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Resumen

En la actualidad la poblacién mundial crece de manera exponencial, es por ello que una de
las grandes problematicas a resolver en el mundo actualmente es la demanda de alimentos,
su mejoramiento nutricional, asi como su rdpida produccion. Es asi que uno de los
productos con mayor aceptacién actualmente son los microogreens los cuales son plantulas
comestibles jovenes vy tiernas, producidas a partir de semillas de varias especies. En los
ultimos afios se ha acelerado su produccién y consumo, siendo una tendencia creciente a
nivel mundial. Para ello se han contado con diversas herramientas para su produccion, la
agricultura protegida por ejemplo cuenta con los sistemas hidropdnicos el cual es un
sistema de produccion en donde las plantas crecen en agua con fertilizantes sin necesidad
de suelo, por ende, se ven limitadas a la diversidad de microorganismos edaficos. A.
vinelandii, destaca entre las bacterias rizosféricas promotoras de crecimiento vegetal ya
que las favorece asimbidticamente al fijar nutrientes, sintetizar metabolitos reguladores,
fitohormonas y antibidticos. Cuando se utilizan microorganismos en hidroponia, son
agregados a la solucidn nutritiva o inoculados en el trasplante, sin embargo, las condiciones
guimicas y fisicas del medio reducen su viabilidad. Existen diferentes métodos para mejorar
su sobrevivencia y efectividad, uno de ellos es la inmovilizacion celular sin embargo son
escasas las investigaciones que propongan la inmovilizacién en un sustrato, mas especifico,
en el Tezontle. En este sentido, nuestro objetivo fue evaluar el efecto de un sustrato
hidropdnico (Tezontle) inoculado con A. vinelandii para la produccion de microgreens. Los
resultados mostraron un aumento en el tamafio y peso de raices en los tratamientos con el
sustrato hidroponico e igual concentraciéon de nitratos para todos los tratamientos excepto

el testigo.



Abstract

Nowadays the world population grows exponentially, which is why one of the great
problems to be solved in the world today is the demand for food, its nutritional
improvement as well as its rapid production. Thus, one of the most widely accepted
products currently are microogreens, which are young and tender edible seedlings,
produced from seeds of various species. In recent years its production and consumption has
accelerated, being a growing trend worldwide. For this, they have had various tools for their
production, protected agriculture, for example, has hydroponic systems, which is a
production system where plants grow in water with fertilizers without the need for soil,
therefore, they are limited to the diversity of edaphic microorganisms. A. vinelandii stands
out among the rhizospheric bacteria that promote plant growth since it favors them
asymbiotically by fixing nutrients, synthesizing regulatory metabolites, phytohormones and
antibiotics. When microorganisms are used in hydroponics, they are added to the nutrient
solution or inoculated in the transplant; however, the chemical and physical conditions of
the medium reduce their viability. There are different methods to improve their survival
and effectiveness, one of them is cell immobilization, however there are few investigations
that propose immobilization in a more specific substrate in the Tezontle. In this sense, our
objective was to evaluate the effect of a hydroponic substrate (Tezontle) inoculated with A.
vinelandii for the production of microgreens. The results showed an increase in the size and
weight of the roots in the treatments with the hydroponic substrate and the same

concentration of nitrates for all the treatments except the control.



Capitulo |

Antecedentes

La produccidn de hortalizas en México genera recursos econdémicos principalmente
por alto consumo, mismo que impacta en la salud humana (Baslam et al.,, 2011). Su
consumo reduce enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras (Jacobo et a/, 2009).
La lechuga (Lactuca sativa L.) es uno de los principales cultivos en México, se cultiva en suelo
a campo abierto, bajo régimen de temporal o riego (SIAP, 2018). Sin embargo, los sistemas
agricolas convencionales han generado problemas de salud y al medio ambiente por el uso
excesivo de fertilizantes y plaguicidas, lo que ha obligado a la busqueda de alternativas para
la produccién horticola, como la agricultura protegida (AP). La AP modifica la forma de
producir alimentos minimizando las restricciones, efectos y fendmenos climaticos adversos

(Moreno et al, 2014).

Durante los ultimos afios, todas las ciencias estan experimentando avances
tecnoldgicos importantes. Afortunadamente la agricultura también se estd beneficiando de
toda esta revolucién tecnolégica; en este sentido, se ponen a disposicidon del agricultor
variedades mds competitivas y productivas que las tradicionales, nuevos materiales
(sistemas de fertiirrigacién, materiales de cobertura, etc.) que permiten un control
ambiental mas exhaustivo en alguna de las fases del proceso productivo de las plantas. Sin
embargo, los sistemas agricolas convencionales han generado problemas de salud y al

medio ambiente por el uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas, lo que ha obligado a la



busqueda de alternativas para la produccidén horticola, como la agricultura protegida (AP).
La AP modifica la forma de producir alimentos minimizando las restricciones, efectos y
fendmenos climdticos adversos (Moreno Reséndez, 2014). Un ejemplo claro son los
microgreens los cuales son verduras cosechadas antes de su etapa de madurez, sus
nutrientes se encuentran en una forma mas concentrada que en la planta desarrollada y

contienen mas clorofila que los germinados.

Una de las principales estrategias de produccién en la AP es la hidroponia (Velasco
et al., 2016), la cual disminuye el impacto ambiental ocasionado por fertilizantes (Croitoru
et al., 2015). Se caracteriza por ser una tecnologia para el cultivo vegetal en agua que
contiene fertilizantes con o sin el uso de un medio artificial en sustitucién al suelo para
proveerla de soporte mecanico como arena, grava, vermiculita, lana de roca, etc (Baca et
al., 2016; De la Rosa-Rodriguez et al., 2016; Nisha, Somen, Kaushal, Narendra, y O.P.

Chaurasia, 2018).

El sistema hidropdnico, al no emplear el suelo, limita a la planta de la diversidad
de microorganismos edéaficos, que incluyen mas de 10° especies (Dohrmann et al., 2013),
mismos que son responsables de llevar a cabo entre 80-90% de los procesos observados en
el suelo (Nannipieri et al., 2003); como el metabolismo de elementos, descomposicién de
materia organica, solubilizacién de minerales, fotosintesis, supresividad, mantenimiento de
la estructura y funcién del suelo, degradacién de compuestos xenobidticos, entre otros
(Pankhurst et al., 1997; Pal y McSpadden, 2006; Pankratova, 2006; Ryan et al., 2008, Conde

et al.,2019). en este sentido destacan las diazotrofas promotoras de crecimiento vegetal
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(RPCV) las cuales favorecen asimbidticamente a las plantas fijando nutrientes, sintetizando
metabolitos reguladores, fitohormonas y antibiéticos. Cuando se emplean en el sistema
hidropdnico son agregadas a la solucién nutritiva (SN) o se inoculan las raices (Darwin et al.,
2015). Sin embargo, las condiciones quimicas y fisicas del medio reducen la viabilidad. Asi
mismo, el uso diferentes medios de soporte y tipos de sistemas hidropdnicos pueden no
proveer del ambiente mds adecuado para el desarrollo de microorganismos (Seungjun Lee
y Jiyoung Leea, 2015), en este sentido existen diferentes métodos para conservar la
viabilidad de los microrganismos, uno de ellos es la inmovilizacién celular, caracterizado por
restringir a las células a un area delimitada conservando sus actividades metabdlicas,

catabdlicas y cataliticas (Conde-Avila et al., 2020).

