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RESUMEN

El presente trabajo se realizd con el objetivo de analizar la viabilidad en base al
crecimiento y concentracion del Azospirillum sp., en raiz de Mezquite (Prosopis
glandulosa) y Huizache (Acacia farnesiana). Ambas especies utilizadas en la
reforestacion requieren nutrientes qué se pueden proporcionar por adicion de
materia organica, mejoradores y biofertilizantes. En esta investigacién se
analizaron raices de 20 plantas de Mezquite y Huizache, con 4 repeticiones por
cada una. Con pruebas bioquimicas se determiné que la bacteria analizada
pertenece al género Azospirillum sp. Los datos se analizaron mediante disefio
completamente al azar y con arreglo factorial 2 x 2, obteniendo la mayor
viabilidad de la C-5 (Azospirillum sp), en Mezquite con la concentracién 10'° ufc
ml” y 4cido humico al 3% y para Huizache con la concentracién 10 ufc ml™ y
acido humico al 1 %. Las bacterias totales presentes en la raiz se incrementan
en Mezquite con concentracién de 10% ufc ml™ y &cido himico al 3 % y en
Huizache con la concentracion 10" ufc ml™ y acido himico al 1 %. Al analizar los
datos con arreglo factorial 2 x 2 el crecimiento de bacterias del género
Azospirillum sp., aumentaron con la concentracién 10'° ufc ml" en ambas
especies, y con acidos humicos al 3% en Mezquite y del 1% en Huizache y en la
cuantificacion de bacterias totales la interaccion de los dos factores (Azospirillum
sp. y acido humico), mostraron alta significancia lo cual nos dice que para el
crecimiento de otras bacterias influy6 el &cido humico, pero para el crecimiento

del género Azospirillum no se ve afectada por la aplicaciéon de acido humico.

Palabras clave: Prosopis glandulosa, Acacia farnesiana, Azospirillum sp.,

inoculacion, concentracion.
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I. INTRODUCCION

El Matorral xeréfilo reune las comunidades arbustivas de las zonas
aridas y semiaridas de la Republica Mexicana, con clima seco estepario,
desértico y templado con lluvias escasas. La temperatura media anual varia
de 12 a 26 °C. Su flora se caracteriza porque presenta un namero variable de
adaptaciones a la aridez, como son la microfilia, la presencia de espinas y la
pérdida de hojas en temporadas desfavorables, por o que hay numerosas
especies de plantas que sélo se hacen evidentes cuando el suelo tiene

suficiente humedad y materia orgénica.

Las plantas de las zonas aridas y semidridas tienen adaptaciones
especiales relacionadas con el acceso al agua del suelo, que se realiza
mediante el desarrollo de raices horizontales hasta de 30 metros y raices
verticales de 15 metros de profundidad facilitando el acceso de agua. Las
especies de Mezquite (Prosopis glandulosa) y Huizache (Acacia farnesiana)
son freatofiticas ya que extraen agua del subsuelo mediante su gran sistema
radicular; se consideran resistentes a la sequia y se presentan en areas con

precipitaciones menores de 250 a 500 milimetros 0 mas segun la region.



En México, el mezquite y el huizache son considerados como recurso
maderable de importancia econémica, debido al uso de su madera en la
elaboracién de muebles, artesanias, pisos y carbon; ademas se utiliza como
lefia en raja, brazuelo, para postes de cercos, tablas, tablones, durmientes,
curtientes, corteza, trozo en rollo, prevenir o reducir la erosién de suelo, etc.;
el primero se usa también como una fuente de energia y/o como
alimentacién (goma arabiga), y el segundo como medicinal y para curtir. Es la

fuente de un aceite usado en la perfumeria.

El proceso de fijacion de nitrégeno es importante en los ecosistemas
forestales, fijando al afio entre 0,5 a 5 kg ha™ (Fisher y Binkley 2000). Los
microorganismos que llevan a cabo este proceso representan
aproximadamente el 5% de la poblacién bacteriana total y se encuentran en
la superficie de varios 6rganos de los arboles, tejidos radiculares y foliares,
suelo y tubérculos de ectomicorrizas (Chanway 1999, Rosch et al. 2002, Paul
et al. 2007). Ademas, estas bacterias al ser usadas en la regeneracidon
artificial de bosques, incrementan el desarrollo de plantulas de diferentes

especies de coniferas (Chanway 1997).

El género Azospirillum pertenece al grupo de las denominadas
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, fin por el cual se las emplea
habitualmente como inoculante fijador de nitrégeno, productor de
fitohormonas como auxinas, giberelinas y citocininas, asi como de producir

sideréforos y bacteriocinas, Azospirillum es un habitante a menudo de la
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rizosfera de una amplia variedad de plantas asi como en diversas regiones
climaticas del mundo. Adn cuando son mas frecuentes en regiones
tropicales, también se les encuentra en regiones, templadas, frias vy

desérticas.

Las condiciones ambientales (suelo, clima, fertilizacion, etc.) y las
caracteristicas de los microorganismos nativos e introducidos son factores
determinantes para la sobrevivencia y actividad en la rizosfera. La
inoculacién de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que los
principales sitios de colonizacién son las areas de elongacién celular y las

bases de los pelos radicales (Levanony, et al., 1991, Kapulnik et al., 1985).

La aplicacion de Azospirilum a diferentes tiempos no tienen una
influencia significativa en el rendimiento aéreo y radicular del sorgo; sin
embrago, a diferentes dosis (1 y 3 ml) y concentraciones (de 10* a 10® ufc

mi~1) los resultados difieren (Hernandez et al., 1996).

El Mezquite (Prosopis glandulosa) y el Huizache (Acacia farnesiana)
son plantas de importancia econémica en la regién norte del pais donde
predomina el clima arido y semiarido, significan un ingreso econémico para
las familias de la regién, por esto y porque son especies forestales que se
utilizan para la reforestacion en suelos degradados es importante que se
realicen estudios e investigaciones sobre estas especies para aportar

alternativas de tratamiento para una mejor y mayor adaptacion, crecimiento y
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desarrollo, en suelos pobres de nutrientes, mediante la inoculacién de la

bacteria del género Azospirillum que fija Nitrbgeno en las plantas.



1.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la viabilidad en base al crecimiento y concentracién del
Azospirillum sp., en raiz de Mezquite (Prosopis glandulosa) y Huizache

(Acacia farnesiana)

1.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Aislar por medio NFB y reconocer por pruebas bioquimicas bacterias del

género Azospirillum sp. de raices de Mezquite y Huizache.

2.- Reproducir y cuantificar las colonias la cepa C5 de Azospirillum y las

bacterias totales en la raiz de Mezquite y Huizache.

3. Identificar la concentracidén de bacteria y acidos humicos que incremente la

concentracion de Azospirillum.



1.2. HIPOTESIS

Ho: existen diferencias estadisticas entre la inoculacion del Azospirillum y la
produccién de adhesinas en la raiz permite la fijacion de nitrogeno vy
produccién de hormonas de crecimiento vegetal en plantas de Mezquite y

Huizache.

Ha.: Las raices de plantas de Mezquite y Huizache no producen adhesinas en
la raiz inhibiendo la colonizacién del Azospirillum lo que afecta la fijacién de

nitrégeno y produccidén de hormonas de crecimiento vegetal.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Mezquite (Prosopis glandulosa)

2.1.1. Origen

El origen del Género Prosopis no esta claro, segun Landeras y col.
(2005) éste tuvo lugar hace unos 70 millones de afnos, antes de que
Sudamérica y Africa se separaran. EI Género es nativo de América, Africa y
Asia y comprende 44 especies agrupadas en 5 secciones y seis series; se
acepta la presencia de dos grandes centros de diversidad para Prosopis: el
México-Texano y el Argentino- Chileno-Peruano (Bukart 1976). A pesar de
ser un arbol muy comun y de importancia econédmica en gran parte del pais,
existen muy pocos trabajos de investigacidn sobre el efecto de la inoculacién
con las PGPB del género Azospirillum. EI mezquite es una planta con

multiples usos en los lugares en los que se desarrolla (Leyva, 2006).



2.1.2. Descripcién botanica

El mezquite es un arbusto o arbol espinoso de hasta 10 m de altura,
generalmente arbusto con varios tallos (Palacios, 2006); su sistema radical
puede alcanzar mas de 50 m de profundidad y hasta 15 m en sus laterales;
los tallos son de corteza oscura y ramas con abundantes espinas axilares o
terminales. Las hojas son compuestas, bipinnadas con 12 a 15 pares de
foliolos oblongos o lineares, de 5 a 10 mm de largo. Las flores son de color
amarillo verdoso, agrupado en racimos, miden de 4 a 10 mm, son bisexuales,
actinomorfas, con 5 sépalos y 10 estambres. El fruto es una vaina de color
paja o rojizo violaceo; con forma de lomento drupaceo, alargado, recto o
arqueado y espiralado en algunos casos, indehiscente, de 10 a 30 cm de
longitud, puede ser plano o cilindrico en la madurez y contiene de 12 a 20

semillas (CONAZA e INE, 1994).

