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RESUMEN. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) mejoran el desarrollo de las
plantas. Este estudio evaluo el efecto de consorcios bacterianos de Pseudomonas en plantas de
Fraxinus uhdei. Se establecid un disefo experimental completamente aleatorio con dos tratamientos
de semilla: semillas escarificadas (SE) y sin escarificar (SS); y tres tratamientos de inoculacién:
control, dosis tinica y dosis multiple (cada 8 dias). Se evaluaron crecimiento acumulado, biomasa
(aérea, radical y total), nitrodgeno, fosforo y relacion N/P. Mediante un ANOVA con el software R,
se encontraron diferencias significativas con el tratamiento de inoculaciéon multiple para todas las
variables de respuesta. Por medio de regresiones segmentadas se identifico un punto de corte a los
68 dias en el crecimiento acumulado, indicando el periodo éptimo de inoculacion. Los resultados
confirman que las BPCV son una estrategia viable para mejorar el crecimiento de plantas
destinadas a la restauracion de ecosistemas degradados.

Palabras clave: Consorcios bacterianos, interaccion planta-microorganismo, promocion del
crecimiento, restauracion ecoldgica.

ABSTRACT. Plant growth-promoting bacteria (PGPB) improve plant development. In this study
we evaluated the effect of Pseudomonas bacterial consortia on Fraxinus uhdei plants. A completely
randomized experimental design was established with two seed treatments: scarified seeds (SE)
and unscarified seeds (SS); and three inoculation treatments: control, single dose, and multiple
doses (every 8 days). Accumulated growth, biomass (aerial, root, and total), nitrogen, phosphorus,
and N/P ratio were evaluated. Using ANOVA with R software, significant differences were found
with the multiple inoculation treatment for all response variables. Segmented regressions
identified a cutoff point at 68 days in cumulative growth, indicating the optimal inoculation period.
The results confirm that BPCVs are a viable strategy for improving the growth of plants intended
for the restoration of degraded ecosystems.

Keywords: Bacterial consortia, plant-microorganism interaction, growth promotion, ecological
restoration.
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INTRODUCCION

Actualmente en México, al menos el 76% de los suelos presenta problemas de erosién (Bolafos-
Gonzaélez et al. 2016), que se debe en gran medida a los cambios de uso de suelo por diversas
actividades antrdpicas. Sumado a lo anterior, los efectos del cambio climatico estdan causando
declinacion de las masas forestales como consecuencia del estrés por sequia y plagas (Gallardo-
Salazar et al. 2023). Ante esto, una manera de reducir los efectos de la degradacion ambiental es
mediante la restauracién ecoldgica, un proceso que tiene como objetivo ayudar a recuperar un
sistema que ha sido degradado debido a actividades humanas (SER 2004). Sin embargo, es
necesario identificar especies nativas que puedan tolerar sequia y suelos degradados, asi como su
respuesta a la presencia de microorganismos del suelo. Una especie nativa de México con estas
caracteristicas en zonas templadas es Fraxinus uhdei (Wenzig) Lingelsh (fresno mexicano),
perteneciente a la familia Oleaceae. Es un arbol de tamano mediano a grande que puede alcanzar
una altura de hasta 35 m (Rzedowski y Calderon-de-Rzedowski 2004). Se distribuye naturalmente
en el oeste y sur de México, y al sur de Guatemala y Honduras, a altitudes entre los 1 100 y 2 600
m snm (Saavedra-Ramirez et al. 2018).

Fraxinus uhdei se encuentra en estado silvestre en diversos ecosistemas como bosque de galeria,
bosque mixto de pino-encino y bosque mesoéfilo de montana, por lo que se considera que tiene gran
importancia ecologica y econdmica (Villanueva-Diaz et al. 2015). Algunas caracteristicas que lo
hacen ideal para la restauracidn ecoldgica es que tiene efecto restaurador en terrenos degradados,
ayudéandolos a su recuperacion, incluso en sitios donde hubo explotaciéon minera, debido a la
capacidad de su sistema radicular para persistir en una amplia variedad de suelos y condiciones
ambientales (Ambriz et al. 2010, Ramirez-Mandujano et al. 2017). Por otro lado, una estrategia
alternativa, economica, a largo plazo y sostenible para la conservacion y la restauracion del suelo
es el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) (Racioppo et al. 2023). Las BPCV
benefician el crecimiento y desarrollo de las plantas, su efecto positivo se ha vinculado
tradicionalmente con su capacidad para mejorar la disponibilidad de nutrientes esenciales, como
nitrogeno y fdésforo, y para sintetizar hormonas vegetales, como el acido indolacético y las
giberelinas (Pardo-Diaz 2021). Sin embargo, estudios recientes han mostrado que estos
microorganismos también desempefian un papel clave en la proteccion y reduccion de los efectos
de condiciones de estrés como sequia, salinidad del suelo (Mishra ef al. 2021) y la presencia de
metales pesados (Pardo-Diaz 2021).

