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Resumen

El uso de microorganismos benéficos en la agricultura como las bacterias es una préactica que
permite mejorar la produccion de cultivos agricolas, ya que pueden actuar como estimuladoras,
biofertilizantes y como organismos antagonistas contra patégenos. El objetivo del estudio fue
evaluar el cebado de semillas y drench en pepino con bacterias benéficas sobre el rendimiento
y sintesis de compuestos bioactivos de los frutos. Las bacterias utilizadas fueron Pseudomonas
paralactis, Sinorhizobium meliloti y Acinetobacter radioresistens, aunado a esto se utilizd6 un
control con agua destilada. Los resultados indican que las cepas utilizadas mejora-ron el
crecimiento y acumulacién de biomasa de las plantas en comparacion con el control, 1o que se
reflej en un mayor longitud, diametro y rendimiento del fruto de pepino, siendo A.
radioresistens la que incremento el rendimiento en mayor medida en comparacién con el control
(37.78%). En cuanto a los compuestos bioactivos (fenoles totales, flavonoides y &cido
ascorbico), capacidad antioxidante y proteinas, las cepas bacterias los mejoraron
sustancialmente en comparacién al control, el cual presentd los valores mas bajos. Estos
resultados nos confirman que la aplicacién de las bacterias es una alternativa prometedora
para mejorar la produccion y calidad de los cultivos agricolas de una forma sostenible.
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Introduccion

Las diferentes condiciones bidticas y abidticas que son causantes del estrés en las plantas son
factores que propician la blsqueda de alternativas para mejorar la produccion de los cultivos
agricolas. Estos factores provocan en la planta desbalances en todos los niveles émicos, lo que
causa grandes pérdidas en cuanto a rendimiento y calidad de los productos cosechados
(Kémives y Kirdly, 2019; Kopecka et al., 2023).

Una de las alternativas mas prometedoras es el uso de bioestimulantes. Un bioestimulante es
cualquier sustancia o microorganismo que se aplica a las plantas con el objetivo de mejorar la
eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés y las caracteristicas de calidad, independientemente
de su contenido de nutrientes (du Jardin, 2015).

El uso de bioestimulantes hoy en dia es comin que se apliguen como cebado de semillas,
foliar y en drench; sin embargo, el cebado de semillas esta teniendo mucha relevancia por las
diferentes respuestas que inducen en comparacion con el resto de las aplicaciones. El cebado
de semillas es un tratamiento previo a la siembra en donde se embeben las semillas durante un
tiempo determinado en una so-lucion o dispersion de alguna sustancia 0 microorganismos a una
concentracion especifica (Gonzalez-Garcia et al., 2022a; Corbineau et al., 2023).

Esta practica induce lo que se conoce como memoria del cebado, lo cual provoca una modificacién
adaptativa de los procesos metabdlicos, de forma que las plantas realizan ajustes que conducen
a un uso mas eficiente de los recursos (Juarez-Maldonado et al., 2021). Estos ajustes, al
desencadenar procesos metabdlicos pregerminativos inducen la sintesis de novo de acidos
nucleicos, proteinas, compuestos bioactivos, produccién de ATP, acumulacion de esteroles,
fosfolipidos y mecanismos de reparacion de ADN (Cardarelli et al., 2022).

Dentro de los bioestimulantes destacan los microorganismos como las rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal (RPCV) asociadas a las plantas, que hacen parte del suelo y cumplen una
labor fundamental al proporcionar a la planta una amplia gama de servicios y beneficios, la planta a
su vez retribuye mediante el suministro de carbono reducido y compuestos bioactivos (De Pascale
et al., 2017; Shahrajabian et al., 2023). Las RPCV desempefian papeles clave en la solubilizacion
y asi-milacion de nutrientes como nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K), zinc (Zn) y hierro (Fe),
la sintesis de moléculas extracelulares como las hormonas, compuestos bioactivos y antibiéticos,
todo lo cual tiene como resultado mejorar el crecimiento de las plantas (Ding et al., 2021; Khan
et al., 2023).

