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I. INTRODUCCION

Las hortalizas suelen ser un alimento basico en la gastronomia de
cualquier pais o cultura. Dentro de éstas, la lechuga es pieza fundamental en el
arte culinario por su utilizacion en todo tipo de comida; aunado a la gran
demanda que tiene en la actualidad por sus caracteristicas de alto valor nutritivo
y equilibrio organico. La lechuga se encuentra en el mercado en cualquier
época del afio y como el resto de las hortalizas, es un buen abastecedor de

vitaminas, minerales y sales, indispensables para el organismo.

Tan amplia como la historia de la lechuga en América, es la de nuestros
productores, quienes han mantenido sus tradiciones en el manejo y la
comercializacion, con diferencias abismales en los sistemas de produccién de

las diferentes regiones del pais.

Dado que el crecimiento y desarrollo de los cultivos es afectado
fuertemente por la temperatura, su magnitud determinara la rapidez con que se
logre establecer un volumen de follaje fotosintético, afectando por lo tanto el
rendimiento, al modificar el periodo durante el cual un cultivo podra captar la
energia solar. Por lo general, interesa anticipar la fecha tipica de inicio de
cosechas, lo cual se consigue proporcionando condiciones térmica mas
favorables. Es el caso conocido de los cultivos protegidos, donde los
invernaderos representan la mayor expresion de esta condicion, y los tuneles
altos son medios efectivos para incrementar la temperatura para el desarrollo

de las plantas.

No obstante, se sabe que en la produccion de cultivos bajo cubierta
también se modifica la temperatura del suelo, observandose efectos aun mas

drasticos al aplicar medidas que incrementen la produccién anticipada. En la



actualidad el polietileno (PE) es la opcion mas frecuentemente utilizada como
cubierta de este tipo de estructuras, por su bajo costo, facil aplicacion y
remocion. Aunque se discute su impacto ambiental, debido a su lenta
degradacion. Actualmente se utilizan diferentes tipos de plasticos para las
cubiertas en cuanto a su espesor y color (negro, gris, rojo, amarillo, azul,
transparente verde, blanco, entre otros) que tienen efectos basicos, pero

algunos también modifican el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Por otra parte, en afos recientes, se ha retomado el interés de bacterias
promotoras de crecimiento en la produccién de cultivos. Estas bacterias se han
aplicado a semillas, tubérculos o raiz, y son capaces de colonizar las raices de

las plantas y estimular el crecimiento y rendimiento de cultivos.

Se conoce un gran numero de bacterias de vida libre o asociativa que fijan No,
pero sélo algunas destacan por su potencial como biofertilizantes o promotoras

de crecimiento.

El género Azospirillum se ha clasificado dentro del grupo de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), habiéndose aislado diferentes
especies y cepas de un amplio rango de habitats y en asociacion con
numerosas especies vegetales, incluyendo hortalizas -cultivables. Se ha
propuesto que el principal mecanismo por el cual Azospirillum estimula el
crecimiento vegetal es a través de la produccion de fitohormonas tales como
giberelinas, auxinas y citoquininas, producidas por la bacteria y/o por la planta,

en respuesta a la inoculacion

Actualmente son reconocidas seis especies en el género Azospirillum, esta es
una bacteria mas asociada a las plantas y se dice que los mecanismos del
efecto de las bacterias promotoras de crecimiento no son bien comprendidos;
sin embargo, se ha sugerido un amplio rango de posibilidades que incluye

efectos directos o indirectos. El efecto directo consiste en un aumento en la



movilizacién de nutrimentos solubles, seguido por el mejoramiento de absorcion
de las plantas. Los efectos indirectos incluyen el aumento de fijacién de N, al
mejorar la longitud de la raiz y el aumento de la actividad nitrogenasa, los
cuales inducen resistencia sistémica a la planta.

OBJETIVOS

1.- Evaluar la respuesta de lechuga al uso de Azospirillum sp. (Inoculado en

semilla) y su interaccion con el color del polietileno del macrotunel.

2.- Evaluar la longitud de raiz, area foliar, peso fresco y seco del tallo y raiz, al
inocular con cuatro concentraciones de Azospirillum sp.

HIPOTESIS

Al inocular la semilla de Azospirillum sp se incrementa el area foliar, longitud de
raiz y la biomasa, por que la bacteria promueve el crecimiento de la planta,
dicho efecto se potencializa con macrotineles de polietileno de color amarillo,

blanco y rojo.



[I. REVISION DE LITERATURA

Origen e importancia de la lechuga

El origen de la lechuga no parece estar muy claro, aunque algunos autores
afirman que procede de la India, hoy dia los botanicos no se ponen de acuerdo,
ya que existe un seguro antecesor de la lechuga, Lactuca scariola L., que se
encuentra en estado silvestre en la mayor parte de las zonas templadas, siendo
las variedades cultivadas actualmente una hibridacion entre especies distintas.
Se ha propuesto diferentes hipotesis sobre el origen de la lechuga (Lindquist,
1960):

1.- La lechuga cultivada podria provenir de una forma silvestre de L. sativa. Esta
hipotesis no se puede mantener, ya que no se conoce ninguna forma silvestre.
2.- Podria pensarse que la lechuga cultivada se origind directamente de L.
serviola (Ryder y Whitaker, 1976), con la introgresion simultdnea de otras
especies o de un pool genético mas grande (De Vries y Van Raamsdonk,
1994).

Lugar de Domesticacion

Este cultivo se remonta a una antigiedad de 2,500 afos, siendo conocida por
griegos y romanos. Las primeras lechugas de las que se tiene referencia son
las de hoja suelta, aunque las acogolladas eran conocidas en Europa en el siglo
XVI. Los egipcios las empezaron a cultivar 2400 afios antes de esta era y se
supone que la utilizaban para extraer el aceite de las semillas asi como para
forraje; en pinturas encontradas en tumbas egipcias, aparecen plantas que se
asemejan a las lechugas romanas o tipo con hojas alargadas y terminadas en

punta.

Sin embargo, De Vries (1997) argumenta que el mayor nimero de especies

silvestres relacionadas se encuentra entre las riberas del Tigres y Eufrates,



mientras que el valle del Nilo solamente se encuentra la especie relacionada
con L. serviola. Por otra parte, en Mesopotamia se conoce la existencia de
culturas cerealistas con anterioridad a las correspondientes de Egipto, lo cual

hace probable que esta zona sea el centro de origen.

Clasificacion botanica

Division-------- Embriophita sipponogamea
Subdivision-------- Angioespermae
Clase------- Dicotyledoneae

Orden-----Asterales
Familia----- Asteraceae
Sub-Familia-----Ligubidaceae
Género----- Lactuca

Especie------ sativa L.

Caracteristicas botanicas

La lechuga es una planta anual que pertenece a la familia Asteraceae y
corresponde a la especie Lactuca sativa, presenta una gran diversidad genética
ya que existen diferentes tipos de especies caracterizados por sus diferentes
tipos de hojas y habito de crecimiento de la planta. Por lo anterior, las lechugas
se clasifican en diferentes especies dentro de las cuales se encuentran la de
hoja suelta Lactuca sativa L. var. Crispa L., conocidas como escarolas ya que
sus hojas son numerosas y de borde irregularmente recortado (crespo), se
cultiva para consumo en ensalada y también para forraje. Dentro de esta
variedad se engloban el tipo iceberg y el tipo batavia. Y las lechugas de cabeza
Lactuca sativa L. var. Capitata (L.) Janchen que presentan hojas lisas,
orbiculares y de textura suave o mantecosa con hojas internas que forman un
cogollo amarillento al envolver a las mas nuevas formando una cabeza; se

caracteriza por presentar hojas suaves y muy tiernas. Durante su etapa



fenoldgica presenta dos periodos; en el primero, el crecimiento es vegetativo y
en el segundo se da la fase reproductiva. Y la Lactuca sativa L. var. Longifolia
Lam., estas plantas forman un cogollo erecto, apretado, columnar, de hojas
obtusas y con la nervadura central muy ancha. Se cultiva por las hojas que se
consumen como verdura. Pertenecen a esta variedad el tipo romana o “latin
group” y el tipo cos, de cogollos mas grandes y compactos. Ambos tipos de
plantas tienen hojas oblongas rigidas con un nervio principal muy marcado. Las

hojas tienen una textura crujiente.

La raiz. Nunca llega a sobrepasar los 25 centimetros de profundidad, es

pivotante, corta y con ramificaciones.

El tallo. Es comprimido y en éste se ubican las hojas muy proximas entre si,

generando el habito de roseta tipico de la familia. Es cilindrico y ramificado.

Las hojas. Las hojas son grandes, simples, sésiles, brillantes, de forma
redondeada, oblonga, de superficie glabra, lisa u ondulada, de color verde,
pasando por amarillo hasta rojo y con margen irregularmente sinuoso,
recortado, crespo o denticulado. La disposicién de las hojas en el tallo es
variable; como se mencion6 anteriormente, en algunas especies las hojas se
mantienen desplegadas y abiertas y en otras, en cierto momento del desarrollo,
las hojas se expresan de tal manera que forman una cabeza o cogollo mas o

menos consistente y apretado.

