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Resumen: La produccion de Lactuca sativa
L., en el sur de México esta muy limitada,
aunque contamos con las condiciones
climatolégicas, y la experiencia en el
cultivo al aire libre de los productores en
el municipio de Tixtla de Guerrero, sin
embargo, estos no son suficientes para
lograr tecnificar el cultivo y lograr figurar
entre los primeros estados productores a
nivel nacional, aunado a esto el uso excesivo
de agroquimicos y la falta de canales de
comercializacién del cultivo dificultan su
avance. Por lo que nos propusimos evaluar
consorcios microbianos para incrementar la
promociony el rendimiento de Lactuca sativa
L. Esto se hizo en parcelas demostrativas
donde se inocularon las semillas al inicio
del cultivo con siete tratamientos diferentes
previamente identificadas como MPCV
y por técnicas de biologia molecular. Se
obtuvieron los rendimientos Ton/Ha® de
cada tratamiento, solo los consorcios con
especies de Klebsiellas sp son los que tienen
mayores rendimientos de cuanto al peso del
producto, con 38.9 y 32.9 Ton/Ha a diferencia
de los demas, pero ningun tratamiento fue
estadisticamente significativo. Por lo que
debemos seguir probando combinaciones
de especies de MPCV para incrementar la
produccién agricola.

Palabras  clave:  Klebsiella,  lechuga,
microorganismos, promocion, rendimiento.

INTRODUCCION

México es el séptimo productor
mundial de lechuga, los estados con mayor
produccion son: Guanajuato, Zacatecas,
Puebla, Aguascalientes y Baja California, las
variedades mds cosechadas es la romana y
orejona; las condiciones para su produccién
son altitud entre 800-2500
temperaturas entre 12-21 °C y tarda un
promedio de 100 dias desde su germinacién
hasta su cosecha; en la actualidad se cultiva

msnm,

T — ) -



al aire libre e invernaderos, en suelo, con
técnica hidroponicas y actualmente en
granjas verticales (SIAP, 2020); esta ultima
evita las limitaciones que provocan las
condiciones climaticas, luminosas y de suelo.
Dentro de México, la lechuga se produce
principalmente en regiones con alto nivel
productivo; sin embargo, existen zonas como
Oaxaca, Chiapas y Guerrero, que presentan
condiciones Optimas para cultivar este
producto que no son aprovechadas.

El estado de Guerrero, a pesar de ser el
primer productor nacional de jamaica, coco
y mango tiene un rendimiento en Ton/Ha
bajo para lechuga, y eso es por el atraso,
poca o nula tecnificacién de sus cultivos;
en 2019 solo se sembraron 5 Ha de lechuga,
obteniendo un rendimiento de 7.86 Ton/Ha,
este cultivo solo se lleva a cabo intensificado
en la comunidad de Tixtla De Guerrero; en
esta misma comunidad Martinez-Blanco et
al (2020) realizé6 un experimento a campo
abierto evaluando 2 consorcios microbianos
obteniendo lechugas de hasta 800 g a
diferencia de 400 g del control y fertilizacién
quimica.

En el estado de Guerrero, la orografia y
tipos de suelo propicia una gama climatica
y edafolégica donde practicamente se
adaptan la mayoria de las especies vegetales
de interés econémico; sin embargo, a pesar
de que la produccién agricola del estado es
muy diversificada es de las mas atrasadas
tecnoldgicamente, como resultado de factores
culturales, socioeconémicos y naturales,
haciendo que el régimen de produccién
sea en su mayoria de temporal; aunado al
predominio de suelos con fertilidad media
y baja, empobrecidos por el mal manejo. En
la actualidad la agroecologia esta aportando
las bases cientificas, metodoldgicas vy
técnicas para una nueva “revolucién
agraria” a escala mundial Los sistemas
de produccion fundados en principios

agroecologicos son biodiversos, resilientes,
eficientes  energéticamente, socialmente
justos y constituyen la base de una estrategia
energética y  productiva fuertemente
vinculada a la soberania alimentaria (Altieri,
2009; Ferguson and Morales, 2010).