Ademas, estos bioestimulantes pueden mejorar la tolerancia de los cultivos al estrés biotico y
abidtico, condiciones que, en el entorno existente del cambio climético, se hacen cada vez mas
frecuentes (Pereira et al., 2019). Estos beneficios coadyuvan a disminuir el uso excesivo de
fertilizantes y pesticidas utilizados en la produccion (Gémez-Godinez et al., 2023).

De los cultivos horticolas de mayor relevancia se encuentra el pepino (Cucumis sativus L.), el
cual junto con su importancia econdmica destaca la funcional por la calidad de sus frutos que
suelen consumirse en fresco (Kaur y Sharma, 2021). Dichos frutos, constituyen una fuente de
minerales y compuestos bioactivos (fenoles, 4cido ascorbico, glutation, etc.) que mejoran la salud
humana al prevenir enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Trejo-Valencia et al.,
2018; Gonzalez-Garcia et al., 2022b).

Al respecto, el pepino es susceptible a diferentes tenciones bidticas y abiéticas, que pueden
afectar negativamente los rendimientos y calidad de los frutos, por lo cual es importante y
recomendable poder bioestimular al cultivo, esto para que pueda mitigar las tensiones y
mejorar los rendimientos y calidad de las cosechas. De acuerdo con lo anterior, el objetivo del
estudio fue evaluar el cebado de semillas y drench de pepino con RPCV sobre el rendimiento y
sintesis de compuestos bioactivos de los frutos.
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Materiales y métodos

Establecimiento del experimento

El experimento se llevo a cabo en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna,
con ubicacion geografica -103° 21’ longitud oeste y 25° 33’ latitud norte, utilizando un invernadero
semicircular controlando la temperatura a 25 °C y humedad relativa promedio de 60%. Los
sustratos usados para la siembra consistieron en una mezcla de arena, perlita y vermicompost
(Cuadro 1) en proporcion 50:25:25, respectivamente.

Cuadro 1. Caracterizacion del vermicompost utilizado.
Pardmetro Concentracién
Conductividad eléctrica 2.4dsm*
pH 7.9
Materia organica (MO) 24.74%
Nitrégeno total (Nt) 0.95%
Fosforo (P) 0.22%
Potasio (K) 0.06%
Calcio (Ca) 48.6 mg kg™
Magnesio (Mg) 5.6 mg kg™
Cobre (Cu) 1.8 mg kg™
Hierro (Fe) 26 mg kg™
Zinc (Zn) 12mg kg™
Manganeso (Mn) 21.2mg kg™

El sustrato empleado fue solarizado durante siete dias. Posteriormente, con el sustrato se llenaron
bolsas negras de polietileno con capacidad de 10 L. Se utilizaron semillas de pepino variedad
Poinset 76, las cuales fueron lavadas y desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5% por 1 h.
Posteriormente, las semillas se inocularon por inmersién durante 24 h en vasos de precipitado
con 50 ml de cada cepa correspondiente a Pseudomonas paralactis, Sinorhizobium meliloti y
Acinetobacter radioresistens donadas por el Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Juarez del Estado de Durango, México.

La concentracion de los inéculos fue ajustada a 1x10° UFC ml™ (Zapata-Sifuentes et al., 2024).
Posteriormente las semillas se sembraron directamente en las macetas previamente preparadas
con el sustrato. Adicionalmente, se realizé una reinoculacién de las cepas bacterianas a los 55
dias después de la siembra (DDS) con 15 ml a una concentracién de 1x10° UFC ml™ aplicado a
la base del tallo (drench).

Para satisfacer las necesidades nutrimentales del cultivo se utilizé la solucién nutritiva Steiner
(1961) considerando el aporte nutrimental del vermicompost y del agua de riego. La solucién
nutritiva se aplicé durante 150 dias, que fue la duracion del experimento, para lo cual en la fase
fenoldgica de desarrollo vegetativo se aplicé al 25%, en la floracion al 50%, en el cuajado de fruto
al 75% y en el llenado de fruto al 100%. Se realizaron practicas de tutoreo, podas y control de
plagas y enfermedades para garantizar el buen estado de las plantas.