Las BPCV favorecen el crecimiento de las plantas tanto de manera directa como indirecta. La accién
directa incluye la produccion de fitohormonas, la solubilizacion de fosfatos, micronutrientes y la
fijacion bioldgica de nitrogeno. En cuanto a los efectos indirectos, estos se deben a la modificacion
del entorno rizosférico y su ecologia, desempefiando un papel como agentes supresores de
fitopatogenos (Gonzalez y Fuentes 2017). Entre las BPCV mas utilizadas se encuentran especies del
género Pseudomonas. Estas bacterias tienen una gran versatilidad metabolica y plasticidad genética,
ya que habitan en diferentes ecosistemas tanto terrestres como acuaticos (Sanchez y Guerra 2022).
Diversas especies del género Pseudomonas son importantes en la dindmica de la interaccion suelo-
planta por su abundancia en suelos de manera natural, especialmente en la rizosfera, su rapido
crecimiento, su capacidad para estimular directamente el crecimiento de las plantas y su habilidad
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para controlar enfermedades a través de varios mecanismos (Hofte y Altier 2010, Kumar et al. 2017).
De las rizobacterias, el género Pseudomonas es el mas explorado debido a su importancia biologica
y medicinal (Kankariya et al. 2019). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue analizar el efecto
de la inoculacion con un consorcio bacteriano formado por especies del género Pseudomonas sobre
el crecimiento de plantas de Fraxinus uhdei provenientes de semillas escarificadas y sin escarificar.

MATERIALES Y METODOS

Produccion de plantas

Se colectaron semillas de fresno mexicano (Fraxinus uhdei (Wenzig) Lingelsh) en junio de 2024, en
las inmediaciones del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad (IIES), UNAM,
Campus Morelia. Las semillas fueron divididas en 10 lotes de 100 g cada uno, cinco lotes que fueron
asignados al azar para ser sembrados sin escarificar (SS); y los cinco lotes restantes fueron
escarificados mecanicamente en un molino manual (SE). Para determinar si esta practica facilita la
germinacion de las semillas. Durante la tercera semana de junio de 2024 se pusieron a germinar las
semillas en almacigos de 60 x 40 x 7 cm con sustrato esterilizado compuesto por suelo de la
localidad, agrolita, vermiculita y peat moss (volumen 70:10:10:10). Las plantas se germinaron a
temperatura ambiente con luz natural y se realiz6 riego para mantener el suelo permanentemente
htiimedo. La germinacion comenzo a las dos semanas de forma diferenciada por tratamiento de
semilla.

Para el trasplante de las plantas recién germinadas de fresno, tanto de SS y SE, se utiliz6 suelo
obtenido en el ejido de Coro Grande, Michoacan (19° 75’ LN y 101° 40’ LO), que corresponde al tipo
luvisol. El cual fue esterilizado a 120 °C en autoclave por una hora. Una vez frio el sustrato, se
procedid a llenar tubetes de 130 cm®. Se trasplantd una planta de fresno por tubete a los nueve dias
de iniciada la germinacion en almdcigo porque para esa fecha se contaba con suficientes plantas
para establecer el experimento, que cont6 con 144 plantas de SS y 143 de SE.

