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Resumen

Cada vez es de mayor importancia la sostenibilidad ambiental y en el caso de la agricultura
se busca que los recursos sean econdmicamente sostenibles maximizando produccién y
minimizando costos. Entre las opciones actuales, los biofertilizantes han tomado relevancia al
ser una alternativa prometedora al mejorar la nutricion de las plantas y reforzar defensas con
el uso de microorganismos benéficos de la rizosfera. Aunque la produccién de biofertilizantes
tradicionalmente se centra en la seleccion, caracterizacion y formulacién de aislamientos
individuales (cepas) con los rasgos deseados para promover el crecimiento de las plantas, la
evidencia sugiere que los bioinoculantes aumentan la eficacia cuando se utilizan comunidades
microbianas (consorcios). El objetivo de este trabajo se centré6 en evaluar el potencial
biotecnolégico de un consorcio microbiano obtenido del sureste Coahuilense, identificado via
secuenciacion masiva del gen 16SrARN y el gen 18SrARN conformado principalmente por los
géneros de levaduras Meyerozyma spp., Debaryomyces spp. y Kurtzmaniella spp.; asi como,
bacterias del género Bacillus. La evaluacién como biofertilizante se realizé con tres formulados,
medio de cultivo con consorcio [Med+C]y dos alternativos, melaza con consorcio y medio de cultivo
mas melaza con consorcio [Mel+C y Med+Mel+C], se evaluaron en condiciones de invernadero
en Spinacea oleracea (espinaca) teniendo ademas un control (agua) y un producto comercial
como tratamientos. Obteniendo que la aplicacion de los diferentes formulados, en particular Med
+C tiende a incrementar las variables agrondmicas del cultivo (altura, diametro de tallo, largo
y ancho de hoja, peso freso y peso seco) y la cantidad de minerales (Fe, K y Cu) respecto al
tratamiento control. Los resultados obtenidos indican que la aplicacién de consorcios microbianos,
logran reducir de manera significativa el uso de fertilizantes quimicos.
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Introduccion

La sostenibilidad ambiental ha cobrado importancia, sobre todo en la agricultura, con recursos
econdmicamente sostenibles maximizando produccién y minimizando costos. Entre las opciones
gue se tienen actualmente, los biofertilizantes han tomado relevancia, ya que incluyen
microorganismos vivos y productos quimicos que regulan el crecimiento de las plantas y aportan
beneficios al suelo, lo que hace que sean cada vez mas reconocidos (Ding et al., 2024). Una
alternativa prometedora para mejorar la nutricion de las plantas y reforzar sus defensas es el uso
de microorganismos benéficos de la rizosfera, como las ‘rizobacterias y hongos promotores del
crecimiento de las plantas” (Sevillano-Cano, 2024).

Debido principalmente a sus variados mecanismos de accién y a que son de menor riesgo a la
salud y al ambiente. Incluso, el utilizar biofertilizantes mejora las condiciones del suelo y aumenta
la capacidad de proporcionar nutrientes, con gran impacto en el crecimiento de las plantas y la
produccion de cultivos (Mashatleh et al., 2024). Sin duda, una doble ventaja con la aplicacién
de inoculantes microbianos al suelo, es primero, aumentan las ventajas directas al cultivo en
nutricién, y en segunda, ayudar a la salud y recuperacion de suelos (Bhattacharyya y Jha, 2012).
Por otro lado, la coinoculacién (planta-microorganismos) ha demostrado estimular el crecimiento,
nodulacién y fijacion de nitrégeno en plantas (Muthusamy et al., 2023).

Aun cuando es bien conocido el papel y laimportancia que juegan estos microorganismos, y la gran
diversidad que se puede encontrar en el suelo y con caracteristicas de interés; hay apenas unos
pocos microrganismos que se utilizan y comercializan como biofertilizantes, apenas ~50 cepas
funcionales que se aplican en la agricultura (Pirtila et al., 2021).

En la produccion de biofertilizantes tradicionalmente se destaca la seleccidn, aislamiento
y caracterizacion de especies microbianas, también conocidos como bioinoculantes, con
caracteristicas que promuevan entre otras, un mayor crecimiento de las plantas, sin embargo, hay
evidencia que sugiere un aumento en la eficacia del bioinoculante cuando esta compuesto de varios
microorganismos en lugar de especies individuales (Hernandez-Alvarez et al., 2023).

