Thermo-Hygro DTH 880, por un periodo de 30 dias. Cada una de las
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placas se irrigd con las diferentes concentraciones de NaCl de manera inicial con
5 mL y posteriormente para evitar evaporacion se utiliz6 un atomizador (3mL),
previamente cambiando el papel filtro de cada caja Petri, cada tecrer dia y que
pudiera influir en acumularse sales de los riegos previos. La germinacion se llevo a
cabo en condiciones de oscuridad continua. Al segundo dia se observaron las
primeras semillas germinadas, realizdndose conteos de plantulas germinadas
cada dos dias (ISTA, 2016). En esta prueba se consideraron tres variables:
semillas germinadas (%), tasa de germinacion y longitud radicular (Gulzar y Khan,
2001; Borboa-Flores et al., 2016). El porcentaje de germinacion fue calculado
tomando en cuenta el nUmero de semillas germinadas entre el nUmero de semillas
totales puestas a germinar; para la obtencion del valor germinativo, se tomo en
cuenta el valor mas alto de germinacion el cual fue multiplicado por los dias
medios de la germinacién, este valor nos representa la fase lenta y rapida de la
germinacién. La tasa es la velocidad de germinacion en tiempo; asimismo, fue
evaluada la longitud de radicular apoyandose de un vernier.

En el presente estudio, se utiliz6 un disefio estadistico completamente al azar, con
4 repeticiones por tratamiento. Utilizando este mismo disefio, se realizaron analisis
de varianza del porcentaje de germinacion transformando previamente los valores
porcentuales con arcoseno (Sokal y Rohfl, 1988). La diferencia minima
significativa entre las medias de los tratamientos, de las variables estudiadas
(porcentaje de germinacion), fueron evaluadas mediante la prueba de Rango
Multiple de Duncan al 0.05%. Los datos fueron analizados utilizando el programa

estadistico de computo SAS 9.1 (SAS, 2015).
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RESULTADOS

Con base a la metodologia planteada, los resultados indican que el tipo de suelo
donde se desarrolla de manera natural L. palmeri es en uno de tipo franco arenoso
(Arena: 62.14; Limo 22.77; Arcilla; 15.09); C.E. Milimmho s/sc= 6.14; % de
saturacion= 31.5; % Capacidad de campo= 12.63; % M.O. 0.088; (en ppm (Kg/ha
suelo): N-NO3= 0.09; P=3.1); Permeabilidad K (cm/h) = de alta a excesiva 12.5; %
Cationes Intercambiables: Ca=250; Na=190), lo cual es indicativo de que el
orégano presente en la el estero de Santa Rosa es tolerante a la salinidad segun
la C.E. obtenida en los andlisis y un bajo contenido de M.O. presente.

Con relaciéon a los aislados bacterianos de raiz (R) y suelo rizosférico (SR)
adherido a las raicillas de las plantas colectadas de L. palmeri, se puede apreciar
en la Tabla 1 un total de 15 aislados bacterianos; de los cuales 10 fueron
obtenidos de R y cinco de SR, éstos ultimos mostrandose con un crecimiento lento
y visible en los medios Rennie (r), al cabo de 120 h de incubacion; por su parte los
10 aislados bacterianos de R, su aparicion fue a las 43 h después de la siembra
en medio Ashby (a). Cabe indicar que, de las 15 colonias obtenidas, el 26%
corresponde a aquellas obtenidas a 0 M de NaCl; a 0.25 M le compete el 33%
mientras que para 0.5y 0.75 M de NaCl es el 40%, lo cual es un indicativo de la
capacidad microbiana para desarrollarse en suelos con contenidos altos de NaCl y
similares al presente en el agua de mar (0.5 M de NaCl = 32 gr-L) presente en el
Golfo de California y que con sus mareas logra irrigar a las plantas de orégano del
estero Santa Rosa. No obstante, en la Tabla 1 se indique la temperatura de

preferencia para cada aislado, en ambas temperaturas se tuvo crecimiento

41



bacteriano al verse sujetas en un estudio adicional e identificando que aquellas
que crecen en presencia de NaCl, tienden a crecer en la alta temperatura
estudiada. Con base a las caracteristicas morfologicas de los 15 aislados
obtenidos, cuatro resultaron ser bacterias Gram positivas y 11 Gram negativas
(Tabla 1). los aislados 1F, 4F y 15F presentaron morfologia de bacilo y Gram
negativo pequefos y cortos, mientras que los aislados 2F, 3F, 5F, 6F, 10F, 12F y
13F, presentaron morfologia de bacilo pequefio y largo Gram negativo; por su
parte los aislados 10F y 11F resultaron bacilos Gram positivos pequefios largos. El
aislado 8F presentdé morfologia de cocobacilo Gram negativo pequefio y corto. El
aislado 9F resultdé con morfologia de diplobacilo Gram positivo pequefio y largo.
Por altimo, el aislado 14F presenté morfologia de estreptobacilo grande Gram
positivo (Tabla 1).

De las actividades bioldgicas evaluadas, los resultados muestran que todos los
aislados fueron positivos al crecimiento en medios libres de la fuente de nitrogeno
(Tabla 2). Sin embargo, el 46.6% se comport6 con una actividad alta ++ (cuando el
crecimiento superd los 7 mm), de los cuales 2F, 5F (con valores superiores y
significativos), 6F, 9F,10F y 11F mostraron desarrollos significativos a las 48 h y
por arriba de los 8 mm, en comparacion de los demas aislados (Figura 1). El
64.4% mostro una actividad moderada (+) en la prueba indirecta de fijacion de
nitrégeno (crecimiento sobre medios libres de la fuente de nitrbgeno) con un
crecimiento colonial entre de 0-7 mm y no superando su crecimiento radial de 6
cm (Figura 1). En la solubilizacion de fosfatos (SF), la actividad se redujo en

13.3% del 100% de los aislados bacterianos, figurando con una alta actividad
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(crecimiento en mm), solo el 23% de los activos para la SF (12F,13F y 15F) (Tabla
2), resultado que se puede apreciar con valores altos y significativos en
comparacion de los restantes aislados en la Figura 2a. Por su parte en la actividad
biologica de Produccion de sideréforos (PS), s6lo se mostro actividad en cuatro
aislados (Tabla 2), sobresaliendo el aislado con clave 4F, con valores significativos
vs aislados activos (Figura 2b). Cabe indicar que en las tres pruebas biologicas.
Aquellos aislados con valores superiores indicados previamente, superaron a los
controles utilizados para las pruebas (Azospirillum halopraeferens para FN y
Bacillus subitillis 1118a). La caracterizacién mediante el gen 16S ribosomal arrojan
que, de los microorganismos bacterianos aislados, y con base a las propiedades
biolégicas evaluadas, fueron selectos el 3F, &f y 10F, correspondiendo a Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, respectivamente (Tabla
2).

En la prueba de germinacion, se pudo observar que la salinidad decremento los
porcentajes de germinacion (Tabla 3). No obstante, el porcentaje final de la
germinacion no fue favorecida por el AG3 y Bacillus amyloliquefaciens en salinidad
inferiores a 0.06M de NaCl. Esta variable fue influenciada positiva por el inoculante
bacteriano y AG3 en la méas alta salinidad estudiada en el estudio (0.12 M de
NaCl). Este influjo fue reflejado positivamente en la Tasa de Germinacion,
apreciandose que la velocidad de la germinacion es favorecida por la halobacteria
B. amyloliquefaciens, reflejandose principalmente cuando la germinacion es bajo
condiciones de salinidad. Asimismo, el efecto favorable por el inoculante y el AG3,

fueron positivamente con P<0.05, en la longitud radicular, superando la
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halobacteria al control y al AG3 en un 100 y 70%, respectivamente, a 0 M de NaCl,
mientras que a 0.06 y 0.12 M, fue en un 35 y 60% respectivamente.
DISCUSION

Las zonas aridas adolecen de factores abidticos que agudizan una agricultura
convencional. Las altas temperaturas, los bajos contenidos de materia organica
aunado a una intrusion salina figuran ser los mas representativos para hacer
improductiva una agricultura, por lo que el noroeste de México no es omiso a los
factores previamente citados. Para contrarrestar lo anterior, y sobre todo en una
agricultura aledafa a los sistemas costeros, entre las alternativas de solucion son
las de promover cultivos tolerantes a la salinidad como el orégano que
Gltimamente esta siendo atractivo principalmente para comunidades ubicados en
el litoral costero, entre ellas la comunidad indigena COMCAAC en el estero Santa
Rosa, Bahia de Kino, Sonora. Entre otras alternativas que resaltan estan los
biofertilizantes, sobre todos aquellos que tengan la capacidad de ser tolerantes a
la salinidad y altas temperaturas que prevalecen en este tipo de ambientes donde
se produce orégano. Los resultados obtenidos en el presente estudio, revelan la
gran biodiversidad de microorganismos capaces de fijar N2 atmosférico, solubilizar
fosfatos y producir sideréforos asociados a la raiz y suelo rizosférico de L. palmeri
silvestre que se desarrolla en el estero costero; microorganismos que deben tener
la capacidad halotolerante pues habitan en suelos con caracteristicas fisico-
quimicas donde la concentracion de sales y pH son altos, en comparacion de
aguellos requeridos para el desarrollo de cultivos agricolas. Los estudios con

Halobacterias promotoras del crecimiento de plantas van en aumento, debido a las
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multiples bondades obtenidas, la capacidad de adaptacibn en medios
desfavorables y la increible respuesta de su metabolismo con la simbiosis de una
amplia gama de vegetales. Bondades que favorecen al desarrollo de las plantas
mediante la habilidad de reducir el nitrégeno atmosférico a amonio, a través de la
sintesis de un complejo enzimatico denominado nitrogenasa (Geisseler et al.,
2010), resultado que fue corroborado en presente estudio con las técnicas de
actividad biologica. De manera similar a la capacidad de desarrollarse en medios
libres de la fuente de Nitrdgeno, los resultados del estudio, arrojaron que las cepas
obtenidas pudieron solubilizar (acidificar) el medio SRS, tornandolo de color
amarillo brillante, la cual se evalla cualitativamente por observacion visible y
medicion del halo de solubilizacién, halo que es producto por la acidificacion del
medio por los metabolitos secundarios (acidos organicos) producidos por las
colonias bacterianas. Los &cidos organicos, tienen entre otras funciones actuar
como quelantes de los cationes de calcio (Ca*?) principalmente; sin embargo,
también son relevantes para de Fe, Al y Mg que acompafian a la liberacion de
fosfatos a partir de compuestos fosfaticos insolubles (Goswami et al., 2014). Con
relacion a la prueba de secrecion de sideroforos, se pudo observar que no se
encontré actividad en mas del 50% de los aislados, sin embargo y con base a la
Tabla 2, los cuatro microorganismos con actividad positiva mostraron moderada y
alta actividad en esta prueba (4F). Actividades que rebasaron a los controles
utilizados en el presente estudio y que aparentemente éstas bacterias son
capaces de liberar sustancias quelantes (sideréforos) que atraen el hierro hacia la

rizésfera, donde puede ser absorbido por la planta (Radzki et al., 2013; Ahmed y
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Holmstrom, 2014). Ademas, estos sideroforos son secretados por las bacterias
favoreciendo la competitividad e inhibiendo el crecimiento de otros
microorganismos, debido a su accién antibiética que impide el crecimiento de
patégenos limitando el hierro disponible para ellos (Shen et al., 2013). Por otra
parte, con relacion al estudio de germinacion bajo las condiciones evaluadas, se
pudo observar que resultados similares se han obtenido para otras plantas
(Puente et al., 1999; Rozema et al., 1975; Goodfriend et al., 2000) y que, aunque
los ensayos se hayan efectuado con otras plantas y otros microorganismos
benéficos, algunos inhiben los efectos sobre la germinacion (Diaz et al., 2001). Sin
embargo, otros estudios muestran efectos positivos con este tipo de
microorganismo (Arsac et al., 1990; Puente y Basham, 1993) que también
coinciden con los resultados del presente estudio. Los efectos positivos de Bacillus
amyloquefasciens observados en el presente estudio aparentemente se deben a
la produccion de sustancias promotoras de crecimiento segun lo reportado en
otros estudios (Arsac, et al., 1990; Haahtela, et al., 1990; Turyanitsa et al., 1995;

El -Khawas y Adachi, 1999).

