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RESUMEN.
A consecuencia de los abusos con los usos excesivos de los fertilizantes quimicos en suelos,

los cuales han quedado infértiles e improductivos, sin nombrar el dafio que se causa al medio
ambiente, se buscan tecnologias que permitan mejorar los rendimientos de los cultivos en la
agricultura pero sin dafiar los suelos. Con solucion a esta problematica los biofertilizantes
vienen a ser una alternativa muy prometedora, puesto que contrarrestan los problemas

mencionados como se ha demostrado en varios estudios realizados

El presente trabajo se enfoca, en evaluar microorganismos con potencial de actuar como
promotores de crecimiento en plantulas de maiz y sorgo. Las cuatro cepas evaluadas
fueron:Bacillus megaterium strain IAN13418 aislada del estado de Tamaulipas, Virgibacillus
koreensis strain BH30097 aislada del estado de Veracruz, Ensifer adhaerens strain LMG
20216 aislada del estado de Hidalgo y Brevibacterium frigoritolerans strain DSM 8801
aislada del estado de Coahuila. Dichas bacterias se evaluaron en plantulas de maiz y sorgo
con clotianidina y maiz y sorgo sin poncho bajo condiciones de invernadero. Puesto que la
clotianidina poncho es un insecticida que se agrega comunmente a las semillas, era necesario

evaluar si causa algun efecto en las bacterias promotoras de crecimiento.

Los resultados obtenidos indican que la cepa con mayor efecto biofertilizante fué Ensifer
adhaerens strain LMG 20216 aislada del estado de Hidalgo, al presentar los valores mas altos
de los pardmetros evaluados como altura de planta, altura de raiz, numero de hojas, peso
fresco de tallo y raiz y peso seco de tallo y raiz en el cultivo de sorgo con clotianidina.
Respecto al poncho se comprobd que no presenta efectos negativos en plantulas y bacterias
promotoras de crecimiento, por el contrario el clotianidina beneficia el porcentaje de

germinacion.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION.

En los Gltimos afos la agricultura ha sido sometida al uso intensivo de fertilizantes quimicos y
plaguicidas, puesto que los fertilizantes son de gran importancia para el desarrollo y buen
crecimiento de las plantas, ademas de que ofrecen un gran aporte en suelos caracterizados por
ser arcillosos y pobres en materia organica, nitrégeno y fosforo, lo cual implica una limitante
en la produccion de los cultivos en estas zonas y para mantener altas producciones, sin tener
en cuenta que se ocasiona destruccion del medio ambiente y de los mismos suelos,
evidenciado principalmente en la pérdida de productividad, alteracion de la calidad de los
productos agricolas, contaminacion del ambiente y problemas de salud en la poblacion.

Debido a esta problematica que enfrenta la agricultura de poder tener excelente productividad,
incrementar los rendimientos pero a su vez no hacer més dafios a la tierra sino por el
contrario restaurar los suelos, ayudar a mejorar la ecologia, es asi como se buscan soluciones,

alternativas en las tecnologias de la produccion.

En busca de estos resultados se ha recurrido al uso de biofertilizantes para mejorar la

absorcién de nutrimentos, agua del suelo y para mantener una agricultura sostenible

Se denomina biofertilizante a un producto que contiene uno o varios microorganismos del
suelo y puede ser aplicado a la semilla o al suelo con el fin de incrementar su nimero,
asociarse directa o indirectamente al sistema radical de las plantas, favorecer su interaccion e

incrementar el desarrollo vegetal y reproductivo de la planta huésped.

Los biofertilizantes no provocan dafio en la salud del hombre ni en el ambiente y pueden ser

aplicados a diversos cultivos de interés economico y en casi todos los tipos de suelos, pero
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con mayor respuesta en los de baja fertilidad. Son faciles de transportar en comparacion con

los fertilizantes de origen quimico.