Si bien el uso de fertilizantes a base
MPCV'’s (microorganismos promotores de
crecimiento vegetal) se ha implementado
desde los afios 90 en México y principalmente
en hortalizas, el acompafamiento vy
asesoramiento técnico es indispensable a
la hora de probar este tipo de tecnologias,
ya que eso favorece la transferencia de
tecnologia con los productores, tal es el caso
de este estudio que pone un antecedente
mas de aprovechamiento de las condiciones
favorables para el cultivo de lechuga que
existen en el pais, volviéndolo muy atractivo
para detonar su produccién y posicionar
a los pequefios productores de lechugas
a cielo abierto y al mismo tiempo hacer
una transicion hacia cultivos organicos
(Armenta-Bojorquez, 2010; INIA, 2017;
SIAP, 2018).

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo fue realizado en la comunidad
de Tixtla ubicado entre los paralelos 17°29°31”
y 17°42’37” latitud norte y en los meridianos
99° 15”277 y 99° 28’ 57” de longitud oeste.
Tiene una extension de 355 km? que
representa 3.29% de la superficie regional
y 0.56% de la estatal. La parcela donde se
llevé a cabo los experimentos es rentada por
el productor y tiene una extensién de 750
m?, al estar en colindancia con una laguna
(aproximadamente 50 m de la orilla) solo
se siembra en los meses de enero a mayo,
se inicia con un ciclo de lechuga (enero a
marzo) y se rota con cilantro y ornamentales
(marzo a mayo), el resto del afo la parcela
permanece inundada. La inversidn inicial
para esta parcela es de $6,000 por hectarea
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que cubre los gastos de insumos y bioinsumos
(semillas, agroquimicos, gasolina, podas y
barbechado o preparacion de la tierra).

REACTIVACION DE CEPAS E
IDENTIFICACION MOLECULAR

Se utilizaron 12 cepas que fueron
tomadas del Biobanco del Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia
Ambiental de la Facultad de Ciencias
Quimico-Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Guerrero, fueron aisladas de
los jales mineros El Fraile, de la periferia del
rio azul (Chilpancingo, Gro) y de rizosfera de
plantas de platano, y se caracterizaron como
BPCV (bacterias promotoras de crecimiento
vegetal), por su capacidad de fijar nitrégeno,
solubilizar fosfatos, producir fitohormonas,
enzimas liticas y siderdforos (ver Tablal)
(Herrera-Quiterio et al., 2020).

Las cepas conservadas en glicerol a -20°C
(RP32, RP23, SP4, RP28, SN3, SP20, A2d,
SA6 SN5, SA3, PB-02 y HPA-43) fueron
reactivadas en agar nutritivo a 37°C/24h,
posteriormente se colocé una colonia de
cada cepa en 10 ml caldo nutritivo durante
16 h, o hasta alcanzar una D.O. de 0.8-
1 a 600 nm que equivale a 1-2 x 10® UFC
(Modificado de Guani y Morales, 2019).
Asi mismo, se us6 una cepa de Trichoderma
harzianum proporcionada por el Laboratorio
de Fitopatologia del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales Agricolas
y Pecuarias y se empled 5 mL/1 L de una
suspension de esporas a una concentracion
de 1x10° (Michel-Aceves et al, 2008).

EXTRACCION DE ADN E
IDENTIFICACION MOLECULAR DE
LAS BPCV

Una vez activas las cepas, se extrajo
ADN cromosomal de cada una por el
método de choque térmico (Gonzalez et al,
2011). Posteriormente, se procedié a hacer

la PCR del gen 16S ADNr, siguiendo las
recomendaciones de Gonzalez et al, 2016.

SECUENCIACION Y ANALISIS DE
SECUENCIAS

Después de la amplificacion del gen 16S
DNAr, se prepararon las muestras para la
secuenciacion agregando 1 pl de la enzima
ExoSAP (Affimetrix®), se colocaron los
tubos de reaccion en el termociclador a 37
°C durante 45 min, seguido de 85 °C por 15
min, después de este tiempo se obtienen los
productos purificados y se prepararon en
placas para secuencias ajustando un volumen
final de 20 pl, asi mismo se prepararon las
placas usando los primers 27F y 1492R a 5 uM
(Applied Biosystems®, Foster City, CA) en el
Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Las bases y las
secuencias fueron verificadas por inspeccion
manual en Sequencher v4.5 (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, MI) (Weisburg, et
al, 1991; Hoffman & Arnold, 2010)

El consenso de secuencias se realizé por
BLAST para la identificaciéon preliminar
en niveles taxondmicos superiores,
posteriormente se hicieron alineamientos
multiples en Bioedit y los andlisis filogenéticos
en MEGA 7.0. Las secuencias se agruparon en
unidades taxondmicas operacionales (OTU)
basadas en el porcentaje de identidad de
secuencia (Kumar, et al, 2016).

