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Acrénimo Significado
AP Altura de la planta
BEPCV Bacteria enddfita promotora de crecimiento
vegetal
C Carbono
CA Control absoluto
CR Control relativo
C:N Carbono: Nitrégeno
ECNC Extracto crudo de nanoparticulas de carbono
FN Fertilizante nitrogenado
LR Longitud radical
PFA Peso fresco aéreo
PFR Peso fresco radical
PSA Peso seco aéreo
PSR Peso seco radical
SM Solucién mineral




Resumen

El sano crecimiento de cultivos de importancia econdmica como Phaseolus vulgaris
(frijol), Solanum lycopersicum (tomate) y Triticum aestivum (trigo) demandan fertilizante
nitrogenado en forma de NH4NOs (nitrato de amonio), el que aplicado irracionalmente
causa la relativa mineralizacion de la materia organica con la perdida de la fertilidad del
suelo. Una alternativa de solucion es reducir y optimizar el NH4sNOs en P. vulgaris, S.
lycopersicum y T. aestivum a partir de la inoculacion de las semillas con géneros y
especies como: Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus que a traves de la
conversion de los compuestos de la semilla mejoran el porciento de germinacion;
colonizan el interior de las raices y convierten compuestos organicos en fitohormonas,
que simultdneamente pueden ser potenciadas a partir de la nanotecnologia usando un
extracto crudo de nanoparticulas de carbono (ECNC) para una mayor generacion de pelos
radicales que aumentan la capacidad de absorcion radical y la optimizacion del NHsNOs
al 70%. EIl objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de A. vinelandii y X.
autotrophicus en P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum con el NHsNO3z al 70%
potenciados con un ECNC. El experimento se realizé bajo un disefio experimental de
blogues al azar con dos controles, seis tratamientos y seis repeticiones, mediante las
variables-respuesta: dias de emergencia y porcentaje (%) de germinacion, la fenologia:
altura de planta (AP) y longitud de raiz (LR) y la biomasa: peso fresco y seco aéreo y
radical: (PFA/PFR)/(PSA/PSR) a estadios de plantula y floracion; los datos
experimentales se analizaron por ANOVA/Tukey (P<0.01). Los resultados mostraron un

efecto benéfico de A. vinelandii y X. autotrophicus con el NH4sNO3 al 70% potenciado



con 10 o0 20 ppm de ECNC en el porciento de germinacion de las semillas de P. vulgaris,
S. lycopersicum y T. aestivum; al igual que en la fenologia y en la biomasa a plantula y
floracién, donde se registraron valores numéricos con diferencia estadistica comparados
con los obtenidos en P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum sin A. vinelandii y X.
autotrophicus, solo con el NH4sNOs al 100% sin tratar con el ECNC o control relativo
(CR). Estos resultados apoyan el hecho de que el ECNC potencié la actividad
fitohormonal de A. vinelandii y X. autotrophicus para un incremento sustancial del
sistema radical necesario para la méxima optimizacion del NH4sNO3z al 70%, sin afectar

el sano crecimiento de vegetal.
Palabras clave: Suelo, cultivos doméstico, BEPCV, nanotecnologia, NH4sNO:s.
Abstract

The healthy growth of economically important crops such as Phaseolus vulgaris (beans),
Solanum lycopersicum (tomato) and Triticum aestivum (wheat) requires nitrogen
fertilizer in the form of NH4sNO3z (ammonium nitrate), which when applied irrationally
causes relative mineralization of organic matter with loss of soil fertility. An alternative
solution is to reduce and optimize NHsNO3z in P. vulgaris, S. lycopersicum and T.
aestivum by inoculating seeds with genera and species such as: Azotobacter vinelandii
and Xanthobacter autotrophicus that through the conversion of seed compounds improve
the germination percent; colonize the interior of the roots and convert organic compounds
into phytohormones, which simultaneously can be enhanced from nanotechnology using
a crude extract of carbon nanoparticles (CECN) for a greater generation of radical hairs
that increase the capacity of radical absorption and optimization of NHsNO3z to 70%. The
objective of this research was to analyze the effect of A. vinelandii and X. autotrophicus
on P. vulgaris, S. lycopersicum and T. aestivum with 70% NHsNO3s enhanced with an
CECN. The experiment was conducted under a randomized block experimental design
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with two controls, six treatments and six replicates, using the response variables: days of
emergence and percentage (%) of germination, phenology: plant height (PA) and root
length (RL) and biomass: aerial and root fresh and dry weight: (AFW/RWP)/(AFP/RWP)
at seedling and flowering stages; the experimental data were analyzed by ANOVA/Tukey
(P<0.01). The results showed a beneficial effect of A. vinelandii and X. autotrophicus
with 70% NH4NO3s enhanced plus 10 or 20 ppm CECN on the germination rate of seeds
of P. vulgaris, S. lycopersicum and T. aestivum; as well as in phenology and biomass at
seedling and flowering, where numerical values with statistical difference were recorded
compared to P. vulgaris, S. lycopersicum and T. aestivum no A. vinelandii and neither X.
autotrophicus, only with NH4NO3z at 100% without CECN or relative control (RC). These
results support the fact that CECN enhanced the phytohormonal activity of A. vinelandii
and X. autotrophicus for a substantial increase of the root system necessary for maximum

optimization of NH4NO3 at 70%, without affecting healthy plant growth.

Introduccién

El sano crecimiento de plantas de imporancia domeéstica como Phaseolus vulgaris (frijol),
Solanum lycopersicum (tomate) y Triticum aestivum (trigo) demanda fertilizante
nitrogenado (FN) comunmente en forma de NHsNOs (nitrato de amonio), el que aplicado
en exceso causa la pérdida de la fertilidad del suelo debido a un desequilibrio en la
relacion C:N (carbono-nitrégeno), la salinidad y el riesgo de contaminacién de agua
superficial y subterranea (Isbell et al., 2013; Soto-Mora et al., 2016; Studdert et al., 2017,

Silva et al., 2017).

Una alternativa de solucion que evita la hiperfertilizacion nitrogenada es la inoculacién

de la semilla de P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum con géneros y especies de



bacterias como Azospirillum lipoferum, Bacillus cereus, B. Subtilis, Pseudomonas sp, que
colonizan la rizosfera de gramineas, hortalizas y leguminosas; ahi convierten exudados y
compuestos organicos del metabolismo vegetal en fitohormonas (Gupta et al., 2018;
Moreno Reséndez et al., 2018; Castafio et al., 2021), que pueden estimular el desarrollo
de un sistema radical denso para la optimizacion de la toma de NH4sNOs, por las plantas;
no obstante, algunos de estos géneros y especies de bacterias rizosfericas pueden ser
desplazadas por la competitividad con otras bacterias nativas del suelo o por la
especificidad que tienen para colonizar ciertas variedades de P. vulgaris, S. lycopersicum
y T. aestivum cuando la dosis del NH4sNOs se reduce por debajo de lo recomendado
(Kobua et al., 2021). Este problema puede ser solucionado con la seleccion y aplicacion
de géneros y especies de bacterias endéfitas promotoras de crecimiento vegetal (BEPCV)
como Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus que a traves de la conversion
de los compuestos organicos de la semilla aceleran la germinacién para después invadir
el interior de las raices, luego moverse por el xilema en donde los carbohidratos y acidos
organicos, metabolitos generados por la fotosintesis son usados como fuente de carbono
y energia que convierten en fitohormonas necesarias para la formacion de un sistema
radical denso que favorece la optimizacion del NH4sNOs (Barajas-Vargas et al., 2021), sin
causar un efecto negativo en el crecimiento sano de P. vulgaris, S. lycopersicum y T.
aestivum.

Una innovacién para maximizar la optimizacion del NH4sNOsz cuando se reduce hasta en
un 70% de acuerdo a la literatura puede ser potenciando el efecto benéfico tanto de A.
vinelandii como X. autotrophicus a partir de un extracto crudo de nanoparticulas de
carbono (ECNC) (Chaudhary et al., 2021), puesto que se ha reportado que la aplicacion
de distintas formas alotrdpicas de carbono a nano escala como las nanoparticulas pueden

aumentar la retencion de agua y la entrada de sales minerales esenciales para un sano



crecimiento vegetal (Hatami, 2017; Merinero et al., 2022). Por lo tanto, en este trabajo se
propuso mejorar la actividad fitohormonal de A. vinelandii y X. autotrophicus con un

ECNC para optimizar al maximo la asimilacion del NH4sNOs al 70%.

