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Resumen

Para cumplir las necesidades de produccidn, el cultivo de frambuesa requiere de altas dosis
de insumos agricolas para una adecuada nutricion, control de fitopatégenos y organismos
no deseados, con muy poca integracion de bioinsumos, tales como el uso de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (RPCV). Las RPCV solubilizan el fosforo que se
encuentra en formas poco disponibles, fijar nitrégeno atmosférico, estimular la sintesis de
hormonas de crecimiento o controlan fitopatdgenos, entre otras actividades benéficas. Sin
embargo, pese a que se aplican RPCV, su uso es llevado de forma empirica sin evaluacion
de su eficiencia. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una cepa local de
Bacillus subtilis (GOS 01 B-67748) sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas de
frambuesa variedad “Evita” de un cultivo con manejo convencional, ubicado en la region
de Zamora, Michoacan, con 2 tratamientos y 4 repeticiones, el tratamiento 1 con
inoculacion de B. subtilis GOS 01 B-67748 y un testigo sin inoculacion de la bacteria.. La
bacteria se aplico cada 15 dias en el sistema radical de frambuesa. En plantas tratadas con
B. subtilis hubo mayor nimero de cafias (29+6), yemas productoras (9.5+1.4), area foliar
(70 cmz2.7), clorofila (43 Unidades SPAD+3.7) que el tratamiento control (sin bacteria). El
100% de las raices fueron colonizadas por bacterias del género Bacillus spp., en los
tratamientos con GOS 01 B 67748 y se presentd menor incidencia de hongos fitopatdgenos
Aspergillus sp. y Penicillium sp., en contraste con el testigo que present6 ausencia total de
bacterias del género Bacillus y mayor incidencia de Botrytis sp., Colletotrichum sp.,
Rhizopus sp., Alternaria sp., Fusarium sp., Cladosporium sp., Phytopthora sp., Penicillium
sp., Aspergillus sp. Adicionalmente B. subtilis disminuy6 el pH (7.4) respecto al testigo
(7.6) sin bacteria y la CE (0.83 uS/cm) del suelo respecto a las condiciones iniciales (pH
7.06 y CE 1.77 uS/cm) del cultivo y en tejido vegetal logro incrementar la cantidad de
hierro (173 ppm7.25) y manganeso (414 ppm+85) presentes en las hojas.

Palabras clave. Bacillus subtilis, Rubus Idaeus L, agricultura, biofertilizantes, bacterias

promotoras de crecimiento vegetal



Abstract

To meet the production needs, the raspberry crop requires high doses of agricultural inputs
for adequate nutrition, control of phytopathogens and unwanted organisms, with very little
integration of bio-inputs, such as the use of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR).
The PGPR solubilize phosphorus found in little available forms, fix atmospheric nitrogen,
stimulate the synthesis of growth hormones or control phytopathogens, among other
beneficial activities. However, despite the application of PGPR, its use is carried out
empirically without evaluation of its efficiency. The objective of this work was to evaluate
the effect of inoculation with a local strain of Bacillus subtilis (GOS 01 B-67748) on the
growth and development of raspberry plants variety “Evita” from a cultivation with
conventional management, located in the region of Zamora Michoacan, whit 2 tratments
and 4 repetitions, treatment 1 wit inoculation of B. subtilis GOS 01 B-67748 and a control
without inoculation of the bacteria. The bacterium was applied (1X10'? CFU / ml) every 15
days in the root system of a raspberry crop (with conventional management). In plants
treated with B. subtilis there was a greater number of canes (29 + 6), producing buds (9.5 +
1.4), leaf area (70 cm % 2.7), chlorophyll (43 SPAD Units + 3.7). 100% of the roots were
colonized by bacteria of the genus Bacillus spp, in the treatments with GOS 01 B 67748
and there was a lower incidence of phytopathogenic fungi Aspergillus sp and Penicillium
sp, in contrast to the control that presented a total absence of bacteria of the Bacillus genus
and higher incidence of Botrytis sp., Colletotrichum sp., Rhizopus sp., Alternaria sp.,
Fusarium sp., Cladosporium sp., Phytopthora sp., Penicillium sp., Aspergillus sp).
Additionally, B. subtilis decreased the pH (7.4) whit respect to the control (7.6) and the EC
(0.83 puS / cm) of the soil, with respect to the initial conditions (pH 7.06 and EC 1.77 puS /
cm) of the culture and in plant tissue it managed to increase the amount of iron (173 ppm £

7.25) and manganese (414 ppm + 85) present in the leaves.

Keywords: Bacillus subtilis, Rubus ldaeus L, agriculture, biofertilizers, plant growth

promoting bacteria.
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1. Introduccion

La produccién de frambuesa (Rubus ldaeus L) demanda una amplia necesidad de
nutrimentos y proteccion contra enfermedades durante su ciclo vegetativo lo cual genera un
consumo excesivo de insumos quimicos para obtener los rendimientos (=18 ton/ha) (SIAP,
2018) y calidad requeridos por los productores y consumidores (Neilsen et al., 2017,
Piechowicz et al., 2018). Sin embargo, el uso indiscriminado de fertilizantes sintéticos,
genera repercusiones negativas de cardcter economico, dado que eleva los costos de
produccion (Jara-Pefia et al., 2003); de caracter ambiental, contamina y atenta contra la
biodiversidad y de caracter social, porque puede dafar la salud de los consumidores (Patle
et al., 2020). Recientemente, nuevas biotecnologias permiten aumentar la productividad de
los cultivos a la par de disminuir las dosis de fertilizante quimico aplicado (Boetto et al.,
2016). Una de ellas es la incorporacion de microorganismos benéficos para mejorar las
condiciones del cultivo, debido a la relacion simbidtica mutualista que establecen con la

planta (Moreno-Reséndez et al., 2018).

La micro y macrofauna del suelo juegan un papel fundamental tanto para el reciclaje de los
nutrimentos como para el desarrollo éptimo de las plantas (Arana, 2015), la fertilidad del
suelo y la salud de la planta (Satyaprakash et al., 2017). Los exudados que las plantas
excretan a través de la raiz que ingresan al suelo, son aprovechados por los
microorganismos que se encuentran en la rizosfera, los cuales pueden ejercer efectos
positivos en la planta, de esta manera se genera una relacion simbiotica mutualista donde
ambos organismos resultan beneficiados (Montiel et al.,2017). El suelo rizosférico posee
una amplia diversidad de microorganismos entre estos se encuentran las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (RPCV), por mecanismos directos o indirectos,
benefician a las plantas (Kumar et al., 2015). B subtilis es una rizobacteria que puede
promover el crecimiento vegetal y tener un efecto antagonico sobre los fitopatdgenos
debido a que puede producir antibioticos y enzimas liticas, ademéas de nitrdgeno organico
(Khabaz et al., 2015). La capacidad de esporulacion de B. subtilis y la multiplicidad en los
mecanismos de la bacteria que promueven el crecimiento vegetal hace que este pueda ser

considerada como uno de los mejores inoculantes microbianos (Kashyap et al., 2019).



En estudios anteriores, se demostro la eficiencia promotora de crecimiento vegetativo de B.
subtilis debido a sus caracteristicas, es una bacteria capaz de adaptarse a temperaturas
extremas, condiciones climéticas adversas, cambios bruscos de temperatura y heladas (-
12.3 °C a -35.5 °C) disminuyendo el impacto negativo del estrés abidtico provocado a
plantas de frambuesa y promoviendo el crecimiento aumentando el nimero de cafias y de
yemas productoras lo cual se ve reflejado en aumento de productividad y rentabilidad del
cultivo (Belyaev et al., 2017).

Las bacterias del género Bacillus tienen capacidad antagoOnica al ser exitosos agentes de
control bioldégico debido a su capacidad para producir compuestos antimicrobianos que
pueden inhibir el crecimiento de fitopatdgenos, facilitar la colonizacién radicular y reforzar
la resistencia sistémica de las plantas; ademas, su aplicacion representa una ventaja ante los
agroquimicos al no atentar contra el ambiente ni la salud de los consumidores debido a su
baja 0 nula toxicidad y alta biodegradabilidad (Falcdo et al.,2014), incluso se ha
introducido como una técnica segura en el tratamiento poscosecha de frutos como
alternativa de control bioldgico de hongos y bacterias (Tunsagool et al., 2019). En un
trabajo realizado por Adesemoye, et al., (2008) en invernadero en cultivo de Okra
(Abelmoschus esculentus), tomate (Solanum lycopersicum), y espinaca (Spinacia oleracea),
la aplicacion de B. subtilis, aumenté el peso seco de hoja de tomate, okra y espinaca
africana. En planta de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Afrodita) B. subtilis promovio
el crecimiento debido a la produccién de auxinas e indujo resistencia sistémica contra
Fusarium oxysporum, ademas redujo la actividad de la principal enzima encargada del

ablandamiento de la membrana celular (Mena Violante, et al., 2007).

Loa metabolitos secundarios 0 moléculas bioactivas de las bacterias del género B. subtilis,
sus son ampliamente utilizadas como alternativas de control biolégico debido a su accion
inhibitoria de fitopatdgenos, alterando la estructura del micelio o formando una barrera
fisica en la superficie de la planta que dificulta la adherencia del patdgeno (Cruz-Martin et
al., 2019).

La FDA (Food and Drug Administration) considera a B. subtilis como una sustancia GRAS
(Generally Recognized as Safe) debido a su baja o nula toxicidad, que no causa efectos
negativos al ser ingerido por organismos, ademas de funcionar como un probio6tico y

mejorar complicaciones intestinales mediante la modificacion de la microbiota,



aumentando y manteniendo la benéfica (Ducray et al., 2020) y de esta manera conferir

beneficios a la salud humana (Hatanaka et al., 2020).

Algunos estudios han indicado que la aplicacion de bioinsumos, con aislados de Bacillus
spp. o Trichoderma spp., disminuye la incidencia de fitopatdgenos causantes de
enfermedades de las plantas transmitidas por el suelo debido a que actia como
biofertilizante y biopesticida y ademds altera la composicion de la microbiota de la
rizésfera en platano, pepino y papa, sin generar un impacto negativo en el ambiente (Wang
et al, 2019). Las bacterias utilizadas como biofertilizante pueden presentar un

comportamiento similar a los agentes de control comerciales (Calvo Garrido et al., 2019).

Los compuestos organicos volatiles producidos por B. subtilis pueden ser utilizados en el
manejo poscosecha para la conservacion de los frutos, debido a que a diferencia de los
compuestos organicos no volatiles, las sustancias antibacteriales o antifingicas pueden ser
absorbidas mas facilmente en estado gaseoso por las plantas en forma de sefiales quimicas;
por ende, estos compuestos pueden servir para el manejo y calidad de frutos postcosecha y
pueden ser implementados como atmoésferas modificadas para una conservacion mas
eficiente y ademas inocua para los consumidores (Zhao et al., 2019).

En las practicas agricolas convencionales en Zamora Michoacan, se incorporan de manera
empirica microorganismos para la promocién de crecimiento sin evaluar su eficiencia y
efecto en el cultivo. Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta a la
inoculacion con una cepa local de Bacillus subtilis (GOS 01 B-67748) de las plantas de

frambuesa de un huerto ubicado en la region de Zamora.



2. Marco teérico

Produccién de Frambuesa en México

En 2017 en México se sembrd una superficie total de 6 649 ha y se cosechd un volumen de
120.2 mil ton de frambuesa de las cuales el 60.1% fue destinado a exportacion (SIAP,
2018). México se ha convertido en uno de los principales productores y exportadores de
frambuesa, principalmente para Estados Unidos de Norteamérica (Cruzat y Barrios, 2016).
De acuerdo a la SIAP y SAGARPA en 2018, los principales estados productores de
frambuesa son: en primer lugar, Jalisco con un total de 56 013 ton, segundo lugar
Michoacan con una produccion de 21 620 ton y en tercero Baja California con 9 965 ton,

cubriendo el total de 99.8% de la produccion nacional de frambuesa.

En la mayoria de los cultivos de frambuesa en Meéxico se aprovecha la capacidad de la
planta de producir nuevos brotes cada temporada o afio lo que evita la siembra continua de
la misma que es costosa, algunas variedades de frambuesa se adaptaron correctamente a las
zonas agricolas de México por su bajo requerimiento de horas frio (Muratalla-Lua et al.,
2013).

La produccion de frambuesa en México ha mantenido un aumento constante durante la
Gltima década por su alto valor nutricional y debido a que la mayoria de la produccién es
destinada a Europa y Estados Unidos de América, lo que requiere de altos niveles de
calidad en el manejo del cultivo, tratamientos de cosecha y pos cosecha (Trujano-Fragoso
etal., 2017).

Las caracteristicas que han permitido un rapido crecimiento productivo y la tasa alta de
comercializacion a nivel mundial de frambuesa son la rentabilidad econdmica, el retorno
rapido de la inversion, la generacion de mano de obra, el mercado destino de exportacion,
su atractivo sensorial, los beneficios a la salud y sus propiedades bioldgicas, por lo anterior
hace que este se considere como un alimento funcional o superalimento y por ende que

tenga un alto valor comercial en el mercado mundial (Gonzalez et al., 2019).



