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Protocolo para Proyecto de Investigacién 2014

Titulo del proyecto
Microorganismos Promotores de Crecimiento Vegetal (PGPMs) nativos, como inoculantes para Sorgo forrajero

(Sorghum vulgare) en La Comarca Lagunera

Introduccién

| El sistema de produccion agricola, actualmente se encuentra inmerso en un ciclo vicioso interminable, que inicia con la
pérdida de materia organica y microbiologia del suelo, provocando que pierda su estructura, disminuya su porosidad
con la consecuente reduccion del intercambio de gases, retenciéon de humedad y baja eficiencia de uso de nutrientes
por la planta, que conlleva a un desbalance nutricional, todo esto debido al intenso laboreo de las tierras, al
monocultivo monogenotipico, busqueda de la cosecha per Ultima con base en excesivas aplicaciones de fertilizantes
quimicos (Cortés et al, 2009). Los fertilizantes quimicos son una fuente de contaminacién del suelo y aguas
subterraneas si no se utilizan de forma balanceada; es por ello que desde hace algunas décadas se trabaja buscando
alternativas ecoldgicas de fertilizacion en las plantas, con el objetivo de preservar el ambiente (Noda, 2009). Desde la
década de los 70's, el estudio de microorganismos promotores del crecimiento vegetal se investiga con gran impulso
en paises europeos, asiaticos y latinoamericanos, incluido México (Hernandez et al.,, 2012), destacandose aquellos
microorganismos capaces de llevar a cabo la fijacion biolégica de nitrégeno. Existen investigaciones cuyo objetivo es
esclarecer los factores que permiten una mejor interaccion entre diferentes especies de plantas y microorganismos
(Torriente, 2010; Veresoglou y Menexes, 2010). El uso de microorganismos promotores de crecimiento en la
agricultura se denomina biofertilizacion. Es considerada una biotecnologia que contribuye al desarrollo sostenible ya
que favorece el desarrollo de los cultivos agricolas, beneficia al productor y se ha descrito como ambientalmente
segura, economica y socialmente aceptable (Hernéndez et al., 2012). La inoculacién PGPMs, contribuye al desarrollo
y produccion de cultivos tales como arroz, trigo, maiz cafia de azucar, hortalizas y sorgo (Bécquer, 2008; 2012;
Hassan et al., 2012; Davila et al., 2009; Mujica y Fuentes, 2012; Garcia de Salamone, 2012).

El sorgo forrajero es un cultivo de interés en La Comarca Lagunera, considerada la principal cuenca lechera del pals
(Rios et al., 2006), esto ha ocasionado el desplazamiento o cambio en el patrén de cultivos en la regién por cultivos
forrajeros, ocupando el primer lugar en produccién nacional de sorgo forrajero en los afios agricolas 2008-2009 y
2009-2010, con producciones totales de 1,107,492 t. y 761,880 t., respectivamente (CONAGUA, 2010; 2011).

El objetivo de la presente investigacion es la obtencién, caracterizacién y uso de PGPM nativos, en el cultivo de sorgo
forrajero.

Objetivos
Aislar y caracterizar poblaciones PGPM de la rizosfera de plantas forrajeras y desérticas.

Hipotesis
| Se encontraran cepas de PGPM eficientes para el cultivo sorgo forrajero en La Comarca Lagunera. |

Revisién de Literatura

Microorganismos Promotores de Crecimiento Vegetal (PGPM).

Gran diversidad de microorganismos presentes en el suelo, depende en gran medida de la composiciéon y
concentracién de nutrientes exudados por las raices de las plantas, factores que influyen en que la interaccion
microorganismo-cultivo sea positiva, negativa o neutral (Soroa et al., 2009), y mediante diversos mecanismos pueden
beneficiar al cultivo en aspectos como:. incremento de germinacion, colonizacion de ralces estimulacién de
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<recimiento, control biolégico, resistencia a patdégenos, produccion de fitohormonas y mejoramiento en asimilacién de|
agua y nutrientes (Ogata et al, 2008; Cano, 2011). Los estudios que describen interacciones microbianas
cooperativas, han centrado su atencién en bacterias y hongos, que de acuerdo a sus funciones se agrupan en:
degradadores de residuos organicos, bacterias promotoras de crecimiento vegetal, y hongos y bacterias antagonistas
de patogenos de raices. Los microorganismos endofiticos colonizan internamente los tejidos radicales y desarrollan
actividades dentro de la planta que promueven el crecimiento y proteccion vegetal (Pedraza et al., 2010).