Se ha reportado que los microorganismos fijadores de nitrégeno, juegan un papel fundamental
en la promocion de crecimiento en las plantas. El proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno
(FBN) es uno de los procesos de mayor importancia en la naturaleza, pues representa la
utilizacion de un gas inerte como fuente para un grupo de microorganismos; el N fijado puede
ser utilizado directa o indirectamente por plantas de interés agricola y forestal, a través de su
simbiosis con los microorganismos nitrofijadores y constituye el mecanismo de compensacion
de las pérdidas del elemento en forma gaseosa por los procesos microbianos de nitrificacion,

desnitrificacion y volatilizacion del amoniaco.

Puesto que el nitrdgeno es un elemento esencial para las plantas, ya que forma parte de los
acidos nucleicos, vitaminas, proteinas y moléculas que almacenan energia, por lo tanto; es
elemental para el desarrollo de las plantas, condicionando la calidad de sus estructuras y los

procesos en los que intervienen.

Ademas de que la biofertilizacion forma parte de un medio ecol6gicamente atractivo y
econdmicamente  aceptable puesto que suelen ser mas econdémicos y facilitan la
transportacion, en comparacion con los fertilizantes de origen quimico sintético que utilizan

los productores.

Los principales microorganismos utilizados comercialmente masivamente como
biofertilizantes fijadores de nitrogeno son bacterias de los géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azospirillum y hongos micorrizicos. Las funciones principales de estas
bacterias son la fijacion del nitrogeno atmosférico y la produccion de estimuladores de
crecimiento en el sistema radical de las plantas; mientras que los hongos micorrizicos
favorecen la exploracion de un mayor volumen de suelo, transportan fésforo y agua a las

plantas.
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En este proyecto se evaluaron los biofertilizantes y la fertilizacion quimica, de esta manera se
comprobd que los biofertilizantes pueden ser una alternativa para el caso de plantas de maiz y
sorgo. Se probaron 4 bacterias diferentes, las cuales se les determind la capacidad de fijar
nitrogeno, y la promocion de crecimiento en plantulas, el experimento consistio en inocular
con 4 cepas distintas semillas de maiz y sorgo con clotianidina y sin clotianidina, el cual es un

insecticida, y se observo el desarrollo de las plantulas en invernadero.
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CAPITULO 11

JUSTIFICACION.

El presente trabajo es realizado con el fin de comprobar el efecto que tienen los
microorganismos promotores de crecimiento a nivel invernadero en cultivos de maiz y sorgo
y de esta manera, en un futuro la fertilizacion quimica pueda ser sustituida por la
biofertilizacion, teniendo en cuenta las consecuencias que contrae fertilizar los suelos con
quimicos para tener mayores rendimientos. Practicamente en los afios 2000 - 2004, en el 80%
de la superficie agricola del pais se utilizaron fertilizantes quimicos, causando efectos

ecoldgicos irreversibles.

Los fertilizantes quimicos, en particular los nitrogenados, se caracterizan por el bajo indice de
aprovechamiento que tiene la planta de ellos. Se estima que del fertilizante quimico que se
aplica al suelo solo es aprovechado por la planta entre un 30 y 40%, el resto no es utilizado,
afectando. No sélo los indicadores de eficiencia econdmica, el problema méas importante es la
contaminacion ambiental. EI 60 o 70% de los fertilizantes nitrogenados que se aplica al suelo
se filtra para contaminar los mantos freéticos, 1o que provoca la contaminaciéon de rios y
cuerpos de agua 0 se pierden como gases contaminantes a la atmdésfera, contribuyendo a la

destruccion de la capa de ozono y al calentamiento global de la tierra.

La abundancia de compuestos nitrogenados en el agua produce el fenémeno denominado de
eutrofizacion, que es el crecimiento anormal de las bacterias que utilizan esta fuente de
nitrégeno, agotando el oxigeno disuelto en el agua y provoca la muerte masiva de organismos

como los peces y generando un circulo de destruccion de ecosistemas.

