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Resumen

El cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa) constituye una alternativa agricola de relevancia
economica en México; no obstante, su productividad puede ser limitada por factores edaficos y
fisiolégicos. En este sentido, las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) representan
una estrategia biotecnoldgica sostenible para mejorar su rendimiento. En el presente estudio se
evalud el efecto de diferentes aislados bacterianos sobre la germinacion, desarrollo temprano y
crecimiento en invernadero de plantulas de jamaica. A las 24 h, las semillas mostraron un 100% de
germinaciéon con un indice de velocidad de germinacion (IVG) de 0.935, confirmando su alta
viabilidad. Las cepas, XM10 y OM1 promovieron un mayor crecimiento radicular (4.6 cm) y
abundantes raices laterales, mientras que TM5 estimul6 la elongacion del hipocétilo (5.4 cm). En
contraste, el aislado TM10 provocé pudricion radicular que limitd el desarrollo de plantulas. Bajo
condiciones controladas de invernadero, las cepas XM10, OM1 y AM5 mostraron el mejor
desempefio global, alcanzando una altura promedio de planta de 78 cm. En cuanto a la acumulacién
de biomasa fresca, el tratamiento TM5 presenté el mayor rendimiento, con 280 g en tejidos aéreos
y 21.85 g en raiz. De manera destacada, el tratamiento AM5 promovié la mayor induccién floral.
Estos resultados resaltan el potencial de cepas con caracteristicas de BPCV como inoculantes para
incrementar el crecimiento y productividad de jamaica, asi como, aportando bases para su aplicacion
en sistemas agricolas sustentables.
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Abstract

Hibiscus sabdariffa is an economically important crop in Mexico, yet its productivity is often
constrained by edaphic and physiological factors. Plant growth-promoting bacteria (PGPB) offer a
sustainable approach to enhance crop performance. This study assessed the effects of different
bacterial isolates on seed germination, early seedling development, and greenhouse growth of H.
sabdariffa. Seeds reached 100% germination within 24 h, with a germination velocity index (GVI) of
0.935, indicating high viability. Bacterial strain XM10 promoted the greatest root growth (4.6 cm) and
abundant lateral root formation, while strain TM5 enhanced hypocotyl elongation (5.4 cm).
Conversely, TM10 caused root rot, restricting seedling development. Under greenhouse conditions,
plants inoculated with strains XM10, OM1, and AMS5 reached a mean height of 78 cm, outperforming
the other treatments. In terms of fresh biomass, treatment TM5 recorded the highest values, with 280
g in aerial tissue and 21.85 g in roots. Additionally, AM5 resulted in the greatest number of flowers
among all treatments evaluated. These findings underscore the potential of specific PGPB strains as
bioinoculants to boost H. sabdariffa growth and productivity, supporting their integration into
sustainable agricultural systems.
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asociaciones con micorrizas han mostrado

Introduccién

El cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
posee una importancia socioeconémica
relevante en varias regiones de México,
donde su produccién esta mayoritariamente a
cargo de pequeifos productores vy
asociaciones rurales (Ariza, 2020). A pesar
de las condiciones agroclimaticas favorables
para su cultivo y su creciente demanda por
usos alimentarios e industriales (bebidas,
mermeladas, ingredientes  funcionales)
(Galicia et al., 2008), los rendimientos
nacionales permanecen por debajo de su
potencial técnico, solamente en 2021 fueron
cosechados 8,617.29 t de flor en México e
importado el 52% del consumo total de paises
como China, Sudan, Nigeria y Senegal
(Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), 2023; Esquivel et al., 2024).
Asi mismo las limitaciones estructurales
impactan de manera importante en su
produccién. Por otra parte, entre los factores
que limitan la productividad se reconocen
presiones bidticas —plagas y enfermedades
foliares y de fruto (Abdel-Moniem et al., 2006)
— y estreses abitdticos como baja fertilidad
edéfica, déficit hidrico y salinizacién puntual
del suelo, ademas de practicas de manejo
tradicionales con escaso acceso a tecnologia
y asesoria técnica. Estas restricciones
explican la heterogeneidad de rendimientos y
la alta dependencia de mano de obra y
mercados informales en sistemas de
pequefa escala.