Aislamiento de cepas bacterianas, identificacion y produccion de indculo

Las cepas bacterianas fueron aisladas de muestras de suelo obtenidas en el municipio de
Tlalpujahua, que se encuentra en el noroeste del estado de Michoacdn, México, en un sitio de
restauracion ecolodgica, siguiendo el procedimiento de Rojas-Solis et al. (2023). Para la extraccion de
ADN bacteriano de las cepas aisladas, seguimos el procedimiento de extraccion de Mahuku (2004),
posteriormente se realizé PRC (reaccion en cadena de la polimerasa) para amplificar el fragmento
de ADN extraido, a través de los primers bacterianos universales fD1: 5'-
CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y rD1: 5~ AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ siguiendo la técnica
de Herndndez-Leon et al. (2015). Las amplificaciones por PCR se hicieron con un mini termociclador
Techne TC-32 (Keison Products, Chelmsford, Inglaterra) en tubos de Go Taq Master Mix (Promega,
Madison, WI, Estados Unidos), realizando 30 ciclos de 30s a 94°C, 30 s a 55°C, 40 s a 72°C, y
finalizando con 10 min a 72°C. Finalmente, el fragmento de 165 rDNA de ~1 500 pares de bases fue
confirmado en un gel de agarosa al 1%. El gel se coloco en la cdmara de electroforesis a 110 voltios
y 400 mA durante 20 minutos, y se utilizo una lampara de luz UV para visualizar las bandas de
ADN extraidas.
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Las muestras de ADN amplificadas en la etapa anterior fueron enviadas a Macrogen, una empresa
especializada en la purificacion y secuenciacion de genomas (https://dna.macrogen.com), para
purificar y secuenciar las muestras de 165 rDNA de las cepas en duplicado. Las secuencias
resultantes fueron identificadas utilizando la base de datos del "National Center for Biotechnology
Information" (NCBI) a través de la Herramienta "Basic Local Alignment Search Tool" (BLAST).
Cada secuencia se aline6 con secuencias similares para cada cepa en la base de datos. Las cepas
12.5 PP955405.1 y 32.5 PP955411.1 del GenBank, que corresponden al género Pseudomonas se
utilizaron para el presente ensayo.

Ambas cepas se sembraron en cajas de Petri con agar nutritivo (BD Bioxon) de manera
independiente, y se dejaron crecer durante 48 h a 30 °C en incubadora Lumistell (HEC-41). Pasado
el tiempo de crecimiento, a cada caja Petri se agregaron 10 mL de agua destilada estéril para poder
remover cada colonia y pasarla a matraces con 200 mL de caldo nutritivo (BD Bioxon), dejando
crecer por 48 h mas en un agitador DLAB (SK-O330-Pro) a 150 rpm. Posteriormente, en una
centrifugadora Thermo Scientific (Centra CL-2), se realiz6 una centrifugacion a 3 000 rpm por seis
minutos en tubos de ensayo, conservando solo el pellet bacteriano, para después hacer una
resuspension con agua destilada estéril. La concentracion bacteriana resultante se midi6 a una
densidad optica de 590 nm con un espectrofotometro UV - VIS Thermo Fisher Scientific Genesys
20 (4001/4), manteniendo el rango de absorbancia entre 0.9 - 1.1 (aproximadamente 1x10° UFC/mL).
Finalmente se mezclaron las dos cepas en proporcion 1:1.

Disefio experimental

Se establecio un disefio experimental completamente aleatorio con dos factores y sus respectivos
niveles. El primero factor fue el tratamiento pregerminativo de las semillas, con dos niveles:
semillas escarificadas (SE) y semillas sin escarificar (SS). El segundo factor fue la inoculacién con el
consorcio bacteriano de Pseudomonas con tres niveles: dosis multiple (M: aplicacion de 2 mL/planta
cada ocho dias), dosis tinica (U: aplicacién de 2 mL planta al inicio del experimento) y control (C:
sin inoculacién). Todas las combinaciones de los niveles de ambos factores fueron evaluadas,
resultando en un total de seis tratamientos experimentales (SE-M; SE-U; SE-C; S5-M; SS-U; SS-C).
La inoculacion se comenz¢ la segunda semana de agosto de 2024, a los dos meses de edad de las
plantas, y la tiltima inoculacion fue la primera semana de noviembre de 2024.