DETERMINACION DEL ORIGEN
CLONAL DE LAS BPCV POR ERIC-
PCR

Para determinar la clonalidad de las
cepas en la PCR se utilizaron los primers
ERIC- 2 (5" AAGTAAGTAACTGGGGTGA
GCG3’) y ERIC-1R (5"CACTTAGGGGTC
CTCGAATGTA 37). La mezcla de reaccién y
las condiciones fueron basadas por Valencia
& Gomez, 2012.
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PRUEBAS DE
MICROBIANA

COMPETENCIA

Se hizo una suspensién bacteriana (de
cada cepa) al tubo 0.5 de MacFarland en
solucion salina al 0.9% v/v; en una caja de
Petri con agar nutritivo, se colocé una gota
de la suspension con ayuda de una aguja de
inoculacién de madera para dispersarla de
extremo a extremo. Se incub6 24 hrs/ 30 °Cy
se observo el crecimiento de las cepas, donde
aquellas que crecieron mas cercanas al centro
se tomaron como sinérgicas y las que inhibian
su crecimiento como antagonicas (Olivas E.
2004).

PREPARACION DE CONSORCIOS
MICROBIANOS

Una vez definidos los consorcios que se
utilizarian se coloco el pool de cepas que
conforma cada consorcio (ver tabla 1) en
volumenes iguales dependiendo del caso en
matraces de 100 ml con caldo nutritivo se
incubaron durante 16 h o hasta alcanzar una
D.O de 0.8-1 a 600 nm, el inoculo se llevé a
un volumen de 1.5 litros colocando 700 ml de
caldo nutritivo méas 800 ml se solucion salina
al 0.9% v/v procurando que el volumen final
quedé a la turbidez del tubo 0.5 McFarland.

GERMINACION DE LAS PLANTAS DE
LECHUGA

Se utilizaron semillas de lechuga
proporcionadas por el agricultor C. Rubén
Centella de la comunidad de Tixtla, se
germinaron en almacigo y fueron regadas
cada tercer difa, a los 20 dias fueron
trasplantadas en surcos con una separacién
de 30 cm entre cada planta para colocar con
mayor facilidad los tratamientos.

PRUEBAS DE
BIOLOGICA

Se utiliz6 un modelo de bloques al azar

EFECTIVIDAD

para establecer la parcela de trabajo, en total
se utilizaron 5 bloques para distribuir los 6
tratamientos con cuatro repeticiones, para
un total de 84 plantas por tratamiento (ver
figura 1). El cultivo duré 90 dias desde el
almdcigo hastala cosecha, durante ese tiempo
tanto el control como los tratamientos fueron
regados cada 3 dias, no se le aplicé ningun
tipo de fertilizacion y se realizaron trabajo de
poda una vez al mes (Saavedra, et al, 2017).
Antes del trasplante las raices fueron
sumergidas durante 30 minutos en cada
uno de los tratamientos descritos, las
inoculaciones posteriores se realizaron
colocando 10 mL del tratamiento en la base
de tallo, para un total de inoculaciones en
todo el ciclo de produccién cada 15 dias y al
término del ciclo productivo se cosecharon,
contaron y pesaron las lechugas en campo
usando una balanza granataria (OHAUS
Triple Beam TJ2611) (Modificado de
Rodriguez-Barona, et al, 2012.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron procesados en el programa
IBM SPSS version 22, primero se realizo
una prueba de normalidad para observar la
distribucion de los datos, posteriormente se
llevé a cabo un ANOVA de un factor para
observar si los tratamientos presentaban
diferencias significativas respecto al control
y por ultimo se hizo una comparacién de
medias (prueba de Tukey).