Prosopis glandulosa var. torreyana es un arbusto o arbol pequefio de
espinas grandes que alcanza una altura de mas de 9 m; tiene de 8 a 20
pares de foliolos en un par de pinnas (rara vez dos pares), de linear a
oblongos de 15 a 22 mm de longitud que es de 7 a 9 veces su ancho y
generalmente estan espaciados de 5 a 6 mm de separacién, pueden ser
glabros o ciliados con vellosidades cortas en los margenes; las vainas son de
10 a 25 cm de longitud y de 1 a 1.5 cm de ancho, de color paja cuando

madura (CONAZA e INE, 1994).



2.1.3. Clasificacion taxonomica

La clasificacion del mezquite, Prosopis glandulosa, segun (Bukart, 1976).
Reino: Vegetal
Phillum: Spermathophita
Subphilum: Angiosperma
Clase: Dicotiledénea
Subfamilia: Mimosoideae
Género: Prosopis

Especie: glandulosa

2.1.4. Importancia ecoldgica y econémica

Desde el punto de vista ecoldgico, los mezquitales son importantes en
la estructura y funcionamiento de los ecosistemas, son habitat para la fauna
silvestre, mejoran la estética del paisaje y el funcionamiento de las cuencas

hidrologicas. (Meza 2009).

El mezquite tuvo una crucial importancia para los primeros pobladores
de las regiones éaridas y semiaridas, por los usos en cada pueblo. Por
ejemplo como alimento, combustible, sombra, para la elaboracién de
juguetes y utensilios y como planta medicinal. (CONAZA- INE 1994). Los
mezquites son benéficos tanto por sus vainas como por su madera. Por lo
tanto, su importancia econdémica es también amplia, sobre todo por el

ecosistema en el que se desarrolla, ya que es una parte importante del
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paisaje de lugares semidesérticos, donde las condiciones extremas de
humedad y temperatura no permiten que crezcan muchos arboles; asi que el
mezquite proporciona muchas facilidades a los pobladores de esos lugares
(Leyva, 2006). Dentro de los usos maderables de la especie se encuentra el
de brazuelo, tablas y tablones, postes para cerca, trozas en rollo, durmientes,
etc.; ademas en la elaboracion de muebles artesanales, destacando los
trabajos de marqueteria con madera de mezquite, elaborados en Zacatecas.
Uno de los principales rubros de explotacién es el de la lefia y el carbdn, este
ultimo por sus bajos costos de produccion en México han determinado el
incremento de exportaciones a Estados Unidos (Meraz, et. al. 1998). En
varias regiones de México se utiliza como alimento, las vainas tienen un 80%
de carbohidratos con gran contenido de fibra, 13% de proteinas y 3% de
grasas. En algunas regiones se utiliza para preparar una bebida refrescante
llamada mezquitatol, y la fermentacion de las vainas produce una bebida

semejante al whisky (SEMARNAT, 2001).

Cuando el mezquite es herido en su corteza 0 ramas, produce un
exudado conocido como goma, la cual se ha examinado para determinar su
semejanza con la goma arabiga. Para uso medicinal, la infusién de algunas
partes de la planta se usa para combatir la disenteria, infecciones en los
0jos, se ha utilizado como purgante. Otros beneficios de las poblaciones de
mezquite es su aporte como fuente de forraje para el ganado doméstico y
fauna silvestre; las flores son eventuales productoras de polen y néctar para

la produccion de miel y cera en las explotaciones apicolas, (Meza; 2003).
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2.2. Huizache (Acacia farnesiana)

2.2.1. Origen

Acacia es un género de arbustos y arboles de la Familia Leguminosae,
Subfamilia Mimosoideae (World Wide Wattle, 2004), compuesto por mas de
1,300 especies, que se distribuyen en forma natural en todos los continentes
con la excepcion de Europa, Mas de 900 de estas especies son nativas de
Australia y las restantes de las regiones tropicales secas y templadas célidas
de Africa, sur de Asia y América. Estas especies se encuentran distribuidas

desde el suroeste de Estados Unidos hasta Sudamérica.

2.2.2. Descripcion arbustiva

Acacia farnesiana (L.) Willd., conocido comunmente como aroma o
huisache, es un arbusto o arbol pequeno caducifolio y de tallos multiples
caracterizado por una copa esparcida y densa, ramas espinosa y fragantes

(Parrota, 1992).

El tronco presenta ramas armadas con espinas rectas en pares, las
hojas del huizache no caen en otofio o invierno. Presentan foliolos
numerosos, estos son pequenas laminas largas y aplanadas de color verde,
las flores aparecen de Marzo a Mayo. Se presentan en cabezuelos con forma

de globo de color amarillo intenso y muy perfumado, el fruto es una vaina
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lisa, de forma cilindrica algo encorvada de color negro al madurar, esta no se
abre, contiene de seis a doce semillas en dos hileras. (Alanis y Ballester,

2007)

2.2.3. Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Phillum: Spermathophyta
Subphillum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Acacia

Especie: farnesiana (L) Willd

2.2.4. Importancia ecoldgica y econémica

El huizache se considera como wuna especie uti como
rompevientos, en la reforestacion de bosques secos y éareas de
pastizales degradados (Parrota, 1992). La madera del huizache se usa
principalmente para la fabricacién de artesanias, asi como de utensilios

de cocina; para la elaboracion de Implementos agricolas, mangos para
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herramientas (hacha), postes, cercas, muebles, fabricacién de paraguas y
marcos finos, como también para el aserrio; en las zonas rurales lo usan
para la construcciéon y para la obtencién de lefia y carbdn, ya que tiene
combustidn lenta y alto contenido calérico. El tronco emana una goma que
se usa como sustituto de la goma arabiga y se utiliza como mucilago. El
jugo de las vainas inmaduras se utiliza para pegar porcelana rota. El
aceite esencial se obtiene de las flores por maceracién en manteca de
cacao o en aceite de coco. Tiene olor a violetas y se usa para perfumar
pomadas, polvos, roperos, ropa. Por su aceite se cultiva extensamente en
Francia, India, etc. Su principal utilidad radica en el uso del aceite o
esencia en la industria de la perfumeria. La corteza y vainas son ricas en
tanino la cual se usa en curtidurias para curtir y tefir cueros y redes. Las
vainas del fruto contienen 12 a 18 % de taninos. Las flores y frutos
contienen pigmentos que se usan para tefir telas de seda y papel tapiz.
La vaina pulverizada y hervida produce un liquido negro que puede ser
utilizado como tinta. Las hojas, vainas, flores y vastagos se emplean como
forraje para ganado vacuno y caprino, especialmente durante el invierno.

Las raices tienen olor fuerte y se usan como antidoto de venenos.

En México, el huizache tiene muchos usos en la medicina tradicional;
el cocimiento de las flores se usa como remedio en casos de dispepsia. De
las flores se hace un unglento que se usa como remedio para el dolor de
cabeza. Con el fruto verde, que es muy astringente, se prepara una infusién

para las inflamaciones de la piel y de las membranas mucosas (fuegos,
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hemorragias) y para calmar trastornos del sistema nervioso. Raiz
(cocimiento): disenteria, tuberculosis y dolor de abdomen. Tallo: estado
bilioso, evacuaciones amarillas, ictericia, dolor de muelas. Las hojas secas y
pulverizadas, se aplican como vendaje en las heridas. Planta: astringente en
medicina casera, fiebre tifoidea, hemorragias, problemas menstruales, artritis
y dolores reumaticos, ténico digestivo, diarrea, irritacibn de mucosas,

conjuntivitis y malaria. (CONAFOR 2008)

2.3. Bacterias benéficas para las plantas

Los microbios que habitan en la zona de la rizésfera son organismos
benéficos, neutros y dafinos para las plantas (Atlas y Bartha, 2002; Narula,
et al.; 2005). Los microorganismos tienen funciones especificas para mejorar
la productividad de la planta, incluyendo fijacién de N, solubilizacion de P,
promocion del crecimiento vegetal y control biolégico de patégenos de la
planta (Canbolat, et. al.; 2006). Las bacterias que ejercen efectos benéficos
en el desarrollo y produccion de la planta son llamadas rizobacterias
promotoras del crecimiento (PGPR) (Canbolat, et. al.; 2006; Kloepper, 1993).
Este tipo de bacterias son capaces de colonizar las raices, convertir el N
atmosférico a amonio, solubilizar el P inorganico insoluble a P soluble y
disponible para las plantas (Rivera-Cruz y Trujillo, 2008). A las bacterias
fijadoras de N se les llama diazotréficas y se les clasifica como Azospirillum,

Azotobacter o Pseudomonas ssp. (Marschner, 1995).
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Entre las especies de PGPB mas ampliamente estudiadas se
encuentran las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
(PGPR siglas en Inglés) las cuales colonizan la rizésfera y la superficie de las
raices. Algunas de las especies de PGPR tienen la capacidad de penetrar y
proliferar en al interior de las raices, y de este 6rgano trasladarse a través del
sistema vascular, y sin causar dafo, establecerse y desarrollar poblaciones
endofitas en los tejidos internos de las plantas, ya sea en el tallo, hojas u
otros 6rganos. Las PGPR favorecen el crecimiento de la plantas a través de
diferentes mecanismos entre los que se destaca la fijacion biologica de
nitrégeno. La sintesis de fitohormonas como las auxinas, particularmente el
acido indol acético, promueven el crecimiento de las raices y la proliferacion
de pelos radicales, mejorando la absorcion de agua y minerales del suelo y

con ello el mejor y mayor desarrollo de la planta (Caballero,2006).