Frente a este escenario, las estrategias
microbioldgicas basadas en Microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal (MPCV)
se postulan como alternativas sostenibles
para mejorar productividad. Las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (BPCV)
actlan mediante multiples mecanismos
complementarios: fijacion  biolégica de
nitrégeno,  solubilizaciéon de  fosfatos,
produccién de fitohormonas (por ejemplo
IAA), actividad de ACC-desaminasa que
reduce el etileno de estrés, produccion de
sideréforos y compuestos antagonistas frente
a fitopatégenos, ademas de contribuir a la
estabilizacion de la estructura del suelo y la
tolerancia frente a estrés salino e hidrico
(Kloepper and Beauchamp 1992; Kloepper et
al.,, 2004; Souza et al., 2015; Mitter et al.,
2021; Olaniyan et al., 2022). Esta
multifuncionalidad ha sido respaldada por
estudios en distintos cultivos, incluida la
jamaica, donde inoculaciones con MPCV y
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mejoras en biomasa, parametros
fotosintéticos y rendimiento bajo estrés
hidrico (Sanayei et al., 2021).

En México, ensayos agronémicos y trabajos
de seleccion de cultivares combinados con
practicas agroecoldgicas evidencian que la
incorporacion de biotecnologias microbianas
y protocolos de manejo adaptados a pequefia
escala pueden mejorar significativamente el
rendimiento de las plantas. Por ello, la
evaluacion experimental del efecto de
bacterias con caracteristicas de promocién de
crecimiento vegetal en plantas de jamaica
contribuye a la generacién de bioinoculantes
apropiados para sistemas locales y asi
reducir la dependencia de insumos quimicos
y aumentar la rentabilidad y sostenibilidad de
pequefios productores.

Materiales y Métodos

Germinacibn y crecimiento in vitro de semillas
de jamaica.

Se realizaron pruebas de germinacion de
semillas de jamaica (variedad costefia de
productores del Istmo en Oaxaca). Se
seleccionaron semillas completas y de
tamafo uniforme, colocadas en 5 lotes de 7
semillas, las cuales fueron desinfectadas por
tratamiento con etanol al 70% (30-60 s)
seguido de hipoclorito de sodio (1-3%, 1-5
min), y lavados posteriores con agua estéril.
La esterilidad se confirmé colocando las
semillas en placas de agar LB (Fiodor et al.,
2023).

Preparacion del inéculo bacteriano

Las cepas fueron crecidas en medio liquido
Luria-Bertani (10 g de triptona, 5 g de NaCl, 5
g de extracto de levadura y 1000 mL de agua
destilada), a una temperatura de 30 °C, hasta
alcanzar la fase logaritmica. Posteriormente
se ajusté la concentracion por densidad
optica de 1x108 UFC en solucion salina con
carboximetilcelulosa (0.5%).

Bioensayo en semillas de jamaica

Las semillas previamente desinfectadas, se
colocaron en matraces que contenian 50 mL
de wuna suspension bacteriana y se
mantuvieron por 60 min con agitacion a 120
rom, para posteriormente eliminar la
suspension de cada una de las muestras. Los
tratamientos se dejaron secar en un horno a
35 °C durante 24 h. Se depositaron 7 semillas
sobre papel de filtro estéril humedecido con 5
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mL de agua desionizada estéril dentro de una
placa de Petri; Posteriormente, las semillas
se colocaron cuidadosamente con el embrion
ubicado hacia abajo. Finalmente, las placas
de Petri se sellaron y se colocaron en una
incubadora de crecimiento con un fotoperiodo
de 12212 a 25 + 2 °C con una humedad
relativa del 60 %. La germinaciéon de las
semillas se cuantificé diariamente, analizando
los siguientes pardmetros de crecimiento:

porcentaje de germinacion (G) (férmula 1)
(Bewley, 2013).