Mecanismos de accion de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias asociadas a la rizésfera de las plantas tienen la capacidad de generar mecanismos gue afectan
positivamente su crecimiento y desarrollo; capacidad que no ha sido estudiada completamente y difiere de un
microorganismo a otro (Sarabia et al., 2010; Loredo et al., 2004; Garcla de Salamone et al., 2010; Romero, 2012).

Mecanismos directos

Los mecanismos directos relacionados con la produccién de fitohormonas de tipo auxinas, y giberelinas o la regulacién
de la produccion de hormonas por la planta. También puede afectar la disponibilidad de nutrientes como en el caso de
fijacion de nitrégeno y solubilizacién de fésforo (Camelo et al., 2011).

Entre los grupos naturales importantes se encuentran las auxinas, que son compuestos fitorreguladores
caracterizados por inducir la elongacién de las células del tallo y reproducir el efecto fisiolégico del acido indol 3-
acético (AlA); giberelinas que regulan diversos procesos en el crecimiento y desarrollo de las plantas como la
germinacién, alargamiento caulinar, floracion y fructificacion; las citocininas que regulan la division y diferenciacién
celular en tejidos no meristematicos de plantas superiores. Estas fitohormonas se han asociado a un gran nimero de
procesos fisiolégicos entre los que se detallan el retardo de la senecencia, formacién de érganos en gran variedad de
cultivos de tejidos, desarrollo de |a ralz, formacion de pelos radicales, iniciacion del tallo y expansién de las hojas; y
etileno, hormona importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido a su condicién gaseosa en
condiciones fisiolégicas (Garcla de Salamone ef al, 2012), se ha considerado que las PGPB, generan una 1-
aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa (ACC), disminuyendo los niveles de etileno en la planta (Glick, 2014).

Mecanismos indirectos

Son aquellos en donde la estimulaciéon del crecimiento se lleva a cabo de manera indirecta, la bacteria libera sus
‘metabolitos al medio edéafico efectuando otros factores rizosféricos, que se revierten en una mejora o estimulacion del
crecimiento de la planta como produccion de sustancias capaces de movilizar nutrientes de tipo aminoacido, |
sideréforos y acidos organicos que liberan fésforo, hierro y/o aluminio asi como producciéon de fitoalexinas,
compuestos utilizados para defensa de la planta, respuesta inducida por lipopolisacaridos producidos por bacterias en
el rizoplano (Celis & Gallardo, 2008). Se pueden generar seis pigmentos producidos por las especies tipo: cuatro
fenazinas (piocina, piorubina, clororafina, oxifenazina), la proteina azul de Pseudomonas y pioverdina. Varios
pigmentos fenazina se pueden producir por una sola cepa (Chamam et al., 2013).

Azospirillum brasilense ;

Azospirillum brasilense, es una bacteria Gram negativa heterotréfica, efectlia varias etapas del ciclo del nitrégeno, fija
nitrégeno bajo condiciones microaerdbicas y en ausencia de nitrégeno combinado; puede utilizar una amplia gama de
azUcares, alcoholes y acidos organicos como fuentes de carbono (Romero, 2012).

Pseudomonas

Bacilos rectos ligeramente curvados, pero no helicoidales, 0.5-1.0 x 1.5-5.0 um. La mayorfa de las especies no
acumulan granulos de polihidroxibutirato, pero acumula polihidroxialcalonatos de monémeros de longitud alta de mas
de C4, puede ocurrir cuando crecen sobre alcanos o gluconato. Son Gram negativos, motiles con uno o mas flagelos
polares, raras las especies no méviles, aerdbicos, tienen un tipo de respiracion estricta, de metabolismo con oxigeno
como aceptor final de electrones (Chamam et al., 2013).

Hongos micorrizicos.