Esto Ultimo es interesante ya que, una de las principales causas de tener pocas cepas funcionales,
es la complejidad en el aislamiento y caracterizacion individual, por lo que, un consorcio puede ser
una alternativa eficiente, incluso tomando en cuenta la sinergia producida en un consorcio derivado
de los diferentes mecanismos de accion en los microorganismos presentes, a veces superpuestos
a los mecanismos de proteccion de las plantas (Vassilev et al., 2006).

El uso de biofertilizantes conformados por consorcios microbianos de mdltiples caracteristicas
ofrece una gran oportunidad, ya que tales consorcios pueden proporcionar beneficios a los cultivos,
entre otros incluyen mayor absorcion de nutrientes, resistencia a enfermedades y tolerancia al
estrés (Yadav y Yadav, 2024). El objetivo del trabajo fue evaluar el potencial biofertilizante en
pruebas en invernadero, de un consorcio obtenido del suelo en el sureste de Coahuila.

Materiales y métodos

Aislamiento: se colectaron muestras de raiz del cultivo de tomate que se desarrollé en suelo
calcareo de General Cepeda, Coahuila cuyas coordenadas son, 25° 32’ 00" latitud norte 102°
32’ 00" longitud oeste, realizando el aislamiento por el método de diluciones seriadas y recuento
en placa (Hoben y Somasegaran, 1982). Los consorcios aislados corresponden al laboratorio
de microbiologia horticola del Departamento de Horticultura en la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN).

Condiciones de cultivo y caracterizaciéon molecular. La muestra del consorcio utilizado se hizo
crecer en matraces Erlenmeyer de 500 ml con medio Rennie modificado (Rennie, 1981), con
temperatura controlada a 28 °C, agitacién orbital a 120 rpm por 48 h. Para conocer la diversidad
de especies y correlacionar con su papel en el consorcio microbiano se realizé un analisis de
taxonomia metagendmica; por tanto, la extraccion de ADN se obtuvo mediante el Kit DNeasy
PowerSoil (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Posteriormente la muestra fue amplificada por PCR con los primers universales para genes
ribosomales 16SrRNA, 27F; AGAGTTTGATCCTGGCTCAG y 1492R; GGTTACCTTGTTACGACTT)
y 18SrRNA (18SF; AACCTGGTTGATCCTGCCAGT y 18SR; TTGATCCTTCTGCAGGTTCACC). Los
amplicones obtenidos se purificaron mediante QlIAquick® PCR Purification Kit de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad de amplicones obtenidos fueron determinados
mediante su concentracién y pureza, usando un NanoDrop One( (Thermo), visualizados en un gel de
agarosa al 1%, TBE 0.5x.

La secuenciacién y analisis de diversidad taxondmica se realiz6 con via secuenciacién Oxford
Nanopore en Secoya Labs SC, CdMx. Tratamientos. El consorcio utilizado como biofertilizante, se
crecio en tres formulados, medio de cultivo Rennie modificado (Med+C) y dos medios alternativos:
melaza (Mel+C) y medio de cultivo+melaza (Med+Mel+C). Los crecimientos obtenidos se utilizaron
en los experimentos de invernadero.

Se usé el cultivo de espinaca (Spinacea oleracea L.), al que se aplicaron 6 ml L-1 con 6.3 x1010
UFC ml-1 de biofertilizante. Estas dosis se establecieron con experimentacién previa de los
formulados en priming (imbibicién durante 24 h), en semillas. Ademés de los tres formulados, se
utilizé un tratamiento comercial (Inobac, BioJal®) y un tratamiento control sélo agua.

Experimentacion en campo. Fue realizado durante los meses de abril a junio de 2023, el
experimento se establecié en un invernadero de tipo tunel con pared humeda y con cubierta de
polietileno, en el Departamento de Horticultura de la UAAAN, ubicada en localidad Buenavista, al sur
del Municipio de Saltillo, en el estado de Coahuila de Zaragoza, México, cuyas coordenadas
geograficas son 25° 21’ 20.79” latitud norte y 101° 1’ 52.87” longitud oeste a una altitud de 1 779 m.