indice de velocidad de germinaciéon (IVG)
(férmula 2) (Maguire, 1962)

La longitud de la plumula (PL) fue medido
desde la unién de la radicula con el hipocétilo
y longitud de la radicula (RL), se midié desde
la base del hipocotilo hasta el apice de la
radicula, también fue medido el peso fresco y
seco de los brotes.

NuUmero de semillas germinadas G

(%) =

* 100

Numero total de semillas germinadas
Férmula 1. Férmula para calcular el porcentaje de germinacion en semillas de jamaica.

0 =
IVG(A]) Z GIN

Formula 2. indice velocidad de germinacién donde: G = numero de semillas germinadas en el
conteo N = dias después de la siembra en que ocurrid

Pruebas en invernadero

El ensayo se establecié en un disefio de
bloques completamente al azar, con 2
bloques (réplicas) y 9 tratamientos, con un
total de 18 macetas.

Tabla 1. Matriz de tratamientos

bacteriano se preparé anteriormente y el
control de formulacién (T2) contenia el mismo
portador sin microorganismos.

Procedimiento de inoculacion

Tres semillas previamente tratadas vy
germinadas fueron sembradas en una
maceta a 1-2 cm de profundidad; después de
7 dias, las dos plantulas mas vigorosas fueron

Tratamiento ID ESPECIE BACTERIANA
T OoM3 Ochrobactrum sp
T2 IM1 Pseudomonas hibiscicola
T3 TM5 Pseudomonas geniculata
T4 XM10 Stenotrophomonas maltophilia
T5 OM1 Serratia marcescens
T5 AM5 Ochrobactrum sp
T6 T™M2 Ochrobactrum sp
T7 XM2 Klebsiella spp
T8 CTR dH,0 estéril

mantenidas y retirada la tercera. Control:
semillas sumergidas en agua estéril. A la
semana de ser trasplantada, se aplicaron 10
mL de suspension bacteriana (108 UFC/mL™")
(Santiago et al., 2020) en el cuello radicular
de cada planta. Las aplicaciones se repitieron
a los 14 y 28 dias. Los parametros que se
evaluaron fueron, altura de la planta (cm),
biomasa fresca parte aérea y de la raiz.

Cada bloque contiene dos réplicas de todos
los tratamientos (1 maceta por tratamiento
por blogue). Las posiciones de las macetas
fueron aleatorizadas dentro de cada bloque
antes de iniciar el ensayo.

Preparacion del material vegetal, sustrato e
inoculo

Se utilizaron semillas de jamaica previamente
tratadas como en el apartado 2.1, en tanto
que, el sustrato consisti6 en vermiculita
estéril; volumen por maceta: 5 L. Las
condiciones de temperatura y humedad
fueron registradas diariamente; fotoperiodo
natural, riego manual a volumen constante;
evitando encharcamientos y cada tercer dia
se adiciond solucion Hoagland. El inéculo
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Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de
comparaciones mdltiples de Tukey (p<0,05).
La normalidad de los datos porcentuales
(porcentaje de germinacion) se verificd
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov,
y los datos porcentuales se transformaron
mediante la transformacién de raiz cuadrada
de arcoseno antes de realizar el ANOVA.