Una fuente favorable de material microbiano para inoculacién son las
PGPB para uso agricola (tales como Azospirillum sp, Pseudomonas sp, y
Bacillus sp) y hongos. Muchas plantas nativas responden positivamente a la
inoculacibn  mejorando su crecimiento. Sin embargo, aquellos
microorganismos nativos que crezcan y sobrevivan en suelos con alta dureza
son mejores candidatos para inocular las plantas nativas. Una fuente
potencial de estos microorganismos son plantas del desierto creciendo en
rocas en ausencia de suelo, siendo ésta una de las condiciones que inhibe el

crecimiento en la mayoria de las plantas. (Bashan y col., 2006).
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Las bacterias que colonizan la raiz y su zona de influencia (suelo
rizosférico) son denominadas “rizobacterias” (Kloepper, 1994 y 1996). Las
Rizobacterias beneficiosas conocidas en la literatura con el acronimo PGPR
(del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria), desempenan funciones
clave para la planta tales como: control biolégico de patégenos mediante
efectos antagonistas o Induccion de Resistencia Sistémica (Van Loon, et. al.;
1998), incremento de la biodisponibilidad de elementos minerales como por
ejemplo la solubilizacién de fosfatos, fijacion de nitrégeno o la
fitoestimulaciéon al estimular la emergencia o el enraizamiento. Las PGPR
deben de cumplir tres caracteristicas intrinsecas (i) ser capaces de colonizar
la raiz, (ii) deben ser capaces de sobrevivir y multiplicarse en los micro-
hébitat asociados a la superficie de la raiz donde compiten con la microbiota
natural al menos hasta ejercer su actividad promotora del crecimiento vy (iii)
deben ser capaces de estimular el crecimiento vegetal (Kloepper, 1994;

Collados, 2006).

2.3.1. La rizosfera

La rizésfera es una zona ecoldgica del suelo y ha sido utilizada por
diferentes investigadores en el mundo para estudiar el comportamiento de
microorganismos benéficos y patégenos para las plantas, también para las
interacciones entre microorganismos-planta y microorganismo-
microorganismo. En estos estudios se considera tres regiones de estudio; la

rizosfera, el rizoplano y el suelo a distancia. La rizosfera es el volumen de
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suelo adyacente al sistema de raices de las plantas, es influenciado por los
exudados de raiz y mide cinco milimetros (Raina, et. al., 2000; Kennedy,
2005) y en el que se desarrolla una poblacién microbiana muy superior a la
del resto del suelo (Fuentes, 2007). Esta constituida por dos regiones; el
rizoplano y el suelo adherido (Figura 2.1). En la practica cuando se muestrea
en campo se colecta la raiz con suelo adherido a ella. El rizoplano es la raiz
sin suelo adherido, en ella se establecen principalmente microorganismos
que forma asociacién simbidtica y mutualista con la planta. El suelo a
distancia, es considerado al suelo sin influencia de raices, puede ser mas

alla de los 5 mm de la raiz primaria, secundaria o terciaria.

Pelos
Cilindros 3| | BRI
vasculares: . .
Floema y Xilema Epidermis
KRN Células
corticales
]é: r Endorrizosfera
(_t) Rizoplano —p:
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S
f Rizosfera
< LT +— Mucigel
I\ T |

Figura 2.1. Estructura de una raiz y la rizosfera correspondiente.

Fuente: adaptado, Brimecombe, et. al., 2001.
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2.3.2. Nitrogeno en la planta

La planta absorbe el N en formas de compuestos aménicos, nitrosos y
nitricos. Bajo estas formas, y mediante su sistema radicular, la planta
absorbe el nitrégeno que le es necesario para la sintesis de sus tejidos.
Aproximadamente se considera que este elemento constituye el 2 % en peso
seco de las plantas. Los mayores contenidos de N en las plantas se
encuentran en las hojas jévenes, el porcentaje oscila entre 5.5y 6.5 % en
peso seco. En la planta el N se encuentra en forma organica (purinas,
pirimidinas, porfirinas, vitaminas, alcaloides y enzimas), proteica y de
compuestos mas simples. (Navarro y Navarro, 2003). EI 90 % del N
absorbido por la planta se acumula en la parte aérea, del cual méas del 41 %
se encuentra en las hojas y el 20 % en el fruto, entra como componente de
las proteinas, clorofila y aminoacidos (Trocme y Gras, 1979; Amoréds, 2003).
Es parte de las hormonas citocinina y auxinas, por lo que estimulara el
crecimiento de las hojas, frutos, tallos, etcétera. Se ha establecido que entre
mayor sea el contenido de N en la hoja, mas alto resulta el contenido de

clorofila y, por lo tanto, aumenta la capacidad fotosintética (Diaz, 2002).

2.3.3. Fijadores de Nitrégeno

El N que se localiza en el suelo procede de la atmdsfera, pero el Nz
atmosférico no puede ser utilizado directamente por los seres vivos, salvo en

el caso de algunos microorganismos. Para que el nitrbgeno atmosférico sea
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absorbido por las plantas y la mayoria de los microorganismos, éste tiene
que formar parte de otros compuestos quimicos, este proceso se llama
fijacion (Fuentes, 2002). Como las plantas no pueden metabolizar el N, a
proteinas, antes debe transformarse a N asimilable siguiendo uno de estos
caminos: fijacion por microorganismos que viven en simbiosis con las raices
de leguminosas, fijacidon por microorganismos libres del suelo, fijacibn como
6xidos por descargas eléctricas en la atmésfera y fijaciones como NHs, NO*
o CN? por los fabricantes de fertilizantes nitrogenados (Villalobos, et. al.,
2002).

Hay cuatro grupos importantes de organismos implicados en el
proceso del N: bacteria, hongos, cianobacterias (algas verde-azules) y
algas. Cada grupo es diverso (Loomis y Connor, 2002) y se pueden
clasificar en fijadores libres y en los que se hallan en asociaciones

simbioticas (Loomis y Connor, 2002; Coyne, 2000).

2.3.3.1. Género Azospirillum

Spirillum lipoferum fue aislado y descrito por Beijerinck (1925) en
Holanda pero durante 50 afios el autor fue ignorado, hasta que fue
descubierto en Brasil por Bulow y Dobereiner (1975); Day y Dobereiner-
(1976).

En Argentina lo aislaron por primera vez Mezari, et. al. (1977), y
debido a la creciente importancia de la fijacion biolégica del nitrégeno, el

conocimiento sobre este género se incremento mas.

19



2.3.3.1.1. Caracteristicas de la bacteria

Azospirillum (a-subclase de las proteobacterias) es una bacteria Gram
negativa, de vida libre, fijadora de nitrégeno y asociada a la rizosfera de
plantas. Tiene un metabolismo carbonado y nitrogenado muy versatil, lo que
le permite adaptarse y establecerse en el competitivo entorno rizosférico.
Como fuentes nitrogenadas, Azospirillum puede utilizar un amplio rango de
sustratos, amonio, nitrato, nitrito, aminoacidos y nitrégeno molecular. En
condiciones desfavorables, tales como desecacidén y carencia de nutrientes,
puede enquistar, recubriéndose de una capa de polisacaridos produciendo
una acumulacion de granulos de B-hidroxibutirato, que sirven a la bacteria de

reserva de fuente carbonada. (Collados, 2006).

Es una bacteria mévil, que muestra gran variabilidad en el nUmero y
posiciéon de sus flagelos. En medio liquido produce un solo flagelo mientras
que en medio sélido se inducen diversos flagelos laterales, siendo diferente
la cantidad y posicién de estos flagelos para cada una de las especies del

género Azospirillum. (Collados, 2006).

La presencia de flagelos proporciona la movilidad necesaria para
dirigirse hacia lugares donde la presencia de nutrientes sea mas favorable.
Presenta quimiotaxis positiva hacia acidos organicos, azucares, aminoacidos,
compuestos aromaticos y hacia exudados radicales. Esta capacidad de

migracién se ha visto que es altamente dependiente de la humedad del
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suelo. Este género ademas tiene tendencia a dirigirse hacia lugares donde la
concentracion de oxigeno sea la adecuada (denominada aerotaxia). Este
comportamiento permite a la bacteria dirigirse hacia un nicho ecolégico
apropiado en la rizésfera donde poder producir la fijacidon biolégica del

nitrégeno y sustancias estimuladoras del crecimiento. (Collados, 2006).

