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RESUMEN

El uso continuo del glifosato es un problema en la agricultura puesto que las arvenses (malezas) con el
tiempo se hacen resistentes, y por sus compuestos quimicos que perjudican la salud del ser humano y de los
seres vivos que habitan cerca del area de cultivos; altera la textura del suelo y la diversidad microbiana al
reducir las cantidades naturales y aumentar la poblacion de fitopatdgenos. Esta investigacion se realizé con
la finalidad de encontrar y aislar cepas microbianas, de diferentes tipos de suelos, con la capacidad de inhibir
la germinacién y crecimiento de arvenses; generando control biolégico esperando que no dafien los cultivos,
el ecosistema y la salud de operarios bajo protocolos de seguridad. Se utilizaron cinco especies de arvenses,
pero solo dos tuvieron resultados favorables de germinacién en pruebas con sustratos Bidens ferulifolia
(rosilla) y Urochloa plantaginea (pasto, zacate), se calculd la tasa de germinacion en los tres diferentes tipos
de suelos (suelo acahual, pastos y agricola), por medio de dilucién se aislaron 13 diferentes cepas
microbianas de los suelos, se inocularon y evaluaron el efecto depresor contra arvenses en pruebas de
germinacion bajo condiciones de laboratorio y campo. Como resultado, la cepa 10*** obtenida del suelo
pastos, se identific6 como la morfologia microbiana con mayor efecto depresor en los tres diferentes tipos
de suelos y en las dos especies de malezas.

Palabras claves: Cepas microbianas, crecimiento de arvenses, depresor, inhibir, control biol4gico.

ABSTRACT

The continuous use of glyphosate is a problem in agriculture since weeds (weeds) become resistant over
time, and because of its chemical compounds that harm the health of human beings and living beings that
live near the crop area; alters soil texture and microbial diversity by reducing natural amounts and increasing
the population of phytopathogens. This research was carried out with the purpose of finding and isolating
microbial cepec, from different types of soils, with the ability to inhibit the germination and weeds growth;
generating biological control hoping that it does not damage crops, the ecosystem and the health of operators
under safety protocols. Five species of weeds were used, but only two had favorable germination results in
tests with substrates Bidens ferulifolia (rosilla) and Urochloa plantaginea (grass, grass), the germination
rate was calculated in the three different types of soils (acahual soil, pastures and agricultural), by means of
dilution, 13 different microbial strains were isolated from the soils, inoculated and evaluated for the
depressant effect against weeds in germination tests under laboratory and field conditions. As a result, cepe
103, obtained from grass soil, was identified as the microbial morphology with the greatest depressant
effect in the three different types of soils and in the two weed species.
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INTRODUCCION

En los Estados Unidos, el uso agricola del glifosato durante los afios de 1995 al 2014 aument6 a 113.4
millones de kg, mientras que en el uso agricola mundial de glifosato aumento a 747 millones de kg
(Benbrook, 2016). Con base a la gran cantidad de cultivos resistentes al glifosato que estan autorizados en
varios paises, se estima que el uso del glifosato llegue alcanzar potencialmente los 1,000 millones de kg en
todo el mundo para el 2023 (Mertens et al., 2018); por lo que actualmente se estan trabajando con
experimentos en plantas arvenses con potencial como herbicidas ecoldgicos ofreciendo la ventaja de ser
menos dafino para el entorno del humano y su medio ambiente.

La disminucidn de los precios de herbicidas a partir de la expiracién de la patente en el afio 2000 ha
sido motivo por el cual ha aumentado el uso del glifosato en la agricultura (Bonny, 2016). De acuerdo a la
Unién Mexicana de Fabricantes y Formuladores de Agroquimicos, A.C. (UMFFAAC), el mercado de
agroquimicos en México tiene un valor anual aproximado de 15,684 millones de pesos (COFECE, 2015).
Segun datos de la Organizacidn de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) indican
que tan solo en el 2013 se aplicaron 31,195 t de herbicidas (Arellano-Aguilar and Rendon VVon Osten, 2016).

Conforme se van desarrollando nuevas herramientas para la quimica organica sintética se ha conducido
una variedad de compuestos Utiles entre ellos los herbicidas, fungicidas, insecticidas, rodenticidas,
nematicidas y compuestos promotores del crecimiento vegetal (Aktar et al., 2009).

