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INTRODUCCION 
 

Las plantas ornamentales en México son un recurso económico importante. A nivel 

local alrededor de 2, 673,230 toneladas son producidas equivalentes a $37, 287,600.00 y 

a nivel nacional alrededor de 1 145, 670 toneladas equivalentes a $ 15, 980,400.00, lo 

que corresponde a 1.66% de la producción nacional en el 2003. 

 

De las más de 160 especies cultivadas, las de mayor preferencia son las que se pueden 

producir todo el año y con un ciclo vegetativo corto (tres meses), como: el geranio, rosa, 

crisantemo, belén, entre otras. México es un país rico en diversidad y podrían incluirse 

otros organismos dentro de esta categoría de ornamentales, aunque no tengan un ciclo 

de vida corto. 

 

Dentro de estas plantas ornamentales se encuentra la familia Orchidaceae, que es una de 

las más grandes dentro de todas las plantas que producen flores; constituyendo un 

importante recurso para la creciente industria en nuestro país, ya que es una familia muy 

diversa, comprende entre 650 géneros y 1106 a 1300 especies (Salazar, 2007). Del total 

de las especies el 35% son endémicas en México, como el caso de las del género Laelia, 

que son once y que se encuentran en una gran variedad de hábitats ecológicos. 

 

En las distintas regiones ecológicas se han cultivado tradicionalmente especies como: L. 

albida, L. anceps, L. gouldiana, L. autumnalis, L. furfuracea, y L. speciosa; debido al 

alto valor que se le atribuye, las flores se han utilizado durante siglos, como parte de las 

ofrendas en las festividades de día de muertos; en cambio, otras especies que florecen 

en distintos meses del año, están relacionadas con festividades religiosas. Por esta razón 

es uno de los taxa más vulnerable, básicamente por la destrucción de sus hábitats y uso 

comercial, debido a su estructura floral (Santos et al., 2006). 

 

La estructura de la flor en las orquídeas es compleja, él cáliz está compuesto de tres 

sépalos, la corola de tres pétalos internos, dos de ellos laterales y simétricos y uno 

posterior de forma variable llamado labelo, que puede ser entero, lobulado o dentado. 

El androceo y el gineceo están unidos, formando una columna en cuyo ápice se localiza 

la antera con la polinia, el ovario es ínfero y las semillas son producidas en los frutos 
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(capsulas dehiscentes que contienen miles de semillas). Las semillas son muy pequeñas 

y el embrión, al carecer de suficientes reservas nutritivas, depende de la relación 

simbiótica con un hongo, que en muchos de los casos es también muy particular de cada 

especie, el establecimiento de la simbiosis con un hongo micorriza es crucial para la 

supervivencia y desarrollo de la semilla, pues este le abastecerá de nutrientes y azúcares 

hasta que la plántula sea capaz de generar su propio alimento, además de que acelera el 

proceso de germinación. Estudios actuales demuestran que algunas especies de 

orquídeas dependen enteramente del hongo durante toda su vida como fuente de 

carbono (Munguía, et al. 2005). 

 

Por esta razón, aunque para orquídeas terrestres ha habido avances en cuanto a la 

germinación simbiótica, los avances para epifitas son pocos. Una manera exitosa de 

propagación para estas especies es el cultivo in vitro o propagación asimbiótica (Santos 

et al., 2006). El cultivo asimbiótico de orquídeas a partir de semillas, requiere una 

inversión de tiempo muy importante, además de las complicaciones que se tienen 

durante este proceso, por ello se ha buscado la forma de contribuir al desarrollo de estas 

plantas, para su cultivo post in vitro en invernadero, por medio de sustratos, ya que la 

búsqueda de un sustrato de fácil obtención, económico y adecuado para cada especie es 

de suma importancia, debido al ciclo de vida y uso local que se les da a estas flores, ya 

que son organismos que se colectan y no se cultivan, dejándose de encontrar de manera 

silvestre. 

 

Para seleccionar el tipo, cantidad y tamaño del sustrato a utilizar, las raíces son un 

indicador. Se pueden dividir en dos categorías: orgánicos e inorgánicos. De los 

considerados propicios para el género Laelia son: corteza de pino, Cyatea sp. llamado 

comúnmente maquique, roca volcánica roja o tezontle (en México funciona con géneros 

de importancia económica), Prosopis para especies de L. Brassavola, entre otros. Se ha 

propuesto que el tamaño de los fragmentos a utilizar varié con la proporción de la raíz. 

 

Además del tipo de sustrato se han buscado otras formas de contribuir a su desarrollo, 

ya que en las orquídeas el desarrollo y germinación de plántulas es notablemente 

diferente de otras plantas con flor; estructuralmente hay dos grupos de semillas de 

orquídeas que pueden ser distinguidos, un pequeño número de especies que tienen 

relativamente embriones diferenciados, incluyendo un cotiledón rudimentario como: 
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Sobralia macrantha y Bletilla hyacinthina y el mayor grupo de especies que tienen 

semillas indiferenciadas sin endospermo ni cotiledones. 

 

La materia de reserva está almacenada en el embrión. Las pequeñas semillas (que 

usualmente miden 1 mm de longitud) aumentan de volumen antes de que el embrión 

rompa la cubierta, formando en su parte superior un cono cóncavo llamado protocormo. 

En condiciones naturales permanece en este estadio, hasta que el protocormo es 

infectado en su parte medio basal por un hongo endofitico apropiado, después de la 

infección los ápices producen las primeras hojas y tiempo después las primeras raíces. 

(Harrison, 1977; Arditti, 1967).  

 

Los reguladores de crecimiento son sustancias orgánicas que controlan procesos del 

desarrollo vegetal, además de la quiescencia, florescencia y frutos (Tsavkelova et al., 

2006). 

 

Considerando la clasificación convencional, hay 5 grupos de reguladores: acido 

abscícico, etileno, giberelinas, citocinas y auxinas (Taylor et al., 2006). La auxina 

natural más activa es el ácido indolácetico (AIA) (Castillo et al., 2005; Tsavkelova et 

al., 2005 y 2007).  