La flor. Cuando la lechuga estd madura emite el tallo floral, que se ramifica y
alcanza una altura de hasta 1.20 metros, se observa una diferencia de hojas
abrasadoras, sagitadas, auriculadas y progresivamente mas pequefias hacia su
extremo distal, en que se produce un capitulo terminal y una serie de ramas con
muchos capitulos pequefios agrupados en paniculas o corimbos. Cada capitulo
se compone de entre 10 y 20 flores perfectas, linguladas, de corola color

amarillo o blanco amarillento.



El fruto. Después de la autofecundacion se producen  frutos secos,
indehiscentes y uniseminados llamados aquenios, generalmente con pelos
apicales formando el valino; los que son comprimidos, agudos de 2 a 3 mm de
largo, blancos o negros, y son conocidos en términos practicos como la

“semilla” de la especie.

La semilla. En algunas variedades de lechuga las semillas tienen un periodo
de latencia después de su recoleccion, que es inducido por altas temperaturas.
Muchas variedades germinan mal en los primeros dos meses después de su

recoleccion.

Requerimientos climéticos

Temperatura

Es un cultivo de clima templado (fresco), la temperatura minima requerida en el
suelo para la germinacion es de 1.7 ° C con un rango 6ptimo de 4.4° a 26° C y
29.4° C como maximo. Para la etapa vegetativa requiere una temperatura

minima de 7.2° C, el rango 6ptimo es 15.5° a 18.3° C y un maximo de 24° C.

Altitud

Este cultivo se desarrolla desde una altitud de 1 hasta 2200 msnm, son plantas
gue se adaptan principalmente a los climas templados, aunque también
prosperan en climas calidos y frios, siempre y cuando se realicen en estaciones
propicias y con temperaturas constantes (Lerma, 1975).



Latitud
Es una hortaliza que presenta un gran niumero de variedades conocidas como
primavera, verano, otofio e invierno por lo tanto se puede cultivar en cualquier

climay época del afio (Mainardi, 1978).

Importancia Economica

La lechuga (Lactuca sativa L.) es uno de los cultivos horticolas mas importantes
a nivel mundial. Se utilizan fundamentalmente sus hojas tiernas, que
frecuentemente tienden a formar cogollo. En algunas variedades se utiliza el
tallo engrosado. También existen variedades oleiferas, cuyas semillas pueden

contener hasta un 35% de aceite.

La importancia del cultivo de la lechuga ha ido incrementandose en los ultimos
afos, debido tanto a la diversificacion de tipos varietales como al incremento de

la superficie sembrada.

Producciéon Nacional

De acuerdo a los datos de Sagarpa en el resumen nacional por delegacion del
afio 2003 en el cultivo de lechuga incluyendo los de riego y temporal, los
estados con mayor superficie sembrada y superficie cosechada son:
Guanajuato, Puebla, Zacatecas y Sonora. El estado de Puebla es el que tiene
mayor producciéon con 55,106 ton. Seguido por Guanajuato con 50,863 ton y
Zacatecas con 35,487 ton. El estado que obtuvo mayor rendimiento promedio
fue Aguascalientes con 36,487 Kg. /ha seguido por San Luis Potosi con 29,595
Kg. /hay en tercer lugar Tlaxcala con 28,950 Kg. /ha.



Importancia de las cubiertas plasticas en la agricu ltura

Robledo y Martin (1988) mencionan que las aplicaciones mas importantes que
tienen los plasticos en la agricultura son: Acolchado del suelo, Microtuneles,

Macrotuneles, Invernaderos, Mallas, Riego por goteo, Cubiertas flotantes.

En algunas zonas de México como en otros paises, el uso de los plasticos en la
agricultura aplicados en diversas formas (invernaderos, macro y microtuneles,
etc.) proporcionan condiciones mas adecuadas para el desarrollo de los cultivos

obteniéndose cantidad y calidad de productos (Ibarra, 1997).

Los macrotuneles, junto con el acolchado son las dos técnicas tradicionales de
forzado de cultivos, las laminas de plastico flexible de polietileno o copolimero
EVA principalmente, por su ligereza y flexibilidad se adaptan perfectamente a
estructuras semicirculares y sencillas que producen el efecto invernadero
deseado en los cultivos de bajo porte. La insolacion incrementa la temperatura y
la humedad bajo estas pequeias estructuras mejorando el microclima (Papaseit
et al., 1997)

Materiales usados en la agricultura

Poliolefinas, Policloruro de vinilo, Copolimero de etileno-acetato de vinilo (EVA),
Poliésteres no saturados, reforzados con fibra de vidrio o de nylon,
Polimetacrilato de metilo y policarbonatos, Polietilenos de diversos tipos,
Espumas diversas.

Plasticos de uso agricola

Los materiales plasticos utilizados en la agricultura son muy versatiles en sus

aplicaciones, son ligeros, flexibles o rigidos segun los casos, de fécil



manipulacién, resistentes a heladas y granizo y los gastos de inversion no son,

en general prohibitivos (Robledo y Martin, 1988).

Papaseit et al. (1997) mencionan que la plasticultura a contribuido ha mejorar la
eficiencia del empleo de los factores de produccion, mostrando su gran
potencial en el aumento de los rendimientos de los cultivos, especialmente en
los horticolas y en general, ha contribuido a mejorar la productividad en el

sector agrario.

El PVC aprovecha mejor la radiacion incidente y deja pasar un mayor
porcentaje de los rayos solares recibidos e impide el paso de gran cantidad de
radiacion infrarroja, por lo que proporciona un mejor “efecto de abrigo”,
propiciando que las plantas se desarrollen mejor y la produccién sea mayor

gue la lograda al utilizar polietileno (Pifia, 1991).

Propiedades fisicas de los plasticos

Serrano en 1990 propone que las propiedades fisicas de los plasticos son:
Ligereza: el material plastico como cobertura se acepta por su poco peso,
facilidad de montaje y por sus buenos resultados.

Flexibilidad: considera que el material plastico de cobertura es de importancia
por su adaptacion a cualquier forma.

Estanqueidad: menciona que las laminas de plasticos utilizados como cubiertas
tienen buena aceptacién de cualquier forma, logrando asi un facil montaje del
microtanel.

Duracion:  indica que la vida util de las laminas plasticas como cubiertas
dependan de los siguientes factores: Luminosidad ambiental (a mayor luz, mas
degradacioén) por los rayos ultravioleta; orientacion de la lamina en la exposicion
del sol; tratamiento del plastico con inhibidores (si el material esta tratado con
productos antioxidantes e inhibidores a la accién de los rayos U.V. la duracion

es mayor); espesor de la lamina (mas duracion cuanto mas grueso es el
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plastico); tipo de estructura y sujecion del plastico (la degradacion es mayor en
un plastico que se apoya en una estructura de hierro que sobre una de madera;
régimen de vientos (la consistencia y aumento de velocidad del viento aumenta

la degradacion).

Propiedades Opticas de los plasticos utilizados en la agricultura

Desde hace unos afios han aparecido en el mercado diferentes tipos de
plasticos para invernadero, desarrollados para acondicionar la radiacion que
incide sobre el material vegetal, intensificado o filtrando determinadas
longitudes de onda. Un material ideal para dejar pasar las radiaciones
comprendidas entre 300 y 3,000 nm, debe ser opaco a radiaciones de mayor
longitud de onda, que corresponden a la radiacion infrarroja emitida por el suelo
y las plantas; para estas radiaciones la atmosfera es transparente en dias

propicios a las heladas.

La radiacion solar es heterogénea en cuanto a longitudes de onda, pudiendo
separarse en radiacion ultravioleta (UV), radiacion visible (LUZ) y radiacion
infrarroja (IR). Serrano (1990) menciona que las radiaciones UV actuan
desfavorablemente sobre las forma de las plantas dando lugar a hojas
frondosas y plantas rechonchas, mientras que las radiaciones IR tienen poca
influencia sobre el crecimiento, en cambio la accion térmica que producen estas
radiaciones si tienen influencia, en tanto que los menores resultados de
crecimiento y formacion de la planta se obtiene con las longitudes de onda que

mas se acerquen a la composicion espectral que necesita la fotosintesis.

La luz tiene importantes efectos morfogénicos en las plantas como son, entre
muchos otros, la tolerancia a la luz, de acuerdo a la intensidad de la luz, las
plantas pueden clasificarse como plantas heliofilas o de sol, plantas umbrdfilas

o de sombra, por regla general, las hojas de estas plantas son mas
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transparentes que las hojas de las plantas helidfilas, y como plantas indiferentes
(Torres, 1984).

Cada especie vegetal requiere de una cantidad especifica luminosa para
desarrollar la fotosintesis y expresar su potencial productivo. Si les falta luz, las
plantas tienden a alargarse y crecen con tallos y ramas débiles. Por el contrario,
si una planta tiene mas iluminaciéon de la requerida, crecerad lentamente,
presentara tallos duros y hojas arrocetadas. Algunos trabajos de investigacion
estan basados en estudios hechos en peliculas de PVC fotoselectivo, azul y
rojo desarrolladas para cubiertas de invernadero, ambos reducen la transmisién
de las radiaciones verde-amarilla e incrementan las azules y rojas, en las que
encontraron que la pelicula azul controla mejor la temperatura reduciendo de
uno a dos grados la temperatura en el interior con respecto a la maxima externa
y los mismos que incrementa por la noche con respecto a la minima exterior
registrada. Recomendando las peliculas azules para semilleros, cultivos de hoja
y tubérculos, mientras que las rojas para cultivos precoces como sandia,

berenjena, tomate, pimiento, freson y flores.