Resultados y discusién

Crecimiento bacteriano

Nueve cepas bacterianas (OM3, IM1, TM5,
XM10, OM1, AM5, TM2, XM2 y TM10)
pertenecientes a los géneros
Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Klebsiella, Ochrobactrum y Serratia aisladas
de cultivos impactados con plaguicidas,
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fueron previamente evaluadas y
seleccionadas a través de pruebas
bioquimicas en sus propiedades de

promocion del crecimiento vegetal. En la
figura 1, se muestran las curvas de
crecimiento de las nueve cepas. Los aislados
lograron crecer en medio LB, presentando
diferentes velocidades de crecimiento. OM1
(Serratia marcescens) y XM2 (Klebsiella spp.)
(u=0.13 y 0.127 h™ respectivamente),
presentaron una rapida velocidad de
crecimiento, alcanzando la fase exponencial
en tan solo 2 horas de incubacion, y la fase

estacionaria, después de 4 h. Por otra parte,
las cepas XM10 (Stenotrophomonas
maltophilia), IM1 (Pseudomonas hibiscicola) y
TM5 (Pseudomonas geniculata) iniciaron la
fase exponencial después de 6 h, alcanzando
la fase estacionaria después de 22 h. La
velocidad de crecimiento de cada cepa nos
permitié generar indculos estandarizados, asi
como discernir en la conformacion de
inéculos a ser aplicados en el tratamiento de
semillas.
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Figura 1. Curvas de crecimiento bacteriano de los géneros Stenotrophomonas (XM10), Klebsiella (XM2), Serratia (OM1),
Ochrobactrum (AM5, TM2),Pseudomonas (IM1, TM5) y Ochrobactrum (TM10, OM3). Crecimiento en medio LB, a 30°'C y
agitacion a 120 rpm

Germinacion, crecimiento y desarrollo inicial
de jamaica

En la figura 2, se muestra la germinacion de
semillas de Hibiscus sabdariffa, después de
24 h de incubacién, las semillas presentaron
el 100% de germinacion, con un indice de
velocidad de germinaciéon (IVG) de 0.935.
Con lo que se asegura la viabilidad de las
semillas. De acuerdo con estudios de
International Seed Testing Association (ISTA,
2020), porcentajes por debajo del 80% de
germinacién en semillas, indican mala
calidad. De los 5 lotes probados, todos
presentaron el 100 % de germinacion sin
presencia de contaminantes. Los resultados
obtenidos evidencian que las semillas de
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jamaica utilizadas en este estudio poseen una
viabilidad optima y homogénea. Estudios
previos han resaltado la importancia de la
calidad fisiologica de la semilla en la
respuesta a tratamientos de biofertilizacion y
bioproteccion. Bewley et al. (2013) destacan
que semillas con alto vigor presentan un
desempefio mas consistente en ambientes
controlados y de campo, lo que repercute
directamente en el éxito de programas de
inoculacién microbiana. De manera similar,
Finch-Savage y Bassel (2016) enfatizan que
la sincronia en la germinacién es crucial para
estudios de biotecnologia vegetal, ya que
reduce la variabilidad experimental asociada
a diferencias fisiologicas en las plantulas.
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En relacién con los resultados obtenidos en
los ensayos de germinacién y desarrollo
temprano de plantulas, se evidencia que los
tratamientos con bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPB) ejercen efectos
diferenciados sobre la morfologia inicial de la
raiz y del hipocétilo. La cepa XM10
(Stenotrophomonas maltophilia) promovié un
desarrollo radicular significativamente mayor,
alcanzando en promedio 4.6 cm de longitud,
acompafado de una abundante formacion de
pelos radicales (tabla 2). Este efecto es
relevante, ya que el incremento en la
superficie de absorcidon radicular mejora la
adquisicién de nutrientes y agua, lo que se
traduce en un potencial mayor de

establecimiento y vigor de las plantulas en
etapas posteriores (Lugtenberg y Kamilova,
2009). El estimulo sobre el crecimiento
radicular puede estar relacionado con la
produccion de fitohormonas, especialmente
auxinas como el acido indol-3-acético (AlA),
cuya sintesis por bacterias rizosféricas ha
sido ampliamente documentada (Spaepen et
al., 2007). En particular, S. maltophilia ha
mostrado capacidad para secretar AlA y
compuestos secundarios que modulan la
arquitectura radicular (Ryan et al., 2009), lo
cual concuerda con la presencia de raices
mas largas y con mayor densidad de pelos
radicales observados en este estudio.