Entre 1996 y 2010, se registraron 53 productos quimicos derivados de microbios en la Agencia
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) para el manejo de cultivos, bosques o ecologia (Harding and
Raizada, 2015). A partir de 2014, se aprobaron 47 cepas microbianas diferentes en la Union Europea (UE)
con el fin de controlar hongos o insectos, sorprendentemente, no hay microbios aprobados para el control
de especies de malezas en la UE (Parliament, 2014). Se ha argumentado que la dispersion involuntaria de
especies bioldgicas de control de malezas introducidas puede limitarse mediante el empleo de agentes que
no pueden sobrevivir sin su huésped particular, como ciertas cepas de Xanthomonas (Schaad et al., 2001).

Por lo anterior, varios autores mencionan cepas microbianas para controlar las malezas en los cultivos
agricolas en Estados Unidos, sin embargo, en México no hay registros o0 mencion alguna sobre control
biol6gico a base de bacterias, sobre todo, que éste se haya realizado con cepas extraidas de suelos propios
del pais para lograr inhibir o contrarrestar las arvenses, es por ello que se pretende encontrar en tres
diferentes tipos de suelos alguna bacteria con efecto supresor de arvenses.

MATERIALES Y METODOS

El proyecto se realiz6 en el Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada durante el periodo de junio
de 2019 a enero de 2020. La metodologia de recuento en placa por plaqueo, desarrollada por Hoben y
Somasegaran (1982), es una metodologia ampliamente utilizada (Corral-Lugo et al., 2012), que consiste en
realizar diluciones seriadas 1:10 y extender 100pl de cada diluciéon en una placa, para tal actividad se
recolectaron tres suelos diferentes en diferentes lugares, y se inocularon en medio de cultivo de agar y
triptona (MCAT), en donde se hicieron siembra de las diferentes morfologias por cuadrante, como resultado
de estas siembra se lograron aislar 13 bacterias, las otras siete bacterias se tomaron de la coleccién del
Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA). Se recolectaron semillas de cinco diferentes
arvenses en el municipio de Tepetitla, Tlaxcala. De las semillas recolectadas se realizaron pruebas de
germinacion de las diferentes semillas de arvenses en placas de Petri. Posteriormente, con las bacterias
aisladas, se midieron los halos en medio liquido de fosfato del Instituto Nacional de Investigacién Botanica
(NBRIP) desarrollado por Nautiyal en 1999 (Scattareggia, 2016). Con referencia a lo anterior, por medio de
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la inoculacion de bacterias en placas de Petri, se evaluaron, por promedio, el crecimiento de las arvenses en
los diferentes suelos.

Recoleccion del material organico

Para la toma de muestras de suelo se considero la metodologia propuesta por Espinosa et al. (2012). El suelo
pastos se obtuvo del municipio San Juan Bautista Valle Nacional, el cual forma parte de la region de la
Cuenca del Papaloapan y del distrito de Tuxtepec, con coordenadas extremas de 17° 38' - 17° 57" de latitud
norte y 96° 08' - 96° 31' de longitud oeste, y su altitud va de 0 a 3,000 m. El suelo acahual se extrajo del
municipio de San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, tiene una latitud de 18°19” norte y 17°48” sur; y a una
longitud de 95°51" al este y 96°19” al oeste, en los limites del estado de Veracruz en la llamada Cuenca del
Papaloapan. El suelo agricola se consiguié del municipio de Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala, a unos 500
m del Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA), este municipio se encuentra en una altitud
media de 2,221 y una maxima de 2 260 msnm, con coordenadas 19°N 98° O.

Se colectaron semillas de cinco diferentes tipos de arvenses: Cyperus esculentus, Bidens ferulifolia,
Phelium protense, Seteria pumila y Urochloa plantaginea; estas semillas fueron recolectadas, en el
municipio de Tepetitla de Lardizabal, a 100 m del CIBA. Este municipio se encuentra en una altitud media
de 2,221 y una méaxima de 2,260 m, en las coordenadas 19°N 98° O.

Aislamiento de bacterias

Primero mediante la dilucién seriada como lo propone Madigan et al. (2003) se sembraron las bacterias en
placas con medios de MCAT, para después aislarlas. Siguiendo los protocolos correspondientes se pes6 1
gr de cada suelo, se ocuparon 10 tubos de ensaye por cada tipo de suelo, en cada tubo se vertieron 9 ml de
agua esterilizada, en el primer tubo se diluyo el gramo de suelo, posteriormente se agitd y se extrajo con 1
ml para agregarlo al siguiente tubo, hasta llegar a la 10'° dilucién. Este procedimiento se realizé con los tres
tipos de suelos (suelo pastos, suelo acahual y suelo agricola). Mediante la siembra estriada por cuadrante se
aislaron las bacterias en las placas de Petri con medio de MCAT, se hicieron dos repeticiones por cada
morfologia y se guardaron en un cuarto de incubacién a 30 °C por 24 h.

