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EFECTO DE Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum 'y
DIMETILHEXADECILAMINA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE Pinus
devoniana Y Pinus greggii.

RESUMEN

El género Pinus spp. incluye aproximadamente 110 especies, de las cuales
alrededor del 50% habitan en México. En muchas ocasiones el proceso de
crecimiento vegetal puede ser acelerado por la participacion de microorganismos
del suelo. La dimetilhexadecilamina es secretada por la rizobacteria Arthrobacter
agilis UMCV2, ha demostrado promover el crecimiento en plantas como Medicago
sativa y Medicago truncatula. En este trabajo tenemos por objetivo evaluar el efecto
de Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum y dimetilhexadecilamina en
la germinacion y crecimiento de Pinus devoniana y Pinus greggii. Las semillas de
Pinus devoniana y Pinus greggii fueron colocadas en cajas de Petri en medio Agar
bacterioldgico, el cual fue adicionado con dimetilhexadecilamina a concentraciones:
Cero, 1, 10, 20 y 30 puM. Los tratamientos con microorganismos se remojaron las
semillas con las células de A. agilis UMCV2 y en co-accion T. harzianum se
colocaron en agar bacteriolégico. Los resultados nos muestran que a 10uM
promueve la germinacién de P. devoniana en un 72% y el tratamiento con bacteria
presento mayor longitud de radiculas. La concentracion 1 puM promueve la
germinacion de P. greggii 65%. En otro experimento que consistié en aplicar
dimetilhexadecilamina, A. agilis UMCV2 y T. harazianum en un sistema donde las
plantas crecieran en sustrato estéril y no estéril adicionada como agua de riego.
Resultando después de un periodo de 240 dias de exposicibn con los
microorganismos encontramos mayor crecimiento en las plantas de P. devoniana
en sustrato estéril reflejado en longitud de la parte aérea, peso fresco y seco de la
raiz. En conclusién la dimetilhexadecilamina a concentraciones bajas promueve la
germinacion de las semillas de P. devoniana y P. greggii. La rizobactreria A. agilis
UMCV2 y en co-accion con T. harzianum promueve el crecimiento solamente las

plantas de P. devoniana.

Palabras claves: Arthobacter agilis UMCV2, dimetilhexadecilamina, Trichoderma
harzianum, Pinus devoniana y Pinus greggii.



EFFECT OF Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum and
DIMETHYLHEXADECYLAMINE ON GERMINATION AND GROWTH OF Pinus
devonian and Pinus greggii

ABSTRACT

The genus Pinus spp. includes approximately 110 species, of which around 50% live
in Mexico. In many occasions the process of plant growth can be accelerated by the
participation of soil microorganisms. The dimethylhexadecylamine is secreted by the
Arthrobacter agilis UMCV2, has demonstrated the promotion of growth in plants as
Medicago sativa and Medicago truncatula. In this work we have for objective to
evaluate the effect of Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum and
dimethylhexadecylamine in germination and growth of Pinus devoniana and Pinus
greggii. The seed of Pinus greggii and Pinus devoniana and were placed in Petri
dishes in  bacteriological agar, which was complimented  with
dimethylhexadecylamine to concentrations: 0, 1, 10, 20 and 30 uM. The treatments
with microorganisms were soaked the seeds with cells from A. agilis UMCV2 and in
co-action T. harzianum were placed on agar bacteriological. The results show us
that to 10 uM promotes germination of P. devoniana in 72% and treatment with
bacteria introduced greater length radiculas. The 1 yuM concentration promotes
germination of P. greggii 65%. In another experiment that was to apply
dimethylhexadecylamine, A. agilis UMCV2 and T. harazianum in a system where the
plants grow in substrate sterile and non sterile added as irrigation water. Resulting
after a period of 240 days of exposure with the organisms we find a greater growth
in the plants of P. devoniana in sterile substrate reflected in length of the aerial part,
fresh and dry weight of the root. In conclusion the dimethylhexadecylamine at low
concentrations promotes germination of the seeds of P. devoniana and P. greggii.
The rizobactreria A. agilis UMCV2 and in co-action with T. harzianum promotes the

growth of plants only P. devoniana.

Key words: Arthobacter agilis UMCV2, dimethylhexadecylamine, Trichoderma
harzianum, P. devoniana and Pinus greggii.
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I. INTRODUCCION

La cubierta vegetal de México es una de las mas ricas y variables del planeta; dentro
de los bosques de coniferas en México, los pinos son catalogados como el primer
género de arboles en distribucion y area, de hecho, México ocupa el primer lugar
en diversidad de especies del género Pinus, el género de mayor importancia
econOmica como ecolégico en el pais (Vargas, 2003; Sdenz-Romero et al., 2003).
El género Pinus incluye aproximadamente 111 especies a nivel mundial (Price et
al., 1998). En México y América Central se localizan alrededor de 46 especies de
pinos, con diversas variedades y formas (Perry et al., 1998). El estado Michoacan
existe el 35% de las especies reportadas a nivel nacional, y conjuntamente con otras
coniferas se agrupan en cuatro familias, seis géneros y 22 especies, con tres
variedades y tres formas (COFOM, 2000). A nivel estatal posee importantes
recursos forestales por su cantidad, diversidad e importancia econémica. Ocupa el
tercer lugar nacional en produccién de madera (aproximadamente 1x106 m? /afio,
después de Chihuahua y Durango) y el primer lugar nacional en produccion de
resina (35 000 t/afio), no obstante que ocupa el sexto lugar nacional en existencias
maderables (SEMARNAT, 2004 y 2005).

En México una de las especies que destaca por su amplia distribucién e importancia
econdémica es Pinus devoniana Lindley, también conocida como Pinus michoacana
Martinez. Esta especie es endémica de México y Guatemala, y se encuentra en las
zonas célido-templadas en altitudes de 1,500 a 2,500 msnm (Perry, 1991). En
nuestro pais esta distribuido en los estados de Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
Guerrero, Guanajuato, Estado de México, Morelos, Puebla, Hidalgo, Tlaxcala,
Oaxaca, Veracruz, Zacatecas y Chiapas (Perry, 1991; Farjon et al., 1997). Por su
parte, en el estado de Michoacan a P. devoniana lo encontramos distribuido en
localidades como Uruapan, Cheran, Nahuatzen, Paracho, Patzcuaro, Los Reyes,
Salvador Escalante, Tacambaro, Tingambato, Tumbiscatio y Tuxpan (SEMARNAT,

PROCYMAF, 2005). Muchas veces a esta especie se localiza en asociacion con P.



montezumae Lambert, P. pseudostrobus Lindley, P. leiophylla Schiede, P.

maximinoi y P. douglasiana Martinez.

Por otro lado, Pinus greggii Engelm es una especie nativa de México (Martinez,
1948) parecida fenotipicamente a P. patula, pero se diferencia por sus hojas cortas,
derechas y gruesas; aunque pertenecen al mismo grupo botéanico. Se le conoce
también como “pino prieto” en Coahuila, “pino ocote” en Hidalgo, en los estados del
norte como “pino garabatillo” y en las poblaciones del centro como “ocote” u “ocote
chino” (Eguiluz, 1978; Perry, 1991; Farjon et al., 1997). El pino prieto se desarrolla
en climas con temperatura media de 16.8°C, con maximas extremas de 45°C y
minimas de -9°C. Los sitios con P. greggii en el norte de México son secos, con
precipitacion anual de 400 a 600 mm, las procedencias del centro de México tienen
una precipitacion anual de 700 a 1,600 mm. En forma natural crece en las montafias
de la Sierra Madre Oriental en altitudes de 1,300 a 3,000 msnm y de 2,000 a 3,100
msnm. Sin embargo, el intervalo altitudinal de distribucion varia, diferentes autores
lo ubican de 1,200 a 2,700 msnm (Din, 1958; Eguiluz, 1978; Dvorak y Donahue,
1993). Habita en suelos delgados de textura migajon areno-arcilloso, pedregosos,
café rojizos y calizos, normalmente pobres en materia organica y con pH casi neutro
(Equiluz, 1978).

Roman et al., (2004) sefialan que P. greggii se ha convertido en una de las
predilectas de los viveristas en México debido a sus caracteristicas de crecimiento,
variabilidad genética y adaptabilidad, tolerancia a la sequia y a otras condiciones
adversas, ademas de que se tasa de crecimiento en altura, se mantiene en toda la
amplitud de su distribucion natural, aun al ser remplazada hacia sitios relativamente

alejados de sus fuentes de produccion de semilla.

El suelo constituye un habitat bastante complejo, no sb6lo por la riqueza de
componentes que presenta sino por la gran diversidad de organismos presentes en
él. La abundancia de bacterias en comparacion con otros microorganismos se

puede deber a su rapido crecimiento y habilidad de utilizar un amplio rango de



sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno. Se considera que el suelo es uno
de los ambientes méas complejos en cuanto a vida microbiana se refiere, que puede
contener cerca de 10° células bacterianas/gramo de suelo y un estimado de 10*
especies microbianas diferentes por gramo de suelo (Cavaletti et al., 2006).

Un suelo rico en materia organica y microbiota es un indicador de alta fertilidad y
disponibilidad de nutrientes, la microbiota descompone los residuos organicos
liberando agua y sustancias minerales (mineralizan el humus), transforman los
elementos no disponibles en disponibles (hierro), participan en los procesos de
fijacion biologica del nitrbgeno atmosférico y en la oxidacién reduccion de los
nutrientes. La microbiota utiliza la energia del carbono para su metabolismo,

fertilidad del suelo y contenido de materia organica en el suelo (Gémez, 2000).

De toda la comunidad microbiana que se tiene en el suelo, existen rizobacterias que
tienen un efecto benéfico en la planta son usualmente referidas como promotoras
del crecimiento vegetal o PGPR, por sus siglas en inglés (plant growth promoting
rhizobacteria). Muchas de éstas han sido propagadas y usadas como inoculantes
bacterianos, principalmente para mejorar la produccién y el rendimiento de cultivos

agricolas (Davison, 1988).