Tabla 2. Crecimiento de las plantulas de jamaica 24 h después del tratamiento con bacterias

Tratamiento  Raiz (cm)  Plamula nESE —— el
(cm) radiculares secundarias
XM10 4.6 No 4.9 o 5
XM2 3.8 Si 4.6 * 3
OoM1 4.4 Si 5.2 * 3
AM5 24 No 47 * 5
TM2 2.1 No 53 ** 3
OoM3 3.2 No 5.1 ** 3
TM10 1.1 No 1.7 no 0
M1 2.7 Si 4 o 3
TM5 2.9 Si 54 ** 3
CTR 24 No 5.4 * 3

Nota: * >10 PR, ** < 20 PR *** < 50 PR (Pelos Radiculares)

Por otro lado, el tratamiento con
Pseudomonas geniculata (TM5), se asocid
con un efecto diferencial sobre la elongacion
del hipocétilo, alcanzando 54 cm en
promedio, ademas de wuna abundante
produccién de pelos radiculares. El
alargamiento del hipocdtilo podria explicarse
por la produccion bacteriana de giberelinas y
citoquininas, hormonas conocidas por
promover la division y elongacion celular en
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tejidos aéreos en etapas tempranas del
desarrollo (Gutiérrez-Manero et al., 2001;
Khan et al., 2020). Estudios en Pseudomonas
spp. han demostrado la capacidad de estas
bacterias para producir metabolitos que
estimulan tanto la parte aérea como el sistema
radicular, dependiendo de la interaccién
planta-cepa (Kloepper et al., 2004).

La figura 3 muestra el efecto sobre la
germinacion de las cepas bacterianas. Se
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observo que las semillas tratadas con la cepa cual, provocd un proceso de pudricion de la
OM1 (Serratia marcescens) mostraron una plantula. Existen diversos reportes de
plumula y raiz principal mayor que el resto de especies de Ochrobactrum implicados en
los tratamientos, asi como abundantes raices enfermedades de plantas bajo ciertas
secundarias. Caso contrario, sucede con la condiciones (Ryan et al., 2020)

cepa TM10 (Ochrobactrum pituitosum), la

CRT ™10 OM1

4

L

Figura 3. Efecto de bacterias [Ochrobactrum pityitosum (TM10), Serratia marcescens (OM1), Ochrobactrum sp (OM3).
Klebsiella sp (XM2), Pseudomonas hibiscicola (IM1), Stenotrophomonas malthopila (XM10), Pseudomonas geniculata
(TM5)], sobre semillas de Hibiscus sabdariffa. Dia 5 después del tratamiento

En la figura 4 se presentan los resultados del nutrientes (fosfato, zinc) que mejora la
efecto de las bacterias sobre el crecimiento disponibilidad de minerales; (iii) produccion
radicular. Se observd una diferencia de siderdéforos y metabolitos antagonistas que
significativa de la cepa OM1 (Serratia reducen la presion de fitopatdégenos; y (iv)
marcescens), respecto al resto de los actividad de ACC desaminasa que mitiga la
tratamientos. Matteoli et al. (2018) reporta acumulacion de etileno en plantas sometidas
que S. marcescens promueve el crecimiento a estrés, faciltando asi la tolerancia a
vegetal por diversos mecanismos como: (i) salinidad y sequia. Asi mismo en estudios
biosintesis de compuestos auxinicos (IAA o funcionales y gendmicos respaldan la
compuestos inddlicos) que modulan la presencia de rutas y genes asociados a estos
arquitectura radicular; (ii) solubilizacion de rasgos en cepas candidatas a bioinoculantes.
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Figura 4. Efecto de las bacterias [Klebsiella sp (XM2), Ochrobactrum sp (TM2), Serratia marcescens (OM1), Pseudomonas
geniculata (TM5), Ochrobactrum sp (AM5), Pseudomonas hibiscicola (IM1), Stenotrophomonas malthopila (XM10),
Ochrobactrum sp (OM3)]. sobre el crecimiento radicular. Longitud de la radicula (RL) en semillas germinadas de Hibiscus
sabdariffa al dia 5 germinadas.
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Los resultados de fitotoxicidad demostraron
que ocho cepas no presentan efectos
adversos en la germinacion y mejoran el
desarrollo del hipocétilo y hojas primarias en
un periodo de 5 dias de crecimiento.