La prueba de movilidad sirve para determina si un organismo es mévil
o inmdvil. Las bacterias tienen movilidad por medio de sus flagelos que se
encuentran principalmente entre los bacilos aunque existen algunas formas
de cocos moviles. El medio manitol en movilidad permite la realizacion de
esta prueba gracias a ser semisélido ya que presenta solamente 3.5 g/l de
agar. En estas condiciones, las bacterias moviles produciran un
enturbamiento homogéneo del medio debido a la distribucidn aleatoria de los
microorganismos. Por el contrario, las bacterias inméviles permaneceran en
la misma linea de la picadura en que se sembraron Benavides y Hermida,

(2008).

La prueba de catalasa se utiliza para comprobar la presencia de la
enzima catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas que contienen citocromo, Benavides y Hermida,

(2008).

Tarrand, et. al, (1978), encontraron que las bacterias del género

Azospirillum son ligeramente curvas y de forma bacilar, de diametro y
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longitud de 2.1-3.8 um son méviles en medio liquido con un flagelo polar, en
medio sélido a 30°C presenta numerosos flagelos laterales cortos vy fijan el
nitrégeno atmosférico. Se asocian a las raices de cultivos de cereales,

pastos y plantas tuberosas, no son formadoras de nédulos en las raices.

PozdnyaKpova y Kanevskaya, (1989), aislaron de cereales, bacterias
del género Azospirillum, las cuales fueron identificadas a nivel de especies
por estudios morfoloégicos, asi como por sus propiedades fisiologicas. De
acuerdo a la composicién del ADN y de un homélogo de ADN, aislaron dos
tipos de cepas Azospirillum brasilense sp7 (ATCC 29145) y lipoferum sp29b

(ATCC 29707).

2.3.3.1.2. Clasificacion taxondmica

La clasificacion como género de Azospirillum fue hecha por Tarrand et
al 1978), para sustituir el antiguo nombre Spirillum y su divisibn en las

especies A.
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Reino: Procaryote
Division: Gracilicute
Clase: Scotobacteria
Familia: No existe
Género: Azospirillum
Especie: Sp.

lipoferum
brasilense
amazonense
haloproferenses

irakenses

2.3.3.1.3. Fijacion del nitrogeno por la bacteria

Jena et al (1992), aislaron seis cepas de Azospirillum y estudiaron la
respuesta a la fijacion de nitrogeno después de la aplicacién de
agroquimicos. Al aplicar carbofurano (250 gr. /frasco) hubo una estimulacién
significativa en la fijacion de nitrogeno. La concentracion de nitrégeno varié
debido a las cepas aisladas. La aplicacion combinada de nitrégeno causé un
decremento en la fijacién neta de nitrégeno particularmente con Azospirillum
sp.

Evans (1975) y Brown, et. al.,, (1975), mencionan que la fijacién de
nitrégeno es un proceso clave para llevar un equilibrio en la vida de este
planeta, por ésta razén se recobra el nitrdgeno que se pierde por la

desnitrificacion microbiana en el suelo. Existe también la posibilidad de que la
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fijacion del nitrégeno por la nitrogenasa estimula el desarrollo de
catalizadores que pueden reducir la demanda energética para el nitrégeno

fijado industrialmente.

Cada nitrégeno que se fija al suelo requiere aproximadamente de 12 a
24 moléculas de ATP. Alcalde (1981), present6 cuatro requerimientos para la
fijacion de nitrégeno en la bacteria:
a) Un eficiente metabolismo oxidativo.
b) Un mecanismo de proteccion contra el oxigeno para evitar la
depresion de la actividad nitrogenasa por el oxigeno.
c) Una buena fijacién del nitrégeno, con asimilacién del NH™ y sin
crecimiento de la bacteria.

d) Una rapida excrecion del ion NH*™

2.3.3.1.4. Actividad de la bacteria

Gamo y Toriyama (1989), mencionan que la fijacién de la bacteria
Azospirillum sp., es microaerofilica, ésta fue aislada de la raiz de varios
cereales y forrajes de pasto en Nagano, Okinawa, Filipinas y Tailandia. La
mayoria de las especies de Azospirillum sp., aislados mostraron ser del tipo
A. brasilense, el cual no puede utilizar al carbén como Unica fuente de
glucosa. Cuando se usaron éstos inoculos en las raices de maiz, arroz o
plantas de trigo, algunos de los inoculos aislados promovieron notablemente

el desarrollo de las raices y brotes de maiz.
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2.3.3.1.5. Formas de Inoculaciéon con Azospirillum

Alvarez (1983), aislaron por siembra Azospirillum sp., a partir de un
trozo pequefio de raiz, en medio semisolido y para reconocer las colonias de
ésta bacteria, Rodriguez (1981), agregéd rojo Congo a los medios de cultivo y

observé al microscopio, encontrando la bacteria mencionada anteriormente.

Freitas y Germia (1990), desarrollaron un procedimiento para el
crecimiento de raices de trigo de invierno. Este sistema se usé para estudiar
las interacciones, raiz-bacteria y la colonizacion de raices por cepas de
Pseudomonas Cepacia R55 y R88, Azospirillum brasilense ATCC 29729 vy
Azotobacter chroococcum ATCC 9043. El cultivo de tejido axénico de raices
se inoculd con bacterias e incubd a 25°C en un agitador rotatorio mecanico a
(150 rpm) durante 3 semanas. Se determind en diferentes intervalos, la
morfologia de la raiz y el desarrollo de pelos radiculares, colonizacion de la
bacteria en la superficie de la raiz y la actividad nitrogenasa. El recuento de
las bacterias se realizé por la técnica de conteos bacterianos en placa, la
concentracion de las bacterias vari6 de 7.5X10* a 3.2X10’ formando
unidades de colonias en cm. El examen con microscopia electrénica de
raices inoculadas revelé que aumenta significativamente el desarrollo de

pelos radiculares y otros sitios de exudados colonizados en raices.
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2.3.3.1.6. Suelos inoculados con Azospirillum sp

Alvarez y Lemus (1980), encontraron una alta incidencia de
Azospirillum lipoferum y de Azospirillum brasilense en suelos donde éstas
bacterias son autéctonas por ser atraidas por exudados radiculares, en
gramineas (maiz, trigo y sorgo) el analisis de los exudados se realizo en las
tres semanas de crecimiento en las plantas en condiciones estériles y en

medio hidroponico.

Aparentemente, Azospirilum puede mantenerse viable bajo
condiciones severas: ha sido recobrada de agar disecado después de varios
anos lo que probablemente se deba a su capacidad de enquistacion. Sin
embargo, se deberia tener en cuenta su habilidad para sobrevivir en numero
suficiente para asegurar la colonizacién y proliferacion sin la planta
hospedera, al ser usada como inoculante en experimentos de campo (Del

Gallo y Fendrik, 1994).

2.3.3.1.7. Aplicacion y concentracion de inoculacion con Azospirillum

El medio de cultivo utilizado universalmente para obtener un 6ptimo
crecimiento de este género bacteriano corresponde a un sustrato
denominado NFb (nitrogen free broth) utilizando malato como fuente de

carbono (Ddbereiner et al., 1976).
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Actualmente se utilizan algunos métodos para inocular Azospirillum. El
mas simple es aplicando las bacterias en suspension liquida, ya sea
directamente al suelo o a las semillas. Esta técnica ha sido utilizada en
numerosos experimentos de invernadero y de campo, pero resulta
inadecuado puesto que el tiempo de sobrevivencia de Azospirillum en suelo
es relativamente corto en ausencia de un acarreador. Los mejores resultados
en rendimiento han sido obtenidos a partir de suspensiones de turba vertido
por goteo al surco o distribuyendo el inoculante de turba granular al momento
de la siembra. Otra opcion es la  produccion de microesferas o
microencapsulados bacterianos en una matriz de alginatos y liofilizados. De
esta manera, se satisfacen los requerimientos de un inoculante bueno y
practico, es un acarreador quimicamente inerte similar a polvo de marmol,
arena o carbonato de calcio, seco, facil de usar, uniforme, biodegradable por
organismos del suelo, de naturaleza no-toxica, que contiene una poblacién
bacteriana basta y uniforme, permite la liberacion gradual de las bacterias
durante periodos largos hasta un mes y puede ser producido a gran escala.

(Bashan et al, 1996).

Los efectos mas sobresalientes de la inoculacion vegetal con
Azospirillum son los diversos cambios morfolégicos que sufre el sistema
radicular. Estos cambios se encuentran directamente relacionados con la
concentracion del inoculo; cuando este es superior a los niveles Optimos
tiene efectos inhibitorios, mientas que dosis bajas no causan efecto. Se ha

observado que el nivel de inoculacion optimo en semillas y plantulas para
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muchos cereales, en vegetales y plantas de cultivos comerciales es de
alrededor de 10°y 10° ufc/ml. Una concentracion de inoculo de 10% — 10° ufc
ml"" generalmente inhibe el desarrollo radicular (Bashan 1986, Bashan et al
1989, Kapulnik et al 1985, Okon y Kapulnik 1986, Smith et al 1984, citados
por Bashan et al 1996). Al agregar Azospirillum en concentraciones mayores
a 108 ufc ml"'se inhibi6 el proceso de elongacién de las raices. La inoculacién
de Azospirillum a una concentracién de 10° ufc ml” provoco un incremento

en la produccién enddgena de etileno por las raices (Bashan et al, 1996).