Pruebas bioquimicas en NBRIP y NFMM

Por cada placa de Petri se colocaron cuatro tipos diferentes de morfologias microbianas, los cuales
anteriormente se aislaron, poniendo por cada placa un Gram positivo de lado izquierdo y un Gram negativo
de lado derecho (Figura 1). Se hicieron tres repeticiones en las pruebas: medio liquido de fosfato del Instituto
Nacional de Investigacion Botanica (NBRIP, por sus siglas en inglés) y medio para bacterias fijadoras de
Nitrogeno (NFMM).

Pruebas de germinacion en placas de Petri

Se desarroll6 una propuesta de protocolo de lavado de semillas consistiendo en: 6.7% de hipoclorito de
sodio (Clorox®), 2.3% de jabon liquido (Axion®) y 91% de agua destilada esterilizada, se colocaron
lassemillas dentro de la solucion y se agit6 por un min. Se enjuag6 con alcohol al 70 y 30% de agua destilada,
se volvi6 a agitar por un min; por ultimo, se enjuagaron dos veces solo con agua destilada estéril para
eliminar todo el alcohol de las semillas; posterior a la aplicacion del protocolo se pusieron a germinar las
cuatro diferentes especies de semillas de arvenses. En placas de Petri se introdujeron 15 gr de sustrato (de
cada tipo de suelos) por cada placa, se colocaron 10 semillas de una sola especie, esto se hizo en las cinco
especies que estuvieron a prueba para observar su germinacion. Se hicieron repeticiones por triplicado.
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Figura 1. Pruebas de bacterias B19, B18, M510 y M54 en medio NBRIP. Fuente: Elaboracion propia.
Pruebas de germinacién en charolas

Se desarroll6 en charolas de 14 x 14 x 4.5 cm de largo, ancho y altura, respectivamente; se agregaron 30 gr
de cada tipo de suelo en prueba, posteriormente se colocaron 15 semillas de las siguientes arvenses: C.
esculentus, P. protense, S. pumila, B. ferulifolia y U. plantaginea. Se utilizaron 75 charolas para los tres
tratamientos, se ocuparon tres charolas para control positivo y cinco para control negativo.

Desarrollo de inoculacion en placa Petri

Para poder evaluar el efecto de inoculacion se utilizaron 360 placas de Petri, en tres tratamientos diferentes,
en cada suelo (sac, sp y sagro) por dos especies de semillas (B. ferulifolia y U. plantaginea) por 20 cepas
bacterianas, haciendo por triplicado para cada bacteria, teniendo como control positivo la cepa C21 y como
control negativo solo los suelos con semillas sin bacterias. En cada placa de Petri se coloc6 papel aluminio
y se agregaron 15 gr de suelo; cada placa de Petri con suelo se inoculd con 3 ml cada una (Figura 2).

Figura 2. Inoculacion de suelos sac, sagroy sp.
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Después se depositaron 30 semillas por placa las cuales anteriormente fueron lavadas como se realiz6
en los bioensayos anteriores, se agregaron 5 ml de agua destilada estéril por cada placa. Se evaluaron por
15 dias, observando por dia los efectos de la inoculacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de bacterias
Se aislaron 20 tipos diferentes obtenidos de diferentes lugares, algunos de los suelos utilizados como
sustratos y otras cepas ya pertenecian a la coleccién del CIBA. Obteniéndose las cepas: 10332, 103, 10333,
1035, 1031, 1036, 1038, 1086, 10353, 1033, 103 sagro, MF32, MF34, MF42, MF44, M513, C19, C21y
C15.
Medicion de halo
En la siembra de bacterias en medios de cultivos de MCAT se obtuvieron 20 tipos de morfologias diferentes;

después de aislarlas en estriado por cuadrante se le hicieron pruebas bioquimicas en NFMM, donde se
obtuvieron los siguientes resultados de acuerdo con su longitud de halo (Cuadro 1).

Cuadro 1. UFC recuperado.