CONCLUSIONES

El presente estudio evidencia la presencia de microorganismos que se desarrollan
en zonas aridas como halotolerantes y asociados a Lippia palmeri que se
desarrolla en los esteros de Santa Rosa en la Comunidad Indigena COMCAAC,;
15 aislados fueron los que presentaron la capacidad de desarrollarse en medios

de cultivo libre de una fuente de nitrégeno como un indicativo a la fijacion de
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nitrogeno, ademas de tener actividad para solubilizar fosfatos y producir
sideroforos. La identificacion por el 16Sr indican la presencia de Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis subsp. subtilis y Bacillus licheniformis. La
inoculacién de Bacillus amyloliquefaciens, en la etapa de germinacion como fase
inicial, muestra resultados significaticos con P<0.05, en la longitud radicular en
presencia de NaCl. Este es el primer informe de Bacillus amyloliquefaciens como
una bacteria fijadora de nitrégeno asociada a Lippia palmeri. Estudios
relacionados con la promocién vegetal deben ser considerados en posteriores
estudios.
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Tabla 2.Caracteristicas morfologicas de los aislamientos bacterianos en rizosfera de Lippia palmeri de la comunidad COMCAAC, Hermosillo, Sonora y
seleccionadas como halobacterias promotoras del crecimiento de plantas

Tiempo
. . Parte (h).d.e, Curvade
Aislamiento analizada 2PN Nacl T°Cde crecimiento
Clave/ . . . Color Consistencia Apariencia Borde Elevacion ; : TG Forma colonia
. S y medio - (M) aislamiento sigmoidal
identificacion : formacion
de cultivo . (h)/FS
colonial/
12 vez

1F R/a 43 0 35 crema cremosa himeda liso convexa 48 - circular
2F R/a 43 0.25 35 crema viscosa himeda  ondulado convexa 24 - irregular
3F R/a 43 0.5 35 amarillo dura seca ondulado papilada 48 - irregular
4F SR/r 120 0 35 blanquecino viscosa himeda liso convexa 48 - circular
5F SR/r 120 0.5 35 crema viscosa himeda  ondulado convexa 24 - rizoide
6F SR/r 120 0.75 35 crema viscosa hiameda ondulado convexa 24 - irregular
7F R/a 43 0 45 blanquecino viscosa himeda  ondulado convexa 24 - irregular
8F R/a 43 0.25 45 blanquecino cremosa hameda liso convexa 48 - circular
9F R/a 43 0.5 45 crema viscosa hiumeda rizado convexa 24 rizoide
10F R/a 43 0.75 45 crema viscosa humeda liso convexa 24 irregular
11F SR/r 120 0.75 45 crema viscosa hiumeda rizado convexa 24 rizoide
12F R/a 43 0.25 45 amarillo dura seca ondulado papilada 48 - circular
13F R/a 43 0.25 45 crema cremosa himeda liso convexa 48 - circular
14F R/a 43 0.25 35 crema cremosa hiameda ondulado elevada 24 + irregular/circular
15F SR/t 120 0 35 amarillo dura seca ondulado umbilicada 48 - irregular

TG: Tincién de Gram; SR: suelo rizosférico; R: raiz; r: Rennie; a: Ashby; /FS:fase estacionaria.



Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas asociadas a la promociéon de crecimiento de halobacterias aisladas de raiz y suelo
rizosférico de Lipia palmeri en el estero Santa Rosa de la Comunidad indigena Comcaac, y la caracterizacion de aquellas
Halobacterias con actividades biolégicas positivas 16Rs.

Actividad biolbgica

Identificacién molecular

GenBank/G Nombre Score | Identidad
Cepa B (%)
(FN) (PS) (SF)
1F + - -
2F ++ - +
NR041455. | Bacillus
3F * * * 1 amyloliquefaciens 1398 99
4F + ++ +
SF ++ - +
NR102783.
6F 4 - * 2 Bacillus subtilis 808 99
7F ++ - +
8F + - -
OF ++ - +
NR118996.
10F 4+ - * 1 Bacillus licheniformis 928 99
11F ++ - +
12F + + ++
13F + - ++
14F + - +
15F + + ++
Fijaciébn de Nitrogeno-FN: Actividad nula (-) cuando no se presentd crecimiento colonial bacteriano; como

actividad moderada (+) cuando se presenté crecimiento de 0-7 mm y como actividad alta (++) cuando el
crecimiento super6 los 7 mm. Técnica desarrollada por triplicado. Solubilizaciéon de fosfatos-SF y Producciéon de
sideroforos-PS: Actividad nula (-) cuando no se presentd crecimiento; como actividad moderada (+) con
crecimiento de 0-3 mm y como actividad alta (++) cuando el crecimiento superé los 3 mm. Técnica desarrollada

por triplicado.

54



20

18 - 21 h
1 48h

16 -

14

12

10

Diametro de crecimiento (mm)

1F 2F 3F 4F S5F 6F 7F 8F 9F 10F 11F 12F 13F 14F 15F C

Aislados

Figura 2. Colonias bacterianas aisladas de Orégano (L. palmeri)
sobre medio Rennie, para la prueba de fijacion de nitr6geno,
mostrando promedios de didmetro de crecimiento radial colonial a
las 21 y 48 h de incubacion.
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Figura 3. Colonias bacterianas aisladas de Orégano (L.
palmeri), para la prueba de solubilizacion de fosfatos,
mostrando promedios de didmetro de crecimiento radial
colonial a las 21 y 48 h de incubacion.
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Figura 4. Colonias bacterianas aisladas de Orégano (L. palmeri),
para la prueba de produccién de sideréforos, mostrando promedios
de diametro de crecimiento radial colonial a las 21 y 48 h de
incubacion.

57



Tabla 4. Efecto en la germinacion (%), tasa de germinacion y longitud radicular de Lippia palmeri por la inoculacién por
Bacillus amilolyguefasciens en semilla de orégano vs Acido giberélico, bajo condiciones de salinidad.

Tratamientos NaCl | Germinacién Longitud Tasa de
(M) (%) radicular germinacion
(mm)
Inicio de la Dias en que Término de la
germinacién  se logré el germinacion (d)
(d) % mas alto
de
germinacion
Agua destilada 0 35 3.4 5 18-22 26
Agua destilada 0.06 12.5 3.34 10 25-28 28
Agua destilada 0.12 5 3.55 12 12 12
AG3 0 37.5 3.80 2 13-25 15
AGs 0.06 32.5 2.59 4 15-18 18
AG3 0.12 22.5 2.56 6 16-19 19
B. a. 0 22.5 6.25 3 14-18 30
B. a. 0.06 7.5 4.60 7 15-18 18
B. a. 0.12 15 3.65 5 20-25 26

AGs: Acido giberéllico a 200 ppm.; B.a.: Bacillus amilolyquefasciens; d: dias
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CAPITULO 2

Capitulo 2. Estado del arte de la evaluacion en el desarrollo fenolégico de estacas
de L. palmeri (parte basal y parte inmadura de la estaca), establecidas en
condiciones de invernadero, bajo la inoculacibn de bacterias
halotolerantes asociadas a L. palmeri (B. amyloliquefaciens); enraizador
comercial y &cido indolbutirico a 1500 ppm; asi como una combinacion

entre ellas y comparadas con tratamientos testigo.
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RESUMEN

Se aislaron bacterias rizosféricas de la raiz de plantas autoctonas de Lippia palmeri,
con la finalidad de conocer acerca de la interaccion entre estacas de orégano
silvestre y la inoculacion de halomicroorganismos benéficos. Se realizd el
experimento para evaluar el efecto de Bacillus amiloliquefaciens (BA), &cido indol
butirico (AIB) y un enraizador comercial como agentes promotores de raices en
estacas de L. palmeri en condiciones de invernadero. Se realizaron 12

tratamientos en dos tejidos (estaca parte basal-EB y estaca parte inmadura-El) y se
tomaron las variables de peso fresco y seco de follaje, peso fresco y seco de raiz y
altura de la planta. Los resultados muestran que el tratamiento a base de BA 1x 108
UFC/mL, arrojé valores superiores y significativo en las variables: altura media de las
plantas (37.98 cm), longitud radicular (16. 88 cm), asi como en el peso seco aéreo
(2.36 gr) de las plantas; estos valores muestran 10 veces superior que el tratamiento
control; los resultados menos favorables fueron con el tratamiento a base de AIB
concentracion 1500 ppm presentando una altura promedio de la planta de 10. 8 cm,
una longitud de la raiz de 6.51 cm, asi como el peso seco promedio de hojas de 0.85
gr. El tratamiento control presentd una altura promedio de la planta de 2.7 cm, una
longitud de raiz de 2.8 cm, asi como el peso seco de hojas de 0.29 gr. Este es el
primer informe de B. amyloliquefaciens como promotora de crecimiento en estacas
de L. palmeri; los resultados revelan el potencial y su uso como inoculante que

promueve el enraizamiento de estacas y crecimiento de la planta.

Palabras clave: Halotolerante, zonas éaridas, biofertilizante, propagacion, BPCV
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SUMMARY
Rhizospheric bacteria were isolated from the root of native Lippia palmeri plants, in
order to learn about the interaction between wild oregano cuttings and the inoculation
of beneficial halomicroorganisms. The experiment was carried out to evaluate the
effect of Bacillus amiloliquefaciens (BA), indole butyric acid (IBA) and a commercial
rooting agent as root promoting agents in cuttings of L. palmeri under greenhouse
conditions. There were 12
treatments in two tissues (basal part-EB stake and immature part-El stake) and the
variables of fresh and dry foliage weight, fresh and dry root weight and plant height
were taken. The results show that the treatment based on BA 1x 108 CFU / mL,
yielded higher and significant values
in the variables: mean height of the plants (37.98 cm), root length (16. 88 cm), as well
as in the dry weight aerial (2.36 gr) of the plants; These values show 10 times higher
than the control treatment; the less favorable results were with the treatment based
on AIB concentration 1500 ppm, presenting an average height of the plant of 10. 8
cm, a root length of 6.51 cm, as well as the average dry weight of leaves of 0.85 gr.
The control treatment presented an average plant height of 2.7 cm, a root length of
2.8 cm, as well as the dry weight of leaves of 0.29 gr. This is the first report of B.
amyloliquefaciens as a growth promoter in cuttings of L. palmeri; The results reveal
the potential and its use as an inoculant that promotes the rooting of cuttings and
plant growth.