Junto a todos estos cambios tecnoldgicos se observa como se esta sustituyendo, de
manera cada vez mas importante, el cultivo tradicional en suelo por el cultivo hidropénico
y en sustrato (Abad y Noguera, 1997). Ldgicamente, este fendmeno ha sido mads
pronunciado en aquellos sectores mas intensivos de la agricultura, como es el caso de la
produccién horticola y ornamental. Las propiedades de tipo fisico resultan de enorme
importancia para el correcto desarrollo de la planta; cabe sefialar, que una vez colocada
ésta en el contenedor resulta practicamente imposible modificar sus parametros fisicos

iniciales.

El uso de tezontle como medio de cultivo se ha estudiado en la produccién de
hortalizas (Baca et al.,, 1991) desde hace unos 15 afios. El tezontle es un material

considerado como inerte desde el punto de vista quimico, cuyo extracto de saturacidn tiene



un pH préximo a la neutralidad, su capacidad de intercambio catidnico es muy baja, buena
aireacion, retencién de humedad que varia con el didmetro de las particulas, generalmente
estd libre de sustancias tdxicas y tiene buena estabilidad fisica (Bastida, 1999), ademds de
su bajo costo de adquisicion (Castellanos y Vargas-Tapia, 2003). Por ello ha crecido el interés
en comparar diferentes sistemas y sustratos para la produccion de tomate en invernadero,
en cuanto a rendimiento y optimizacién en el uso del agua y nutrimentos (Inden y Torres,

2004).



Capitulo 2

Marco Tedrico

1. Microgreens

Con frecuencia, también llamados “confeti de verduras”, los microgreens son
verduras tiernas las cuales son utilizadas para realzar color, textura o sabor de ensaladas, o
simplemente para adornar una amplia variedad de platillos. Son la primera verdadera etapa
de la hoja y se vende con el tallo, cotiledones (hojas de semillas) y las primeras hojas
adheridas. La produccion de microgreens puede realizarse desde el hogar, siendo una
actividad relativamente facil. Sin embargo, el tiempo de la cosecha varia mucho de un

cultivo a otro (Food and Drug Administration, 2019).

Actualmente ha crecido el interés por los alimentos frescos y funcionales, esto ha
sido aun mas impulsado por el creciente interés que tienen los consumidores por hacerse
de dietas las cuales favorezcan a la salud y a llegar a la longevidad. Los microgreens
acumulan un potencial inmenso para adaptarse a una produccidn a microescalay, por ende,

para mejorar el valor nutricional en la dieta humana.



Los factores principales que se toman en cuenta previo a la cosecha de la produccién
de microgreens, como lo es, por ejemplo, la seleccién de especies, si utilizara una
fertilizacion, la biofortificacion, cuanta luz necesitara, entre otras cosas, se abordan con
respecto a la fisiologia y a la calidad del cultivo, asi como su manejo postcosecha (Kyriacou

etal, 2016).

2. Sistemas de produccion

La variedad de sistemas de produccion tradicionales se divide principalmente en
tres, esto para darle una nutricion adecuada a las plantas. La primera procede de los
desechos bioldgicos de la vida animal, la segunda deriva a partir de la descomposicién de la
vida vegetal, y la Ultima proviene de las rocas o sustratos que se encuentran en los suelos.
. Cabe resaltar que estos elementos se encuentran presentes en una delgada capa de 40 cm
superficiales del suelo, donde ocurre la descomposicion organica que permite la

supervivencia de la vida vegetal (Hernandez, 2017).

Desde la llegada de la revolucién verde en la década de los sesenta (Rucoba et al.,
2014) se presentaron diversos avances tecnoldgicos que incluian desde equipos
tecnolégicos como maquinaria hasta fertilizantes, pesticidas y sistemas de riego, esto con
el fin de alcanzar mejores resultados, sin embargo, el mal manejo de dicha tecnologia derivo

en la disminucién en el rendimiento de las cosechas, esto, desencadenado a partir de la



poca fertilidad del suelo. Es asi como se empieza a optar con tecnologias mas amigables con

el medio ambiente para asi disminuir los impactos ecoldgicos.

Sin embargo, una desventaja presentada en los sistemas de produccién
tradicionales son que con la implementacion de este se requiere de una mayor cantidad de
personas para apoyar en la mano de obra, inversién en tiempo y, lo mds a destacar es que
este tipo de sistemas principalmente es utilizado para el autoconsumo del productor.

(Sanchez, 2021).

Por otra parte, el sistema hidropdnico es una herramienta que permite el
cultivo de plantas sin suelo, es decir sin tierra. Un cultivo hidropdnico es utilizado para
cultivar plantas cuyo crecimiento es posible gracias al suministro adecuado de los
requerimientos hidrico-nutricionales, a través del agua y solucién nutritiva. Con la técnica
de cultivo sin suelo es posible obtener hortalizas de excelente calidad y sanidad,
permitiendo un uso mas eficiente del agua y los nutrientes. Basados en la experiencia, los
rendimientos por unidad de area cultivada son altos debido a una mayor densidad, mayor
productividad por planta y eficiencia en el uso de los recursos agua, luz y nutrientes. No es
una metodologia moderna para el cultivo de plantas, sino una técnica ancestral; en la
antigiedad hubo culturas y civilizaciones que utilizaron esta metodologia como medio de
subsistencia. Generalmente asociamos esta forma de cultivo con grandes invernaderos para
el cultivo de plantas y el empleo de la mds compleja tecnologia, sin embargo, los origenes

de la hidroponia fueron muy simples en su implementacién. El desarrollo actual de Ia



técnica de los cultivos hidropdnicos esta basado en la utilizacidon de minimo espacio, minimo

consumo de agua y maxima produccién y calidad. (Cultivo en hidroponia, 2015)

Mediante esta técnica no se pierden de vista las necesidades de las plantas, como
luz, temperatura, agua y nutrientes. La disponibilidad de agua y nutrientes, los niveles de
radiacion y temperatura del ambiente, la densidad de siembra o disposicion de las plantas
en el sistema hidropdnico, la accidon de patdgenos o plagas, etc., incidirdn fuertemente en
el rendimiento del cultivo. El modernismo permitid la introduccién de los avances de la
informatica para el control y ejecucion de actividades, que han hecho de la automatizacién

del cultivo hidropdnico una realidad. (Cultivo en hidroponia, 2015)

Debido a la rédpida urbanizacion e industrializacion no solo esta disminuyendo la
tierra cultivable sino también las practicas de la agricultura convencional debido al amplio
rango de impactos negativos al ambiente (Nisha et al., 2018), mientras que el uso de la

hidroponia crece debido a que provee un sustancial grado de control (Jones, 1982)

Para destacar sus ventajas y funcionar de manera correcta, esta técnica requiere
una solucién nutritiva (SN) para el crecimiento de las plantas y a pesar de que por si misma
consume una gran cantidad de agua, la eficiencia del agua es mayor comparada con la
agricultura a cielo abierto (Parks, 2011). Sin embargo, debido al encarecimiento de los
fertilizantes (Huang, 2009) y al impacto negativo en el ambiente (Giuffrida y Leonardi, 2009;

Nakano et al., 2010; Massa et al., 2010), en hidroponia se buscan sistemas mas eficientes.