Se establecid un cultivo de espinaca (HortaFlor, Rancho Los Molinos, % germinacion 92%) con
siembra directa en suelo en surcos con previo agregado de composta, y un sistema de riego por
goteo con 10 cm de distanciamiento entre goteros. Se realizdé un priming (24 h) de las semillas con
cada tratamiento previo a su siembra directa y dos aplicaciones de los tratamientos a los 15y a los
30 dias después de la emergencia de las plantulas, mediante aplicacion via drench.

Muestreo de variables agrondmicas Todas las variables agrondmicas se obtuvieron mediante
medicion manual con flexémetro (Truper 3 m) y con vernier analogo (Scienceware(). Para la toma de
datos de ancho y largo de hoja se eligié la primera hoja adulta de la base de la planta que no
presentara dafios y en la misma posicion para todas las unidades experimentales. En el caso del
peso fresco y peso seco se obtuvieron con una balanza gravimétrica (Ohaus() y el porcentaje de
humedad por diferencia de estas dos medidas.

Analisis elemental y mineral. La biomasa obtenida de los diferentes experimentos se utilizd para
realizar el analisis del contenido elemental carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) nitrégeno y
azufre. La cual se midid6 en un analizador elemental (Elemental Analyzer Flash 2000, Thermo
Scientific() utilizando metionina como estandar. Cada muestra fue secada y pulverizada para pesar
de 2 a 4 ug de biomasa.

El porcentaje relativo de oxigeno fue calculado por diferencia del porcentaje relativo de CHNS
(Kumar, 2014). El analisis mineral de los contenidos de K, Mg, Cu, Fe y Zn en el tejido de las hojas
de espinaca se evaluaron en las muestras secas, molidas, con homogenizacion de tamafo de
particula y digeridas con HCI 1:1 aforados a 50 ml (Kavanagh, 1981), para analizarlas con un
espectrofotometro de absorcidon atomica (GBC, Scientific Equipment(), calibrado mediante curvas
estandar para cada mineral evaluado.

Analisis estadistico

Se uso6 un disefio de bloques completos al azar. Debido a una observacién previa de normalidad de
los datos obtenidos, mediante una prueba Shapiro Wilks, se opté por realizar el analisis de datos de
las variables agronémicas mediante la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal Wallis con
analisis post hoc con un nivel de significancia estadistica de p< 0.05. Las pruebas anteriores y el
anadlisis de componentes principales para establecer la relacion de variables con tratamientos, se
realizd con ayuda del software Infostat versién 2020. El estudio de las variables minerales, con
graficos de correlacion de Pearson se obtuvo con software Minitab 19 Statistical Software.
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Resultados y discusion

Identificacion metagendmica. Con los amplicones obtenidos se realizé un analisis de taxonomia
metagendmica del consorcio. El analisis de diversidad de especies presentes en el consorcio
utilizado, indica que algunas de las especies méas representativas por su abundancia ya han sido
reportadas en trabajos previos por promover el crecimiento de plantas (Robas-Mora et al., 2022).

Entre las especies que reporta el analisis metagendmico se destacan Meyerozyma guillermondii;
M. athensensis; M. caribbica; M. smithsonii y M. carpophila, Debaryomyces udenii; D. mycophilus
y D. hansenii; ademéas de la especie Kurtzmaniella sp. Aunque también cabe destacar la
presencia de organismos del género Bacillus (B. toyonensis y B. mobilis).

Esto implica que el consorcio, aunque en su mayoria esta conformado por levaduras, también
existen bacterias en coexistencia. Aunque en la actualidad los biofertilizantes estan enfocados en
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, hay una iniciativa de explorar diversas lavaduras
con potencial biofertilizante (bioprospeccion). Entre estos microrganismos destacan rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), hongos micorrizicos arbusculares (AMF),
bacterias que ayudan a la micorriza (MHB), entre otros que trabajan juntos en formulaciones de
biofertilizantes en consorcio (Odoh et al., 2020).