 

Como se ha mencionado, las orquídeas establecen relaciones simbióticas con hongos 

micorrizicos de manera natural, cuyos efectos positivos son demostrados. De manera 

similar las bacterias se han utilizado para promover el desarrollo de las plantas. La 

inoculación con bacterias promotoras de crecimiento es una aplicación biotecnológica 

reciente y prácticamente desconocida en orquídeas, ya que en la mayoría de los casos la 

utilización de la capacidad de algunos microorganismos, se ha empleado solo en la 

producción agrícola. 

 

El termino PGPR (Microorganismos bacterianos promotores del desarrollo de las 

plantas) se conoce desde 1978 y se acepta para describir a las bacterias que habitan en la 

rizosfera y que pueden tener un efecto positivo (Hernández y Chailloux, 2001; Carrillo 

et al., 2007). 
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La síntesis de la auxina AIA se ha encontrado en microorganismos de los géneros 

Pseudomonas especies P. putida y P. fluorescens, Rizhobium, Bacillus, entre otros. 

 

El efecto de los mecanismos de las bacterias puede ser descrito como directo e 

indirecto. El efecto directo consiste en el aumento de la movilización de nutrientes 

solubles como: nitrógeno, fosforo y potasio; seguido por el mejoramiento de absorción 

de las plantas, producción de antibióticos y reguladores de crecimiento (Díaz, et al., 

2001, Castro, 2007). 

 

Los efectos indirectos incluyen el aumento en la fijación de nitrógeno (al mejorar el 

número de nódulos de la raíz) y de la actividad de nitrogenasa, la cual induce la 

resistencia sistémica en la planta (Díaz et al., 2003; Liu, 2006; Ahmad et al., 2008). 

 

Durkhead et al., (1995) describió que P. fluorescens y P. putida pueden colonizar un 

amplio rango de cultivos y son antagonistas de varios patógenos que se encuentran 

asociados a las raíces como: Fusarium, Phytophthora, Rhizoctonia, y Sclerotium. 

 

Las aplicaciones que se les han dado a estos compuestos son muy diversas y su 

utilización actual es frecuente y en continuo aumento. La industria proporciona 

reguladores que en general se obtienen por síntesis química; pero se enfrentan a 

problemas ambientales y los costos son elevados; por lo tanto existe un interés en 

sustituir a los reguladores de crecimiento sintéticos (Cura et al., 2005; Castillo et al., 

2005; Karlidag et al., 2007). 
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Objetivos 
 

El objetivo general en el presente estudio fue determinar el papel que juegan las células 

bacterianas del género y especies: Bacillus sp cepa 5-R-8, Serratia sp. y P. fluorescens 

cepa Cavm en el desarrollo de plantas de L. speciosa cuando las raíces de las plantas 

son inoculadas, así como el tipo de sustrato donde son desarrolladas. El desarrollo es 

determinado mediante el análisis del número de bulbos y hojas, así como la 

acumulación de ácido indolácetico (AIA) y clorofila a y b en las hojas. 
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RESUMEN 

 

 
 

La familia Orchidaceae ha sido una de las más vulnerables por la destrucción y 

transformación de sus hábitats, por la extracción masiva de plantas de las poblaciones 

silvestres, dado su alto valor hortícola y comercial. El género Laelia speciosa, es 

ampliamente colectado y esta colocado dentro de la categoría de riesgo vulnerable, ya 

que en áreas sobreexplotadas prácticamente ya no se establecen nuevas. Se han buscado 

estrategias que puedan ayudar al crecimiento y desarrollo de las plantas, como tipos de 

sustrato que además de ser adecuados para esta especie sean de fácil obtención y 

económicos y la identificación de microorganismos que colonizan la superficie de la 

rizosfera, que al producir fitohormonas u otros compuestos que le sirven a la planta 

promueven su desarrollo. Éstos son conocidos como microorganismos bacterianos 

promotores del desarrollo de las plantas (PGPR). 

 

El objetivo general en el presente estudio fue determinar el papel que juegan las células 

bacterianas del género y especies: Bacillus cepa 5-R-8, Serratia sp. y Pseudomonas 

fluorescens cepa Cavm en el desarrollo de L. speciosa cuando las raíces de la planta son 

inoculadas, así como el tipo de sustrato donde las plantas son desarrolladas. El 

desarrollo fue determinado mediante el análisis del número de bulbos y hojas, así como 

la concentración de ácido indolácetico (AIA) y clorofila a y b en las hojas. 

Las raíces de las plantas inoculadas con la suspensión de células bacterianas de P. 

fluorescens Cavm presentaron mayor concentración de AIA libre, en comparación con 

las muestras sin inoculo. No hubo niveles detectables para la raíces con células 

bacterianas de la especie B. 5-R-8. 

Menor concentración de AIA conjugado y clorofila a, se obtuvo para las inoculadas con 

las tres suspensiones bacterianas y solo una mayor concentración de clorofila b con P. 

fluorescens Cavm y B. 5-R-8. 
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Planteamiento del problema 
 

 

Las aplicaciones que se les han dado a estos compuestos son muy diversas y su 

utilización actual es frecuente y en continuo aumento. La industria proporciona 

reguladores que en general se obtienen por síntesis química; pero se enfrentan a 

problemas ambientales y los costos son elevados; por lo tanto existe un interés en 

sustituir a los reguladores de crecimiento sintéticos (Cura et al., 2005; Castillo et al., 

2005; Karlidag et al., 2007). 
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2. REVISION DE LITERATURA 

 

Laelia speciosa 
 

Especie endémica de México, se distribuye en las montañas del eje volcánico 

transversal, en los estados de: Tamaulipas, Durango, Zacatecas, San Luís Potosí, 

Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Michoacán, Hidalgo, Guerrero y Estado 

de México. Es una especie fragante, con requerimientos de media sombra, en altitudes 

de 1400 a 2400 m. y con rango de temperaturas desde 15º a 29 º C.  