La calidad y cantidad de frutos en los cultivos estd determinada por varios factores entre
ellos la densidad de planta, manejo y fertilizacion del cultivo, lo cual se traduce en
rentabilidad del cultivo, reduccion de gastos, competitividad en el mercado y calidad de

produccion (Zarate et al., 2017).

Frambuesa

La frambuesa (Rubus Idaeus L), es un arbusto perenne originario de regiones templadas del
Norte de Asia y de Europa Oriental; la especie se registrd por primera vez en el monte Ida
Grecia (Morales, et al., 2009). Pertenece la familia de las Rosaceas, que incluye especies
ornamentales y especies frutales de consumo masivo (Skrovankova et al., 2015). El género
Rubus cuenta con 12 subgéneros y aproximadamente de 100 a 750 especies y pertenece al
subgenero de las zarzas y al grupo de las berries pese a que su fruto es una polidrupa y no
una baya (Ochoa et al., 2019).

La planta de frambuesa es semirastrera y puede alcanzar una altura maxima de 2 m, por lo
tanto, requiere de una estructura de soporte para encausar las guias que facilita la cosecha y
disminuye pérdidas por contaminacion y dafos al fruto al evitar que el contacto con el
suelo (Ruiz-Anchondo et al., 2008). Las raices de frambuesa son delgadas y superficiales,
los tallos brotan de estructuras subterraneas que emiten ramas aéreas cada afio con dos afos
de duracién promedio, los tallos son semierectos, de estructura lefiosa y espinosa, de
seccion circular con diametro de 3.5 a 5 mm y el color caracteristico puede variar entre
verde o marrén; el follaje de hojas pinnaticompuestas, foliadas y alternas verdes por el haz
y blanquecinas aterciopeladas por el envés; arbustos con flores hermafroditas en el racimo
terminal blancas o verdosas, con cinco pétalos caducos con estambres y pistilos numerosos,
en cada pistilo se encuentra un ovario que encierra un ovulo en el que se desarrolla una
drupa, es una planta multidrupa de estructura convexa, se caracteriza por tener frutos

pequefios, de forma ovoide y color rojo, con estructura pilosa (Leyva et al., 2017).

Entre las caracteristicas organolépticas del fruto, resulta ser muy aromatico y perfumado, de

sabor principalmente acidulado y jugoso; debido a estas caracteristicas se ha implementado



en la industria alimentaria en jugos, mermeladas, helados, saborizantes entre otros

productos que se comercializan en el mercado (Rubio et al., 2014).

El fruto de frambuesa tiene excelentes caracteristicas nutracelticas que elevan su valor
nutricional, por su limitado aporte calorico y su alto contenido de vitaminas, proteinas,
antocianinas y compuestos fendlicos los cuales tienen propiedades antioxidantes que
reducen los efectos ocasionados por la oxidacion de los radicales libres, que le atribuyen

propiedades anticancerigenas y antidiabéticas (Pamplona, 2003).

Propiedades nutraceuticas de la frambuesa

En la actualidad las demandas de los consumidores son mayores puesto que al consumir un
producto proveniente del campo no solo se interesan por sus caracteristicas organolépticas,

sino en la calidad nutricional e inocuidad en el proceso productivo (Figueroa et al., 2019).

La frambuesa ha sido considerada un alimento funcional, por su alto valor nutricional y
aporte de beneficios a la salud. Algunos compuestos nutricionales de la frambuesa se

mencionan en la Tabla 1.

Tabla 1 Contenido Nutricional de la frambuesa

Nutriente Valor por 100 g de porcion comestible Unidad
Energia 52 Kcal
Agua 85.75 %
Carbohidratos 11.9 %
Fibra Dietética Total 6.5 %
Grasa Total 0.65 %

Proteina 1.20 %



Azlcar 4.42 mg

Vitamina A 33 Mg
Vitamina B-1 32 mg
Vitamina B-2 38 mg
Vitamina B-3 598 mg
Vitamina B-5 329 mg
Vitamina B-6 55 mg
Vitamina B-9 21 Mg

Vitamina C 26.2 mg

Vitamina E 870 mg

Vitamina K 7.8 Mg

Colesterol 0 mg
Calcio 25 mg
Magnesio 22 mg
Sodio 1 mg
Potasio 151 mg
Fosforo 29 mg

(USDA, 2018)

Incluir frutas y vegetales dentro de la dieta, esta estrechamente relacionado a un estilo de
vida saludable y a la disminucion de algunas enfermedades y patologias (Giampieri et al.,
2013), el consumo frambuesa, se relaciona con el retraso de la aparicion de ciertas
enfermedades cronico degenerativas debido a su alto contenido de compuestos fendlicos:

elagitaninos (sanguiina H-6, lambertianina C, sanguiina H-10, potentiina, pedunculagina,



etc.) y conjugados del &cido elagico, antocianos (principalmente derivados de cianidina:
cianidina-3-sofordsido) y flavonoides (quercetol y derivados); polisacaridos que son
reguladores de la expresion génica y celular, ha mostrado actividad antimicrobiana, donde
las bacterias Gram negativas fueron méas susceptibles que las Gram positivas; compuestos
volatiles responsables de su aroma y sabor, caracteristico y muy apreciado (unos 300
componentes volatiles, entre ellos la 4-(4- hidroxifenil) butan-2-ona se considera el mas
importante para definir el sabor tipico de la frambuesa denominado cetona de frambuesa
(Ezzahra Housni et al., 2018).

El aporte de hidratos de carbono y lipidos en la frambuesa es escaso en comparacién con el
contenido de Vitamina C y &cido félico (Rodoni et al., 2017). También, en las hojas de
frambuesa fueron encontrados flavonoides, taninos y acidos fenol carboxilicos, derivados

del queratol, con una actividad antioxidante moderada (Costea et al., 2016).

Compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas

Los compuestos fenolicos forman parte de los metabolitos secundarios de las plantas, su
principal clasificacion es en flavonoides, tocoferoles y acidos fenolicos, que tienen
propiedades antioxidantes, antialergénicas, antiinflamatorias, antidiabéticas, antivirales,
anti ulcerosas y efectos vasodilatadores, los cuales pueden prevenir enfermedades como
cancer, problemas cardiacos, Alzheimer, artritis reumatoides, lesiones de la piel,
desordenes neuroldgicos, entre otros, causados por estrés oxidativo provocado por procesos
celulares internos y agentes ambientales externos (Huyut et al., 2017). La principal fuente
de ingreso de compuestos fendlicos para los seres humanos es la dieta (Alonso et al., 2002).
Entre los compuestos fendlicos encontrados en la frambuesa se encuentra el acido eldgico,
un polifenol que reduce el dafio oxidativo del ADN, lo cual puede prevenir el cancer

(Trujano-Fragoso et al., 2017).

Las antocianinas predominan dentro de los compuestos fendlicos encontrados en la
frambuesa, son encargados de funciones tales como adaptacion a condiciones de estrés,

crecimiento y pigmentacion de los tejidos vegetales, al ser consumidos tienen la capacidad



de neutralizar los radicales libres que provocan oxidacion celular y en la industria se

utilizan como colorantes naturales (Demirbas et al., 2017).

Los flavonoides conforman un grupo de compuestos con estructura polifendlica variable
son metabolitos secundarios de las plantas con una importante aplicacion en la industria
cosmeética, nutraceuticas, farmacéutica y médica, debido a que por sus propiedades otorgan
beneficios a la salud, por su capacidad antioxidante, anticancerigenas, antimutagénica
combinadas con su capacidad como regulador de la actividad enzimatica celular en plantas
animales y bacterias, en las plantas son responsables del pigmento y aroma de las flores y
ademas, actian como un filtro contra los rayos UV; son encontrados en frutas, verduras,
tejidos de las plantas y flores (Takahashi y Ohnishi, 2004) y las protegen de condiciones de
estrés biotico y abiotico, en los frutos atraen polinizadores que a su vez favorecen la

germinacion de semillas y dispersion de esporas (Panche et al., 2016).

Manejo del cultivo de frambuesa

La frambuesa es una planta perenne, la parte aérea tiene un ciclo bienal, es decir, que dura
dos temporadas de crecimiento y un sistema radical que puede durar hasta varios afios, a su
vez los tallos pueden ser manejados como productores anuales o bienales y puede ser
clasificada de acuerdo a su color, origen o etapa de produccion, su estado de floracion
como primocafias que son los tallos que se encuentran en estado vegetativo y floricafas
cuando pasan al estado de floracion (Chile, 2002). Para asegurar la produccion, la densidad
de cafia es un factor determinante para el rendimiento y desarrollo adecuado del cultivo
(Alvarado-Raya et al., 2017).

Las caracteristicas adecuadas para el establecimiento de un huerto de frambuesa de acuerdo
a SAGARPA-SIAP en 2017 son: altitud de 2000 a 3000 msnm, nivel de lluvia de 700 a
1200 mm, climas templados con rangos de temperatura que oscilan de 5 a 20 ° C esenciales
para procesos como floracién, fotosintesis y crecimiento. Preferencia edafolégica por
suelos ricos en materia organica (mayor a 1.5 %) y tendencia ligeramente &cida en rangos
de pH de 5.8 a 6.8, de textura franco arenosa, Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC) de

15 a 30 cmol kg y una conductividad eléctrica menor a 1.5 ds m™ (Morales et al., 2009).



Para el establecimiento del sistema productivo de frambuesa en suelo, se debe realizar
previamente un analisis de fertilidad para analizar el contenido de nutrimentos y materia
orgénica presentes. El contenido de materia organica del suelo debera ser mayor a 3 %,
para favorecer la capacidad de retencion de agua y asegurar el mantenimiento de la
humedad en el suelo. En el cultivo de frambuesa se utiliza acolchado plastico debido a que
favorece el control de malezas. La distancia entre surcos de frambuesa debe ser de minimo

1.8 my entre plantas debe ser de entre 0.6 a 0.9 (Morales et al., 2017).

El método de siembra en el cultivo de frambuesa es la propagacion de raices que consiste
en la siembra de porciones de raices desinfectadas de 10 y 15 cm de longitud y 5mm de
didmetro, es una forma de reproduccién asexual, efectiva dado que cada célula contiene la
informacion genética necesaria para generar una nueva planta de caracteristicas similares,
dado que la reproduccién de semillas no garantiza la uniformidad genética de la
descendencia (Toogood, 2000). El riego debera efectuarse de 2 a 3 veces por semana y la
cantidad de agua proporcionada serd en dependencia de las condiciones ambientales y las
caracteristicas propias del suelo o sustrato en el que se establece el huerto de frambuesa
(Campos-Mota et al., 2004).

Con la finalidad de proteger al cultivo de condiciones climaticas adversas como lluvias
fuertes o granizadas, radiacion solar o depredadores y disminuir los dafios que se reflejan
en pérdidas econdmicas y de produccion, se integran cubiertas plasticas conocidas como
macro tuneles a la produccion de berries; la proteccion que otorga se encuentra en un punto
medio respecto a la produccion a campo abierto y en invernadero, (Zermefio Gonzélez et
al., 2019). El macro tunel modifica el microclima del cultivo a condiciones Optimas para el
desarrollo de las plantas, puede aumentar la temperatura interna en rangos de 28 y 6.7 %
con respecto a la temperatura ambiental (Cruz-Andrés et al., 2018) puede extender el
periodo productivo del cultivo, mejorar el tamafio y calidad del fruto, permite obtener
mayores rendimientos, ademas un beneficio adicional es que facilita el manejo del cultivo
(Heidenreich et al., 2012).

La aplicacion de los fertilizantes puede ser proporcionada a través del sistema de riego,
para mejorar su distribucién y eficiencia, se debe realizar de acuerdo a los requerimientos
especificos de la variedad empleada y con base a el analisis de suelo previamente realizado,

para atender los requerimientos nutrimentales especificos del cultivo para evitar la



acumulacion de sales que se presenta comunmente a consecuencia de la fertilizacion

quimica (Velasquez et al., 2017).

Como se menciond anteriormente, la frambuesa es una planta semirastrera, razon por la
cual necesita una estructura de soporte resistente para evitar el contacto del fruto con el
suelo y facilitar la recoleccion de los frutos al momento de la cosecha, el sistema de tutoreo,
debe establecerse acorde a los habitos de crecimiento de la variedad establecida, para que
este no reduzca el potencial productivo de la especie sembrada (Saba Albitres et al., 2019).
La polinizacién es de suma importancia, sin embargo, en macro taneles no es necesario
introducir polinizadores al sistema productivo como ocurre en invernadero; en caso de que
los polinizadores nativos no fuesen suficientes, se deberd introducir colmenas dentro de la

plantacion (Poveda-Coronel et al., 2018).