Antecedentes

En la literatura existe nula informacion relacionada al uso de génerosy especies benéficas
promotoras de crecimiento vegetal en leguminosas, hortalizas y gramineas como: P.
vulgaris (frijol), S. lycopersicum (tomate) y T. aestivum (trigo) cuando el NHsNOz es
reducido por debajo de lo recomendado y potenciado con un extracto crudo de
nanoparticulas de carbono. Un ejemplo es lo reportado por Velazquez-Medina et al., 2022
que analizaron el efecto de Xanthobacter autotrophicus y Bacillus thuringiensis en
Triticum aestivum (trigo) con el NH4NO3 reducido al 50% y potenciado con ECNC. Los
resultados demostraron un efecto positivo de X. autotrophicus y B. thuringiensis que
registré una mejora en el porcentaje de germinacion del 93% en comparacion con el 73%
de T. aestivum sin X. autotrophicus y B. thuringiensis con el NH4NOs3 al 100% sin tratar
con ECNC.

En la actualidad la informacién sobre el efecto de A. vinelandii y X. autotrophicus con
extracto crudo de nanoparticulas de carbono en la germinacién y crecimiento de plantas
de importancia doméstica es escaso. Con base a lo anterior es posible mejorar la respuesta
de P. vulgaris S. lycopersicum y T. aestivum con A. vinelandii y X. autotrophicus y el

NH4NO:s al 70% potenciado con un ECNC.

Justificacion

La agricultura como el conjunto de técnicas y conocimientos para el cultivo en el suelo
con el fin de alimentar humanos y ganado se encuentra comprometida debido a un

aumento poblacional, reduccion de tierras cultivables, degradacion del suelo y cambio



climatico, como respuesta a estos problemas se crea la agricultura sustentable que busca
ser ecoldgicamente adecuada, econdmicamente viable, socialmente justa, culturalmente

apropiada y basada en un enfoque cientifico holistico.

Hipotesis

El efecto de A. vinelandii y X. autotrophicus es benéfico para P. vulgaris S. lycopersicum

y T. aestivum con NH4NO3 al 70% potenciado con un ECNC.

Objetivo

Analizar el efecto de A. vinelandii y X. autotrophicus en P. vulgaris, S. lycopersicumy T.

aestivum con NHsNO3 al 70% potenciado con un ECNC.

Material y Metodos

Area de estudio

Esta investigacion se realizé en el invernadero del laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas de la UMSNH, Morelia,
Mich, México. La temperatura promedio es de 23.2 °C, luminosidad de 450 Ix-m?,

humedad relativa de 67%.

Origen del suelo y preparacion de experimento.

En este ensayo se us6 un suelo agricola de Morelia, Michoacan, México con una textura
franco de acuerdo con la NOM-021.RECNAT-2000 (Tabla 1). El suelo se tamiz con una
malla del No. 20 y se solarizd6 a 70°C/48 h para reducir plagas y enfermedades.
Posteriormente se pesd 1.0 kg de suelo y coloco en la parte superior de una jarra de
Leonard (Figura 1), mientras que el agua o0 el NHsNOs en una solucién mineral (SM) con

la siguiente composicion quimica (g/L): NHaNOs, 10; KoHPO4, 2.5; KH2PO4, 2.0; MgSO4
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0.5; NaCl, 0.1; CaCly, 0.1; FeSO4 y 1.0 ml/L de una solucion de microelementos (g/L):
HsBOs 2.86; ZnS0.4+7H20 0.22; MgCl.*7H20 1.8, y pH ajustado a 6.8; se colocd en el
reservorio de la parte inferior, ambas partes se conectaron por una tira de algodon de
aproximadamente 20 cm de largo, para permitir el movimiento del liquido por capilaridad

al suelo donde se sembraron las 6 semillas de P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum.

40 cm

-

25 cm

| &8

Figura 1. Disefio de la jarra de Leonard

Activacion y cuenta viable de A. vinelandii y X. autotrophicus.

Los microorganismos se tomaron de la coleccion del Laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH. Se activo A.
vinelandii en agar Burk con la siguiente composicion quimica (g/L): Glucosa, 10; KH2PQOg,
2.0; KoHPOg4, 2.0; MgSQy4, 3.0; 1.0 mL de solucion de oligoelementos; 10 mL azul de
Bromotimol; 10.0 mL Tecto al 10%; pH ajustado a 7.8; agar bacteriolégico, 18. En tanto
que X. autotrophicus se cultivd en agar sin nitrato ni sacarosa (ASNNS) con la siguiente
composicion quimica (g/L); MgSOs, 0.5; FeSO4.7H20, 0.01; agar, 18.0 agar bacteriologico,
pH de 7.0 £ 0.2, luego se incubaron a 36°C/30-35 h (Sanchez-Yafiez, 2007).

La densidad del inoculd viable se determind a partir de 1.0 mL de A. vinelandii y/o X.

autotrophicus suspendidas previamente en solucion salina detergente (SSD) al 0.85% (w/v)
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de sal y 0.01 del detergente se agit6 durante 30 min y se diluy6 en tubos de 18 x 150 con 9
mL de SSD al 0.85% hasta la dilucién 10®. De las diluciones 102, 10* y 10 se tomd 0.1
mL y se sembrd por duplicado en el centro de la caja Petri con ayuda de perlas de vidrio
estériles, para A. vinelandii en agar Burk y para X. autotrophicus en ASNNS. Las cajas con
Burk y SNNS se incubaron a 36°C/30-35 h, después se realizé el conteo de las colonias
formadoras de colonias (UFC)/mL para A. vinelandii y/o X. autotrophicus (Sanchez-Yafiez,
2007).

Obtencidon de un extracto crudo de nanoparticulas de carbono a partir de Albizia

sp.

Se recolectaron hojas de Albizia sp de Ciudad Universitaria, UMSNH, Morelia, Mich.,
luego se desinfectaron por inmersion con NaCl al 0.5%/1 min, se enjuagaron con H>O
desionizada estéril, después las hojas se cortaron en trozos de 5 cm, se secaron a 80°C/12

h, de las que se usaron 30 g de Albizia sp suspendidas en 300 mL de H2O desionizada,
enseguida se calentaron a 70°C/30 min, después el extracto acuoso de Albizia sp se filtro
en Whatman No. 1, se centrifug6 a 4000 rpm/10 miny se refriger6 a 4°C. Posteriormente,
para la caracterizacion del ECNC se utiliz6 un microscopio electronico de barrido JEOL
JSM-6400 del Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales de la Investigacion
en Metalurgia y Materiales de la UMSNH, Morelia, Mich, México. El procedimiento para
caracterizar el tamafio y la morfologia de las nanoparticulas del extracto crudo fue de
acuerdo con el siguiente procedimiento: se secé el ECNC a 100°C/12 h, luego se aplicd
una pelicula de oro para permitir que la muestra fuera conductora y asi analizar la forma

y tamafio de las nanoparticulas. Para determinar la composicion cualitativa y cuantitativa
de las ECNC se realiz6 mediante energia dispersiva (EDS), para lo cual se secaron las

ECNC y se analizadas con un microscopio de emision de campo JEOL-JSM-7600F EDS.
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Inoculacién de en semillas de P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum con A.
vinelandii y/o X. autotrophicus

En bolsas de plastico de 250 g por cada 10 semillas de P. vulgaris, S. lycopersicum y T.
aestivum se inocularon con 1.0 ml de A. vinelandii y/o X. autotrophicus en relacion 1:1
(v/v) equivalente a una concentracion de 1 x 10 UFC'mL, obtenida por cuenta viable en
placa en agar Burk y ASNNS, después se trataron con 1.0 mL de una concentracién de
10 y/o 20 ppm del ECNC en NaCl al 0.85% con detergente Roma™R al 0.5% (p/V). Las
semillas con A. vinelandii y/o X. autotrophicus y las ECNC se agitaron a 200 rpm/30 min
a 28°C, enseguida se sembraron en el suelo de las jarras de Leonard segln el disefio
experimental de la Tabla 2 con dos controles, 6 tratamientos y 6 repeticiones: P. vulgaris,
S. lycopersicum y T. aestivum irrigado con agua o control absoluto (CA); P. vulgaris, S.
lycopersicum y T. aestivum con el NH4NOs al 100% o control relativo (CR); P. vulgaris,
S. lycopersicum y T. aestivum con A. vinelandii y/o X. autotrophicus potenciado con 10

y/o 20 ppm de un ECNC plus el NHsNO3 al 70%.