Index words: Halotolerant, arid zones, biofertilizer, plant propagation, PGPB
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INTRODUCCION

Las plantas pertenecientes a Lippia spp. se desarrollan en zonas aridas y semiaridas
(Rzedowski 1988). ElI orégano mexicano (Lippia palmeri S. Wats, familia:
Verbenaceae) se distribuye al noroeste de México y suroeste de Estados Unidos,
esta planta aromatica se utiliza ampliamente como especia, alternativa medicinal y
actualmente es de gran interés para la ciencia ya que posee una gran cantidad de
aplicaciones funcionales (Rzedowski 1988; Gutiérrez-Grijalva et al., 2017; Orona-
Castillo et al.,, 2017; Garcia-Romo et al.,, 2018; Celaya-Michel et al., 2019). Las
especies del género Lippia sp. son de gran relevancia econdmica en el mercado
mexicano local e internacional, en donde se comercializan las hojas secas de estas
plantas. (Garcia-Pérez et al.,2012; Granados-Sanchez et al., 2013; Orona-Castillo et
al., 2017). Los suelos de zonas &ridos son poco fértiles con bajo contenido de
materia organica, nitrégeno (N) y fésforo (P), lo cual es un factor limitante para el
desarrollo de las plantas (Celaya-Michel y Castellanos-Villegas, 2011; Chavez-
Ambriz et al., 2016), lo cual ha repercutido para que el productor de orégano en el
desierto sonorense, incremente o agudice un problema abidtico como es la salinidad
en los suelos.

Algunas comunidades microbianas pueden contribuir a la nutriciébn y el crecimiento
de las plantas mediante actividades bioquimicas como la fijacion biolégica de
nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos y la produccién de &cido indolacético
(Carvalho-Costa y Soares de Melo, 2012; Villegas-Espinoza et al., 2014; Chavez-
Ambriz et al., 2016). Los microorganismos que presentan estos efectos sobre las
plantas son definidos como Rizobacterias Promotores del Crecimiento Vegetal
(PGPR por sus siglas en inglés). Recientemente, ha crecido el interés por conocer
los mecanismos de adaptacion de los microorganismos capaces de habituarse a
diferentes factores ambientales (salinidad, temperatura, sequia entre otros) y de
contaminacion de nuestro planeta. (Sahli et al., 2020; Menéndez-Serra et al., 2020;
Gornish et al., 2020; Gezgin et al.,2019; Rozpondek et al., 2017). Por lo anterior, los
diferentes ambitos industriales como biotecnologia, agricultura, alimentaria, medicina,

etc. continuamente buscan la manera de aprovechar estos mecanismos. Sin

64



embargo, las investigaciones que involucren la inoculacion PGPR en plantas
aromaticas son muy reducidos (Tahami et al., 2017; Mishra et al., 2017; Dehghani-
Bidgoli et al.,2019; Kutlu et al., 2019). En la ultima década se ha visto un interés en el
aislamiento, deteccion, preservacion caracterizacion de halomicroorganismos
benéficos para las plantas procedentes de ambientes extremosos y asi promoverlos
como futuros biofertilizantes en el desarrollo vegetal de ambientes desérticos.

Entre los productores agricolas en el desierto de Sonora, destaca una comunidad
indigena COMCAAC, la cual es un pueblo amerindio en el noroeste del estado
mexicano de Sonora (Bahia de Kino. Su nimero de habitantes ~4 000 personas,
tienen usos, costumbres, tradiciones y lengua propios; tienen autoridades
tradicionales propias, que se eligen por voto, y se respeta su jerarquia a la par de las
leyes civiles mexicanas; se autodenominan "Seris" (caminante de dunas).
Actualmente la comunidad se dedica a la agricultura, frecuentemente con técnicas
avanzadas y con practicas sustentables. En la actualidad y con base a los apoyos
federales de la nacion y en aras de producir subproductos a base de orégano (aceite,
hoja seca triturada, etc.), estan demandando se les proponga un sistema de
produccién de orégano con el uso de biofertilizantes.

Con base a lo anterior y con la finalidad de enriquecer la informacién acerca de la
interacciobn entre orégano silvestre y la inoculaciébn de halomicroorganismos
benéficos, en la presente investigacion se evalu6 el efecto de Bacillus
amiloliquefaciens, &cido indol butirico (AIB) y un enraizador comercial como agentes

promotores de raices en estacas de L. palmeri.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion del sitio experimental
La investigacion se realiz6 en el vivero del Departamento de Investigaciones
Cientificas y Tecnolégicas de la Universidad de Sonora, situado en las coordenadas

geograficas 110°58'3.15” Long. Oeste y 29°04’55.5” Lat. Norte, a 160 metros sobre
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el nivel del mar, en la ciudad de Hermosillo, Sonora, México; lugar donde
permanecieron las estacas hasta la formacion de hojas y raices.

Colecta del material vegetal de Lippia palmeri

Se utilizaron estacas de plantas de L. palmeri silvetre en etapa de prefloracion y
libres de plagas; procedentes de la zona éarida indigena de los COMCAAC (indigenas
Seris) a 140 km al oeste de la ciudad de Hermosillo, Sonora, México. Este lugar se
ubica entre Lat. 112° 07" 14,9” Ny Long. 112° 07" 15,3” O a 46 metros sobre el nivel
del mar. Predominan suelos tipo franco-arenosos y arenosos, pobres en nitrégeno y
materia organica, con clima seco arido-desértico (BWh) (segun la clasificacion
climatica de Képpen) con temperatura media anual de 43,2 £ 12 °C y precipitacion
media de 123 mm.

Seleccién y colecta de las estacas

Durante el mes de noviembre se estableci6 un experimento de enraizamiento,
recolectandose estacas de plantas de L. palmeri con tallos lefiosos, con una altura
promedio de 130 + 20 cm. Las muestras colectadas fueron envueltas en papel
periédico himedo y colocadas dentro de bolsas de plastico debidamente etiquetadas
y trasladadas en hielera al laboratorio.

Para la preparacion de las muestras, se desinfectaron las manos, tijeras de poda de
8” (Truper®) y navaja de 10,24 cm (Vitorinox Swiss Army®) utilizando una solucion
acuosa de hipoclorito de sodio al 2%(Cloralex®). De los tallos colectados se
obtuvieron 2 tipos de estacas: unas delgadas cortadas de la parte aérea del arbusto,
denominadas estacas de la parte inmadura (El) del tallo, con un diametro promedio

de 2,87 mm. También se consideraron estacas mas gruesas, las cuales se
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obtuvieron de la parte basal del arbusto, las cuales llamamos estaca de la parte
basal (EB) de los tallos; con un diametro de 4,55 mm (Figura 5); la longitud para
ambos tipos de estacas fue de 25-30 cm (Figura 6 a). Una vez obtenidos los dos
tipos de estacas, se realizo un corte en forma de cruz (Figura 6 b) en la base de cada
estaca para posteriormente sumergir la parte basal del corte en los diferentes

tratamientos de acuerdo al disefio experimental planteado (Tabla 5).
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Estaca . =

Parte
Inmadura
E) —»

Estaca Parte
Basal (EB)

Figura 5. Parte de la planta de L. palmeri
donde se cortaron las estacas; se
consideraron la parte inmadura (El) del tallo,
con diametro promedio de 2,87 mm y la parte
basal (EB) del arbusto con un diametro
promedio de 4,55 mm.
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Figura 6. A) estacas con longitud promedio de 25-
30 cm. B) corte en forma de cruz en la base de la
estaca de L. palmeri.
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Preparacion del sustrato

Se utilizé turba de musgo Sphagnum (Peat moss Premier ®); progresivamente se
agregd y mezclé con agua potable, hasta homogenizar la humedad en todo el
sustrato. Posteriormente se llenaron bolsas de polietileno negro de 30 x 15 cm con
peat moss, se colocaron 5 estacas por bolsa, para cada tratamiento se utilizaron 3
bolsas y 15 estacas. Se cortaron 180 estacas, 90 de (El) y 90 de (EB). Se aplicaron
riegos cada 5 dias manteniendo una temperatura ambiental de 28+2 °C y un 80% de
Hr.

Preparacion del in6culo

Los inGculos se realizaron con una cepa nativa de Bacillus amyloliquefaciens, aislada
de raices de orégano (Lippia palmeri) (Méndez-Mayboca et al., 2021) y cultivada en
caldo nutritivo (Becton, Dickinson and Company) incubada durante 18h a 150 rpm a
30°C + 1 (Infort HT) hasta obtener una concentracion de 108 U.F.C. mLY,
determinado por densidad Optica a través de espectrofotbmetro (espectro maestro
FISHER SCIENTIFIC 415), tomando la lectura de absorbancia a una longitud de
onda de 540 nm.

La concentracién microbiana inoculada en la estaca fue la de 1 x 108 UFC- mL, las
cuales se sumergieron durante 15 min; para el tratamiento de AIB 1500 ppm vy el
enraizador comercial llamado Raizal 400® cuya base es un complejo auxinico de 400
ppm y macronutrientes primarios.

Disefio experimental y tratamientos de esquejes

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con 12 tratamientos en 2 tejidos

diferentes (EB y EIl) (Tabla 5) por triplicado con 5 repeticiones cada uno, evaluandose
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un total de 180 unidades experimentales. Se realizé un ANOVA de una sola viay la
comparacion multiple de medias utilizando la prueba de Duncan, con un nivel de
significancia al 95%. Todos los analisis se realizaron utilizando el paquete estadistico

INFOSTAT (INFOSTAT 2017).
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Tabla 5. Tratamientos inoculados con B. amyloliquefaciens (Ba), acido indol
butirico (AIB) y Raizal 400®.
Table 5. Treatments inoculated with B. amyloliquefaciens (Ba), indole butyric
acid (AIB) and Raizal 400®.