La cosecha de la frambuesa procedente de cultivos establecidos en macro tuneles, tiene un
promedio de vida de anaquel de aproximadamente una semana bajo condiciones de
almacenamiento en frio, la manipulacion de la fruta tanto para cosecha y almacenamiento
debe realizarse de una manera cautelosa, al momento de la cosecha se debe desprender el
fruto cuidadosamente del receptaculo, uno de los indicadores de madurez del fruto es el
color rojo, sin embargo cuando el fruto va destinado a exportacion debe ser cosechado
antes de la total maduracion del mismo Figura 1, es decir cuando este cumpla con una

tonalidad mas clara que el color rojo que lo caracteriza (Parra-Quezada R. A, et al., 2008).

Figura 1 Indicadores de madurez del fruto de frambuesa cosechado.

A la izquierda rojo caracteristico de la frambuesa para cosechar. Derecha color de

frambuesa cuando es destinada a exportacion. Fuente: Archivo propio.



También debe evitarse durante la cosecha de frambuesa la exposicién al sol, colectar frutos
dafiados o humedos debido a que disminuye la calidad y la inocuidad de los frutos
(Céspedes et al., 2020). El tratamiento postcosecha debe incluir proteccion contra
microorganismos como hongos y bacterias, ademas del deterioro que ocasionan las cepas
patdgenas especificas de las frutas algunas son patdgenas para los seres humanos en

especial las que producen toxinas (Saleh et al., 2019).

Fertilizacién del cultivo de frambuesa

La fertilizacion tiene una relacion directa con el rendimiento del cultivo y las propiedades
quimicas del suelo, la forma mas comdn de aplicar los fertilizantes a los cultivos de
frambuesa, es la fertirrigacion (Rubio et al., 2014). La fertirrigacion o fertirriego es una de
las maneras mas eficientes para aplicar los fertilizantes a los cultivos, mediante riego por
goteo, el sistema de riego es incorporado a los cultivos para contrarrestar problemas como
reduccion o exceso de lluvias y de esta manera asegurar la supervivencia del cultivo y

garantizar la calidad y produccion requeridas por el mercado actual (Seidel et al., 2017).

Para cumplir los requerimientos especificos del cultivo se debe contar con analisis de suelo
y foliar en los diferentes estados fenoldgicos, para atender las deficiencias especificas y
realizar una fertilizacion eficiente y sostenible (Morales et al., 2009). Los requerimientos
generales para satisfacer las demandas nutricionales del cultivo de frambuesa expresados en
unidades por hectarea son de nitrogeno de 80 a 100, de Fésforo 80-100, Potasio 100-150,
Mg 30-40 y Calcio 20-30. (Garcia, 2016); cabe destacar que estos requerimientos son
diferentes de acuerdo a la variedad de frambuesa establecida. Los requerimientos
nutricionales del cultivo de frambuesa en kilogramos por hectarea son: de Nitrogeno de 30
a 90 kg/ha, Fosforo de 20 a 40 kg/ha cada 2 a 3 afios y de Potasio de 60 a 12 kg/ha.

La frambuesa requiere condiciones adecuadas de suelos, con un buen sistema de drenaje
para disminuir problemas tales como asfixia radicular por exceso de humedad, pudricion

del tallo o de la raiz y contar con buena aireacion (Velazquez et al., 2017).



Consecuencias del uso excesivo de fertilizantes

Es dificil visualizar a la agricultura moderna independiente de insumos quimicos para
asegurar rendimientos altos de los sistemas productivos, la tecnificacion de las practicas
agricolas busca asegurar mayores rendimientos de los cultivos para aumentar la produccion
de alimentos en el mundo (Bongiovanni et al., 2006). Sin embargo, esto se logra a base del
uso de dosis masivas de insumos, como combustibles fosiles, plaguicidas, fertilizantes,
semillas hibridas, riego, entre otros, el manejo inadecuado de estos insumos, ha acelerado
los procesos de erosion, desertificacion, contaminacion ambiental, reduccion de la
biodiversidad e incremento de las plagas y enfermedades en los cultivos que cada vez es

maés dificil y costoso el manejo del cultivo (Laurin et al., 2006).

Los fertilizantes inorganicos tienen una baja eficiencia (<50%) para ser asimilados por los
cultivos, los restos de fertilizante no incorporados por las plantas generan un impacto
ambiental negativo como contaminacion de mantos acuiferos con nitratos (NOg),
eutrofizacion, lluvia acida, salinizacion del suelo, pérdida de fertilidad del sistema
productivo y a una escala mayor favorecen el calentamiento global (Bojorquez et al., 2010).
La eficiencia de asimilacion por las plantas es de Nitrogeno, -50%, de Potasio -40% y de

Fosforo -10% proveniente de fuentes inorganicas (Baligar et al., 2007).

Para reducir los requerimientos de fertilizante en los cultivos y optimizar el sistema
productivo y a su vez reducir los costos de produccion se han integrado préacticas
agroecologicas al cultivo que aprovechen el reciclaje de nutrimentos y el mantenimiento de
la biodiversidad, como la integracién de microorganismos benéficos (Jara et al., 2003). Al
estimular el crecimiento vegetal de los cultivos con la introduccion de microorganismos
benéficos o enemigos naturales se influencia a su vez el rendimiento de los mismos de una
manera positiva, lo cual implica mayor productividad y rentabilidad para los productores, el
incremento del rendimiento por aplicacion de Rizobacterias Promotoras de Crecimiento
Vegetal (RPCV) es debido a la capacidad de las mismas para producir metabolitos

secundarios y vitaminas (Viese et al., 2003).



Plagas y enfermedades que afectan al cultivo de frambuesa

El cultivo de frambuesa requiere de un manejo adecuado que incluya proteccién contra
enfermedades bidticas, por lo tanto requiere de altas dosis de insumos quimicos para
obtener los rendimientos y calidad requeridos por los productores, las principales plagas
que afectan al cultivo de frambuesa son: arafia roja (Tetranychus urticae), la mosca del
vinagre (Drosophila suzukii), trips (Frankliniella occidentalis, Thripstabaci), cabritos
(Aegorhinusspp.), mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum, Bemisia tabaci), pulgones
(Amphorophora rubi ) (Piechowicz et al., 2018). El cultivo de frambuesa, es afectado por
enfermedades ocasionadas por bacterias y hongos que causan pérdidas de aproximadamente
el 60%, su control se realiza mediante agroquimicos como fungicidas y bactericidas
(Rebollar et al., 2001).

Los principales patogenos son: la bacteria Agrobacterium tumefaciens, causante de tumores
en la raiz y cuello de las plantas, una vez que altera la estructura celular la modificacion
realizada es irreversible e induce la enfermedad conocida cominmente como “agalla del
cuello” no es necesaria la presencia de la bacteria para inducir la enfermedad, la agalla sirve
de albergue para otros microorganismos (France, 2009); Erwinia amylovora, causante del
fuego bacteriano que es considerada la enfermedad mas destructiva para las plantas de la
familia de las rosaceas que contiene frutos de baya desde su primer reporte en 1793, el
principal sintoma son las puntas de las cafias ennegrecidas, conforme la enfermedad
progresa por los tejidos estos se oscurecen se marchitan y mueren (Bastas, 2014);
Pseudomonas sp y Xhantomonas sp son causantes de tizones y manchas en tejidos y frutos,

Clavibacter sp causante de marchitamientos vasculares (Morales et al., 2004).

Los hongos que afectan al cultivo son Botrytis cinerea causante de la pudricidn gris que
afecta tejidos como cafias, flores y frutos. La roya es ocasionada por Pucciniastrum
americanum y dafia tanto hojas como frutos. Didymellac applanata y Leptosphaeria
coniothyrum ocasionan tizén de yemas y cafas respectivamente. Phytiphtora cactorum que
ocasiona pudricion de raices que se puede extender hasta el cuello de la planta. Oidio, peste
0 ceniza ocasionada por Spherotheca macularis, la cual puede afectar todos los tejidos
presentes de la frambuesa. Otras especies de hongos fitopatégenos de importancia al cultivo

de frambuesa son Verticillium dahliae, Rhizopus, Mucor spp..., Botryosphaeria dothidea,



Alternaria sp., Fusarium sp., Cladiosporium sp., Penicillium Armillatia, Cylindrocarpon

sp., Cephalosporium sp., Rhizoctonia sp., principalmente (Morales, et al., 2017).

La prevencion es la herramienta principal para el control de patdgenos y se logra mediante
el monitoreo constante del cultivo; la arafia roja (Tetranychus urticae), moscas de la fruta
(Anastrepha), escarabajo japonés (Popillia Japonica), chinches (Cimex lectularius) y
pulgones (Aphididae), son las principales plagas que afectan al cultivo de frambuesa, la
mejor estrategia para el control es el manejo integrado del cultivo, que introduzca préacticas
agroecoldgicas como el control bioldgico y otras alternativas que permitan reducir el uso de
pesticidas de origen quimico (Gonzélez et al., 2010). El control de organismos no desea
doses con aplicacién de plaguicidas, bactericidas o fungicidas recomendados por la EPA o
la lista mas reciente de productos autorizados para la frambuesa por la Asociacion Nacional
de exportadores de Berries (ANABERRIES A.C., 2020), cuando el cultivo es destinado

para exportacion hacia Estados Unidos de Norte America (Heidenreich et al., 2012).

Una tecnologia amigable utilizada son las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal,
que ha resultado ser una alternativa exitosa por su capacidad de movilizar nutrientes y
antagonismo contra patogenos de los cultivos (Zhoinska et, et al., 1992). Las RPCV se
introducen de manera artificial al cultivo a fin de obtener beneficios, como la promocion de

crecimiento vegetal (Walnright et al., 1992)

La calidad de la produccién de frambuesa depende del manejo del cultivo y las précticas
agricolas, que influyen tanto en las caracteristicas organolépticas y fisicas del fruto, como
en sus propiedades nutricionales, en algunos casos con la finalidad de mejorar algunas
caracteristicas tanto productivas como de calidad de los frutos se han encontrado

hibridaciones (Trujano-Fragoso et al., 2017).

Bioinsumos

Actualmente la produccion agricola tiene como objetivo principal satisfacer las necesidades
de la poblacion mundial que se encuentra en aumento constante de manera sostenible, sin

embargo, la intensificacion de las préacticas agricolas esta lejos de alcanzar los objetivos de



sostenibilidad deseados, debido a que para cumplir con los requerimientos de produccion
para satisfacer la demanda alimentaria, se requiere de una constante aplicacion de insumos
quimicos lo cual genera consecuencias negativas tales como disminucién de la
biodiversidad, pérdida de fertilidad de suelo, aparicion de plagas resilientes, incremento de

los costos de produccion, entre otros (Lima et al., 2019).

Las practicas agricolas convencionales son factores limitantes para el desarrollo sostenible
de la actividad agraria debido al impacto negativo en la seguridad y soberania alimentaria y
en la preservacion del medio ambiente que ocasionan (Cakmakgi et al., 2019), lo que ha
llevado a buscar soluciones mas amigables con el ambiente que involucren précticas
agricolas méas inocuas, como la integracion de bioinsumos a los cultivos que actGan como
biofertilizantes, bioestimuladores y bioplaguicidas que pueden inducir el sistema de defensa
vegetal, promover el crecimiento vegetal o actuar como pesticidas y de esta manera
disminuir el uso de insumos quimicos, manteniendo la productividad requerida sin
comprometer la salud de consumidores, sin generar un impacto negativo en el ambiente y
sin elevar los costos de produccion para poder competir en el mercado (Srivastava et al.,
2019).

Los bioinsumos se componen de extractos de plantas, microorganismos Vivos 0 Sus
metabolitos secundarios, actian como biofertilizantes, biostimuladores y bioplaguicidas y
se utilizan como estrategia para un manejo sostenible de plagas y enfermedades; ademas,
tienen la capacidad de mejorar el rendimiento, productividad, calidad o sanidad de los
cultivos vegetales sin generar impactos negativos al medio ambiente y son mas econdmicos

que los insumos quimicos (Mamani de Marchese et al., 2018).

En este sentido las bacterias promotoras de crecimiento vegetal, son una de las alternativas
utilizadas para lograr una agricultura mas sostenible; generalmente son utilizadas como
biofertilizantes, a largo plazo los efectos pueden ser similares a los de la fertilizacion
mineral, pero sin repercusiones negativas al ambiente (Robledo-Buritica et al., 2018). La
inhibicion total o parcial de poblaciones de patdgenos por otros microorganismos se
entiende como control biologico, la seleccién, uso y manejo de microorganismos
pertenecientes a la flora del suelo ha demostrado ser una alternativa factible para el control
de problemas fitosanitarios en los cultivos (Campi et al., en 1991). Los microorganismos

forman parte de la microbiota del suelo y cumplen un papel fundamental, realizando



funciones de control bioldgico o de promocion de crecimiento vegetal, al ser
microorganismos propios del suelo o microorganismos endofiticos de las plantas, se puede
concluir que estan adaptados a las condiciones naturales y de estrés del campo (Moreno-
Velandia et al., 2018).