Es una orquídea epifita, con altura de 15 a 30 cm, rizoma corto, pseudobulbo 

subgloboso a ovoide, formado por 3 entrenudos, de 3 a 6 cm de longitud y de 1.5 a 3 cm 

de grosor, cubiertos con vainas escariosas. Inflorescencia emergida del brote en 

desarrollo de 15 a 20 cm de longitud, pedúnculo corto y delgado de 1 a 3 mm de ancho. 

Produce flores grandes de 10 a 16 cm de diámetro, sépalos y pétalos de color rosa a rosa 

púrpura, labelo blanco con márgenes de color y rayas púrpuras variables (florece de 

mayo a junio). El fruto es una capsula elipsoide de 4 a 6 cm longitud con 2 a 3 cm de 

grosor. Crece sobre distintas especies de árboles especialmente sobre Quercus 

(www.orchidspecies.com). 

Se ha incluido a esta especie en la norma oficial vigente P R O Y-N O M- 0 5 9 -E C O 

L- 2 0 0 0, sujeta a protección especial (Santos, et al., 2006). 

 

2.1 TIPOS DE SUSTRATO  

 

Entre los materiales orgánicos utilizados como sustrato se encuentran aquellos que se 

han originado de alguna forma viva como: troncos o cortezas (grises y rugosas) de 

árboles tropicales, corcho, musgo (Sphagnum), raíz de helecho (Cyatea sp.), caña de 

azúcar, cascarilla de arroz, espuma de polietileno, incluso sea empleado el centro de la 

mazorca de maíz; en cuanto a su empleo como medio de cultivo, la corteza de coco o la 

fibra extraída de ella es una de las mejores alternativas, debido a su estructura porosa, 

textura consistente y uniforme que permite la fácil penetración de las raíces de la planta 

y un desarrollo saludable de esta. 
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El carbón, es el segundo material más utilizado que se adiciona a las mezclas, debido a 

su absorción de impurezas y residuos de fertilizantes. 

 

Los materiales orgánicos a diferencia de los inorgánicos se deterioran y descomponen, 

en este proceso liberan nutrimentos a la planta. Con el tiempo el tamaño de la partícula 

es cada vez más reducido, lo que conlleva a problemas de aireación y drenaje. El 

material no debe ser fresco, ya que en su proceso de envejecimiento, liberan sustancias 

nocivas para las raíces y adicionalmente pueden atraer a insectos. 

 
Entre los inorgánicos o inertes se pueden citar: la roca volcánica negra o roja (tezontle), 

piedra pómez, pedacería de tejas de barro cocido o macetas, arena de río, vermiculita 

(mica mineral; ligera y porosa que absorbe los nutrientes de los fertilizantes y los libera 

gradualmente), perlita (ceniza mineral volcánica; inerte, ligera), la cual permite una 

mejor condición de aireación en la mezcla, entre otros. 

Los materiales inorgánicos no se descomponen, ni liberan nutrimentos a la planta, por 

ello se requiere de la aplicación de fertilizantes cada año, además de lavarlo para 

eliminación de carbonatos y bicarbonatos retenidos.  

En cuanto el tamaño de las partículas del medio, se ha sugerido que sea de acuerdo al 

tamaño de la raíz. Así, se ha recomendado para plantas jóvenes, que presenten un 

sistema radical frágil o raíces delgadas, utilizar partículas con tamaño de ¼ (grado de 

plántula o grado fino); de tamaño medio se recomienda un tamaño de partícula de ½ 

(grado medio). Para orquídeas grandes como Catleya se utiliza el tamaño de ¾ (grado 

grueso o grande). 

 

2.2 Microorganismos bacterianos promotores del desarrollo de las plantas (PGPR) 

 

Las bacterias que son capaces de colonizar la raíz son llamadas rizobacterias. Las 

interacciones entre bacteria-planta pueden ser distinguidas en patogénicas, simbióticas o 

mutualistas (Van, 1995). Estas interacciones son inducidas a la colonización, debido al 

rango de compuestos presentados en exudados de la raíz (Gray y Smith 2005). 

 

Los exudados de la raíz consisten principalmente en: carbohidratos, ácidos orgánicos, 

vitaminas y aminoácidos (García, 2004; Podile y Kishore, 2006; Castro, 2007). Las 
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cantidades y composiciones de estos metabolitos varían. Los requerimientos de 

nutrientes de la bacteria en cierta forma explica, cual tipo de bacteria tiene capacidad de 

colonizar cierto tipo de plantas de manera específica; influenciada por factores 

genéticos, tipo de sustrato, bacterias nativas y factores abióticos como: la humedad, pH 

y la temperatura. Las bacterias que colonizan pueden alterar la composición y cantidad 

de los exudados (Nano, 2003). 

 

Se conoce un gran número de bacterias de vida libre o asociativa que fijan nitrógeno 

atmosférico, pero solo algunos destacan por su potencial como biofertilizantes o 

promotoras de crecimiento. Entre los géneros más conocidos dentro del grupo de los 

microorganismos aerobios están Azotobacter, Beijerinckia, Derxia y Azospirillum; 

dentro de las aerobias facultativas se presenta: Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus; y 

los géneros de bacterias anaerobias: Metanobacterium, Clostridium, Desulfovibrio y 

Serratia (Raaijmakers et al., 2002; Orhan et al., 2006). 

 

Algunos géneros de estas PGPR intervienen en el control de patógenos, dando 

protección mediante diferentes vías: producción de antibióticos, inducción de 

resistencia, activación de los mecanismos de defensa (inhibición, competición) y 

producción de sideroforos; compuestos con alta afinidad por el Fe III (García et al., 

2004; Siddiqui, 2005). 

 

2.2.1 REGULADORES DEL CRECIMIENTO DE PLANTAS 

 

Los reguladores de crecimiento de las plantas (PGRs) son sustancias orgánicas que 

influyen en procesos fisiológicos en muy bajas concentraciones, frecuentemente son 

efectivas a concentraciones internas por debajo de 1 µM, cuando usualmente otros 

metabolitos necesarios para el crecimiento y desarrollo como: aminoácidos, ácidos 

orgánicos, y azúcares, se presentan a concentraciones de 1 a 50 mM (García, 2000). Los 

PGRs activados inducen la bioquímica y cambios fisiológicos en el organismo 

(Chakraborty, 2006). 

