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Fosfobacterias promueven la emergenciay el
crecimiento de agaves silvestres
Phosphobacteria promote the emergency and
growth of wild agaves

Sail Sanchez Mendoza**, Angélica Bautista-Cruz”**, Veronica Martinez-Gallegos®**

RESUMEN

Las fosfobacterias (BSF) solubilizan fosfatos inorganicos para favorecer el desarrollo vegetal.
Los agaves silvestres son sobreexplotados debido a la produccién intensiva de mezcal, lo que
disminuye sus poblaciones naturales. Bajo un disefio completamente al azar se evalud el efecto
de cuatro bioinoculantes: BSF1 (Enterobacter sp. + Pseudomonas sp.); BSF2 (Bacillus sp. +
Pseudomonas sp.); BSF3 (Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp.); BSF4 (Pseudomonas putida)
y un control (agua destilada) sobre la emergencia y crecimiento inicial de cuatro especies de
agave silvestre: tobala (Agave potatorum Zucc.), cuishe (Agave spp.), sierrudo (Agave spp.) y
coyote (Agave spp.). Se contabiliz6 el nimero de plantas emergidas, indice de velocidad de
emergencia, longitud de hoja, longitud de raiz, diametro de tallo y peso seco de hoja, tallo
y raiz. BSF2 incrementd el porcentaje y la velocidad de emergencia en sierrudo y tobala. Los
coindéculos promovieron el crecimiento en todas las especies evaluadas, pero BSF1 fue el que
mostro6 los mejores resultados.

ABSTRACT

Phosphate-solubilizing bacteria (PSB) are capable of solubilizing inorganic phosphates and may
also promote the plant growth. Wild agave populations are overexploited due to the intensive
production of mezcal, which decreases their natural populations. In a completely randomized
design, the effect of four bio-inoculants, PSB1 (Enterobacter sp. + Pseudomonas sp.); PSB2 (Ba-
cillus sp. + Pseudomonas sp.); PSB3 (Acinetobacter sp. + Pseudomonas sp.); PSB4 (Pseudomonas
putida) and a control (distilled water) were evaluated in the emergence and initial growth of four
wild agave species: tobala (Agave potatorum Zucc.), cuishe (Agave spp.), sierrudo (Agave spp.)
and coyote (Agave spp.). The number of emergent plants, emergence rate index, leaf length,
root length, stem diameter, and leaf, stem and root dry weight were counted. PSB2 increased
the percentage of emergence and speed of emergence in sierrudo and tobala. The co-inoculum
promoted the plant growth in all the evaluated species, but PSB1 showed the best results.

DOI:10.22201/enesl.20078064e.2018.17.63408 © ENES Unidad Le6n/UNAM

Politécnico Nacional

iz

Recibido: 14 de
febrero de 2018;
aceptado: 7 de
mayo de 2018

* . . ok .
Nova Universitas, Instituto

G

Palabras clave:
agave, bioinoculan-
tes, germinacion,
promocion del creci-
miento vegetal.

G

Keywords:
Agave, bio-
inoculants,
germination, plant
growth promotion.

@0¢€0

Se autoriza la reproduccion
total o parcial de los textos
aqui publicados siempre

y cuando se cite la fuente
completa y la direccion
electrénica de la publica-
cion. CC-BY-NC-ND



http://10.22201/enesl.20078064e.2018.17.63408
http:10.22201/enesl.20078064e.2018.17.63408

(\ Fosfobacterias promueven la emergencia y el crecimiento de agaves silvestres
7