Es importante mencionar que la mayor parte de la informacién que se tiene de casos de
éxito del uso de microorganismos es en laboratorio como cultivo in vitro o condiciones
controladas, sin embargo, al llevarlos a las condiciones naturales a las que estan adaptados,
cumpliran los objetivos que los productores esperan con su aplicacion, mas no en todos los
casos los microorganismos actGan de la misma manera en campo que en condiciones
controladas como en el laboratorio, por lo cual los resultados obtenidos varian dependiendo
de factores bioticos, abioticos y de las caracteristicas propias del microorganismo o cepa
utilizada (Loredo-Osti et al., 2004).

Biofertilizantes

Cualquier material sintético o natural que al aplicarlo al suelo o tejidos de las plantas
suministre uno 0 mas nutrientes esenciales para su crecimiento y desarrollo es considerado
un fertilizante o abono, los fertilizantes pueden ser divididos en dos categorias fertilizantes

quimicos y biofertilizantes (Zhang et al., 2018).

Para disminuir las consecuencias negativas derivadas del uso desmedido de fertilizantes
inorganicos y residuos no asimilados por las plantas, los biofertilizantes a base de
microorganismos resultan ser una alternativa que permite sustituir parcialmente la
fertilizacion sintética como soluciones sustentables y buenas practicas agricolas debido a

que son amigables con el medio ambiente (Lagler, 2017).

Los biofertilizantes compuestos de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y las
micorrizas son de los mas conocidos y estudiados, debido a que promueven la capacidad de
asimilacion de nutrientes por las plantas e incrementan la disponibilidad de nutrientes

primarios en la rizosfera (Srivastava et al., 2019).



Los microorganismos utilizados en los biofertilizantes son clasificados dentro de dos
grupos: 1) Microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar substancias que
promueven el crecimiento de la planta, fijando nitrogeno atmosférico, solubilizando hierro
y fésforo inorgdnico y mejorando la tolerancia al stress por sequia, salinidad, metales
toxicos y exceso de pesticidas, por parte de la planta. 2) Microorganismos capaces de
disminuir o prevenir los efectos de deterioro de microorganismos patégenos (Bojorquez et
al., 2010).

Bioplaguicidas

Los plaguicidas debido a su baja especificidad y elevada toxicidad, presentan muchos
riesgos para ecosistemas, microorganismos, polinizadores y organismos beneficos, afectan
negativamente la calidad de agua y suelo; en paises en desarrollo su uso se lleva sin
considerar las restricciones y especificaciones de su utilizacion por ende el impacto
negativo aumenta causando dafio a consumidores, jornaleros, productores y a todo

organismo que esté en contacto con ellos o residuos de ellos (EPA, 2016)

Uno de los desafios mas importantes en la actualidad es mejorar la productividad agricola y
la sustentabilidad, debido a que la agricultura moderna afronta una crisis ambiental,
econdmica y social debido a la intensificacion de la tecnologia para lograr producciones
elevadas y lograr competir en el mercado, tales como el uso de plaguicidas quimicos o
sintéticos (Giron et al., 2018).

Los principales factores que reducen la capacidad de produccién agricola es el dafio
ocasionado por fitopatdgenos, lo que conlleva al uso indiscriminado de plaguicidas de
origen quimico para su control, lo que ocasiona dafios en la salud tanto de productores
como consumidores debido a su elevada toxicidad y persistencia en los ecosistemas. Por lo
anterior, se requiere de mas investigacion para mantener la produccion agricola con
plaguicidas menos toxicos tanto para el ambiente como para los consumidores, por ende los
bioplaguicidas resultan ser una solucion aceptable ante la problematica antes mencionada
(Salgado-Garciglia et al., 2019).



Los bioplaguicidas por su capacidad de control bioldgico se utilizan como alternativa en el
manejo integrado de plagas; tienen propiedades fungicas, insecticidas y bactericidas, son
derivados de materiales naturales como animales, plantas y microorganismos y 0 sus
extractos metabolicos, se caracterizan por tener una alta especificidad por el patégeno y
presentar bajo riesgo tanto como consumidores y operadores como para el medio por lo
cual promueven el desarrollo sustentable de la agricultura al tener la capacidad de disminuir

de manera gradual el uso de plaguicidas sintéticos (Nava-Pérez et al., 2012).

Para el desarrollo de un bioplaguicida se requiere de recursos humanos altamente
calificados, capaces de explotar las técnicas implicadas en la biotecnologia moderna, para
comprender la ecologia de la interrelacion del microorganismo biocontrolador con la planta
hospedera, la plaga y su impacto con el ambiente para lograr implementar una
biotecnologia sostenible y sustentable que no genere repercusiones negativas (Garcia et al.,
2018)

Bioestimulantes

En la agricultura las condiciones para el desarrollo de un cultivo no siempre son las ideales
puesto que constantemente se presentan situaciones desfavorables que dificultan la
productividad y calidad de los cultivos; para mitigar las pérdidas ocasionadas se emplea
una gran cantidad de insumos quimicos, lo que ademas de elevar los costos de produccion
genera repercusiones negativas tanto en el medio ambiente como en la salud de los
consumidores; por ende, las nuevas biotecnologias se encaminan a formular productos que
permitan elevar los rendimientos y a su vez disminuir las condiciones de estrés, de origen
natural, menor toxicidad, mayor biodegradabilidad e igual eficiencia, tales como los

bioestimulantes (Veobides-Amador et al., 2018).

Un bioestimulante se define como un activador o catalizador de reacciones quimicas y
fisiologicas para el oOptimo desarrollo de la planta, se compone principalmente de
aminodacidos provenientes de extractos de plantas, animales, vegetales o algas; se clasifica

de acuerdo a su funcion, uso y tipo de actividad (Casillas et al., 1986). Los bioestimulantes



se diferencian de los bioplaguicidas o biofertilizantes, dado que favorecen el desarrollo de
las plantas no solo por la presencia de nutrientes, promotores de crecimiento o compuestos
de defensa (Yakhin et al., 2017).

Los bioestimulantes principalmente realizan funciones tales como favorecer el desarrollo de
microorganismos benéficos, promover los procesos vitales de la planta, incrementar la
tolerancia al estrés abidtico; en cuanto a nutrientes mejora su absorcion, disponibilidad,
traslocacion y uso, por ende, mejoran el rendimiento y calidad de los cultivos. Cada vez son
mas utilizados en la agricultura moderna debido a que tienen potencial para disminuir el
uso de productos quimicos (Quintero et al., 2018), al activar y desplazar reacciones
bioquimicas y fisiologicas hacia el objetivo que se busca con su aplicacion durante la
germinacion, desarrollo o crecimiento vegetativo (Batista et al., 2017).

Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

El término Plant Growht Promoting Rhizobacteria (PGPR) refiere a las bacterias que
habitan la rizésfera y generan efectos positivos en la planta, fue descrito por J. W. Kloepper
y M. N. Schroth en 1978. El éxito de las RPCV se debe a su alta capacidad de colonizacién
de los cultivos al ser en su mayoria microorganismos endéfitos que habitan en los tejidos de
las plantas y a la competencia o antagonismo que establecen contra otros microorganismos
patogenos (Moreno et al., 2018). Ejemplos de géneros bacterianos que han sido
reconocidas como RPCV son: Agrobacterium, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Enterobacter,
Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcous, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia (Ahemad y Kibret 2013) y Herbaspirilum (Cabra Cendales et al., 2017). La
aplicacion de las RPCV puede ser con el revestimiento de la semilla, inoculacién al suelo o
a la planta (Espinoza Palomeque et al., 2017). Las RPCV se pueden clasificar en general en
dos grupos; rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal RPCV y rizobacterias

biocontroladoras de crecimiento vegetal RBCV (Cabra-Cendales et al., 2017).



La raiz es la estructura que crece al interior de la tierra y que mantiene fija a la planta en el
suelo, tiene como funcién principal absorber el agua y los nutrimentos disponibles en el
suelo, por ende, el sistema radical es parte fundamental para garantizar el rendimiento
adecuado de los cultivos (Coll et al., 2019). El suelo que se encuentra préximo a la raiz de
las plantas se conoce como rizésfera, fue definido por primera vez por Hitlner en 1904; en
este espacio en especifico ocurren reacciones fisicoquimicas y bioquimicas de suma
importancia para el desarrollo de las plantas (Kovacs et al., 2019). El suelo no rizosférico
pese a que tiene una disminucion de la actividad microbiana es necesario para dar
estabilidad a los agregados del suelo, asi como para evitar su erosion y las pérdidas de
nutrientes y juega un rol fundamental para el desarrollo de las plantas (Jia et al., 2018). La
planta absorbe sus nutrimentos o segrega sus exudados por medio de las raices hacia el
suelo en el que se desarrolla una amplia diversidad de organismos macroscopicos como
artropodos y microscopicos los cuales pueden ser de vida libre, parasitos o saprofitos,

necesarios para el mantenimiento natural del ecosistema (Guzman et al., 2012).

Los microorganismos y las plantas establecen una relacion simbiotica donde se promueve
la capacidad de absorcion de nutrientes y agua, aumento de biomasa, la tolerancia a
condiciones de estrés abidtico y contaminacion, para promover el desarrollo 6ptimo del

cultivo y favorecer el crecimiento vegetativo (Ahemad y Kibret, 2013).

Mecanismos que utilizan las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal

Las RPCV pueden promover el crecimiento por diversos mecanismos Yy pueden ser por
accion directa o indirecta (Moreno et al., 2018). Los mecanismos de promocion directa se
establecen cuando la RPCV provee compuestos que estimulan el crecimiento de la planta
como las auxinas o cuando facilitan la disponibilidad de los nutrimentos a las plantas. Los
mecanismos de promocion directa son: fijacién de nitrégeno, sintesis de fitohormonas,
vitaminas y enzimas, solubilizacion de fésforo inorganico y mineralizacion de fosfato
organico, produccion de nitritos, acumulacion de nitratos, secrecion de sideroforos, entre

otros (Esquivel-Cote et al., 2013). Los mecanismos indirectos de promocién son:



disminucién o eliminacién de fitopatdgenos, produccion de metabolitos secundarios,
antibidticos, induccién de resistencia sistémica, produccion de sider6foros y competencia
de nutrimentos o de espacio en el nicho ecoldgico. Las RPCV liberan ciertos exudados que
protegen a las plantas de diversos patdgenos; ademas, la competencia por espacio y
nutrientes disminuye la capacidad de establecimiento de colonias patégenas (Samaniego-
Gamez et al., 2017).

Bacillus subtilis

El genero Bacillus fue nombrado por Ferdinard Cohn por primera vez en 1872 para incluir
a las bacterias con forma de bastoncitos capaces de crecer en filamentos. Fue hasta 1876
que Koch y Cohn independientemente determinaron que dos especies (B. subtilis y B.
anthracis) en condiciones de estrés producian una estructura altamente resistente al calor y
capaz de sobrevivir en condiciones extremas de humedad, sequia, calor, entre otras, a la que

denominaron endoespora o espora bacteriana (Hardwood, 1989).

B. subtilis es una bacteria considerada RPCV, es Gram positiva (Saha et al., 2012),
cosmopolita se ha encontrado en el agua, aire, (Jiménez-Delgadillo et al., 2018); puede
crecer y proliferarse en los tejidos de las plantas (Pezpita et al., 2020), en la capa superficial
del suelo, suelo rizosférico de gran variedad de plantas e incluso en los intestinos y heces
de algunos animales, la cual se ha adaptado a diversos habitats, debido a su versatilidad
metabolica (Luche et al., 2016).

Bajo condiciones de estrés nutricional B. subtilis tiene la capacidad de producir esporas
(Garcia et al., 2018), es decir una pared gruesa que rodea su ADN Yy estructuras celulares
internas, con forma circular u ovalada (Jang et al., 2018), que otorga resistencia a factores
fisicos perjudiciales como desecacion, radiacion, acidos y desinfectantes quimicos, pueden
vivir en condiciones de temperatura de 55 a 70 °C, pueden soportar pH acidos de hasta 2
(Lisboa, 2003) y condiciones de estrés abiotico, tales como salinidad. Las esporas pueden
regresar a la forma vegetativa cuando las condiciones son Optimas para el desarrollo
microbiano (Abd Allah et al., 2018).



La espora se caracteriza estructuralmente por un citoplasma deshidratado rodeado por
varias capas protectoras: una corteza similar a un peptidoglicano, que es el principal factor
de la resistencia al calor y un pelaje multicapa, formado por proteinas que contribuyen a la
resistencia a productos quimicos, enzimas liticas y de la adecuada interaccion de la espora
con compuestos que desencadenan la germinacion, algunas especies formadoras de esporas
tienen una capa adicional el exosporium, en Bacillus subtilis no esta presente (lsticato et
al., 2020).

La capacidad de producir esporas y metabolitos de defensa, otorga altas posibilidades a
Bacillus subtilis respecto a diversos microorganismos para promover el crecimiento vegetal
y subsistir en los sistemas agricolas tanto en agua, como en suelo o planta (Saha et al.,
2012).