 

Estudios moleculares relacionados con la síntesis de AIA y su regulación, tienden a 

proveer algunos indicios, sobre las posibles consecuencias de las interacciones entre 

plantas y producción de AIA de origen bacteriano. 
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2.3 AUXINAS 

 

Fritz Went (1926) demostró que la aplicación de esta sustancia a plantas decapitadas 

puede inducir inclinación en ausencia de estímulos de luz, resultado debido a un 

alargamiento. Siendo este investigador el que propuso el nombre auxina proveniente del 

griego auxe, que significa crecer (Woodward y Bonnie 2005). 

 

El regulador de crecimiento AIA fue identificado en 1930. Subsecuentemente se 

desarrolla su aplicación a los tejidos de plantas, implicando a esta hormona en procesos 

fisiológicos. En el año de 1980 es reconocido que regulan la transcripción de muchos 

genes (Quint y Gray, 2006).  

 

Se les encuentra como moléculas libres o en formas conjugadas inactivas, cuando están 

conjugadas, sé encuentran metabólicamente unidas a otros compuestos de bajo peso 

molecular. Este proceso puede ser reversible (Barker y Tagu, 2000). 

 

Las auxinas son hormonas esenciales en procesos del crecimiento de la planta y 

desarrollo (Cheng y Zhao, 2007), incluyendo la diferenciación de tejidos vasculares, la 

formación de raíces laterales y adventicias, control de dominancia apical y respuestas 

trópicas, como es el crecimiento de hojas y tallo hacia la luz. 

 

Influyendo en el desarrollo, causando cambios a nivel celular, afectando la turgencia de 

la célula y elongación, además de la división y diferenciación de esta (Kelley y 

Riechers, 2007).Promueven el crecimiento de la célula, actuando sobre la membrana 

plasmática y relajando la matriz de celulosa que forma la pared. El factor que provoca 

tal relajamiento, es una diferencia de pH (causado por la extrusión de H+) y activación 

de una enzima que causa extensibilidad de la pared (Richard, 1996) 

 

La propiedad más importante es su transporte basipétalo (hacia la base) en el tallo y la 

raíz, además inhiben la abscisión de órganos como las hojas y los frutos. Otra propiedad 

es que en el tejido en el que se encuentran, se convierte en el punto de atracción de 

nutrientes (Jankiewicz, 2003). 
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2.4 BIOFERTILIZANTES 

 

El termino Biofertilizante usualmente es referido para preparaciones de 

microorganismos vivos, este es un sustituto parcial o completo para la fertilización 

química. Son conocidos por promover el crecimiento de la planta suministrando 

nutrientes, el mantenimiento y productividad del suelo (Vessey, 2003; Orhan et al., 

2006; Fuentes y Caballero, 2005). 

 

Un concepto semejante es el de Mabood, et al., el cual lo definen como una substancia 

que contiene microorganismos vivos, que colonizan la rizosfera o el interior de la 

planta. Cuando es aplicado a semillas, superficies de plantas o suelos promueven el 

crecimiento, incrementando el suministro o disponibilidad de nutrientes primarios para 

la planta hospedera (Fazli et al., 2008). 

 

En cuanto a los conceptos para un inoculante bacteriano, se hace referencia a una 

formulación conteniendo una o más cepas bacterianas benéficas, cuyo uso es fácil y 

económico. 

La Universidad Autónoma de México en colaboración con la Secretaría de Desarrollo 

Rural en el 2002 (Puebla), produjo biofertilizantes basados en Azospirillum, para 15,000 

ha de maíz, trigo, cebada y sorgo (Fuentes y Caballero, 2005; Castro, 2007). En el 

mismo año la compañía Nitragin Argentina S.A., en convenio con el INTA desarrollo 

un inoculante liquido con A. brasilense (Díaz, 2003) y en el 2007 cerca de 500,000 

hectáreas de trigo y maíz fueron inoculadas en Argentina y México. 

 

Cabe mencionar que en la actualidad el uso de microorganismos representa sólo el 1.4% 

(380 millones de dólares) del mercado global para el control de plagas y enfermedades. 

Los productos generados a partir de B. thuringiensis para el control de plagas, son los 

más abundantes en el mercado (Jiménez et al., 2001). 

 

 

2.5 EL GÉNERO Pseudomonas 

 

Este género constituye uno de los principales grupos de rizobacterias con actividad 

promotora del crecimiento vegetal. Pertenece a la familia Pseudomonadaceae y se 
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divide en dos grandes grupos que se determinan por la producción de pigmentos 

fluorescentes y no fluorescentes, estas pueden resultar beneficiosas o patógenas a 

plantas o animales. Sé destacan dentro de este género las especies P. fluorescens y P. 

cepacia. 

 

P. fluorescens es una bacteria gram negativa, no forma endoesporas, y tiende a recibir 

particular atención como potencial biológico debido a su capacidad de colonizar raíces y 

biocontrol de patógenos (Kurek y Jaroszuk, 2003; Carrillo et al., 2000). Dichas 

bacterias se concentran en el rizoplano y varían su proporción de acuerdo con los 

cultivos; Vlassack (1992) al inocular P. fluorescens en rizoplano de plátano y arroz 

observo un 10.8% de población y 4.35% respectivamente, en comparación con las 

plantas sin inocular (Díaz, et al., 2001). 

 

La adhesión de esta bacteria a la superficie de la raíz puede ser considerada como 

mutualista (Van, 1995), ya que en la raíz de guisantes puede inducir la acumulación de 

lignina (Dilantha et al., 2005). 

 

Además de su capacidad de colonización produce un amplio rango de metabólitos 

antifúngicos como: ácido salicílico, omicin A, sulfonamida, pyoluteorin (PLT), 

pyrrolnitrin (PRN), phenazine-1-carboxyclic acid (PCA), 2,4- diacetylphoroglucinol 

(PHL), este ultimo induce la resistencia de enfermedades sistémicas en plantas, 

(resultado de aumentar la actividad de quitinasa y peróxidasa), y ácido pseudomonico 

conocido como mupirocin, exhibiendo un alto nivel de actividad antibacterial contra: 

Staphylococci, Streptococci, Haemophilus, Influenza y Neisseria (Kurek y Jaroszuk, 

2003; Kiely, 2006; Dilantha et al., 2005). 