Mendoza et al (2004) Encontraron que la cinética de crecimiento de
Azospirillum en biorreactores de 3 y 20 litros. Empleando el sistema Fed-
batch se logré la concentracion méaxima de biomasa bacteriana, de 9
unidades de densidad 6ptica, equivalente a 7.2x10'"° ufc ml”", y el minimo fue
7.5 de densidad optica equivalente a 6x10'° bacterias/ml logrado en sistema
batch. EI maximo numero de bacterias capaces de invadir el tejido interno
por gramo de tejido fue de 1 x 10° ufc ml™'. Esta concentracion fue decayendo

mientras que las plantas llegaban a la madurez.

La inoculacién con Azospirillum a diferentes tiempos no tienen una
influencia significativa en el rendimiento aéreo y radicular del sorgo; sin
embargo, a diferentes dosis (1 y 3 ml) y concentraciones (de 10* a 10® ufc

ml-1) los resultados difieren (Hernandez et al., 1996).

En un estudio realizado en Prosopis glandulosa Ramos (2012),
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encontré que la concentracién 10° con 1% &cidos himicos, presento un
mayor incremento radicular que los demas tratamientos aplicados, siendo las
concentraciones 10°y 10'°, las que presentaron menor fijacién de la bacteria
de acuerdo con sus parametros en la rizésfera. Por otro lado Escalante
(2012) encontr6 en raiz de Acacia farnesiana que el mayor incremento en
diametro de planta lo obtuvo la concentracion 2% de acidos himicos y 10'°
de Azospirillum sp, mientras que longitud de raiz lo causaron los Acidos

Hamicos al 1% y 10" ufc mil-1 de Azospirillum sp.

La inoculacién de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que
los principales sitios de colonizacidn son las areas de elongacion celular y las

bases de los pelos radicales (Levanony, et al., 1991, Kapulnik et al., 1985).

La asociacién de Azospirilum con las raices de las plantas se
desarrolla en dos etapas completamente independientes, (Michiels et al,
1991). La primera consiste en una adsorcién rapida débil y reversible, la cual
es dependiente de proteinas de la superficie bacteriana del tipo de las
adhesinas en conjunto con la participacién del flagelo polar. (Croes et al,
1993). La segunda fase consiste en un anclaje lento pero firme e irreversible
que alcanza su maximo nivel 16 horas después de la inoculacién, el cual
parece ser independiente de un polisacarido extracelular de Azospirillum.

(Michiels et al, 1991).
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Lépez et al (2010) obtuvo que los contenidos de materia organica
aumentan con la mezcla de las cantidades bajas de los acidos humicos de
leonardita experimentales y las concentraciones altas de la bacteria
Azospirillum. En la materia organica, hay efecto altamente significativo de los
tratamientos. Asi, de forma particular se puede establecer que al adicionar la
mezcla de 2 ml. litro-1 de agua de los acidos humicos de leonardita
experimentales, con la bacteria Azospirillum a la concentracién de 10°
unidades formadoras de colonias, se presentd la cantidad superior de

materia organica y aventajo al testigo absoluto en 34 por ciento.

Pérez (2010) encontré que Las dosis bajas de acido himico (2 ml.Lt")
de leonardita y bacterias Azospirillum(10” UFC), tienen efecto positivo en la
distribucién radicular del chile jalapefio, aumentando el area y ancho de raiz.
Para el peso fresco de la raiz se elevo al aplicar las dosis de 2 ml.Lt" de
acido humico mas 10° UFC de bacterias Azospirillum y 4 ml.Lt" de acido
hamico mas 10° de Azospirillum superando al testigo y el tratamiento que
presento mayor &rea radical fue la combinacién de 2 ml.Lt" de acido himico

mas 10’ UFC de Azospirillum, superando al testigo.
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion del area experimental

El estudio se realiz6 en el laboratorio de minerales del Departamento
de Horticultura, de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en
Buenavista Saltillo, Coahuila. México, se ubica en las coordenadas
geograficas 25°21”° 20” latitud N y 101° 02" 07” longitud W, a una altitud de

1763 msnm.

3.2. Seleccion de muestra

Este trabajo es continuacion de dos estudios realizados por alumnos
de la carrera de Ingeniero Forestal que presentaron el proyecto de tesis
como requisito para su titulacion con los siguientes titulos; “Aplicaciéon de
acidos humicos y Azospirillum sp. en mezquite (Prosopis glandulosa).” Y
“Aplicacién de &cidos humicos y Azospirillum sp. en huizache (Acacia
farnesiana).” Esta investigacion tiene como objetivo demostrar la
sobrevivencia de la bacteria en raices de Mezquite y Huizache, para lo cual

se realizaron los siguientes procedimientos.
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El experimento se inici6 con plantas de Mezquite (Prosopis
glandulosa) y de Huizache (Acacia farnesiana), de seis meses,
seleccionando 500 plantas homogéneas en altura. Se establecieron parcelas
experimentales de 10 plantas, obteniendo 50 unidades experimentales (UE).
En donde se inoculé con tres concentraciones de Azospirillum Sp., cepa 5
aislada de raices de trigo (Mendoza, 2009) y tres concentraciones de acidos

humicos, los tratamientos se describen en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1.Tratamientos aplicados en las raices de Mezquite y Huizache.

Tra C.A.H. CA (ufc ml ™)
T1 1% 108
T2 1% 10°
T3 1% 10 "°
T4 2% 108
T5 2% 10°
T6 2% 10 "°
T7 3% 108
T8 3% 10°
T9 3% 101
T10 S AH SA

Dénde: Tra= tratamientos, C.A.H.= concentracién de
acidos humicos, A= concentracion de Azospirillum,
SAH-= sin &cidos humicos, SA= Sin Azospirillum

3.2.1 Aislamiento de rizobacterias

Las muestras se obtuvieron de 10 plantas de Mezquite y 10 de
Huizache, de las cuales fueron obtenidas 4 repeticiones por cada una, de las

raices secundarias, se lavaron con agua destilada para eliminar el resto de
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tierra, se colocaron en tubos de ensaye que contenian 5 ml de Cloruro de

Sodio (NaCl) al 0.86 %, previamente esterilizadas.

3.3. Aislamiento del género Azospirillum.

Para aislar el género Azospirillum de otras bacteria que contiene la
raiz se utilizé el medio de cultivo selectivo NFb Dobereiner y Day (1976),
cuya composicion se describe en el cuadro 2 y se prepara de la siguiente

manera.

Las sales se disolvieron en 500 ml de agua destilada se afiade azul de
Bromotimol (5 gotas) ajustando el pH a 6.8 con hidréxido de sodio (0.1N) y
posteriormente se incorpora el Agar disuelto previamente en agua destilada
completdndose a volumen de un litro, posteriormente el medio se coloca en
una parrilla de calentamiento y agitacion mecdanica para mezclar todos los
componentes, después se procede a esterilizar en olla de presion a 15 Ib por
15 minutos; ya esterilizado el medio se reparte en cajas de petri previamente

esterilizadas, y se espera a que solidifique para ser utilizado.
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Cuadro 3.2. Composicién de medio selectivo para bacterias del género Azospirillum.

Composicion g/lt
KHs PO, 0.04
KeH PO, 0.06
MgSO. . 7H,0 0.2
NaCl 0.1
caCl, 0.02
Na,MoO, . 2H,0 0.02
FeCls Trazas
Malato de Sodio 5
Agar 20
éfg:n%% . 0.5 (Alcohol)

Para aislar el género Azospirillum se realiza la siembra de las cepas
en el medio de cultivo NFB de la siguiente manera:

Los tubos que contienen la solucion salina y las raicillas se agitan
manualmente y se toma una pequefia cantidad con el asa de platino y se
siembra por estria en las cajas petri que contiene el medio NFb (Cuadro
3.2.), dichas cajas se incuban a 28°C * 2°C por 72 horas. Transcurrido este
tiempo las colonias que se desarrollaran en el medio NFb son las de las

bacterias del género Azospirillum.

3.4. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas consisten en distintos test quimicos aplicados
a medios bioldgicos, los cuales, conocida su reaccion, nos permiten identificar
distintos microorganismos presentes. Su sistema de funcionamiento

generalmente consiste en determinar la actividad de una via metabdlica a
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partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria
al crecer incorpora o no. Para realizar las pruebas bioquimicas se dispone de
multiples medios, los cuales se deben aplicar de acuerdo a las exigencias del

microorganismo en estudio.