Micorrizas describe un fenémeno de ocurrencia generalizada, resultante de la unién orgéanica entre raices y el micelio
de hongos del suelo. Organo morfolégicamente independiente con dependencia intima y reciproca, seguido de
crecimiento de ambas partes y con funciones fisioldgicas muy estrechas (Mirabal y Ortega, 2008). Los hongos
micorrizicos pueden ser de tipo ectomicorrizas que crecen en el exterior de las raices formando una auténtica capa
que envuelve a aquellas y conocido como “red de Hartig”, Las ectomicorrizas son bastante especificas, que indica que
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una especie de hongo solo puede vivir con una o pocas especies de plantas (Davila et al,, 2009); Las micorrizas
menos extendidas son las ectendomicorrizas que presentan caracteristicas comunes con los otros dos tipos, ya que
pueden formar un manto mas o menos desarrollado y existe una ligera penetracion de las hifas en las células de la
corteza en las que forman enrollamientos u ovillos. Este tipo de micorriza lo suelen formar especies de basidiomicetos
y las endomicorrizas que viven en el interior de |a raiz, en los espacios intercelulares y emiten hifas al interior de las
células que se subdividen formando estructuras en arbol (arblsculo) dan origen al grupo de hongos micorrizicos mas
abundante que se conoce, entre los que se distinguen: Orquidoides, Ericoides y Arbusculares (Gonzalez, 2005), poco
especificos, menos sensibles a las agresiones externas que las ectomicorrizas, sus esporas germinan con facilidad
alejadas de raices vivas (Davila et al,, 2009). Los HMA establecen una asociaciéon mutualista con las ralces de las
plantas formando las micorrizas arbusculares. En esta asociacién el hongo ofrece un beneficio a su huésped a cambio
de recibir otro, es decir, hay un beneficio mutuo producto de un intercambio bidireccional “hongo-planta”: la planta le
suministra fuentes de carbono procedentes de la fotosintesis (proceso que el hongo no puede realizar) y le brinda
proteccion; mientras que el hongo le facilita a la planta la absorcion de agua y nutrimentos como fésforo y nitrégeno,
recursos del suelo que en condiciones extremas la planta dificilmente obtendria eficientemente sin su ayuda, Las MA
bien podrian representar el segundo componente mas grande en biomasa en muchos ecosistemas terrestres
(Montafio ef al., 2007). La respuesta de una planta micorrizada con la misma especie d& HMA varia segun las

condiciones ambientales. Por ello ha aumentado el interés en estudiar la asociacién con HMA nativos (Harris et al.,
2011).

Forrajes

La superficie cosechada en forrajes en México en el 2006 fue de aproximadamente 1.75 millones de hectareas. De
esa superficie el 44.53 % corresponde a avena forrajera, el 21.24 %, alfalfa y maiz con 20.03 %, el 13.23 % para
sorgo y finalmente el 0.90 % al pasto Rye grass. Tomando como referencia la superficie establecida en el afio de 1980
y comparandola con la de 2006, la superficie de cultivos forrajeros que mas ha aumentado es la del sorgo con un 509
%, seguido del malz con 239 %. En contraste, la de menor incremento ha sido la de alfalfa, con solamente el 54 % en
el mismo pericdo. La produccion de forrajes forma parte de la cadena agroalimentaria de la produccién bovina de
leche. La alimentacion, donde se incluyen los granos y forrajes, constituyen el principal componente del costo de la

produccién de cada litro de leche, es por eso que la produccion eficiente de forrajes es fundamental (Espinoza et al.,
2007).

Sorgo

El sorgo es uno de los principales granos en nuestro pais. Casi la totalidad se usa para nutrjr de materia prima a la
industria generadora de alimentos balanceados para animales, con el 50% de la composicién total, por lo que la
produccion pecuaria intensiva se encuentra altamente correlacionada con la produccion de sorgo. Este representa el
grano forrajero con mayor presencia en nuestro pais, por encima de la utilizacién de la cebada, trigo y maiz. El 92% de
la produccion se destina al sector pecuario, el 7% son mermas y el 1% restante es utilizado como semilla para siembra

Procedimiento Experimental

El area experimental se ubicara en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna. Torredn Coahuila
México. (24° 22' de Latitud Norte y 102° 22' de Longitud oeste con elevacién a 1120 msnm). El clima es semiarido,
con una precipitacion anual promedio de 224.6 mm y temperatura media anual de 21.11 °C. El suelo del area
experimental con bajo contenido de materia organica, textura migajén arcillo limoso.