Caracteristicas de algunos colores de plastico

El color rojo trasmite una longitud de onda desde 825 a 800 nm en respuesta a
la fotosintesis, germinacion y desarrollo vegetativo de las plantulas (Orzolek et
al., 1995). El plastico blanco, no permite el paso a la luz, debido a la reflexién
de la capa blanca. Por el color del film, refleja el mayor porcentaje de la
radiacion incidente, lo cual permite que la temperatura dentro de la estructura,

por lo general sea mas fresca.

Las radiaciones azules y rojas son mas favorables para el desarrollo horizontal
de las plantas (tallos menos largos, mayor peso de hojas, mayor peso de
raices, etc.) Ademas, se consigue reducir la temperatura a uno o dos °C en las

horas de maxima luminosidad (Serrano, 1990). También, Bidwell (1990) reporté
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que la calidad de la luz en las bandas violetas, azul oscuro y azul son Optimas
para germinacion, el tamafo de las hojas y para el enraizamiento; en cambio, la
luz en las bandas verde y amarilla es regular para estos mismos procesos. El

color anaranjado es Optimo para germinacion.

Aplicacion de los plasticos en la agricultura

Una de las diferencias fundamentales desde un punto de vista economico entre
el sector primario, la agricultura, y los sectores secundarios, la industria y los
servicios, es la dependencia considerable de la mayoria de las actividades
agricolas de los factores climéticos, que tienen una incidencia a menudo
decisiva de los resultados. Una de las aplicaciones mas conocidas y mas
positivas de la tecnologia en la agricultura ha sido la consecucion de
condiciones de cultivo independientes de los factores climéticos y de los riesgos
a los que estan expuestos. Desde hace mucho tiempo los agricultores se han
ingeniado para producir bajo algun tipo de proteccion las condiciones éptimas
de cultivo de determinadas plantas, consiguiendo éxitos relativamente notables
(Bernart, 1987).

Trabajos de investigacion realizados por plasticos fotoselectivos

Hoyos (1996) con el cultivo del pepino cultivado durante 45 dias en invernadero
con distintas cubiertas de peliculas fotoselectivas encontrd que en peso seco de
tallo, raiz y hoja, el plastico rojo y testigo fueron los mejores; en longitud de tallo
el mejor fue el plastico rojo; en didmetro del tallo fue el testigo seguido por la

cubierta roja.
Hernandez et al., (2004) encontraron que los trasplantes de mejor calidad del

cultivo de Brécoli por su crecimiento horizontal, fueron obtenidos al cubrir el

microtunel con policloruro de vinilo de color blanco y violeta, seguidos por los
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transplantes producidos en microtunel cubierto con polietileno de color amarillo

y anaranjado.

Daza (1994) encontr6 que los mejores resultados al producir plantulas de
coliflor (Brassica oleracea) var. Botrytis, en microtineles con cubiertas plasticas

de colores, fueron obtenidas al utilizar cubiertas de PVC blanco y PVC violeta.

Robledo et al., (2004) de sus resultados se muestra que la cubierta de color
amarillo y celeste son los colores que mas favorecen en el desarrollo del peso
fresco y seco de la parte aérea de plantulas de lechuga, pero el peso fresco y
seco de raiz se favorecio con los colores amarillo, rojo y blanco, esto permite
concluir que estos tipos de colores de cubierta promovieron una mayor
acumulacion de materia fresca y seca, probablemente como resultado de una
actividad fotosintética superior.

Dominguez (2005) concluye que las cubiertas de color transparente influyen
favorablemente en el aumento de biomasa logrando plantas de mayor calidad
en tomate de céscara y con resultados similares el amarillo y blanco; las
cubiertas de color amarillo inducen un crecimiento de tallo y parte aérea y altos
pesos frescos y secos, originando plantas de alta calidad, sin embargo el color
rojo influyo en altos pesos frescos de raiz, y el transparente presentd altos
pesos frescos de raiz y materia seca total, la cubierta amarilla es la que origina
las plantulas de mayor calidad en cuanto a caracteristicas de altura y materia
seca total, indicando una alta cantidad de acumulacién de fotosintatos y

resistencia durante el transplante.
Sanchez (2005), concluye que al utilizar cubiertas color amarillo y blanco, en

relacibn a variables agronémicas, y que fueron los que influyeron

favorablemente en el aumento de biomasa.
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Mufiiz (1994) concluy6 en la produccion de la planta de tomate (Lycopersicum
esculentum Mill), bajo cubiertas plasticas de colores, acortan los dias para el
transplante en plantulas de tomate. El mejor tratamiento para las variables
evaluadas fue el PVC blanco seguido por el PE violeta. Encontré que el PVC

blanco es mejor para la produccion de plantula de tomate.

Historia del Azospirillum sp

En afios recientes, se ha retomado el interés de bacterias promotoras de
crecimiento en la produccion de cultivos. Estas bacterias se han aplicado a
semillas, tubérculos o raiz, y son capaces de colonizar las raices de las plantas

y estimular el crecimiento y rendimiento de cultivos (Chanway et al., 1989).

Aln cuando Spirillum lipoferum fue descrito en 1925 por Beijerinck, esta
bacteria estuvo olvidada por varias décadas. Son las observaciones de Pefia-
Cabriales y Dubereiner en 1973 y los estudios taxondmicos de S. lipoferum
realizados por Krieg y Tarrand en 1978 que conducen a su reclasificacion en un
género nuevo, Azospirrillum (Tarrand et al., 1978).

Actualmente son reconocidas seis especies en el género Azospirrillum. Las dos
primeras en ser descritas fueron A. lipoferum y A. brasilense (Tarrand et al.,
1978), siendo éstas las mas ampliamente estudiadas. Posteriormente fueron
descritas las especies A. amazonense (Magalhdes et al., 1983), A.
halopraeferans (Reinhold et al., 1987), A. irakense (Khammas et al., 1989) y A.
largomobile (Ben Dekhil et al., 1997) siendo el nombre de esta especie
corregido a A. largimobile (Sly y Stackebrandt, 1999).

Los mecanismos del efecto de las bacterias promotoras de crecimiento no son
bien comprendidos; sin embargo, se ha sugerido un amplio rango de
posibilidades que incluye efectos directos o indirectos. El efecto directo consiste
en un aumento en la movilizacion de nutrimentos solubles, seguido por el

mejoramiento de absorcion de las plantas (Lifshitz et al., 1987). Los efectos
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indirectos incluyen el aumento de fijacion de N, al mejorar la longitud de la raiz
y el aumento de la actividad nitrogenasa (Zhang et al., 1996), los cuales

inducen resistencia sistémica a la planta (Chanway, 1997).

Se conoce un gran namero de bacterias de vida libre o asociativa que fijan No,
pero sélo algunas destacan por su potencial como biofertilizantes o promotoras
de crecimiento. Entre los géneros mas conocidos estan Azotobacter,
Beijerinckia, Derxia y Azospirillum, dentro del grupo de aerobias; en las
aerobias facultativas se presentan Enterobacter, Pseudomonas y Bacillus; y los
géneros de bacteria anaerobia Metanobacterium, Clostridium y Desulfovibrio
(Beringer, 1984; Ferrera-Cerrato, 1995; Rodriguez,1995).

La mayoria de los microorganismos se encuentran interactuando en la rizosfera
(regidn del suelo alrededor de la raiz de la planta influenciada por su
metabolismo), donde el ambiente es distinto del resto de la zona edéfica. Uno
de los fendmenos importantes que se produce en la rizosfera es la presencia de
una gran variedad de sustancias organicas, como aminoacidos, &cidos
organicos, carbohidratos, derivados de acidos nucleicos, factores de
crecimiento y enzimas que, directa o indirectamente, tienen influencia positiva o

negativa sobre los microorganismos que ahi habitan (Ferrera-Cerrato, 1995).

En la actualidad su uso comercial comienza a extenderse en diferentes paises,

incluido México.
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Clasificacion Taxonémica de Azospirillum

Segun el manual de Bergey (1984) la clasificacion es:

Reino: Procaryote
Division: Glacilicute
Clase: Scotobacteria
Familia: No existe
Género: Azospirillum
Especie: lipoferum y Brasilense

Distribucion

Los Azospirilla muestran una muy amplia distribucion geogréfica alrededor del
mundo. Aun cuando son mas abundantes en las regiones tropicales, también se
les encuentra en las regiones templadas, frias y desérticas (Dubereiner et al.,
1976; Tyler et al., 1979; Atela et al., 1981; De Coninck et al., 1988).

Un estudio en el que se evaluaron 23 tipos de suelos con caracteristicas
diferentes mostr6 que algunos factores abidticos tales como porcentaje de
arcilla, contenido de materia organica, capacidad de retencion de agua y
contenido de nitrégeno afectan positivamente la sobrevivencia de A. brasilense
(Bashan et al., 1995), en tanto que el tamafio de las particulas de arena y
especialmente la alta concentracion de carbonato de calcio afectan
negativamente la sobrevivencia de esta especie en ausencia de plantas. No
obstante, la sobrevivencia de A. brasilense en la rizosfera es independiente de

la aridez del suelo.