Las PGPRs pueden promover el crecimiento mediante mecanismos de
biofertilizaciébn que incluyen la fijacion de nitrogeno (Hassan y Hassan, 2013),
solubilizacion del fosfato (Koh y Song, 2007) y de hierro (Valencia-Cantero et al.,
2007), produccion de fitohormonas (Barriuso et al., 2005; Ortiz-Castro et al., 2008),
inhibicion de actividad antifungica y produccién de compuestos organicos volatiles

gue actian como moléculas sefial (Velazquez-Becerra et al., 2011 y 2013).

Hay reportes de que las PGPRs naturalmente presentes en la rizésfera de plantas,
han logrado incrementar el crecimiento en el porte arbéreo. Asi por ejemplo, la

inoculacion de Bacillus licheniformis CECT 5106 y Bacillus pumilus CECT 5105



promueven el crecimiento de Pinus pinea y Quercus ilex induciendo cambios en la

comunidad microbiana rizosférica (Domenech et al., 2004; Probanza et al., 2002).

En nuestro grupo de trabajo hemos mostrado que la rizobacteria Arthrobacter agilis
UMCV2 promueve el crecimiento de plantas leguminosas como Phaseolus vulgaris,
Medicago sativa y M. truncatula (Valencia-Cantero et al., 2007; Velazquez-Becerra
etal., 2011 y Orozco-Mosqueda et al., 2013) por diversos mecanismos que incluyen
la  solubilizacion de nutrientes y la produccion del aminolipido
“dimetilhexadecilamina” (DMHD), pero no existe reporte alguno del efecto que se
pudiera tener entre la bacteria UMCV2 con especies de interés forestal. En el
presente trabajo se tuvo como objetivo evaluar el efecto de la inoculacion de A. agilis
UMCV2 Yy la adicion del compuesto DMHD en co-accion con Trichoderma harzianum
sobre el crecimiento de la especie arborea Pinus devoniana y Pinus greggii en

escala de viveros.



II. ANTECEDENTES

La microbiota edafica es responsable de muchos procesos que son esenciales para
el funcionamiento de los ecosistemas, como son: las transformaciones de
elementos minerales (P, Ca, Fe, Mn, entre otros), supresion de algunas
enfermedades de las plantas, mineralizacion de la materia organica, disponibilidad
de nutrientes, sintesis compuestos organicos, fijacion bioldgica de N2 y degradacion
de compuestos contaminantes del suelo (Gémez y Corlay, 2007), ademas participan

en el ciclo de nutrientes y agregacion de particulas (Silva et al., 2009).

Larizosfera de las plantas es de elevada importancia, es la zona del suelo que rodea
inmediatamente la raiz de la planta, aqui se llevan a cabo procesos biologicos y
guimicos, ya que esta directamente influenciada por la raiz, mediante la secrecién
de exudados, asi como por los microorganismos que habitan en ellay a su vez estos
ven beneficiados de dichos compuestos. Entre los compuestos que son liberados
por parte de la raiz tenemos los de bajo peso molecular como los aminoéacidos,
iones, oxigeno libre, agua, acidos organicos, azucares, fenoles, vitaminas y
fitosideroforos. Entre los exudados de alto peso molecular se encuentran
compuestos como mucilagos y proteinas (Bais et al., 2006). El papel que juegan
estos exudados es muy complejo, ya que actlan como mensajeros que estimulan
las interacciones biolégicas y fisicas entre las raices y los microorganismos del
suelo, también modifican las propiedades quimicas y fisicas de la rizésfera y
contribuyen al crecimiento de las raices y la planta en general. Sin embargo, el
destino de los exudados en la rizosfera y la naturaleza de sus reacciones del suelo

siguen siendo poco conocidas (De la Peia et al., 2008).

En muchas ocasiones el proceso de crecimiento vegetal puede ser acelerado por la
participacion de microorganismos del suelo. Entre las interacciones que se generan,
existen las establecidas entre las plantas y las rizobacterias promotoras del

crecimiento vegetal o PGPRs (en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria),



estas interacciones pueden ser alteradas o mediadas por mecanismos directos o

indirectos:

2.1 Mecanismos de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(RPCV)

Los mecanismos empleados para ejercer la promocion del crecimiento vegetal de

forma directa pueden clasificarse como sigue:

2.1.1 Biofertilizacién

Las bacterias fijadoras de nitrgeno como Rhizobium, Bradyrhizobium y Frankia
pueden formar nédulos en las raices de plantas tales como la soya, frijol, cacahuate,
alfalfa, aile y casuarina que convierten el nitrdgeno atmosférico en amoniaco, de
esta forma el nitrogeno atmosférico puede ser utilizado por los vegetales como

fuente de nitrégeno (Van Rhijn y Vanderleyden,1995).

Azospirillum es una bacteria de vida libre fijadora de nitrégeno que contribuye a la
fertilizacion del trigo, sorgo y maiz. A pesar de la capacidad de fijacion de
Azospirillum, el incremento de la produccion causada por la inoculacién por
Azospirillum se atribuye principalmente al desarrollo de la raiz y por lo tanto a un
aumento de las tasas de absorcién de agua y minerales. Otro elemento que
disminuye el crecimiento de las plantas es el fosfato. Algunas bacterias PGPRs
solubilizan fosfato para las plantas, lo que facilita su crecimiento. Varias enzimas
tales como fosfatasas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas liberan fosfato soluble a
partir de compuestos organicos en el suelo. Las C-P liasas rompen los enlaces C-P
en fosfonatos y asi la liberacion de fosforo de los minerales se relaciona con la

produccion de acidos organicos, como el acido glucénico (Rodriguez et al., 2006).

Por su parte, los arboles del género Pinus como P. sylvestris y Pinus radiata,
presentan microorganismos simbiontes naturales, tanto micorrizas como bacterias.

Asi, por ejemplo, ha sido establecido que el hongo micorrizico Trichoderma

6



harzianum y en conjunto con la composta permite un incremento significativo en
altura y biomasa de las plantas de P. radiata asi como el desarrollo del sistema
radical (Donoso et al., 2008). En P. radiata se presentan organismos como:
Betaproteobacteria, Bacilli, Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Sphingobacteria,
Gammaproteobacteria y Acidobacteria, generando ventajas en cuanto a la fijacién
de nitrdgeno y la oxidacion de amonio, asi como en el crecimiento de la planta y el
control biolégico de organismos patogenos (Lottmann et al., 2010). Otro ejemplo lo
tenemos con P. sylvestris, ya que presenta principalmente en su comunidad
bacterias simbionte del género Burkholderia y especies de Paenibacillus. Algunas
de estas bacterias puede ayudar a los arboles con la adquisicion de nitrégeno, ya
que las bacterias potencialmente diazotréficas albergar nitrégeno reductasa
(Timonen y Hurek 2006).

Por ultimo, Chavez et al., (2014) destaca la importancia de inoculantes bioldgicos
formulados con los hongos saprobios o con la mezcla de hongos saprobios y
ectomicorricicos, estos organismos estimularon el crecimiento de plantas en P.
radiata respecto a los controles (plantas sin inoculacién fangica). Ademas, la
presencia de granos de trigo en los inéculos favorecio el efecto estimulante
producido por los hongos sobre el crecimiento de P. radiata. El inoculante formulado
con la mezcla Coriolopsis rigida y Rhizopogon luteolus produjo las plantas de P.
radiata con mayores indices de calidad bajo condiciones de invernadero, siendo una
alternativa viable para su uso como potencial biofertilizante en la produccion de
especies vegetales forestales (Chavez et al., 2014).

2.1.2 Rizorremediadores

Existen bacterias capaces de solucionar problemas de contaminacion, las bacterias
de este tipo han resultado ser eficaces en laboratorio pero poco eficaces en
condiciones de campo. Su principal metabolismo depende de la degradacion de los
contaminantes. Una estrategia para poder utilizar estas bacterias en el suelo es
desacoplar la energia necesaria del metabolismo primario para la energia necesaria

en la degradacién de contaminantes. Con este fin, (Kuiper et al., 2001) desarrollaron



un sistema llamado rizorremediacion. La estrategia consistio en seleccionar
rizobacterias degradadoras de contaminantes que viven o estan cerca de la raiz
para que puedan utilizar los exudados de la raiz como fuente importante de
nutrientes (Kuiper et al., 2001). Estos autores desarrollaron un sistema eficaz para
enriquecer bacterias partiendo de una mezcla cruda. Una de las cepas resultantes
es P. putida PCL1444, efectivamente utiliza el exudado de la raiz y degrada el
naftaleno alrededor de la raiz, protege a las semillas de ser muertas por la naftalina
y permite a la planta crecer normalmente, mutantes incapaces de degradar

naftaleno no protegen a la planta (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

2.1.3 Fitoestimuladores

Algunas bacterias producen sustancias que estimulan el crecimiento de plantas en
ausencia de patogenos. El mejor ejemplo es la produccion de la fitohormona auxina,
asi como ciertos compuestos volatiles y del cofactor pyrrolquinolina quinona (PQQ)
gue estimula el crecimiento de plantas. La hormona auxina promueve el crecimiento
de laraiz y esté presente en los exudados de la raiz, es por lo general sintetizada a
partir del aminoécido triptéfano (Kamilova et al., 2006). La inoculacién de semillas
con la auxinas sintetizadas por P. fluorescens WCS365 no dio lugar a un aumento
en el peso de las raices o ramas de Cucumis sativus (pepino), ni en pimiento de
Solanum lycopersicum, pero si dio lugar a un significativo aumento en el peso de la
raiz de Raphanus sativus (rabano). El rabano produce por lo menos nueve veces
mas triptéfano en su exudado que las plantulas de pepino, pimiento o tomate

Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Otro ejemplo lo tenemos con Azotobacter paspali, mejora el crecimiento de una
variedad de dicotiledoneas y monocotiledéneas, mediante la fijacién de nitrégeno.
Experimentos con nitrégeno afiadido sugieren que la promocion del crecimiento
vegetal se debe a la produccidn de los factores de crecimiento vegetal tales como
el acido indolaceético, giberelinas y citoquininas y no por la fijacion de nitrégeno en
si (Okon et al., 1998).