Los parametros que se mediran en el suelo antes y después de la inoculacién seran: pH, conductividad eléctrica que
se determinaran en una solucién acuosa (1:5, p/v), nitrégeno total (N), carbono total (C), C organico total, fésforo total
(P) y potasio extraible (K), seran determinados espetrofotométricamente. Los carbohidratos totales, solubles en agua
se determinaran por el método de Brinck et al,, (1960). La respiraciéon del suelo se determinara calculando la cantidad
de CO0, emitido durante un periodo de 24 h de incubacién; se pesaran 10 g de suelo seco en un desecador, los
contenidos de humedad se ajustaran a un 45% de la capacidad de retencién de agua y un vial con 2 mL de KOH (0.1
g de KOH en 50 mL de agua destilada) se colocara en el desecador para retener el CO, liberado. EI Contenido de
biomasa microbiana del suelo se evaluara por el método de respiracion inducido por el sustrato (RIS), seguido de la
adicién de glucosa al suelo. La transformacion de la cantidad de C0, emitido por la biomasa de C microbiana realizara
con la ecuacién de Anderson y Dmshc (1978). La actividad deshidrogenasa se determinara de acuerdo con Garcia et
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al.; (2007). Para ello, 1 g de suelo al 80% de su capacidad de campo se expondra a 0.2 mL de INT (cloruro de 2-p-
iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fenil tetrazodium) al 2 % en agua destilada por 20 h a 22 °C en la obscuridad. El INTF (el
formazan iodonitrotetrazolium) que se forme se extraera con 10 mL de metanol por agitacién vigorosa por 1 min y
filtrara con papel Whatman No. 5. El INF se medira espectrofotométricamente a una A de 490 nm. La actividad
deshidrogenasa se expresara como ug g~ INTF (Schoebitz et al., 2013).

La especie vegetal usada en el experimento sera sorgo forrajero (Sorghum vulgare). Se seguirdn las practicas de

manejo del cultivo de acuerdo con las especificaciones del INIFAP de Matamoros Coahuila, con la excepcién de la
fertilziacion quimica.

Para evaluar |a respuesta a la inoculacién con PGPMs, se mediran los siguientes parametros:
i).- Pesos seco de follaje y raiz (70 °C por 48 h)

ii).-Diametro basal del tallo y altura de planta.

iii).-Concentracion foliarde C, N, P, y K.

iv).- Acumulacion de prolina. La prolina se determinaré después de la extracciéon con acido sulfosalicilico y reaccién
con ninhidrina. Una curva estandar de L-prolina se utilizara para calibrar. La prolina se extraera de 0.5 g de hojas
frescas. La fase metandlica sera empleada para la cuantificacion de prolina. La prolina se estimara por andlisis
espectrofotométrico a A 555 nm de la reaccién de ninhidrina (Bates et al., 1973).

La recoleccion de muestras para el aislamiento de microorganismos, sera dirigido y se llevara a cabo durante los
meses de enero, febrero y marzo del afio 2014. Se muestrearan las zonas radiculares de sorgo y plantas desérticas en
La comarca Lagunera, se depositaran en bolsas plasticas debidamente etiquetadas e inmediatamente se

transportaran para el inicio de su tratamiento en el laboratorio de Agroecologia, de la “Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro”, Unidad Laguna.