El NH4NOs utilizado se prepard con la siguiente composicion quimica (g/L): 10.0,
NH4NOs; 2.5, K2HPO4; 2.0, KH2PO4; 0.5, MgSOs4; 0.1, NaCl; 0.1, CaCl2; trazas de
FeSO4 y 1.0 mL/L de una solucién de microelementos (g/L): 2.86, H:BOs; 0.22,
ZnS04*7H20; 1.8, MgCl*7H-0, pH ajustado a 6.8 se aplico cada tercer dia durante dos
meses (Garcia-Gonzélez et al., 2005). Las variables-respuestas utilizadas fueron: dias de
emergencia y porcentaje de germinacion, la fenologia: altura de planta (AP) y longitud
radical (LR); y la biomasa: peso fresco aéreo y radical (PFA/PFR) y peso seco aéreo y
radical (PSA/PSR) en estadios de plantula (30 dias) y floracién (60 dias) (Sanchez-Yafiez,

2007).
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Prueba de sensibilidad a antibidticos por Técnica de Kirby-Bauer

Para demostrar que el efecto benéfico de A. vinelandii y X. autotrophicus en P. vulgaris,
S. lycopersicum y T. aestivum se realiz6 por la técnica de Kirby-Bauer para el perfil de
sensibilidad a antibiéticos de A. vinelandii y X. autotrophicus antes y después de inocular
las semillas.

El perfil de sensibilidad fue para géneros y especies de bacterias Gram negativas como
A. vinelandii y X. autotrophicus: ampicilina (AM), cefotaxima (CF), ceftazidima (CTX),
cefuroxima (CAZ), pefloxacina (CXM), tetraciclina (DC) y trimetoprim-sulfametoxazol
(E), cefalotina (GE), dicloxacina (PEF), eritromicina (PE), gentamicina (TE) y penicilina
(STX).Entonces A. vinelandii y X. autotrophicus se sembraron en agar Burk y agar SNNS,
se colocaron los sensidiscos previo a la inoculacién de la semilla de P. vulgaris, S.
lycopersicum y T. aestivum, luego ambos medios de cultivo se incubaron a 30°C/30-35
h; al termind se midieron los halos de inhibicion de acuerdo con el método Kirby-Bauer
y se obtuvo el perfil de sensibilidad a antibioticos usado como referencia. Posteriormente
cuando P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum se inocularon con A. vinelandii y X.
autotrophicus después de plantula y floracién se tomé 1.0 g tallo y/o raices cada uno
desinfectado segln lo descrito en el inciso v); asi 1.0 mL del caldo Burk y caldo SNNS
se incubaron a 30°C/72 h, cuando se observo crecimiento con un hisopo estéril se sembro
en agar Burk y agar SNNS, enseguida se colocaron los sensidiscos de antibidticos a ambos
medios de cultivo y se incubaron a 32°C/30-35 h. Al termind se midieron los halos de
inhibicion de acuerdo con el método Kirby-Bauer, para comparar con el perfil de
sensibilidad a antibioticos antes y después de la inoculacion de la semilla de P. vulgaris,

S. lycopersicum y T. aestivum (Singh et al., 2015).
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Analisis estadistico

Los resultados experimentales obtenidos se sometieron al analisis de varianza (ANOVA)
mediante la prueba comparativa de medias de Tukey HSD (P<0.01) con el programa

estadistico statgraphics centurion (Plata-Guzman et al., 2020).

Tabla 1. Disefio experietal para analizar el efecto de A. vinelandii y X. autotrophicus en
P. vulgaris, S. lycopersicum, T. aestivum con el NHsNOs al 70% potenciado con un
ECNC.

* P, vulgaris, S. Azotobacter Xanthobacter ECNC  Agua NH.NOs

lycopersicumy T.  vinelandii autotrophicus (ppm) (%)
aestivum

Control absoluto - - - + -
Control relativo - - - - 100
Tratamiento 1 + - 10 - 70
Tratamiento 2 - + 10 - 70
Tratamiento 3 + + 10 - 70
Tratamiento 4 + - 20 - 70
Tratamiento 5 - + 20 - 70
Tratamiento 6 + + 20 - 70

*ndmero de repeticiones (n) = 6; agregado (+); no agregado (-).
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Resultados y discusion

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de suelo agricola de Morelia.

Parametro* Valor
pH (1:2) 6.68
Conductividad Eléctrica:2 (H20) (ms/cm) 0.33
Densidad aparente (s/mL) 0.80
Materia Organica (%) 2.27
Textura Franco
Densidad aparente del suelo (g/cmd) 0.92
Nitrogeno total (%) 0.15
Nitrogeno Nitrico (ppm) 30.16
Potasio (ppm) 368
Fosforo (ppm) 4.65

*Parametros Fisicoquimicos para suelos agricolas de acuerdo con la NOM-021.RECNAT-2000.

En la Tabla 1, se muestran las propiedades fisico-quimicas del suelo; ahi se detecté un
pH ligeramente &cido de 6.68 que condiciona la solubilidad de los PO.4*, con un contenido
de materia organica de 2.27% medio que indica un evidente desequilibrio en la relacion
C:N; con una textura franco en relacion 40-40-20% (arena-limo-arcilla); una densidad
aparente bajo. También se registré que en este suelo el N total fue bajo, mientras que en
el N nitrico fue alto, igual que el K. Estos factores son limitantes para un sano crecimiento

de P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum (Sanchez-Yafez, 2007; Contreras-Santos et

al., 2020).
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Figura 2. A) Micrografia de microscopia electrénica de barrido y B) grafica del espectro

de energia dispersa del ECNC de Albizia sp.

—_—
15.0kV LEI

. b)

Energy [keV]

En la Figura 2a se muestra la micrografia SEM que proporciona la morfologia y tamafio
de las nanoparticulas presentantes en el extracto crudo sintetizado a partir de Albizia sp;
ahi se registraron formas esféricas con tamafo variable, donde algunas tendian a estar
dispersas mientras que otras formaban aglomerados. En tanto que en el analisis EDS se
registraron algunos elementos quimicos que pudiesen estar implicados en la formacion
de las nanoparticulas (Figura 2b). El perfil elemental cuantitativo y cualitativo del ECNC
registré un porcentaje atdbmico de carbono del 50.98%, siendo el elemento principal.

También hubo presencia de oxigeno hasta un 30.41% atomico y algunas trazas de
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magnesio, fosforo, cloro y potasio, confirmando la formacion de nanoparticulas de

carbono (Abdelmoteleb et al., 2017; Velazquez-Medina et al., 2022).

Tabla 3. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la
germinacion de Phaseolus vulgaris con NH4NOzal 70% potenciado con extracto crudo
de nanoparticulas de carbono.