También los compuestos volatiles juegan un papel importante en la interaccion
planta-bacteria. Tenemos evidencia del papel que juegan dichos compuestos de
origen bacteriano sobre el crecimiento vegetal, rizobacterias tales como las cepas
de B. subtilis GB0O3 y B. amyloliquefaciens IN937a promueven el crecimiento de las
plantas mediante la liberacion de compuestos volatiles. Estas dos cepas
promovieron el aumento del area foliar de plantulas de A. thaliana en un sistema
experimental de compartimientos separados donde las plantas y las bacterias no
entran en contacto pero comparten el espacio de cabeza. Ambas bacterias
producen los compuestos volatiles 2,3-butanediol y acetoina, mientras que
bacterias no promotoras del crecimiento vegetal (E. coli DH5a) no los producen y
las bacterias mutantes de B. amyloliquefaciens IN937a y B. subtilis GB03
bloqueadas en la biosintesis de estos compuestos tampoco promovieron el

crecimiento en la planta (Ryu et al., 2003).

Mas recientemente Zhang et al., (2008) encontraron que B. subtilis GB03 aumenta
la eficiencia fotosintética y el contenido de clorofila de A. thaliana a través de la
modulacién de la sefializacién enddégena de la glucosa y acido abscisico. Llegaron
a la conclusion de que la bacteria juega un papel regulador en la adquisicion de
energia para la planta. El cofactor PQQ fue descrito como un promotor del
crecimiento de plantas (tomate y pepino). Los resultados sugieren que el PQQ actua
como un antioxidante en las plantas, sin embargo no se puede excluir que el efecto
es indirecto porque PQQ es un cofactor de varias enzimas que participan en la
actividad antifungica y la induccién de resistencia sistémica en la planta (Lugtenberg
y Kamilova 2009).

2.1.4 Control de estrés

Algunas PGPRs como Enterobacter spp (Ping y Boland 2004) contienen la enzima
1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa que facilita el crecimiento y
desarrollo de la planta mediante la disminucion de los niveles de etileno en plantas.
Tales bacterias toman el precursor del etileno (ACC) para convertirlo en 2-

oxobutanoato y NH3. Varias formas de estrés son desahogadas por la produccién
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de ACC deaminasa, tales como los efectos de las bacterias fitopatégenas y la
resistencia al estrés por hidrocarburos poliaromaticos, metales pesados como el

Cd2+ y Ni2+ y resistencia al estrés salino y desecacion (Glick et al., 2007).
2.2 Promocién del crecimiento vegetal de forma indirecta

Las PGPRs promueven el crecimiento de las plantas por mecanismos directos e
indirectos, ahora bien, en los mecanismos indirectos esta involucrada la habilidad
de las bacterias PGPRs para reducir el crecimiento de organismos patégenos para
las plantas. Las PGPRs indirectamente pueden provocar el crecimiento de la planta
via la supresién de fitopatégenos por una variada cantidad de mecanismos. Esto
incluye la habilidad para sintetizar moléculas como los sideroforos que quelan el
hierro dejando un ambiente rizosférico libre de hierro para los fitopatdogenos y de
esta manera queda debilitando su estatus nutrimental para los fitopatdgenos;
también tenemos la capacidad de producir metabolitos anti-fingicos como es el
caso de los antibiéticos, enzimas que lisan paredes celulares, cianuros y toda clase
gue compuestos que desencadenan la eliminacion de organismos patdogenos de
plantas (Nelson, 2004). Un ejemplo bien documentado es donde se demuestra la
PGPRs B. subtilis G8 produce compuestos organicos volatiles anti-fungicos. En
estos experimentos se demostré que diversos organismos fitopatégenos en los que
se encontraba S. sclerotiorum y B. cinerea se veian reprimidos en el crecimiento del
micelio y la germinacién de esporas en porcentajes muy importantes, debido a la
exposicion de los compuestos volatiles provenientes de B. subtilis G8.
Posteriormente en este mismo trabajo, mediante un analisis cromatogréafico se
observdé que esta bacteria sintetizaba y liberaba compuestos como alcoholes,
esteres, cetonas, acidos y aminas entre otros, los autores del trabajo apuestan que

sean la causa de dicha represion (Liu et al., 2008).
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2.3 Bacterias auxiliares de la micorrizacion

Las bacterias auxiliares de la micorrizacion (MHBs por sus siglas en inglés) es la
asociacion de bacterias que de manera consistente favorecen el desarrollo de las
micorrizas y que mejoran el crecimiento de las plantas y considera cinco hipétesis
de mecanismos cuyo efecto esta implicado en la especificidad fungica de algunos
MHBs (Garbaye, 1994).

La inoculacion exitosa de bacterias auxiliares de las micorrizas para promover el
establecimiento de los hongos micorrizizcos en Acacia y el crecimiento de las
plantas, y sefialan que este tipo de rizobacterias pueden tener gran importancia
ecologica en aéreas tropicales a través de la utilizacion en los programas de

reforestacion (Founoune et al., 2002).

Por lo tanto, la combinacion de los tipos de organismos (micorrizas y RPCV) en un
biofertilizante podria ser de enorme interés para la produccion de plantas en viveros
(Barriusco et al., 2005).

Barriuso et al., (2008) estudiaron la capacidad de diez rizobacterias para
incrementar el crecimiento de Pinus pinea y la micorrizacion; observaron que casi
todas las cepas afectaron positivamente el crecimiento y encontraron que una de
las cepas bacterianas ensayadas fue la mejor en promover la simbiosis
ectomicorrizica, y sugieren que ésta es una buena candidata para ser utilizada en
la produccioén de un biofertilizante bacteriano dirigido a incrementar el crecimiento
del pino y su micorrizacién, lo cual podria resultar en una mejor tasa de
establecimiento de las plantas usadas en reforestacion. Estos investigadores
concluyen que existe cierta especificidad entre bacterias inoculadas y las micorrizas
qgue la planta seleccionan, implicado un uso potencial de la biotecnologia en la

produccion de hongos con valor afiadido.
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Los resultados de Barriuso et al., (2005) sugieren que Pinus pinaster, selecciona
para bacterias de la micorrizosfera que movilizan nutrientes, mientras que Pinus
pinea selecciona para bacterias que tienen la capacidad de incrementar el
crecimiento de la raiz mediante la produccion de reguladores del crecimiento

vegetal.

Recientemente Zhang et al., (2010) investigaron los efectos de inoculacién con tres
especies de hongos ectomicorrizicos, en la biomasa microbiana y diversidad
funcional de comunidades microbianas en la rizosfera de plantulas de pino Chino
(Pinus tabulaeformis Carr.) en condiciones experimental de campo. Los resultados
mostraron que la inoculacion con hongos ectomicorrizicos incrementaron
significativamente la colonizacion ectomicorrizica comparados con las plantulas que
no fueron inoculadas. Las inoculaciones con hongos ectomicorrizicos tuvieron una
alta biomasa microbiana del suelo respecto del testigo. Ademas encontraron que
los tratamientos inoculados presentaron los indices mas altos de diversidad

funcional con respecto a los testigos.

La importancia de la asociacion bacteriana con las raices micorrizadas, se ha
destacado en la identificacion de micorrizas y de bacterias que ayudan a mejorar el
crecimiento de las plantas, y en la identificacién de la diversidad de grupos de
bacterias como a-proteobacteria y g-proteobacteria, que pueden asociarse con la
micorrizosfera de arboles forestales, en donde se puede tener una estrecha relacion
entre las micorrizas y bacterias fijadoras de N2, cuya importancia funcional radica
en que pueden contribuir significativamente a las entradas de nitrogeno al suelo
(Khetmalas et al., 2002).

2.4 Arthobacter agilis UMCV2

Arthrobacter es un género de bacterias gram positivas ampliamente distribuido en
el ambiente, encontradas frecuentemente en el suelo. Los cultivos de células
joévenes son bastones irregulares de 0.8 a 1.2 X y de 1.0 a 8.0 um, a menudo con

forma de V y con terminacion en forma de garrote sin presencia de filamentos.
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Conforme el crecimiento continua los bastones se segmentan en pequefos cocos,
de 0.6 a 1.0 um de diametro arregladas singularmente en pares y en cumulos
irregulares (Holt et al., 1994).

Veladsquez-Becerra et al., (2003), aisla una bacteria de color rojo de la rizésfera de
maiz (Zea mayz), que denomina UMCV?2, la cual mas tarde mediante el analisis del
gen 16S risbosomal, se le identifica como Arthrobacter agilis. La cepa de A. agilis
ha demostrado aumentar el estatus nutrimental de la planta Phaseolus vulgaris L.,
generando un marcado aumento en su biomasa (peso fresco de la planta).
(Valencia-Cantero et al., 2007).

La rizobacteria A. agilis UMCV2 también promueve el crecimiento de Medicago
sativa, como en la longitud de la parte aérea, densidad de raices laterales y peso
fresco entre otros, esto mediante la secrecion de moléculas como la
dimetilhexadecilamina, ya que esta molécula de origen bacteriano se pudo observar
gue es la razén del aumento en el crecimiento de M. sativa (Velazquez-Becerra et
al., 2011).

Hernandez-Calderon en el (2006), realiza un trabajo sobre la disponibilidad de hierro
en las plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) con 4 cepas bacterianas entre ellas la
A. agilis UMCV?2, consisti6 en crecer plantas de frijol crecidas en condiciones in vitro
y en un suelo alcalino estéril. Se inocul6 a las plantas ya mencionadas con la cepa
A. agilis UMCV2, encontrandose tres cosas, primero que la bacteria es capaz de
colonizar exitosamente la rizésfera de frijol. Segundo esta bacteria tiene la
capacidad de reducir hierro en la rizésfera, y tercero que tiene un efecto promotor
en el crecimiento; teniendo la capacidad de aumentar la longitud de la raiz, asi como

de provocar la longitud de las raices laterales.

Se ha reportado que algunas bacterias del genero Arthobacter son endofitas de
plantas, un ejemplo es la bacteria Arthobacter globiformis que es enddfita de maiz
(Chelius y Triplett, 2000).
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2.5 Genero Trichoderma

Es un hongo imperfecto perteneciente a la Subdivision Deuteromycotina: Clase:
Deuteromycetes (Aleuxopulus, 1979). ElI género Trichoderma se encuentra
ampliamente distribuido en todo el mundo, encontrandose en practicamente todos
los suelos y otros habitats naturales, especialmente en aquellos que contienen
materia organica. Trichoderma es un colonizador secundario pudiendo ser aislado
de materia organica descompuesta, superficie de raices de plantas, madera en
descomposicion y en esclerocios o propagulos de otros hongos. (Papavizas, 1985;
Howell 2002).