Los lipopeptidos ciclicos de B. subtilis son reguladores fundamentales en la estimulacion de
resistencia sistémica inducida, en la sintesis del &cido jasmoénico y etileno, iturina A,
fengicina y surfactina, contribuyen a inducir la transcripcion de genes de resistencia
defensivos para plantas, dan lugar a la transcripcion de genes relacionados con la defensa
que conduce a la patogénesis relacionada a produccion de proteinas y aumento de las
actividades de glucanasa, quitinasa, peroxidasa, activan la expresion de genes de defensa
son importantes en las vias de sefalizacion del acido salicilico y jasmonico,
respectivamente, participa en el proceso de resistencia activando el nivel transcripcional de
los genes (Tunsagool et al., 2019). Los metabolitos secundarios producidos por B subtilis
pueden controlar enfermedades y por ende proporcionar una alternativa para potenciar el
crecimiento vegetativo y desarrollo optimo de las plantas o cultivos (Shternshis et al.,
2015).

Los metabolitos secundarios que produce B. subtilis que son utilizados como antibidticos
son: dificidina, oxidificidina, subtilisina A, bacilomicina B, bacitracina y subtilina que
ataca la pared celular de los hongos; su alta eficiencia como fungicida se debe a su
capacidad colonizadora del area radicular de los cultivos, la actividad antifingica de los
péptidos generada por especies de Bacillus funciona como antibidtico a través de moléculas
de esterol y fosfolipidos que estimulan la formacion de poros, afectando la permeabilidad
de la membrana celular fangica; puede secretar varios tipos de péptidos como los

lipopéptidos ciclicos antimicrobianos secretados durante el proceso de fermentacién (Shen



et al., 2019). La actividad enzimatica relacionada con la defensa es mas eficiente cuando se
trata con B. subtilis, incluyendo enzimas como peroxidasa, catalasa, superoxido dismutasa,
polifenol oxidasa y fenilalanina amoniaco liasa, glucanasa y quitinasa (Wu et al., 2019),
por lo cual se le atribuye su amplia aplicacién en la industria agricola (Savluchinske et al.,
2004).

En el manejo de frutos poscosecha B. subtilis puede servir como una alternativa mas inocua
para los consumidores y personal encargado de su manejo, venta o distribucion, al no
generar residuos tdxicos que ocasionan repercusiones negativas asociadas a la salud; dado
que puede inhibir la actividad de enzimas patogénicas para reducir la descomposicion de
los tejidos vegetales, activando las enzimas antioxidantes (peroxidasa, polifenol oxidasa,
catalasa y superdxido dismutasa) en la fruta para eliminar el exceso de especies reactivas de
oxigeno en las frutas con el fin de reducir el dafio de las células vegetales y activar las
enzimas de resistencia a enfermedades (fenilalanina-monialiasa, quitinasas, f-1,3-
glucanasa) para mejorar la resistencia y calidad de los frutos (Zhao et al., 2019).

En experimentos anteriores con inoculacion de B. subtilis se mostré su capacidad para
inhibir a Fusarium sp., debido a su capacidad antagonista y competitiva; ademas, es un
microorganismo capaz de modificar la estructura de la pared celular en los tejidos
vegetales, debido a la acumulacion de lignina (llla et al., 2019), ademas B. subtilis puede
colonizar hifas de hongos como Aspergillus niger (Kovécs et al., 2019). B subtilis puede
formar peliculas bacterianas que sirven para recubrir los tejidos de las hojas y actian como
membrana protectora para el ingreso de sustancias y organismos no deseados (Huang et al.,
2019).

La absorcion y disponibilidad de elementos en el suelo es beneficiada en rangos de pH
menores a 7, (Frias-Moreno et al., 2019). la adicion de microorganismos como B. subtillis
pueden favorecer dicha absorcion debido a su capacidad para produccion de acidos

organicos los cuales modifican el pH del suelo (Anguilano-Cabello et al., 2019.

La FDA (Food and Drug Administration) considera a B. subtilis como una bacteria GRAS
(Generally Recognized as Safe) debido a que no se le reconoce actividad patogénica o que
atente contra la salud humana (Zhou et al., 2013) actualmente se ha reconocido su
capacidad funcional como probidtico de alta calidad (Ducray et al., 2020), debido a que a

nivel genoma no contiene genes resistentes a antibiéticos que contengan plasmidos, ni



contiene factores de virulencia dafiinos que codifiquen genes, ademas las bacterias de B.
subtilis forman parte de la microbiota gastrointestinal normal, (Sultana et al.,2019), puede
inhibir la aparicién de colitis ulcerosa, puede alterar positivamente la microbiota intestinal,
reparar la barrera de la mucosa intestinal y favorecer la respuesta inmune, otorgando antes
bien beneficios a la salud (Wu et al., 2019).

Las cepas de Bacillus subtilis se utilizan para balancear la microbiota benéfica al promover
el desarrollo de Lactobacillus en el tracto digestivo de algunos animales, las esporas de B.
subtilis se introducen de manera oral al organismo, al llegar al intestino delgado las esporas
germinan, proliferan, reesporulan y producen enzimas hidroliticas, antioxidantes vy
proteinas de superficie que favorecen el desarrollo de los Lactobacillus, por lo cual su
consumo genera beneficios debido a que se sabe que una buena microbiota esta

estrechamente relacionada con una buena salud (Yu et al., 2019).

B. subtilis es una bacteria importante tanto como para el estudio académico como para el
procedimiento industrial, se ha utilizado para comprender la biologia el ciclo celular y las
diferenciaciones bacterianas y en la industria para la produccion de antibioticos, proteinas y

aditivos alimentarios (Wu et al., 2019).

Mecanismos utilizados por B. subtilis para promover el crecimiento vegetal

Los efectos de B. subtilis y su modo de aplicacion varian desde inoculaciones directas al
suelo dirigidas a la raiz, aplicaciones en semillas, follaje y frutos, lo cual puede mejorar la
salud de las plantas, aumentar la nutricion y optimizar la actividad fisiologica de las
plantas, aumentando el rendimiento de los cultivos, mejorando la tolerancia del estrés
bidtico y abidtico de las plantas, ademas de la calidad final de los frutos es afectada
positivamente y por tanto la vida de anaquel aumenta (Chavez et al., 2019).

B subtilis puede promover el crecimiento vegetal mediante el control de fitopatdgenos
debido a que puede producir antibioticos (bacilisina, bacilomicina, iturina A, surfactina,
fengicina), sideroforos, compuestos volatiles [pirazina y 2, 3-dimetil-5- (1-metilpropil)] y
enzimas liticas (B-1,3-glucanasa, quitinasa, proteasa, lipasa, amilasa); ademés la bacteria

puede realizar la fijacion de nitrégeno atmosférico (Khabaz et al., 2015).



Tiene la capacidad de inducir el mecanismo de resistencia sistémica en las plantas y
favorecer la sintesis de proteinas relacionadas con la partenogénesis (Sosa-Pech et al.,
2019).

Algunas cepas de B. subtilis pueden solubilizar foésforo y otros minerales como zinc
insoluble, debido a su capacidad para producir acidos organicos, acido cianhidrico, agentes
quelatantes y moldeado de proteinas (Mumtaz et al., 2017). Adicionalmente algunas
especies de Bacillus, pueden fijar nitrégeno, descomponer materia orgéanica y de esta
manera promover la fertilidad del suelo y el ciclaje de nutrientes (Wu et al., 2019).

Las esporas de B. subtilis permanecen inactivas, pero se mantienen disponibles bajo
condiciones adversas. Ademas, forma parte de las bacterias de vida libre intermediarias en
las reacciones de fijacion de nitrogeno atmosférico y solubilizacion de fosfatos por su
necesidad de obtener energia (Ramirez et al., 2017).

B. subtilis es un microorganismo capaz de producir auxinas como el acido indolacético
(AlA), regula la diferenciacion vascular, desarrollo de la raiz, dominancia apical y division
y expansion celular; el acido acético o auxina es capaz de estimular el crecimiento en
respuesta a estimulos de la luz y puede ser sintetizada mediante diversas rutas metabolicas
(Mena Violante et al., 2017). Las plantas superiores son capaces de sintetizar acido indol
acetico, sin embargo, algunas bacterias rizosféricas (aproximadamente el 80%) tienen una
biosintesis similar de este compuesto (Vega-Celeddn et al., 2016).

B. subtilis también produce citocininas las cuales regulan el crecimiento y la productividad
de los cultivos (Sun et al., 2017). La capacidad de esporulacion de B. subtilis y la
multiplicidad en los mecanismos que emplea la bacteria para promover el crecimiento
vegetal hace que este pueda ser considerado como uno de los mejores inoculantes

microbianos (Kashyapet al., 2019).



Justificacion

El estado de Michoacan ocupa el segundo lugar en la produccion de frambuesa en México.
Para asegurar la produccion del cultivo, se utiliza un alto consumo de fertilizantes e
insumos agricolas. Para obtener altos rendimientos de fruto de frambuesa (=18 ton/ha) se
requiere el uso de fertilizantes quimicos que aseguren una buena nutricién de las plantas,
ademas de fungicidas y bactericidas para el control de organismos no deseados, asi como
de herbicidas para reducir la competitividad en el desarrollo del cultivo. El uso de
agroquimicos ocasiona graves dafios a la salud, al ambiente, la biodiversidad y ocasiona

pérdida de la fertilidad de suelos a largo plazo.

De acuerdo a datos obtenidos por comunicacion personal con productores agricolas en
Zamora Michoacéan se utilizan aproximadamente 750 kg/ha de fertilizante en los cultivos de
frambuesa. EI municipio de Zamora se caracteriza por ser de los principales productores de
berries generalmente la produccion esta destinada para exportacion, sin embargo, para
cumplir con los requerimientos de calidad necesarios para el mercado de exportacion, es
necesaria la aplicacion de insumos quimicos para la garantizar la produccion del cultivo, lo
cual puede traer consecuencias negativas tales como degradacion del suelo, contaminacion

del ambiente e incluso dafios a la salud de los consumidores.

Se conoce que los fertilizantes inorgénicos tienen una baja eficiencia (<50%) para ser
asimilados por los cultivos, el resto generan un impacto ambiental negativo como
contaminacion de mantos acuiferos, eutrofizacion, lluvia acida, salinizacion del suelo,
pérdida de fertilidad del sistema productivo y calentamiento global. Por lo anterior, es
necesario integrar dentro del sistema productivo practicas agroecoldgicas mas sostenibles
tales como la integracion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, como
Bacillus subtilis que se reconoce como un buen inoculante para promover el crecimiento

vegetal.

Ademas, el uso de agroquimicos eleva significativamente los costos de produccion de los
cultivos, lo que genera pérdidas para los productores. Actualmente, el mercado exige
productos agricolas inocuos con menos utilizacion de insumos quimicos y manejo mas

sustentable del cultivo. Sin embargo, el manejo convencional del cultivo es el que



prevalece en la region. El uso de compost, Trichodermas harzianum son productos que
actualmente se suman al manejo del cultivo de berries como frambuesa, aunque con nula o
poca claridad de su efecto, debido a la carencia de evaluacion de los efectos que se tienen y

a la falta de investigacion en general en la region de Zamora, Michoacéan.

Es conocido que el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal como B. Subtilis
resultan ser una alternativa de apoyo en el manejo convencional de algunos cultivos por su
capacidad de promover el crecimiento de cultivos debido a que pueden solubilizar fosforo,
fijar de nitrégeno atmosférico, producir hormonas de crecimiento o controlar algunos

fitopatdgenos.

Sin embargo, aun cuando se utilizan productos a base de microorganismos benéficos en los
cultivos de frambuesa no se tiene claridad del efecto que realiza al cultivo, debido a que,
éstos son aplicados de manera empirica. La aplicacion de productos a base de
microorganismos no ha llamado la atencion de los productores debido a la falta de
informacion y de evaluacion de sus efectos, razén por la cual no es tan comun su aplicacion

en los cultivos.

Actualmente, en el CIIDIR IPN Michoacan se cuenta con una bacteria de B. subtilis
registrada ante el Northern Regional Research Laboratory (NRRL) de USA como GOS 01
B-67748 que ha mostrado promover el crecimiento vegetal de zarzamora y de estolones de
fresa (Comunicacion personal). Ademas de su capacidad para el control de varios hongos
patogenos de frutillas. Por lo anterior, en este trabajo se evalud la cepa GOS 01 B-67748
como promotora de crecimiento del cultivo de frambuesa en condiciones de campo, con el
seguimiento sistematico de la evaluacion de variables de crecimiento del cultivo que

puedan indicar el efecto promotor de crecimiento vegetal de la cepa.



Hipotesis

La cepa GOS 01 B-67748, de B. subtilis promovera el crecimiento de frambuesa en campo,

en un cultivo ubicado en Zamora Michoacén.

Objetivos

Objetivo general:

Evaluar el efecto de B. subtilis GOS 01 B-67748 sobre el crecimiento y desarrollo de

frambuesa (Rubus Idaeus L) a nivel campo.