INTRODUCCION

Las bacterias de vida libre o asociadas a la rizésfera
pueden estimular el crecimiento vegetal mediante la
solubilizacion de nutrientes, sintesis de reguladores de
crecimiento, fijacién de nitrogeno, produccion de side-
réforos y control de fitopatogenos (Loredo-Osti, Lopez-
Reyes y Espinosa-Victoria, 2004), estos microorganismos
se conocen como promotores del crecimiento vegetal
(Jong-Soo et al., 2003) y pueden ser utilizados como bio-
fertilizantes en la produccion de cultivos (Vessey, 2003).
Los biofertilizantes son una alternativa emergente alos
fertilizantes minerales inorganicos para incrementar la
fertilidad y la produccion de los cultivos en agroecosis-
temas sustentables (Echeverri y Castilla, 2008). Diversos
estudios han demostrado la eficacia de las bacterias so-
lubilizadoras de fosfato en la germinacién de semillas
de especies como Arachis hypogaea L. (Kishore, Pande y
Podile, 2005), Zea mays L. (Hameeda et al., 2006), Cicer
arietinum (Sharma et al., 2007), Vicia faba (Demissie,
Muleta y Berecha, 2013) y Triticum aestivum (Minaxi et
al., 2013). Estos resultados positivos se han atribuido a
la capacidad que tienen los microorganismos para sin-
tetizar hormonas promotoras de la germinacién, princi-
palmente del grupo de las giberelinas, las cuales tienen
la capacidad de incrementar la actividad de enzimas
especificas, como la a-amilasa que mejora la asimilacion
de carbohidratos. Muchas especies silvestres del género
Agave son econdmicamente importantes para el estado
de Oaxaca (México) porque son la materia prima para la
produccién de mezcal, una bebida alcohélica tradicio-
nal oaxaqueiia (Chagoya-Méndez, 2004). Los agaves son
plantas que se reproducen sexual y asexualmente, pero
cominmente se propagan asexualmente a través de ri-
zomas y bulbillos en condiciones silvestres (Valenzuela-
Zapata y Nabhan, 2003). La reproduccién por semillas
incrementa la variabilidad genética en plantaciones
cultivadas, disminuyendo la probabilidad de dafios por
plagas y enfermedades (Valenzuela-Zapata et al., 2003).
Debido a la produccion intensiva de mezcal, los aga-
ves silvestres tienen alta demanda, lo que genera una
sobreexplotacion que trae como consecuencia que sus
poblaciones naturales se vean seriamente amenazadas
(Garcia-Mendoza, 2007), por lo que es necesario realizar
investigaciones enfocadas a la propagacién sexual y pro-
mocion del crecimiento de estos agaves. El objetivo de
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este estudio fue evaluar el efecto de diferentes coinéculos
bacterianos solubilizadores de fosfato en la emergencia
y crecimiento inicial de cuatro agaves silvestres: tobala
(Agave potatorum Zucc.), sierrudo (Agave spp.), cuishe
(Agave spp.) y coyote (Agave spp.) en condiciones semi-
controladas dentro de un macro tinel.

MATERIALES Y METODOS

Coinoculos bacterianos solubilizadores de fosfato

Los coindculos bacterianos solubilizadores de fosfato
usados en este estudio se seleccionaron por su alta
capacidad in vitro para solubilizar fosfato tricalcico y
por su efecto positivo en el desarrollo y crecimiento de
maguey espadin (Agave angustifolia Haw.) en condiciones
semi-controladas (Fernandez-Téllez, 2016). Las bacterias
solubilizadoras de fosfato (BSF) empleadas pertenecen a
los géneros Enterobacter, Pseudomonas, Acinetobacter
y Bacillus y se aislaron de suelos semiaridos cultivados
con maguey espadin en el distrito de Tlacolula, Oaxaca
(México). Cada cepa se reactivd mediante la inoculacién
en medio selectivo agar Sundara Rao y Sinha (SRS)
(Sundara y Sinha, 1963). Posteriormente, se prepararon
suspensiones bacterianas individuales en soluci6n
salina estéril al 0.85% a una concentracion celular de
1.5 x 10® células ml*. Para preparar los pre-coindculos
bacterianos se tomé 0.1 ml de la suspensién bacteriana de
cada cepa no antagobnica, se inocularon conjuntamente
en caldo nutritivo y se incubaron a 30 °C durante 48
h. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se
tomaron 5 ml del pre-coinéculo bacteriano y se re-
inocularon en 45 ml de caldo nutritivo previamente
esterilizado para posteriormente incubarse a 30 °C
durante 48 h en agitacién constante a 150 opm en una
incubadora-agitadora. Para la obtencion del coinéculo,
el pre-coinéculo se centrifugb a 10 mil rpm durante 10
min. El pellet celular obtenido por centrifugacion se
diluy6é a una concentracion celular de 15x108 células
ml* de acuerdo con la escala de Mc Farland. Bajo un
disefio completamente al azar, se evaluaron cinco
tratamientos: (T1) Enterobacter sp. + Pseudomonas sp.;
(T2) Bacillus sp. + Pseudomonas sp.; (T3) Acinetobacter
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sp.+ Pseudomonas sp.; (T4) Pseudomonas putida (cepa
comercial) y un control (sin coinéculo).