El género Trichoderma es uno de los mas estudiados, entre numerosos agentes de
control bioldgico, por sus caracteristicas de antagonismo en condiciones naturales.
Se comporta como hiperparésito frente a diversos patégenos, atacando
directamente y produciendo la ruptura del micelio de los hongos productores de
enfermedades de las plantas. Las especies de este género son hongos de vida libre,
altamente interactivos en las raices suelo y ambiente foliar, también se ha descrito
en este género una gran capacidad de inactivar exudados originados en las semillas
en germinacion, que estimulan el desarrollo de propagulos de hongos patégenos de
plantas en el suelo, (Howell, 2002; Harman 2004), su estudio ha estado dirigido a
aumentar la densidad del in6culo, mediante practicas agricolas o por introduccién
directa en el suelo (Chet, 1987).

Los Mecanismos de accion el género Trichoderma como antagonista, puede tener
diferentes mecanismos de accién entre los que se encuentran el micoparasitismo,

competencia, antibiosis e induccion de resistencia en las plantas.

2.5.1 Micoparasitismo

Este proceso de micoparasitismo seria uno de los principales mecanismos

involucrados en el antagonismo de Trichoderma como agente biocontrolador. Este
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proceso incluiria el crecimiento del antagonista hacia el patdogeno, desarrollandose
alrededor de éste o formando estructuras similares a ganchos o apresorios en la
superficie del hospedero, que le permitirian, penetrar al interior (del patdgeno) y por
accion de enzimas liticas (quitinasa y 3-1,3-glucanasa) degradar su pared celular
(Elad et al., 1993, Garza et al., 1997; Metcalf y Wilson 2001; Brunner et al., 2003).

2.5.2 Competencia

La competencia por sustrato y nutrientes seria otro mecanismo que explicaria el
efecto antagonico de Trichoderma. Este proceso ocurre cuando dos o mas
organismos requieren el mismo recurso y el uso de éste por uno, reduce la cantidad
disponible para el otro. La competencia fundamentalmente se produce por recursos
esenciales como carbono, nitrégeno, hierro y espacio fisico. Un mecanismo que
recientemente ha ganado adherentes es la competencia que se produce a nivel de
la rizosfera cuando se aplican cepas de Trichoderma a las semillas, produciéndose
un rapido crecimiento en conjunto con el desarrollo radicular de las plantas tratadas,
compitiendo entonces a este nivel por nutrientes y espacio (Howell et al., 2000;
Harman 2000).

2.5.3 Antibiosis

La actividad antibidtica de Trichoderma se deberia a la secrecion de sustancia
antibiéticas o metabolitos que inhiben la actividad parasitica de los patdgenos
(Dubos, 1987). Estos metabolitos serian volatiles y no volatiles, del tipo antibibticos
como viridin, trichodermin, glioviridin, gliotoxin y harzaniolide (Lumsden et al., 1992).
De todas estas micotoxinas la mas representativa es Trichodermin que actuaria
inhibiendo la actividad ribosomal de los patdégenos, por lo tanto su reproduccion
(Ghisalberti, 1991).
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2.5.4 Induccidn de resistencia en las plantas

Otro mecanismo propuesto para explicar la actividad biocontroladora de especies
de Trichoderma, es la induccion de resistencia en las plantas hospederas tratadas
con el agente biocontrolador. Este concepto ha sido fundamentado por Yedidia et
al., (1999) y Yedidia et al., (2000), quien demostré que raices de cucurbitaceas
inoculadas con T. harzianum, presentan una respuesta defensiva tanto en las raices
como en las hojas de las plantas tratadas, demostraron que las hifas del hongo
biocontrolador penetran la epidermis y corteza superior de la raiz de la cucurbitacea.
La planta responde con una marcada actividad de la enzima peroxidasa
frecuentemente asociada con la produccion de fungitoxinas, un incremento en la
actividad quitinasa y la deposicion de celulosa en la superficie interna de la pared
celular. Se ha comparado esta relacion a la que se establece entre vegetales y
micorrizas. Se han identificado tres tipos de compuesto producidos por cepas de
Trichoderma que son responsables de inducir resistencia en las plantas, entre ellas
se encuentran: proteinas con funcion enzimatica, homoélogos de proteinas,
oligosacaridos y otros compuestos de bajo peso molecular, que son liberados desde
el hongo o pared celular de la planta por la actividad de enzimas de Trichoderma
(Beker et al., 1997; Harman 2004).

2.5.5 Aplicaciones y resultados del uso de Trichoderma en el control de

patégenos de plantas.

Numerosos trabajos sefialan a distintas especies de Trichoderma como importantes
agentes de biocontrol de las enfermedades producidas por un amplio rango de
patdgenos, entre los cuales estan Armillaria mellea, Phytium spp, Phytophtora spp,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Botrytis cinérea y Fusarium spp. (Chet, 1987,
Harman, 2004). Se ha demostrado que Trichoderma es capaz de colonizar las flores
desplazando al patégeno de su habitual sitio de infeccidn, constituyendo ésta la
principal forma de antagonismo contra B. cinerea, ademas produce enzimas
capaces de degradar las paredes celulares de este patogeno, (Chet, 1987). Por ello

se recomiendan los tratamientos con Trichoderma durante etapas tempranas,
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desde la floracion, tanto para vid como frutillas (Dubos et al., 1983, Sutton y Perg,
1993). A partir de evaluaciones de la capacidad inhibitoria de algunos antagonistas,
aislados de huertos de manzano, sobre la produccion de pseudotecios y ascosporas
de Venturia inaequalis se realizaron aplicaciones foliares de algunos antagonistas
para el control de V. inaequalis en otofio, logrando una reduccién significativa en la
produccion de ascosporas, tanto en hojas incubadas a temperatura controlada,
como en el huerto. De estos antagonistas, Trichoderma redujo un 75,2% la
produccion de ascosporas, indicandolo como un importante y potencial controlador

del inéculo inicial de este patdgeno (Philon et al., 1997; Odile et al., (1999).

Aplicaciones de antagonista, directas al suelo o mezcla con sustratos de crecimiento
han logrado un eficiente control para diversos patégenos principalmente los
relacionados con la caida de plantas. Tres aislados de Trichoderma y Gliocladium
virens, tolerantes a bajas temperaturas y con actividad antibiotica a Phytophthora
cactorum (Smith et al., 1998) fueron evaluadas para el control de la pudricion radical
y de la corona del manzano en plantas de invernadero. Obteniendo una significativa
reduccion en el dafio de las raices y un incremento en el peso de las plantas (Smith
et al., 1990).

Conjuntamente a la accion supresora de patdgenos, numerosos estudios indican a
este antagonista, como promotor o estimulador del crecimiento de las plantas. Esto
altimo es producto de su capacidad colonizadora, que permite controlar o eliminar
a los patdégenos, asi como sobrevivir por largos periodos en la rizésfera utilizando
los exudados de las superficies radiculares, o que ademas les proporciona una
proteccion a ciertos estrés de tipo fisicos, determinando un rapido crecimiento de
las raices (Bjorkman, 1999, Smith et al., 1990, Venegas, et al., 1996).

Un estudio realizado con especie forestal indican que la presencia conjunta de
compost y T. harzianum permite un incremento significativo en altura y biomasa de
las plantas, asi como el desarrollo del sistema radical. Por su parte, la presencia de

compost estimula un incremento poblacional del hongo T. harzianum, indicando que
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la inoculacion de los sustratos utilizados para produccion de plantulas de P. radiata
con T. harzianum generaria un incremento significativo en el vigor de las plantulas
producidas. Los mecanismos involucrados no han sido dilucidados (Donoso et al.,
2008).

2.6 Compuesto orgéanico volatil (VOCS) dimetilhexadecilamina.

El compuesto organico volatil dimetilhexadecilamina es un lipido aminado con una
longitud de una cadena hidrocarbonada de 16 atomos y dos grupos metilo. En un
trabajo realizado por medio de un analisis cromatografico (Velazquez-Becerra et al.,
2011), se encontro la presencia de la dimetilhexadecilamina dentro del perfil de
compuestos orgénicos volatiles emitidos por A. agilis UMCV2.

En otro experimento se presentd el efecto de compuestos que son secretados por
PGPR las cuales capaces de reprimir el crecimiento de hongos patégenos como
Botrytis cinérea y el oomiceto Phytopthora cinnamomi que limitan fuertemente la
produccion agricola y forestal (Jardel, 2006, Veldzquez-Becerra et al., 2011). Una
de esas rizobacterias es A. agilis UMCV2 que produce el VOCs
dimetilhexadecilamina, que adicionado al medio de cultivo, es capaz de inhibir
completamente el crecimiento de dichos agentes fitopatbgenos. Sin embargo su
capacidad para inhibir el desarrollo de los patégenos infectando plantas in vivo no
ha sido probado. La capacidad de A. agilis UMCV2 para vivir como bacteria endofita
podria representar una ventaja para su empleo como agente de control bioldgico de
fitopatbgenos. Como compuesto puro, la Phytophtora cinnamoni a partir de
concentraciones de 50 uM, mostrando una actividad inhibitoria superior a la del

captan (Velazquez-Becerra et al., 2013).
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I11I. DESCRIPCION DE LAS ESPECIE
3.1 Descripcion de Pinus devoniana Lindley
FAMILIA: Pinaceae

NOMBRE CIENTIFICO: Pinus devoniana Lindley

NOMBRE COMUN: Pino lacio - Michoacan y Nayarit; tsihirén — Michoacan; ocote
escobeton - Tecatitlan y otros lugares de Jalisco; pino blanco — Nochistlan,

Zacatecas; ocote gretado - Telixtlahuaca, Oaxaca (Martinez, 1979).
SINONIMIA: Pinus michoacana Mart.
ORIGEN: Esta especie es endémica de México y Guatemala (Perry, 1991).

FORMA BIOLOGICA: Arbol de 20-30 m de alto y 1 m de diametro normal (Perry,

1991) durante los primeros 5 afios permanece en estado cespitoso.
FRUTOS: Octubre a febrero (Patifio et al., 1983), en diciembre (Chavez, 1990).