Las bacterias del género Azospirilum han sido aisladas de la superficie de la

raiz de una muy amplia variedad de plantas y de su rizosfera, incluyendo
cereales como maiz, trigo, arroz, sorgo, avena (Wong, 1979; Kulinska, 1983;
Ladha, 1987; Sawicka, 1987; Shawky, 1989; Paredes-Cardona, 1988;
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Khammas, 1989), pastos forrajeros como Cynodon dactylon (Nur, 1980;
Caballero-Mellado y Valdés, 1983), Poa pratensis, Festuca arundinacea
(Sundaram, 1988), de diferentes especies de Pennisetum (Tyler et al., 1979;
Kosslak y Bohlool, 1983) y Panicum (Tyler et al., 1979; Magalhdes, 1984;
Lépez- Reyes et al., 1989; Caballero-Mellado y Valdés, 2000,). Especies de
Azospirillum fueron aisladas incluso del henequén [Agave fourcroydes (LOpez-
Reyes et al., 1989)], y plantas cactaceas que incluyen diferentes especies de
Opuntia y Stenocereus (Rao y Venkateswarlu 1982; Mascarla-Esparza et al.,
1988).

Aislamiento e ldentificacién

El género Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias
(Young, 1992), siendo A. lipoferum la especie tipo (Tarrand et al., 1978).
Caracteristicas Utiles en la identificacion rutinaria son la forma vibroide, el
pleomorfismo y su movilidad en espiral (Dbbereiner, 1992). Las células
contienen cantidades elevadas de poli-R3-hidroxibutirato (PHB), hasta 50% del
peso seco celular (Okon et al., 1976), observandose al microscopio las células
jovenes con abundantes granulos refringentes. En cultivos semigelificados y
gelificados con méas de 24 h de incubacion se presentan frecuentemente células
refringentes con forma ovoide y de paredes gruesas similares a quistes (Lamm
y Neyra, 1981).

El aislamiento de las bacterias del género Azospirillum resulta en lo general
muy simple, ya sea a partir de suelo rizosférico o de la superficie de las raices
(rizoplano) de numerosas plantas hospederas. También se le aisla del interior
de las raices o tallos de algunas plantas. El medio de cultivo usado por
excelencia para el enriquecimiento de las especies de Azospirillum ha sido el
NFb semigelificado “libre” de nitrogeno y con malato como fuente de carbono
(Dobereiner et al., 1976). No obstante, en este medio de cultivo son aisladas

predominantemente cepas de las especies A. lipoferum y A. brasilense. El
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medio NFb con algunas modificaciones en su composicion y pH permiten el
aislamiento predominante de otras especies de Azospirillum (Dobereiner, 1983).

Una de las caracteristicas fenotipicas mas ampliamente usada como criterio
para el reconocimiento tentativo del género Azospirilum es el color rojo
escarlata que toman las colonias al crecer en un medio adicionado del colorante
rojo Congo (Rodriguez- Caceres, 1982). No obstante, en este medio pueden
hallarse colonias mutantes de Azospirilum de color blanco debido a la
incapacidad de producir polisacaridos no identificados (Bastarrachea et al.,
1987).

Adicionalmente, la diferenciacion de especies del género Azospirillum se logra
la capacidad de usar diversos aminoacidos y su efecto sobre la fijacion de
nitrogeno (Hartmann et al., 1988), recomendandose el uso de la histidina para

la caracterizacion y aislamiento selectivo de la especie A. lipoferum.

Interaccion con la planta

Probablemente, una vez que las células de Azospirillum se han adaptado a las
condiciones del ambiente rizosférico y han logrado llegar a la superficie de las
raices, iniciard el establecimiento de la asociacion. Diferentes estudios han
mostrado que A. brasilense tiene la capacidad para adherirse a las raices de
plantas gramineas como el mijo (Pennsisetum purpureum) y Digitaria
decumbens (Umali-Garcia et al., 1980), trigo (Jain y Patriquin, 1984), maiz
(Gafny et al., 1986), asi como a las raices de plantas de otras familias que
incluyen al algodon y tomate (Levanony y Bashan, 1991), e incluso a
superficies inhertes como poliestireno y arena (Bashan et al., 1991; Bashan et
al., 1991; Levanony y Bashan, 1991).

La capacidad de Azospirillum para adherirse a las raices, al menos a las de

mijo, es significativamente mayor que la mostrada por otras bacterias de la
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comunidad rizosférica como Rhizobium, Azotobacter, Klebsiella o
Pseudomonas, e incluso que E. coli (Umali-Garcia et al., 1980). La asociacion
de Azospirillum con las raices de las plantas se desarrolla en dos etapas
completamente independientes (Michiels et al., 1991). La primera consiste en
una adsorcion rapida, débil y reversible, la cual es dependiente de proteinas de
la superficie bacteriana del tipo de las adhesinas en conjunto con la
participacion del flagelo polar (Croes et al., 1993; Michiels et al., 1991). La
segunda fase consiste de un anclaje lento pero firme e irreversible que alcanza
su maximo nivel 16 h después de la inoculacioén, el cual parece ser dependiente
de un polisacéarido extracelular de Azospirillum (Michiels et al., 1991).

Produccién de hormonas de crecimiento

Se conoce que algunos géneros de Azospirillum y Azotobacter penetran la
corteza de la raiz y producen fitohormonas como giberelinas, auxinas (acido
indolacético), citoquininas, acido abscisico y fijan N, (Curl y Truelove, 1986;
Lynch, 1990), lo que estimula el crecimiento, la produccion de raices laterales y
pelos radicales que, a su vez, favorecen la absorcion de nutrimentos (De Freitas
y Germida, 1992) e incrementan el rendimiento en gramineas (Taller y Wong,
1989; Bashan et al., 1993).

La utilizacion de semilla de mediana calidad trae aparejado problemas en la
germinacion e implantacion, por lo que se han buscado alternativas para
mejorar la tasa y la uniformidad del proceso de germinacion. Desde el punto de
vista tecnolégico la herramienta tradicional consiste en un sistema de
pretratamiento osmatico de las semillas como paso previo a la emergencia de la

radicula.

El género Azospirillum se ha clasificado dentro del grupo de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), habiéndose aislado diferentes
especies y cepas de un amplio rango de habitats y en asociacibn con

numerosas especies vegetales, incluyendo hortalizas -cultivables. Se ha
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propuesto que el principal mecanismo por el cual Azospirillum estimula el
crecimiento vegetal es a traveés de la produccion de fitohormonas tales como
giberelinas, auxinas y citoquininas, producidas por la bacteria y/o por la planta,
en respuesta a la inoculacion . En este sentido, poco se ha investigado sobre
la posibilidad que esta propiedad se manifieste en un estadio fenoldgico
altamente dependiente de la concentracidbn hormonal como lo es la germinacién

y el crecimiento inicial de plantulas.

Se ha demostrado que la inoculacion de semillas con A. brasilense mejora el
crecimiento y estado hidrico de cereales como trigo y maiz, forrajeras como
falaris y grama rhodes, y en las horticolas lechuga y zanahoria frente a
condiciones de estrés hidrico o salino. En el caso de forrajeras y horticolas se
han observado incrementos en la germinacién bajo condiciones de estrés por
NacCl.

Cambios morfolégicos en raiz por  Azospirillum

La inoculacién de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que los
principales sitios de colonizacion son las areas de elongacion celular y las
bases de los pelos radicales (Levanony y Bashan, 1991, Kapulnik et al., 1985).
Solo algunas células de Azospirillum llegan a adherirse a la cofia o a los pelos
radicales (Kapulnik et al., 1985). Sin embargo, fue observada la presencia de
Azospirillum dentro del mucigel que se acumula en la cofia (Umali-Garcia et al.,
1980). La inoculacién de raices de trigo con una cepa de Azospirillum que
expresa constitutivamente el gen reportero gusA mostréo que en los primeros
dias de la asociacion las células bacterianas colonizan especificamente los
sitios de emergencia de las raices laterales y las regiones de los pelos
radicales, tanto de la raiz primaria como de las raices secundarias y
posteriormente la superficie de la raiz (Vande Broek et al., 1993).

En plantas de trigo fue observado que la inoculaciéon de Azospirillum induce
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cambios en la morfologia de los pelos radicales, siendo éstos cambios
significativamente mayores que los causados por Rhizobium leguminosarum o
Azotobacter chrococcum, los cuales son minimos (Jain y Patriquin, 1984;
Kapulnik et al., 1985). Ademas, fue observado que la inoculacién con 10> a 10°
células de Azospirilum causa tanto la elongacion como el aumento de la
superficie total de la raiz, en tanto que la inoculacién de 10° a 10° células causa
la inhibicién del desarrollo de ésta (Kapulnik et al., 1985).

Aparentemente, el incremento del tamafio del sistema radical se debe, al menos
parcialmente, al aumento de la division celular y al intenso crecimiento de la
zona de elongacion de las raices (Levanony y Bashn, 1991). Es de interés
sefialar que los sitios que coloniza Azospirillum lipoferum son diferentes,
dependiendo de la variedad de la planta, al menos en el caso del arroz (Murthy
y Ladha, 1987). La capacidad de Azospirillum para colonizar las raices de las

plantas es variable dependiendo de la cepa.