Material vegetal

Se utilizaron semillas de cuatro especies de agaves sil-
vestres: tobala (Agave potatorum Zucc.), sierrudo (Agave
spp.), cuishe (Agave spp.) y coyote (Agave spp.) colecta-
das en el municipio de Santa Catarina Minas (96° 38°N,
16%7°0) a 1560 m., perteneciente al distrito de Ocotlan de
Morelos, Oaxaca (México). Antes de iniciar el trabajo ex-
perimental se eliminaron las semillas rotas o con dafios
por insectos o patégenos, después se desinfectaron con
una solucién de hipoclorito de sodio al 1.5% durante 10
min., luego se lavaron repetidamente con agua destilada
estéril. Previo a la siembra, las semillas de las cuatro
especies de agave evaluadas se imbibieron en cada uno
de los coin6culos bacterianos solubilizadores de fosfato
durante 60 min., se incluy6 también un control donde
la imbibici6én de las semillas se hizo en agua destilada
estéril. La siembra se llevo a cabo en charolas de uni-
cel de 200 cavidades con suelo de la zona de colecta
de las semillas, se deposit6 una semilla por cavidad y
se realizaron riegos cada tercer dia. El experimento se
estableci6 en condiciones semi-controladas dentro de
un macro tanel.

Variables evaluadas

Se realizaron observaciones diarias del nimero de plan-
tas emergidas por tratamiento (E), con esta informacion
se determind el indice de velocidad de emergencia (IVE),
para ello se utiliz6 la formula propuesta por Maguirre
(1962). Dos meses después de la siembra se determind
la longitud de la hoja (LH), el didmetro de tallo (DT) y la
longitud de la raiz mas larga (LR) con un vernier digital
marca Mitutoyo, se determind también el peso seco de
hoja (PsH), peso seco de tallo (PST) y peso seco de raiz
(psr), para ello se utilizd una balanza analitica digital
marca Ohaus. Para las variables E e IVE cada tratamiento
consistio de cinco repeticiones con 20 semillas cada una,
para las variables de crecimiento y biomasa se conside-
raron 10 plantas por tratamiento.
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Analisis estadistico
Los datos se sometieron a andlisis de varianza y pruebas
de comparacién maltiple de medias (Tukey 0.05), con el
paquete estadistico SAS®, version 9.1 (Statistical Analysis
System [SAS], 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de coindculos bacterianos solubilizadores de
fosfato en la emergencia de especies silvestres del gé-
nero Agave

En comparacién con el control T2 incrementé el Ey el IVE
en las especies sierrudo y tobala. El £ increment6 94.5%
en sierrudo y 81.5% en tobala. El IVE aument6136.7% en
sierrudo y 111.3% en tobala. T1, T3 y T4 no mostraron un
incremento significativo en estas variables respecto al
control (Cuadro 1). Resultados similares a los reportados
en este estudio fueron obtenidos por Kishore et al. (2005)
quienes encontraron incrementos respecto al control
sin inocular de 95.3%, 97.9% y 96.3% en la emergencia
de plantulas de Arachis hipogea con la inoculacién de
Bacillus firmis GRS 123, Bacillus megaterium GPS 55y
Pseudomonas aeruginosa GPS 21, respectivamente.
Haameda et al. (2006) reportaron incrementos en los
porcentajes de germinaciéon de semillas de maiz con
Pseudomonas sp. CDB 35 (89%) y Pseudomonas sp.
BWB 21 (87%) con respecto al control. Sharma et al.
(2007) obtuvieron 100% de germinacién en semillas
de Cicer arietunum con Pseudomonas fluorescens y
Bacillus megaterium. Demissie et al. (2013) evaluaron
germinacién en semillas de Vicia faba, con relacion
al control, obtuvieron incrementos de 21.4% con el
consorcio Pseudomonas sp. + Rhizobium spp. El T2
empleado en este estudio incluye especies de los
géneros Bacillus y Pseudomonas, lo que confirma
que las especies bacterianas de estos géneros son
buenas promotoras del crecimiento vegetal. Gholami,
Shahsavani y Nezarat (2009) reportaron incrementos
de 18.5% en la germinacién de semillas de maiz con el
uso de inoculantes bacterianos. Estos autores indicaron
que el efecto positivo en la germinacién de las semillas
se podria deber a que las BSF producen hormonas que
favorecen la germinacién, como las giberelinas, las
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cuales promueven la actividad de enzimas especificas
promotoras de la germinacion tales como la a-amilasa
que incrementa la asimilacién de almidén, lo cual se
ve reflejado en la longitud de la plamula y la radicula.