Se extiende desde el centro de México hasta el centro de Guatemala; en México se
distribuye en los estados de Nayarit, Zacatecas, Jalisco, Colima, Michoacan,
Hidalgo, México, Puebla, Morelos, Guanajuato, Tlaxcala, Guerrero, Oaxaca,
Veracruz y Chiapas (Perry, 1991). Se establece en laderas de bosque de pino y
bosque de pino- Quercus. Se localizan a los 16° 35’ y 21°15’ de latitud norte y los
92° 15’ y 102° 05’ de longitud oeste (Chavez, 1990). Se encuentra en las zonas
calido-templadas en altitudes de 1,500 a 2,500 msnm (Perry, 1991). Por su parte,
en el estado de Michoacan a P. devoniana lo encontramos distribuido en localidades
como Uruapan, Cheran, Nahuatzen, Paracho, Patzcuaro, Los Reyes, Salvador
Escalante, Tacambaro, Tingambato, Tumbiscatio y Tuxpan (SEMARNAT,
PROCYMAF, 2005). La madera es de buena calidad, se utiliza en ebanisteria, en la
fabricacion de muebles, duelas, parquet, lefia y para la produccion de resinas en los

estados de Michoacan, México y Oaxaca (Eguiluz, 1978).
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Las semillas probablemente son ortodoxas (Hong, 1996), este tipo de semillas
puede almacenarse con contenidos de humedad de 6 a 7% y temperaturas < 0°C;
tales condiciones permiten mantener la viabilidad por varios afios. Aunque
generalmente las semillas ortodoxas presentan algun periodo de letargo (Arriaga et
al.,, 1994), al parecer las semillas de esta especie no presentan latencia
(Vazquez ,1996). Las semillas se almacenan en recipientes secos o latas de metal,
a una temperatura de 4°C, y contenidos de humedad en las semillas (CH) de 6 a
8 % (Patifio et al., 1983). En cajas metélicas selladas a 0°C con 12 % de humedad
en las semillas (Navarro, 1992). El tiempo de viabilidad estimado bajo condiciones
de almacenamiento mas de 4 afios (Patifio et al., 1983) a CH de 6 a 8% y 4°C; a
CH de 12% y 0°C en 4 afos la viabilidad de las semillas desciende hasta un 90%
(Navarro, 1992). El tiempo necesario para la germinacion de las semillas de 6 a 10

dias.

3.2 Descripcion de Pinus greggii Englem
FAMILIA: Pinaceae

NOMBRE CIENTIFICO: Pinus greggii Englem.

NOMBRE COMUN: Pino greggii, palo prieto, pino ocote-Hidalgo (Anénimo, 1998):
pino prieto-Coahuila (Martinez, 1994).

SINONIMIA: Pinus patula stricta Benth ex Endl; Pinus patula macrocarpa Gard.
Chron (Martinez, 1992).

ORIGEN: Nativo de la Sierra Madre Oriental de México (Eguiluz, 1982).

FORMA BIOLOGICA: Arbol pequefio de 10 a 25 cm de altura, de crecimiento rapido
(Andnimo, 1998).

FRUTOS: Los conos maduran de noviembre a marzo. Debido a que los conos son
serdtinos y pueden permanecer cerrados mas de dos afos, es posible encontrar

cono en cualquier época del afio (Anonimo, 1998; Anénimo, 2000).
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Se distribuye sobre la Sierra Madre Oriental en los estados de Coahuila, Nuevo
Ledén, San Luis Potosi e Hidalgo (An6nimo, 1998; Eguiluz, 1982). Forma
asociaciones con Bosque de Quercus y bosques de coniferas (Rzedowski, 1978).
Se localizan entre los 20° 00' y 25° 40' de latitud norte y los 97° 40" a 101° 20' de
longitud oeste (Anénimo, 1998, Eguiluz, 1982). Los sitios con P. greggii en el norte
de México son secos, con precipitacion anual de 400 a 600 mm, las procedencias
del centro de México tienen una precipitacién anual de 700 a 1,600 mm. En forma
natural crece en las montafias de la Sierra Madre Oriental en altitudes de 1,300 a
3,000 msnm y de 2,000 a 3,100 msnm. Sin embargo, el intervalo altitudinal de
distribucion varia, diferentes autores lo ubican de 1,200 a 2,700 msnm (Din, 1958;
Equiluz, 1978; Dvorak y Donahue, 1993). Su madera se destina a la industria de la
celulosa y el aserrio, para la fabricacion de muebles, durmientes, pilones, vigas,
postes para cerca y lefia para combustible. También se utiliza como especie

ornamental (Anonimo ,1998; Martinez, 1994).

Probablemente las semillas son ortodoxas (Hong et al., 1996) este tipo de semillas
puede almacenarse con contenidos de humedad de 6 a 7% y temperaturas < 0°C;
tales condiciones permiten mantener la viabilidad por varios afios. Aunque
generalmente las semillas ortodoxas presentan algun tipo de latencia (Arriaga et al.,
1994) en el caso concreto de esta especie no parece haber periodo de letargo en
las semillas (Anénimo ,1998). La semilla debe almacenarse en recipientes
herméticamente cerrados, con un contenido de humedad de 5 a 7% y temperaturas
aproximadas a 1°C. Se recomienda utilizar cubetas de plastico o tambos de cartén
con bolsa de plastico interior (Anénimo, 2000). Con el procedimiento antes descrito
es posible mantener la viabilidad de las semillas por mas de cinco afios (Eguiluz,
1982). El Tiempo necesario para la germinacion de las semillas de 12 a 15 dias
(Anénimo ,1998).
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IV. JUSTIFICACION

Las especies de P. devoniana y P. greggii son de interés forestal para nuestro pais,
en dichas especies es necesario mejorar su rendimiento en las primeras etapas de
crecimiento. La rizobacteria A. agilis UMCV2 es una habitante comun del suelo y ha
sido estudiada en especies de interés agricola, pero en especies forestales no se
han explorado sus efectos. Por lo tanto, en éste trabajo se evalla se evalla el efecto
de Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum y dimetilhexadecilamina en

la germinacién y crecimiento de Pinus devoniana y Pinus greggii.
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V. HIPOTESIS

Los microorganismos A. agilis UMCV2 y T. harzianum asi como el compuesto
dimetilhexadecilamina tienen la propiedad de promover el crecimiento de P.

devoniana y P. greggii en etapa juvenil.
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VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la rizobacteria A. agilis UMCV2, la micorriza T. harzianum y el

compuesto dimetilhexadecilamina sobre la germinacion y crecimiento en plantulas

de P. devoniana y P. greggii.

6.2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto de A. agilis UMCV2, T. harzianum y el compuesto
dimetilhexadecilamina sobre la germinacion en semillas de P. devoniana y P.
greggii.

Determinar los efectos producidos por el compuesto dimetilhexadecilamina
en plantulas de P. devoniana 'y P. greggii.

Evaluar los efectos producidos por la inoculacién radical de A. agilis UMCV2
sobre plantulas de P. devoniana y P. greggii.

Evaluar los efectos producidos por la inoculacién radical de A. agilis UMCV2
y T. harzianum sobre plantulas de P. devoniana y P. greggii.

VII.-MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizaron semillas de P. devoniana y P. greggii que se obtuvieron de la
Comision Forestal del Estado de Michoacan (COFOM).

En cuanto la cepa Arthrobacter agilis UMCV2 fue donada por el Laboratorio
de Ecologia Microbiana del Instituto de Investigaciones Quimicas y
Biol6gicas-UMSNH.

La micorriza Trichoderma harzianum se obtuvo de la casa comercial
BIOSUSTENTAMR.
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» Por otra parte el compuesto dimetilhexadecilamina (DMHD) se adquiri6 de la
casa comercial Sigma-Aldrich México (40460-100ML), CAS: 112-69-6.

» Por ultimo el sustrato que se utilizo fue Peat-Moss adquirida en “The Home
DepotVR” 'y se combind con arena cominmente usada para la construccion

en proporcion 1:1.

Metodologia.

Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum vy

dimetilhexadecilamina en la germinacion de Pinus devonianay Pinus greggii.

Las semillas de P. devoniana y P. greggii se esterilizaron superficialmente con
hipoclorito de sodio al 20% (Cloralexmr) durante 10 minutos y después se
enjuagaron con agua desionizada estéril. A las semillas se le aplicé un tratamiento
pre-germinativo, el remojo en agua durante 12 horas y posteriormente se colocaron
en cajas de Petri con aproximadamente 25 ml de Agar-Agua (AA). Para cada
tratamiento se usaron 4 réplicas, con 10 semillas, dando un total de 40 semillas por

tratamiento. Los tratamientos fueron:

= Tratamiento control: Solo contiene AA.
= Tratamiento 1: AA adicionado con DMHD a una concentracion final de 1 uM.

= Tratamiento 2: AA adicionado con DMHD a una concentracion final de 10

HM.

= Tratamiento 3: AA adicionado con DMHD a una concentracion final de 20
UM,

= Tratamiento 4: AA adicionado con DMHD a una concentracion final de 30
HM.

» Tratamiento 5: Esterilizacion superficial de semillas, para posteriormente ser
expuestas 12 horas en 20 ml de una solucion con A. agilis UMCV2 (9X10-8

ufc/ml) y ser colocadas en cajas de Petri en AA.
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= Tratamiento 6: Esterilizacion superficial de semillas, para posteriormente ser
expuestas 12 horas en 20 ml de una solucién que con A. agilis UMCV2
(9X10-8 ufc/ml) y 24 horas mas tarde ser inoculadas con T. harzianum una

vez colocadas en cajas de Petri en AA.

Los parametros evaluados para las semillas fueron: Porcentaje de germinacion,

longitud de radiculas y peso fresco de radiculas.

Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum vy
dimetilhexadecilamina en el crecimiento de Pinus devonianay Pinus greggii.

Para este experimento se utiliz6 sustrato peat moss con arena (1:1) tanto en
condiciones de esterilidad y no esterilizado. Los tratamientos contenian 19

repeticiones en sustrato estéril y no estéril y se describen a continuacion:

Tratamiento control: Las plantulas de P. devoniana y P. greggii permanecieron en

tubetes con sustrato (estéril y no estéril) por un periodo de 8 meses.