Diaz et al., (2001) en su trabajo de investigacion mencionan que todas las
cepas de bacterias inoculadas (a excepcion de la P-25) tuvieron influencia
positiva en el desarrollo de las plantas, en comparacion con el testigo sin
inocular. Las cepas bacterianas que estimularon una mayor area foliar fueron:
R1B, P. fluorescens S2PS, Beijerinckia indica (S5-BE y R2P2B) con un
promedio que vari6 de 253.8 a 209.2 cm? contra 74.62 cm? de area foliar en el

testigo, esto a los 60 dds

Diaz, et al. (2001) reportaron que las cepas que estimularon mayor desarrollo
de area foliar fueron las mismas que causaron el incremento mas alto en el
peso fresco de la planta, con valores de 7.0 a 10.26 g contra 2.7 g del testigo.
El nimero de tratamientos que no mostraron diferencias significativas en
comparacion con el testigo para peso fresco fue mayor que el obtenido para la

variable area foliar.
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Diaz et al., (2001), los valores mas altos obtenidos en la variable peso seco,
correspondieron a las plantas inoculadas con las cepas R1B, B. indica R2P2B y
S5-BE, P. cepacia P-26, P. fluorescens S2PS y P. aeruginosa 5PS cuyo peso
seco fue de 0.38 a 0.66 g y estadisticamente diferente al testigo que tuvo un
peso de 0.14 g. También hubo tratamientos que no presentaron diferencias

estadisticas con el testigo.

El desarrollo de las raices, se favorecido por efecto de la inoculacion de las
bacterias, y se manifesto directamente en mayor crecimiento de la parte aérea
del cultivo; es importante destacar que las variables agrondmicas evaluadas en
la parte aérea y en la raiz del cultivo, registraron correlaciones altamente
significativas, concuerdan con lo reportado por Pereira et al., (1988) y Kloepper
et al., (1991), quienes mencionaron que las bacterias promotoras de
crecimiento como Pseudomonas fluorescens, se caracterizan por incrementar el

desarrollo radical, o que repercute directamente en el rendimiento del cultivo.

Diaz et al., (2001) citaron que algunas cepas no mostraron efectos benéficos en
el desarrollo de las raices, como es el caso de Hafnia Alves P-25 que indujo un
volumen radical de 0.16 cm® y un peso seco de raiz de 0.008 g contra 0.007 g

del testigo.

También en maiz, Bellone et al. (1999) registraron mejoras en el peso seco del
sistema radicular y en los parametros de la parte aérea. Creus, Cataneo, Bariffi,
sueldo y Barassi (1996) encontraron que la presencia de Azospirillum sp 245,

mejora el estado hidrico de plantulas de trigo.

A. brasilense tiene la capacidad para adherirse a las raices debido a sus
caracteristicas quimicas y aerotacticas, por ejemplo en gramineas como
el mijo (Pennsisetum purpureum) y Digitaria decumbens, trigo, maiz, asi
como de otras familias que incluyen al algodon y tomate, e incluso a

superficies inertes como poliestireno y arena.
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l1l. MATERIALES Y METODOS
Localizacion geogréfica

El experimento se realiz6 durante el ciclo agricola primavera-verano de 2006
en los terrenos del departamento de Horticultura de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro que se encuentra situado a 25°22" latitud norte y 101°

latitud oeste a una altura de 1742 msnm (Mendoza, 1983).
Macrotlneles

Se construyeron cuatro macrotuneles con medidas de 12 m de largo por 4 de
ancho y 2 metros de alto con ventila lateral de 1 m de ancho. Fueron cubiertos
con polietilieno de distintos colores para evaluar el efecto que causan; los

colores fueron rojos, amarillos y blancos cada uno de calibre 300.

Materiales

» Charolas de poliestireno de 200 cavidades

» Sustrato peat moss y perlita

* Regadera

* Regla métrica

» Tubos galvanizados con diametro de media pulgada
* Maderade1x25x5

» Cajas petri

* Bolsas de papel

* Pipetas

e Cuter

« Medidor portatil de area foliar (portable area meter Li-cor mod. LI- 3000%)

» Estufa de secado (mod. Lindberg/blue. M)
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* Balanza analitica
* Fungicida

* Fertilizante

Material bioldgico

Se utiliz6 semilla de lechuga variedad Salinas inoculada con la bacteria
Azospirillum sp.

Preparacion de sustrato y semilla
Sustrato

Se prepard una mezcla homogénea con 50% de peat moss y 50% de perlita,
posteriormente se humedecid hasta capacidad de campo y después se realizé
la siembra.

Inoculacion

Se prepard biofertilizante nitrogenado con una cepa de Azospirillum sp aislada
de trigo en el campo experimental de Buenavista, Coahuila desarrollada en
medio Nfb y rojo congo, la cepa fue caracterizada previamente y el concentrado

liquido se cuantificé por el método de dilucién, encontrando 10%° bacterias mi™

La emulsion liquida concentrada se diluydé 1000 veces cada vez, obteniendo
concentraciones de 10 10° 10°y se utiliz6 como testigo agua destilada. Se
aplicaron 4 ml de cada dilucibn en 800 semillas mezclando para la

impregnacion de la bacteria a la semilla, se dejaron reposar por 16 h.
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Siembra

Se sembré una semilla por orificio en las charolas de poliestireno de 200
cavidades. Se colocaron 200 semillas inoculadas con 4 concentraciones de
Azospirillum sp. (10", 10*?, 10°, 10° bacterias.ml™ y un testigo) en un total de 5
charolas por macrotinel. Cada charola se dividié en tres partes iguales que se
constituyeron en las repeticiones.

Macrotunel 1 Macrotunel 2 Macrotunel 3

[ OO0
I

Disefio Experimental

Se establecié bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial, con
15 tratamientos que resultaron de combinar 5 niveles del Factor A
(concentraciones de bacteria: 10", 10, 10° 10° 10° bacterias.ml?), con 3
niveles del Factor B (colores de cubierta: blanco, amarillo y rojo). Las
repeticiones fueron tres. En el experimento, se hicieron 3 evaluaciones; la
primera se hizo cuando habia un 80% de plantas germinadas, la segunda y
tercera cada 8 dias después de la primera.
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Variables Evaluadas

Longitud de raiz

En cada evaluacion se extrajo una planta completa la cual se limpié eliminando
todo el sustrato posible sin dafar la raiz; se evalud 3 veces consecutivas
midiendo con una regla métrica desde la base hasta el apice de la raiz mas

larga.

Area foliar

A la planta que se muestreo para evaluar la variable anterior, se le separaron
las hojas las cuales, fueron analizadas con un equipo portétil medidor de area
foliar (portable area meter Li-cor mod. LI 3000%). Al igual que la variable anterior

se realizaron tres evaluaciones.

Peso fresco de hojas y raiz

Una vez que se evaluaron las variables anteriores, se pesaron por separado la
parte aérea y el sistema radical de la planta que se constituyeron en dos nuevas
variables: peso fresco de hojas y peso fresco de raiz.

Peso seco de hojas y raiz
Después de pesar las hojas y la raiz, se colocaron por separado, en bolsas de
papel estraza y se colocaron en estufa a 70° C para eliminar la humedad y

después determinar el peso seco.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Area foliar

A continuacién en el Cuadro 4.1, se pueden observar los cuadrados medios del
analisis de varianza (ANVA) para los diferentes muestreos en la variable area
foliar. En el se pueden apreciar diferencias con P<0.01 entre las diferentes
concentraciones (Factor A) a los 15 y 31 dds, en cambio a los 23 dds no existe
nivel de significancia; para el color de cubierta (Factor B) a los 15 y 23 dds
existe diferencia a P<0.05 y a los 31 dds hay diferencia a P<0.01. En la
interaccion entre los Factores a los 15 dds existe diferencia a P<0.05, a los 23 y
31 dds existe diferencia a P<0.01.

Cuadro 4.1. Cuadrados medios del ANVA para area foliar en tres muestreos de
plantulas de lechuga inoculadas con cuatro concentraciones de Azospirillum sp.
Bajo cubiertas plasticas de colores, UAAAN 2006.

FV GL CUADRADOS MEDIOS

15 dds 23 dds 31 dds
Factor A 4 0.428670 ** 0.336586 NS 2.909676 **
Factor B 2 0. 250286 * 1.431717 * 5.469131 **
Interaccion 8 0. 169553 * 1.096674 ** 2,.783722 **
Error 30 0. 068489 0.168813 0. 209377
CV., % 23.51 22.83 14.43

dds = dias después de siembra, C. V. = coeficiente de variacién, NS =no significativo,
** altamente significativo y * significativo.

En el cuadro 4.2, se muestra la comparacion de medias (DMS) de los
resultados obtenidos en la variable area foliar a los 15 dds donde se encontré
que en el Factor A la concentraciéon 10° 10° 10% y el testigo son
estadisticamente iguales aunque, la concentracién de 10° super6 al testigo con
24.63 %, en el Factor B el comportamiento del area foliar es similar en los tres
colores de cubierta aunque, numéricamente, el mejor color fue el amarillo. La

mejor interaccién con un valor de 1.7167 cm?, resultd ser la concentracién de

10° y el color amarillo como cubierta del macrottnel.
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A los 23 dds la interaccion entre los Factores A y B mostré que la mayor area
foliar se encontré en la cubierta color amarillo y la concentracién 10'? bacterias
ml™* con un valor de 3.1500 cm?. Este mismo comportamiento se observé en la
evaluacién realizada a los 31 dds con valor de 6.0133 cm? sin embargo, la

cubierta color también obtuvo buenos resultados.