Cuadro 1. Efecto de coindculos bacterianos
solubilizadores de fosfato en el porcentaje de
emergencia (E) e indice de velocidad de emergencia
(1vE) de cuatro especies de agave silvestre del estado de

..
Oaxaca (México)
Tratamiento Sierrudo Tobala Coyote Cuishe

T1 (Enterobacter sp. +
Pseudomonas sp.)

67.0:7.8ab  109:1.3ab  38.0:6.0bc 5.6:0.8bC 20.0:1.0a  4.1:0.48  42.0£1042  5.2+0.92

T2 (Pseudomonas sp. + 11.6:2.0a

Bacillus sp.)

72.0t11.42 69.0:62a  93t07a  23.4#33ab  35:03ab  40.0:52a  5.9:0.42

T3 (Pseudomonassp.+  50.0:8.8ab  8.7:+15abc  56.0:4.3ab 7.8t0.8ab 20.0:15ab  29:03ab  49.0:53a  7.5:0.8a
Acinetobacter sp.)

T4 (Pseudomonas 40:4.3ab  sstoshc 24.0:29¢  23t04d  15.0tLsh  20:02b  48.0:43a  7.6:0.6a
putida)

Control (sin coindculo) ~ 37.0t62b  4.9:08c  38.0:3.7bc  4.4205cd  24.0:4.0ab 39:0.46a 46.0:3.6a  7.2:0.1a

Medias con letras iguales por columna no son estadisticamente
diferentes (Tukey, <0.05) (n=100).

Fuente: elaboracion propia.

Efecto de coindculos bacterianos solubilizadores de
fosfato en el crecimiento de especies silvestres del
género Agave

Con respecto al control, la LH en sierrudo incrementé
£40.6 y 34.3% con T2 y T1, respectivamente. En tobala
aumenté 40.0% con T2 y 32.0% con T3 y en cuishe
incremento6 14.6% con T3. La LR increment6 241.67% en
sierrudo y 111.1% en cuishe con T4. El DT Ginicamente
increment6 en tobala 50% con T1 (Cuadros 2y 3).
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Cuadro 2. Efecto de coindculos bacterianos
solubilizadores de fosfato en la longitud de la hoja (LH),
diametro de tallo (DT) y longitud de la raiz mas larga (LR)
en plantulas de agave sierrudo y tobala

Tratamiento  Sierrudo Tobala
LH DT LR LH DT LR
cm cm

T1 4.3+0.1a 0.30+0.01a 1.7¢0.07C  2.6#0.05b 0.45*0.01a  1.3%0.07b
T2 4.5%0.03a  0.29t0.01a 2.9%0.24b 3.5:t0.06a 0.34t0.01b  1.3+0.12b
T3 3.8:0.08b 0.26t0.01a 1.6+0.01C 3.3t0.06a 0.34t0.01b  2.3t0.20a
T4 3.5£0.07C  0.31*0.1a  4.1*0.18a  1.9%¥0.10C  0.25+0.01C 1.6+0.15ab
C 3.2+0.1C 0.31t0.01a  1.2£0.06C  2.5+0.11b  0.30:0.01bc 1.7+0.18ab

C, control sin coinéculo; T1, Enterobacter sp. + Pseudomonas sp.; T2,
Bacillus sp. + Pseudomonas sp.; T3, Acinetobacter sp.+ Pseudomonas
sp.; T4, Pseudomonas putida; C, control. Medias con letras iguales
por columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, <0.05)
(n=100).