Tratamiento 1: Las plantulas (1 mes de edad) de P. devoniana y P. greggii se
colocaron en tubetes con sustrato (estéril y no estéril) que periddicamente se
inoculaban cada 8 dias con la rizobacteria A. agilis UMCV2 hasta el final del

experimento.

Tratamiento 2: Las plantulas (1 mes de edad) de P. devoniana y P. greggii se
colocaron en tubetes con sustrato (estéril y no estéril). Estas plantulas fueron
inoculadas con A. agilis UMCV2 y 24 horas después se inocul6 con T. harzianum.
Cada 8 dias se re-inoculaba el sustrato con una solucion que contenia A. agilis
UMCV2 (9X10-6 ufc/ml) hasta el final del experimento.

Tratamiento 3: Las plantulas (1 mes de edad) de P. devoniana y P. greggii se
colocaron en tubetes con sustrato (estéril y no estéril), los cuales se adicion6 DMHD
a una concentracion final de 10 pM. Se realizaron aplicaciones periddicas del

compuesto cada 8 dias hasta el final del experimento.
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Para el Tratamiento 3, el compuesto DMHD se suspendié previamente en 5 ml de
etanol 96° y se diluy6é en 550 ml de agua (el volumen usado en la capacidad de

campo del suelo).

El tratamiento 1 se preparo de la siguiente manera:

La rizobacteria A. agilis UMCV2 se crecié previamente en cajas de Petri con
aproximadamente 30 ml de agar nutritivo (AN), por un periodo de 5 dias en la
oscuridad a 27 °C 1. Posteriormente recuperar las células en 10 ml de agua
desionizada estéril por caja de Petri hasta conseguir un volumen final de 250 ml
(9X10-6 ufc/ml). Este ultimo volumen obtenido se re-suspendié en un volumen de
agua corriente estéril de acuerdo a la capacidad de campo del suelo usado para

cada planta.

El tratamiento 2 se preparé de la siguiente manera:
Se realizo el procedimiento descrito en el tratamiento 1, 24 horas después se inoculd
la raiz de las plantulas con la micorriza T. harzianum en una suspension de esporas

con 1x10° esporas/ml aplicadas en agua de riego/planta.

La esterilizacién de los sustratos se realizé de la siguiente manera: se colocé en
tubetes con capacidad de 375 gramos de sustrato, se esteriliz6 usando una

autoclave a 15 Ibs de presion/120 °C durante 30 minutos/3 dias consecutivos.

Los parametros evaluados para las plantas en cada tratamiento se evaluaron a los
60, 120, 180 y 240 dias y fueron:

Altura de la parte aérea (cm).
El diametro a la altura de la base (mm): Se calcul6 mediante la herramienta
“Vernier auotec Digital”. Se evaluaron a los 60, 120,180 y 240 dias de edad de la

plantula.
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Cobertura vegetal (cm): Con una regla de 30 cm se midieron los diametros del
follaje, para determinar la cobertura mediante la formula de la elipse. En la que a 'y
b son los dos semiejes de la elipse ( rir2).

Después de los 240 dias del experimento, se utilizaron estas plantulas para evaluar
otras variables mediante métodos destructivos:

Biomasa del tejido fresco de la parte aérea y del sistema radical (g):
Cuidadosamente se separaron ambas partes y determind su peso por separado,
mediante el uso de una balanza analitica digital (OHAUS Adventurer ™ Pro).

Biomasa del tejido seco de la parte aérea y del sistema radical (g): Una vez
determinado el peso fresco, las partes de la planta se cubrieron en papel y colocaron
durante 72 horas a 70 °C en una estufa, después se obtuvo el peso seco de cada
parte de la planta mediante el uso de una balanza analitica digital (OHAUS Adventurer
™ Pro).

Densidad de raices laterales: Una vez colectada las plantulas se procedio a limpiar
la raiz y posteriormente de la raiz principal se contdé 1cm?3.

Porcentaje de supervivencia: La supervivencia se determind mediante la relacion
del numero de plantas vivas entre el nimero de plantas totales encontradas
(vivas/muertas).

Determinacion del contenido de clorofila: La cuantificacion de la clorofila se llevo
a cabo de acuerdo con el método de Jeffrey and Humphrey (1975). El tejido de la
plantula se trituré en un mortero con una solucién de etanol al 96%. Las muestras
fueron aforadas a 4 ml con etanol y mediante el uso de un espectrofotémetro se
cuantificaron las muestras para un posterior célculo de la concentracion (664 y 647
nm de absorbancia). La concentracion de clorofila se calculé utilizando las
siguientes formulas: Clorofila—A (mg/L)= (11.93). (E664)-(1.93). (E647), Clorofila-B
(mg/L)= (20.36). (E647)- (5.50). (E664), clorofila total O ([mL etanol]. [Contenido de
pigmento]) /peso de la muestra.

Los datos obtenidos bimestralmente y final del experimento, fueron analizados con
el paquete estadistico “Statistica 7.0 de Statsoft”, aplicando un analisis de varianza
(ANOVA) completamente al azar y prueba de Duncan a una significancia de 0.05.
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VIII. RESULTADOS

8.1. Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum vy
dimetilhexadecilamina en la germinacion de Pinus devonianay Pinus greggii.

El compuesto dimetilhexadecilamina (DMHD) en una concentracion 10 uM al estar
expuesto con las semillas de P. devoniana durante 9 dias fue capaz de promover la
germinacion, obteniendo valores de hasta 72 % en comparacion con el resto de los
tratamientos en los que se obtuvieron valores menores (Cuadro 1). La bacteria al
exponerla frente a semillas de P. devoniana se observo una promocion evidente en
la longitud de radiculas (Figura 1) presentando diferencias estadisticamente
significativas con valores promedio de 2.9 cm, seguida del tratamiento bacteria en
co-accion con el hongo mostrando radiculas de hasta 2.4 cm de longitud. Las
diferentes concentraciones de DMHD 1, 10, 20 y 30 uM no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre ellas. En cuanto al peso de las radiculas no
presentaron diferencias significativas en los tratamientos con microorganismos y el

compuesto DMHD, los valores oscilaron entre 0.06 y 0.15 g (Cuadro 1).

Cuadro 1 Porcentaje de germinacion, longitud y peso fresco de las radiculas de
Pinus devoniana.

Tratamientos Germinacion Longitud Peso
(%) (cm) 9)
Error Error p< 0.05

Media estandar p<0.05 Media estandar
Control 57 19 + 0.15 b 0.10 + 0.02 a
1um 45 1.7 + 0.20 b 0.15 + 0.05 a
10uM 72 1.8 + 0.18 b 0.09 + 0.03 a
20uM 57 14 + 0.24 b 0.14 + 0.08 a
30uM 45 14 + 0.19 b 0.06 + 0.00 a
Bacteria 65 29 = 021 a 0.08 = 0.00 a
Bacteria-hongo 55 24 + 011 b 0.08 + 0.00 a

Tratamientos con la misma letra muestran que no se tiene diferencia significativa, Duncan
(P<0.05). Las diferentes concentraciones de DMHD 1, 10, 20,30 puM, Bacteria: A. agilis UMCV2,
Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum.
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Figura 1 Semillas de Pinus devoniana expuestas a Arthobacter agilis UMCV2, Trichodema
harzianum y el compuesto dimetilhexadecilamina durante 9 dias.

En P. greggii el compuesto DMHD a una concentracion de 1 pM promovi6 la
germinacién en semilla, con un 65 % en comparacion con los restantes tratamientos
que presentaron valores menores. En cuanto a la longitud de las radiculas se obtuvo
un promedio de 7.95 cm en el tratamiento inoculado tanto con la bacteria y el hongo
(Cuadro 2) pero sin encontrar una diferencia significativa. El tratamiento inoculado
con la bacteria la longitud de radiculas fue de 7.45 cm en promedio y el compuesto
DMHD de 1 uM con un promedio de la longitud de radiculas de 7.63 cm, y tampoco
encontramos diferencia estadistica entre ellas. La concentraciéon 20 y 30 uM de

DMHD presentaron valores promedio por debajo del resto de los tratamientos.

Finalmente las diferencias en el peso fresco de las radiculas en P. greggii
presentaron valores estadisticamente significativos, observandose que los

tratamientos 20 y 30 uM fueron menores comparados con el resto.

Cuadro 2 Porcentaje de germinacion, longitud y peso fresco de las radiculas de
Pinus greggii.
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Tratamientos Germinacion Longitud Peso

(%) (cm) (@)
Error p< 0.05 Error p< 0.05
Media estandar Media = estandar
Control 45 7.33 = 0.22 a 0.11 = 0.00 a
1uMm 65 763 + 0.30 a 0.10 + 0.00 a
10uM 47 716 + 0.32 a 0.09 + 0.00 a
20uM 22 3.13 + 0.50 b 0.05 + 0.00 b
30uM 22 152 + 0.19 c 0.04 + 0.00 b
Bacteria 32 745 + 0.36 a 0.10 + 0.00 a
Bacteria-hongo 35 795 £ 0.54 a 0.11 =+ 0.00 a

Tratamientos con la misma letra muestran que no se tiene diferencia significativa, Duncan
(P<0.05). Las diferentes concentraciones de DMHD 1, 10, 20,30 uM, Bacteria: A. agilis UMCV?2,
Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum.

8.2. Efecto de Arthrobacter agilis UMCV2, Trichoderma harzianum vy
dimetilhexadecilamina en el crecimiento de Pinus devonianay Pinus greggii.

-Pinus devoniana

Las plantas de P. devoniana crecidas en sustrato estéril presentaron diferencias
significativas (Figura 2a). El tratamiento adicionado al compuesto DMHD alcanzo
alturas menores durante el trascurso de la evaluacion, esto comparando con los

microorganismos y el control.

En cuanto a la altura de las plantas de P. devoniana en sustrato no estéril no se
presentaron diferencias significativas durante el trascurso del experimento. También
se observa que el tratamiento inoculado con la bacteria y la micorriza crecidas en
sustrato estéril mostr6 un aumento superior comparando con los tratamientos
restantes. En el sustrato no estéril las plantulas inoculados con la bacteria en co-
accion con el hongo también presenta altura promedio superior en comparacion a
los tratamientos restantes (Figura 2b), de la misma forma que se mostré en el

tratamiento crecido en sustrato estéril.
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Figura 2 Altura de Pinus devoniana en sustrato estéril(a) y no estéril (b) a través del tiempo.
Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2, Bacteria-
hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las barras indican el error estdndar, Duncan (P<0.05).