Phaseolus vulgaris* Dias de Porcentaje de

emergencia germinacion (%

Irrigado con agua o control absoluto (CA) 2-8 52%0°**
Alimentado con NH4NO;3 al 100% o control relativo 2-7 69%"
(CR)

Azotobacter vinelandii + NHsNOs al 70% + 10 ppm 2-7 66%"™
de ECNC

Xanthobacter autotrophicus + NH4NOs al 70%+ 10 2-7 669%™
ppm de ECNC

A. vinelandii y X. autotrophicus + NH4sNOz al 70% + 2-6 83%*
10 ppm de ECNC

Azotobacter vinelandii + NH4NOs al 70% + 20 ppm 2-8 47%
de ECNC

Xanthobacter autotrophicus + NH4NOs al 70% + 20 2-7 72%"
ppm de ECNC

A. vinelandii y X. autotrophicus + NH4NO3 al 70% + 3-8 36%

20 ppm de ECNC
*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 3, se muestran el 69% de germinacion de P. vulgaris sin A. vinalandii/X.
autotorophicus, alimentado con el NH:NOszal 100% sin ECNC, o control relativo (CR)
valore estadisticamente diferentes con los datos de P. vulgaris inoculado con A. vinelandii
y X. autotrophicus con el NH4sNOsal 70% potenciados con 10 ppm de ECNC, que registrd
un 83% de germinacidn, y con el 72% de germinacion de P. vulgaris con X. autotrophicus
y NHsNOsal 70% plus 20 ppm de ECNC. Esto resulados indirectamente indican que la
semilla de P. vulgaris al embeber agua reactivo la hidrolisis del almidon por la a-amilasa,
con libreracion de acidos organicos, aminoacidos y algunos azucares por degradacion del
endospermo, los cuales tanto A. vinalandi como X. autotropicus utilizaron para crecer,

simultaneamente sistetizar estos compuestos en fitohormonas que potenciadas con el
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ECNC favorecieron un mayor porciento de germinacion. Este hecho se confirma con lo
mostrado en la Figura 3 donde la semilla de P. vulgaris con A. vinelandii y X.
autotrophicus con el NHsNOs al 70% plus el ECNC al 7° dia después de la siembra;
alcanz6 un mayor crecimiento de la raiz y tallo comparado con la semilla de P. vulgaris
sin A. vinelandii y X. autotrophicus solo con el NH4NO3z al 100% sin tratar con el ECNC

0 CR que mostrd una raiz menos densa.

Figura 3. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la
germinacion de Phaseolus vulgaris con NHsNOzal 70% potenciado con un extracto crudo
de nanoparticulas de carbono a los 7 dias después de siembra.

B

CA= P. vulgaris sin A. vinelandii ni X. autotrophicus irrigado con agua; CR= P. vulgaris sin A. vinelandii
ni X. autotrophicus, alimentado con NHsNOsal 100% sin ECNC: T1=P. wvulgaris + A. vinelandii
+ NHsNOsal 70% + 10 ppm de ECNC; T2= P. vulgaris + X. autotrophicus + NHsNOzal 70% + 10 ppm
de ECNC; T3= P. vulgaris + A. vinelandii/X. autotrophicus + NH4sNO3 al 70% + 10 ppm de ECNC; T4=P.
vulgaris + A.  vinelandii + NHsNOsal 70% + 20 ppm de ECNC; T5=P. vulgaris+X.
autotrophicus  + NH4sNOzal 70% + 20 ppm de ECNC; T6=P. vulgaris+A. vinelandii/X.

autotrophicus + NHsNOsal 70% + 20 ppm de ECNC.
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Tabla 4. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la
germinacion de Solanum lycopersicum con NH4sNOzal 70% y potenciado con un extracto
crudo de nanoparticulas de carbono.

Solanum lycopersicum* Dias de Porcentaje de
emergencia  germinacion (%o)

Irrigado con agua o control absoluto (CA) 7 56.3%""

Alimentado con NH4sNOz al 100% o control relativo 6 70.5%°

(CR)

A. vinelandii + NHsNOs al 70%+ 10 ppm de ECNC 6 87.1%"

X. autotrophicus + NH4NOz al 70%+ 10 ppm de 5 86.7%"

ECNC

A. vinelandii y X. autotrophicus + NH4sNOz3 al 70%+ 5 93%*

10 ppm de ECNC

A. vinelandii + NH4NO3z al 70%+ 20 ppm de ECNC 5 83.9%"™

X. autotrophicus + NH4NO3z al 70%+ 20 ppm de 6 86.4%"

ECNC

A. vinelandii y X. autotrophicus + NH4NO3 al 70%+ 5 85.3%"

20 ppm de ECNC
*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 4, se muestra el 70.5% de germinacién de S. lycopersicum sin A. vinelandii y
X. autotrophicus alimentado con el NH4sNO3z al 100% sin tratar con el ECNC, o CR valor
namerico con diferencia estadistica en relacion al S. lycopersicum con A. vinelandii y el
NHsNO3z al 70% potenciado con 10 ppm de ECNC registro un 93% de germinacion,
ademas de 85.3% de germinacion de S. lycopersicum con A. vinelandii y X. autotrophicus
y NHsNOsal 70% plus 20 ppm de ECNC. Esto suguiere que S. lycopersicum cuando fue
inoculado con A. vinelandii y X. autotrophicus con NH4NO al 70%, plus 10 ppm de
ECNC de acuerdo a la literatura, las semillas al embeber agua se reactivo la a-amilasa
que cataliza la hidrolisis de aminoacidos y algunos azucares derivados de la degradacion
del endospermo, mismos que A. vinelandii y X. autotrophicus trasformaron en
fitohormonas que simultaneamente potenciadas por el ECNC acortaron los dias de
emergencia y favorecio un mayor porciento de germinacion de S. lycopersicum, tal como

se observa en la Figura 4 (Lira et al., 2018; VVasconez et al., 2020).
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Figura 4. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la
germinacion de Solanum lycopersicum con NH4sNOzal 70% y potenciado con un extracto
crudo de nanoparticulas de carbono a los 7 dias después de siembra.

CA=S. lycopersicum sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR=S. lycopersicum sin A.
vinelandii/X. autotrophicus, alimentado con NH;NOgs al 100% ni tratar con el ECNC: T1=S. lycopersicum
+A. vinelandii + NH4;NOsal 70%+ 10 ppm de ECNC; T2=S. Ilycopersicum + X,
autotrophicus + NH;NOszal 70% + 10 ppm de ECNC; T3=S. lycopersicum+ A. vinelandii/X.
autotrophicus + NH4NOsal 70%+ 10 ppm de ECNC; T4=S. lycopersicum + A. vinelandii + NH;NO3al
70%+ 20 ppm de ECNC; T5=S. lycopersicum + X. autotrophicus + NH:NO3al 70%+ 20 ppm de ECNC;

T6=S. lycopersicum + A. vinelandii/X. autotrophicus + NH4NO;zal 70%+ 20 ppm de ECNC.
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Tabla 5. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la
germinacion de Triticum aestivum con NHsNOszal 70% potenciado con un extracto crudo
de nanoparticulas de carbono.

Triticum aestivum* Dias de Porcentaje de

emergencia  germinacion (%)

Irrigado con agua o control absoluto (CA) 5-6 86.19%°**
Alimentado con NH4sNO3 al 100% o control relativo 5-6 80.5%"
(CR)

A. vinelandii + NHsNO3 al 70%+ 10 ppm de ECNC 5-8 77.7%°
X. autotrophicus + NH4NOz al 70%+ 10 ppm de 4-6 86.1%"
ECNC

A. vinelandii y X. autotrophicus + NHsNOs al 70%+ 4-6 83.3%"
10 ppm de ECNC

A. vinelandii + NH4NOs al 70%+ 20 ppm de ECNC 4-6 97.2%"
X. autotrophicus + NH4NO3z al 70%+ 20 ppm de 5-6 86.1%"
ECNC

A. vinelandii y X. autotrophicus + NHsNO3z al 70%+ 4-6 91.6%*

20 ppm de ECNC
*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 5, se muestra el 80% de germinacion de T. aestivum sin A. vinelandii y X.
autotrophicus, alimentado con el NHsNOsal 100% sin tratar con el ECNC, o CR valores
namerico con diferencia estadistica comparados con A. vinelandii en T. aestivum y
NHsNOzal 70% potenciado con 20 ppm de ECNC que registré un 97.2% de germinacion;
y en T. aestivum coinoculado con A. vinelandii y X. autotrophicus y el NHsNOgz al 70%
plus 20 ppm de ECNC que registro el 91.6% de germinacidn. Estos resultados son
similares a los reportados por Velazquez-Medina et al., 2022, quienes registraron un
efecto benéfico en la germinacion de semillas de T. aestivum inoculadas con B.
thuringiensis y X. autotrophicus con NHsNOs al 50% potenciadas con 10 y 20 ppm de un
ECNC. Lo anterior se confirma segun la Figura 5; ahi se muestra el efecto benéfico de
A. vinelandii y X. autotrophicus potenciado con un ECNC y el NHsNO3 al 70% en la

germinacion entre los 6 y 8 dias después de la siembra.
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Figura 5. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la
germinacion de Triticum aestivum con NH4sNOz al 70% potenciado con un extracto crudo
de nanoparticulas de carbono a los 6 dias después de la siembra.