Hasta el afio 2013 estaban bajo cubierta 20,000 ha, de las cuales 12,000 son de
invernaderos y 8000 de estructuras denominadas casa-sombra (AMHPAC, 2013; Ponce,
2013). En estas condiciones la hidroponia le gana terreno a la produccién en suelo debido
a que se logra mayor eficiencia y control del riego y la nutricién mineral, ausencia inicial de
plagas, enfermedades y malezas, facilidad de esterilizacidn de los sustratos, posibilidad de
usar aguas duras o con mayor salinidad, mayor rendimiento y calidad, y mas sanidad e

inocuidad, entre otras (Canovas y Magdn, 2003; Alarcén, 2006; Raviv y Lieth, 2008).

En los sistemas hidropdnicos cerrados, donde si existe recirculacidon de SN, es mas
eficiente el uso del agua y los nutrimentos que se aplican para el crecimiento y desarrollo
de un cultivo, ya que la SN que drena del sistema (drenaje) es captada y utilizada
nuevamente en el mismo sistema de produccién; sin embargo, un aspecto que limita la
reutilizacion de la SN y con esto la eficiencia en el uso del agua y de los nutrimentos es la
obtencion de un rendimiento menor, disminucion de la calidad, acumulacion de toxinas
(fitotoxicidad) deficiencias minerales y el riesgo de diseminacién de microorganismos que

causan enfermedad en la raiz del cultivo (Déniel et al., 2006; Sanchez et al., 2014).

La productividad refleja un uso eficiente del agua, en los sistemas hidropdnicos y en
especial los cerrados se pueden alcanzar ahorros de agua desde 20% (Sanches del Castillo,

et al., 2014), 30 a 40% (Komosa et al., 2011) o hasta 46% (Dasgan y Ekici, 2005).

Los sistemas hidropdnicos con recirculacidn de la solucién nutritiva ahorran agua y

fertilizantes, pero con el tiempo es dificil mantener el balance nutricional y controlar las



enfermedades que atacan a la raiz, lo que causa un rendimiento menor respecto a sistemas

donde dicha solucién no se recircula (Sanchez Del Castillo, et al., 2014).

3. Fertilizantes

En el estudio de la nutriciéon de las plantas se entiende por macronutrientes
elementos minerales que forman parte de materia seca de vegetales, los cuales tienen una
proporcion superior a 1000 ppm, esta cantidad es equivalente a un gramo (gr) por
kilogramo (kg). Como macronutrientes esenciales podemos encontrar al nitrogeno, fosforo,

potasio, calcio, magnesio y azufre.

Por otra parte, y de forma analoga, los micronutrientes son aquellos elementos
minerales que se encuentran en entornos de 100 ppm = 0.1 gr por kg de materia seca, de

acd destacan el hierro, manganeso, cobre, zinc y molibdeno (Calderén, 2000).

Los fertilizantes actualmente es un insumo agricola indispensable para que los
cultivos tengan un rendimiento de calidad, asi como una mayor produccidn, estos son
sustancias ricas en nutrientes las cuales se utilizan para el mejoramiento de las

caracteristicas del suelo y para un mayor desarrollo en cultivos.

Existen tres tipos de fertilizantes. Los fertilizantes quimicos, los cuales son nutrientes

gue se elaboran a través de la mano del hombre y que, generalmente, son de origen



mineral, animal, vegetal o sintético. Dentro de este tipo de fertilizantes se encuentran los
elaborados con nutrientes principales como lo son el nitrégeno, el fosforo y el potasio. Por
otra parte, se encuentran los fertilizantes organicos, los cuales se formulan naturalmente o
con una nula participacion del hombre, son de origen mineral, animal, vegetal o mixto, un
ejemplo de estos son el estiércol, con el que se elaboran compostas. Por ultimo se
encuentran los fertilizantes inorganicos, que son sustancias derivadas de rocas y minerales
las cuales se aplican en el suelo o en sustratos, esto para elevar la fertilidad de los cultivos,

un ejemplo es la harina de roca. (secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019)

4. Microorganismos utilizados en la agricultura

Existe una diversidad de microorganismos que actualmente son utilizados para la
correcta funcionalidad en sistemas agricolas, un amplio espectro de dichos organismos son
las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), estas son bacterias de diversas
especies que favorecen el crecimiento y productividad vegetal. Entre los géneros mas
conocidos estan las Rhizobium, Pseudomonas, Azotobacter y Azospirillum. Las BPCV se
clasifican en dos grupos, uno utiliza su metabolismo para la solubilizacidn de fosfatos, para
producir hormonas, para fijar nitrégeno, entre otras acciones, lo cual, otorga un beneficio
a las diversas actividades enzimaticas e incrementa la adsorcién de agua y minerales, asi
como el desarrollo en planta y raiz (Bashan y Holguin, 1998). El otro grupo consiste en que
las BPCV tienen un control bioldgico, el cual promueve el crecimiento de la planta

indirectamente, dando proteccion contra patégenos. (Bashan y Holguin, 1998).



A partir del 2013, el mundo alcanzo una poblacion de 7 mil millones de habitantes,
lo cual ha obligado a incrementar la produccién de los alimentos para satisfacer necesidades
de la poblacion. Ante esto, se ha recurrido cada vez mds al uso de fertilizantes,
agroquimicos, sustratos, monocultivos, entre otras cosas. Una alternativa es la aplicacién
de los microorganismos benéficos al suelo en formulaciones que sirvan como

bioinoculantes (Intagri, 2011).

Dichos microorganismos han sido aplicados en diversos productos agricolas, como
semillas, tubérculos o raices ya que son capaces de colonizar y estimular el crecimiento de

las plantas y los cultivos, mejorando asi su rendimiento (Chanway et al., 1989).

En la actualidad se han identificado numerosas bacterias con la capacidad de fijacion
de nitrégeno, sin embargo, solo algunas destacan por su potencial de ser utilizados como
biofertilizantes, mismos que resultan de gran interés para productores. Entre los mas
destacados encontramos diversos géneros como Beijerinckia, Derxia , Azospirilllum vy

Azotobacter siendo este Ultimo uno de los mas destacados.