Dentro de las investigaciones en mecanismos de control biológico, llevado acabo en: 

tabaco, pepino, tomate, rábano y caña de azúcar, tienden a revelar que diferentes cepas 

de Pseudomonas inhiben el crecimiento del micelio del hongo Rhizoctonia solani en 

raíz (Nandakumar et al., 2001). 
 
La aplicación de la suspensión bacterial o su formulación en talco a semillas, raíz, hojas 

y suelo, reduce la incidencia de enfermedades, promueve el crecimiento de la planta e 

incrementa la producción en condiciones de invernadero. 
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2.6 EL GÉNERO Bacillus 

 

Bacillus es un género gram positivo, cuyá célula es en forma de bastón, produce 

endoesporas y pueden ser patógenos o beneficiar a su hospedero. Algunos miembros de 

este género son: B. anthracis, B. amyloliquefaciens, B. cereus y B. subtilis, siendo 

capaces de producir metabólitos antimicrobiales (Danielsson, 2008). Además 

incrementan fosforo (Rodríguez y Fraga, 1999) y la fijación de nitrógeno, pará el 

crecimiento de la planta, por ello varios estudios revelan que Bacillus coloniza varias 

especies (Yu et al., 2002; Cavaglieri et al., 2005). 

 

Investigaciones en la colonización de arroz, hacen referencia acerca de que hay dos 

sitios donde se encuentra este género, dentro de la raíz en la zona de elongación y 

diferenciación (punta de la raíz) y la unión entre la primera y la raíz lateral. 

 

Existen reportes de que los exudados de la rizosfera de soya, estimulan la germinación 

de esporas y crecimiento de células de Bacillus para competir con fitopatogenos de la 

raíz (Medrano, 2000). 

 

B. mojave es una de las especies aisladas de hojas y ramas de la planta de café (Liu, 

2006). Este género no solo a sido aislado de la raíz, sino también de suelos agrícolas y 

ecosistemas marinos como el caso de B. pumilus que es una bacteria común. Coloniza 

en raíz, tallo y hojas de tomate (seis semanas después de la inoculación), además es 

endofitica en algodón, maíz, frutales; y epifita en raíces de otras plantas (Thomas, 

2004).  

 

B. subtilis BEB 13-bs modifica la calidad, ya que mejora el aspecto del tomate. Es 

demostrado que la inoculación de esta PGPR mejora el sistema radical. Incrementa 

significativamente el ancho y longitud de las raíces, en plantas del tratamiento BS13 y 

BS18, 26% y 13-15% respectivamente comparada con el control (Mena y Olalde, 

2007). Algunos géneros suelen ser usados co-inoculación con otros géneros para un 

mejor resultado. 
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B. sp. (PGPRe) es usado separadamente o con B. japonicum para incrementar el 

crecimiento de B. Polymaxa (H5), debido a la solubilizacion de fosfato; e incrementó de 

los niveles de fósforo usando la co-inoculacion con Rhizobium. 

 

Hay pocas referencias en el caso de plantas de uso ornamental. El género B. radicícola 

originalmente aislado de alfalfa, incrementa la germinación de especies epifitas de 

Epidendron y Laelia-Catleya (Tsavkelova et al., 2007). 

 

2.7 Serratia  

 

Es una bacteria gram negativa, clasificada en la familia de Enterobacteriaceae. Puede 

ser distinguida de los demás géneros por la producción de tres especiales enzimas 

DNAasa, lipasa y gelatinasa, además de su crecimiento sobre un medio ordinario en 

condiciones anaeróbicas y aeróbicas, y en algunos casos la producción de células de 

pigmentación roja.  

 

El género Serratia comprende diez especies: S. marcescens, S. liquefaciens, S. 

proteomaculans, S. grimesii, S. polmuthica, S. rubidaea, S. odorífera, S. ficaria, S. 

fonticola, y S. entomophila (Sekhsokh et al., 2007). 

 

S. marcescens es generalmente observado como patógeno potencial de humanos o 

insectos, habiendo también reportes en su aislamiento de agua, suelo o plantas (Tan, 

2001); algunas de estas bacterias endofiticas se han reportado para raíces de cultivos de 

algodón y en tallo de maíz. 

 

Hay referencias de su control biológico contra otros géneros bacterianos, como es el 

caso de Serratia J2 que actúa contra la bacteria patógena Ralstonia solanacearum  

(Hua, 2004), teniendo como resultado la supresión del marchitamiento de la planta de 

tomate, además de incrementar la producción. 

 

Además S. marcescens en plantas de pepino y tomate, induce resistencia sistémica 

contra el virus de mosaico (Siddiqui, 2005). 
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S. plymuthica cepa R1GC4 en plantas de pepino es susceptible para reaccionar mas 

rápidamente y eficazmente contra Pythium ultimum, através de la formación de barreras 

físicas y químicas, en sitios de entrada de hongos (Niranjan et al., 2005). 
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3.0 MATERIALES Y METODOS 

 
Descripción de la zona donde fueron colectados los ejemplares de orquídea para el 

desarrollo del presente estudio. 

El material biológico utilizado en el presente trabajo proviene del municipio de 

Ajacuba. Tiene una superficie total de 19,270 hectáreas. La localización geográfica del 

municipio se encuentra al suroeste del estado de Hidalgo, colindando con el Estado de 

México. Entre las coordenadas latitud norte 20° 05´ y 99° 07´ de longitud oeste. 

                  
Fig. 1. Ubicación geográfica del municipio de Ajacuba (5). 

 

Posee un clima templado con lluvias en verano. La comunidad vegetal típica se ve 

dominada por Prosopis y sustrato arbustivo. 

 

El clima del municipio es variable frio y seco en invierno, seco y caluroso en verano 

con una temperatura media anual de 17 grados centígrados y una precipitación pluvial 

media anual de 900 milímetros. 