El disefio experimental fue en bloques completos al azar con cuatro tratamientos y cuatro
repeticiones, los cuales consistieron en la inoculacién de semillas y plantas con las cepas de P.
paralactis, S. meliloti y A. radioresistens y un control con agua destilada.
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Variables evaluadas

Se evaluaron variables agronémicas como altura de la planta, didmetro de tallo, longitud de raiz,
biomasa seca del vastago (parte aérea) y rendimiento de frutos por planta y sus componentes
(longitud, diametro y kg planta™). Para la biomasa seca del vastago, el material se secé durante
72 ha 70 °Cy se peso en una balanza digital (VE-CB2000, Velab).

El analisis de proteinas se realizd siguiendo la metodologia de Bradford (1976), utilizando
el colorante azul de Coomassie como agente de reaccion. Los fenoles totales se
determinaron siguiendo la metodologia de Singleton et al. (1999), utilizando el reactivo Folin
Ciocalteu. Los flavonoides fueron cuantificados mediante la metodologia descrita por
Zhishen et al. (1999), utilizando AICI3 como agente de reaccién. El acido ascoérbico se
determiné por titulacion siguiendo la metodologia descrita en Hernandez-Hernandez et al.
(2019). La capacidad antioxidante se determiné mediante lo descrito en Brand-Williams et
al. (1995), utilizando DPPH como agente oxidante.

Analisis estadistico

Mediante el software SAS 9.4 se realiz0 el andlisis de varianza (Anava) para cada variable y en
caso de encontrar diferencia significativa, se realizo la prueba de medias Tukey (p< 0.05).

Resultados y discusion

Crecimiento y biomasa de las plantas

Los resultados muestran que las aplicaciones de las RPCV promovieron el crecimiento
y acumulacién de biomasa de las plantas (Cuadro 2). Para la altura de la planta P. paralactis y
A. radioresistens la incrementaron en un 17.08 y 14.6%, respectivamente, en comparacion
con el control.

Cuadro 2. Crecimiento y biomasa de las plantas de pepino.

Tratamiento AP (cm) DT (mm) LR (cm) BSA (9)
S. meliloti 158.26 ab’ 5.22 ab 16.85 ab 40.86 a

P. paralactis 174.53 a 551a 26.2a 2426 b
A. radioresistens 170.83 a 5.26 a 13.1 bc 435a
Control 149.06 b 4.88b 545c¢ 16.13 ¢

AP= dturade planta; DT= diametro detallo; L R= longitud de raiz; BSA= biomasa seca aérea; = letras diferentesindican
diferencia significativa entre tratamientos (Tukey, p< 0.05).

Para el diametro del tallo, de igual manera P. paralactis y A. radioresistens fueron superiores al
control, mostrando in-crementos de 12.9 y 7.7%, respectivamente. En cuanto a la longitud de raiz,
S. meliloti y P. paralactis la incrementaron en un 209.1 y 380.7%, respectivamente, comparados
con el control. Para la biomasa seca aérea, todos los tratamientos con RPCV, superaron al control,
mostrando incrementos de 153.3, 48.8 y 169.6%, para S. meliloti, P. paralactis y A. radioresistens,
respectivamente.

Crecimiento y rendimiento del fruto

El rendimiento se incremento con la aplicacion de las RPCV (Cuadro 3). La longitud del fruto fue
modificada positivamente con el uso de las RPCV. S. meliloti y A. radioresistens superaron al
control en un 29.6 y 27.7%, respectivamente. Para el diametro del tallo, todos los tratamientos con
RPCYV fueron superiores al control, mostrando el mayor incremento A. radioresistens con 22.7%.
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Finalmente, en cuanto a rendimiento, de igual manera los tratamientos con RPCV fueron superiores
al control, siendo A. radioresistens la que lo incrementé en mayor medida (37.7%).