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 3. Efecto de coindculos bacterianos
solubilizadores de fosfato en la longitud de la hoja (LH),
diametro de tallo (DT) y longitud de la raiz mas larga (LR)
en plantulas de agave cuishe y coyote

Tratamiento  Cuishe Coyote
LH DT LR LH DT LR
cm cm

T1 4.3t0.05bc  0.40%0.01a 2.7t0.13bc  3.5:0.08ab 0.38t0.02a 1.7:0.16b
T2 3.5+0.05d 0.29+0.02bc 2.8t0.13ab  3.2t0.09b  0.34t0.13a  1.8+0.15b
T3 4.7¥0.04a  0.22+0.03C 3.2¢0.13ab  3.2t0.10b  0.30:0.01a 1.2:0.12b
T4 4.4+0.07ab  0.34#0.01ab  3.8t0.42a  3.8:0.08a  0.35:0.01a 2.8#0.10a
c 4.1£0.06C 0.32+0.006ab  1.8+0.23C 3.4t0.15ab  0.35:0.02a  2.6:0.29a

Bacillus sp. + Pseudomonas sp.; T3, Acinetobacter sp.+ Pseudomonas
sp.; T4, Pseudomonas putida; C, control. Medias con letras iguales
por columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, <0.05)
(n=100).

Fuente: elaboracion propia.

Estos incrementos en el crecimiento de las plantulas
probablemente se pueden atribuir a dos factores: 1)
a un incremento en la elongacién y multiplicacién
celular debido a una mayor absorcién nutrimental,
principalmente de f6sforo, promovido por la inoculacion
con las BSF (Bhattacharyya y Jha, 2012) y; 2) a la
produccion de sustancias promotoras del crecimiento
vegetal por las BSF (Podile y Kishore, 2006; Appanna,
2007). Bautista-Cruz et al. (2015a) reportaron un
incremento de 30.1% en la LR y de 34.7% en la altura de
plantulas de Hylocereus undatus inoculadas con BSF.
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Ghanem y Abbas (2009) indicaron un aumento en
la altura de la planta, nimero de ramas, niimero de
vainas, peso del grano y rendimiento en Vigna radiata
después de la inoculacién con B. megaterium en suelos
salinos. Otras investigaciones han reportado aumentos
en la altura de plantas de arroz con la inoculaciéon de P.
fluorescens (Hameeda et al., 2008; Gandi y Sivakumar,
2010). Bautista-Cruz et al. (2015b) encontraron incremen-
tos de 13.6% en el DTy de 58.4% en la LR de plantas de
Agave angustifolia Haw. con la inoculacién de BSF. El
incremento en la LR se puede atribuir al efecto positivo
de los inoculantes, los cuales promueven una elevada
acumulacién de nutrientes en las raices, asi como tam-
bién la produccion de fitohormonas que estimulan un
mavyor desarrollo radical (Demissie et al., 2013). Vassilev,
Vassileva y Nikoaeva (2006) indicaron que las bacte-
rias promotoras del crecimiento vegetal, como las BSF,
también pueden sintetizar compuestos bioactivos que
suprimen algunos organismos fitopatoégenos de la raiz.
Estos procesos en conjunto pueden incrementar la absor-
cion de agua y nutrientes lo que contribuye a un mayor
crecimiento radical. En este estudio, el T4 (Pseudomonas
putida) fue el inoculante que promovié una mayor LR,
posiblemente porque muchas cepas de Pseudomonas
producen acido-3-indol acético, el cual promueve la elon-
gacién radical y estimula el desarrollo de pelos radicales
(Dowling y O’Gara, 1994).