Medicion de las plantas

Para evaluar el efecto de la inoculacion entre tratamientos, se midid la altura de cada planta, desde
la base hasta la yema principal con una regla graduada en milimetros, cada 15 dias durante el
periodo de inoculacion (13 semanas). Posteriormente a la tlltima inoculacion, se continué midiendo
por 13 semanas mas, para determinar el efecto de legado de los tratamientos. El crecimiento
acumulado se obtuvo de la diferencia de la medicion final y la medicién inicial en altura de planta.
A las 13 semanas de la primera inoculacion, se seleccionaron 10 plantas (repeticiones) al azar por
tratamiento (60 plantas en total), se cosecharon y cada planta fue puesta en bolsas de papel para
proceder a secar a 70 °C por 48 h en un horno de secado con operacién de conveccioén por gravedad
BG (H-62). Se peso la biomasa aérea, de raiz y total en seco por planta en una balanza analitica
Sartorius (SECURA 124-1S) con precision de 0.1 mg.
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Analisis de Nitrogeno y Fosforo totales (Nt y Py

Para el analisis de nitrégeno y fosforo las plantas secas (parte aérea y raices) se maceraron en un
molino de laboratorio (Thomas Wiley 3383-L10). Para poder obtener al menos 1 g de muestra para
digestion por el método de Kjeldahl (Bremmer 1996), se mezclaron dos plantas por tratamiento al
azar. Una vez terminado este proceso se determind el contenido de Nt a través de un analizador
elemental (modelo XY-2 Sampler), y el Pt se cuantific con una técnica colorimétrica (método no.
G-189-97 Rev. 3 multi-test MT7/MT8). Ademas, se calculd la relacion N/P de cada muestra. El
Nitrégeno y Fosforo totales (Nt y Pi respectivamente) se obtuvieron en el Laboratorio de
Biogeoquimica de Suelos (IIES-UNAM).

Analisis estadistico

Las variables evaluadas fueron crecimiento acumulado, biomasa aérea, biomasa de raiz, biomasa
total, Ny, Pt y la relaciéon N/P entre el tratamiento de semillas (SS y SE) y los tratamientos de
inoculacion (M, U o C). Se realizaron analisis de varianza de multiples factores, y comparacion de
medias con la prueba de Tukey con el software R (R Core Team 2022). Ademas, se obtuvo la media
del crecimiento acumulado final de cada uno de los seis tratamientos (SE-M; SE-U; SE-C; SS-M; SS-
U; SS-C), y se calcularon los dias acumulados de crecimiento. Con estos datos se estimé el
diferencial con respecto al tiempo del crecimiento acumulado, para medir el cambio absoluto en el
crecimiento a través del tiempo. Se realizaron regresiones lineales simples y regresiones
segmentadas tomando como variable dependiente cada uno de los seis tratamientos y como
variable independiente los “dias acumulados”. El mejor modelo fue seleccionado con el criterio de
informacion de Akaike (AIC) y el minimo AAIC>2 (De-Paz et al. 2019).

RESULTADOS Y DISCUSION

En términos del desarrollo de las plantas, las medias para todas las variables evaluadas fueron
mayores en el tratamiento de inoculacion multiple que en el de inoculacion tnica o el control. Los
resultados del andlisis de varianza para el crecimiento acumulado (altura final - altura inicial)
indican que hubo diferencias significativas para el factor de inoculacion (F (2 220) =31.9, P =6.67 x
103%), no asi para el factor de escarificacion (F (2 220) = 2.28, P = 0.1321), ni para la interaccién entre
ambos factores (F (2 220) = 0.145, P =0.86) (Tabla 1). Los tratamientos de inoculacién que resultaron
ser diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P <0.05), fue el tratamiento de dosis multiple, tanto
para SS como SE, comparado con los otros tratamientos que no difieren entre si. Al analizar el
patron de crecimiento de las plantas en funcion del tiempo, se detecté que alrededor de los 68 dias
se presenta un punto de inflexion en la curva de crecimiento para todos los tratamientos (Figura
1).