CA=T. aestivum sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR= T. aestivum sin A. vinelandii/X.
autotrophicus, alimentado con NH4;NOsal 100% sin tratar con el ECNC: T1=T. aestivum +A.
vinelandii + NHsNOsal 70%-+ 10 ppm de ECNC; T2=T. aestivum + X. autotrophicus + NH;NOzal 70%+
10 ppm de ECNC; T3=T. aestivum + A. vinelandii/X. autotrophicus + NH4;NO3sal 70%+ 10 ppm de ECNC;
T4=T. aestivum+ A. vinelandii + NHs;NOsal 70%+ 20 ppm de ECNC; T5=T. aestivum + X.
autotrophicus + NHsNOsal 70%+ 20 ppm de ECNC; T6=T. aestivum +A. vinelandii/X.

autotrophicus + NHsNOzal 70%+ 20 ppm de ECNC.
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Tabla 6. Respuesta de Phaseolus vulgaris a Azotobacter vinelandii y Xanthobacter
autotrophicus a nivel de plantula con el NHsNOsal 70% potenciado con un extracto crudo

de nanoparticulas de carbono.

Phaseolus vulgaris* Altura  Longitud Peso fresco (g)  Peso seco (Q)
de radical
planta (cm) Radica Aéreo Radical Aéreo
(cm)
Irrigado con agua o control
absoluto (CA) 39.59™ 16.96°  1.32° 0.20¢ 0.17° 0.03*
Alimentado con NHsNOzal
100% o control relativo (CR) 51.33" 18.5° 155" 0.25¢ 0.21°¢ 0.03™
A. vinelandii + NH4NO:s al
70%-+ 10 ppm de ECNC 56.752 21.66* 2.60* 0.74* 0.40* 0.112
X. autotrophicus + NHsNO3
al 70%+ 10 ppm de ECNC 50.86°  18.03° 224 040° 029°  0.06"
A. vinelandii y X.
autotrophicus + NH4NOs al
70%-+ 10 ppm de ECNC 49.25° 17.41°  1.81° 0.39* 0.23*°  0.05
A. vinelandii + NH4sNO;s al
70%+ 20 ppm de ECNC
52.31° 16.81°¢ 2.27® 054 0.28" 0.08%®
X. autotrophicus + NH4NO3
al 70%+ 20 ppm de ECNC
46.01° 18.58°  1.72® 0.35° 0.23"  0.06"
A. vinelandii y X.
autotrophicus + NH4NOs al
70%-+ 20 ppm de ECNC 43 .48° 18.66°  1.96° 0.45° 0.29°  0.08%®

*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 6, se presenta los valores de 51.33 cm de AP y los18.5 de LR de P. vulgaris

sin A. vinelandii y X. autotrophicus, alimentada solo con NH4NO3 al 100% sin tratar con

ECNC o (CR), valores estadisticamente diferentes comparados con los de P. vulgaris

inoculado con A. vinelandii y X. autotrophicus mas NH4NOs al 70% potenciado con 10

ppm de ECNC a plantula, donde registré 56.75 cm de AP y 21.66 cm de LR. En la

biomasa fresca y seca los 1.55 g PFA, 0.25 g PFR, 0.21 g de PSA y 0.03 g de PSR de P.

vulgaris sin A. vinelandii y X. autotrophicus con el NHsNOszal 100% sin tratar con ECNC

0 CR. Estos valores fueron estadisticamente diferentes con P. vulgaris con A. vinelandii

y X. autotrophicus con NHsNOsal 70% y 10 ppm de ECNC registré 2.60 g PFA, 0.74 g

PFR, 0.40 g de PSA y 0.11 g de PSR. Los datos numéricos registrados en la fenologia y
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biomasa de P. vulgaris a A. vinelandii y X. autotrophicus con NHsNOs al 70% y
potenciado con 10 ppm de ECNC. Lo que apoya el hecho de que A. vinelandii y X.
autotrophicus crecieron en la rizosfera, luego invadieron el primordio de raiz de P.
vulgaris; sitio donde evitaron la competencia externa con otros microorganismos del
suelo por los compuestos organicos que luego A. vinelandii y X. autotrophicus
convirtieron en fitohormonas que potenciadas con el ECNC indujeron la proliferacion de
raices secundarias para maximizar la absorcion radical del NHsNO3z al 70%, sin causar
un efecto negativo en el sano crecimiento de P. vulgaris (Lira et al., 2018). Esto se
confirma con lo observado en la Figura 6, donde la respuesta de P. vulgaris a A. vinelandii
y X. autotrophicus con el NH4NO3z al 70% y potenciado con el ECNC a los 25 dias
después de la siembra se registrd un aumento en el diametro del tallo y la densidad de las
raices en comparacion con P. vulgaris o CR, donde hubo un diametro de tallo y densidad

radical menor, con lo que se demuestra que NH4NO3zal 100% no fue absorbido al méximo.
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Figura 6. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus a Phaseolus
vulgaris con NH4sNOs al 70% y potenciado con un extracto crudo de nanoparticulas de
carbono en la fenologia y biomasa a nivel de plantula.

CA= P. vulgaris sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR= P. vulgaris sin A. vinelandii/X.
autotrophicus, alimentado con NH4;NOs al 100% sin tratar con el ECNC alimentado; T1= P. vulgaris + A.
vinelandii + NH;NOzal 70%+ 10 ppm de ECNC; T2= P. vulgaris + X. autotrophicus + NH;NOzal 70%+
10 ppm de ECNC; T3= P. vulgaris + A. vinelandii/X. autotrophicus + NH4sNOg3 al 70%+ 10 ppm de ECNC;
T4=P. vulgaris+A. vinelandii + NHsNOszal 70%+ 20 ppm de ECNC; T5=P. vulgaris+ X.
autotrophicus  + NHsNOzal 70%+ 20 ppm de ECNC; T6=P. vulgaris+A. vinelandii/X.

autotrophicus + NH4sNO;zal 70%+ 20 ppm de ECNC.
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Tabla 7. Respuesta de Solanum lycopersicum a plantula con Azotobacter vinelandii y
Xanthobacter autotrophicus y el NHsNOs al 70% potenciado con un extracto crudo de
nanoparticulas de carbono.

Solanum Alturade Longitud Peso fresco (g) Peso seco ()
o )
lycopersicum planta radical Aéreo Radical Aéreo Radical
(cm) (cm)
Irrigado con agua o  15°7 2.5° 0.41% 0.12¢  0.02° 0.02¢
Control absoluto (CA)
Alimentado con  15.7° 5.2° 0.53° 0.16° 0.04> 0.04
NHs;NOs al 100% o
Control relativo (CR)
A.  vinelandii + 8.5¢ 5P 0.48° 0.19% 0.06®® 0.04
NHsNOs al 70%+ 10
ppm de ECNC
X. autotrophicus + 7.5 575%  0.56° 0.21*  0.05® 0.09°
NHsNOs al 70%+ 10
ppm de ECNC
A. vinelandii y X 11¢ 6.5° 0.44° 0.22¢ 0.06*° 0.08
autotrophicus +
NHsNOs al 70%+ 10
ppm de ECNC
A.  vinelandii + 13.5¢ 4.8 0.77°  0.19%  0.06%  0.05°
NHsNOs al 70%+ 20
ppm de ECNC
X. autotrophicus + 17.52 6.5 0.86* 0.23*  0.06% 0.04
NHsNOs al 70%+ 20
ppm de ECNC
A. vinelandii 'y X. 15.5° 5.5% 0.93* 0.18° 0.07* 0.06"
autotrophicus +
NHsNOs al 70%+ 20
ppm de ECNC