 

3.1 Material biológico 
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Las plantas de orquídea fueron colectadas de los árboles a una altura de 1.5 m, tratando 

de que fueran plantas sanas de tamaño uniforme y se transportaron en bolsas de papel de 

estraza al lugar donde se estableció el cultivo.  

El establecimiento de las plantas fue en un cuarto con entrada de luz 60%. El riego fue 

con un atomizador con agua libre de cloro cada semana. 

 

3.1.1Cepas bacterianas 

 

Las cepas bacterianas P. fluorescens cepa Cavm, Bacillus sp. cepa  5-R-8 y Serratia  sp. 

fueron obtenidas en el Laboratorio de Genética Molecular del Instituto de Recursos 

Genéticos y Productividad-Genética del Colegio de Postgraduados-Campus Montecillo. 

 
 
3.1.2 Medio de cultivo 
 
El medio B King fue preparado y contiene por cada 1000 (mL): caseína 22.5 (g), 

glicerol 15 (mL), K2HPO4  12.5 (g) y 3 (mL) de sulfato de magnesio 1M. 

 
 
3.2 Métodos 
 
Para el establecimiento de los lotes se emplearon 52 pseudobulbos basales de L. 

speciosa agrupados de la siguiente manera: 7 plantas o repeticiones (1 planta fue la 

unidad experimental) por cada suspensión bacteriana y sin inocular, en sustrato de 

Prosopis laevigata (Palacios, 2006) y 5 repeticiones para encino, previamente 

esterilizado en autoclave a 121º por 15 min. A los 197 días de cultivo se determinaron: 

la longitud en mm con un vernier del bulbo y hoja. 

 

3.2.1 Preparación del medio de cultivo 

 

Para la preparación del medio B King, se peso en una balanza: caseína 22.5 (g), K 

2HPO4 12.5 (g), agregando 15 (mL) de glicerol y 1000 (mL) de agua destilada. Se 

utilizaron matraces de un litro en cada uno se vertió 500 mL del medio. Para después 

colocarlos en autoclave a 121º por 15 min. En condiciones asépticas se agrego 3 (mL) 

de sulfato de magnesio 1M, a cada 500 (mL) de medio líquido B King. 
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3.2.2 Cultivo bacteriano 

 

En condiciones estériles, con una asa de siembra se inoculo cada suspensión bacteriana 

(P. fluorescens cepa Cavm., Bacillus sp.cepa 5-R-8 y Serratia sp.) en 10 mL de medio 

liquido B de King, en matraces de 125 mL y se coloca en un agitador (Shaker Bath) a 

150 rpm por 3 h; posteriormente cada inoculo fue vertido en 500 mL de medio liquido 

B King, para después agitarlo a 88 oscilaciones por minuto durante 48 h. 

 

Después se determino la turbidez en un espectrofotómetro (Modelo 6/ 20 Coleman 

Junior II) 0.75 para P. fluorescens cepa Cavm., 0.47 Bacillus, y 0.71 para Serratia sp. 

Posteriormente para la inoculación de la suspensión bacteriana, la raíz de la orquídea se 

mantuvo en suspensión durante 2 minutos. 

El crecimiento en mm de la longitud y ancho de la hoja, así mismo para la longitud y 

ancho del bulbo, fue determinado con la ayuda de un vernier. 

 

3.2.2 Determinación de Clorofila 

 

Se tomo un disco de la hoja y se maceró con 2.5 mL de acetona al 80%, se centrifugó a 

1580 x g por 5 minutos. El sobrenadante se retiró y guardó para emplearlo 

posteriormente. A la pastilla se le agregó 2.5 mL de acetona, se centrifugo por 5 

minutos a 1580 x g, la pastilla se desecho y los sobrenadantes se juntaron para luego 

aforar a 5 mL con acetona, finalmente se leyó a 646 y 663 nm. 

 

3.2.3 Determinación de AIA 

 

El contenido de AIA fue determinado de acuerdo al método referido por Ergun (2002). 

Se lavo en agua corriente dos gramos de raíz peso fresco, combinado con: 36 mL de 

metanol, 15 mL de cloroformo, 9 mL de NH 4OH 2 N, se ajusto a un pH de 2.5 con 7N 

HCL. Se extrajo a tres tiempos con 15 mL de etilacetato en un embudo de separación, 

separando la fase superior (AIA libre). Posteriormente se ajusto a un pH de 11 con 7 N 

NAOH, incubando la solución a 70 ºC durante una hora para hidrólisis. El pH se ajustó 

a 2.5, extrayendo a tres tiempos con etilacetato (15 mL). Finalmente se inyecto 100µl de 

cada una de las 32 muestras en HPLC. 
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La significancia estadística de los datos se determino usando el análisis de varianza 

(ANOVA), la media es establecida por diferencia mínima de significancia (DMS) de p 

< 0.05. 

 



4.0 RESULTADOS 
 

Las plantas utilizadas fueron aquellas que presentaron las características adecuadas para 

cumplir con todos los objetivos.  

 

4.1 Desarrollo de L. speciosa en los sustratos 

 

Las plantas establecidas en sustrato de P laevigata fueron las que finalmente se 

desarrollaron adecuadamente, ya que desde un principio algunas de las muestras que 

fueron colocadas en Quercus presentaron coloración amarilla en pseudobulbos y hojas y 

en algunos casos pérdida de esta, la raíz ya no se desarrolló, y no hubo presencia de 

raíces nuevas, por lo que no se pudieron emplear para los análisis posteriores. En 

consecuencia fueron estudiadas aquellas que se establecieron en el sustrato de P 

laevigata. 

 

4.2 Efecto de la inoculación de las plantas con suspensiones bacterianas 

 

Se observo que en una de las muestras inoculadas con suspensiones de P. fluorescens 

Cavm, presentó las hojas de coloración amarilla. De igual manera para las muestras 

inoculadas con Serratia sp. y Bacillus 5-R-8 dos plantas presentaron hojas de coloración 

amarilla y las raíces se desarrollaron en menor cantidad en comparación con las demás 

que presentaron condiciones sanas. 