Suelos Colonias con crecimiento en Colonias con crecimiento en
Nitrégeno fosfato
Pastos 8 6
Acahual 0 0
Agro 1 1

Fuente: Elaboracion propia.
Germinacion de arvenses en placas de Petri

1. Germinacion de arvenses en suelo acahual (sac). El arvense con mayor germinacion es B. ferulifolia,
germinando a partir del dia 5 con un 3.3% de germinacion, seguido de U. plantaginea germinando a
partir del dia 7 con un 6.7% sobre el total de semillas puestas, alcanzando asi un total del 30% en
rosilla y 10% en pastos para el Gltimo dia del periodo acordado.

2. Germinacion de arvenses en suelo pastos (sp). B. ferulifolia al segundo dia empezé a germinar con
un 3.33%, teniendo al final del periodo un 67%; mientras que en la especie U. plantaginea empez0 a
germinar a partir del dia 4 con un 13% de germinacién sobre el total, al finalizar el periodo a prueba
se obtuvo un total del 70%, siendo este suelo es el mas probable a tener una mayor tasa de
germinacion.

3. Germinacion de arvenses en suelo agricola (sagro). Parael dia 7, tanto la especie rosilla (B. ferulifolia)
como pasto (U. plantaginea) obtuvieron un 6.7% de germinacién, el arvense U. plantaginea germiné
solo el 10%, el cual se mantuvo asi hasta finalizar el periodo. Por el contrario, la especie rosilla
alcanzé un 17% de germinacién, lo cual indica que solo lograron germinar cinco semillas del total de
30 (Figura 5).

Germinacion de arvenses en charolas

1. Germinacion de arvenses en suelo pastos (sp). La especie rosilla inicié su germinacion en suelo estéril
con una semilla en el dia 3 posterior al inicio de la siembra lo cual es equivalente al 2.2%, mientras
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que en suelo no estéril comenzaron a brotar a partir del dia 10 con un 4.4% de germinacion y
finalizando con el 13.3% sobre el total de semillas (45 semillas). La semilla de pasto en suelo estéril
comenz6 su germinacion al igual que rosilla en suelo no estéril, a partir del dia 16 y finaliz6 su periodo
de prueba con el 31.1% de germinacion. Mientras que en suelo no estéril la germinacion final
coincidio con la de rosilla en suelo no estéril, a diferencia que, en esta prueba comenz6 la germinacion
a partir del dia 9 con un 2.2%

2. Germinacion de arvenses en suelo acahual (sac). Se encontrd que las semillas de U. plantaginea fue
la que mayor tasa de germinacion presenté en esta prueba, en suelo estéril comenzé a partir del dia 7
con un total de cinco semillas y finalizando con 15 semillas, lo cual es equivalente al 33.3% de
germinacion; mientras que en suelo no estéril comenzd a partir del dia 11 con dos semillas y
finalizando el periodo con el 31.1% sobre el total de semillas. Por lo que respecta a las semillas de B.
ferulifolia en suelo estéril la germinacion comenzo el dia 2 y finalizé con el 33.3%, en suelo no estéril
la germinacién comenzé el dia 14 con un porcentaje del 2.2 y finalizando con un 4.4% de
germinacion, siendo ésta la mas baja.

3. Germinacion de arvenses en suelo agricola (sagro). La germinacion se logrd en tres especies de
arvenses, en S. pumila comenz6 su crecimiento a partir del dia 10 con un 6.6% de germinacion y
manteniéndose asi hasta finalizar el periodo. Para B. ferulifolia tanto en suelo estéril como no estéril,
la germinacion inici6 con un 2.2%, en suelo estéril termind con un 37.8%, mientras que en el suelo
no estéril fue de 31.1%. Por el contrario, la semilla de pasto fue la que mas domind, puesto que en el
suelo estéril comenz6 a germinar a partir del dia 9 y finalizando con el 84.4%, mientras que en suelo
no estéril comenzo la germinacion a partir del dia 7 y finalizando con el 50% sobre el total de semillas.

Resultado final de cepa microbiana como supresora contra arvenses

En el cuadro 2 se muestra la comparacion de los diferentes sustratos, suelo pastos, suelo acahual y suelo
agricola (sp, sac y sagro), se muestra el promedio que se obtuvo por cada una de las cepas microbianas
durante los 15 dias, el cual fue el periodo que se estuvo a prueba las cajas de Petri con los sustratos
inoculados.

Es importante mencionar que, a pesar de que algunas cepas obtuvieron al finalizar los 15 dias la misma
cantidad de semillas, no comenzaron a brotar en los mismos dias, algunos iniciaron al quinto dia y otros por
el contrario hasta el dia 12 0 14, es por ello que los promedios varian y por lo tanto se toma a la cepa 10333
como la bacteria con mayor probabilidad de efecto supresor contra arvenses, pues es la de menor nimero
de semillas germinadas y en un plazo més largo, por lo que da credibilidad a tener un efecto mas fuerte
como inhibidor contra malezas.