Cuadro 3. Crecimiento y rendimiento de los frutos de pepino.

Tratamiento Longitud del fruto (cm) Diametro de tallo (mm) Rendimiento (kg planta'l)
S. meliloti 23.33a 54.43a 4.26b
P. paralactis 21 ab 52a 4.17b
A. radioresistens 23a 56.52 a 485a
Control 18b 46.03 b 352¢

" = letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos (Tukey, p< 0.05).

El cebado de semillas con inéculos bacterianos beneficiosos es una alternativa prometedora para
mejorar la tasa de germinacién de las semillas y el crecimiento temprano de las plantulas, lo cual
repercute en gran medida en el rendimiento de los cultivos. Los resultados de este experimento
nos muestran que el uso de las RPCV mejoré el crecimiento, biomasa y rendimiento de las plantas
de pepino.

Resultados similares reportaron Lastochkina et al. (2020) en el cultivo de trigo, donde el cebado de
las semillas con Bacillus subtilis mejoré el crecimiento temprano de las plantulas en condiciones
de crecimiento estandar y estrés por sequia. Miljakovi# et al. (2022) evaluaron el cebado de
semillas de soja con Bradyrhizobium japonicum y Bacillus megaterium e indicaron que se mejoraron
significativamente el porcentaje de germinacion, longitud de brote, longitud de raiz, peso seco de
raiz e indice de vigor de las plantulas.

Se ha informado que el solo hidratar a las semillas antes de la siembra reactiva el metabolismo y
se inicia el proceso de germinacion, ahora el tratar a las semillas con cepas bacterianas permite
el ingreso de los microorganismos a través de la testa, lo que desencadena diferentes respuestas
mediadas por los microorganismos (Fiodor et al., 2023).

Estas respuestas incluyen un aumento de la velocidad de germinacién y un crecimiento temprano
superior de las plantulas, desencadenado principalmente por las hormonas (auxinas, citoquininas
y giberelinas) producidas por los microorganismos, lo que aumenta la divisién y elongacién celular
(Pérez-Garcia et al., 2023). Esta practica del biocebado ocasiona efectos tan marcados que se
ven reflejados en mejores rendimientos de los cultivos, a pesar de solo realizar las aplicaciones
en las semillas.

En el experimento también se aplicaron las RPCV en forma de drench, lo cual pudo haber
potencializado el efecto. Estos microorganismos al actuar en la rizosfera son capaces de mejorar la
solubilizacién y asimilacion de nutrientes como el N, P, K, Zny Fe, nutrientes clave en el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Mahmud et al., 2020; Nitu et al., 2020; Rawat et al., 2021). Las plantas
al actuar en simbiosis con estos microorganismos les proporcionan diferentes exudados (azUlcares,
aminoacidos y acidos organicos) que ayudan a mejorar la actividad y diversidad microbiana del
suelo (Lei et al., 2023).

Las bacterias del género Pseudomonas tienen capacidad para fijar N,, son productoras de
antibioticos, auxinas, sideroforos, enzimas celuloliticas, acidos organicos para la solubilizacion de
fésforo y promocion de la resistencia sistémica inducida contra fitopatdégenos, lo cual las hace
idoneas en la produccién agricola ya sea para el biocontrol o la biofertilizacién (Sanchez Cariillo
y Guerra Ramirez, 2022).