El 6xido nitroso, gas que se desprende de los fertilizantes quimicos mediante la evaporacion,
es uno de los contaminantes atmosféricos mas dafinos en el mundo, ya que el potencial de

calentamiento de este gas es de 296 veces superior al biéxido de carbono.
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Otra de las consecuencias del uso de los fertilizantes quimicos es que millones de hectéreas
han quedado francamente improductivas o con altos niveles de contaminacion, sin potencial
agricola; por otro lado, se ha agudizado otro de los grandes problemas nacionales: la erosion o
la pérdida del suelo. Se estima que 80% del territorio nacional registra algun grado de erosion;
80 millones de hectéreas registran erosion severa, lo que generard que en un futuro inmediato
se incrementen las zonas definidas como aridas y semiaridas en el pais, que ya suman 30% del
territorio nacional; por otro lado, se reducira la participacion de las zonas boscosas y de selva,

que es de 28%.

Una alternativa de gran importancia, es el uso de biofertilizantes, aunque en paises como
Rusia, Brasil, India, Uruguay y Cuba el uso de esta alternativa para incrementar la
productividad de los cultivos y reducir la cantidad de fertilizantes quimicos es una practica

comun, México se encuentra ain en fase de adopcion.

La biofertilizacion posee muchos beneficios como mejorar los rendimientos de los cultivos,
sin generar dafios al medio ambiente, son regeneradores de la poblacion microbiana;
asimismo, estos productos tienen una funcién protectora del sistema radicular de la planta
contra microorganismos patégenos, proporciona de manera natural los nutrientes que requiere
la planta, puesto que la nutricion bioldgica de la planta es la forma maés eficiente y econdémica
de la alimentacion vegetal, ya que permite el aprovechamiento del nitrégeno atmosférico,
ademas de aprovechar de manera mas intensiva los nutrientes disponibles en el suelo, ya que
estimulan el desarrollo del sistema radicular y permiten mayor solubilidad y conductividad de
nutrientes. Minimiza los gastos que genera una fertilizacién quimica en grandes hectareas de
siembra, en términos generales, se puede decir que los biofertilizantes tienen un costo para el

consumidor final, para el productor, de s6lo 10% del costo de la fertilizacion quimica.

Con todo lo mencionado en cuanto a dafios refiere, la reduccion de fertilizantes quimicos es
un buen comienzo para poder restaurar nuestro planeta, hacer uso de la biofertilizacion es una
opcion amigable con todo lo que respecta, concientizar que no solo es importante producir a
grandes cantidades, dejando atras lo mas importante ¢En qué estamos produciendo?, de esta

manera busquemos equilibrar el uso que hacemos con nuestro planeta.

10
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CAPITULO 111

OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de promocion de crecimiento de cuatro cepas asiladas de diferentes regiones

del pais en plantulas de maiz y sorgo a nivel de invernadero.

3.2 Objetivos especificos.

* Determinar la capacidad fijadora de nitrogeno de las cuatro cepas (Bacillus
megaterium, Virgibacullus koreensis, Ensifer adhaerens y Brevibacterium frigori
tolerans).

* Evaluar el efecto de promocién de crecimiento de las cuatro cepas en plantulas de
maiz y sorgo tratadas con y sin clotianidina.

* Evaluar si la clotianidina causa algun efecto secundario en los cultivos inoculados con

los biofertilizantes.

11
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CAPITULO IV

ANTECEDENTES.

4.1 Definicion e impacto de los biofertilizantes.

Los biofertilizantes son un producto que contiene uno o varios microorganismos del suelo y
puede ser aplicado a la semilla o al suelo con el fin de incrementar su nimero, asociarse
directa o indirectamente al sistema radical de las plantas, favorecer su interaccién e

incrementar el desarrollo vegetal y reproductivo de la planta huésped.
Clasificaion:

Dentro de los biofertilizantes se encuentran los fijadores de nitrégeno, son microorganismos
que tienen la capacidad de fijar nitrégeno, fosforo, y otro tipo de nutrientes. Entre los mas
conocidos estan las bacterias (Rhizobium) que son las que se utilizan para infectar las semillas

de leguminosas y en el caso particular de las gramineas, se utilizan microrrizas.