De las muestras tratadas con cada una de las suspensiones celulares bacterianas, las 

inoculadas con P. fluorescens Cavm, fueron las que presentaron el mejor desarrollo 

después de diez meses de cultivo. Teniendo el mayor número de pseudobulbos y hojas 

de renuevo totales (Tabla 1). Se tiene certeza que las mayores diferencias se presentaron 

con las plantas que no fueron inoculadas (P<0.05, Fig.3) 

 

 Número de pseudobulbos Número de hojas 
Sin inocular 6 11 
P. fluorescens Cavm 9 17 
Bacillus 5-R-8 6 12 
Serratia sp. 7 11 
Tabla 1. Determinación del número de pseudobulbos y hojas de renuevo totales contabilizados, 

en plantas inoculadas y cultivadas en sustrato de P laevigata. 
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4.3 Acumulación de AIA libre en las plantas 

 

La concentración de AIA libre en las plantas inoculadas con las suspensiones celulares 

de Pseudomonas se detectaron ciertas diferencias, especialmente en relación con el lote 

que fue inoculado con las suspensiones bacterianas de B. 5-R-8, en las que no se detectó 

la presencia de AIA libre (Figura 3); en cuanto en los lotes inoculados de P. fluorescens 

Cavm donde se detectó la presencia de AIA libre son estadísticamente significativas. 

 

Aunque las diferencias no son estadísticamente significativas en el caso del AIA 

conjugado acumulado en las raíces, llama la atención que el lote de plantas sin inocular, 

así como las que fueron inoculadas con las suspensiones celulares de P. fluorescens 

Cavm, tuvieron las mayores cantidades en relación con Bacillus 5-R-8 y Serratia sp. 

(Figura4). 

 

                  
Fig. 2 Niveles de AIA libre acumulados en las raíces frescas de las plantas. 
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Fig. 3 Niveles de AIA conjugado acumulados en las raíces frescas de las plantas. 
 
 

4.4 Acumulación de clorofila a en hoja. 

 

La concentración de clorofila a en las muestras inoculadas con las suspensiones 

celulares de P. fluorescens Cavm y Bacillus 5-R-8 mostraron cierto parecido con la del 

lote de plantas que no habían sido inoculadas y, el que fue inoculado con las suspensión 

de Serratia sp. presentó la menor cantidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4 Perfil de concentración de clorofila a en los lotes de planta indicados. La determinación de 
clorofila se llevó a cabo a los 373 días de desarrollo de las plantas. 

(mg/ mL). 
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4.4.1 Acumulación de clorofila b en hoja 

 
En el caso de la clorofila b, en todos los lotes se presentó prácticamente el mismo 

resultado, según puede apreciarse en la figura 6. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Fig. 5 Perfil de concentración de clorofila b en los lotes de plantas indicados. La determinación 
de clorofila se llevo a cabo a los 373 días de desarrollo de las plantas 

(mg/mL) 
 

 

 

4.5 Desarrollo de las plantas 

 

4.5.1 Longitud de las hojas 

 

En la figura 6 se observa que las plantas con el inoculo de P. fluorescens Cavm, 

presentaron las hojas de mayor longitud, siendo significativo este desarrollo. 

En el caso de Bacillus 5-R-8 y Serratia sp. las hojas mostraron un crecimiento menor al 

que se obtuvo con las muestras sin inocular.  
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Fig.6 Patrón de desarrollo de las hojas (longitud). Las determinaciones fueron realizadas a los 

197 días de desarrollo de las plantas. 
 

 

4.5.2 Diámetro de las hojas 

 

En el caso de esta variable, nuevamente las plantas inoculadas con la suspensión 

bacteriana de P. fluorescens Cavm obtuvieron un mayor diámetro pero no presentaron 

diferencias significativas. 

 

                  
Fig. 7 Patrón de desarrollo de las hojas de las plantas, despues de 197 días como se indica. 

crecimiento en mm en el diametro de la hoja. 
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4.5.3 Longitud de los pseudobulbos 
 

Las muestras que habían sido inoculadas con las suspensiones bacterianas de P. 

fluorescens Cavm y de Bacillus 5-R-8 mostraron los pseudobulbos de mayor longitud, 

pero no se obtuvo diferencias significativas, como se muestra en la figura 9. Los 

pseudobulbos de las plantas que no fueron inoculadas mostraron el menor desarrollo.  

 

                  
Figura 8. Desarrollo del pseudobulbo (longitud) en mm de plantas desarrolladas como se indica. 

Las determinaciones fueron llevadas a cabo a los 197 días de desarrollo de las plantas. 
 

 

4.5.4 Diámetro de los pseudobulbos 

  

En general las plantas que habían sido inoculadas mostraron la tendencia a tener 

pseudobulbos de mayor tamaño de manera significativa en relación a las plantas que no 

habían sido inoculadas figura 9. 
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Figura 9. Desarrollo del pseudobulbo (diametro) en mm de plantas desarrolladas como se 

indica. Las determinaciones fueron llevadas a cabo a los 197 días de desarrollo de las plantas. 
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DISCUSION  
 

Las interacciones entre plantas y producción de AIA de origen bacteriano, puede variar 

de patogénesis a fitoestimulación dependiendo de la especie microbiana, ya que este 

regulador de crecimiento es utilizado para interactuar con las plantas, como parte de una 

estrategia de colonización (Spaepen et al., 2007). De las tres suspensiones empleadas 

para la inoculación solo P. fluorescens Cavm, presento un efecto significativo, un 

aspecto importante que debe considerarse es el hecho de que tiene la capacidad de 

sintetizar sideroforos, que son moléculas capaces de secuestrar óxidos férricos para 

convertirlos en formas disponibles para las plantas, y al estar estas células colonizando 

las raíces, le facilitan la asimilación de metales como el hierro y cobre, entro otros más. 

Por esta razón en las muestras inoculadas se observa un mayor desarrollo.  