5. Genero Azotobacter

Beijerinck (1901) fue la primera persona que aislé y cultivé especies de Azotobacter.

Mas tarde, varias otras especies de Azotobacter han sido aisladas y descritas como A.



vinelandiii, A. beijerinckii, A. insignis, A. macrocytogenes, A. paspali, A. chroococcum, A.
salinestris, A. armeniacus, A. brasilense, A. agilis, A. tropicalis y A. nigricans (Mulder y
Brontonegoro 1974; Page y Shivprasad 1991; Kizilkaya 2009). La diversidad y las
aplicaciones beneficiosas de Azotobacter fueron bien documentadas por diferentes
ecosistemas de las ultimas dos décadas por su actividad promotora del crecimiento de las
plantas para la agricultura sostenible (Aquilanti et al. 2004; Jiménez et al. 2011). Entre las
diferentes especies, A. chroococcum y A. vinelandii son habitantes comunes que se
encuentran en los suelos de la rizosfera. Su presencia en el suelo estd influenciada por
muchos factores como el pH del suelo, contenido de materia orgdnica, calcio, fésforo,

potasio y otros microorganismos presentes en el suelo (Rangaswami et al. 1964).

La familia Azotobacteraceae estd representada por dos géneros, Azotobacter
(Beijerinck, 1901) y Azomonas (Winogradsky, 1938). La eliminaciéon de los géneros
Beijerinckia y Derxia de Azotobacteraceae se basé en andlisis cistron de ARNr (De Smedt et
al., 1980) y sus similitudes como se observa en el experimento de hibridacién de ARNr (De
Vos et al.,1985). Tales experimentos mostraron que Beijerinckia y Derxia no estan
estrechamente relacionados con el género Azotobacter y Azomonas, pero que ellos
pertenecen a otras subdivisiones o grupos, es decir, a subclases alfa y beta, respectivamente
de Proteobacterias. Por otra parte, investigaciones sobre similitudes de rRNA de varias
bacterias gramnegativas basadas en valores de tm () de los hibridos dna-rrna mostraron que
Azotobacter y las Azomonas estan estrechamente relacionadas entre si y a la rama de

Pseudomonas fluorescentes de ARNr.



La ultima rama o grupo pertenece a la Superfamilia | en la nomenclatura de De Ley
y sus compaferos de trabajo o el grupo gamma/subdivisién o subclase de la bacteria
purpura definido por Woese et al. (1985a, 1985b) o el de las proteobacterias, segin lo

definido por Stackebrandt (1988).

El género Azotobacteracea estd caracterizado por bacterias asimbidticas y son
aerobias heterotrdficas, las cuales tienen como principal propiedad la capacidad de fijar
molecularmente N, atmosférico en nitrégeno-libre o medio de nitrégeno pobre con un
compuesto organico de carbono (preferentemente azucares, alcoholes o dcidos organicos)
como fuente de energia. Sin embargo, la fijacion de N2 no es exclusiva de esta familia, ya
gue pueden presentarla otras bacterias no relacionadas. Ademas, algunos representantes
de esta familia pueden producir crecimiento asociativo con plantas superiores. Por estas
razones, los representantes de esta familia generalmente se conocen como fijadores

asimbidticos de N.

Los representantes de las Azotobacteraceae son habitantes regulares del suelo,
incluidos los aéreos, polvo transportado, de habitats acudticos y superficie de plantas como

el entorno externo de raices (rizosfera) y hojas (filosfera).

A. chroococcum y A. vinelandii también se encuentra en habitats marinos. Algunas
especies proliferan mayormente en la rizosfera de plantas que, en el suelo mismo, y se ha
demostrado en algunos casos que este crecimiento asociativo es benéfico para la planta

porque el N se vuelve biodisponible (Doereiner, 1966).



Para Azotobacter paspaliy el pasto Paspalum notatum la asociacidn parece ser mas
especifica debido a la especie (Dobereiner, 1966, 1970). También en las superficies de las
hojas miembros de este grupo (especialmente A. chroococcum) a menudo se encuentran

principalmente en hojas envejecidas

La bacteria prolifera a expensas de los exudados ricos en azucar y pobres en N de la
planta. Los exudados actian como una especie de medio de enriquecimiento. Para la

filosfera, se ha sugerido que el N fijo estd disponible para la planta (Ruinen, 1961).

El género Azotobacter son organismos de suelo, agua, rizosfera vegetal y filosfera;
por lo tanto, todos estos sustratos pueden usarse como indculo. Muchos miembros de este
género producen grandes cantidades de limo capsular (polisacarido). No forman
endosporas, pero algunas forman microquistes de paredes gruesas, que, a diferencia de las
esporas, son células vegetativas enquistadas sin cambios citoldgicos antes de su
germinacion. Las células muestran motilidad por flagelos periticos o no son mdviles. Las
células son gramnegativas. Aunque algunas especies parecen ser variables de Gram (por
ejemplo, lo establecido por, Jensen y Peterson, 1954; Kirakosyan y Melkonyan,1964; Norris
y Kingham, 1968; Johnstone, 1974), pero Thompson y Skerman (1979) atribuyen estos

resultados a la decoloracidn incompleta de frotis gruesos

Las células son méviles en A. chroococcum, A. vinelandii, A. armeniacus y A. paspali,

pero la motilidad estd ausente en A. beijerickii y A. nigricans. (Hendrik, 2006).



6. Inmovilizacion celular

La inmovilizacidn celular (IC) es un método caracterizado por restringir a las células
a un area delimitada conservando sus actividades metabdlicas, catabdlicas y cataliticas
(cita). Asimismo, dependiendo del tipo de inmovilizacién tanto las células como las enzimas
pueden ser inmovilizadas de forma permanente o temporal para ser utilizadas repetida y
continuamente en diversos procesos quimicos. Por lo tanto, la inmovilizacion deberia ser
definida como una técnica capaz de reutilizar o dar uso continuo de biocatalizadores y
células. Por lo tanto, la sencillez y el bajo costo de los métodos de inmovilizacion juegan un
papel fundamental en la seleccion de protocolos de inmovilizacién. Es por ello que por
medio de la inmovilizacion es posible no solo controlar la ubicacién de las células o las

enzimas sino también modificar sus propiedades selectivamente.

La investigacion sobre inmovilizacion de organismos unicelulares ha generado gran
interés en la comunidad cientifica, debido a sus ventajas técnicas y econdmicas. Entre las
principales ventajas que presentan los sistemas biotecnolégicos que utilizan células
inmovilizadas se encuentra su facilidad para el manejo de una mayor densidad celular
comparado con los procesos tradicionales, un mejor control en sistemas continuos y la
posible recuperacién de la biomasa para su posterior reutilizacién. Aunque cabe
mencionarse que existen ventajas y desventajas en los métodos de inmovilizacién de las

células microbianas, y los métodos generales ideales aplicables a la inmovilizacién de las



células aun no se han desarrollado plenamente. En general, los materiales para inmovilizar
células deben cumplir importantes requisitos como: ser grado alimenticio (segun sea el
caso), bajo costo, disponibilidad, no degradables y aptos para condiciones de pH vy
temperatura bajas (Bakoyianis et al., 1992 y 1996; Bardi y Koutinas, 1994; Fumi et al., 1987;
Shimobayashi y Tominaga, 1986). Los métodos de inmovilizacién de células mds usados son
la autofloculacién (Verstrepen y Klis, 2006; Stewart y Russel, 1986), la adsorcién sobre

soportes (Bardi et al., 1996) y la incorporacién de levaduras en matrices sdlidas.