RESULTADOS

De las BPCV incluidas en este estudio
se identificaron las cepas RP32, RP23, SP4,
RP28, SN3, SP20, A2d, SA6 SN5 y SA3 como
Enterobacter cloacae con un 99% de identidad
todas ellas aisladas de los jales mineros “El
Fraile” (Herrera-Quiterio et al, 2020), razén
por la cual se decidié determinar el origen
clonal de dichas cepas a través de una ERIC-
PCR que diferencia las cepas bacterianas en
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funcion de las variaciones en la ubicacién de
las secuencias ERIC presentes en el genoma
bacteriano (Wilson and Sharp, 2006),
observandose que se agrupan en dos origenes
clonales en la clona A se incluyen las cepas:
SA3, SN3, SA6, SP4, RP28, A2d YSN5 y a
la clona B a las cepas: RP32, RP23 Y SP20
(figura 2). Ademds, se incluyeron las cepas
de K. variicola HPA43 y K. quasipneumoniae
PB02 identificadas previamente y evaluadas
in vitro por su capacidad de promocion del
crecimiento radicular en jitomate (Solanum
lycopersicum L) y Tricodema harzianum, para
ser evaluados en consorcios su efectividad
sobre el rendimiento de Lechuga.

En las pruebas de competencia todas las
cepas hacen sinergia a una concentracion de
1-2 x 10* UFC, ya que al conjuntarse en el
centro de la placa no se inhiben unas con otras
(figura 3) esta informacion fue agregada a las
caracteristicas que ya se tenian previamente
de las cepas seleccionadas, observindose
en la tabla 1, estos resultados aunados a las
caracteristicas fenotipicas de promocion
de crecimiento vegetal, la identificacion y
la determinacién del origen clonal de cada
cepa da la pauta para poder discernir su uso
en el consorcio, disminuyendo asi el nimero
de cepas en aquellos consorcios con hasta 11
microorganismos (tabla 2).

Al término del ciclo se cosecharon 468 en
total lechugas, obteniendo por tratamiento
el siguiente numero de lechugas por
tratamiento, se pesaron individualmente y
se sacaron los rendimientos Ton/Ha'’ de
cada tratamiento y se hizo una prueba de
comparacion de medias y se grafic6 con una
diagrama de cajas y bigotes (grafica 1), en la
prueba de Tukey no se observaron diferencias
significativas entre los grupos comparados, lo
que indica que todos los tratamientos ejercen
un efecto benéfico sobre la planta y aumenta
el peso de las lechugas, sin embargo en la
grafica de cajas y bigotes se puede observar

que el tratamiento 3 es el que tiene el mayor
rendimiento en peso pero la distribucion de
los datos no es homogénea, concentrandose
mas en el tercer y cuarto percentil, por otro
lado el tratamiento 6, tiene los segundos
mejores rendimientos y teniendo una
distribucion de datos mas homogénea.

Si bien todos los consorcios ensayados
ejercen un efecto benéfico respecto al control,
es el consorcio 3 el que destaca seguido del
6; se observo una mejora en la calidad del
producto diferencia del control (figura 4).

DISCUSION

En este trabajo se usaron consorcios de
hasta 10 cepas aisladas diferentes muestras, en
el estado de Guerrero. Ahamed & Vermmette
(2008) senalan que la produccién tanto en
metabolitos como de biomasa aumenta en los
cultivos mixtos en comparacion a aquellos
cultivos en donde se emplea una sola cepa
microbiana, aunque también sefialan que el
numero de microorganismos empleados para
los consorcios deben ser bajos para evitar
la inhibicién de ciertos metabolitos como
producto de la actividad bioquimica de cada
microorganismo, por su parte Pantoja et al
(2018) menciona la importancia de utilizar
cepas nativas que estén aclimatadas a las
condiciones propias de cada tipo de suelo
segun la region en la que se vayan a aplicar
los MPCV’s determinara en gran medida el
éxito o fracaso de un biofertilizante, lo que
concuerda con lo hecho en este estudio.