Tratamientos

1 El AIB concentracion 1500 ppm

2 ElI Balx 108 UFC/mL

3 El Testigo (Inmersién en agua destilada)

4  El Enraizador Raizal 400®

5 ElI Balx 1028 UFC/mL + AIB concentracién 1500 ppm
6 ElI Balx 108 UFC/mL + Raizal 400®

7 EB AIB concentracién 1500 ppm

8 EB Ba 1x 108 UFC/mL

9 EB Testigo (Inmersién en agua destilada)

10 EB Enraizador Raizal 400®

11 EB Ba 1x 108 UFC/mL + AIB concentracién 1500 ppm

12 EB Ba1x 108 UFC/mL + Raizal 400®

UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonia por mililitro
El: Estaca de parte inmadura de la planta

EB: Estaca de parte basal de la planta

ppm: partes por millén



Variables respuesta

Al cabo de 180 dias de iniciado el ensayo, se evaluaron las variables: longitud
radicular final, peso fresco (gr) y seco de raiz (gr), el nUmero de brotes por esqueje,
diametro de copa, peso freso y seco de hojas (gr). Para medir longitud radicular se
utilizé un vernier (Mitutoyo america corporation) y regla milimetrada de 30cm
(Maped®). El peso fresco de la raiz se peso después de cortar la parte aérea de los
esquejes a partir de la base del tallo. El peso seco se obtuvo después de deshidratar
las raices a 80 °C en una estufa (Shel Lab modelo 1380 FM, EUA). Los pesos fueron
utilizando una balanza de precision digital (Ainsworth CR-603D). También se
contaron el niumero de brotes por esqueje y se midio la longitud de los brotes en
cada tratamiento usando la regla milimetrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados indican que los tratamientos que fueron inoculados con la cepa
halotolerante de B. amyloliquefaciens, tuvieron un efecto positivo en las variables de
crecimiento en estacas de orégano. Los valores promedios superiores obtenidos
para la altura de la planta, fueron para el tratamiento BA 1x 108 UFC/mL y el
tratamiento a base de BA 1x 108 UFC/mL + Enraizador Raizal 400® en estacas
inmaduras obtenidas de la planta madre (El), asi como los tratamientos Enraizador
Raizal 400® en estacas lefiosas (EL) obtenidas de la base de la planta madre. Con
relacion a la longitud radicular final, altura de las plantas rendimiento fresco de raiz y
hojas, el numero de brotes por esqueje, diametro de copa, peso freso y seco de

hojas, los valores mas altos se volvieron a repetir con el tratamiento BA 1x 108
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UFC/mL en EI (Tabla 7); por su parte el tratamiento AIB concentracion 1500ppm en

El arrojo los valores mas bajos en el experimento (Tabla 6, 7).
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Tabla 6. Longitud radicular, didametro de copa y numero de brotes en estacas imnaduras y lefiosas de oregano, tratas con acido indol butirico,
enraizador comercial y Bacillus amilolyquefasciencs 1x108 UFC/mL.

Table 6. Root length, crown diameter and number of shoots in immature and woody cuttings of oregano, treated with indole butyric acid,
commercial rooting agent and Bacillus amilolyquefasciencs 1x108 UFC/mL.

TRATAMIENTOS LR final (cm) DC (cm) NB por planta

1 El AIB concentracién 1500ppm 6.51 12.14 4.86

2 El BA 1x 108 UFC/mL 16.94 35.76 6.57
Testigo (Inmersién en agua

3 El destilada) 2.80 5.90 2.00

4 El Enraizador Raizal 400® 8.44 16.59 3.38
BA 1x 10 8 UFC/mL + AIB

5 EL concentracion 1500 ppm 0.00 0.00 0.00
BA 1x 108 UFC/mL +

6 EL Enraizador Raizal 400® 11.16 23.08 4.75

7 EL AIB concentracion 1500ppm 0.00 0.00 0.00

8 EL BA 1x 108 UFC/mL 8.55 16.78 3.88
Testigo (Inmersion en agua

9 EL destilada) 3.45 8.50 3.00

10 EL Enraizador Raizal 400® 10.10 20.19 3.22
BA 1x 10 8 UFC/mL + AIB

11 EL concentracion 1500ppm 8.90 14.30 3.00
BA 1x 10 8 UFC/mL + Raizal

12 EL 400® 14.05 32.90 4.00

Estacas inmaduras obtenidas de la planta madre (El); estacas lefiosas (EL) obtenidas de la base de la planta madre. LR final: longitud
radicular; DC: diametro de copa; NB: nimero de brotes; BA: Bacillus amilolyquefasciencs; acido indol butirico (AIB)



Con el tratamiento BA 1x 108 UFC/mL se encontré un aumento significativo en la
altura media de las plantas (37,98 cm), la longitud promedio de la raiz (16.88 cm), asi
como los pesos secos aéreo promedio (2.36 gr) de las plantas. El tratamiento 2 fue
10 veces mejor que el tratamiento control; los resultados menos favorables fueron
con el tratamiento 1 presentando una altura promedio de la planta de (10.8 cm), la
longitud de la raiz (6.51 cm), asi como el peso seco promedio de hojas (0.85gr), sin
embargo, fue mejor que el control, el cual present6é una altura promedio de la planta
de (2.7 cm), la longitud de la raiz (2.8 cm), asi como el peso seco de hojas (0.29 gr).
Este es el primer informe de B. amyloliquefaciens como promotora de crecimiento en
estacas de L. palmeri y nuestros resultados revelan el potencial y su uso como

inoculante que promueve el crecimiento de la planta.



Tabla 7. Altura de planta, peso fresco de hoja, peso seco de hoja y porcentaje de humedad en hoja en estacas inmaduras y lefiosas de
orégano, tratadas con acido indol butirico, enraizador comercial y Bacillus amilolyquefasciencs 1x108 UFC/mL.

Table 7. Plant height, fresh leaf weight, leaf dry weight and percentage of leaf moisture in immature and woody cuttings of oregano,
treated with indole butyric acid, commercial rooting agent and Bacillus amilolyquefasciencs 1x108 UFC/mL.

%de PFRaiz >
Alturadela PF hoja PS hoja humedad Raiz

TRATAMIENTOS planta (gr.) (gr.) hoja (gr) (gr.)
AIB concentracién

1 El  1500ppm 10.80 2.34 0.85 36.38 0.14 0.05

2 El BA 1x 108 UFC/mL 37.30 6.82 2.16 31.58 0.39 0.13
Testigo (Inmersion en

3 El agua destilada) 2.70 0.91 0.29 31.87 0.06 0.02

4 El Enraizador Raizal 400® 16.28 2.13 0.76 35.53 0.19 0.07
BA 1x 10 8 UFC/mL +
AIB concentracién 1500

5 EL ppm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BA 1x 108 UFC/mL +

6 EL Enraizador Raizal 400® 24.21 4.13 1.52 36.74 0.24 0.08
AIB concentracién

7 EL 1500ppm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

8 EL BA 1x 108 UFC/mL 15.73 4.61 1.54 33.63 0.20 0.07
Testigo (Inmersién en

9 EL agua destilada) 10.50 1.50 0.47 31.64 0.60 0.19

10 EL Enraizador Raizal 400® 20.19 2.45 0.83 33.95 0.21 0.07
BA 1x 10 8 UFC/mL +
AIB concentracion

11 EL 1500ppm 13.80 1.75 0.53 30.17 0.20 0.06
BA 1x 10 8 UFC/mL +

12 EL Raizal 400® 32.35 4.05 1.36 33.55 0.33 0.11

Estacas inmaduras obtenidas de la planta madre (El); estacas lefiosas (EL) obtenidas de la base de la planta madre. PF: peso fresco de hoja;
PS: peso seco de hoja; PF: peso fresco raiz; BA: Bacillus amilolyquefasciencs; acido indol butirico (AIB).



Tahami et al. (2017), estudiaron dos biofertilizantes comerciales en plantas de
albahaca (Ocimum basilicum L) para ver su efecto en la produccion de aceite
esencial. Los tratamientos fueron inoculacion de semillas con biofertilizantes 1-
Nitroxin® (Azotobacter sp. y Azospirillum sp.), 2- Biophosphorus® (Bacillus sp. y
Pseudomonas sp.), 3 - Mezcla de Nitroxin® y Biophorus® y el Control sin
inoculacion. Los resultados de la mayor altura de planta, nimero de ramas, materia
seca e indice de area foliar, ademas de presentar efecto positivo en el rendimiento
fueron con Nitroxin®. Mientras que el maximo nimero de ramas, fue con Nitroxin® y
Biophosphorus®. La produccién de semillas fue mayor con Biophosphorus®. El
porcentaje mas alto de aceite esencial se observo en el control. En contraste con los
resultados que obtuvieron, Sifola y Barbieri (2006), aseguran que los diferentes
niveles de aplicacion de nitrdgeno aumentaron el rendimiento del aceite esencial de

albahaca.

Kutlu et al (2019), aislaron Bacillus megaterium, B. subtilis, Paenibacillus polymyxa,
Pseudomonas putida y P. fluorescens de suelos agricolas y los utilizaron como
biofertilizantes en cultivo de orégano turco (Origanum onites), ademas utilizaron
fertilizante mineral NP y un control sin inocular PGPR; encontraron aumento en la
altura de la planta, el diametro de la copa, peso fresco, peso seco y rendimiento de
aceite esencial comparado con el control; las concentraciones de N, P y K de las
hojas de O. onites y el contenido de clorofila aumentaron, el componente principal del
aceite esencial también cambié. De acuerdo con Kutlu et al (2019), confirman los

beneficios de utilizar PGPR como biofertilizantes para lograr un cultivo sustentable de



orégano orgénico. Por su parte, Mishra et al. (2017), realizaron una investigacion
inoculando PGPR en plantas de cilantro (Coriandrum sativum) para evaluar el
rendimiento del cultivo en condiciones de campo abierto en una region semiarida de
la India, de un total de seis aislamientos obtenidos, dos de ellos (Bacillus aerophilus y
B. megaterium) mostraron resultados positivos en cuanto al aumento de la longitud
de la raiz, del follaje, peso de la raiz, peso del follaje, asi como aumento significativo
del rendimiento de la semilla y del aceite esencial para todos los inoculantes en
comparacion con los controles, estos beneficios se pueden atribuir a la produccion de
AlA, solubilizacion de fésforo, capacidad de fijar nitrégeno. Ellos afirman que B.
aerophilus y B. megaterium presentan potencial para promover el crecimiento
especificamente en cultivos organicos de C. sativum.

Conforme a Dehghani-Bidgoli et al (2019), quienes inocularon Pseudomonas
fluorescence en plantas de romero (Rosmarinus officinalis), Uno de los principales
compuestos de aceites esenciales es: Felandreno, el cual mostré una tendencia en
aumento con el tratamiento 4 (10 g / L de NacCl) inoculado con PGPR, aumentando
los porcentajes de rendimiento y composicion con mayores porcentajes de salinidad
y a su vez disminuyo con los aumentos de los niveles de salinidad en los
tratamientos sin inoculacion de Pseudomonas fluorescence. Por lo anterior,
concluyeron que los niveles de salinidad moderados pueden mejorar los parametros
de crecimiento de la planta, la cual puede afectarse al aumentar los niveles de
salinidad, también se demostré que con la aplicacion de PGPR, el rendimiento de
aceite esencial de R. officinalis mejoro incluso en condiciones de salinidad.

posiblemente los factores bidticos y abiéticos influyan en los diferentes mecanismos
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e interacciones entre las plantas y bacterias benéficas, con esta investigacion se
confirma que el uso de las PGPR ayuda a mejorar el rendimiento del aceite esencial
en condiciones normales y de salinidad.

Desde la perspectiva de Santoro et al (2015), quienes aislaron tres cepas nativas de
PGPR (Pseudomonas putida) provenientes de un campo de cultivo de menta
(Mentha piperita) Con los resultados obtenidos de esta investigacion en las plantas
inoculadas con PGPR, se encontré aumento de peso seco, longitud, follaje y nimero
de hojas comparado con los controles. Se concluye que las cepas nativas, tienen un
gran potencial como bio-fertilizante para mejorar la productividad en cultivos de
plantas aromaticas, ademas que constituyen la mejor opcién para la inoculacion,
debido a su adaptacion al medio ambiente representan una gran ventaja de

competencia sobre otras cepas no nativas.