Objetivos especificos:

e Determinar los nutrimentos de suelo rizosférico y hojas de planta de frambuesa
tratada con B. subtilis a nivel campo.

e Evaluar variables de promocion de crecimiento en planta de frambuesa tratada con
B. subtilis a nivel campo.

e Determinar la presencia de bacterias del género Bacillus en raiz de planta de

frambuesa con B. subtilis.



3. Metodologia

Area experimental

El trabajo experimental de desarrollo en % de ha de una parcela de frambuesa Var. Evita
con un afio de siembra recién podada la planta a media cafia (40 cm). Figura 2, ubicada en
Zamora, Michoacan (con coordenadas Latitud: 19.867023 y Longitud: -102.165786,
Altitud 1712 m.s.n.m) propiedad del Sr. Gonzalo Salcedo Gallegos. El cultivo contaba con
acolchado, macro tunel y 42 surcos (0.5 m de ancho) de 70 m lineales de largo con una

densidad de planta de 20 cafia/metro?.

Figura 2 Cultivo de frambuesa a media cafia, inicio del ciclo productivo

Produccién de inoculo de B. subtilis

Se utiliz6 la cepa GOS 01 B-67748, la produccion de indculo se realizé en medio Papa
Dextrosa Agar (PDA) a 37 °C por 24 h. Se colectdé la bacteria con ayuda de un asa

bacteriolégica con varios enrosques y se coloco en un frasco de vidrio con 300 mL de agua



purificada esterilizada hasta ajustar a 1X10'2 UFC/mL. El indculo se verti6 en un
biorreactor de acero inoxidable de 100 L con 60 L de medio Papa Infusion y se incubd por
5 dias a temperatura ambiente (15-30 °C). Después, se recuperd la masa microbiana del
biorreactor por centrifugacion con un equipo desnatador y se ajusté a 2 L de suspension
bacteriana a 1X10*2 UFC/mL con el uso de agua purificada esterilizada como efluente. La
suspension bacteriana se coloc6 en un portaobjetos para su observacién al microscopio para
determinar la poblacion de esporas y células presentes, el conteo de la poblacion se
realizaba por triplicado.

Disefio experimental y variables evaluadas

B. subtilis se comenzo a aplicar un dia después de la poda a media cafia de la planta a dosis
de 2 L de solucién bacteriana por 200 L de agua. La aplicacion se repitié cada 15 dias

durante cinco meses. La nutricion y manejo del cultivo fue totalmente convencional.

Los tratamientos fueron plantas de frambuesa y plantas de frambuesa sin bacteria. El disefio
experimental se hizo en 4 bloques tomados al azar por tratamiento de 50 m de largo con

una densidad con 20 plantas/m.

Evaluacion de los nutrimentos de suelo rizosférico y hojas de planta de frambuesa
tratada con B. subtilis (GOS 01 B-67748) en campo.

Antes de comenzar con las aplicaciones de B. subtilis se colectdé una muestra de suelo

rizosférico de planta de frambuesa para realizar el andlisis fisicoquimico del suelo.

Después de 10 aplicaciones de la bacteria y 15 dias antes de la siguiente aplicacién, se
tomaron muestras de suelo rizosférico de planta de frambuesa para su determinacién

nutrimental.

El andlisis nutrimental se realiz6 de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2000. Se

determinaron macronutrimentos calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na) y potasio (K) y



micronutrimentos hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn), boro (B), y cobre (Cu).
Conductividad eléctrica (CE) y pH en extracto de saturacidén, con un equipo portétil de
marca HANNA INSTRUMENTS. EI Nitrogeno (N) total mediante macro Khjeldhal por
procedimientos de digestion, (SEMARNAT, 2000), Fosforo (P) mediante la técnica de
Olsen y colaboradores (1954), Boro (B) mediante la técnica de Azometina H (Wolf, 1974).
Ademas, la textura (Procedimiento de Bouyoucos) (Bouyoucos, 1962), Materia Organica
(MO) (Técnica de Walkley y Black) (Walkley y Black, 1934), Capacidad de Intercambio
Cationico (CIC) mediante la técnica CIC con Acetato de Amonio 1 N (CH3COONHy4), pH
7 (Chapman, 1965).

Después de la séptima y onceava aplicacion de la bacteria, se determind el contenido
nutrimental de hojas de frambuesa tratada. Se corté una hoja ubicada a 30 cm del tallo,
medida desde el apice hacia abajo, las hojas se introdujeron en bolsas de plastico e
inmediatamente después en una hielera sin tocar el hielo. Se consideraron 10 hojas de
diferentes plantas por zona de muestreo. En laboratorio se secaron las hojas a temperatura
ambiente (18 -25 °C) y después se molieron en mortero de porcelana y tamizaron y pasaron
por la malla de ndmero 20 (U.S. STD. SIEVE) con abertura de 0.841 mm. Los
macronutrimentos y micronutrimentos se determinaron mediante la técnica de Método
Orgénico B del Microondas Multiware 60. EI Nitrogeno total se determind mediante la
técnica de Kjeldahl, Fosforo mediante el Método por colorimetria del Fosforo-

vanadomolibdato.

Variables de promocidn de crecimiento en planta de frambuesa tratada con B. subtilis
(GOS 01 B-67748) en campo

Después de 15 dias de la primera y cuarta aplicacion de la bacteria, se contaron las yemas
productoras en 30 cm de tallos productores desde el &pice hacia abajo, enl10 plantas por

blogue de tratamiento.

En la sexta aplicacién de la bacteria, se contd el namero de frutos por cargador enl5 plantas

por blogque de los tratamientos.



En la sexta aplicacion de la bacteria, se midi6 el ancho del tallo con un vernier manual a 15

plantas por bloque de los tratamientos.

Durante la séptima y octava aplicacion de la bacteria, se tomaron completamente al azar 20
frutos por bloque de cada tratamiento y se les determind el peso con una balanza analitica y

el diametro ecuatorial y polar con un vernier manual.

Después de 15 dias de la octava aplicacion de la bacteria, se contabiliz6 en 10 zonas el
namero de varetas en un metro lineal de cada bloque de los tratamientos.

En la octava y doceava aplicacion de la bacteria, se tomaron 15 hojas por bloque de cada
tratamiento y se analizé el area foliar con el programa Image J.

Durante la cuarta, sexta, séptima y décima aplicacién de la bacteria, se determiné el
contenido de clorofila en el foliolo medio de la hoja de frambuesa que se encontraba 30 cm
del tallo medido desde el apice hacia abajo. Se utiliz6 el SPAD 502 marca Minolta para el
muestreo. Se analizaron 15 foliolos de cada bloque de los tratamientos.

Presencia de B. subtilis en raiz de planta de frambuesa tratada con B. subtilis (GOS 01
B-67748)

Quince dias después de la onceava aplicacion de la bacteria, se colectaron trozos de raiz de
frambuesa de aproximadamente 6 cm de longitud se tomaron con guante estériles. Se tomo
un trozo de raiz por planta y se consideraron 10 plantas por blogue de cada tratamiento.
Cada trozo de raiz fue envuelto en papel aluminio y colocado en bolsas con cierre

hermético estériles e inmediatamente se colocaron en la hielera.

En el laboratorio, se cortaron trozos de raiz de aproximadamente 0.5 cm y sembraron en
Papa Dextrosa Agar (PDA) e incubaron a temperatura ambiente (18 -25 °C) hasta la
aparicion de bacterias. Se determind en los trozos el porcentaje de presencia de bacteria del

género Bacillus.

Para la identificacion morfoldgica de Bacillus, se realizd un frotis de bacteria sobre porta
objetos y visualiz6 en el microscopio compuesto e identific6 mediante las claves

morfoldgicas propuestas por Realpe et al., (2002).



Identificacion de hongos presentes en el sistema radical de planta de frambuesa

En los trozos de raiz de frambuesa se presentaron algunos hongos que también fueron
identificados. Para esto, se purificaron, se tomo un fragmento de micelio y se colocé en caja
Petri con medio PDA, éstas se incubaron a 25 °C hasta que hubo desarrollo micelial.

Posteriormente el micelio se transfirié a PDA para la purificacion del hongo.

De los hongos purificados se tomé una muestra con cinta adhesiva, se colocd sobre una
porta objetos y se identificaron morfolégicamente mediante las claves propuestas por

Montero en 2018, con apoyo del microscopio compuesto.

También se realizo la identificacion molecular de los hongos purificados. Se realizo la
extraccion de ADN mediante la técnica propuesta por Tapia et al. (2006), con minimas
modificaciones. Posteriormente el ADN se sometio a PCR para la amplificacion de las
regiones ITS 1 e ITS 4 mediante el Kit de la marca Bioline (MyTagTM DNA Polymerase).
El programa de amplificacion consistio en 1 ciclo de 5 mina 94 °C y 35 ciclos de 0.3 sa 94
°C, 0.35sa 60 °C y 0.35 s a 72 °C y una extension final de 10 min 72 °C y 10 min de
enfriamiento a 8 °C. Se corroboré la presencia de amplicones en un gel de agarosa al 1%.
Los resultados se enviaron a secuenciar en la empresa Macrogen Corea. Para la
identificacion de la especie, las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias de
referencia de la base de datos del NCBI. Se considerdé como identificacion positiva cuando

el porcentaje de cobertura y la identidad fueron superiores al 95%.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente con un andlisis de varianza y la comparacion de
medias con la prueba e Tukey (< 0,05) con el programa Statistical Analysis System version
9.4 para Windows 10.






4, Resultados

Andlisis quimico del suelo de frambuesa

El anélisis quimico del suelo, permitié analizar las condiciones iniciales en las que se
encontraba el suelo del cultivo de frambuesa las cuales se muestran en la Tabla 2. Las
condiciones establecidas se calificaron de acuerdo a lo establecido en la NOM 021
SEMARNAT 2000. El sodio al no ser un nutriente esencial para la planta de frambuesa no
esta reportado en la NOM 021 SEMARNAT 2000.

Tabla 2 Analisis del suelo antes de la aplicacion de B. subtilis al cultivo de frambuesa

Parametro Resultado InterpretacionNOM 021
(Unidad de medida) SEMARNAT 2000
pH 7.06 Neutro (6.6-7.3)
CE (dS/cm) 1.77 Muy ligeramente salino (1.1-
2.0)
Textura Arcilla 69%, Limo 14% y Arcilla
Arena 17%.
M.O (%) 1.34 Bajo (0.6-1.5)
Fosforo (mg Kg-1) 53.9 Alto >11
Boro (mg Kg-1) 0.78 Bajo (0.39-0.79)
Nitrogeno (%) 0.03 Muy bajo <0.05
Calcio (cmol Kg-1) 20.7 Alta (>10)
Magnesio (cmol Kg-1) 0.70 Baja (0.5-1.3)
Sodio (cmol Kg-1) 1.6 No aplica
Potasio (cmol Kg-1) 1.8 Alta (>0.6)
CIC (cmol Kg-1) 34.9 CIC Alta (25-40)
Cobre (mg Kg-1) 1.84 Adecuado >0.2
Zinc (mg Kg-1) 1.68 Adecuado >1.0

Hierro (mg Kg-1) 0.33 Deficiente Marginal <0.5



Manganeso (mg Kg-1) 33.62 Adecuado >1.0

Las caracteristicas quimicas del suelo se modificaron respecto a las condiciones iniciales
para ambos tratamientos. El segundo analisis de suelo se realizd en la etapa productiva de
frambuesa. Donde se present6 diferencia significativa en pH y CE con una disminucion de
tales parametros, en plantas que se trataron con B. subtilis en comparacién con las plantas
testigo (Tabla 3). En lo que respecta a pH hubo una tendencia minima a la alcalinizacion lo
cual permite reclasificar ambos tratamientos como medianamente alcalinos, de acuerdo a lo
establecido en la NOM 021 SEMARNAT 2000. La CE disminuyd en relacion a las
condiciones iniciales del cultivo, siendo menor la presencia de sales en el tratamiento con
bacteria y permitiendo dar una nueva clasificacion como suelo con efectos despreciables de
sales (Tabla 3). La cantidad de sodio también aumenté en ambos tratamientos, respecto a
las condiciones iniciales del cultivo, seguramente debido a la aplicacion de fertilizantes e
insumos quimicos durante el ciclo productivo. La CIC no cambié su clasificacion, sin
embargo, tuvo ligero aumento en ambos tratamientos, con un valor mayor en el testigo
(Tabla 3). El calcio se comport6 de manera similar. EI magnesio paso de una concentracion
inicial baja a alta, con una concentracion ligeramente mayor en el testigo. El potasio y el
sodio también aumentaron respectivamente a las condiciones iniciales pasando de una
clasificacion media a alta (Tabla 3). El fosforo se mantuvo dentro de la misma
clasificacién que al inicio, con una concentracion mayor en el testigo. El nitrégeno se
mantuvo dentro de la clasificacion baja en el segundo analisis, sin embargo, la

concentracion aumentd ligeramente en el tratamiento con la bacteria.