Para llevar a cabo la IC se emplean diferentes técnicas de acuerdo con los objetivos
de esta. Entre los principales métodos se emplea la floculacion, adsorcién a una superficie
o matriz porosa, por enlace covalente, por atrapamiento, agregacion natural vy

encapsulacion, siendo esta ultima técnica la mas utilizada (Fernandez-Lépez et al., 2017).

Los principales usos de la IC han sido los procesos industriales y médicos cuya
finalidad es la obtencidn eficiente de productos (aminodacidos, acidos orgdnicos, antibidticos
y enzimas) (Najafpour 2007, Zucca y Sanjust 2014, Gotovtsev et al., 2015). En los ultimos
afios se ha retomado el interés por el uso de IC, especialmente en areas como la
biorremediacion, control bioldgico, aplicacidon de agroquimicos, entre otras. Por su parte, la
biodegradacién de contaminantes es una de las mas recientes y potenciales aplicaciones de
la IC orientada a favorecer los procesos de degradacion de diversas sustancias tdxicas
(Fernandez-Lépez et al., 2017), ya que como se ha mencionado, en el area ambiental es
frecuente encontrar limitaciones para la incorporacién de microorganismos libres en los

sitios a remediar. Es por ello por lo que surgié un interés renovado en el empleo de estas



técnicas con la finalidad de incrementar la productividad y viabilidad de células, asi como
mantener su actividad catalitica por periodos prolongados de tiempo (Jeshitha et al., 2015).
El uso de esta tecnologia debe proporcionar de forma deseable, condiciones apropiadas y
prolongadas para el desarrollo celular, nula toxicidad o potencial contaminante vy

propiedades constantes para ser usados en agua y suelos.

Cuando se emplea la IC de microorganismos degradadores en los procesos de
remocién y/o degradacion de contaminantes, comiUnmente se logran mayores
rendimientos y porcentajes de remocidon al incorporarlos bajo la proteccion de la
inmovilizacion, surgiendo como una alternativa tecnoldgica ambiental. Sin embargo, Una
limitante del uso de IC en la remediacion in situ ha sido la supervivencia de los
microorganismos en condiciones de confinamiento, su interaccién con los materiales de
soporte o atrapamiento y la estabilidad mecanica de los materiales empleados en la

inmovilizacion.

A la fecha sélo algunas investigaciones se han enfocado en la busqueda de
alternativas para la optimizacion de tratamientos bioldgicos en la degradacion de
plaguicidas empleando métodos de IC. Se usan principalmente dos tipos de procesos, los
basados en retencion fisica (como el atrapamiento en matrices porosas o encapsulacidon en
membranas) y aquellos en los que se emplea un enlace quimico (p.e. la formacion de

biopeliculas).



El método mds estudiado para la aplicacion practica de la IC es la encapsulacidn por
considerarse simple y efectivo (Adinarayana, Jyothi, Ellaiah, 2005). Este dispone de distintos
materiales, en su mayoria geles poliméricos que mantienen a las células resguardadas al
interior de una membrana, sin embargo, bajo este método pueden ocurrir restricciones
relacionadas con la estabilidad de la matriz que se forma, ademas de la transferencia de
masas por funcionar como un sistema de liberacién lento (Kadakol, Kamanavalli y Shouche,
2011). En contraste, las técnicas que emplean la formacidn de biopeliculas o atrapamiento
celular aprovechan la agregacion natural y las interacciones idnicas que las unen para

mejorar las vias degradativas (Stewart, Ganesan y Solomon, 2015).

En este sentido, debido a que la estructura de los materiales para la IC esta
profundamente relacionada con la adherencia, actividad degradativa microbiana vy
conservacion de dicha actividad, es fundamental la seleccion y busqueda de soportes
adecuados (Pattanasupong, 2004; Talwar y Ninnekar, 2015). Al respecto, distintos
materiales y soportes han sido evaluados para potenciar la eficiencia de degradacion de
forma que se adecuen a las condiciones en las que seran requeridos (Pattanasupong, 2004;
Khalid et al., 2018). Entre las caracteristicas que los materiales para IC deben poseer
preferentemente son, nula toxicidad, estabilidad mecdnica, eficiencia, practicidad y bajo
costo, ademas de la capacidad de ser o formar superficies porosas para brindar las

condiciones ideales de inmovilizacion (Pradeep y Subbaiah, 2016).

Los materiales, soportes o matrices que se han empleado para la encapsulacién y

atrapamiento de células en la degradacion de plaguicidas son muy variados. Se pueden



distinguir algunos tanto inorganicos como arcillas, silicatos, cristales, cerdmica, tierra
diatomacea, espuma de poliuretano, sol gel, poliacrilamida, agarosa, alcohol polivinilico,
piedras volcanicas porosas y fibra de nylon; asi como de origen organico como la celulosa,
agares, alginatos, k-carragenina, quitina, coldgeno, carbdn activado, esponja de Loffa

cylindrica, biochar, fibras de restos vegetales y granos.



7. Metanalisis

Especie UFC Sustrato Cultivo Resultados Referencias
Azospirillum Solucién No hubo (Baset et al. ,2007)
brasilense; nutritiva diferencia
Bacillus significativa
sphaericus entre tratamiento
y testigo.
Aumenta
produccion de
----- Platano materia seca
Ochrobactrum Tezontle No se (Rodriguez et al.,
anthropi; encontraron 2013)
Micobacterium diferencias
sp.; Bacillus significativas
cereus;
Pseudomonas Bacillus cereus
fluorescens vy dio mayor altura
Sphingomonas y el
sp. Ochrobactrum
anthropi en el
108 UFC Melén diametro
Lamejor  (Gomes et al., 2019)
respuesta a la
inoculacion con
diazotrofos se
lograré
utilizando
variedades de
cafa de azUcar
adaptadas a baja
fertilidad en
condiciones de
bajo contenido
de nitrégeno.
Diazotrofas Cafia de azucar
Azospirillum Arena El méximoy  (Aliasgharzad et
lipoferum minimo de al.,2014)
AC45-11, A. actividades de
brasilense nitrogenasa se
AC46-1, A. observaron en
irakense AC49- AC49-VII
VIl and A y AC45-11,
irakense AC51- respectivamente.
Vi En
consecuencia, el
108 UFC/ml Trigo mas alto y



Las
producciones
minimas de
auxina se
lograron con
AC46-1 y AC45-
1,
respectivamente.