*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 7, se muestra a nivel de plantula la respuesta positiva de S. lycopersicum con
X. autotrophicus con NHsNO3z al 70% Yy potenciado con 20 ppm de ECNC ahi registro
17.5 cm de AP y 6.5 cm de LR. Lo anterior apoyan que X. autotrophicus al invadir el
interior de las raices evito la competencia externa con otros microorganismos autoctonos
del suelo, luego convirti6 compuestos de carbono derivados de la fotosintesis en

fitohormonas que potenciadas por el ECNC indujeron un sistema radical mas denso para

27



maximizar la optimizacion del NHsNOs al 70% (Ahmed et al., 2021). Los valores
numéricos antes descritos fueron estadisticamente diferentes comparados con los 15.7 cm
de APy los 6.7 cm de LR de S. lycopersicum sin A. vinelandii y X. autotrophicus, con el
NH4NOs al 100% sin tratar con el ECNC o control relativo (CR). En la biomasa fresca y
seca de S. lycopersicum con A. vinelandii y X. autotrophicus con NHsNOs al 70% plus
20 ppm de ECNC registrd 0.93 g de PFA, 0.18 g de PFR, 0.07 g de PSA 'y los 0.06 g de
PSR, valores con diferencia estadistica en relacién con los 0.53 g de PFA, los 0.16 g de
PFR, los 0.04 g de PSA y los 0.04 g de PSR de T. aestivum referido como CR. El sano
crecimiento de S. lycopersicum a plantula, indican que A. vinelandii y X. autotrophicus
tuvieron la capacidad de colonizaron la endodermis del sistema radical; ahi convirtieron
metabolitos de la fotosintesis en fitohormonas, mismas que al ser potenciadas por el
ECNC causaron la formacion de pelos radicales para la maxima optimizacion de
absorcion del FN al NH4sNOs al 70%. Lo anterior se confirma con lo mostrado en la Figura
7, donde se observa el efecto positivo tanto de A. vinelandii como de X. autotrophicus
cuando fueron potenciados con 20 ppm el ECNC y el NH4NO3 al 70% en la fenologia de

P. vulgaris a plantula.
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Figura 7. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la fenologia
y biomasa de Solanum lycopersicum a nivel de plantula con NH4sNOz al 70% potenciado
con un extracto crudo de nanoparticulas de carbono.

CA=S. lycopersicum sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR=S. lycopersicum sin A.
vinelandii/X. autotrophicus, alimentado con NH;NOsal 100% sin tratar con el ECNC alimentado; T1=S.
lycopersicum + A. vinelandii + NH4;NOsal 70%+ 10 ppm de ECNC; T2=S. lycopersicum + X.
autotrophicus + NH;NOszal 70%+ 10 ppm de ECNC; T3=S. lycopersicum + A. vinelandii/X.
autotrophicus + NH;NOsal 70%+ 10 ppm de ECNC; T4=S. lycopersicum + A. vinelandii + NH4;NOsal
70%-+ 20 ppm de ECNC; T5=S. lycopersicum + X. autotrophicus + NH;NOsal 70%+ 20 ppm de ECNC;
T6=S. lycopersicum + A. vinelandii/X. autotrophicus + NHsNOs al 70%+ 20 ppm de ECNC.
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|Tabla 8. Respuesta de Triticum aestivum a Azotobacter vinelandii y Xanthobacter
autotrophicus a nivel de plantula con NHsNOsal 70% y potenciado con un extracto crudo
de nanoparticulas de carbono.

Triticum aestivum®*

Altura Longitud

Peso fresco (g)

Peso seco ()

de radical

planta (cm) Aéreo  Radical Aéreo Radical

(cm)
Irrigado con agua o 220 12.75° 0.29° 0.14°  0.04>  0.02°
control absoluto (CA)
Alimentado con 21.91°  12.091° 0.31° 0.27¢  0.05®  0.03%
NHsNOsal 100% o
control relativo (CR)
A.vinelandii + NHsNOz ~ 24.75% 14.2¢ 0.402 0.292  0.07°  0.04%
al 70%+ 10 ppm de
ECNC
X. autotrophicus + 21.08°  16.6%® 0.25¢ 0.17°  0.05%  0.03%
NH4NOs al 70%+ 10
ppm de ECNC
A. vinelandii y X. 16.78°  16.03%® 0.19¢ 0.14° 0.04>  0.03%
autotrophicus +
NH4NOs al 70%+ 10
ppm de ECNC
A. vinelandii + NHsNO; ~ 22.55®  17.03? 0.24° 0.17°  0.04>  0.04%®
al 70%+ 20 ppm de
ECNC
X. autotrophicus + 23.28  16.83%® 0.32° 0.298  0.068  0.072
NH4NOs al 70%+ 20
ppm de ECNC
A. vinelandii y X. 20.41°  17.16° 0.24° 0.19° 0.04>  0.03®

autotrophicus +
NHsNO3 al 70%+ 20
ppm de ECNC

*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la tabla 8, se muestra a nivel de plantula la respuesta positiva de T. aestivum a A.

vinelandii con NH4NOs al 70% y potenciado con 10 ppm de ECNC que registrd 24.75

cm de AP y 16.6 cm de LR, mientras que en T. aestivum con X. autotrophicus con

NHsNO3 al 70% plus 20 ppm de ECNC vy registrd 23.2 cm de AP y 16.83 cm de LR, lo

que indican que los derivados de los metabolitos intermediarios de la fotosintesis fueron
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convertidos en fitohormonas que potenciadas con el ECNC indujeron la generacion de un
sistema radical denso para la absorcion y optimizacion del NH4NO3z al 70%. Estos valores
numéricos fueron estadisticamente diferentes comparados con los 21.91 cm de AP y los
12.91 cm de LR de T. aestivum sin A. vinelandii y X. autotrophicus, con el NHsNOs al
100% sin tratar con el ECNC o control relativo. En la biomasa fresca T. aestivum con A.
vinelandii con NH4NO3z al 70% mas 10 ppm de ECNC registré 0.40 g de PFA y 0.29 g de
PFR, valores con diferencia estadistica en relacion con los 31 g de PFA y los 0.27 g de
PFR de T. aestivum referido como CR. Respecto a la biomasa seca, T. aestivum cuando
se inoculo individual o en mezcla con A. vinelandii y X. autotrophicus con el NHsNOs al
70% y potenciado con el ECNC registro valores numéricos sin diferencia estadistica en
comparacion con el CR. Estos resultados apoyan el hecho de que la biomasa fresca y seca
de T. aestivum fueron dependientes de A. vinelandii y X. autotrophicus que al colonizar
el interior del primordio de raiz; ahi transformaron compuestos organicos de la
fotosintesis en fitohormonas, que al ser potenciadas por el ECNC indujeron un sistema
radical mas denso y apto para absorber y optimizar al maximo el NH4sNO3 al 70%, sin
comprometer el sano crecimiento de T. aestivum (Kanitkar et al., 2020). Lo anterior se
confirma con lo mostrado en la Figura 8, donde se observa el efecto positivo de A.
vinelandii y X. autotrophicus en la fenologia de P. vulgaris con el NH4sNOs al 70%

potenciado con el ECNC y en comparacion con las del CR.
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Figura 8. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la fenologia
y biomasa de Triticum aestivum a nivel de plantula con NH4NOz al 70% potenciado con
un extracto crudo de nanoparticulas de carbono

v \
_\T3 v T4 15

CA=T. aestivum sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR= T. aestivum sin A. vinelandii/X.
autotrophicus, con NHsNOsal 100% sin tratar con el ECNC alimentado con NHsNOsal 100%: T1=T.
aestivum +A. vinelandii + NH;NOzal 70%+ 10 ppm de ECNC; T2=T. aestivum+ X.
autotrophicus + NH;NOzal 70%+ 10 ppm de ECNC; T3=T. aestivum +A. vinelandii/X.
autotrophicus + NHsNOzal 70%+ 10 ppm de ECNC; T4=T. aestivum + A. vinelandii + NH;NOsal 70%-+
20 ppm de ECNC; T5=T. aestivum + X. autotrophicus + NH4sNOsal 70%+ 20 ppm de ECNC; T6=T.
aestivum + A. vinelandii/X. autotrophicus + NH4sNOzal 70%+ 20 ppm de ECNC.
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Tabla 9. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la fenologia
y biomasa de Phaseolus vulgaris a floracién con NHsNOz al 70% potenciado con un con
extracto crudo de nanoparticulas de carbono.