Tabla 3 Analisis de suelo inicial y post-aplicacion de B. subtilis

Determinaciones Inicio  B. subtilis Testigo

pH 7.06 7.4 +0.18B 7.6 £0.18 A
CE dS/Ms 1.77 0.83 +0.03 B 1.01 +0.01 A
CIC Cmol (+)/Kg 34.9 35.55 +2.6 A 38.55 0.9 A
Calcio Cmol (+)/Kg 20.7 31.6x1.6 A 3241 +1.1 A
Magnesio Cmol

(+)/Kg 0.70 40.03 +4.191 A 40.81 *1.3 A



Sodio Cmol (+)/Kg 1.59 4.87 £t05 A 442+04 A
Potasio Cmol (+)/Kg 1.78  4.84 +05A 453+0.3A
Fosforo (mg/kg) 53.96 67.32 +26.8 A 83.06 +26.0 A
Nitrogeno % 0.032  0.022 +0.004 A 0.017 £0.006 A

Medias seguidas por letras distintas difieren significativamente.

Andlisis foliar

En la Tabla 4, se presentan los analisis foliares de hoja de frambuesa, realizados después
de la séptima aplicacion de B. subtilis en planta de frambuesa a 120 dias de tratamiento y
no se presentaron diferencias significativas en los elementos. Los elementos que
presentaron un incremento positivo con el tratamiento de B subtilis, fueron potasio (K),
manganeso (Mn) y zinc (Zn). Los elementos restantes calcio (Ca), magnesio (Mg), cobre
(Cu), hierro (Fe), fésforo (P) y nitrégeno (N) presentaron valores mayores para el testigo; a

excepcion del sodio (Na) el no presentd diferencias entre los tratamientos.

Tabla 4 Analisis foliar de frambuesa a los 120 dias

B. subtilis Testigo Optimo (Jones et al., 1991)

Ca%  0.061+0.02 A 0.1+0.05A 0.8-1.5
Mg %  0.209 £0.02 A 0.254 +0.01 A >0.3
Na%  0.012+0.0 A 0.012 +0.0 A

K % 1.25 +#0.03 A 1.21 £0.04 A 1.5-3.0
Cuppm 8.66+0.8A 952 £1.0 3-50
Fe ppm 67.50+10.7 A 71.95 +9.8 A 30-150
Mn ppm 185.48 +29 A 175.65 £ 29 A 50-250
Zn ppm 20.47 £10.7 A 533 £8.8B 3-5
P % 0.292 £0.09 A 0.410 £0.05 A 0.3-0.5
N% 2.01 09 A 204 £10A 2.5-4.0

Medias seguidas por letras distintas difieren significativamente.



En la Tabla 5, se presentan los anlisis foliares de hoja de frambuesa, realizados después
de la onceava aplicacion de B. subtilis en planta de frambuesa a los 200 dias de tratamiento.
Hubo diferencia significativa en los elementos hierro (Fe), manganeso (Mn) y fésforo (P)
con valores mayores para el tratamiento con B. subtilis. El calcio (Ca), magnesio (Mg),
sodio (Na), potasio (K) tuvieron valores similares entre los tratamientos, lo mismo ocurrié
con el cobre (Cu) el cual no fue detectado en esta ocasién en ninguno de los tratamientos,
en el caso del nitrogeno (N) y zinc (Zn) los valores presentados fueron menores para el

tratamiento con B. subtilis respecto al testigo.

Tabla 5 Analisis foliar de frambuesa a los 200 dias

B. subtilis Testigo Optimo
Ca% 0.2 £0.09 A 0.2 £0.02 A 0.8-1.5
Mg % 0.01 £0.01 A 0.01 £0.01 A >0.3
Na % 1.2 +0.001 A 1.2 +0.001 A
K % 1.2 +0.03 A 1.2 +0.02 A 1.5-3.0
Cuppm ND ND 3-50
Fe ppm 173+7.25A 95 +7.6B 30-150
Mn ppm 414 +85 A 252 +107 B 50-250
Znppm 33+x5A 36 +5A 3-5
P % 0.31 +0.19 A 0.12 £0.10B 0.3-0.5
N% 1.4 +12A 2.7 £0.2 A 2.5-4.0

Medias seguidas por letras distintas difieren significativamente. (Jones et al., 1991)

Evaluacion de variables de promocion de crecimiento en planta de frambuesa tratada
con B. subtilis (GOS 01 B-67748) en campo

En la Tabla 6, se presentan los resultados de cuatro muestreos de clorofila tomadas entre
los 60 y 120 dias del crecimiento de plantas de frambuesa con los tratamientos. La clorofila
mostré un incremento significativo a los 90 y 105 dias en plantas del tratamiento con B.

subtilis en comparacion con las plantas testigo.



Tabla 6 Contenidos medios de clorofila (Unidades SPAD) en plantas de frambuesa con los

tratamientos

NUm. de aplicaciones Dias B. subtilis Testigo
de B. subtilis
4 60 402+ 35A 40.0 £35A
6 90 411 +36 A 38.8 +3.6 B
7 105 42.8 +3.7 A 41.0 +3.8B
10 120 41.6 £4.2 A 40.2 42 A

Medias seguidas por letras distintas difieren significativamente.

Las variables de crecimiento analizadas en plantas de frambuesa con los tratamientos se
muestran en la Tabla 7. Se presentaron siendo significativamente mayores las variables de
area foliar, namero de yemas productoras, ancho del tallo, nimero de frutos por cargador y

peso del fruto en plantas con el tratamiento de B. subtilis en comparacion con las testigos.

Tabla 7 Variables de crecimiento vegetativo en plantas de frambuesa con los tratamientos

B. subtilis Testigo
Variable de crecimiento
Avrea foliar (cm) 70.34 £ 2.7 A 63.33+49B
Numero de yemas productoras (cm) 95+14A 86+15B
NUmero de cafias 296 A 26+6B
Ancho del tallo (cm) 051+0.7A 041+0.7B
Numero de frutos por cargador 33x79A 30£7.1B
Peso del fruto a los105 dias () 6.1+1.2 A 54+13B
Peso del fruto a los 120 dias () 55+0.7 A 4.7 +0.8B
Diametro polar del fruto a los 105 dias (cm) 25+03A 24+03A
Diametro polar del fruto a los 120 dias (cm) 2.310.3 A 22+04 A
Diametro ecuatorial del fruto a los 105 dias (cm) 1.9+ 0.2 A 16+03A
Diametro ecuatorial del fruto a los 120 dias (cm) 1.8 +0.12 A 1.8+0.12 A

Medias seguidas por letras distintas difieren significativamente.

El incremento de las variables de crecimiento en porcentaje se presenta en la Tabla 8.



Tabla 8 Incremento en las variables vegetativas en plantas de frambuesa con la inoculacion
de B. subtilis

Pardmetro Incremento con la inoculacion B. subtilis
Porcentual Absoluto

Avrea foliar (cm) 10% 7.01
Numero de yemas productoras ( 30 cm) 10% 0.9
NUmero de cafas 10% 3

Ancho del tallo (cm) 20% 0.1
Numero de frutos por cargador 9% 3

Peso del fruto a los105 dias (g) 12% 0.7

Peso del fruto a los 120 dias (g) 15% 0.8

Se presentan las variables con diferencia significativa estadisticamente.

Determinacion de la presencia de B. subtilis en raiz de planta de frambuesa tratada
con B. subtilis (GOS 01 B-67748).

En la Tabla 9, se muestra el porcentaje de presencia de bacterias con caracteristicas del
género Bacillus en cada bloque de los tratamientos. En los trozos de raices de plantas que
se trataron con B. subtilis se presentd en un 100% bacterias con caracteristicas similares a
las del género Bacillus, colonias de aspecto liso, mucoide o rugoso y los bordes ondulados
o extendidos en el medio y ocasionalmente dan la apariencia de cultivos mixtos (Realpe et
al., 2020). En los trozos de raices de plantas testigo, no se presentd bacterias con esas

caracteristicas

Tabla9 Porcentaje de presencia de bacterias del género Bacillus en los trozos de raices de

planta de frambuesa

Tratamientos

Bloque B. subtilis Testigo
(%) (%)
1 100A +0 0B+0

2 100A+0 0B+0



3 100A £ 0 0B+0
4 100A £ 0 0B+0

Hongos presentes en raices de plantas de frambuesa de los tratamientos

En los trozos de raices de plantas del tratamiento con B. subtilis, fue evidente la presencia
de Penicillium sp., y Aspergillus sp. En las raices de plantas testigo, los aislamientos
correspondieron a Botrytis sp., Colletotrichum sp., Rhizopus sp., Alternaria sp., Fusarium
sp., Cladosporium sp., Phytopthora sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., En la Tabla 10 se

muestran los porcentajes de su presencia.

Tabla 10 Porcentaje de presencia de hongos en raices de las plantas de frambuesa de los

tratamientos.

Especie de hongos B. subtilis Testigo
Aspergillus sp 77.5 % 33%
Penicillium sp 67% 40%
Botrytis sp 0% 68%
Colletotrichum sp 0% 30%
Rhizopus sp 0% 18%
Alternaria sp 0% 2.5%
Fusarium sp. 0% 20%
Cladosporium sp 0% 10%
Phytopthora sp 0% 53%

Las especies identificadas molecularmente fueron: Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer,

Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Cladosporium cladosporioides.



5. Discusién

Andlisis quimico del suelo de frambuesa

El pH aumentdé en ambos tratamientos (B. subtilis=7.4, Testigo=7.6) respecto a las
condiciones iniciales del cultivo (7.06), similar a lo ocurrido en el experimento de un
sistema de rotacion soya-tomate, con incorporacion de biomasa verde y aplicacion de
indculos microbianos individuales, donde el pH aument6 significativamente en todos los
tratamientos respecto a las evaluacion inicial; debido a la acumulacién de elementos
solubles la CE aument6 sin presentar riesgos para el desarrollo de las plantas, lo cual fue
opuesto a lo ocurrido en este experimento donde la CE disminuyd respecto a las
condiciones iniciales (1.77 dS/m) siendo significativamente menor para el tratamiento con
B. subtilis posiblemente debido a la solubilizacion de bases por accion de los
microorganismos (Castro Barquero et al., 2015).

En plantas de frambuesa con B. subtilis GOS 01 B-67748 disminuyé la conductividad
eléctrica del suelo a 0.83 dS/m en comparacion con el testigo 1.01 dS/m esto coincide con
lo reportado por Escobar et al. (2011), quienes encontraron que B. subtilis pueden reducir
CE del suelo de 6,1 dS/m a 1,6 dS/m dado que estabilizan las sales solubles del suelo. Esta
respuesta en la CE en el suelo es contraria a lo que suele pasar con la fertilizacién quimica,
como se ha demostrado en algunos trabajos como el realizado por Orozco et al., en 2016,
quienes en una plantacion de manzanas (Malus domestica Borkh) cv. Golden Supreme, en
campo aplicaron dos tratamientos T-1 biofertilizacion + fertilizacion quimica,
(biofertilizante:  (Azotobacter vinelandii, Clostridium pasteurianum, Rhizobium etli,
Pseudomona f luorescens, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Azospirillum brasilense,
Actinomyces spp. y Lactobacillus spp.), aminoacidos, enzimas, acidos humicos y fulvicos,
con aporte de macro y micro elementos minerales), T-2 (fertilizacion quimica) como testigo
que representd el manejo tradicional del productor durante 3 afios y se obtuvo que la CE
increment6 en ambos tratamientos debido a la acumulacion de sales ocasionadas por la

fertilizacién quimica.



Variables de promocidn de crecimiento en planta de frambuesa tratada con B. subtilis
(GOS 01 B-67748) en campo

En un experimento realizado en invernadero con frambuesa de variedad “Heritage” se
encontr6 que la inoculacion con combinaciones de rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (RPCV) generaron un impacto positivo en el aumento del contenido de clorofila
(BF4=37.24, BF5=37.85 y Control=29.22) (Balci et al., 2020), similar a lo ocurrido en este
experimento donde la cantidad media de clorofila fue mayor para el tratamiento con B.
subtilis respecto al control. Ademas, se conoce que la inoculacion de cultivos como fresa
(Fragaria xananassa) con RPCV contribuye a disminuir el impacto negativo del estrés

abidtico que ocasiona la salinidad (Karlidag, 2013).

Respecto a didmetro polar y ecuatorial no presentaron diferencias significativas en este
experimento sin embargo se observd una tendencia positiva para el tratamiento con B.
subtilis respecto al testigo, lo que concuerda con lo obtenido por Juarez et al., en 2018, en
un experimento realizado en melén Cucumis melo, L a nivel invernadero inoculado con B.
subtilis y un control sin indculo bacteriano, donde en el diametro ecuatorial a los 105 dias
(septima aplicacion de B. subtilis) no hubo diferencias significativas pero los tratamientos
inoculados con cepas de B. subtilis tuvieron una longitud mayor respecto al control a los
120 dias ambos (octava aplicacion de B subtilis) tratamientos pueden considerarse
estadisticamente iguales (B. subtilis=1.9 Testigo=1.6, B. subtilis=1.8, Testigo=1.8), en lo
que respecta al didmetro polar hubo diferencias significativas a los 105 y a los 120 dias
respectivamente (B subtilis=2.5 Testigo=2.4, B subtilis=2.3 Testigo=2.2) , manteniendo un

valor menor para el control sin inoculacion.