Entonces, estos microorganismos, además de promover el crecimiento de las plantas, 

vía producción de sideroforos extracelulares; también pueden sintetizar AIA para 

estimular el crecimiento radical lo que a su vez repercute en que las plantas con mayor 

volumen radical tienen mayor capacidad de absorción de nutrientes, propiedad que se le 

atribuye a estos reguladores cuando se encuentran en tejidos, ya que se convierte en el 

punto de atracción de nutrientes (Jankiewicz, 2003).  

 

La diferencia significativa de AIA libre mostrada en las plantas inoculadas con las 

suspensiones de P. fluorescens Cavm, se correlaciona positivamente con la longitud y 

diámetro de los pseudobulbos y de las hojas; ya que se ha demostrado que en promoción 

de crecimiento, este regulador muestra una alta actividad a concentraciones muy bajas 

del orden de los nanomoles (Woodward, 2005). 

 

Tanto para AIA libre y AIA conjugado, pareciera que la presencia de los 

microorganismos de Bacillus 5-R-8 y Serratia sp., inhibieran la capacidad de síntesis de 

este regulador de crecimiento vegetal; y se requirió de la utilización de AIA conjugado 

por lo tanto no hubo niveles detectables. 

 

Para la concentración de clorofila b para la suspensión de Bacillus 5-R-8 se correlaciona 

con el crecimiento de la planta, por ejemplo, si se toma en cuenta las variables de ancho 

y longitud de los pseudobulbos; por lo tanto se obtuvo una diferencia, debido a que este 

género produce esporas flexibles contra daños químicos y mecánicos, teniendo una 
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mayor ventaja como biocontrol de cepas, (Medrano, 2000). Hay otros factores que 

influyen en las célula microbiana ya que puede limitarse a ciertos exudados de la raíz. 

La colonización y proliferación es dependiente de la habilidad de los microorganismos a 

utilizar específicamente estos compuestos exudados (tal es el caso de fuente de carbón). 

Algunos compuestos presentes varían entre las especies de plantas.  

 

En cuanto Serratia sp. se tienen antecedentes de que estas son patógenas de animales y 

plantas, y solo algunas especies de este genero son reportadas como PGPR debido a que 

se obtiene una respuesta positiva para la formación de barreras físicas y químicas, en 

sitios de entrada de hongos manteniendo saludable al organismo, en este caso esta 

suspensión no se logro obtener una respuesta positiva después de la inoculación. 

 

El empleo de sustratos de origen orgánico como la corteza de arboles para el desarrollo 

de L. speciosa, se debe a que posee una textura que permite la fácil penetración de las 

raíces de la planta y un desarrollo saludable de esta, característica que hace una buena 

opción para su propagación.  

 

Otra característica importante de los sustratos orgánicos es que sus compuestos se 

deterioran y descomponen, en este proceso liberan nutrimentos a la planta. Algunos 

otros metabolitos funcionan como mecanismos de defensa contra ataques por patógenos 

microbiales, herbívoros y plagas de invertebrados. Las concentraciones mas altas de 

metabolitos en los arboles ocurren en la corteza y raíces (dependiente de la especie y la 

estación). 

 

Un ejemplo de ello son los flavonoides cuya función es proveer resistencia del ataque de 

hongos e insectos, quercetin es una de las más comunes aislado de la corteza de las 

coníferas. Las ligninas incluye enzimas fúngicas e inhibición del crecimiento y ocurre 

en géneros como Q. rubra y Ulmus thomasii (John, 2009). 

 

Este rango de actividad biológica puede ser contraproducente para la promoción de 

crecimiento por medio de inoculación bacteriana, por ello en algunos estudios de 

Lycopersicon se hace referencia al empleo de la corteza con un mínimo de tres meses de 

ser cortada. 
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El estado de las plantas en el sustrato de Quercus sp. se debe a que éste se encontraba 

fresco. Posiblemente al liberar estas sustancias afectaron el desarrollo de la raíz de la 

planta, inhibiendo las células bacterianas, además de que el tamaño de los fragmentos 

de sustrato no fue el adecuado, ya que se emplearon de grado grueso, cuando se debió 

de emplear el de grado medio. 

 

En cuanto al mejor establecimiento de las plantas fue en sustrato de P. laevigata,  

antecedente etnobiologico referido por Eulalia Uribe y Tomasa Olvera en el 2007. 
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6.0 CONCLUSIONES 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede llegar a la siguiente conclusión: 

El mejor establecimiento de L speciosa fue en el sustrato de P. laevigata, corteza sobre 

la cual vive en su hábitat natural. 

La utilización de microorganismos bacterianos en orquídeas que favorezcan la 

nutrición, para promover el desarrollo de las plantas, ofrece nuevas alternativas. Esta 

aplicación biotecnológica pudiera ser aconsejable para los productores de ornamentales, 

con la que pueden generar orquídeas de aspecto saludable en relativamente menos 

tiempo con lo que se reducirían costos de producción y manteniendo la calidad del 

producto. El método es práctico y muy sencillo: las plantas son establecidas en sustrato 

de P. laevigata de tamaño adecuado y después de inocular las raíces con la suspensión 

bacteriana de P. fluorescens Cavm se cultivan en las condiciones que el productor 

utiliza. 
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Anexos 
 
Tabla 2 Análisis de varianza para AIA Libre 
 
 
AIA Libre Promedio F Probabilidad Valor critico para F 
     
Sin inocular  0.0305    
Pseudomona 
fluorescens 

0.0585 6.3455 0.0453 5.9873 

 

 

Tabla 3 Análisis de varianza para longitud de las hojas 

 

 

       Promedio          F Probabilidad Valor crítico para F 

Pseudomona 

fluorescens 
137.295714 

   

Sin inocular 
122.737143 

3.73633081 0.02464049 3.008786572 

Bacillus 5-R-8 
121.267143 

   

Serratia 
114.062857 

   

 

 
Tabla 4 Análisis de varianza para ancho de los bulbos 
 

 

       Promedio          F Probabilidad Valor crítico para F 

Pseudomona 

fluorescens 
20.10 

5.05 0.0074 3.008 

Sin inocular 
14.78 

   

Bacillus 5-R-8  
18.04 

   

Serratia 
18.10 
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