Ademas de la altura de las plantulas, también valoramos el didmetro a la altura de
la base de las mismas. En plantulas crecidas en sustrato estéril si se observaron
diferencias significativas, los tratamientos con A. agilis UMCV2 en co-accién con T.

harzianum y el control, fueron significativamente mayores a DMHD (Cuadro 3). En
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el sustrato no estéril el tratamiento control mostré plantulas con un diametro de 2
mm, por encima de los tratamientos inoculados con los microorganismos y el
compuesto DMHD (Cuadro 3).

Para la cobertura de las plantulas de P. devoniana en sustrato estéril se muestran
diferencias significativas (Cuadro 3). Las plantulas cuando son inoculados con A.
agilis UMCV2 en conjunto con T. harzianum presentan un diametro promedio de
75.6 cm seguida del control con 73 cm. Por su parte, los tratamientos restantes
mostraron una menor cobertura estadisticamente. En sustrato no estéril el
tratamiento control presentd una cobertura promedio por encima del resto de

nuestros tratamientos, siendo estadisticamente significativa la diferencia.

Cuadro 3 Didmetro y cobertura de Pinus devoniana crecidas en sustrato estéril y
no esteril.

Sustrato estéril

Tratamientos Diametro a la altura de la Cobertura

base (mm) (cm)

Media Error P<0.05 Media Error P<0.05

estandar estandar
Control 23 = 0.14 a 73.8 = 8.25 a
DMHD 1.6 = 0.05 b 35 + 464 c
Bacteria 22 * 0.09 a 573 = 4.76 b
Bacteria-hongo 23 £ 0.10 a 75.6 £ 6.26 a

Sustrato no estéril
Control 20 = 0.05 a 36.0 =+ 5.80 a
DMHD 1.6 + 0.05 b 222 + 259 b
Bacteria 1.7 + 0.06 b 304 + 3.34 b
Bacteria-hongo 1.7 + 0.08 b 28.7 £ 279 b

Tratamientos con la misma letra muestran que no se tiene diferencia significativa, Duncan
(P<0.05). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2,
Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum.

El peso fresco de la parte aérea de las plantulas crecidas en sustrato estéril (Figura

3a) presenta un mayor valor en el tratamiento inoculado con ambos
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microorganismos, pero sin que existan diferencias significativas entre tratamientos
control. Por su lado el tratamiento adicionado con DMHD estuvo por debajo del
resto, con tan solo 0.9 g de peso fresco. Para el peso seco de la parte aérea el
tratamiento control y los inoculados con los microorganismos se obtienen promedios
mayores, esto comparando al tratamiento que contenia DMHD (Figura 3a). Por otra
parte, el peso fresco y seco de las plantulas crecidas en sustrato no estéril (3b)
mostr6 que los tratamientos inoculados con microorganismos no presento
diferencias significativas con el control. Por su lado el tratamiento adicionado con

DMHD estuvo por debajo del resto, con tan solo 0.77 g de peso fresco.
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Tratamientos
Figura 3 Peso fresco y seco de la parte aérea en Pinus devoniana crecido en sustrato estéril
(@) y no estéril (b). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis
UMCV2, Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas
muestran no tener diferencia significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).
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El peso fresco y seco de la raiz en plantulas crecidas en sustrato estéril presenta
diferencias estadisticamente significativas (Figura 4a). Las plantulas cuando son
inoculados con la rizobacteria A. agilis UMCV2 y la micorriza T. harzianum
presentan un mayor peso fresco en la raiz, superior al tratamiento control y DMHD
donde mostré una disminucion. Por su lado, el peso seco de las plantulas cuando
son inoculados con la bacteria 'y el hongo presentan un mayor peso seco en la raiz,
superior al tratamiento control y el compuesto DMHD donde mostré una

disminucion.

En sustrato no estéril, el peso fresco y seco de la raiz de plantulas de P. devoniana
se presentan diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 4b). Las
plantulas inoculadas con microorganismos y el control muestran valores superiores
al compuesto DMHD donde claramente observamos una pérdida de peso fresco y

seco en las plantulas.
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Figura 4 Peso fresco y seco de raiz en Pinus devoniana crecido en sustrato estéril (a) y no
estéril (b). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2,
Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas muestran
no tener diferencia significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

En la longitud de la raiz en sustrato estérii no se presentd diferencias
estadisticamente significativas. En todos los tratamientos alcanzan una longitud
promedio de 15 cm sin importar el tipo de sustrato (Grafica 5). En cuanto a la
densidad de raices laterales, en sustrato estéril (Grafica 5a) no hay diferencias
significativas entre los tratamientos, pero nos muestra un ligero aumento en el
namero de raices cuando es inoculado con la bacteria y la micorriza. En el sustrato
no estéril, hay diferencias estadisticamente significativas en la densidad de raices

laterales (Gréafica 5b). Las plantulas inoculadas con los microorganismos y el
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control presentan mayor densidad de raices laterales comparando con nuestro
tratamiento DMHD.
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Figura 5 Longitud y densidad de la raiz en P. devoniana crecido en sustrato estéril (a) y no
estéril (b). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2,
Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas muestran
no tener diferencia significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

Los resultados para las plantulas de P. devoniana nos muestran que en sustrato
estéril presenta mayor concentraciéon de clorofila cuando las plantulas son
inoculadas con la rizobacteria A. agilis UMCV2 comparando con el control. En
sustrato no estéril presenta mayor concentracion de clorofila las plantulas
inoculadas con A. agilis UMCV2 en conjunto con T. harzianum comparando con el

control. En cuanto al tratamiento con el compuesto DMHD hubo una disminucién de
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concentracion de clorofila para ambos sustratos, sin embargo no se vio una
diferencia significativa (Figura 6).
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Figura 6 Concentracion de clorofila en Pinus devoniana crecido en sustrato estéril no estéril.
Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2, Bacteria-
hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas muestran no tener
diferencia significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

-Pinus greggii

En nuestros resultados encontramos que la altura de plantulas de P. greggii (Figura
7a) en sustrato estéril, favorece su desarrollo, obteniendo promedio de 7.8 cm si
comparamos este valor con los tratamientos con sustrato no estéril (Figura 7b)
donde el valor promedio fue de 5.8 cm. En plantulas crecidas con sustrato estéril se
observd que desde el inicio del experimento (60 dias) en el tratamiento Control el
valor promedio siempre estuvo por encima del compuesto DMHD vy los
microorganismos.
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Figura 7 Altura de Pinus greggii en sustrato estéril(a) y no estéril (b) a través del tiempo. Los
tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2, Bacteria-hongo: A.
agilis UMCV2-T. harzianum. Las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

El resultado del diametro a la altura de la base, las plantulas de P. greggii mostraron
que el tratamiento control esta por encima de los valores promedios del resto de
los tratamientos adicionados con el compuesto DMHD vy los microrganismos. Esta

diferencia es significativa tanto en sustrato estéril y no estéril.
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En la cobertura de P. greggii, los datos obtenidos nos indican que el control presenta
una mayor cobertura que los tratamientos inoculados con la bacteria y micorriza,
esto se presenta en sustrato estéril y no estéril (Cuadro 5), aunque si se puedo

observar mayor cobertura en las plantas crecidas en sustrato estéril.

Cuadro 4 Diametro y cobertura de Pinus greggii crecida en sustrato estéril y no
esteril.

sustrato estéril

Tratamientos Diametro a la altura de la Cobertura (cm)
base (mm)

Media Error P<0.05 Media Error P<0.05

estandar estandar
Control 1.5 = 0.07 a 30.9 + 3.86 a
DMHD 1.3 + 0.06 b 19.6 + 1.28 c
Bacteria 1.3 + 0.04 b 26.1 + 1.39 ab
Bacteria-hongo 1.2 + 0.02 b 242 + 1.72 ab

sustrato no estéril
Control 1.3 + 0.04 a 216 = 2.17 a
DMHD 1.2 + 0.05 b 11.7 + 1.33 c
Bacteria 1.2 + 0.04 b 189 + 1.67 ab
Bacteria-hongo 1.2 + 0.04 b 149 + 1.24 cb

Tratamientos con la misma letra muestran que no se tiene diferencia significativa, Duncan
(P<0.05). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2,
Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum.

El peso fresco y seco de la parte aérea en plantulas de P. greggii crecidos en
sustrato estéril presentan diferencias estadisticamente significativas, se obtuvo un
mayor peso cuando las plantulas fueron inoculadas con los microorganismos en

contraste con el control y el resto de los tratamientos (Figura 8a).