Diaz et al. (2001), encontraron un incremento en el area foliar al inocular con
Pseudomonas y Beijerink a los 60 dias después de la inoculacién, esto
concuerda con los resultados obtenidos en éste trabajo donde la mayor area
foliar se obtuvo con concentraciones de 10° y 10 bacterias ml™.

Cuadro 4.2. Comparacion de medias del Factor A, B y de la Interaccion en la
variable &rea foliar en tres muestreos de plantulas de lechuga inoculadas con
cuatro concentraciones de Azospirillum sp.bajo cubiertas plasticas de colores,
UAAAN 2006.

FACTOR A FACTOR B MEDIA
BLANCO AMARILLO ROJO

Evaluacion a los 15 dds

0 a 0.8600 A al1633ABC al.2367A 1.0867 AB

10° a 1.1233 A a 0.9167 BC a0.9367 A 0.9922 AB

10° ab 1.4333 A al7167 A b 0.9133 A 1.3544 A

10 al1633A a 1.6267 AB al1200 A 1.3033A

10% a 0.9467 A a 0.8067 C a0.7333 A 0.8289 B

Media 1.1053 A 1.2460 A 0.9880 A

Evaluacion a los 23 dds

0 a 1.5900 A a1.6533 B a2.3733A 1.8722A

1¢° a 1.8300 A a 1.8000 B a1.7767 AB 1.8022 A

10° ab 2.0333 A a 2.6667 AB b1.1233 B 1.9411 A

10 b 1.3300 A a 3.1500 A b 1.2667 AB 1.9155 A

10" al.5033 A a 1.5000 B a 1.3967 AB 1.4666 A

Media 1.6573 B 2.1540 A 1.5873 B

Evaluacion a los 31 dds

0 a2.7167 A a 3.3167 BC a3.7900 A 3.2744 A

1¢° a2.7100 A a3.4133B a3.1267 A 3.0833A

10° b 2.9633 A a 4.5467 B b 2.7533 AB 3.4211 A

102 b 2.5100 A a6.0133 A b 2.8833 AB 3.8022 A

10" a 3.0300 A ab 2.0400 C b 1.7367 B 2.3689 B

Media 2.7860 B 3.8660 A 2.8580 B




Longitud de raiz

Los cuadrados medios del analisis de varianza (ANVA) muestra las diferencias
gue hay en los tres muestreos que a continuacion se describiran, donde la
concentracion (Factor A) se comportd con diferencias a P<0.05 en los
muestreos a 15 y 23 dds y en el dltimo muestreo a los 31 dds las diferencias
son a P<0.01. En el color de cubierta (Factor B) hay diferencias a P<0.01 a los
15y 23 dds y a los 31 dds las diferencias son a P<0.05; en la interaccion hubo
diferencias a P<0.01 en el muestreo a los 23 y 31 dds y en el primer muestreo

a los15 dds no hubo diferencias significativas se observa en el Cuadro 4.3.

Cuadro 4.3. Cuadrados medios del ANVA para longitud de raiz en tres
muestreos de plantulas de lechuga inoculadas con cuatro concentraciones de
Azospirillum sp.bajo cubiertas plasticas de colores, UAAAN 2006.

FV GL CUADRADOS MEDIOS

15 dds 23 dds 31 dds
Factor A 4 2.873306 * 3.001831 * 24.559723 **
Factor B 2 10.87707 ** 15.37874 ** 10.865295 *
Interaccion 8 1.405518 NS 5.577332 ** 21.091736 **
Error 30 0. 646165 1.078577 2.487679
CV., % 19.52 17.68 25.06

dds = dias después de siembra, C. V. = coeficiente de variacién, NS =no significativo,
** altamente significativo y * significativo.

El Cuadro 4.4 engloba los resultados obtenidos de la comparacion de medias
(DMS) en las tres evaluaciones realizadas en la variable longitud de raiz. Asi, a
los 15 dds, se puede ver que la mejor concentracién (Factor A) fue la 10°, 10,
10" bacterias ml* y el testigo son estadisticamente iguales aunque la
concentracién 10° supero al testigo con un 22.47%:; el Factor B el mejor color de
cubierta es el rojo, en la interaccion entre ambos factores la mejor,
numéricamente, resultd ser la concentracién de 10° bacterias mi™ y la cubierta

color rojo con valor de 6.2500 cm?.
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A los 23 dds la interaccion entre los factores A y B muestran que la mayor

longitud de raiz se presento en la cubierta color rojo y el testigo con un valor

numérico de 9.0000 cm?. Este mismo comportamiento sucedié a los 31 dds con

un valor de 14.6333 cm?

Esto concuerda con lo que menciona Hoyos (1996) en el cultivo del pepino

donde durante 45 dias en invernadero, el plastico rojo y el testigo fueron los

mejores en longitud de raiz.

Cuadro 4.4. Comparacion de medias del Factor A, B y de la Interaccion en la
variable longitud de raiz en tres muestreos de plantulas de lechuga inoculadas
con cuatro concentraciones de Azospirillum sp. bajo cubiertas plasticas de

colores, UAAAN 2006.

FACTOR A FACTOR B MEDIA
BLANCO AMARILLO  ROJO

Evaluacion a los 15 dds

0 a4.4333 A a 3.0667 A a4.7333 A 4.0778 AB

1¢° a 4.0000 A a4.3333 A a6.2500 A  4.9944 A

10° a2.1667 A a 3.8333 A a 4.2667 A 3.4222 B

102 a2.7667 A a 3.5667 A a5.5667 A 3.9667 AB

10" a3.9333 A a 3.8000 A a 4.6667 A 4.1333 AB

Media 3.5400 B 3.7200 B 5.0967 A

Evaluacion a los 23 dds

0 b5.9467 AB b 3.8333 A a9.0000 A 6.2600 A

1¢° a5.1833 B a 4.8667 A a5.1000 B 5.0500 A

10° a 8.3000 A b5.1333 A ab 6.1667 AB  6.5333 A

102 ab 6.1333 AB b 4.3000 A a7.3333 AB 5.9222 A

10" a 4.6000 B a5.8333 A a 6.4000 AB 5.6111 A

Media 6.0327 A 4.7933 B 6.8000 A

Evaluacion a los 31 dds

0 b 7.5833 A b 5.2333 A a14.6333 A 9.1500 A

1¢° a 5.5333 A a5.8333 A a6.0667 B 5.7667 B

10° a 4.4000 A a 7.5667 A a 4.0000 B 5.3222 B

102 a 4.3667 A a6.6333 A a7.5000 B 6.1667 B

10" a 5.6000 A a 5.7000 A a 3.7500 B 5.0611 B

Media 5.4967 A 6.1933 A 7.1900 A
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Peso Fresco del Tallo

Para esta variable los cuadrados medios del analisis de varianza para la
concentracion (Factor A) muestra diferencias a P<0.01 a los tres muestreos, en
el color de cubierta (Factor B) hay diferencias a P<0.01 en los muestreos a los
23 y 31 dias después de siembra, y a los 15 dias después de siembra hay

diferencias a P<0.05. En la interaccion hay diferencias a P<0.01 Cuadro 4.5).

Cuadro 4.5. Cuadrados medios del ANVA para peso fresco del tallo en tres
muestreos de plantulas de lechuga inoculadas con cuatro concentraciones de
Azospirillum sp.bajo cubiertas plasticas de colores, UAAAN, 2006.

FVv GL CUADRADOS MEDIOS

15 dds 23 dds 31 dds
Factor A 4 0.000351** 0.000362** 0.003915**
Factor B 2 0.000075* 0.000507** 0.003643**
Interaccion 8 0.000077** 0.001049** 0.002592**
Error 30 0.000016 0.000028 0.000052
CV.,% 14.39 11.80 7.13

dds = dias después de siembra, C. V. = coeficiente de variacién, NS =no significativo,
** altamente significativo y * significativo.

El Cuadro 4.6 describe los resultados de la comparacion de medias (DMS) de
los tres muestreos en la variable peso fresco de tallo, donde a los 15 dds la
mejor concentracién 10° fue la que presento mejores resultados superando al
testigo con un 38.80%, el color de la cubierta fue el amarillo teniendo gran
similitud entre las demas cubiertas, sin embargo en la interaccion la cubierta
blanca interacttia con la concentracién 10° bacterias ml™ con un valor de 0.0395

cm?, superando satisfactoriamente al testigo.

A los 23 dds la interaccion entre los factores A y B muestran que la mejor
concentracion fue la 10* bacterias ml™ con la cubierta plastica color amarillo
con valor numérico de 0.0825 cm?. Este mismo comportamiento se presenta a

los 31 dds con un valor de 0.1821 cm?,
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Concuerda con los resultados de Diaz et al. (2001) fue en la inoculacion con
Pseudomonas y Beijerink a los 60 dias después de la inoculacion, mostraron
mayor desarrollo en area foliar pero también en peso fresco superando al
testigo, para esta variable presento mejores resultados con valores mas altos
gue en area foliar. En el color de cubierta coinciden con los resultados de
Robledo et al. , (2004) Donde segun los resultados el color amarillo y celeste
favorecen en el desarrollo del peso fresco y seco de la parte aérea de plantulas

de lechuga.