En un cultivo de frambuesa con inoculacion de B. subtilis pre plantacion (1x10°® UFC/mL)
ubicado en Siberia con condiciones climaticas adversas como heladas, B. subtilis logro
disminuir los dafios por estrés abidtico y logré promover el crecimiento vegetal debido a
que aumento el nimero de cafas productoras (5.9) respecto al control con (4.9) y el nimero
de yemas productoras a 94.5 para el tratamiento con B. subtilis y 59.7 para el control,
generando un impacto positivo en el rendimiento del cultivo (Belyaev et al., 2017) lo que

concuerda con lo obtenido con la inoculacién de B. subtilis 01 B-67748 en frambuesa, que



aumentd el nimero de cafias a 29 mientras el control fue de 26, el nimero de yemas

productoras fue de 9.5 para el tratamiento con B. subtilis y el control de 8.6.

En cacao (Theobroma cacao) B. subtilis mediante el mecanismo de colonizacion de la hoja
aumentd el area foliar 64.37 cm? respecto al control 56.42 cm? lo cual fue similar a lo
ocurrido en este experimento que aumentd el area foliar a 70.34 cm? respecto al control de
63.33 cm? e incrementd la altura del tallo (15.26 cm) 7.6% respecto al control (14.18 cm) y
el largo del sistema radicular que son tejidos vegetales de interés productivo (Falcéo, et al.,
2014). El largo del tallo en plantulas de Solanum lycopersicum mostré6 promocion de
crecimiento al adicionar caldo de fermentacion de una concentracion de 1x10’” UFC de
cepas de B. subtilis presentando diferencias estadisticas significativas la cepa BS8 debido a
que incremento el largo del tallo un 45 %, BS14 un 33%, y BSN un 17 % respecto al
control (Anguiano et al., 2019). Bacillus subtilis GIBI 200, mostré capacidad para
solubilizar fostatos y producir acido indol acetico (5.47 ug / ml), en plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum) “Santa Clara” incrementando el largo del tallo y de raiz en un
10.4% y un 17.2% respectivamente, debido al incremento de la longitud de ambos
parametros de crecimiento la masa tanto fresca y seca tuvo un comportamiento similar, la
produccién de acido indol acético se relaciona a la estimulacion de crecimiento vegetal,
debido a que incrementa la division celular y la diferenciacion de los tejidos, parametros
que se ven reflejados en un aumento de biomasa, en raices y semillas aumenta la absorcion
de nutrientes y agua, lo cual corrobora la capacidad de promocion de crecimiento de B.
subtilis (Cabra Cendales et al., 2017).

La aplicacion de B. subtilis en el fruto del chile xcat ik (Capsicum annuum L.), incrementd
significativamente la altura de plantas respecto al testigo, aumento el volumen de la raiz y
la acumulacion de Fésforo en los frutos, en lo que respecta al peso del fruto si bien la
diferencia no fue significativa se tuvo un aumento (37.41g) en el tratamiento con B. subtilis
del peso del fruto respecto al control (36.94 g) (Gamboa-Angulo et al., 2020), en este
trabajo el aumento del peso del fruto fue estadisticamente diferente, es decir en la séptima y
octava aplicacion de B. subtilis respectivamente, siendo mayor para el tratamiento con B.
subtilis (105 dias B.subtiliis=6.1 g Testigo=5.4 g y 120 dias B. subtilis=5.5 g Testigo=7.4 g)

El peso del fruto es un indicador de calidad bioquimica del fruto, el aumento esta



relacionado con el efecto bioestimulante, biofertilizante y biorregulador respecto al control

tratado con fertilizacion quimica (Alarcon Zayas et al., 2018).

Andlisis foliar

Los resultados del analisis del tejido vegetal reportados en este estudio en comparacion con
los Optimos propuestos por Jones et al, en 1991, muestran deficiencias en ambos
tratamientos en los elementos como Ca, Mg, K. En lo que respecta a Cu en el mes de
octubre estaba dentro del rango 6ptimo, sin embargo, para el mes de noviembre no fue
detectado concentracion del metal en el tejido vegetal de las plantas, lo que puede ocasionar
pérdida de agua por exudacion. Los elementos que se encontraron en condiciones
adecuadas en el tejido de las plantas fueron Fe, Mn, Zn y P. Puesto que el sodio no es
considerado un nutriente esencial de las plantas debido a esto no se encuentra registrado su
requerimiento. En estudios realizados se ha demostrado que la inoculacion de Bacillus
aumento el nitrogeno foliar en frijol, café, sauce, platano y alamo, mientras que resultados
contrastantes fueron reportados para girasol donde no ocurrio un aumento del nitrégeno
foliar (Jang et al., 2018), similar a lo ocurrido en este experimento en las dos ocasiones
analizadas (A 5 aplicaciones de B. subtilis=2.01% Testigo=2.04% a 8 aplicaciones de B.
subtilis=1.4% Testigo=2.7%).

De acuerdo al experimento realizado por Castro Barquero et al. (2015) la inoculacién con
microorganismos incrementa el contenido foliar de los elementos, debido a, a la produccion
de acidos organicos por las bacterias que hacen solubles formas poco disponibles de
nutrimentos adyacentes a la raiz por lo cual incrementan la absorcion de nutrientes por la
planta; en lo que respecta al fésforo el incremento del elemento lo relaciona a la capacidad
de solubilizacion del mismo por accion de los microorganismos, como en este trabajo en el
cual a los 200 dias que se analizo el fésforo presentd diferencias estadisticas positivas para
el tratamiento con B. subtilis respecto al testigo (200 dias, B. subtilis=0.31, Testigo=0.12).
En lo que respecta al nitrégeno en el tejido foliar fue encontrado en menor cantidad para el
tratamiento con B. subtilis respecto al testigo, (a los 120 dias B. subtilis=2.01,

Testigo=2.04; a los 200 dias B. subtilis=1.4 Testigo=2.7), esta disminucidn pese a que no es



significativa puede atribuirse a que tanto los microorganismos como las plantas, son
dependientes del mismo en forma inorgéanica (nitratos (NO3) y amonio (NH4) para realizar
sus funciones vitales (Ramirez et al., 2017).

Presencia de B. subtilis en raiz de plantas de frambuesa

En un experimento realizado por Jiménez en 2018 se determind que B. subtilis se desarrolla
en rangos de temperatura de 15 a 37° Cy pH de 5 a 8. Las condiciones de pH presentadas
en el huerto de frambuesa se encontraban en 7.06 al inicio, 7.4 en el tratamiento con B.
subtilis y 7.6 en el testigo, los cuales se encuentran dentro del rango éptimo de crecimiento
de la bacteria, se puede suponer que las condiciones de pH para el establecimiento o
desarrollo de la bacteria en las raices de la planta se presentaron, ademas se corrobora con
la presencia del género Bacillus, en las raices de plantas de frambuesa que se trataron con
B. subtilis GOS 01 B-67748

Kashyap en 2019, aplico B. methylotrophicusy B. amyloliquefaciens, en un cultivo de
cerezas (Prunusavium L.) en campo y demostraron su capacidad colonizadora en hoja de
cereza y actividades antagonicas por competencia de nutrimentos o de nicho ecoldgico, se
promovio el crecimiento de la planta al controlar hongos patégenos. Se pudo aislar
bacterias del género Bacillus spp., de las hojas y los aislados se identificaron como, B.
methylotrophicus CBMB205 (100%) y B. amyloliquefaciens sub sp. plantaran FZB42
(99.9%).

Presencia de hongos

El tratamiento de cultivos en condiciones controladas con inoculacion de microorganismos
benéficos eficientes y competitivos de la rizosfera como B. subtilis, otorga beneficios que
pueden ser observados desde el punto de vista sanitario tanto como en el rendimiento de los
mismos, en un experimento realizado por Illa et al., en 2019 en mani (Arachis hypogaea)
en condiciones controladas en macetas estériles la aplicacién de microorganismos como B.
subtilis y Trichoderma harzianum presentaron un porcentaje de emergencia mayor de

semillas 90 para el tratamiento con fungicida y B. subtilis, 80 para el fungicida y



Trichoderma harzianum, 90 para la combinacion de fungicida, B. subtilis y Trichoderma
harzianum, respecto al testigo 50% y al fungicida 70% debido al control de hongos
patdgenos; en condiciones de campo ocurrio algo similar en las variables de crecimiento
rendimiento, tamafio de grano y formacion de biomasa, los tratamientos con bioldgicos
superaron al testigo (llla et al., 2019), lo que concuerda con lo obtenido en plantas de
frambuesa que se trataron con B. subtilis que presentaron mayor nimero de yemas
productoras de frutos, de cafias, de frutos por cargador, didmetro de tallo en comparacion
con las plantas testigo. En las plantas tratadas con B. subtilis GOS 01 en este trabajo, las
raices presentaron una menor proporcion de los hongos Colletotrichum sp., Rhizopus sp.,
Alternaria sp. Fusarium sp. Cladosporium sp. Phytopthora sp., se ha demostrado en
algunos estudios que el efecto antifingico de B. subtilis esta estrechamente relacionado con
las sintesis de lipopéptidos como fengicina, surfactina e iturina, que poseen propiedades
antimicrobianas, se ha encontrado que algunas especies de Bacillus pueden controlar a
Xanthomonas oryzae, sclerotiorum, y Fusarium graminearum (Xu, et al., 2019).

En un experimento de Benoit en 2015 se encontro que de la misma manera que las bacterias
del género Bacillus se adhieren a la raiz de la planta, lo hacen al interactuar con Aspergillus
niger, adhiriéndose al hongo y creciendo en las hifas, alterando su metabolismo al
disminuir la produccion de surfactina; puesto que la transcripcion de genes de defensa
antifangicos de B. subtilis y antibacterianos de Aspergillus disminuye con la union de
bacterias al micelio, la relacion establecida explica porque Aspergillus spp., fue encontrado
enel 77. 5 % de las raices de frambuesa inoculadas con B. subtilis.

En un experimento in vitro se cultivd una colonia de la cepa de B. subtilis ALB629 en el
centro en placas de PDA y alrededor hongos patogenicos, donde B. subtilis mostro
antagonismo, la inhibicion mas fuerte se observd para Colletotrichum sp., presentando
claros halos de inhibicion (Falcéo et al., 2014), en este experimento la cepa de B. subtilis
inhibié el crecimiento de Colletotrichum sp., el cual no fue encontrado en las raices
sembradas en PDA procedentes del cultivo de frambuesa inoculadas con la bacteria, en el
testigo se encontrd el hongo en el 30% de los tratamientos lo que sugiere que GOS 01
presenta beneficios en términos de antagonismo contra hongos fitopatdgenos. En un
experimento realizado en pistache (Pistacia Vera) en campo y en laboratorio, se encontro
que las bacterias del género Bacillus, poseen capacidades antimicotoxigénicas, al ser

capaces de biodegradar las micotoxinas in vitro e in vivo y reducir la cantidad de esporas



producidas y la contaminacion por aflatoxinas tanto en campo como en almacenamiento
(Siahmoshteh et al., 2017). Las bacterias del género B. subtilis, han sido ampliamente
utilizadas debido a que su capacidad antagonica contra otros microorganismos debido a que
la bacteria impide que se desarrollen microorganismos causantes de fitopatologias lo que
permite promover el crecimiento vegetal en varios cultivos, (Hernandez-Gomez et al.,
2016).



6. Conclusiones

En general el suelo del cultivo de frambuesa, se encontraba en condiciones para el
establecimiento del cultivo de acuerdo a la NOM 021 SEMARNAT 2000. Respecto
al contenido nutrimental del suelo rizosférico de la planta de frambuesa tratada con
B. subtilis GOS 01 B-67748 no se observo diferencia en comparacién con las
plantas testigo, sin embargo, se disminuyé el pH y conductividad eléctrica con la
aplicacion B. subtilis en las raices de plantas. En las hojas Gnicamente se observo un

incremento en el contenido de hierro y manganeso.

Las plantas de frambuesa tratadas con B. subtilis presentaron mayor nimero de
yemas productoras de frutos, de cafias, de frutos por cargador, diametro de tallo,
peso de fruto en comparacion con las plantas testigo.

También se presentaron bacterias del genero Bacillus en un 100% de las raices de
plantas tratadas con GOS 01 B-67748. La presencia de Colletotrichum sp., Rhizopus
stolonifer,  Alternaria  alternata, Fusarium  oxysporum.  Cladosporium
cladosporioides y Phytopthora sp. fue reducida en las raices tratadas con Bacillus
subtilis GOS 01 B-67748
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