El género Meyerozyma guillermondii ha estado relacionado con el mejoramiento en la solubilidad
del fosfato y la productividad mejorada del maiz (Zea mays L.) (Nakayan et al., 2013). En este
sentido de Robador et al. (2023), estudié este género y lo reportaron como agente de control
biologico (ACB) en la induccion de respuestas defensivas en plantas de vid.

Por otro lado, Sevillano-Cano et al. en 2024, reportaron que la especie Debaromyces hansenii no
s6lo mejora la absorcién de nutrientes y estimula el crecimiento de las plantas y el desarrollo de
las flores, sino que también podria amplificar la resistencia sistémica inducida (RSI) en cultivos de
pepino (Cucumis sativus L.), esta especie también es registrada en el consorcio aqui reportado.

Algunas de las caracteristicas que hacen a las levaduras una fuente potencial de biofertilizantes
van desde su capacidad de ser abundantes en suelo, por su metabolismo y ciclo de vida. Las
levaduras son anaerobios facultativos que se reproducen por gemacion o fision celular, lo que les
permitié adaptarse a una gran diversidad de ambientes (Herndndez-Fernandez et al., 2021).

Las levaduras tienen gran potencial como promotoras del crecimiento de las plantas, en
suelos son importantes para los procesos relacionados con las transformaciones de
nutrientes y el mantenimiento de la estructura, ya que mejoran la estabilidad de los agregados
del suelo, lo que afecta la capacidad de retencién de agua y la fertilidad del sustrato (Botha,
2011). Por otro lado, se ha reportado la capacidad de algunas levaduras de producir acido
indol-3-acético, amonio, poliaminas, asi como la capacidad de solubilizacién de fosfato de
calcio y 6xido de zinc (Fu et al., 2016).

Entre las especies encontradas del género Bacillus, destaca B. toyonensis la cual tiene potencial
para producir varios antimicrobianos, lo que le hace potencialmente Util para el desarrollo de nuevas
estrategias de control de enfermedades microbianas en plantas (Luo et al., 2021). Asi también
se encontré la presencia de Bacillus mobilis que es una bacteria endéfita que se ha reportado
con actividad antifungica contra especies patégenas de Botryosphaeriaceae (Romero-Cuadrado
et al., 2024). De esta forma, se puede inferir que estos microorganismos, aunque en menor
medida, también tienen potencial como biopesticidas.

Pruebas en campo. Un factor determinante en el proceso de seleccion o bioprospeccion de
microorganismos prometedores para su uso como biofertilizante son las pruebas en cultivos en
campo, especialmente en las variables agrondmicas, que son los aspectos mas visibles para
el usuario final. En este caso (Cuadro 1), se observo que, aunque no se presentan diferencias
estadisticamente significativas para todas las variables, existe una tendencia a obtener valores
mayores en los tratamientos donde se encuentra incluido el consorcio.
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Cuadro 1. Resultados estadisticos mediante prueba de Kruskal Wallis de las variables agronémicas evaluadas
en Spinacea oleracea (espinaca).

Tratamiento Altura(cm) Diametro de Largo de Ancho de Peso fresco (g) Pesoseco(g) Humedad (%)
tallo (cm) hoja (cm) hoja (cm)

Mediana DE Mediana DE Mediana DE Mediana DE Mediana DE Mediana DE Mediana DE

Mel+C 32 1.79 43 0.61 19 3.16 14 1.94 303.34"® 59.09 17.01"®* 4.04 9407 0.89

Med 34 3.74 3.9 0.74 18 3.27 13 3.3 218.29°° 6759 11.34° 549 9481 0091
+Mel+C

Med+C 30 4.9 4.8 0.79 21 4.19 13 292 33452% 739 2268" 4.28 93.22 2.11
Comercial 30 5.67 4.4 0.66 19 4.88 12 142 175.77° 67.65 11.34° 5.07 93.75 1.84
Testigo 32 4.24 3.9 0.72 17 2.95 11 2 280.66"° 123.75 17.01° 9.74 94.17 1.44
H-valor 4.68 8.46 2.73 4.81 13.4 12.14 6.55
p-valor 0.3125 0.0748 0.5989 0.2967 0.0095 0.0149 0.1613

Tratamientos. mel+C (melazat+consorcio), med+mel+C (medio+melazatconsorcio) med+C (medio+consorcio);
comercial (Inobac, BioJA ®), testigo (agua). “®Y° = representan diferencias significativas mediante la comparacion
Kruskal-Wallis (p< 0.05); DE= desviacion estandar; H-valor= vaor Chi-cuadrada de Kruskal-Wallis.