CONCLUSIONES
Los resultados muestran que el tratamiento a base de BA 1 x 108 UFC/mL, arrojé los
valores superiores y significativos en las variables: altura media de las plantas,
longitud radicular, asi como en el peso seco aéreo de las plantas; estos valores
muestran 10 veces superior que el tratamiento control en esquejes inmaduros u
obtenidos de la parte aérea de la planta madre. Para lograr mayor efectividad en el
desarrollo de la estaca; se recomienda seguir indagando en la busqueda de nuevos
consorcios bacterianos, aisladas tanto de raiz como de suelo y asi asegurar el mayor
prendimiento de las estacas. Debido a la importancia de las plantas aromaticas y sus
productos en las industrias de alimentos y medicamentos, se concluye evadir el uso

de insumos quimicos en la propagacion vegetal, a su vez la sustitucion de productos

80



de origen sintético por biofertilizantes, reducira la degradacion ambiental y contribuira

a la produccion saludable y sostenible de las plantas medicinales.
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CAPITULO 3

Capitulo 3. Estado del arte del potencial de cultivo que poseen las plantas
aromaticas en zonas &ridas, se incluyen experiencias internacionales,
nacionales y regionales. Se incluye una resefa sobre los beneficios de
estas plantas y sus amplios usos en los diversos ambitos sociales,
industriales y de investigacion; a su vez, como el conocimiento en
nuestro pais aun es limitado. Con el objetivo de presentar alternativas de
cultivo que se ajusten a las condiciones de aridez y escasez de agua
propias del estado de Sonora. Se presenta una alternativa al uso
tradicional de fertilizantes quimicos y como mejorarian los cultivos
utilizando Halo-Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (HBPCV),
las cuales pueden mitigar el efecto de la salinidad y mejorar la calidad
nutricional de plantas arométicas, a través de la fijaciébn de nitrdgeno
atmosférico y proporcionarlo en forma asimilable a la planta, ademas de

proveer fitohormonas y fosforo asimilable.
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RESUMEN

El presente documento, es una revision actualizada sobre el potencial de cultivo que
poseen las plantas arométicas en zonas 4&ridas, se incluyen experiencias
internacionales, nacionales y regionales. Estas plantas poseen gran importancia y
amplios usos en los diversos ambitos sociales, industriales y de investigacion; sin
embargo, el conocimiento en nuestro pais aun es limitado. El objetivo del presente
trabajo es presentar alternativas de cultivo que se ajuste a las condiciones de aridez
y escasez de agua propias del estado de Sonora. Se presenta una alternativa al uso
tradicional de fertilizantes quimicos y como mejorarian los cultivos utilizando Halo-
Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (HBPCV), las cuales pueden mitigar el
efecto de la salinidad y mejorar la calidad nutricional de plantas arométicas, a través
de la fijacion de nitrégeno atmosférico y proporcionarlo en forma asimilable a la
planta, ademas de proveer fitohormonas y fosforo asimilable. Estudios realizados con
bacterias en México, estan encaminados a cultivos de interés bésico, forrajero y
horticola; son nulos aquellos dirigidos a plantas aromaticas y su asociacion con
BPCV. Por ello es necesario explorar las poblaciones de la rizésfera de plantas de

zonas aridas desérticas como lo son las plantas aromaticas.

Palabras clave: organico, zonas aridas, bio-fertilizante, bacterias, orégano.
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ABSTRACT

This document is an updated review on the cultivation potential of aromatic plants in
arid zones, including international, national and regional experiences. These plants
are of great importance and are widely used in various social, industrial and research
fields; however, knowledge in our country is still limited. The objective of this work is
to present cultivation alternatives that adjust to the arid conditions and water scarcity
typical of the state of Sonora. An alternative to the traditional use of chemical
fertilizers is presented and how crops would improve using Halo-Plant Growth
Promoting Bacteria (HBPCV), which can mitigate the effect of salinity and improve the
nutritional quality of aromatic plants, through fixation. of atmospheric nitrogen and
provide it in assimilable form to the plant, in addition to providing phytohormones and
assimilable phosphorus. Studies carried out with bacteria in Mexico are aimed at
crops of basic interest, forage and horticulture; those directed to aromatic plants and
their association with BPCV are null. For this reason, it is necessary to explore the
populations of the rhizosphere of plants in arid desert areas such as aromatic plants.

Key words: organic, arid zones, bio-fertilizer, bacteria, oregano.
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INTRODUCCION

Las plantas aromaticas también llamadas “especias”, se caracterizan por poseer
principios activos, los cuales estan constituidos, total o parcialmente, por esencias.
Por lo anterior son ampliamente utilizadas para acentuar el sabor, el olor y el color de
los alimentos (Fretes, 2010; Castro-Restrepo et al., 2013). Estudios recientes han
descrito su potencial para distintos usos como Antioxidantes, Antimicrobianas
(Corella-Bernal, 2013, Naghdi Badi et al., 2017), Insecticida (Arias, 2015; Brito et al.,
2017), etc. En nuestro pais se han estudiado Unicamente 117 especies de plantas
aromaticas nativas, en donde la familia Asteraceae ha sido la mejor estudiada con un
27% de publicaciones, seguida en orden de importancia con las familias Lamiaceae,
Bruseraceae, Myrtaceae y Verbenaceae. Dentro de esta Ultima se encuentra la
especie aromética mayormente estudiada, el orégano mexicano (Lippia graveolens
Kunth), con 40% de publicaciones sobre caracterizacion quimica de sus aceites
esenciales y actividad biolégica por su potencial de uso para salud humana,
veterinaria y tecnologia de los alimentos.

Otras especies aromaticas con gran potencial son las del genero Salvia (Lamiaceae),
utilizada como medicinal e inclusive ornamental. A pesar del gran interés y contar
con el 85% de estas especies, las cuales son endémicas de nuestro pais, los
estudios son muy escasos. El atractivo principal de las plantas aroméaticas deriva de
la produccion de metabolitos secundarios, los cuales se producen en aumento
cuando la planta se encuentra en condiciones de estrés como lo es la falta de agua,
salinidad, etc., por lo que resulta interesante dirigir la mirada hacia las zonas aridas.
En la Republica mexicana, existen muchas regiones que cuentan con zonas aridas,
muy aridas y semiaridas, que cubren mas del 50% de la superficie total del pais
(CONACyYT 2015). La Comision Nacional de las Zonas Aridas (CONAZA), describe
estas zonas aridas a todas las superficies del territorio nacional en donde las
precipitaciones anuales son 250 milimetros (mm) maximo y donde las precipitaciones

varian de 250 mm hasta 500 mm. como zonas semiaridas.
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El objetivo de este trabajo es presentar alternativas de cultivo que se ajusten a las
condiciones de aridez y escasez de agua propias del estado de Sonora. Se presenta
una alternativa al uso tradicional de fertilizantes quimicos y como mejorarian los
cultivos utilizando HBPCV, las cuales pueden mitigar el efecto de la salinidad y
mejorar la calidad nutricional de plantas arométicas, a través de la fijacion de
nitrégeno atmosférico y proporcionarlo en forma asimilable a la planta, ademas de
proveer fitohormonas y fosforo asimilable. Son enormes los retos en este campo del
conocimiento y es Unicamente a partir de estudios cientificos que lograremos
aprovechar este capital natural para generar riqueza a partir de plantas aromaticas,
asi como el establecimiento de agroindustrias que generen productos para el

mercado de aromas, sabores y una gran diversidad de aplicaciones industriales.

LAS ZONAS ARIDAS

En la actualidad, el 40 por ciento de los suelos del planeta se encuentra en
condiciones de aridez; esta cifra es alarmante, sin embargo, lo mas impactante es
gue de este porcentaje, un tercio esta habitado por el total de la poblacion mundial.
En el 2015 la Agencia Informativa CONACYT, reveld que el 90 por ciento de estas
tierras, se localiza en los paises subdesarrollados, por lo que se dificulta erradicar su
pobreza. Segun el reporte “El medio ambiente en México 2013-2014”, publicado por
la SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales) y Ojeda-
Silvera et al (2013), en México, las regiones aridas y semiaridas constituyen un 60%
del territorio nacional y de acuerdo con Censo de Poblacion y Vivienda (INEGI, 2015)
en estas tierras habita el 30 por ciento de la poblacion del pais.

La agricultura de zonas aridas y sus desventajas. Las zonas aridas del pais,
cuentan con gran riqueza biolégica y numerables bondades, los cultivos que se
producen a nivel nacional son: Uva 99%, trigo 75%, avena grano71%, sorgo forrajero
71%, avena forrajera 65%, alfalfa 59%, melon 58%, chile verde 55%, maiz forrajero
55%, frijol 53%, cebolla 53%, cartamo 52%. (Secretaria de Agricultura y desarrollo
Rural, 2016).
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Segun la OMS, casi el 70% de la poblacion mundial utiliza remedios de plantas; en
las Ultimas décadas, ha crecido el interés para utilizar las plantas como
medicamentos, debido a la elucidacién de su potencial biolégico y una tendencia a
una vida mas sana y natural. Sin embargo, para su cultivo y de acuerdo con Slupski,
et al (2010), utilizar grandes cantidades de fertilizantes quimicos trae como
consecuencia una gran salinizacion de los suelos agricolas de zonas aridas, como
los presentes en el area noroeste del pais. Las zonas aridas tienen un enorme
potencial para cultivar plantas aromaticas, sin embargo, existen algunas dificultades
para su correcto desarrollo agrondmico, como lo es: la falta de agua, las
temperaturas extremas, la fertilidad del suelo, la salinidad y la inclusion salina a los

acuiferos.

Hidrologicos. Sin duda, el principal factor limitante en zonas de clima arido y
semiarido es la disponibilidad de agua. La agricultura en zonas aridas presenta
grandes desafios, debido a la escasez de agua, suelos pobres con baja cantidad de
materia organica (Agencia Informativa CONACyYT, 2015) y estrés hidrico al que se
exponen las diferentes especies vegetales, siendo este factor el principal causante
de la muerte en plantas y que ocurre cuando la transpiracion excede el agua
absorbida por las raices (Luna-Flores et al., 2012). Por ello, es de suma importancia
utilizar alternativas que permitan hacer un uso adecuado y sustentable de los
recursos hidricos, implementando una planeacion en el manejo del uso racional del
agua. Una muy buena alternativa son los cultivos de plantas aromaticas, ya que
algunos cultivos como el orégano (Lippia palmeri W.) no requieren grandes
cantidades de agua y con base en resultados obtenidos por Corrella-Bernal, et al.
2008, promete como una alternativa de cultivo, ya que se desarrolla muy bien en
condiciones de aridez y altas temperaturas.

Algunos efectos que son provocados por estrés hidrico en la planta son:

Reduccion del crecimiento. Este efecto se debe a una pérdida de turgencia; con la
gue disminuye la cantidad de agua que la planta retiene, a su vez el de las propias
células, de modo que disminuye el volumen celular y la turgencia de la célula. La

pared celular se vuelve inflexible, limitando asi el crecimiento y desarrollo.
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Cierre de los etomas de las hojas para evitar la pérdida de agua. Esta respuesta esta
desencadenada por el acido abscisico, una hormona vegetal que se produce
principalmente en los tejidos vasculares. Cuando el tejido vascular deja de recibir
agua de las raices activa el acido de su citoplasma, que viajara hasta las hojas
estimulando el cierre estomético. Con lo anterior la actividad fotosintética disminuye,
asi como el intercambio de gases en las hojas y la captacion de diéxido de carbono
se ve incapacitada. Se detiene la fotosintesis, con lo cual la planta deja de generar
energia, la produccion de azucares queda en pausa y como resultado la planta

detiene su metabolismo.