Metaanalisis. Indice de potencial de diversos sustratos y su uso como biofertilizante

Planteamiento del problema

En los sistemas hidropdnicos cerrados, donde si existe recirculacién de SN, es mas
eficiente el uso del agua y los nutrimentos que se aplican para el crecimiento y desarrollo
de un cultivo, ya que la SN que drena del sistema (drenaje) es captada y utilizada
nuevamente en el mismo sistema de produccién; sin embargo, un aspecto que limita la
reutilizacion de la SN y con esto la eficiencia en el uso del agua y de los nutrimentos es la
obtencion de un rendimiento menor, disminucion de la calidad, acumulacion de toxinas
(fitotoxicidad) deficiencias minerales y el riesgo de diseminacién de microorganismos que

causan enfermedad en la raiz del cultivo (Déniel et al., 2006; Sanchez et al., 2014).

La productividad refleja un uso eficiente del agua, en los sistemas hidropdnicos y en
especial los cerrados se pueden alcanzar ahorros de agua desde 20% (Sanches del Castillo,

et al., 2014), 30 a 40% (Komosa et al., 2011) o hasta 46% (Dasgan y Ekici, 2005).

Los sistemas hidropdnicos con recirculacidn de la solucién nutritiva ahorran agua y

fertilizantes, pero con el tiempo es dificil mantener el balance nutricional y controlar las



enfermedades que atacan a la raiz, lo que causa un rendimiento menor respecto a sistemas

donde dicha solucién no se recircula (Sanchez Del Castillo, et al., 2014).

Por ende, el inconveniente al que se afronta en un futuro de la produccién de este
tipo de AP se ve envuelta en temas delicados debido a diversidad de factores, y la
encapsulacion empleada en la actualidad no da una solucidn directa como la creacion de un

sustrato hidropénico.

Justificacion

La hidroponia es una tecnologia para el cultivo de plantas en agua que contiene
fertilizantes, con o sin el uso de un medio artificial para proveer soporte mecanico como
arena, grava, vermiculita, lana de roca, etc. en sustituciéon del suelo, el cual al no emplearse
limita a la planta de una inmensa diversidad bacteriana, en especial de RPCV como A.
brasilense , A vinelandii y A. chroococcum que benefician a las plantas por fijar nutrientes,
sintetizar metabolitos reguladores de crecimiento, fitohormonas, entre otras sustancias. En
el cultivo hidropdnico se pueden adicionar las bacterias a la SN, no obstante, las condiciones
guimicas y fisicas podrian reducir su viabilidad, en este sentido existen diferentes métodos
para conservarlas, sin embargo, la inmovilizacién celular en tezontle posibilita el contacto

de microorganismos con la planta.

Hipotesis



La encapsulacion radicular con A vinelandii en tezontle permite su establecimiento en la

rizosfera y favorece el desarrollo de microgreens cultivadas en un sistema hidropénico.

Objetivos.

Evaluar el efecto de A. vinelandii inmovilizadas en tezontle en la produccién de microgreens
mediante técnicas microbioldgicas y moleculares para el desarrollo de un sustrato

hidropdnico

Objetivos especificos

e Determinar la viabilidad de A vinelandii inmovilizados en tezontle de diferentes

granulometrias y expuestas a un sistema hidropdnico cerrado.

e Cuantificar en plantas de amaranto, arugula y chia NOs, Ca, P, K, Mg.

e Determinar el largo de raiz, tallo, numero de hojas, peso fresco y peso seco de

amaranto, arugula y chia.
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Resumen

En la actualidad la poblacién mundial crece de manera exponencial, es por ello que
una de las grandes problematicas a resolver en el mundo actualmente es la demanda de
alimentos, su mejoramiento nutricional, asi como su rapida produccidn. Es asi que uno de
los productos con mayor aceptaciéon actualmente son los microogreens los cuales son
plantulas comestibles jovenes y tiernas, producidas a partir de semillas de varias especies.
En los ultimos afios se ha acelerado su produccion y consumo, siendo una tendencia
creciente a nivel mundial. Para ello se han contado con diversas herramientas para su
produccidn, la agricultura protegida por ejemplo cuenta con los sistemas hidropdnicos el
cual es un sistema de produccién en donde las plantas crecen en agua con fertilizantes sin
necesidad de suelo, por ende, se ven limitadas a la diversidad de microorganismos edaficos.
A. vinelandii, destaca entre las bacterias rizosféricas promotoras de crecimiento vegetal ya
gue las favorece asimbidticamente al fijar nutrientes, sintetizar metabolitos reguladores,
fitohormonas y antibidticos. Cuando se utilizan microorganismos en hidroponia, son

agregados a la solucidn nutritiva o inoculados en el trasplante, sin embargo, las condiciones
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quimicas y fisicas del medio reducen su viabilidad. Existen diferentes métodos para mejorar
su sobrevivencia y efectividad, uno de ellos es la inmovilizacion celular sin embargo son
escasas las investigaciones que propongan la inmovilizacién en un sustrato, mas especifico,
en el Tezontle. En este sentido, nuestro objetivo fue evaluar el efecto de un sustrato
hidropdnico (Tezontle) inoculado con A. vinelandii para la produccion de microgreens. Los
resultados mostraron un aumento en el tamafno y peso de raices en los tratamientos con el
sustrato hidroponico e igual concentracién de nitratos para todos los tratamientos excepto

el testigo.

Abstract

Nowadays the world population grows exponentially, which is why one of the great
problems to be solved in the world today is the demand for food, its nutritional
improvement as well as its rapid production. Thus, one of the most widely accepted
products currently are microogreens, which are young and tender edible seedlings,
produced from seeds of various species. In recent years its production and consumption has
accelerated, being a growing trend worldwide. For this, they have had various tools for their
production, protected agriculture, for example, has hydroponic systems, which is a
production system where plants grow in water with fertilizers without the need for soil,
therefore, they are limited to the diversity of edaphic microorganisms. A. vinelandii stands
out among the rhizospheric bacteria that promote plant growth since it favors them
asymbiotically by fixing nutrients, synthesizing regulatory metabolites, phytohormones and
antibiotics. When microorganisms are used in hydroponics, they are added to the nutrient
solution or inoculated in the transplant; however, the chemical and physical conditions of
the medium reduce their viability. There are different methods to improve their survival
and effectiveness, one of them is cell immobilization, however there are few investigations
that propose immobilization in a more specific substrate in the Tezontle. In this sense, our
objective was to evaluate the effect of a hydroponic substrate (Tezontle) inoculated with A.
vinelandii for the production of microgreens. The results showed an increase in the size and
weight of the roots in the treatments with the hydroponic substrate and the same

concentration of nitrates for all the treatments except the control.