Especialmente las variables de PS y PF son las que se ven mayormente beneficiadas, con
medianas mas altas con respecto al tratamiento control, especialmente en el tratamiento Med+C.
Los resultados de campo son mayores en varias de las variables agronémicas comparadas con
estudios similares (Shafeek et al., 2021; Safdar et al., 2022).

Correlacion de variables y tratamientos. Se realiz6 un gréfico biplot (Figura 1) con el resultado de
un andlisis de componentes principales, con la suma de CP1y CP2, para examinar la interrelacion
entre las variables agrondmicas y los tratamientos tienen un rango de 90.5%, lo que implica que
se representa ese porcentaje de la informacion.
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Figura 1. Componentes principales de CP1y CP2, usando las variables agronémicas y como tratamientos los
formulados Med+C, Mel+C, Med+Mel+C, comercial y testigo (agua).

Cuando el angulo entre los vectores en la figura es <90°, hay una relacion positiva; si es >90°,
hay una relacidn negativa y si el &ngulo entre los vectores es 90°, no hay una relacion significativa
(Seymen, 2021), la altura y largo de hoja tienen poca relacion entre variables, pero en cambio las
variables peso seco y peso fresco, ancho de hoja al considerar la amplitud de los angulos entre si
y su cercania en el cuadrante estdn mas asociadas a los tratamientos de Mel+C y Med+C.

Analisis elemental y formula empirica de la biomasa. Al realizar el analisis elemental de la biomasa
de espinaca, obtenida por triplicado de los diferentes tratamientos (Cuadro 2) se obtuvieron valores
>30% de carbono para todos los tratamientos, lo que corresponde a lo descrito por Méndez
et al. (2023), explicando que las especies de biomasa herbacea presentan menor
contenido de carbono que las de biomasa lefiosa, lo que corresponde con la espinaca al tratarse
de una especie herbéacea.
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Cuadro 2. Analisis elemental de la biomasa de Spinacea oleracea en la cosecha, dado en porcentaje de peso de
biomasa seca (DW) y expresado en los diferentes formulados aplicados.
Biomasa de Andlisis elemental (%) DW Formula Relacién C/N
Spinacea c H o) N IS empirica de
oleracea en la biomasa
formulado
Med+C 32.23 4.33 58.67 4.2 0.57  CHi60:01367No110S0006 767
Mel+C 32.6 4.36 58.15 4.35 0.35  CHise501341N0114S0006 7.5
Med+Mel+C 30.99 417 60.12 4.24 0.49  CHy0501458N0117S0005s  7.31
Comercial 32.13 4.29 58.79 4.46 0.32  CHys0001376No116S000s 7.2
Testigo (agua) 31.77 4.27 59.35 4.2 0.41 CH1.60001.406N0.113S0.004 7.56
EE 1.17 0.15 1.63 0.3 0.13
Tratamientos= mel+C (melazat+consorcio), med+mel+C (medio+melazatconsorcio) med+C (medio+consorcio);
comercial (Inobac, bioJal ®), testigo (agua). EE= error estandar.

Entre los resultados a destacar, también se encuentra el azufre (S) ya que este es un elemento
gue debe ser agregado en la nutricidn, la mayor cantidad se presenta en el tratamiento Med+C, lo
gue implica una mayor absorcion de este nutriente, el azufre es imprescindible para las proteinas
que requieren las plantas, como parte de su estructura (Milera-Rodriguez et al., 2024).

La férmula molecular de la biomasa de S. oleracea se determin6 con base en el porcentaje relativo
de C, H, Oy N, de acuerdo con férmulas descritas por Kumar (2014). De igual forma, la relacién C/N
(que puede asociarse con la eficiencia del uso de nitrégeno) presenta valores #7.2, recordemos que
entre mas bajo sea este valor C/N implica que la planta usa el nitrégeno disponible para priorizar
su crecimiento, especialmente esto es congruente con especies herbaceas que le da prioridad a la
formacién de proteinas, especialmente las que intervienen en la fotosintesis (Zhang et al., 2020).