Temperaturas. El 6ptimo desarrollo de los cultivos de la mayoria de las plantas esta
relacionado directamente con la temperatura, puede ser alta o baja, dependiendo de
la especie y el propdsito. Para el caso de las plantas arométicas, se relaciona con
altos rangos de temperatura y con la acumulacion de sustancias activas en el suelo.
En algunas plantas aromaticas como la manzanilla, para alcanzar niveles maximos
en el contenido de aceite esencial se necesita una temperatura constante de 25°C.
En el caso de la menta si se aumenta 2 a 3 °C dias antes de la cosecha, se
observado que se incrementa la produccion de aceite esencial. Al parecer las altas
temperaturas en este tipo de plantas, estan relacionadas con una mayor produccion
de metabolitos secundarios, otro ejemplo en Papaver somniferum, el crecimiento y la
formacion de morfina requiere altas temperaturas (Moré y Cristobal, 2013). Con lo
anterior podemos concluir que existe una relacion constante entre las plantas
aromaticas y la temperatura para la obtencién de productos de interés, por ejemplo,
en la formacion de esencia, es mas alta la obtencién de esta, a medida que aumenta
la temperatura, sin embargo, las respuestas son muy especificas y varian
dependiendo de cada especie.

La temperatura interviene directamente con la respiracion vegetal, ya que la tasa de
respiracion de una célula vegetal disminuye cuando la temperatura desciende hasta
detener la respiracion casi o completamente alrededor de las temperaturas de
congelacion. Y viceversa, cuando la respiracion aumenta con temperaturas altas, se

deteriora el tejido. La energia obtenida de la respiracion, almacenada en forma de
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ATP, el transporte de metabolitos e iones, la regeneracién de proteinas y los
procesos de reparacion se utiliza para el crecimiento de los érganos vegetales y de la
planta. Ademas de la sintesis de ATP, la respiracion genera toda una serie de
compuestos de carbono intermediarios que son precursores de la sintesis de
aminoacidos y compuestos nitrogenados derivados, &cidos grasos, glicerol,
porfirinas, pigmentos carotenoides y flavonoides, también compuestos fendlicos para
la sintesis de lignina y polisacéaridos para la sintesis de la pared celular.

Las reacciones que forman la respiracion incluye la glucalisis, la via de oxidacion de
las pentosas fosfato, la B-oxidacion de los acidos grasos, el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, la oxidacion del poder reductor por la cadena respiratoria mitocondrial

y la fosforilacién oxidativa de ADP para la génesis de ATP.

Salinidad. La salinizacion de los suelos agricolas son quiza el problema mas serio
qgue enfrenta la agricultura en nuestros dias (Rodriguez et al., 2014). Ya que son
condiciones que limitan la produccién agricola provocando suelos infértiles e
improductivos, causando un grave problema en la agricultura mundial (Manzano et
al., 2014). De acuerdo con Rodriguez et al., 2014, el aumento de la salinidad se debe
al incremento excesivo de la desertificacion, a la introduccién masiva de sistemas de
riego y su manejo inadecuado. La salinizacién del suelo y el agua son los principales
causantes que contribuyen directamente a la desertificacion debido a que la salinidad
suele desarrollarse mejor en condiciones aridas, lo cual ocurre en el 50% de la
superficie de las regiones aridas y semiaridas del mundo. Esta es una de las razones
por las que la salinidad y desertificacion estan interrelacionadas (Palacio et al.,
2010). Los suelos con problemas de salinizacion segun Porta et al, 2014, se
observan en los cultivos, debido a que demuestran mala germinacion, deficiencia en
el crecimiento, bajos rendimientos y hasta la muerte de la planta, esto es causado
por el exceso de sales cuando rebasa el umbral soportado por la planta.

Los cultivos alternativos son los que permiten complementar o sustituir a los que se
producen de manera tradicional y que, al registrar mejores precios por su alta

demanda internacional, representan una oportunidad para mejorar la rentabilidad del
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campo y el ingreso de los productores agricolas, algunos ejemplos de ellos en las
zonas aridas son el higo, datil, la jojoba, el orégano, etc.

PLANTAS AROMATICAS

Importancia. Desde el inicio de la humanidad, el uso de las plantas arométicas y
medicinales ha sido ampliamente utilizado, esto debido a sus multiples propiedades,
tanto culinarias como curativas (Fretes, 2010; Juarez-Rosete et al., 2013). Su
aprovechamiento inicié con la experimentacion de las diversas clases de material
vegetal, que de acuerdo a sus atributos Unicos ofrecen aromas agradables,
potenciando los sabores en los alimentos, brindan mitigacion de dolor y alivio de
enfermedades (Craker, 2007). Las plantas aromaticas, se caracterizan por poseer
principios activos, los cuales estan constituidos total o parcialmente, por esencias.
Por lo anterior son ampliamente utilizadas para acentuar el sabor, el olor y el color de
los alimentos (Fretes, 2010; Castro-Restrepo et al., 2013). Estudios recientes han
descrito su potencial para distintos usos como antioxidantes, antimicrobianas
(Corella-Bernal, 2013, Naghdi Badi et al., 2017), insecticida (Arias, 2015; Brito et al.,
2017), etc. Nuestro pais posee una gran biodiversidad vegetal, a la fecha se tienen
descritas cerca de 29,000 especies de plantas con flor, sin embargo, a pesar de su
importancia del uso de sus hojas y aceites esenciales, el conocimiento de las plantas
aromaticas aun es muy limitado (Calvo-Irabien, 2016).

En los ultimos afios, el interés por estas plantas se ha incrementado, debido a sus
amplios usos potenciales en los distintos sectores de la industria, en donde se
utilizan como medicinal, alimentaria, asi como en la fabricacion de perfumes y
cosmeticos (Heywood, 1999; Sangwan et al., 2001, Bandoni, 2002), de igual manera
son muy atractivas para consumidores, recolectores, agricultores, industrias
transformadoras, etc (Azizi et al., 2007). También se ha generado un aumento de su
uso, para la fabricacion de productos nutracéuticos, para fisioterapia y aromaterapia
entre muchas mas aplicaciones (Juarez-Rosete et al., 2013). En estudios recientes
se han encontrado que a estas plantas se les confiere actividad biolégica (contra
hongos, bacterias, insectos y virus), también como antioxidante (Milos et al., 2000),

desinfectantes; insecticida (Sedy et al., 2003); asi como su empleo en la medicina
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tradicional como antiespasmaodico, por tal motivo sus extractos 0 aceites esenciales
se han convertido en un producto muy atractivo para la exportacion.

Arcilla-Lozano et al., 2004, en su estudio sobre las propiedades y actividad bioldgica
de Origanum vulgare (orégano mexicano), destaca que el efecto antioxidante que
confiere esta planta aromatica se debe a que presenta grupos hidroxilo en los
compuestos fenolicos. Adicionalmente, Dafarera et al., 2000, afirma que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), describi6 que un gran porcentaje de la
poblacidon mundial (cerca del 80%), utiliza extractos de plantas y sus productos
activos como son los terpenoides, para uso de los cuidados primarios de salud.
Naghdi Badi et al., 2017, estudiaron la actividad biologica de 10 plantas aromaticas
pertenecientes a las familias Laminaceae, Verbenaceae y Ranunculaceae; extrajeron
el timol y carvacrol de sus aceites esenciales y encontraron un amplio espectro en su
actividad biolégica como antimicrobianos, antiinflamatorios, antioxidantes,
actividades hepatoprotectoras y antitumorales. Juarez-Rosete, 2013, en su estudio
destacé que, en nuestro pais, la albahaca es principal hierba aromatica que se
produce para exportacion. Sin embargo, actualmente no se cuenta con una

valoracion de la situacion de las plantas aromaticas en México.

Usos potenciales. Como se menciond anteriormente, el interés por estas plantas se
ha venido incrementado, esto debido a que estudios recientes han demostrado sus
usos potenciales y actividad biolégica en los distintos sectores industriales y
particulares, los cuales resultan muy atractivos para su aplicacion culinaria,
farmaceéutica, asi como en otras aplicaciones como Biofertilizantes, Biocontrol y

Fitorremediacion.

Culinario. Corella-Bernal et al. (2013), describe que el potencial culinario de las
plantas aromaticas, especificamente el orégano (Lippia palmeri) es amplio; esto
debido a que es utilizado ampliamente como condimento, muy popular en los
diversos estratos sociales y culturas que van desde el nivel regional en donde se

utiliza en la elaboracion de platillos como salsas, guisos, caldos, ensaladas, etc.,
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hasta el internacional en la preparacién de platillos como lo es la pizza y como
ingrediente importante en la elaboracion de embutidos.

Farmacéutico. El uso de las plantas medicinales y aromaticas se remonta desde
nuestros antepasados, los cuales usaron sustancias naturales, que encontraban en
la naturaleza y las utilizaban para aliviar y curar enfermedades. Segun datos
proporcionados por la OMS en 2013, se siguen utilizando plantas medicinales y
cerca del 80% de la poblacion en el mundo aun confia en las plantas medicinales,
debido a los extractos vegetales y compuestos activos que estas poseen (Dafarera et
al., 2000). Sin embargo, investigadores especialistas en plantas medicinales como es
el caso de Moron-Rodriguez 2008, afirma que se debe de contribuir al uso racional
de estos recursos y evitar divulgaciones no éticas de usos de estos recursos
terapéuticos. Este mismo autor nos invita a utilizar de forma racional las plantas
medicinales y validar su uso en investigaciones que demuestren las acciones
farmacoldgicas, asi como la seguridad y la calidad. Recomienda revisar la
publicacién realizada en el ano 2013 emitida por la OMS, titulada “Las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud acerca del uso de los

tratamientos tradicionales”.

Otras aplicaciones como Biofertilizante, Biocontrol y Fitorremediacion. El uso

medicinal y alimentario de las especies aromaticas, ha ganado importancia en el

mundo, principalmente por el contenido de aceites esenciales. Esto debido a que la

mayoria de los estudios relacionados con estas especies, se han centrado en la

caracterizacion, la extraccion y el uso de los aceites esenciales que estas producen (El-

Beshbishy; 2012; Yesiloglu y Sit, 2012). Sin embargo, se ha puesto poca atencion en

conocer la respuesta de adaptacion en zonas aridas y semiaridas en condiciones de

clima y suelo adversas para su desarrollo. En Baja California Sur (BCS), México, se

produce la mayor parte de albahaca organica en el mundo, ademas se produce con

altos precios en el mercado comercializandose principalmente en fresco (SIAP-

SAGARPA, 2009).