Ley-Rivas y colaboradores reportaban
en 2011, resultados muy parecidos a los
obtenidos en este estudio, pero utilizando
hongos micorrizicos en dos variedades de
lechuga. Otros autores (Stoll, et al, 2018;
Muifoz, et al, 2015; Cerna-Yamali, et al,
2018) senalan el efecto benéfico del uso de
microorganismos promotores de crecimiento
en cultivos de lechuga en condiciones de
invernadero, industriales o a cielo abierto, sin
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embargo los microorganismos mayormente
empleados son los del género Azospirillum,
Azotobacter y Bacillus, los microorganismos
empleados en este estudio son de géneros
distinto por lo que se destaca su potencial
para el disefio de un biofertilizante.
Respecto al rendimiento, en 2020 se
produjeron 551647 Ton de lechuga en el pais
(en2lestados),conunrendimiento promedio
de 24.33 Ton/Ha siendo Aguascalientes el
mayor productor con un rendimiento de
39.86 Ton/Ha, Guerrero ocupd el lugar veinte
con un rendimiento de 11.8 Ton/Ha (SIAP,
2020), los rendimientos de los tratamientos y
el control en este trabajo sobrepasan la media
nacional reportada para ese aflo y aunque
no se observaron diferencias significativas
en las prueba de comparacion de medias, se
observa como el tratamiento tres y seis tiene
el mejor rendimiento lo que indica que son
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TABLAS, FIGURAS Y GRAFICAS

MECANISMOS INDIRECTOS MECANISMOS DIRECTOS
s Lipasas Proteasas Amilasas Celulasas Esterasas Sideréforos S(j:l;(i)lsigtcoi:)n [;g?::;:nie Giberelinas
SP20 - + - - + - + - - -
SA3 - - - - + + + - + +
SN3 - - - - + + - + - +
SA6 - - - - - + + - + -
RP23 - - - - - - - - -
RP28 - - - - + - - + + -
SN5 + + - - - - - + - -
SP4 - - - - - - - + - -
A2d + + + - + - + - - +
RP32 - - - - - + - + - -
ﬁ:ﬁi‘:{i"m ags D ND ND ND ND + + + + +
Klebsiella
quasipneumoniae ND ND ND ND ND + + + + +
PB02
:: ‘:z]:::z:lm + + + + + + ND ND ND ND

+= Positivo, -= Negativo, ND= No detectado

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de promocién de crecimiento vegetal de los microorganismos

empleados.

CONSORCIO CEPAS
1 Trichoderma
2 Enterobacter cloacae (cepas SP20, SA3, SN3, SA6, RP23, RP28, SN5, SP4, A2D y RP32)
3 Klebsiella spp (cepas HPA43 y PB02)
4 En.terobacter cloacqe (cepas SP20, SA3, SN3, SA6, RP23, RP28, SN5, SP4, A2D, RP32) y
Trichoderma harzianum
5 Klebsiella spp (cepas HPA43, PB02) y Trichoderma harzianum
6 Klebsiella spp HPA43 y Trichoderma harzianum
Control Agua

Tabla 2. Conformacion de los consorcios probados.




Consorcio Rendimiento Ton/Ha Tukey
1 29.3 A
2 30.5
3 38.9 A
4 28.0 A
5 31.7 A
6 329 A
Control 253 A

Tabla 3. Rendimiento de la produccion de Lactuca sativa L., y comparacién de medias.
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Figura 1. Esquema de la parcela de trabajo, con disefio de bloques al azar segtn Little T, 2008.

Figura 2. Analisis del ERIC-PCR de los Enterobacter cloacae empleados como BPCV,, carril 1: Marcador
de peso, carril 2: SA3, carril 3: SN3, carril 4: SA6, carril 5: SP4, carril 6: RP28, carril 7: A2d, carril 8: SN5,
carril 9: RP32, carril 10: RP23, carril 11: SP20.
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Figura 3. Pruebas de competencia microbiana. A) Prueba de sinergismo de las cepas bacterianas del
consorcio 2 y 4, B) Prueba de sinergismo para cepas bacterianas del consorcio 3 y 5.

Consorcio 5 Consorcio 6

Figura 4. Hojas de lechuga de cada consorcio, en donde se muestra la calidad del producto
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Grafica 1. Disefio de bloques al azar, comparacién de medias de consorcios en lechuga (Ton/Ha™'°)
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