En comparacion con el control, el PSH increment6 en
sierrudo (331.2%), tobala (700%) y coyote (400%) con
T1. El psH también incrementd en sierrudo (325.0%) y en
cuishe (112.5%) con T3. El PST aumentd 107.4% en sierru-
do con T1y 64.2% en coyote con T4. El PSR increment6
171.4% en cuishe con T1, 133.3% en sierrudo con T2y T4
(Cuadros 4 vy 5). Bautista-Cruz et al. (2015b) reportaron
incrementos de 12.1 y 17.8% en el peso seco aéreo y de
raices en plantas de Agave angustifolia Haw. inoculadas
con BSF. Bautista-Cruz et al. (2015a) obtuvieron un incre-
mento de 23.3% en el peso seco de plantas de Hylocereus
undatus inoculadas con BSF. Demissie et al. (2013) en-
contraron incrementos en el peso fresco total y peso de
raices de Vicia faba con Pseudomonas sp. + Rhizobium
sp. El incremento observado en las variables morfomé-
tricas de las plantulas de los agaves silvestres se puede
atribuir posiblemente a la acumulacién de nutrientes en
los tejidos vegetales, provenientes de fuentes organicas
e inorganicas de fosfato presentes en el suelo, minerali-
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zadas y/o solubilizadas gracias a la actividad de las BSF.

Cuadro 4. Efecto de coindculos bacterianos
solubilizadores de fosfato en el peso seco de hoja (PSH),
peso seco de tallo (PST) y peso seco de raiz (PSR) en
plantulas de agave sierrudo y tobala

Sierrudo Tobala

Tratamiento  psy PST PSR PSH PST PSR

g

™ 0.0690.0052  0.0056£0.0008a  0.009:0.001ab  0.032:0.009a  0.0029%0.0004ab  0.004:0.0007bc

T £0.005b  0.0036:0.0004ab  0.014£0.002a  0.013:0.003ab  0.0042:0.0006a  0.005:0.001abc

002£0.0002b  0.005£0.0¢ b 0.012£0.003b  0.00420.0005a 09£0.001

0021£0.0003b 014£0.002a 001£0.0002b  0.002£0.0006b 0.002£0.000,

c 0.01620.004b  0.002740.0005b  0.006£0.001b  0.00420.0004b 0.0025:0.0003ab  0.008£0.001ab

T1, Enterobacter sp. + Pseudomonas sp.; T2, Bacillus sp. + Pseudomo-
nas sp.; T3, Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp.; T4, Pseudomonas
putida; C, control (sin coindculo). Medias con letras iguales por
columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, <0.05) (n=10).

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 5. Efecto de coindculos bacterianos
solubilizadores de fosfato en el peso seco de hoja (PSH),
peso seco de tallo (PST) y peso seco de raiz (PSR) en
plantulas de agave cuishe y coyote

Cuishe Coyote
Tratamiento PSH PST PSR PSH PST PSR
g

T1 0.015£0.002b  0.0046+0.0007ab  0.019+0.003a  0.1:0.01a 0.0027+0.0003b 0.003£0.0006a
T2 0.012:0.00th  0.003+0.0006b 0.0150.003ab  0.05:0.008bc  0.0028:0.0003b  0.0035+0.0006a
T3 0.034+0.0072  0.0067+0.0007a 0.01740.003ab  0.07+0.006ab  0.0032+0.0004ab  0.0033+0.0005a
T4 0.019+0.001b  0.004£0.0004ab  0.017:0.002ab  0.04+0.008bC  0.0046£0.0004a  0.0045£0.0004a
c 0.016£0.001b  0.0044%0.0006ab  0.007£0.001b  0.02£0.006¢  0.0028£0.0003b  0.004820.0007a

T1, Enterobacter sp. + Pseudomonas sp.; T2, Bacillus sp. + Pseudomo-
nas sp.; T3, Acinetobacter sp.+ Pseudomonas sp.; T4, Pseudomonas
putida; C, control (sin coindculo). Medias con letras iguales por
columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, <0.05) (n=10).

Fuente: elaboracion propia.

CONCLUSIONES

El coinéculo BSF2 (Bacillus sp. + Pseudomonas sp.) fue
el que increment6 el porcentaje y la velocidad de emer-
gencia en los agaves sierrudo y tobala. En general, los
coin6culos BSF promovieron el crecimiento vegetal en
todas las especies de agave evaluadas, pero fue BSF1
(Enterobacter sp. + Pseudomonas sp.) el que mostrd los
mejores resultados. El presente estudio indica el poten-
cial de las BSF en la emergencia y crecimiento inicial de
agaves silvestres bajo condiciones semi-controladas, no
obstante, se necesitan mas investigaciones para verificar
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su eficacia en condiciones de campo.
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