Las bacterias del género Sinorhizobium fijan N,, son productoras de sideréforos, de
hormonas, solubilizadoras de P y tienen actividad antagonista y desaminasa (Toro Ipanaqué et
al., 2020). Las bacterias del género Acinetobacter son capaces de fijar N,, solubilizar P y S,
producir sideréforos y hormonas y mejorar la disponibilidad de magnesio (Mg) para las plantas
(Ramirez-Carifio et al., 2023).
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Compuestos bioactivos y proteinas solubles de los frutos

Los compuestos bioactivos fueron incrementados en los frutos con el uso de las RPCV (Figura 1).
Para fenoles, flavonoides y acido ascorbico, P. paralactis fue la cepa que mejord en mayor medida
su acumulacion, con incrementos de 47.8, 55.5 y 133.9%, respectivamente, en comparacion con
el control. La capacidad antioxidante se aumentd con P. paralactis y S. meliloti en 19.1 y 35.3%,
respectivamente, comparados con el control. Las proteinas solubles se incrementaron con P.
paralactis y S. meliloti en 37.16 y 55.4%, respectivamente, en comparacion con el control (Figura 2).

Figura 1. Compuestos bioactivos en los frutos de pepino. Letras diferentes indican diferencia significativa
entre tratamientos (Tukey, p< 0.05).

Figura 2. Proteinas solubles en los frutos de pepino. Letras diferentes indican diferencia significativa
entre tratamientos (Tukey, p< 0.05).
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Los resultados del presente estudio muestran que el uso de las cepas bacterianas mejoré
la acumulacion de compuestos bioactivos en los frutos de pepino. Resultados similares
muestran Pérez-Garcia et al. (2023) con las mismas cepas utilizadas en este
experimento, donde encontraron un aumento de fenoles totales, flavonoides y capacidad
antioxidante en plantulas de pepino.

El biocebado al ser una técnica utilizada en las semillas antes de la siembra, provoca un
cambio radical en las semillas que involucra una modificacién metabdlica que puede mejorar la
germinacion, el crecimiento y rendimiento de las plantas (Rajendra Prasad et al., 2020). Estos
cambios metabdlicos involucran una mayor sintesis de metabolitos primarios (&cidos nucleicos,
carbohidratos y lipidos) y secundarios (compuestos fendlicos, &cidos ascorbicos y glutation
reducido) por accién del eustrés provocado por los microorganismos (Chakraborti et al., 2022).

Este eustrés o estrés positivo provoca en las plantas incrementos en los niveles de
antioxidantes, esto sin perjudicar los rendimientos y en algunos casos como el de este
estudio los incrementa significativamente. Cuando los microorganismos ingresan a las
semillas a través de la testa, provocan un aumento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ERO) a niveles tolerantes para las plantas; sin embargo, estas ERO actdan como
moléculas de sefializacion e inducen la sintesis de los antioxidantes, esto para su posterior
reduccién y homeostasis metabdlica (Irshad et al., 2023).

La aplicacién via drench provoca otras respuestas en comparacion con el cebado, las cuales se
relacionan con una mejora en las propiedades biolégicas, fisicas y quimicas del suelo por accién de
las RPCV (Orozco-Mosqueda et al., 2021). Estas mejoras aumentan la disponibilidad de nutrientes
para las plantas, se liberan fitohormonas de crecimiento y se protege el sistema radicular del ataque
de patégenos, lo cual trae aumentos de calidad nutricional y de compuestos bioactivos (Gomez-
Godinez et al., 2023; Shao et al., 2023).

Conclusiones

El biocebado y drench con RPCV mejoré los parametros de crecimiento de las plantas y rendimiento
y compuestos bioactivos de los frutos de pepino, esto principalmente porque las RPCV a través de
diferentes mecanismos modulan positivamente procesos fisiol6gicos y metabdlicos que dan mejora
a las variables antes mencionadas.

Este tipo de bioestimulacién modula la fisiologia de los fotosistemas al incrementar la absorcién
cuantica y flujo de energia en las plantas. Al mejorar estos aspectos relacionados con el proceso
fotosintético se aumenta la produccion de fotoasimilados y por lo tanto los rendimientos y calidad
de los productos cosechados. Por esta razén, seria adecuado en experimentos posteriores
realizar analisis relacionados con el proceso fotosintético como la concentracion de pigmentos y
la expresién de genes de estos.
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