Evaluacioén en invernadero

Las pruebas de invernadero se realizaron en
los meses de julio y agosto del 2020, los
tratamientos fueron con las bacterias; OMS3,

T™5

OM3

XM10

OM1

IM1, TM5, XM10, OM1, AM5, TM2, XM2 y
como control agua (CTR). Como se observa
en la figura 5 el desarrollo de las plantas a los
70 dias en condiciones de invernadero fue
lento y con poco follaje, cabe mencionar que
la temperatura promedio oscilo entre los 20 y
37 °C con una humedad relativa menor al

50%, por lo que se vio afectado su
crecimiento.
AMS ™2 XM2 CTR

PARTE
AEREA

RALZ

Figura. 5. Evaluacion de la promocion de crecimiento vegetal en maceta. Plantas de jamaica de 2 meses de crecimiento
inoculadas con bacterias con propiedades de crecimiento vegetal. Ochrobactrum sp (OM3), Pseudomonas hibiscicola
(IM1), Pseudomonas geniculata (TM5), Stenotrophomonas malthopila (XM10), Serratia marcescens (OM1), Ochrobactrum
sp (AM5), Ochrobactrum sp (TM2), Klebsiella sp (XM2).

En la tabla 3, se muestran los datos
fenotipicos de los aislados bacterianos,
respecto al control, La longitud de la parte
aérea de la planta alcanz6 un maximo de 78
cm para los tratamientos XM10 y OM1 con la
generacion de un sistema radicular
abundante; en tanto que el mas bajo fue de
54 cm para la cepa AM5. En relacién a la
biomasa fresca de la parte aérea el

tratamiento TM5 presento el valor maximo de
280 g y el menor fue para IM1 (167 g), con
respecto a la biomasa fresca de parte de la
raiz TM5 (21.85 g) sobresalié. Finalmente, la
presencia de flores fue muy variado por
tratamientos, pese a que las plantas del
tratamiento AMS5 no crecieron mas alla de 54
cm fue la que inicio primeramente con flores,
contabilizando en total 22.

Tabla 3. Datos fenotipicos de Hibiscus sabdariffa a nivel invernadero.

Tratamiento Altura Biomasa NuUmero de
(cm) fresca (g) flores
aérea raices

OM3 58 195 7.3 11
IM1 57 167 11.8 16
TM5 73 280 21.85 14
XM10 78 201 145 18
oM1 78 239 9.5 20
AM5 54 220 8.69 22
TM2 75 249 13 8
XM2 56 278 17.4 12
CTR 58 270 14 14
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Conclusiones

Las semillas se Hibiscus sabdariffa variedad
costefia, presentd6 una alta taza de
germinacion (100 %) en un periodo de 48 h,
sin presencia de contaminantes.

Ocho cepas bacterianas no presentaron
efecto fitotoxico sobre la germinacion de
semillas de Hibiscus sabdariffa y favorecieron
la elongacion de las plantulas.

El desarrollo de la planta fue favorecido por la
cepa TM5 y en produccion de flores, la cepa
AMS5.

Perspectivas del trabajo

A fin de corroborar el efecto de las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal se
propone el someter la interaccion de las
mejores cepas XM10, TM5 y OM1; asi como
consorcios microbianos junto con un producto
comercial para ser un referente de medicion.
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