3.4.1. Prueba de movilidad

Para realizar esta prueba se prepar6 NFb liquido que se coloc6 en
tubos de ensaye, en los cudles se sembro por el método de picadura la colonia
de Azospirillum, se incubo por 72 horas, pasado este tiempo se observo cada
tubo de ensaye, si este presentaba crecimiento en forma de espiral la prueba
es positiva, si el crecimiento es a lo largo de la picadura el resultado es

negativo.

3.4.2. Prueba de catalasa

Con esta prueba se busca la presencia de la enzima catalasa, se utilizd
el peréxido de hidrogeno, se realizd esta prueba con la ayuda de
portaobjetos por medio del asa de platino para recoger el centro de una
colonia y colocarla sobre el portaobjetos limpio de vidrio, en dénde fue
depositada una gota de H>O. al 33% sobre el microorganismo sin mezclarlo
con el cultivo, para la lectura de resultados. Prueba positiva: liberacién de

oxigeno (burbujeo) y negativo sin liberacién de oxigeno.
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3.5. Cuantificacion de Colonias

Para la cuantificacion de colonias se realizaron diluciones en tubos de
ensaye que contenian 4.5 ml de agua destilada previamente esterilizada
adicionando 0.5 ml de medio NFb semiliquido,a partir de la cual se realizaron
diluciones de 10" ufc ml " hastala 10'°10''y 10" ufc ml™, en estas Gltimas se
conté numero de colonias que compone cada muestra y repeticién tomada de
las raices; y para las raices testigo se contaron bacterias en diluciones de 10 °

10"y 10%ufc ml .

3.6. Cuantificacion de bacterias en raices de plantas testigo

Para la cuantificacion de las colonias se utiliz6 como medio de cultivo
el agar nutritivo al 2 % posteriormente se coloc6 en el matraz Erlenmeyer con
un agitador en una parrilla, donde se calent6 hasta que se transparentara,

después se esterilizé a 1.5 Ib.

El medio de cultivo ya preparado se vacié en cajas petri, para asi
poder sembrar en ellas, las muestras se tomaron directamente de los tubos
de ensaye que contiene las raices de las plantas testigo correspondientes a
mezquite y a huizache, después de sembrar por estria en las caja petri se
dejo en la incubadora por 72 hrs, pasadas estas horas se contabilizd el

numero de colonias presentes.
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Para obtener la concentracion de bacterias del género Azospirillum se
realizé una diferencia de unidades del género Azospirillum menos las
unidades de bacterias totales que contenia la raiz. Teniendo el numero de
bacterias totales en cada repeticion para cada tratamiento se procedié a
obtener un numero promedio de bacterias totales encontradas en raiz de
Mezquite y Huizache, el valor obtenido se le rest6 a cada valor cuantificado

de bacterias del género Azospirillum en raiz de Mezquite y Huizache.

3.7. Diseio experimental

El disefio experimental que se utiliz6 fue el de completamente al azar,

con 10 tratamientos y 4 repeticiones cada una.

Cuadro 3.3. Aplicacion de tratamientos de inoculaciébn con Azospirillum sp en
Prosopis glandulosa y Acacia farnesiana

Raices
T DC. R1 R2 R3 R4
T1 1% - 10° 1 2 3 4
T2 1% - 10° 1 2 3 4
T3 1% - 10" 1 2 3 4
T4 2%, - 108 1 2 3 4
T5 2%, - 10° 1 2 3 4
T6 2% -10'° 1 2 3 4
T7 3% - 108 1 2 3 4
T8 3% - 10° 1 2 3 4
T9 3% - 10" 1 2 3 4
T10 TESTIGO 1 2 3 4

T= Tratamiento; DC= Dosis de concentracion de Acidos Humicos y Azospirillum sp;
R1...R4=Repeticiones (raices) que recibieron tratamiento.
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3.8. Analisis estadistico

La captura datos se efectu6 mediante una base numérica utilizando
una hoja de calculo electrénica, anotando los numeros de colonias
encontradas en cada respectiva medicién, para realizar un andlisis de
varianza con las medias de crecimiento de colonias de bacterias, con la
finalidad de determinar si existe diferencia o diferencias significativas entre

los tratamientos y repeticiones.

El andlisis estadistico se realizé con la ayuda del software Statical
Analisys System (SAS 9.1) el cual se utilizo para correr los datos con disefio
completamente al azar y con arreglo factorial 2 x 2, este ultimo para analizar
el efecto de cada factor y la interaccidn de ambas (Azospirillum y acidos
hamicos) sobre la variable respuesta (crecimiento de la bacteria). Para la
comparacién de medias se utilizé el método de Duncan.

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
Yij = p +Ti + Eij

i=1 2,3,4,5,6,7, 8, 9,10 (tratamientos)

j=1, 2, 3, 4 (repeticiones)

En donde:

Yij = Valor observado en las diferentes variables

K = Efecto de la Media poblacional

Ti = Efecto verdadero del i-enésimo tratamiento

Eij = Error experimental en la e-nésima repeticion
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Pruebas bioquimicas

En el Cuadro 4.1 se reflejan las pruebas bioquimicas realizadas,
donde todos los tratamientos resultaron catalasa positiva para las dos
especies estudiadas, lo cual es comun para el género Azospirillum. En la
prueba de movilidad, el tratamiento 3 (10% ufc ml™ y 1 %) de &cido humicos
para Mezquite y Huizache presentaron solo el 50 % de Azospirillum ya que la
bacteria presenta flagelos, igual que el 7 (10% ufc ml™ y 3 %) en Mezquite,
esto significa que al disminuir la concentracién de Azospirillum se debe a la
competencia que existe con otras bacterias que existen en el ecosistema
radicular. Caracteristicas principales de Azospirillum que menciona Collados
(2006): Es una bacteria mévil, que muestra gran variabilidad en el nimero y
posiciéon de sus flagelos. Y las pruebas bioquimicas descritas por Benavides

y Hermida (2008).
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Cuadro 4.1. Pruebas bioquimicas que identifican la Cepa-5 de Azospirillum en
raices de Mezquite y Huizache.

Tratamiento Repeticion Movilidad Catalasa
M H M H
1 + + +
T1 2 + + + +
3 + + + +
4 + - + +
1 + + + +
T2 2 + + + +
3 - + + +
4 - + +
1 - + +
T3 2 - + + +
3 + - + +
4 - + + +
1 + + + +
T4 2 + + + +
3 + + + +
4 + + + +
1 + + + +
2 + + + +
T5
3 + + + +
4 + - + +
1 + + + +
T6 2 + + + +
3 + - + +
4 + + + +
1 - + + +
T7 2 - + + +
3 + + + +
4 + + + +
1 + + + +
T8 2 + + + +
3 + + + +
4 + + + +
1 + + + +
T9 2 + + + +
3 + + + +
4 + - + +
1 + - + +
T10 2 + + + +
3 + + + +
4 + + + +

Donde: M= Mezquite y H= Huizache; + = positivo y — es negativo
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Figura 4. 2 Prueba de movilidad positiva en mezquite (Prosopis glandulosa)

Figura 4.3 Prueba de movilidad positiva en Huizache (Acacia farnesiana)

Figura 4.4. Prueba de Catalasa positiva
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4.2. Cuantificacion de Colonias del género Azospirillum sp.

El ANVA de la cuantificacién de bacterias del género Azospirillum a un
nivel de confianza del 95 % indica que existen diferencias significativas entre
los tratamientos (P < 0.05) para las dos especies, como se puede observar

en el Cuadro 4.2.

Cuadro 4.2. Cuadrados medios de la cuantificacion de Cepa-5 de Azospirillum en
raiz de Mezquite y Huizache.

variacion GL CcM F
Mezquite Huizache = Mezquite Huizache
TRATAMIENTOS 9 4613560289.2 87750537577 2.29* 2.37*
ERROR 30 2016925009.2 37080000008
TOTAL 39
CV (%) 121.29 216.35

Donde: GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, F= Valor estadistico de prueba,
CV= Coeficiente de Variacion y *=Significativo

La presentacion de los resultados en la prueba de comparacion
multiple de Duncan, indica que los mejores tratamientos son para Mezquite
(Prosopis glandulosa) el tratamiento 9 (C-5 con Azospirillum 10 ' ufc ml™ y
acido humico al 3 %) incrementé el Azospirillum 5694 veces, y para Huizache
(Acacia farnesiana) el tratamiento 3 (C-5 con Azospirillum 10 '° ufc ml™ y
acido huamico al 1 %) incremento 71428 veces, como se muestra en el
Cuadro 4.3, Toniutti y Fornasero (2008) la cuantificacién de A. brasilense del
inoculante fue 3.10% ufc ml™" en Setaria lachnea (nees) Kunth. Sin embargo
Kapulnik et al., (1985) determinaron que la concentracion 10° y 10° ufc ml™

presentan aumento de la superficie total de la raiz; mientras que la
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concentracion 10° y 10° ufc mi'causan la inhibicién del desarrollo de esta en

cultivos agricolas, en su caso el arroz. Por otro lado Mendoza et al., 2004 en

un estudio realizado en Tamaulipas, encontraron que el maximo namero de

bacterias capaces de invadir el tejido interno por gramo de tejido fue de 1 x

10° ufc ml" Esta concentracién fue decayendo mientras que las plantas

llegaban a la madurez.