Las plantulas crecidas en sustrato no estéril, encontramos diferencias significativas
(Figura 8b). Las plantulas inoculadas con bacteria-hongo muestran un efecto
positivo, obteniendo mayor peso fresco, siendo significativa la diferencia respecto a
la bacteria y el control. Al igual que las variables anteriores, el compuesto DMHD es

perjudicial para las plantulas. El peso seco se presenta con diferencias en los
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tratamientos, debido a que tratamientos adicionados con compuesto DMHD se

obtienen plantulas con valores por debajo del control y el resto de los tratamientos.
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0.0 ] . ] ]
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Tratamientos

Figura 8 Peso fresco y seco de la parte aérea en Pinus greggii crecido en sustrato estéril (a) y
no estéril (b). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2,
Bacteria-hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas muestran
no tener diferencia significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

El peso fresco de la raiz en plantulas de P. greggii crecidas en sustrato estéril, no
mostraron diferencias significativas. Se observa que el control esta por encima de
los tratamientos que fueron inoculados con microrganismos (Figura 9a). En cuanto
al peso seco de las plantulas no se presentaron diferencias en los tratamientos. En

cuanto al peso fresco de la raiz en plantulas de P. greggii crecidas en sustrato no
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estéril mostraron diferencias significativas (Figura 9b). El tratamiento A. agilis
UMCV2 presentd mayor peso fresco de la raiz, seguida de la bacteria-hongo y el
control.

a 14 - mPeso fresco OPeso seco
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a
%0.8 . a
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Figura 9 Peso fresco y seco de raiz en Pinus greggii crecido en sustrato estéril (a) y no estéril
(b). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2, Bacteria-
hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas muestran no tener
diferencia significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

La longitud y densidad de la raiz de P. greggii en sustrato estéril y no estéril (Figura
10a) no muestra diferencias significativas en los tratamientos. En cuanto a la
densidad de la raiz observamos promedios mayores cuando son inoculados con la

rizobacteria y la micorriza en sustrato no estéril (Figura 10b).
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Figura 10 Longitud y densidad de la raiz en P. greggii crecido en sustrato estéril (a) y no estéril
(b). Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2, Bacteria-
hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas muestran no tener
diferencia significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

Por su parte, el analisis de contenido de clorofila para plantulas de P. greggii
mostraron que cuando crecen en sustrato estéril existe una mayor concentracion en
el tratamiento DMHD (2.19 pl/L) y plantulas inoculadas con la bacteria (2.04 pg/L).
Ahora bien, lo visto en sustrato no estéril muestra una mayor concentracion (2.11

pli/L) de clorofila cuando son inoculadas con la bacteria y la micorriza, al igual que
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el tratamiento Control (1.68 pl/L) mostro valores elevados de concentracion de
clorofila. Los tratamientos adicionados con DMHD se observé un aumento positivo

solamente cuando la plantula crece en sustrato estéril (Figurall).
m Sustaro estéril O Sustrato no estéril
3.5 4
a a
2.5 4
a

a a a
1.5 a
0-5 |+‘

0 ‘ \
Control DMHD Bacteria Bacteria-hongo
Tratamientos

L
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L

L

Concentracion en clorofila (pug/L)
[g%]

Figura 11 Concentracion de clorofila en Pinus greggii crecido en sustrato estéril y no estéril. Los
tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2, Bacteria-hongo: A.
agilis UMCV2-T. harzianum. Las letras iguales sobre las columnas muestran no tener diferencia
significativa, las barras indican el error estandar, Duncan (P<0.05).

La plantulas de P. devoniana y P. greggii inoculadas con los microorganismos y el
compuesto DMHD presentaron un alto porcentaje de supervivencia sin importar las

condiciones del sustrato donde fueron crecidas (Cuadro 6).

Cuadro 5 Porcentaje de supervivencia de Pinus devoniana y Pinus greggii a los
240 dias.

Tratamientos Pinus devoniana Pinus greggii
suelo estéril suelo no estéril  suelo estéril suelo no
estéril
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control 89 100

DMHD 100 94
Bacteria 100 100
Bacteria-hongo 100 100

100 89

100 100
94 100
94 100

Los tratamientos son: DMHD: dimetilhexadecilamina, Bacteria: A. agilis UMCV2, Bacteria-

hongo: A. agilis UMCV2-T. harzianum
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IX. DISCUSION

Con los resultados obtenidos vimos que el compuesto DMHD a una concentracion
10 uM fue capaz de promover la germinacion de las semillas de P. devoniana en un
72 %. Por su lado, las semillas de P. greggii a una concentracion 1 UM se observé
una germinacion en un 65 %. La germinacion es un proceso que consiste en la
absorcion de agua, la reactivacion del metabolismo y la iniciacion del crecimiento
del embrion de una semilla (Bidwell, 1990). Cabe mencionar que es la primera vez
que se utiliza el compuesto DMHD como promotor de germinacion de semillas de
especies forestales. Estudios anteriores con compuestos organicos volatiles en
particular el monoterpeno Camfeno, en una concentracion 10 ug promueve la

germinacion Amaranthus retroflexus en un 80 % (Saban Kordali et al., 2007).

Con respecto a la evaluacion de la longitud radicular de las plantulas de P.
devoniana, la rizobacteria A. agilis UMCV2 mostré un incremento en relacion a los
otros tratamientos. En P. greggii los tratamientos con la rizobacteria en co-accién
con la micorriza alcanzaron un promedio de 7.95 cm de longitud seguida del
tratamiento con la rizobacteria. Después de haberse humedecido las semillas, se
observo el crecimiento del microorganismo A. agilis UMCV2 en las cajas de Petri,
esto pudiera haber influido en el rapido desarrollo radicular. Este tipo de
microorganismos son capaces de sobrevivir a la inoculacién sobre semillas y al
suelo, multiplicandose en la espermosfera como respuesta a los exudados de la
raiz (Kloepper, 1993). Por otro lado la inoculacion de semillas del abeto Douglas
(Pseudotsuga menziesii (Mirb.)) con Bacillus polymyxa aumenté significativamente
el peso seco de raices y brotes en plantulas de esta conifera (Bashan et al., 1996),

aungue en este experimento no hubo diferencia en el peso seco.

La presencia de la rizobacteria A. agilis UMCV2 solamente presentd un efecto
promotor de crecimiento en plantulas P. devoniana cuando se encuentra en co-
accion con T. harzianum en sustrato estéril. No sabemos con exactitud como es que
interactdan estos dos microorganismos, pero algunos estudios han demostrado que
las PGPRs tienen un fuerte impacto estimulante sobre el crecimiento de hongos

micorrizicos (Linderman, 1997). La interaccion de bacterias de la rizosfera y los
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hongos son altamente dependientes de las asociaciones con las plantas que estan
claramente reguladas por exudados de las raices (Bonfante y Anca, 2009).
Investigaciones recientes nos mencionan que Rhizobium y Glomus spp. promueven
el crecimiento y productividad de plantas, pero ahora han demostrado jugar también
un importante papel en la reduccion de la enfermedad (Guo et al., 2004; Alije et al.,
2008; Yasir et al., 2009). También sabemos que la micorriza Trichoderma spp. y
bacterias como Pseudomonas spp. pueden controlar enfermedades en plantas,
recientemente se ha demostrado un efecto en la estimulacion del crecimiento de la

planta en la usencia de patdgenos.

En nuestro trabajo, en plantulas de P. devoniana observamos el mayor valor del
peso de la raiz en tratamientos con A. agilis UMCV2 y en co-accion con la micorriza
T. harzianum. La inclusion de A. agilis UMCV2 y T. harzianum puede ser una de las
mejores opciones para la inoculacion de las plantulas de P. devoniana. La presencia
de bacterias del genero Arthrobacter ya se ha reportado en la interaccion con pinos
(Pokosjska, 1982), el autor describe en su trabajo un incremento del 69 % en la
longitud del tallo; Arthobacter oxydans reporta un incremento de la altura y biomasa
de un 68 % en arboles de Pseudotsuga menziesii (Chanway y Holl 1994);
Arthobacter citreus genera un aumento en la biomasa en arboles de Picea mariana
(Beall y Tipping 1989).

Las plantulas de P. greggii inoculadas con A. agilis UMCV2 presentd un efecto
significativo solamente en el peso fresco de la parte aérea crecida en sustrato no
estéril. Con base al resultado obtenido, la inoculacién de las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (A. agilis UMCV2) responden de manera distinta en cada
planta y por supuesto a cada especie forestal. Nuestros datos coinciden con lo
reportado con Bashan y Bashan (2005) y Saeed et al. (2007), en donde se muestra
que una inoculacion microbiolégica con bacterias fijadoras no necesariamente
significa una promocion de crecimiento. La respuesta de las plantas a la inoculacion
depende de las compatibilidades funcionales en la fisiologia y en la bioquimica de
la interaccion, entre los componentes microbianos; asi arroja diferentes respuestas,

dependiendo de la combinacion de los microorganismos (Vazquez et al., 2000).
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En cuanto al compuesto DMHD en P. devoniana y P. greggii presentaron un efecto
deletéreo en todas las variables que fueron evaluadas sin importar el sustrato donde
se desarrollen las plantulas. Hay antecedentes donde nos menciona que el
compuesto DMHD es capaz inhibir el crecimiento del hongo fitopatégeno Botrytis
cinerea asi como sobre el oomiceto fitopatbgeno Phytophthora cinnamoni
(Velazquez-Becerra et al., 2013). En nuestro experimento creemos que pudo haber
sucedido que el compuesto organico volatil DMHD esterilizo por completo el sustrato
inhibiendo el crecimiento de los microorganismos y como resultado la disminucién

en el crecimiento de las plantulas de P. devoniana y P. greggii.

En cuanto al sustrato que utilizamos (peat moss-arena 1:1) se observo en las
plantulas que al final de experimento presentaron una supervivencia alta, sin
importar las condiciones del sustrato donde fueron crecidas. La supervivencia de
las plantulas a nivel vivero es un aspecto de la biologia de vital importancia para el
mantenimiento de las poblaciones, ya que es uno de los factores que determina el
reclutamiento de nuevos individuos y con ello la regeneracién natural de los bosques
(Harper, 1977).

La rizobacteria A. agilis UMCV2 y en co-accion con T. harzianum pueden tener
efectos diferentes en el crecimiento de las plantulas, es importante mas y mejores
estudios para explorar esta herramienta biotecnolégica para el mejoramiento y

aprovechamiento de nuestros recursos forestales.
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X. CONCLUSIONES

El compuesto dimetilhexadecilamina a concentraciones bajas promueve la
germinacion de Pinus devoniana y Pinus greggii. Sin embargo en las plantas no

presento la capacidad de promover el crecimiento.

En cuanto a la rizobacteria A. agilis UMCV2 presento la capacidad de promover el
crecimiento de las plantas reflejandose en: desarrollo radicular, peso fresco y seco
de laraiz en Pinus devoniana en sustrato estéril. Finalmente la combinacién de A.
agilis UMCV2 y T. harzianum promovieron el desarrollo de las plantas reflejandose
en: altura de la parte aérea, peso fresco y seco de la raiz de Pinus devoniana en

sustrato estéril.
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XI.-RECOMENDACIONES

El presente trabajo sirvié para conocer el comportamiento de las plantulas de P.
devoniana y P. greggii bajo inoculacion con los microorganismos y el compuesto

dimetilhexadecilamina, por lo tanto las recomendaciones pertinentes son:

v" Que el experimento se monte en el lugar de origen de las especies.
v" Que se aumente el nimero de réplicas de los tratamientos.

v" Que sean llevados a campo las plantulas.
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