En cuanto a la biomasa, el efecto de los tratamientos por inoculacion resultd ser significativo tanto
para biomasa aérea (F (2, 24) =17.21, P =0.00002), para la biomasa de raiz (F (2, 24) = 3.58, P = 0.0435)
y para biomasa total (F (2, 24) = 10.41, P = 0.0005) (Tabla 1). Al igual que en las variables evaluadas
anteriores, no se encontraron diferencias significativas para el factor de escarificacion, ni para la
interaccion entre los factores (Figura 2A).
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Tabla 1. Analisis de varianza (ANOVA) para las variables de respuesta en
crecimiento acumulado, biomasa, nitrégeno total, fésforo total y relaciéon N/P en
plantas de Fraxinus uhdei sometidas a tratamientos de semillas y de inoculacién
con consorcio bacteriano de Pseudomonas.

Fuente de variacion S.C. G.L. F P  Fuente de variacion S.C. G.L. F P

Crecimiento acumulado en altura Nitrégeno total (Nv)
Inoculacién 2624 2 31.9<0.001 Inoculacion 3661.5 2 10.4<0.001
Escarificacion 94 1 23 0.132 Escarificacion 6225 1 3.6 0.072
interaccion 1.2 2 0.1 0.865 interaccion 1709 2 0.5 0.620
Residuales 903.8 220 Residuales 4204.2 24

Biomasa aérea Fosforo total (Py)
Inoculacién 09 2 17.2<0.001 Inoculacién 73 2 8.8 0.001
Escarificacién 001 1 0.2 0.620 Escarificacion 1.0 1 24 0.136
interaccion 002 2 03 0735 interaccion 02 2 03 0764
Residuales 062 24 Residuales 99 24

Biomasa de raiz Relacion N/P
Inoculacion 02 2 3.6 0.044 Inoculacién 381 2 3.7 0.040
Escarificacién 001 1 0.4 0559 Escarificacion 72 1 1.4 0.250
interaccion 001 2 0.2 0.799 interaccion 35 2 03 0713
Residuales 06 24 Residuales 1242 24

Biomasa total

Inoculacion 1.8 2 10.4<0.001

Escarificacién 003 1 0.3 0.568
interaccion 003 2 0.2 0.850
Residuales 21 24

En cuanto a la concentracion de nitrogeno y fosforo en el tejido de las plantas, el factor de
inoculacion fue estadisticamente significativo para el Nt (F (2, 24) = 3.58, P = 0.0005), y para el P« (F
(2, 24) = 8.82, P = 0.0013). La relacion N/P present6 diferencias significativas en respuesta a la
inoculacion (F (2, 24) = 3.68, P = 0.0404) (Tabla 1). Sin embargo, ni para el factor de escarificacion ni
para la interaccion entre factores se presentaron diferencias significativas. A través de una prueba
de Tukey (P <0.05), se determiné que el tratamiento que es diferente al resto de los tratamientos es
la inoculacion multiple para Nty Pt (Figura 2B y 2C). Mientras que en la relacion N/P el tratamiento
de inoculacién multiple es diferente al control, pero no al de inoculacién tnica (Figura 2D).

Para identificar el punto de inflexiéon en las curvas de crecimiento acumulado, se calculo el
diferencial con respecto al tiempo de esta variable y se compard un ajuste de regresion simple con
un ajuste de regresion segmentada utilizando el criterio de informacién de Akaike (Figura 3). Para
todas las combinaciones de tratamientos, la regresion lineal simple de cada uno de ellos arroja un
valor de R? bajo (<0.60), y solo fue significativo para los tratamientos SS-M y SE-M. Mientras que
con la regresion lineal segmentada se identificaron dos secciones con un punto de corte cercano a
los 68 dias de crecimiento acumulados, en donde las R? fueron altas (>0.95) y significativas para
todas las combinaciones de tratamientos (Tabla 2).
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Figura 1. Crecimiento acumulado en altura de plantas de Fraxinus
uhdei con distintos tratamientos de inoculacién con consorcios
bacterianos de Pseudomonas sp., y dos tratamientos de semilla. Letras
distintas indican diferencia significativa entre procedencias de
acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05). Linea punteada vertical
representa la fecha de ultima inoculacion.