Cuadro 4.3. Prueba de comparacion de medias de prueba de Duncan ( P<0.05) en
la cuantificacion de bacterias del género Azospirillum en raiz de Mezquite y

Huizache.

Tratamiento

Mezquite x 10 ©

Huizache x 10 ®

T1
T2
T3
T4
T5
T6
17
T8
T9
T10

32500
42500
42500
17500
27500
77500
60000
5500
102500
18

A

A

A

B

W0 W wWwwwww

oo

OO0 0O0

C

65000
27500

500000
42500
20000
85000
12500
32500
105000

7

A

B
B

B
B
B
B
B
B

B

Numeros seguidos por la misma letra en columna, no muestran

diferencia significativa (DMS, 0.05)

Por otro lado, el ANVA de la cuantificacion de bacterias del género

Azospirillum sin considerar especies hospederas, mostré diferencia (P

0.05) entre tratamientos (Cuadro 4.4).
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Cuadro 4.4. Cuadrados medios de la cuantificacion de la Cepa5 de AZzospirillum en
raiz sin considerar especie de planta.

FV GL CcM F
TRATAMIENTOS 18 48255021890 2.35*
ERROR 57 20577328948
TOTAL 75
CV (%) 216.99

Donde: FV= Fuente de variacion, GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios,
F= Valor estadistico de prueba, CV= Coeficiente de Variacién y *= Significativo

Al realizar la prueba de comparacion mdultiple de Duncan en la
cuantificacion de bacterias del género Azospirillum sin considerar especies
(Cuadro 4.5.) se encontré que el tratamiento 12 (C-5 con Azospirillum 10'°
ufc ml™ y acido himico al 1 %) mostré mayor crecimiento de bacterias con
una media de 500000 x 10°ufc ml™ y un incremento de 38461 veces, aunque
los tratamientos 9 y 18 sin mostrar estadisticamente una significancia, pero si
valores altos al resto de los tratamientos, fueron inoculadas con 10 ufc ml
con el 2 % de acido humico, y los tratamientos 6 y 15 con 10'° ufc ml con el

3% de acido humico.
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Cuadro 4.5. Prueba de comparacion de medias de Duncan con un nivel de
significancia de 0.05 en la cuantificacion de bacterias del genero Azospirillum sin
considerar especie.

Tratamiento Media x 10°

T1 32500 B
T2 4750 B
T3 42500 B
T4 17500 B
T5 27500 B
T6 77500 B
17 60000 B
T8 5500 B
T9 102500 B
T10 65000 B
T11 27500 B
T12 500000 A

T13 42500 B
T14 20000 B
T15 85000 B
T16 12500 B
T17 32500 B
T18 105000 B
T19 13 B

Numeros seguidos por la misma letra en columna, no muestran
diferencia significativa (DMS, 0.05)

4.3. Bacterias totales

El ANVA realizado para la cuantificacibn de la comparacion de
bacterias del género Azospirillum con bacterias totales presentes en la raiz
mostré diferencia (P < 0.05) entre tratamientos de acuerdo al Cuadro 4.6.
Indicando que el numero de bacterias encontradas en la raiz es

significativamente diferente entre los tratamientos.
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Cuadro 4.6. Cuadrados medios de la cuantificacion de Azospirillum en bacterias
totales en raiz de Mezquite y Huizache.

FV GL CM F
Mezquite Huizache = Mezquite Huizache
TRATAMIENTOS 9 1398467200 14111461136 31.24*  164.64"
ERROR 30 44758713 85710205.24
TOTAL 39
CVv 26.42 16.76

Dénde: FV= Fuente de variacién, GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, F=
Valor estadistico de prueba, CV= Coeficiente de Variacién y *=Significativo

Dado que se encontraron diferencias altamente significativas en el
namero de bacterias la prueba de comparacion de medias de Duncan
(Cuadro 4.7). Para el caso de Mezquite se encontrd que el tratamiento 7 (C-5
con Azospirillum 10® ufc ml™ y &cido himico al 3 %) es el que presenta el
mayor numero de bacterias con 51880 x 10° ufc ml ™', con un incremento de
159 veces sobre el testigo, en Huizache el tratamiento 3 (C-5 con
Azospirillum 10" ufc ml " y acido humico al 1 %) presenté 199842 x 10° ufc
ml” incrementando 1323 veces con respecto al testigo.

El segundo mejor tratamiento para el Mezquite fue el 6 (C-5 con Azospirillum
10" ufc ml™" con el 2 % de acido himico) seguido del 5 (C-5 con Azospirillum
10° ufc ml™" con el 2% de acido himico) y para Huizache el tratamiento 9 (C-
5 con Azospirillum 10 ufc ml™" con el 3% de 4cido himico) seguido del 1 (C-
5 con Azospirillum 10 8 ufc ml™ con el 1% de acido humico). Estos resultados
coinciden con los reportados por Escalante (2012) al realizar el analisis del
incremento radicular en Huizache encontré que la concentracion de acidos
hamicos al 2% y Azospirillum sp de 10° ufc ml" influyeron en el mayor

crecimiento del diametro radicular, mientras que longitud de raiz lo causaron
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los acidos humicos al 1% y 10'° ufc ml" de Azospirillum sp. Por otro lado
Ramos (2012) al evaluar el incremento radicular del Mezquite, presento
aumento en la concentracion 102, siendo las concentraciones 10° y 10'°, las
que presentaron menor fijacion de la bacteria de acuerdo con sus parametros
en la rizésfera. EI mayor incremento en longitud, y didmetro radicular se
produjo con el 1% de &cidos humicos y 10® ufc ml "' de Azospirillum sp.

Cuadro 4.7. Prueba de comparacion de medias de Duncan (P< 0.05) en bacterias
totales de Azospirillum en raiz de Mezquite y Huizache.

Tratamiento  Mezquite x 10° Huizache x 10°

T1 32991 B 76509 B C

T2 4408 cD 33175 D

T3 29658 B 199842 A

T4 12991 C 42342 D

T5 37436 B 13175 E F
T6 49658 A 73175 C

T7 51880 A 9842 E F
T8 5325 CcD 16509 E
T9 28547 B 87620 B
T10 325 D 151 F

En el Cuadro 4.8 se muestra el ANVA para la cuantificacién de la
comparacién de bacterias del género Azospirillum con bacterias totales
presentes en la raiz sin considerar especie de planta mostr6 diferencia (P <
0.05) entre tratamientos, indicando que existen diferencias significativas

entre tratamientos, o que cuando menos uno es diferente.

Cuadro 4.8. Cuadrados medios de la comparacion de bacterias del género
Azospirillum con bacterias totales sin considerar especie de planta.
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Fuente de GL cM F

variacion
TRATAMIENTOS 18 8374083519.1 121.95*
ERROR 57 68667843.737
TOTAL 75
CVv 19.55

Donde: GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, F= Valor
estadistico de prueba y CV= Coeficiente de Variacién, *= significativo.

El andlisis de la prueba de comparacion de medias de Duncan
(Cuadro 4.9), realizado con la diferencia entre Azospirillum con bacterias
totales indica que el tratamiento 3 (C-5 con Azospirillum 10 ufc ml™" y 4cido
hamico al 1%) es el que presenta el mayor numero de bacterias con 199842
x 10° ufc ml”", con un incremento de 839 veces sobre el testigo, el segundo
mejor tratamiento fue el 9 (C-5 con Azospirillum 10'° ufc ml™ y 3 % de &cido
hamico) aumentando 368 Veces, seguido del tratamiento 1 (C-5 con
Azospirillum 10® ufc ml™ y 1% de acido himico) Con un aumento de 321
Veces sobre el testigo. Considerando los tres mejores tratamientos se

coincide con lo reportado por Ramos (2012) y por Escalante (2012).
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Cuadro 4.9. Prueba de comparacion de medias Duncan con un nivel de
significancia de 0.05 en la diferencia de Azospirillum con bacterias totales.

Media x
Tratamiento 10°
T1 76509 B C
T2 33175 F G
T3 199842 A
T4 42342 D EF
T5 13175 H |
T6 73175 B C
T7 9842 H |
T8 16509 H
T9 87620 B
T10 32991 F G
T11 4408 H |
T12 29658 F G
T13 12991 H |
T14 37436 F G
T15 49658 D E
T16 51880 D
T17 5325 H |
T18 28547 G
T19 238 |

4.4 Arreglo factorial

4.4.1 Cuantificacion de Colonias del género Azospirillum sp.

El andlisis de varianza para la cuantificacién de bacterias del género
Azospirillum a un nivel de confianza del 95%, indica que existen diferencias
significativas (P<0.05) para Huizache y altamente significativas (P<0.01) para
Mezquite, en ambas especies es solo la inoculacion de Azospirillum la que
presenta esta significancia, ademas, no existe diferencia del cido huamico

aplicado a diferentes concentraciones (Cuadro 4.10).
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Cuadro 4.10 Cuadrados medios con arreglo factorial 2 x 2 de la cuantificacion de
bacterias del género Azospirillum en raiz de Mezquite y Huizache.