Phaseolus vulgaris* Altura Longitud Peso fresco (g) Peso seco ()
de radical
planta (cm) Aéreo Radica Aéreo Radica
(cm)

Irrigado con agua o control
absoluto (CA) 43.25°" 18.5¢ 1.36° 0.1¢ 0.22¢  0.04°
Alimentado con NHsNOzal

100% o control relativo (CR) 66.5 22.75¢  2.39® 0.33¢ 041 0.08°
A. vinelandii + NHsNO:s al

70%-+ 10 ppm de ECNC 77.7% 25.25b  2.65® 0.33%  0.44* 0.08°
X. autotrophicus + NHsNO3
al 70%+ 10 ppm de ECNC

792 18.5% 3112 091" 050* 0.13"
A. vinelandii y X.
autotrophicus + NH4NOs al
70%+ 10 ppm de ECNC 66.5" 27.6% 2.75% 0.26% 0.43* 0.11°

A. vinelandii + NH4NO3 al
70%+ 20 ppm de ECNC
75.25% 26.85° 2.53% 0.28% 045"  0.10°
X. autotrophicus + NH4NO3
al 70%+ 20 ppm de ECNC
73.75° 27.25% 3.158  0.52° 0.46° 0.10°
A. vinelandii y X.
autotrophicus + NH4NOs al
70%+ 20 ppm de ECNC 75.25% 29.75? 339 1.70*° 055 0.18°

*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 9, se muestra a nivel de floracidn el efecto positivo de A. vinelandii y X.
autotrophicus en P. vulgaris con NH4sNOs al 70% y potenciado con 20 ppm de ECNC ahi
se registraron: 75.25 cm de AP, 29.75 cm de LR; 3.39 g de PFA, 1.70 g de PFR, 0.55 g
de PSA y 0.18 g de PSR. Estos datos numéricos apoya a que el efecto benéfico de A.
vinelandii y X. autotrophicus fue potenciado por el ECNC, pues se mantuvo la conversién
de metabolitos de la fotosintesis en fitohormonas lo que caus6é un aumento de la altura de
tallo y la proliferacion de raices secundarias de P. vulgaris, en consecuencia hubo mayor

absorcion del NH4NO3z al 70%, para un sano crecimiento (El-Batal et al., 2016; Barajas-
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Gonzélez et al., 2017; Abdel-Aziz et al., 2022), este hecho se puede confirmar con base
a la Figura 9. Los valores numéricos registrados en P. vulgaris con A. vinelandii y X.
autotrophicus con NH4NOsz al 70% plus 20 ppm de ECNC fueron estadisticamente
diferentes en comparacion con los: 66.5 cm de AP, 22.75 cm de LR, 2.39 g de PFA, 0.33
g de PFR, 0.41 g de PSA y los 0.08 g de PSR de P. vulgaris sin A. vinelandii y/o X.

autotrophicus, alimentado con el NHsNO3z al 100% sin tratar con el ECNC o CR.

Figura 9. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la fenologia
y biomasa de Phaseolus vulgaris a floracién con NHsNOz al 70% potenciado con un con
extracto crudo de nanoparticulas de carbono.

—'
o:\ﬁﬁ

T3 T4

CA= P. vulgaris sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR= P. vulgaris sin A. vinelandii/X.
autotrophicus, con NH;NOsal 100% sin tratar con el ECNC alimentado T1=P. vulgaris + A.
vinelandii + NH;NOzal 70%+ 10 ppm de ECNC; T2= P. vulgaris + X. autotrophicus + NH;NOzal 70%+
10 ppm de ECNC; T3= P. vulgaris + A. vinelandii/X. autotrophicus + NH;NOgzal 70%+ 10 ppm de ECNC;
T4=P. vulgaris +A. vinelandii + NHsNOszal 70%+ 20 ppm de ECNC; T5=P. vulgaris+ X.
autotrophicus  + NHisNOzal 70%+ 20 ppm de ECNC; T6=P. vulgaris+A. vinelandii/X.

autotrophicus + NH4sNO;zal 70%+ 20 ppm de ECNC.
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Tabla 10. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la fenologia
y biomasa de Solanum lycopersicum a floracién con NHsNOs al 70% potenciado con un
con extracto crudo de nanoparticulas de carbono

Solanum lycopersicum* Altura Longitud Peso fresco (g) Peso seco ()
de radical

planta (cm) Aéreo Radica Aéreo Radica

(cm)
Irrigado con agua o control 21.5" 3.8° 0.72° 0.21¢ 0.06°  0.04¢
absoluto (CA)
Alimentado con NHsNOsal 23.7° 6.2° 0.85° 0.29° 0.08® 0.08°
100% o control relativo (CR)
A. vinelandii + NH4NO:s al 28.5° 7.8 0.82° 0.35* 0.012*  0.08¢
70%+ 10 ppm de ECNC
X. autotrophicus + NHsNO3 27.52 8.7% 0.87° 0.3° 0.012% 0.014°
al 70%+ 10 ppm de ECNC
A. vinelandii y X. 22P 7.5% 0.75  0.35* 0.011* 0.021*
autotrophicus + NH4NOs al
70%+ 10 ppm de ECNC
A. vinelandii + NH4sNO:3 al 23.8° 6.9° 0.81°  0.29° 0.012% 0.024%
70%+ 20 ppm de ECNC
X. autotrophicus + NH4NO3 26.1% 7.8 1.33%  0.33% 0.014° 0.021*
al 70%+ 20 ppm de ECNC
A. vinelandii y X. 25.9% 7.7% 1.4* 032 0.013* 0.025°

autotrophicus + NH4NOs al
70%+ 20 ppm de ECNC

*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 10, se muestra a nivel de floracion el efecto positivo de A. vinelandii y X.

autotrophicus con NHsNOs al 70% vy potenciado con 20 ppm de ECNC en S.

lycopersicum donde registr6 25.9 cm de AP y 7.7 cm de LR, lo que apoya, que

compuestos organicos derivados de la fotosintesis fueron convertidos en fitohormonas

que potenciadas con el ECNC indujeron un sistema radical denso para la absorcion y

optimizacién del NH4NO3 al 70%. Estos valores numéricos fueron estadisticamente

diferentes comparados con los 23 cm de AP y los 6.2 cm de LR de S. lycopersicum sin A.

vinelandii y X. autotrophicus, alimentado con el NH4NOs al 100%sin tratar con el ECNC

o control relativo. En funcion de la biomasa fresca y seca de S. lycopersicum con A.
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vinelandii y X. autotrophicus con NHsNO3z al 70% plus 20 ppm de ECNC registré 1.4 ¢
de PFA, 0.32 g de PFR, 0.013 g de PSA y 0.025 g de PSA; en S. lycopersicum inoculada
con X. autotrophicus con NH4sNOs al 70% potenciada con 20 ppm de ECNC registr6 1.33
g de PFA, 0.33 g de PFR, 0.014 g de PSA y 0.021 g de PSA. Estos valores fueron
estadisticamente diferentes en relacion con los 0.85 g de PFA, 0.29 g de PFR, 0.08 g de
PSA y 0.08 g de PSA de S. lycopersicum referido como CR. De acuerdo con la literatura
y los datos registrados en la fenologia y biomasa de S. lycopersicum cuando fue inoculado
con A. vinelandii y X. autotrophicus plus el ECNC, indica que se mantuvo la conversion
de metabolitos de la fotosintesis en fitohormonas lo que mejord la absorcion y optimizacion
del NHsNOzal 70% (Khodakovskaya et al., 2009), lo cual se puede confirmar con base a

la Figura 10.
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Figura 10. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus a la fenologia
y biomasa de Solanum lycopersicum a nivel de floracion con NHsNOzal 70% potenciado
con un extracto crudo de nanoparticulas de carbono.