Los resultados indican que el tratamiento de inoculacién con dosis multiple es efectivo para
estimular el crecimiento de las plantas de Fraxinus uhdei. Esta especie arbdrea responde en términos
de crecimiento y acumulacion de biomasa a la inoculacion con hongos micorrizicos (Baez-Pérez et
al. 2015). Este tipo de efectos de estimulacion del crecimiento depende de la disponibilidad de
nutrientes en el suelo y la interaccion con los microorganismos del suelo, como muestra el estudio
de Egamberdiyeva (2007) quien inoculd plantas de maiz (Zea mays) con Pseudomonas alcaligenes
PsA15, Bacillus polymyxa BcP26 y Mycobacterium phlei MbP18 en dos tipos de suelo. Por su parte Liu
et al. (2013) encontraron que los efectos beneficiosos de la inoculacion con Bacillus subtilis en
plantulas de Fraxinus americana ocurren independientemente de la concentracion de nutrientes en
el suelo, lo que sugiere laimportancia de las bacterias promotoras del crecimiento para el desarrollo
de las plantas de este género. Entre los hallazgos destaca que los exudados radiculares aumentaron
significativamente debido a la inoculacién.

Ademas, los resultados de biomasa que resultaron ser significativos de acuerdo al tratamiento de
inoculacion, coinciden con los resultados de Fernandes-dos-Santos et al. (2018), que inocularon
plantas de Pinus taeda con Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens. También
coinciden con los resultados de Cuevas-Cruz et al. (2025), quienes inocularon Fraxinus uhdei con
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Azospirillum brasilense, y los de Solérzano-Acosta y Quispe (2024), para la acumulacion de biomasa
en Persea americana inoculada con Bacillus subtilis y Pseudomonas plecoglossicida. En cuanto a la
acumulacién de nitrégeno y fésforo en los tejidos de las plantas de F. uhdei, los resultados obtenidos
coinciden con los de Cuevas-Cruz et al. (2025) con esta misma especie, y con otros como los de
Sanchez-Lopez et al. (2018) con especies del género Pseudomonas y tomate (Solanum lycopersicum) y
el de Fernandes et al. (2023) con plantas de cafia de azucar (Saccharum officinarum) inoculadas con
Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens.
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Figura 2. Respuesta de plantas de Fraxinus uhdei usando el promedio de los tratamientos de inoculacién (M: dosis
multiple; U: dosis tinica y C: control o sin inoculaciéon), los paneles corresponden a las siguientes variables: A) Peso seco
de biomasa aérea, de raiz y biomasa total, B) Nitrogeno total, C) Fésforo total y D) Relacién N/P.

Considerando que cepas del género Pseudomonas que promueven el crecimiento vegetal han sido
aisladas de suelos contaminados con metales pesados (Rojas-Solis et al. 2025), los resultados
confirman que las BPCV son una estrategia viable para mejorar el crecimiento de plantas
destinadas a la restauracion de ecosistemas degradados.
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Figura 3. Grafico de regresion lineal simple y segmentada del
promedio del crecimiento acumulado de los seis tratamientos.

Tabla 2. Resultados de regresion lineal simple y regresion lineal segmentada (por
tratamiento) del diferencial con respecto al tiempo del crecimiento acumulado
con dias acumulados con sus respectivos AIC (AAIC>2), R? y valor P de R%

Tratamiento Modelo de regresion P AIC AAIC R? P
Simple 0.0271 -34.38 0.5844 0.0271
SS-M <68 dias 0.0009 13.40
Segmentada -47.78 0.9528 0.0041
>68 dias  0.1190
Simple 0.1052 -37.07 0.3773 0.1052
SS-U <68 dias 0.0011 16.69
Segmentada -53.76 0.9531 0.0040
>68 dias 0.0216
Simple 0.1427 -34.72 0.3215 0.1427
§S-C <68 dias 0.0014 16.85
Segmentada -51.67 0.9506 0.0045
>68 dias 0.0180
Simple 0.0331 -33.06 0.5583 0.0331
SE-M <68 dias 0.0007 16.32
Segmentada -49.38 0.9652 0.0022
>68 dias 0.0123
Simple 0.1161 -32.32 0.3596 0.1161
SE-U <68 dias 0.0008 20.75
Segmentada -53.07 0.9710 0.0015
>68 dias 0.0020
Simple 0.0764 -33.69 0.4323 0.0764
SE-C <68 dias 0.0005 19.9
Segmentada -53.59 0.9714 0.0015

268 dias 0.0054
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