97



Aceites esenciales. En los ultimos afios hay un renovado interés en los productos
naturales y en las plantas como fuente de farmacos, productos farmacéuticos,
productos de perfumeria, cosméticos y compuestos de aroma utilizados en sabores y
fragancias de alimentos. La mayoria de los aromas naturales se obtienen por
extraccion de aceites esenciales de plantas officinales (Russo et al., 2013). Los
aceites esenciales son compuestos volatiles, naturales y complejos caracterizados
por un fuerte olor, producido por las plantas como metabolitos secundarios. La
composicion de aceites esenciales esta fuertemente influenciada por factores
intrinsecos como especies, cultivares, clones, ecotipos y factores ecolégicos como su
origen geogréfico, también estan influenciados por las condiciones climéticas, suelo,
factores bidticos y tecnoldgicos, técnicas de cultivo, tipos de procesos de recoleccion,
condiciones de almacenamiento de las materias primas, tecnologias de
procesamiento. Por lo tanto, las plantas silvestres de la misma especie, pero de
diferentes origenes pueden expresar diferentes caracteres y composicion quimica
(Russo et al.,, 2012). La calidad de una planta aromatica y especialmente sus
propiedades bioldgicas estan correlacionadas con la composicion quimica de sus
aceites esenciales (Soliman et al., 2013).

Desde el punto de vista quimico, los aceites esenciales se pueden clasificar con base
a sus componentes mayoritarios. Los ricos en monoterpenos, se designan aceites
esenciales monoterpenoides (hierbabuena, albahaca, salvia, orégano etc.); los ricos
en sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides (copiaba, pino,
junipero, etc). Y por ultimo, los ricos en fenilpropanos son aceites fenilpropanoides
(clavo, canela, anis, etc). Esta clasificacibn es muy general, sin embargo, resulta util
para estudiar los aspectos fotoquimicos de los monoterpenos, sesquiterpenos y

fenilpropanos (Castro-Restrepo, 2015).

Importancia y Usos. Las aplicaciones de los aceites esenciales son mdultiples y
variadas; se utilizan por sus propiedades aromaticas, en la industria alimentaria, la
perfumeria y en los productos de limpieza, también por sus propiedades
farmacoldgicas en la industria farmacéutica, por sus mdltiples usos como

antisépticos, desodorantes, analgésicos, antiiflamatorios, insecticidas y repelentes,
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cicatrizantes, etc. También se utilizan como expectorantes, carminativos,

estomacales, antiespasmaodicos, sedantes, estimulantes, cardiacos, etc.

Importancia del orégano en la produccion de aceite esencial y su composicion.
En los udltimos afios hay un renovado interés en los productos naturales y en las
plantas como fuente de farmacos, productos farmaceéuticos, productos de
perfumeria, cosmeéticos y compuestos de aroma utilizados en sabores y fragancias
de alimentos. La mayoria de los aromas naturales se obtienen por extraccion de
aceites esenciales de las plantas arométicas (Russo et al., 2013). Los aceites
esenciales son compuestos volatiles, naturales y complejos caracterizados por un
fuerte olor, producido por las plantas como metabolitos secundarios. La composicion
de aceites esenciales y la cantidad de metabolitos secundarios en las plantas de
orégano estad fuertemente influenciada por factores climaticos, altitud, época de
colecta y su etapa de crecimiento, tipo de suelo, factores bidticos, etc. Por lo
anterior mencionado, el conocimiento de dichos factores y su influencia en el cultivo
es importante para mejorar su aprovechamiento (Ortega-Nieblas et al., 2016). Por lo
tanto, las plantas silvestres de la misma especie, pero de diferentes origenes pueden
expresar diferentes caracteres en fenotipo y composicién quimica (Russo et al.,
2012). Sin duda la calidad de una planta aromética dependera de las expectativas
del consumidor final y sus propiedades biolégicas estan correlacionadas con la

composicién quimica de sus aceites esenciales (Soliman et al., 2013).

Los principios activos de la planta de orégano, se encuentran en las hojas y flores,
de ellas se obtiene su aceite esencial, que se caracteriza por poseer un olor intenso,
color amarillo y se compone por mezclas complejas de mono y sesquiterpenos
(Figura 7) (Dafarera et al., 2000).
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Figura 7. Estructuras quimicas de los principales componentes del orégano mexicano. (Arcila-Lozano
et al., 2004)

Los compuestos fendlicos encontrados en el aceite esencial de orégano se
consideran responsables de inhibir el crecimiento de plagas y toxinas en los
alimentos. Los componentes principales en el aceite esencial son el carvacrol
canfotimol, timol, cafeico, flavonoides, pineno, lutelol, apigenol, diosmentol,
sesquiterpenos, kaempherol y cimeno entre otros (Figura 1). Todos estos
compuestos le confieren propiedades antioxidantes, antifingicas, antibacterianas y
citotoxicas, que han sido asociadas principalmente al carvacrol y timol (Aballa y
Rosen, 2001; Garcia-Beltran et al., 2018; Lee et al., 2019). Se ha demostrado el
gran nivel de citotoxicidad para células animales y en células cancerigenas en
humanos, lo cual aumenta la importancia en la investigacion de enfermedades
humanas (De la Chapa et al., 2018). Por otro lado, han realizado estudios de
toxicidad en plagas de granos almacenados utilizando el aceite esencial de orégano
extraido por hidrodestilacién, logrando resultados favorables para el control de estas
(Peschiutta, et al., 2016; Szczepanik et al., 2018).

Distribucion y clasificacion taxondmica de Lippia Palmeri W. EI género Lippia
(familia Verbenaceae) incluye aproximadamente 200 especies de hierbas, matorrales
y arboles pequefios (Terblanche y Kornelius, 1996). Sin embargo, el término
orégano se refiere a alrededor de 40 especies que comparten caracteristicas
similares de olor y sabor. Asi mismo, comprenden mas de un grupo taxondémico
(familias Verbenaceae, Labiatae; y Compositae), lo cual influye en la cantidad y el
tipo de sustancias activas que poseen (Silva-Vazquez et al, 2008). Lippia palmeri, se

distribuye al suroeste de Estados Unidos y noroeste de Meéxico, localizandose
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principalmente en los estados de Chihuahua, Sonora, Sinaloa y las dos Baja
California (Maldonado, 1991; Ortega-Nieblas et al., 2016).
Reino, Plantae; Division, Magnoliophyla; Clase, Magnoliopsidae; Orden, Lamiales;
Familia, Verbenacea; Género, Lippia; Especie, palmeri (Sanchez et al., 2007;
SEMARNAT, 2007; CONAFOR, 2011)

La importancia de la Nutricion en la produccion de plantas aromaticas. La
nutricion en la produccion de plantas es de suma importancia para obtener buenos
rendimientos. La funcién que ejercen los macro y micronutrientes en los vegetales
resulta ser clave para cumplir normalmente con todas sus funciones fisiol6gicas
relacionadas con el éptimo crecimiento, asi como para enfrentar diversas situaciones
de estrés bidtico y abidtico.

La nutricion del suelo y la fertilizacion en los cultivos, han demostrado un importante
avance en los sistemas de produccion en los ultimos 20 afios (Garcia, F. y Gonzélez-
Sanjuan M.F.2013). Por ello es de suma importancia cuidar la aportacion de
nutrientes en el suelo para lograr los resultados esperados, esto dependera del
objetivo del cultivo y la especie de planta, ya sea la obtencion de follaje, frutos,
semilla, produccién de principios activos, etc (Moré, E. y Cristébal, R. 2013). Cabe
mencionar que en los suelos presentes en zonas aridas los porcentajes de materia
organica son muy bajos. La materia organica del suelo, es la base de la fertilidad del
suelo y es un recurso natural muy importante. La materia organica incluye todos los
compuestos organicos del suelo, de los organismos y productos de sintesis
microbiana o quimica resistentes a la descomposicion microbiana, contenidos en su
mayoria en las sustancias humicas. La fuente esencial de la materia organica es el C
fijado durante las reacciones de fotosintesis, mismas que se reintegran al suelo como
residuos de plantas y exudados de raices. El contenido de materia organica varia de
menos de 1% en suelos arenosos y desérticos a 4% en los primeros 15 cm de suelos
agricolas minerales a mas de 50% en suelos organicos. La funcion de los suelos esta
determinada en gran parte por su contenido de materia organica. La capacidad del
suelo para almacenar nutrientes, retencion de humedad, liberacion de gases de

efecto invernadero, resistencia a la degradacion fisica, quimica y biolégica para su
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productividad depende en gran medida de la calidad y cantidad de su materia
organica. Ayala-Nifio et al. (2018)

Evidentemente el mal uso de la fertilizacibn quimica provoca dafios a la salud
ambiental, en el agua genera eutrofizacion, en el suelo salinizacion, en el aire
contaminacion ambiental, ni se diga los dafios que causa a la salud humana, por
todo este desequilibrio ambiental es necesario la busqueda de opciones amigable
con el medio ambiente y la salud humana, a su vez que minimicen o detengan el

problema de la aridez.

BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO EN PLANTAS: UNA
ALTERNATIVA DE FERTILIZACION EN ZONAS ARIDAS

En afos recientes, ha aumentado el interés de utilizar y conocer a las bacterias
promotoras de crecimiento en plantas (BPCP, estas bacterias pueden incrementar el
crecimiento y la produccion de cultivos. Estas bacterias se han aplicado a raices,
semillas y tubérculos; son capaces de estimular el crecimiento, colonizar las raices y
aumentar los cultivos de las plantas. Se han identificado un gran nimero de especies
bacterianas de vida libre o asociativa fijadoras de N2, s6lo algunas destacan por su
potencial como biofertilizantes o promotoras de crecimiento. Entre los géneros mas
estudiados estdn Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas y Azospirilum. Los
microorganismos con efecto benéfico en las plantas pueden resultar potenciales
biocontroladores y biofertilizantes (Jiménez et al., 2001).

Las BPCP pueden clasificarse en dos grupos: a) Bacterias promotoras de
crecimiento en plantas, los mecanismos que estas bacterias utilizan es a través de su
propio metabolismo (solubilizando fosfatos, produciendo hormonas o fijando
nitrégeno), afectando directamente el metabolismo de la planta (incrementando la
toma de agua y minerales), por medio del crecimiento del sistema completo de
raices, incrementando la actividad enzimatica de la planta o “ayudando” a otros
microorganismos benéficos de las plantas (Bashan y Holguin, 1998). b) Bacterias
promotoras de crecimiento en plantas con capacidad de control bioldgico, las cuales

promueven el crecimiento de la planta eliminando los fitopatégenos.

102



El efecto positivo que ejercen estas BPCV sobre el crecimiento de las plantas, puede
actuar de manera directa o indirecta: 1. Mecanismos directos: suceden cuando los
metabolitos producidos por las bacterias son utilizados como reguladores de
crecimiento o precursores de estos por parte de la planta 'y 2. Mecanismos indirectos:
los metabolitos producidos de las bacterias pueden funcionar como determinantes
antagonicos, interactuando como control bioldgico, inhiben o eliminan el crecimiento
de microorganismos perjudiciales para el desarrollo de la planta, por medio de la
produccion de sideroforos, antibidticos, accion de enzimas liticas (glucanasas y
quitinasas) o por induccién de mecanismos de resistencia. La combinacién de ambos
mecanismos de accién da como resultado la promocion evidente del crecimiento de
plantas; observando un incremento en la emergencia, el vigor, el peso de plantulas,
desarrollo en sistemas radiculares e incremento hasta de 30% en la produccion de

algunos cultivos de interés comercial (Moreno-Reséndez et al., 2018).