Cuadro 4.6. Comparacion de medias del Factor A, B y de la Interaccion en la
variable peso fresco del tallo en tres muestreos de plantulas de lechuga
inoculadas con cuatro concentraciones de Azospirillum sp.bajo cubiertas
plasticas de colores, UAAAN 2006.

FACTOR A FACTOR B MEDIA
BLANCO AMARILLO ROJO

Evaluacion a los 15 dds

0 b 0.0180 C a 0.0284 AB a0.0287 A 0.0250 CD

1¢° a 0.0306 AB a 0.0244 B a0.0250 A 0.0267 BC

10° a 0.0395 A a 0.0384 A b 0.0262 A 0.0347 A

10+ a 0.0329 AB a0.0374 A a0.0286 A 0.0330 AB

10™ a 0.0217 BC a 0.0186 B a 0.0176 A 0.0193 D

Media 0.0285 A 0.0294 A 0.0252 A

Evaluacion a los 23 dds

0 b 0.0393 A b 0.0286 C a0.0572 A 0.0417 BC

10° a 0.0466 A a 0.0469 B a0.0465 A 0.0467 AB

10° b 0.0465 A a0.0717 A c 0.0203 B 0.0462 AB

102 b 0.0371 A a 0.0825 A b 0.0425 A 0.0540 A

10" ab 0.0350 A b 0.0291 C a 0.0469 A 0.0370C

Media 0.0409 B 0.0518 A 0.0427 B

Evaluacion a los 31 dds

0 b 0.0778 C a0.1052 C a0.1131 A 0.0987B

10° a0.1185 A a 0.1175 BC a0.1105A 0.1142A

10° b 0.0898 BC a0.1359 B b 0.0797 B 0.1018 B

102 c 0.0824 BC a0.1821 A b0.1057 A 0.1234 A

10" a 0.0989 AB b 0.0558 D b 0.0507 C 0.0685 C

Media 0.0927 B 0.1193 A 0.0920 B
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Peso seco de tallo

Los cuadrados medios del analisis de varianza (ANVA) de esta variable, se
describen en el Cuadro 4.7 que indica que las concentraciones (Factor A) tiene
diferencias a P<0.01 en los tres muestreos, sin embargo estadisticamente el
color de cubierta a los 15 dds no tiene nivel de significancia, y para los 23 y 31
dds hay diferencias a P<0.01, en la interaccion no hay nivel de significancia
para los 15 dds, y en los muestreos realizados a los 23 y 31 dds hay

significancia a P<0.01.

Cuadro 4.7. Cuadrados medios del ANVA para peso seco del tallo en tres
muestreos de plantulas de lechuga inoculadas con cuatro concentraciones de
Azospirillum sp.bajo cubiertas plasticas de colores, UAAAN 2006.

FV GL CUADRADOS MEDIOS

15 dds 23 dds 31 dds
Factor A 4 0.000003** 0.000036** 0.000039**
Factor B 2 0.000001INS 0.000016** 0.000026**
Interaccion 8 0.000001INS 0.000022** 0.000032**
Error 30 0.000000 0.000002 0.000003
CV.,% 18.77 17.21 12.44

dds = dias después de siembra, C. V. = coeficiente de variacién, NS =no significativo,
** altamente significativo y * significativo.

El cuadro 4.8 muestra los resultados de la comparacion de medias (DMS) de la
variable peso seco de tallo en los tres muestreos donde, a los 15 dias después
de siembra las concentraciones 10° 10°, 10 bacterias ml™y el testigo son
estadisticamente iguales aunque, la concentracién de 10° bacterias ml™* superé
al testigo con 8.57 %, en el Factor B el comportamiento del peso seco de tallo
es similar en los tres colores de cubierta aunque, numéricamente, el mejor color
fue el blanco. La mejor interaccién con un valor de 0.0050 cm?, resulté ser la
concentracion de 10° bacterias ml™ y el color amarillo como cubierta del

macrotunel.
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El segundo muestreo en la interaccion entre los factores A y B a los 23 dds,
resulta que la mejor concentracion fue la 10*? bacterias ml™ en conjunto con el
color de cubierta amarillo logrando a si un valor numérico de 0.0148 cm?. De
igual forma sucede con el tercer muestreo a los 31 dds donde hay similitud con

un valor numérico de 0.0203 cm?.

Los resultados concuerdan con los de Dominguez (2005), que menciona que
las cubiertas de color amarillo inducen un crecimiento de tallo y parte aérea y
altos pesos frescos y secos, originando plantas de alta calidad, y también es la
que origina las plantulas de mayor calidad en cuanto a caracteristicas de altura
y materia seca total, indicando una alta cantidad de acumulacion de fotosintatos

y resistencia durante el transplante.

Cuadro 4.8. Comparacion de medias del Factor A, B y de la Interaccion en la
variable peso seco del tallo en tres muestreos de plantulas de lechuga
inoculadas con cuatro concentraciones de Azospirillum sp. bajo cubiertas
plasticas de colores, UAAAN 2006

FACTOR A FACTOR B MEDIA
BLANCO AMARILLO ROJO

Evaluacion a los 15 dds

0 a 0.0031 A a 0.0042 A a0.0032 A 0.0035AB

10° a 0.0043 A a 0.0035 A a0.0036 A 0.0038 A

10° a 0.0050 A a 0.0039 A a 0.0036 A 0.0042 A

102 a 0.0036 A a 0.0037 A a0.0040 A 0.0038 A

10" a 0.0027 A a 0.0027 A a 0.0024 A 0.0026 B

Media 0.0037 A 0.0036 A 0.0033 A

Evaluacion a los 23 dds

0 a 0.0062 A a 0.0042 D a0.0076 A 0.0060 B

1¢° a 0.0084 A a 0.0085 BC a0.0065B 0.0077 B

10° b 0.0081 A a 0.0119 AB c 0.0045 B 0.0082B

102 c 0.0067 A a 0.0148 A b 0.0110 A 0.0108 A

10" a 0.0065 A a 0.0056 CD a 0.0058 B 0.0060 B

Media 0.0072 B 0.0089 A 0.0071 B

Evaluacion a los 31 dds

0 a 0.0116 B a 0.0156 B a0.0146 A 0.0139 A

1¢° a 0.0163 A b 0.0115 BC b 0.0119 A 0.0132A

10° a 0.0137 AB a0.0142 B a 0.0130 A 0.0136 A

102 b 0.0111 B a 0.0203 A b 0.0107 AB 0.0140 A

10% a 0.0127 AB b 0.0081 C b 0.0065 B 0.0091 B

Media 0.0131 AB 0.0139 A 0.0114 B
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Peso Fresco de raiz

El cuadro 4.9, muestra los cuadrados medios del analisis de varianza (ANVA)
realizados para la variable peso fresco de raiz muestra diferencias a P<0.01 en
las concentraciones (Factor A), en el color de cubierta (Factor B) hay
diferencias a P<0.01; en la interaccion entre ambos factores hay también

diferencias a P<0.01.

Cuadro 4.9. Cuadrados medios del ANVA para peso fresco de raiz en tres
muestreos de plantulas de lechuga inoculadas con cuatro concentraciones de
Azospirillum sp.bajo cubiertas plasticas de colores, UAAAN 2006.

FVv GL CUADRADOS MEDIOS

15 dds 23 dds 31 dds
Factor A 4 0.000258 ** 0.000150 ** 0.000575 **
Factor B 2 0.000392 ** 0.001241 ** 0.001810 **
Interaccion 8 0.000360 ** 0.000192 ** 0.000411 **
Error 30 0.000012 0.000019 0.000061
CV.,% 22.33 19.90 15.41

dds = dias después de siembra, C. V. = coeficiente de variacion, NS =no significativo,

** altamente significativo y * significativo.

El cuadro 4.10 muestra la comparacion de medias (DMS) realizada para la
variable peso fresco de raiz a los 15 dds, nos muestra los resultados donde
dice que el testigo es el mejor interactuando con el color de cubierta rojo,

teniendo un valor numérico de 0.0489 cm?.

A los 23 dds la concentracién 10°, 10'? bacterias ml'y el testigo son
estadisticamente iguales, sin embargo la concentracién 10° bacterias ml*
supera al testigo con un 13.99 %, el color de cubierta fue el rojo superando
satisfactoriamente a los otros; en la interaccion el testigo supera a la
concentracién 10° bacterias ml™ en conjunto con la cubierta plastica color rojo
con un valor de 0.0419 cm?. Los resultados del tercer muestreo a los 31 dds

tienen el mismo resultado con un valor numérico de 0.0818 cm?>.
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En el color de cubierta los resultados coinciden con lo reportado por Robledo et
al. (2004) donde mencionan que el peso fresco y seco de raiz se favorecié con
los colores amarillo, rojo y blanco, esto permite concluir que estos tipos de
colores de cubierta promovieron una mayor acumulacion de materia fresca y
seca, probablemente como resultado de una actividad fotosintética superior.
Para la concentracion coincide con los resultados que reporta Kapulnik et al.
(1985) que menciona que la inoculacién con 10° a 10° células de Azospirillum
causa tanto la elongacion como el aumento de la superficie total de la raiz, en
tanto que la inoculacién de 10® a 10° bacterias ml™ células causa la inhibicion

del desarrollo de ésta.