CA=S. lycopersicum sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR=S. lycopersicum sin A.
vinelandii/X. autotrophicus, con NH4sNOzal 100% sin tratar con el ECNC alimentado; T1=S.
lycopersicum + A. vinelandii + NH4;NOsal 70%+ 10 ppm de ECNC; T2=S. lycopersicum + X.
autotrophicus + NH;NOszal 70%+ 10 ppm de ECNC; T3=S. lycopersicum+ A. vinelandii/X.
autotrophicus + NH4NOszal 70%+ 10 ppm de ECNC; T4=S. lycopersicum + A. vinelandii + NH;NOs al
70%+ 20 ppm de ECNC; T5=S. lycopersicum + X. autotrophicus + NHsNO3al 70%+ 20 ppm de ECNC;

T6=S. lycopersicum + A. vinelandii/X. autotrophicus + NH4NOgsal 70%+ 20 ppm de ECNC.
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Tabla 11. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en Triticum
aestivum a floracion con NHiNOs al 70% potenciado con un extracto crudo de
nanoparticulas de carbono.

Triticum aestivum* Altura Longitud Peso fresco (g) Peso seco ()
de radical
planta (cm) Aéreo Radica Aéreo Radical
(cm)
Irrigado con agua o 33.03""  135° 0.33¢  0.18° 0.11°  0.06°
control absoluto (CA)
Alimentado con 37.5° 13.58°¢ 0.45° 0.43¢  0.15° 0.09°

NHsNO3zal 100% o

control relativo (CR)

A.vinelandii + NHsNO; ~ 42.25° 15.7° 0.64>  0.41° 0.24> 0.012°
al 70%+ 10 ppm de

ECNC

X. autotrophicus + 43.83° 17.2° 0.55°  0.56* 0.25° 0.014%®
NH;NO3 al 70%+ 10

ppm de ECNC

A. vinelandii y X. 51.03°  20.83? 0.692  0.52° 0.39° 0.018°

autotrophicus +

NHsNOs3 al 70%+ 10

ppm de ECNC

A. vinelandii + NHsNO; ~ 38.8" 20.16° 0.62° 0.47° 0.22 0.0172
al 70%+ 20 ppm de

ECNC

X. autotrophicus + 41.91°  19.08° 0.54°  055* 0.24*® 0.017°
NH4NO3 al 70%+ 20

ppm de ECNC

A. vinelandii y X. 39.5° 19.312 0.56° 0.572 0.26°  0.015%

autotrophicus +
NHsNOs al 70%+ 20
ppm de ECNC

*n=6, **valores con letras distintas tuvieron diferencia estadistica (P<0.01) segin ANOVA/Tukey.

En la Tabla 11, se presenta a nivel de floracion el efecto positivo de A. vinelandii y X.
autotrophicus en T. aestivum con NH4NOs al 70%, potenciado con 10 ppm de ECNC
donde se registr6 51.03 cm de AP y 20.83 cm de LR, valores con diferencia estadistica
con los 37.5 cm de AP y los 13.58 cm de LR de T. aestivum alimentado solo con el
NHsNOszal 100% o CR. En la biomasa, T. aestivum con A. vinelandii y X. autotrophicus
y NHsNOs al 70% plus 10 ppm de ECNC registrd 0.69 g de PFA, 0.52 g de PFR, 0.39 ¢
de PSA y 0.018 g de PSR. Esto indica que tanto A. vinelandii como X. autotrophicus al

ubicarse en el interior del sistema radical sintetizaron fitohormonas que simultdneamente
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potenciadas por el ECNC, pudieron mejorar la capacidad radical de T. aestivum y asi
maximizar la optimizacién del NH4NO3z al 70%, sin poner en riesgo el sano crecimiento
vegetal (Velazquez-Medina et al., 2022). Los valores numéricos anteriores presentan
diferencia estadistica en relacién con los 0.45 g de PFA, los 0.43 g de PFR, los 0.15 g de
PSAylos 0.09 g de PSR de T. aestivum referido como CR. Lo anterior puede confirmarse

con lo observado en la Figura 11.

Figura 11. Efecto de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus en la fenologia
de Triticum aestivum a nivel de floracion con NH4sNOz al 70% potenciado con un con
extracto crudo de nanoparticulas de carbono.

CA=T. aestivum sin A. vinelandii/X. autotrophicus irrigado con agua; CR= T. aestivum sin A. vinelandii/X.
autotrophicus, con NHsNO;z al 100% ni tratar con el ECNC; T1=T. aestivum + A. vinelandii + NHsNOsal
70%+ 10 ppm de ECNC; T2=T. aestivum + X. autotrophicus + NH4sNOzal 70% + 10 ppm de ECNC;
T3=T. aestivum +A. vinelandii/X. autotrophicus + NHiNOsal 70%+ 10 ppm de ECNC; T4=T.
aestivum + A, vinelandii + NHsNOzal 70% + 20 ppm de ECNC; T5=T. aestivum +X
autotrophicus + NHsNOsal 70%+ 20 ppm de ECNC; T6=T. aestivum +A. vinelandii/X.
autotrophicus + NHsNOgzal 70%+ 20 ppm de ECNC.
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Tabla 12. Antibiograma de Azotobacter vinelandii y Xanthobacter autotrophicus
recuperados de Phaseolus vulgaris, Solanum lycopersicum y Triticum aestivum.

A. vinelandii y X.
autotrophicus recuperadas de
Cepa referencia Phaseolus vulgaris, Solanum
Antibidticos lycopersicum y Triticum
aestivum

Azotobacter Xanthobacter

vinelandii  autotrophicus

Ampicilina (AM) - - - - -
Cefotaxima (CF)
Ceftazidima (CTX) - - - - -

Cefuroxima (CAZ) - - - - -
Pefloxacina (CXM) + + + + +
Tetraciclina (DC) + + + + +
Trimetoprim-
sulfametoxazol (E)
Cefalotina (GE) - - - - -
Dicloxacina (PEF) - - - - -
Eritromicina (PE)
Gentamicina (TE)
Penicilina (STX)

(+) = sensible; (-) = resistente.

Hoja Tallo Raiz

+
+
+ 1
+
+

En la Tabla 12, se muestra el antibiograma de A. vinelandii y X. autotrophicus endofitas
(cepas de referencia) para demostrar su efecto benéfico sobre la fenologia y biomasa de
P. vulgaris, S. lycopersicum y T. aestivum a plantula y floracién. Tanto A. vinelandii y X.
autotrophicus recuperadas de la raiz, tallo y hojas de P. vulgaris, S. lycopersicum y T.
aestivum segun el método de Kirby y Bauer registraron sensibles al perfil antibiético: CF,
CTX, CAZ, GE, PEF, PE, TE vy resistentes a CXM, DC, E y SXT, lo que apoya A.
vinelandii y X. autotrophicus invadieron el xilema de P. vulgaris, S. lycopersicum y T.
aestivum para transformar metabolitos de la fotosintesis en fitohormonas, que mejoraron

la optimizaron del NH4NOzal 70%., para un crecimiento saludable (S&nchez-Yafiez,
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2022). Este perfil de sensibilidad fue comparado y similar al obtenido por A. vinelandii y
X. autotrophicus antes y después de recuperarlo de P. vulgaris, S. lycopersicum y T.
aestivum, mientras ninguno de los dos géneros y especies bacterianas se aislo de las

mismas plantas, pero sin A. vinelandii y X. autotrophicus usada como CR.

Conclusién

Estos resultados apoyan el hecho de que el ECNC potenci6 la actividad fitohormonal de
A. vinelandii y X. autotrophicus para un incremento sustancial del sistema radical
necesario para la méaxima optimizacion del NHsNOz al 70%, sin afectar el sano

crecimiento de vegetal.

Los resultados en la germinacion, fenologia y biomasa de P. vulgaris, S. lycopersicum y
T. aestivum a plantula y floracion apoyan el hecho de que el ECNC potencié la accion
fitohormonal de A. vinelandii y X. autotrophicus, debido a que hubo un aumento en el
porcentaje de germinacion de las semillas, luego invadir el interior de las raices; ahi
convertir los compuestos organicos de la fotosintesis en fitohormonas que potenciadas
por el ECNC indujeron la proliferacion de un sistema radical méas denso para la absorcion
y optimizacion del NH4sNOz al 70%, sin riesgo de afectar el sano crecimiento vegetal,

simultdneamente prevenir la perdida de fertilidad el suelo.
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