Andlisis de correlacion entre minerales. El aporte de minerales en la fertilizacion es un aspecto
importante que influye de forma significativa en alcanzar mejores rendimientos (Coraspe-Leon,
2009). Sin embargo, el comprender como se correlacionan entre si en la planta también es de suma
importancia, especialmente al explicar la forma en la que interviene el microbioma para la absorcion
de nutrientes tanto los presentes naturalmente en el suelo como los utilizados en la nutricion.

En los correlogramas presentados (Figura 2A, 2B, 2C, 2D y 2E), puede analizarse de una mejor
forma la correlacién presente entre nutrientes, y aunque correlacién no implica necesariamente
causalidad, sirve como un acercamiento entre los nutrientes que la planta ha obtenido a través
de su ciclo de vida. Influenciados seguramente por la biofertilizacion, al comparar respecto al
tratamiento testigo, se puede notar especialmente la interaccion del oxigeno con otros elementos,
ya que pueden formar 6xidos de diferentes tipos que pueden intervenir en el desarrollo de la planta,
como el caso de Cu, donde su Unica correlacion positiva se presenta en el control.
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Figura 2A, 2B, 2C, 2D y 2E. Correlacion entre elementos de importancia (C, H, O, N, S, Fe, Cu, Ky Mg), para cada
tratamiento evaluado (Med+C, Mel+C, Med+Mel+C, comercial y testigo).

Si bien, usar mezclas de microorganismos con potencial biofertilizante como Bacillus
amyloliquefacien, Nostoc mucorum y Saccharomyces cerevisiae (Omer et al., 2023) se han
obtenido mejoras en las estructuras histolégicas de las plantas; lo que demuestra la capacidad de
trabajar en conjunto para los diferentes microorganismos presentes en un consorcio.
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También se han reportado las especies: Meyerozyma guilliermondii, Debaryomyces hansenii
y Rhodotorula mucilaginosa, con la capacidad de produccién de AIA, solubilizacion de zinc,
produccion de NH;, catalasa, proteasa y solubilizacion de fésforo (Bilek et al., 2020). Especialmente
las levaduras del género Meyerozyma que son capaces de sintetizar compuestos inddlicos y
probablemente tengan la capacidad para la produccion de sider6foros (De Lima et al., 2022), los
cuales estan especialmente implicados en la absorcion del Fe, Cuy Zn.

Conclusiones

El emplear consorcios de microorganismos es una forma de potencializar la efectividad de un
biofertilizante, especialmente cuando estos tienen variadas funciones. En esta investigacion, se
utilizé un consorcio de una region donde las condiciones ambientales son principalmente adversas
debido a temperaturas extremas y baja precipitacion, caracteristicas del sureste coahuilense, y que
ademas esté conformado de levaduras y bacterias, donde las primeras tienen un efecto importante
al proveer de CO, necesario a la planta, asi como de ayudar a la asimilaciéon de nutrientes, como
los minerales presentados (especialmente Zinc, Cu y Fe).

Seguramente por la presencia de sideréforos; y que en el caso de especies de bacterias obtenidas
en el muestreo pueden ser complementarias al ser antagonistas con varios microorganismos
fitopatdogenos (se sugiere andlisis posteriores para evaluar esta capacidad), ayuda ademas
a enriquecer la microbiota natural del suelo, debido a principalmente se estan utilizando
microorganismos aislados de la misma region. De igual forma, al probar los diferentes formulados,
se puede concluir que estos también tienen un papel importante en la aplicacion en campo, ademas
de su crecimiento en laboratorio.

Aunque el medio de cultivo mas el consorcio [Med+C] parece ser el mejor tratamiento respecto a
las diferentes variables evaluadas, debemos puntualizar que los otros tratamientos de formulados
también tienen un impacto positivo en las plantas, ademas que la intencién de utilizar otros medios
de crecimiento para los microrganismos se planted para que la produccion a mayor escala sea
mas facil y asequible. Aunque todavia queda trabajo por realizar, estos hallazgos convierten a este
consorcio microbiano en un candidato prometedor para su uso en la gestién integrada de cultivos
sostenible y respetuosa con el medio ambiente.
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