Fijacion de nitrogeno. Azospirillum es de los géneros bacterianos méas estudiados,
ya que todas las cepas silvestres son capaces de fijar nitrdgeno atmosférico, ya sea
como bacterias libres 0 en asociacion con plantas a su vez participan en varias
transformaciones del ciclo del nitrégeno). Después de la inoculacion, hay un
incremento en el nitrégeno total de brotes y granos de plantas inoculadas (Moreno-
Reséndez et al.,, 2018)). De aqui que la fijacion de nitrégeno fuera el primer
mecanismo principal sugerido para explicar el incremento del crecimiento vegetal por
Azospirillum. La incorporacién de nitrégeno atmosférico en la planta huésped por
Azospirillum se evalué principalmente por el método de reduccidén de acetileno. Sin
embargo, por medio de estudios se ha comprobado que las plantas obtienen parte de
su nitrégeno de la atmosfera. La contribucion de la fijacion de nitrégeno bacteriana al
balance de nitrogeno de las plantas, esta fundamentada en el hecho de que la

actividad de la nitrogenasa en raices se incrementa.

Efectos hormonales de BPCV en las plantas. Las fitohormonas, también llamadas
hormonas vegetales, son producidas por células vegetales y se encuentran en las

hojas de la planta en su mayoria y actian sobre otras células actuando como

103



mensajeras quimicas. Las hormonas vegetales son capaces de regular una gran
cantidad de sucesos fisiologicos en las plantas. Las principales fitohormonas
utilizadas por su interés en biotecnologia son las auxinas, giberelinas, citoquininas,
acido abscisico, acido salicilico, etileno, jasmonatos y sus derivados (Alcantara-
Cortes et al., 2019)

Auxinas. Elacido indolacético, es la auxina mejor conocida. Establece la
maduracion del fruto y el crecimiento en la planta. esto lo realizan por absorcion de
agua, mediante el aumento del volumen celular. Aun cuando la auxina se encuentra
en toda la planta, las concentraciones méas altas se localizan en las regiones
meristematicas en crecimiento activo. Se le encuentra como molécula libre o en
formas conjugadas inactivas. Cuando estan conjugadas, la auxina se encuentra
metabdlicamente unida a otros compuestos de bajo peso molecular. La
concentracion de auxina libre en plantas varia de 1 a 100 mg/kg peso fresco (Lira,
2003). Las auxinas actian en el alargamiento celular y la curvatura de los tallos hacia
la luz, con el estimulo luminoso y se desplaza hacia el lado oscuro del tallo, con lo
que aumenta la concentracion de la hormona en ese lado; también se encargan de

promover la division celular en cultivos de callos (Alcantara-Cortes et al., 2019)

Acido abscisico. El acido abscisico o ABA, es una fitohormona que tiene la
capacidad controlar o eliminar procesos vegetales que generalmente ocurren de
manera natural. EI ABA puede ser producido indirectamente por las plantas a partir
de la produccién de ciertos carotenoides e indirectamente por algunos organismos de
tipo fangicos fitopatdbgenos a partir del farnesil pirofosfato. El principal papel que

desempefia en la planta es la maduracion de semillas (Colebrook et al., 2014)

Giberelinas. El principal rol que deempefan las giberelinas es determinar el
crecimiento excesivo del tallo e inducciéon de la germinacién de la semilla. El acido
giberélico (GAs) es la primera fitohormona giberelina descubierta; las giberelinas son

sintetizadas en las puntas de las raices, en los primordios apicales de las hojas, y en
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semillas en desarrollo. La principal funcion es incrementar la mitosis o tasa de

division celular (Salazar-Cerez et al., 2018).

Citocininas. Inicialmente estas fitohormonas fueron llamadas quininas, a pesar de
ello y debido al uso anterior del nombre para un grupo de compuestos de la fisiologia
animal, se adaptdé el término citocininas (de citocinesis o divisibn celular).
Naturalmente las podemos encontrar en las zonas de crecimiento, como en los
meristemos en la punta de las raices. El principal rol que desempefia en las plantas
es el incremento de crecimiento celular y destacan por estimular la division celular en

tejidos no meristematicos (Tian et al., 2017).

Respuesta de BPCV a condiciones de estrés. Las BPCV tienen la capacidad de
producir quistes y grumos (agregados visibles), en diferentes condiciones de estrés,
mismos que incrementan su supervivencia. Estos fendmenos pueden ser estrés por
falta de agua (Bashan et al., 1991), resultado de la edad o condiciones del cultivo
(Bleakley et al., 1988). Las células cisticas, que son ricas en poli-B-hidroxibutirato
(PHB), tienen mayor sobrevivencia que las células sin PHB (Kadouri et al. 2003). De
acuerdo con Katupitiya et al. (1995), encontraron que Azospirillum al crecer bajo
condiciones de cultivo con la presencia de fructosa y nitratos, se induce la formacion
de agregados celulares y se promueve la sintesis de polisacaridos extracelulares.
Azospirillum presentan ventajas en la supervivencia sobre células vegetativas,
debido a la presencia de estos quistes. Neyra et al. (1995) sugirieron la produccién
de in6culos de Azospirillum o Rhizobium compuestos por una mezcla de quistes y
células vegetativas (floculos) rodeadas por una red de polisacaridos. Dichos floculos
podrian tener potencial en la preparacién de inoculantes, debido a la facilidad de
reproduccion a gran escala, ademas cuentan con la ventaja de que facilmente
pueden ser separados del medio de cultivo y también de incrementar la

supervivencia de las células en su interior (Corrales-Lozada et al 2020).

Osmotolerancia. El uso de Azospirillum, cominmente esta asociado a condiciones

gue no son las adecuadas para el crecimiento de la planta (falta de fertilizacion y
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agua) y ocurre principalmente bajo condiciones adaptadas para agricultura de zonas
semiéaridas; lo anterior debido a que se han encontrado mejores rendimientos bajo
estas condiciones. En la agricultura de zonas aridas es frecuente utilizar bacterias de
este género ya que se adapta a suelos salinos. El primer descubrimiento de las
cepas halotolerantes fue con A. halopraeference (Reinhold et al., 1987) y A.
brasilense (Rai, 1991), actualmente son muy escasos los estudios de
osmotolerancia. Las adaptaciones al estrés osmotico, son un mecanismo comun en
la célula y se refiere a la acumulacién intracelular de solutos organicos (osmolitos).
Ya se han identificado todos los osmolitos que se almacenan en cepas de A.
brasilense durante el estrés osmotico generado por NaCl. El osmolito encontrado en
A. brasilense varié de glutamato a prolina mientras la presion osmaética del medio se
incrementd. A. brasilense es capaz de utilizar glicina betaina como osmoprotector; la
asimilacion de este compuesto esta fuertemente estimulada por el estrés salino y
significativamente reducida por un choque osmdético a baja temperatura, y se ha
detectado una glicina betaina ligante en el fluido periplasmico de células crecidas en
condiciones de alta osmolaridad (Riou et al, 1991). Ya esta ampliamente
comprobado que la inoculacién con Azospirillum mitiga el efecto del estrés salino y la
toxicidad de los acidos humicos en la composta (Osses et al.,, 2017, Sangoquiza
Caiza et al., 2018; Cotrim et al., 2016).

Estimulacion directa de crecimiento y desarrollo en plantas. El crecimiento de
las plantas es directamente estimulado por las bacterias de vida libre; utilizando un
gran numero de mecanismos, no solo difieren de un organismo a otro, p.e de
Azospirillum a Pseudomonas, sino que también pueden diferir de una cepa a otra.
Muchos fitopatdégenos pueden atacar a plantas saludables como a plantas enfermas
0 estresadas, cualquier manipulacion genética que aumente la capacidad de una
BPCP para estimular el crecimiento vegetal y/o la salud de la planta deberia
paralelamente incrementar la capacidad de la bacteria para actuar como un agente
de control biolégico (Bashan et al., 2007, Ribaudo et al., 2013; Alcantara-Cortes et
al., 2019).
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CONCLUSIONES
La diversidad de plantas arométicas que existen en México, es muy amplia, sin
embargo, han sido escasamente estudiadas. En general son poco exigentes en
cuanto a los requerimientos de cultivo, no obstante, aunque tienen la facilidad de
adaptarse, crecerdn con mejores rendimientos si se les da el manejo adecuado,
también si las condiciones del suelo, disponibilidad de agua y nutrientes son
favorables. Sin embargo, tenemos que adaptarnos a nuestras condiciones
climatologicas y utilizar alternativas favorables; una de ellas e utilizar
microorganismos promotores de crecimiento vegetal, los cuales nos brindaran
mejores rendimientos y proteccion contra patdégenos. Por lo anterior y con base al
analisis de este estudio, se concluye que las plantas aromaticas son una buena
alternativa de cultivo para desarrollar en las zonas aridas; ademas desde el punto de
vista econdmico, la recoleccion y la produccién de hierbas aromaticas en México
representa una actividad rentable, para recolectores, productores y transformadores.
La produccion de hierbas aromaticas es considerada como un tipo de cultivo
alternativo de creciente mercado y con alto valor agregado, si se cuenta con buenas
practicas agricolas u organica. Por otro lado, el buscar otros usos a los

subproductos, ya sea artesanal o industrial aumentara su valor agregado.
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CONCLUSIONES

Con base a los objetivos planteados, en este trabajo se logro determinar la presencia
de 15 aislados bacterianos halotolerantes provenientes de raiz y suelo de Lippia

palmeri nativo del noroeste de México.

El muestreo realizado, indica que existe una diversidad bacteriana in situ. Ademas,
se confirma la presencia de colonias halotolerantes y con produccién de sustancias

que promueven el crecimiento y la nutricién de la planta.

El aislamiento y caracterizacion de las cepas Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis subsp. subtilis y Bacillus licheniformis, es el primer informe como una bacteria

fijadora de nitrégeno asociada a L. palmeri.

De los aislados obtenidos, se seleccioné el mejor (Bacillus amyloliquefaciens) por
presentar actividad positiva a fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos y

produccién de sideroforos.

El efecto de la salinidad en la germinacion de semillas de orégano (L. palmeri) afecta
negativamente; sin embargo, la inoculacién de las cepas de B. amyloliquefaciens

mitigan el efecto negativo, promoviendo la germinacién in vitro.

En condiciones in vitro y de invernadero, la cepa de B. amyloliquefaciens resulto
tener interaccion positiva con L. palmeri, aumentando la significativamente la altura

media de las plantas, longitud radicular y el peso seco aéreo.

Con el presente estudio se demuestra y confirma la asociacién benéfica entre semilla
y estaca de L. Palmeri y B. amyloliquefaciens, con ello se contribuye al conocimiento

sobre la influencia positiva que ejercen los halobacterias y su potencial



agroecologico, resultando ser una posible alternativa de produccién de planta de

gran interés social, econémico y ecoldgico.

Como conclusion, nuestro estudio demuestra que la cepa halotolerante asociada (B.
amyloliquefaciens) y evaluadas en la raiz de L. palmeri, pueden utilizarse como
biofertilizante con potencial para el desarrollo y produccion de orégano nativo en las

areas de Sonora que presentan suelos salinos.
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