Segln Bailey et al. (2010) el control biolégico como término general se refiere a la introduccion de
organismos en un ecosistema con la intencion de controlar una o mas especies indeseables. En el contexto
del control de malezas y especies de plantas invasoras, este campo de estudio se ha centrado cada vez mas
en bacterias y hongos en las Ultimas cinco décadas (Li et al., 2003), aunque los virus también se han
considerado para este proposito en casos seleccionados (Elliott et al., 2009; Diaz et al., 2014).

Acorde a los sefialado por Bailey et al. (2010), uno de los organismos que se tuvieron que utilizar
fueron las cepas microbianas adquiridas de los suelos, las cuales comprobaron por medio de Inoculaciones
ser positivas a supresoras contra arvenses, por lo que respecta al hecho que si se pueden utilizar cepas
microbianas para lograr contrarrestar o inhibir el crecimiento de las arvenses, el cual ha sido, desde tiempo
atras, una problematica en los campos de cultivo.
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Cuadro 2. Promedio de la germinacion de B. ferulifolia y U. plantaginea en las cepas microbianas en los
diferentes sustratos.

Cepa microbiana Suelo acahual Suelo pastos Suelo agricola Total
BF UP BP UP BF UP

Control 11 0 4.3 0 0.5 0 15.8
1036 25 0 0.5 0 0.6 0.5 3.6
Bl 1.9 0 0.3 - 1.7 0 3.9
B35 1.7 0 0.5 0 0.8 0 3

MF44 1.6 0 0 0 1.7 0 3.3
1035 15 0.8 1.6 0 1.6 0 5.5
c21 15 0 0 0 0.9 0 2.4
10331 1.4 0 1.2 0.1 - 0 2.7
103 sagro 11 0 1.5 0.1 0.3 0 3

1033 11 0 3.2 0 2.8 - 7.1
C15 1 0 0.5 0 0.7 0 2.2
1031 0.9 0 0.3 0 0.2 0 1.4
B3 0.8 0 0 0 - 0 0.8
10332 0.7 0 0.1 0 0.5 0 1.3
M513 0.6 0 0.7 0 11 0 2.4
C19 0.6 0 1.1 0 0.4 0 2.1
MF42 0.5 0 - - 0.8 0 1.3
103 0.5 0 - - 0 0 0.5
10321 0.5 0 2 0 - 0 2.5
M510 0.4 0 0.1 0 0.1 0 0.6
10333 0 0 0 - 0.3 0 0.3

BF= B. ferulifolia. UF= U. plantaginea.

Las semillas de B. ferulifolia iniciaron su germinacion al segundo dia del inicio en el suelo pastos y
finalizando con el 67% de germinacidn, en el suelo acahual iniciaron en el dia cinco y finalizando el periodo
con 30% de germinacion, mientras que, en el suelo agricola comenzaron al séptimo dia y finalizando con el
17%; todas estas placas de Petri se dejaron en un cuarto oscuro, a 30 °C, durante 20 dias. Mientras que, las
semillas U. plantaginea en suelo pasto comenzaron a germinar a partir del dia 4 con un 13% de germinacion
y finalizando con un 70%, en el suelo acahual comenz6 la germinacion a partir del dia 7 y finalizando con
el 10% de germinacion, en el suelo agricola la semilla pastos comenzaron a brotar a partir del dia 7 y
finalizando con el 10%.

Martinez y de la Barrera (2020), experimentaron con la arvense Lopezia racemosa, la cual logré
germinar después de 2 dias de haber iniciado el experimento, con una temperatura de 35/25 °C. Teniendo
91.33% de germinacion, después de 21 dias de iniciado el experimento, fue disminuyendo con un potencial
de agua cada vez mas negativo hasta obtener un minimo de 41.67%. Por otra parte, en su experimento con
las semillas de Rumex crispus comenzaron a germinar desde el primer dia de haber iniciado el experimento,
independientemente de la temperatura en la que se encontraban, la germinacién maxima después de 21 dias
de incubacion tampoco se vio afectada, alcanzando asi el 100% de germinacion.