Los microorganismos que se utilizaran en esta investigacion se aislaran y determina'r,én' a partir de muestras
rizosféricas de cultivos de plantas forrajeras y desérticas. El cultivo de Azospirillum serd en medio Nfb cuya
composicién es de acuerdo al método de Subhashini (2012). Los cultivos de hongos micorrizicos se estableceran en
cultivos trampa de frijol (Gonzalez, 2005). En las cepas bacterianas preseleccionadas se evaluara la capacidad de
fijacion biologica de nitrégeno y posteriormente la produccién de Indoles totales en cultivo bacteriano; para evaluar la
fijacion biologica de Nitrogeno las bacterias se incubaran en caldo NFb durante 16 h a 33 °C y un in6culo de 100 pL
conteniendo igual nimero de bacterias (este se ajustara por diluciones en solucién fisiolégica) se sembrara en medio
NFb en frasces de penicilina de 10 ml herméticamente cerrados. Después de 24 h de crecimiento seran extraidos 0,5
ml de aire con una jeringa de 1 ml y se reemplazara por 0,5 m! de acetileno (10% del espacio atmosférico del frasco de
penicilina). Después de esto sera incubado a 33 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, una muestra de 1 ml se
inyectara en el cromatégrafo de gases. El procedimiento de medicién corresponde a 1 mL de muestra del espacio
gaseoso, que se inyectara en el cromatégrafo gaseoso adaptado con una FID y una columna de nitrégeno Porapak de
acero inoxidable (3.2 mm x 2 m, 80/100 mesh). El inyector, el horno y el detector poseen temperaturas de 110 °C, 90
°C y 250 °C respectivamente. N2 se usard como un gas transportador con una velocidad lineal de 4,5 cm/s. -

Para evaluar la produccién de Indoles se detectara utilizando el reactivo de Salkowski bajo analisis colorimétrico. Cada
cultivo bacteriano sera ajustado a un mismo tamario de inéculo (600 nm) en caldo tripticaseina de soya suplementado
con triptdéfano (0.01 g/L). A distintos tiempos de incubacién (16, 20, 24 y 48 h) se tomara un vdlumen de 1 mL de cada
una de estas y se centrifugarad (1000 rpm; durante 15 min), para recoger el liquido sobrenadante, para realizar la
deteccion de indoles totales, segin Torres ef al. (2000). Esta alicuota sera mezclada con el reactivo Salkowski
(relacién 2:1). Después de 30 min esta reaccién desarrollard una coloracién violacea que serd medida en el
1espectrofot{bmetro UV-Visible a 530 nm. La concentracion de indoles se calculard en una ocasion por una curva de
calibracién usando como patrén AlA.
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Se stablecera un disefio experimental de bloques completos al azar con arreglo factorial, siendo el factor A, el tipo de
PGPMs y el factor B, la concentracion de PGPMs, se utilizaran cinco repeticiones.

Los valores seran transformados a logaritmos para compensar la heterogeneidad de varianza. Los efectos sobre la
planta y suelo de la inoculacidon microbiana y su interaccion se analizaran por una ANOVA de dos vias y una
separacion de medias por la prueba de rango multiple de Duncan a P < 0.05 mediante el paquete estadistico SAS
(Statistical Analisis System).

Cronograma de actividades.

Actividad a realizar : E

2l

Muestreo de plantas X | X
Analisis de suelo X

Aislamientos microbianos X

| x| x| x>

Caracterizacion de aislados X

Seleccion de cepas

XXX X[ X|X[=

Ensayos preliminares

pad
x
=

Informe de resultados X

Publicacién de resultados X | X

5.-Productos esperados

1 Cepario de PGMPs.

1 Tesis de maestria

2 Tesis de licenciatura

1 Articulo en Revista indixada
1 Congreso nacional
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Microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPMs) nativos, como
inoculantes para sorgo forrajero (shorghum vulgare) en La Comarca Lagunera

1

OBSERVACIONES, COMENTARIOS Y SUGERENCIAS AL RESPONSABLE DEL
PROYECTO

1).- No se establece una relacion clara entre el titulo, objetivos e hipotesis.

2).- No se define el tipo de material genético vegetal hibrido o variedad a
utilizar.

3).- No se hace mencidn de fechas de siembra y su relacién con las fechas de

]

recoleccion de muestras.

4).- -La recoleccuon de _Mmuestras no es muy clara al lgual no se define en cuales
espeCtes de plantas deseérticas se reahzaran las co|ectas

5).- No se establece la fecha de las inoculaciones.
6).- No se definen las concentraciones a utilizar.

)= La ‘deleslcrlpuon de  trabajo a realizar en Iaboratorlo es muy detallado y el

b berl o 1ty
de campo no.

8).- No queda clara la interpretacion de la relacion positiva o negativa entre

fastimoculaciones yetsorgo-forrajerorenifunciomdelcronogranTar « e——

9).- Las actividades descritas en el cronograma no concuerdan con las
mencionadas en el apartado del procedimiento experimental.
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