Cuadro 4. 10. Comparacion de medias del Factor A, B y de la Interaccion en la
variable peso fresco de raiz en tres muestreos de plantulas de lechuga
inoculadas con cuatro concentraciones de Azospirillum sp. bajo cubiertas
plasticas de colores, UAAAN 2006

FACTOR A FACTOR B MEDIA
BLANCO AMARILLO ROJO

Evaluacion a los 15 dds

0 b 0.0136 B b 0.0115 A a0.0489 A 0.0247 A

1¢° a0.0171B a0.0137 A a0.0158 B 0.0155B

10° b 0.0068 B b 0.0096 A a0.0171 B 0.0112B

10+ a 0.0088 B a0.0135 A a0.0137B 0.0120B

10% a 0.0287 A b 0.0075 A b 0.0110 B 0.0157 B

Media 0.0150 B 0.0112 B 0.0213 A

Evaluacion a los 23 dds

0 b 0.0234 AB ¢ 0.0076 A a0.0419 A 0.0243 AB

1¢° ab 0.0216 AB b 0.0106 A a 0.0236 BC 0.0186 B

10° a 0.0303 A b 0.0183 A a 0.0344 AB 0.0277 A

10 b 0.0117 B b 0.0122 A a0.0396 A 0.0212 AB

10" a 0.0193 AB a0.0172 A a0.0172C 0.0179 B

Media 0.0213 B 0.0132 C 0.0313 A

Evaluacion a los 31 dds

0 0.0384 A 0.0302 A 0.0818 A 0.0502 AB

1¢° 0.0449 A 0.0514 A 0.0661 AB  0.0541 AB

10° 0.0587 A 0.0503 A 0.0785 A 0.0625 A

102 0.0458 A 0.0443 A 0.0400 C 0.0434 B

10% 0.0448 A 0.0362 A 0.0496 BC 0.0435B

Media 0.0465 B 0.0465 B 0.0632 A
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Peso seco de raiz

A continuacion en el Cuadro 4.11. Se observan los cuadrados medios del
analisis de varianza (ANVA), donde las concentraciones (Factor A) muestran
diferencias a P<0.01 en los tres muestreos a los 15, 23 y 31 dds. En la cubierta
plastica hay diferencia a P<0.01, a los 15 y 23 dds, a los 31 dds no hay

diferencias significativas.

Cuadro 4.11. Cuadrados medios del ANVA para peso seco raiz en tres
muestreos de plantulas de lechuga inoculadas con cuatro concentraciones de
Azospirillum sp. bajo cubiertas plasticas de colores, UAAAN 2006.

FV GL CUADRADOS MEDIOS

15 dds 23 dds 31 dds
Factor A 4 0.000047 ** 0.000047 ** 0.000013 **
Factor B 2 0.000034 ** 0.000085 ** 0.000005 NS
Interaccién 8 0.000012 ** 0.000023 ** 0.000052 **
Error 30 0.000002 0.0000001 0.000002
CV.,% 29.10 18.01 14.12

dds = dias después de siembra, C. V. = coeficiente de variacién, NS =no significativo,

** altamente significativo y * significativo.
En el Cuadro 4.12 se muestra la comparacion de medias (DMS) en la variable
peso seco de raiz a los 15, 23 y 31 dds. A los15 dds segun los resultados
obtenidos el testigo supera a las concentraciones interactuando con la cubierta
plastica color rojo, con un valor de 0.0135 cm?. En cambio, a los 23 dds la mejor
concentracién resulta ser la 10° interactuando con el color blanco, dando un
valor de 0.0141 cm?.

A los 31 dds la mejor concentracion es la 10° bacterias ml™, el color de
cubierta con mayor valor numeérico es el blanco, sin embargo en la interaccion
hay una gran similitud entre colores siendo el amarillo el que interactda con la
concentracién 10° bacterias ml™ con un valor numérico de 0.0141 cm? El
testigo con el color rojo muestra el mismo valor numérico que la concentracion

108 bacterias ml™con el color amarillo.
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Diaz et al. (2001) reportaron que los valores mas altos obtenidos en la variable
peso seco, correspondieron a las plantas inoculadas con las cepas R1B, B.
indica R2P2B y S5-BE, P. cepacia P-26, P. fluorescens S2PS y P. aeruginosa
5PS.

Cuadro 4.12. Comparacion de medias del Factor A, B y de la Interaccion en la
variable peso seco de raiz en tres muestreos de plantulas de lechuga
inoculadas con cuatro concentraciones de Azospirillum sp.bajo cubiertas
plasticas de colores, UAAAN 2006

FACTOR A FACTOR B MEDIA
BLANCO AMARILLO  ROJO

Evaluacion a los 15 dds

0 b 0.0058 AB b 0.0049 A a 0.0135 A 0.0081 A

1¢° a 0.0061 A a 0.0044 A a 0.0056 B 0.0054 B

10° a 0.0022 BC a 0.0029 A a 0.0036 B 0.0029 C

102 a 0.0020 C a 0.0030 A a 0.0049 B 0.0033 BC

10%° a 0.0034 ABC a0.0015 A a 0.0033B 0.0027 C

Media 0.0039 B 0.0033B 0.0062 A

Evaluacion a los 23 dds

0 b 0.0082 BC ¢ 0.0041 A a 0.0125 A 0.0083 A

1¢° a 0.0060 BC a 0.0032 A a 0.0032 B 0.0041 C

10° a 0.0141 A b 0.0031 A a 0.0115 A 0.0096 A

10%2 a 0.0050 C a 0.0040 A a 0.0059 B 0.0050 BC

10" a 0.0087 B b 0.0051 A b 0.0046 B 0.0062 B

Media 0.0084 A 0.0039 B 0.0075 A

Evaluacion a los 31 dds

0 a 0.0105 A b 0.0067 B a0.0141 A 0.0104 AB

10° a 0.0131 A a0.0141 A b 0.0073 B 0.0115 A

10° b 0.0052 B a 0.0134 A a 0.0131 A 0.0106 AB

10 a 0.0138 A b 0.0085 B b 0.0050 B 0.0091 B

10" a 0.0103 A a 0.0079 B a 0.0075 B 0.0086 B

Media 0.0105 A 0.0101 A 0.0094 A
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V. CONCLUSIONES

La concentracién 10*? bacterias ml™* inoculadas a semillas de lechuga
combinada con polietileno amarillo como cubierta de macrotunel induce a

una mayor area foliar.

La cubierta roja incrementa la mayor longitud radicular pero la

concentracion no ayuda para el desarrollo de esta.

El mayor incremento en peso fresco y seco del tallo se obtuvo con la

concentracion 10*2 bacterias ml™ y la cubierta amarilla.

El mayor incremento en peso fresco de raiz es con la concentracion 10°

bacterias ml™ con el color de cubierta rojo.

El mejor incremento para peso seco de raiz fue con la concentracion
10° bacterias ml™*, con la cubierta de polietieno color amarilla, sin

embargo, el testigo tiene el mismo valor con la cubierta color rojo.
Considerando las variables evaluadas los mejores trasplantes de

lechuga se obtiene a una concentracién de 10* bacterias ml™ utilizando

cubierta plastica amarilla.
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VI. RESUMEN

Esta investigacion se realiz6 en los macrotuneles del departamento de
horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. La cual se hizo
con el proposito de estudiar el comportamiento de la planta de lechuga al ser
inoculada con la bacteria Azospirillum sp. Producidas bajo condiciones de
macrotunel con cubiertas de polietilieno con tres colores diferentes (blanco,
amarillo y rojo), en cada macrotunel fueron colocadas cinco charolas las cuales
cuatro de ellas contenian semilla tratada con diferentes concentracion de
Azospirillum sp. y una de ellas portaba al testigo. Después de germinada la
plantula se realizaron tres evaluaciones, el primer muestreo se realizo cuando
ya habia un 80% de plantulas, y los dos siguientes cada ocho dias, en los tres
muestreos se midieron: longitud de raiz, area foliar, peso fresco y seso seco
de follaje, peso fresco y seco de raiz, bajo un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial, con 4 tratamientos y un testigo (A),
con 3 cubiertas plasticas (B). Las concentraciones 10* bacterias ml™* con el
polietileno amarillo inducen una mejor area foliar, en peso seco y fresco del
tallo, la cubierta roja con el testigo inducen a una mejor longitud de raiz, la
concentracion 10° bacterias ml™ con el color de cubierta rojo presentaron
buenos resultados en el peso fresco de raiz el mejor incremento para peso seco
de raiz fue con la concentracion 10° bacterias ml™, con la cubierta de
polietileno color amarilla, sin embargo, el testigo tiene el mismo valor con la

cubierta color rojo. Estos fueron los resultados obtenidos en la investigacion,
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con los cuales puedo concluir que las variables evaluadas los mejores
trasplantes de lechuga se obtienen a una concentraciéon de 10* bacterias ml*

utilizando cubierta plastica amarilla.
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