Tanto las arvenses que manejaron Martinez y de la Barrera (2020), como las que se utilizaron en este
proyecto tuvieron un periodo similar de 20 dias, las manejadas en el presente proyecto lograron un estimado
del 90% de germinacion a temperatura controlada de 30 °C, las diferentes semillas fueron puestas bajo
condiciones de total oscuridad, agregandose continuamente agua destilada. Es importante destacar que
existe un amplio rango de latencia absoluta, en la cual la germinacién no se produce bajo ninguna condicion,
pasando por intensidades intermedias, donde las semillas pueden germinar en un rango de condiciones
ambientales como puede ser la temperatura, la humedad y el ambiente gaseoso; y a medida que el grado de
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latencia disminuye, se amplia el rango de condiciones ambientales que permiten la germinacion (Varela y
Arana, 2011).

Para el caso de las semillas germinadas en charolas, éstas se colocaron en un invernadero, con
temperatura ambiente promedio de 22°C con luz solar por el dia, se agregaron 5 ml de agua destilada por
las mafianas, teniendo una alta tasa de germinacion en la arvense rosilla y pasto, llegando en algunos suelos
al 100% de germinacion. Lo expuesto anteriormente por los autores Varela y Arana (2011), las semillas en
campo no se producen bajo ningun factor, mientras que en invernadero al no tener nutrientes es mas dificil
gue crezcan y a parte que, la humedad depende del humano, mientras que en el campo es todo lo contrario.

Uno de los ejemplos segun Bo et al. (2019) es Streptomyces hydroscopicus, la cual sus metabolitos se
han utilizado para crear bioherbicidas que le han dado utilidad en todo el mundo. De igual manera, se ha
estudiado el efecto supresor de Pseudomonas fluorescens, de la cual se ha investigado tres cepas con gran
detalle, y se ha observado que inhiben el crecimiento y/o la germinacién de las plantas mediante la
produccién de metabolitos extracelulares (Banowetz et al., 2008).

De acuerdo con los resultados arrojados de la inoculacion de germinacién de las arvenses B. ferulifolia
y U. plantaginea, en los tres diferentes sustratos (sp, sac y sagro), las bacterias 10°* y 10° dieron como
resultado entre el 0.3 y 0.5 como promedio, lo cual siginifca tener entre el 90 al 97% de efectividad como
inhibidor en la germinacion de arvenses, en suelo pastos se obtuvo el 100% de efectividad en la cepa 10%%,
Por lo cual se demuestra que estas cepas se suman al porcentaje de bacterias patégenas como inihibidor en
la etapa de germinacion de las arvenses en las plantas objetivos. De acuerdo con Banowetz et al. (2008),
probablemente por medio de los metabolitos y sus reacciones enzimaticas, puede ser que posiblemente
secreten una sustancia herbicida lo cual impide la germinacion de las semillas de arvenses.

CONCLUSIONES

Con base en las pruebas bioguimicas que se les realizaron a las cepas obtenidas se determind que, para
solubilizadores de fosfato, solo cuatro bacterias en NBRIP presentaron crecimiento de su halo mayor a 1
cm; mientras que, para fijadores de nitrégeno, seis bacterias, en NFMM, el halo logré medir 1 cm.

Respecto a la germinacion de arvenses en agar agua, después de probar diferentes metodologias de
lavado, la ultima fue la mejor, puesto que no se contaminaron, utilizando solo el 9% entre hipoclorito de
sodio y jabdn liquido, en el primer lavado y en el segundo alcohol al 70%.

En las pruebas de germinacién con sustrato, el suelo que demostré mayor tasa de germinacion es el que
se extrajo de un terreno donde abundaba el pasto entre otras malezas, puesto que fue donde germiné un 70%
en U. plantaginea y 66% en B. ferulifolia. Mientras que los otros suelos apenas obtuvieron entre el 10 al
20% de germinacion. En el experimento en charolas, las semillas de pasto (U. plantigenea) y rosilla (B.
ferulifolia) germinaron en un 70% en suelo agricola, siendo ahora el suelo pastos el segundo suelo con un
rango de germinacion alto.

La prueba de inoculacion de las cepas microbianas en placas de Petri para observar su efectividad como
depresoras contra arvenses demostré que de las 20 morfologias la cepa 10**2 con un promedio de 0.3, con
una casi nula germinacién tanto en pasto (U. plantaginea) y rosilla (B. ferulifolia) en los diferentes sustratos
(sac, sp y sagro), teniendo como respaldo la tasa de germinacién en sustratos sin inocular, la germinacion
fue abundante tanto en rosilla como pasto.
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