Introduccidén

La produccién de hortalizas en México genera recursos econdmicos principalmente
por alto consumo, mismo que impacta en la salud humana (Baslam et al., 2013). Su consumo
reduce enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras (Jacobo-Veldazquez y Cisneros-

Zeballos, 2009).

Sin embargo, los sistemas agricolas convencionales han generado problemas de
salud y al medio ambiente por el uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas, lo que ha
obligado a la busqueda de alternativas para la produccion horticola, como la agricultura
protegida (AP). La AP modifica la forma de producir alimentos minimizando las

restricciones, efectos y fendmenos climaticos adversos (Moreno Reséndez, 2011).

Una de las principales estrategias de produccién en la AP es la hidroponia (Velasco
et al., 2016), la cual disminuye el impacto ambiental ocasionado por fertilizantes (Croitoru
et al., 2015). Se caracteriza por ser una tecnologia para el cultivo vegetal en agua que
contiene fertilizantes con o sin el uso de un medio artificial en sustitucién al suelo para
proveerla de soporte mecanico como arena, grava, vermiculita, lana de roca, etc (Baca et
al., 2016; De la Rosa-Rodriguez et al., 2016; Nisha, Somen, Kaushal, Narendra, y O.P.
Chaurasia, 2018).

Con frecuencia, también llamados “confeti de verduras”, los microgreens son
verduras tiernas las cuales son utilizadas para realzar color, textura o sabor de ensaladas, o
simplemente para adornar una amplia variedad de platillos. Son la primera verdadera etapa
de la hoja y se vende con el tallo, cotiledones (hojas de semillas) y las primeras hojas
adheridas. La produccion de microgreens puede realizarse desde el hogar, siendo una
actividad relativamente facil. Sin embargo, el tiempo de la cosecha varia mucho de un

cultivo a otro (Food and Drug Administration, 2019).

Actualmente ha crecido el interés por los alimentos frescos y funcionales, esto ha

sido aln mas impulsado por el creciente interés que tienen los consumidores por hacerse



de dietas las cuales favorezcan a la salud y a llegar a la longevidad. Los microgreens
acumulan un potencial inmenso para adaptarse a una produccién a microescalay, por ende,

para mejorar el valor nutricional en la dieta humana.

En el estudio de la nutriciéon de las plantas se entiende por macronutrientes
elementos minerales que forman parte de materia seca de vegetales, los cuales tienen una
proporcidon superior a 1000 ppm, esta cantidad es equivalente a un gramo (gr) por
kilogramo (kg). Como macronutrientes esenciales podemos encontrar al nitrégeno, fosforo,

potasio, calcio, magnesio y azufre.

Por otra parte, y de forma analoga, los micronutrientes son aquellos elementos
minerales que se encuentran en entornos de 100 ppm = 0.1 gr por kg de materia seca, de

aca destacan el hierro, manganeso, cobre, zinc y molibdeno (Calderdn, 2000).

Los fertilizantes actualmente es un insumo agricola indispensable para que los
cultivos tengan un rendimiento de calidad, asi como una mayor produccién, estos son
sustancias ricas en nutrientes las cuales se utilizan para el mejoramiento de las

caracteristicas del suelo y para un mayor desarrollo en cultivos.

Existen tres tipos de fertilizantes. Los fertilizantes quimicos, los cuales son nutrientes
gue se elaboran a través de la mano del hombre y que, generalmente, son de origen
mineral, animal, vegetal o sintético. Dentro de este tipo de fertilizantes se encuentran los
elaborados con nutrientes principales como lo son el nitrégeno, el fosforo y el potasio. Por
otra parte, se encuentran los fertilizantes organicos, los cuales se formulan naturalmente o
con una nula participacion del hombre, son de origen mineral, animal, vegetal o mixto, un
ejemplo de estos son el estiércol, con el que se elaboran compostas. Por ultimo se
encuentran los fertilizantes inorganicos, que son sustancias derivadas de rocas y minerales
las cuales se aplican en el suelo o en sustratos, esto para elevar la fertilidad de los cultivos,

un ejemplo es la harina de roca. (secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019)



Existe una diversidad de microorganismos que actualmente son utilizados para la
correcta funcionalidad en sistemas agricolas, un amplio espectro de dichos organismos son
las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), estas son bacterias de diversas
especies que favorecen el crecimiento y productividad vegetal. Entre los géneros mas
conocidos estan las Rhizobium, Pseudomonas, Azotobacter y Azospirillum. Las BPCV se
clasifican en dos grupos, uno utiliza su metabolismo para la solubilizacién de fosfatos, para
producir hormonas, para fijar nitrogeno, entre otras acciones, lo cual, otorga un beneficio
a las diversas actividades enzimaticas e incrementa la adsorcion de agua y minerales, asi
como el desarrollo en planta y raiz (Bashan y Holguin, 1998). El otro grupo consiste en que
las BPCV tienen un control bioldgico, el cual promueve el crecimiento de la planta

indirectamente, dando proteccion contra patégenos. (Bashan y Holguin, 1998).

La inmovilizacion celular (IC) es un método caracterizado por restringir a las células
a un area delimitada conservando sus actividades metabdlicas, catabdlicas y cataliticas
(cita). Asimismo, dependiendo del tipo de inmovilizacién tanto las células como las enzimas
pueden ser inmovilizadas de forma permanente o temporal para ser utilizadas repetida y
continuamente en diversos procesos quimicos. Por lo tanto, la inmovilizacion deberia ser
definida como una técnica capaz de reutilizar o dar uso continuo de biocatalizadores y
células. Por lo tanto, la sencillez y el bajo costo de los métodos de inmovilizacion juegan un
papel fundamental en la seleccion de protocolos de inmovilizacién. Es por ello que por
medio de la inmovilizacidén es posible no solo controlar la ubicacién de las células o las

enzimas sino también modificar sus propiedades selectivamente.

La investigacion sobre inmovilizacidon de organismos unicelulares ha generado gran
interés en la comunidad cientifica, debido a sus ventajas técnicas y econdmicas. Entre las
principales ventajas que presentan los sistemas biotecnolégicos que utilizan células
inmovilizadas se encuentra su facilidad para el manejo de una mayor densidad celular
comparado con los procesos tradicionales, un mejor control en sistemas continuos y la
posible recuperacién de la biomasa para su posterior reutilizacién. Aunque cabe

mencionarse que existen ventajas y desventajas en los métodos de inmovilizacién de las



células microbianas, y los métodos generales ideales aplicables a la inmovilizacién de las
células aun no se han desarrollado plenamente. En general, los materiales para inmovilizar
células deben cumplir importantes requisitos como: ser grado alimenticio (segun sea el
caso), bajo costo, disponibilidad, no degradables y aptos para condiciones de pH vy
temperatura bajas (Bakoyianis et al., 1992 y 1996; Bardi y Koutinas, 1994; Fumi et al., 1987,
Shimobayashi y Tominaga, 1986). Los métodos de inmovilizacion de células mas usados son
la autofloculacién (Verstrepen y Klis, 2006; Stewart y Russel, 1986), la adsorcién sobre

soportes (Bardi et al., 1996) y la incorporacion de levaduras en matrices sdlidas.