Fuente

de GL CM F Pr>F
variacion

M H M H M H

AZO 3 9734180868 115229390508 4.83 3.11  0.0074** 0.0411*
AH 2 2596861111 87519444444 129 236 0.2908 0.1117
AZO*AH 4 1781444444 67256944444 0.88 1.81 0.4858 0.1522
ERROR 30 2016925009 37080000008

TOTAL 39

C.V.% 121.29 216.36

Donde: GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, F= Valor estadistico de prueba,
CV= Coeficiente de Variacion, AZO= Azospirillum, AH= 4&cidos humicos AZO*AH=
interaccion de Azospirillum y acidos humicos, *=significativoy **=Altamente Significativo.

La prueba de comparacion de medias de Duncan, indica que la mejor
concentracion de Azospirillum para las dos especies estudiadas Prosopis
glandulosa y Acacia farnesiana es la de (C-5 con Azospirillum10'® ufc ml ™,
ya que en relacion al testigo se increment6 4120 veces mas la poblacion en
Mezquite y en Huizache 32857 veces mas, como se observa en el Cuadro
4.11.

Cuadro 4.11 Prueba de comparacion de medias de Duncan ( P< 0.05), en la

cuantificacién de bacterias del género Azospirillum en raiz de Mezquite y Huizache
en medio NFb.

Concentracion

de Mezquite X 10° Huizache X 10°
Azospirillum
Ufc ml '
108 36667 A B 4000 A B
10° 12583 B 26667 A B
10 74167 A 230000 A
SA 18 B 7 B

Donde: SA = Sin Azospirillum
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En el Cuadro 4.12 se observa la aplicacién de acidos humicos donde,
para Prosopis glandulosa la concentracion con mejores resultados fue la de
3% con un incremento de 3111 veces mas que el testigo y en Acacia
farnesiana la concentracion al 1% con 28214 veces mas la cantidad de

bacterias.

Cuadro 4.12 Prueba de comparacion de medias de prueba de Duncan (P< 0.05)
aplicando tres concentraciones de acidos humicos en la cuantificacién de bacterias
del género Azospirillum en raiz de Mezquite y Huizache.

Concentracion de

acidos humicos  Mezquite X 10° Huizache X 10°
1% 26583 A B 197500 A
2% 40833 A B 49167 A B
3% 56000 A 50000 A B
SAH 18 B 7 B

Donde: SAH = Sin Acidos Humicos

4.4.2 Bacterias totales

El Anva en la cuantificacibn de bacterias totales con un nivel de
confianza del 95%, el Cuadro 4.13 muestra que la aplicacion de &acidos
hamicos, inoculacién con Azospirillum sp., y la interaccion de ambas, indica

que existen diferencias altamente significativas (P<0.01) en las dos especies.
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Cuadro 4.13 Cuadrados medios con arreglo factorial de la cuantificacion de
bacterias totales en raiz de Mezquite y Huizache.

Fuente
de GL CM F Pr>F
variacion
M H M H M H
AZO 3 1867025464 26243761480 41.71 306.19 <.0001** <.0001**
AH 2 365724630 15813210130 8.17 184.5 0.0015** <.0001**
AZO*AH 4 1563419787 4161361380 34.93 48.55 <.0001*™ <.0001**
ERROR 30 44758713 85710205.24
TOTAL 39
CV.% 26.42 16.76

Donde: GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, F= Valor estadistico de prueba,
CV= Coeficiente de Variacion, AZO= Azospirillum, AH= &cidos humicos AZO*AH=
interaccion de Azospirillumy acidos himicos 'y **=Altamente Significativo.

La prueba de comparacion multiple de Duncan del Cuadro 4.14 para
bacterias totales, indica que la mejor concentracion de Azospirillum fue la de
10" ufc ml" para las dos especies estudiadas, en Prosopis glandulosa la
poblacion de bacterias la cual incremento 110 veces y para Acacia

farnesiana incremento 796 veces en relacidn al testigo.

Cuadro 4.14 Prueba de comparacion de medias de prueba de Duncan (P< 0.05), en
la cuantificacion de bacterias totales en raiz de Mezquite y Huizache.

Concentracion

de Azospirillum Mezquite X 10° Huizache X 10°
Ufc ml ™

108 32621 A 42898 B

10° 15723 B 20953 C

10 35954 A 120212 A

SA 325 C 151 D

Donde: SA = Sin Azospirillum

El Cuadro 4.15 muestra la concentracién de acidos humicos, la mejor

para Prosopis glandulosa fue al 2% con un incremento de 102 veces y para
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Acacia farnesiana la mejor concentraciéon fue al 1% con incremento de 683

veces sobre el testigo.

Cuadro 4.15 Prueba de comparacion de medias de prueba de Duncan (P< 0.05)
aplicando tres concentraciones de Acidos Humicos en la cuantificacion de bacterias
totales en raiz de Mezquite y Huizache.

Concentracion de

acidos hamicos  Mezauite X 10° Huizache X 10°

1% 22352 B 103175 A
2% 33362 A 42898 B
3% 22352 A B 37990 B
SAH 325 C 151 C

Donde: SAH = Sin Acidos HUmicos

Los resultados que presentados anteriormente difieren con las
concentraciones de acido humicos y Azospirillum reportado por Lépez et al
(2010) que obtuvo efecto altamente significativo al adicionar la mezcla de 2
ml litro™ (0.2 %)de agua de los acidos himicos de leonardita experimentales,
con la bacteria Azospirillum) a la concentraciéon de 10° ufc, se presentd la
cantidad superior de materia organica y aventajé al testigo absoluto, por otro
lado Pérez (2010) encontré que las dosis bajas de acido himico (2 ml.Lt" 6
0.2%)de leonardita y bacterias Azospirillum(10” ufc) , tienen efecto positivo
en la distribucion radicular del chile jalapefo, aumentando el area y ancho de

raiz.
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V. CONCLUSIONES

Mediante las pruebas bioquimicas realizadas se determind que la

bacteria analizada pertenece al género Azospirillum sp.

La mayor viabilidad de la C-5 (Azospirillum sp.), en Mezquite (Prosopis
glandulosa) fue con la C-5 (Azospirillum sp. 10'° ufc mlI”" y &cido hamico al
3%) y para Huizache (Acacia farnesiana) fue de la C-5 (Azospirillum sp. 10™

ufc ml™" y &cido htmico al 1 %).
Las bacterias totales presentes en la raiz se incrementan en Mezquite

con la C-5 de Azospirillum sp., con 10° ufc ml™" y &cido himico al 3 % y en

Huizache conla C-5 de Azospirillum sp.10' ufc ml™ y acido himico al 1 %.
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VI. RECOMENDACIONES

Con los resultados obtenidos en este estudio es recomendable
inocular Azospirillum sp., en raices de Mezquite y Huizache, ya que presento

alta viabilidad, y crecimiento.

Las especies estudiadas son altamente utilizadas para reforestacion
en zonas aridas y semiaridas, donde los nutrientes que requiere la planta
para su desarrollo estdn muy escasos o muy profundos, por lo que se
recomienda realizar mas estudios de estas bacterias con interaccién de

otras especies forestales.
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Apéndice 1. Base de datos de la cuantificacion de bacterias del género Azospirillum
en raiz de Mezquite

Concentracion
x10°
10000
30000
60000
30000
4000
6000
6000
3000
20000
80000
40000
30000

20000
10000

30000
10000
30000
10000
50000
20000
160000
40000
90000
20000
100000
30000
50000
60000
5000
11000
5000
1000
270000
20000
100000
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Apéndice 2. Base de datos de la cuantificacion de bacterias del género
Azospirillum en raiz de Huizache.
Tratamiento Repeticion Concentracién x 10 ®
1 70000
30000
100000
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200000
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Apéndice 3. Base de datos de la comparacién de bacterias del género

Azospirillum con bacterias totales en raiz de Mezquite.
Concentracién

Tratamiento  Repeticion x10°
1 1 39658
29658
32991
29658
3658
5658
5658
2658
19658
29658
39658
29658
19658
9658
12991
9658
29658
32991
49658
37436
49658
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46325
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59658
4658
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Apéndice 4. Base de datos de la comparacion de bacterias del género Azospirillum
con bacterias totales en raiz de Huizache.

Concentracion
Tratamiento Repeticion x10°
1 1 69842
76509
99842
59842
19842
29842
49842
33175
199842
199842
199842
199842
29842
39842
49842
49842
9842
19842
13175
9842
79842
79842
59842
73175
9842
9842
9842
9842
29842
16509
9842
9842
73175
87620
89842
99842
156
157
152
138
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