Para llevar a cabo la IC se emplean diferentes técnicas de acuerdo con los objetivos
de esta. Entre los principales métodos se emplea la floculacion, adsorcién a una superficie
o matriz porosa, por enlace covalente, por atrapamiento, agregacion natural vy

encapsulacion, siendo esta ultima técnica la mas utilizada (Fernandez-Lépez et al., 2017).

Por lo antes mencionado el objetivo del presente fue evaluar Azotobacter vinelandii

ATCC 12837 inmovilizada en tezontle para la produccién de microgreens
Resultados

El peso fresco, asi como la captacion de No3 presentan diferencias significativas
entre tratamientos, de igual manera una variable que presenta las diferencias significativas
es el tamafio de granulometria de el tezontle, proporcionado por Bastida et al. sin embargo,

se destaca la ventaja costo beneficio del uso de MQO’s a comparacidon de fertilizantes

sintéticos.
ANOVATUKEY
Variable Subconjunto para alfa = 0.01
Largo de

Peso fresco II;kga'lz Na3 K+ Ma
Tezontle granulometria .1 cm - Testigo 25e 35cd 155¢e 10c 4d
Tezontle granulometria .5 om - Testige 2 8de 3.3cd 15.3e 11.3c Babc
Tezontle granulometria 1 om - Testigo 25d 3d 16.6e 106c Ta
Tezontle granulometria .1 cm - Bacteria inmovilizada 3.8c 4 3abc 28 3ab 17a 4. 3cd
Tezontle granulometria |5 om - Bacteria inmovilizada 4c 5.3abc 323a 12 Bbc 6.6ab
Tezontle granulometria .1 om- 5N Sb 5.3abc 24.6cd 16ab Sbed
Tezontle granulometria .5 om - SN 5.3a 5.3abc 23cd 17.3a Babc
Tezontle granulometriz 1 om - Bacteiria inmovilizada 5.4a 5.3abc 27bc 12c Gabc

Tezontle granulometria 1 om- SN 5.5a 5.3abc 226d 17.3a 4 6cd
Se whwaliran lasmedias para |os grupos en las subconjuntes homogéneos.
a. el a of tamafio de la muestrmde lamedia anmdnics = 2842

b Los tamaiics de grupa no son iguakes. Se utilizala media armiénicade los tamafics de grupa. Los niveles de emor de tipol no &stién garant zados

3
2.6b
2.6b

3.6ab
Sab
4ab

Ba

4.3ab



Largo de raiz N No3
Biomasa 821

Largo de raiz 1

no3

k

Ma

ca

** La correlacién es significativa en el nivel 0,01 [bilateral).

*.La correlacién es significativa en el nivel 0,05 [bilateral).

533

611

Correlacionss

k n Ma
635

77

458

-0.068

-0.057

0.005

-0.338

Ca

503

7547

445’

555

0.007

Particula

De igual manera se destacan las correlaciones significativas en biomasa, largo de

raiz, y captacién de calcio, tal y como lo menciona Canovas y Castellanos (2009).
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Metodologia

2. Area de estudio

La investigacién se desarrollé en las inmediaciones de la Universidad Popular
Auténoma del Estado de Puebla, con coordenadas 19°02'55”"N 98°12'59"0.
Especificamente, en los laboratorios de la facultad de ciencias bioldgicas, de la misma

manera, se hara uso de los invernaderos de la empresa BioDIY.


https://doi.org/10.1016/j.landurbplan.2015.12.003

Se utilizé un sistema hidropdnico cerrado.

3. Cepas de estudio

Las cepas fueron obtenidas de la Coleccién Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos
Celulares del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados (CINVESTAV-IPN), México. Para
su propagacioén fue cultivada en medio NBRC (composicidn en griIL-1: extracto de levadura,
1; D-manitol, 5; K2HPO4, 0.7; KH2P0O4 ,0.1; MgS04R7H20, 1; pH 7+0.05). Se inocularon
matraces Erlenmeyer de 1000 mL con 250 mL de medio de cultivo NBRCy 250 gr de sustrato

y se cultivaron a 28° C por 72h a 120 rpm para obtener la maxima poblacion bacteriana.

4. Inmovilizacidon celular

Las bacterias diasotrofaz fuerén obtenidas después de la preparacién del inoculo. Se
determind las caracteristicas fisicas de los germinados. Se inoculé en el medio NRBC en
donde se colocard el tezontle con diferentes tamanos de particulas (1, 0.5y 0.1 cm) para la
retencion de humedad, en donde la actividad del espacio poroso total logré la
inmovilizacion de las bacterias en el sustrato. Los tratamientos fueron los tamafios de

particulas (1, 0.5y 0.1 cm) y el testigo (tezontle).

5. Determinacion de los parametros



Se realizaron mediciones cada 72 horas posteriores al trasplanté y se realizaron
mediciones del germinado utilizando una cinta milimétrica (con error de lectura de 0.05
cm). Los puntos de referencia fue el tamaio del germinado. Las concentraciones de NO3,

Ca, Mg, Na, K, mediante los sensores horiba®

6. Extraccion de ADN de las diazotrofas y su analisis por PCR en tiempo real

La extraccién de ADN gendmico de las diazotrofas se realizdé 3 meses después de la
inoculacién empleando el kit Quick-DNA TM Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymoresearch)

de muestras de suelo y de raices de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

Para la amplificacién por PCR se usd una mezcla de reaccion que contenia 12.5 uL de la
mezcla de polimerasa SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X (Thermo Scientific™), 2.5 uL de
la mezcla de los cebadores N205 directo y reverso (10uM) (Ehaliotis et al. 1999),1 ulL de
ADN gendmico extraido de muestras de suelo o raiz y 9 puL de agua Milli-QR para obtener

un volumen final de reaccién de 25 pL.

Se incluyd un blanco con agua Milli-Q estéril filtrada y todas las muestras seran
analizadas por duplicado. La reaccidén se llevara a cabo en un termociclador Rotor-Gene B Q
Series 6000 software 2.3.1 (QIAGEN). El programa de ciclado serd el siguiente:
desnaturalizacién inicial por 5 min a 95°C, 45 ciclos de desnaturalizacién por 10s a 95°C,

hibridacién y extensidon por 10s a 60°C. Para verificar la especificidad de las ampliaciones,



se generara una curva de disociacion aplicando un gradiente de temperatura creciente de

de 55°C a 99°C.

7. Diseio y analisis estadistico

Se empleo un disefio de bloques completamente al azar con 3 repeticiones por
tratamiento. Para el analisis estadistico se aplicé un ANOVA de una via y una prueba de
comparaciones multiples de Tukey con el programa estadistico SPSSE Se consideré un nivel
de significancia de p<0.05. Los datos se presentan como valores medios + desviaciones

estandar.

Resultados y discusion
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