Solubilizadores de potasio. La actividad de ciertos microorganismos que habitan el suelo es
de vital importancia en los ciclos de carbono, nitrogeno, azufre y fésforo; también para la
movilizacidn de potasio, magnesio y otros minerales, siendo aprovechados por las plantas. El
potasio se encuentra retenido en la solucion del suelo. Puede formar iones, estar en forma
cambiable, inmovilizado entre las ldminas de filosilicatos o formando parte de las estructuras
minerales tales como feldespatos o micas. El Area de Edafologia y Quimica Agricola de la
Universidad de Extremadura (2006), indica que este elemento también puede hallarse en

forma organica en los restos vegetales y en células microbianas.

Los microorganismos capaces de destruir las estructuras minerales que contienen potasio son
diversos. Entre ellos se encuentran bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas, y

Clostridium y hongos tales como Aspergillus, Penicillium y Mucor. Estos microorganismos

12
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actian de varias formas solubilizando el potasio de distintos minerales (Delgado Higuera,
2002).Bacterias como Bacillus mucilaginosus y Bacillus siliceus atacan la biotina, moscovita,
ortoclasas (Urbano, 2003). Otro microorganismo que se destaca en la solubilizacion de

potasio es Pseudomonas fluorescens (Delgado Higuera, 2002).

Promotores de crecimiento. Las bacterias promotoras de crecimiento en plantas (BPCP) son
un grupo de diferentes especies de bacterias que pueden incrementar el crecimiento y
productividad vegetal. Entre los organismos mas conocidos estan las especies pertenecientes a
los géneros Rhizobium, Pseudomonas, y Azospirillum. Las BPCP pueden clasificarse en dos
grupos: (i) Bacterias promotoras de crecimiento en plantas, donde la bacteria afecta a las
plantas suprimiendo otros microorganismos. Los mecanismos que estas bacterias utilizan
pueden ser a través de su propio metabolismo (solubilizando fosfatos, hormonas o fijando
nitrégeno), afectando directamente el metabolismo de la planta (incrementando la toma de
agua y minerales), mejorando el desarrollo radicular, incrementando la actividad enzimatica
de la planta o “ayudando” a otros microorganismos benéficos para que actlen de mejor
manera sobre las plantas (Bashan y Holguin, 1998). (ii) Bacterias promotoras de crecimiento
en plantas con capacidad de control bioldgico, las cuales promueven el crecimiento de la
planta al suprimir los fitopatdgenos. Este capitulo tratara exclusivamente sobre bacterias
promotoras de crecimiento en plantas con capacidad de control biolégico y la bacteria

promotora de crecimiento en plantas Azospirillum.

Captacion de fosforo. Otro grupo de microorganismos, ampliamente conocidos y estudiados,
tienen la capacidad de aumentar el area de captacion y absorcidn de nutrientes, principalmente
fosforo, a través de las raices, como las micorrizas, que es la asociacion simbidtica donde la

micorriza aumenta la velocidad de captacion de P y otros nutrientes (N, Fe y Cu).

Algunas inoculantes que se componen de multiples (méas de un tipo) microorganismos con lo
cual se fija ademas de nitrogeno, fosforo, hierro, boro, molibdeno y otros nutrientes

importantes para el desarrollo de los cultivos.
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Los biofertilizantes poseen una serie de ventajas contra los fertilizantes quimicos, como por

ejemplo:

e No presentan toxicidad residual en el producto.

¢ No son contaminantes del medio ambiente.

e El costo por hectérea es muy bajo.

e Aseguran mejor estado fitosanitario del cultivo.

e Se obtiene mayor rendimiento en producto del que se lograria sin inocular.

e Existe la teoria, aun no verificada, de que permite frenar el desgaste de los suelos

produciendo los nutrientes necesarios para el desarrollo de los cultivos.

Este proceso es llevado mediante microorganismo con la capacidad de fijar nitrégeno y
proporcionarle otros nutrientes, dentro de las bacterias asociadas se encuentran Azospirillum
brasilense, que ademas de fijar N- atmosférico produce sustancias reguladoras de
crecimientos vegetal; estimula la tasa de aparicion de pelos radiculares, aumentando la
superficie especifica de las raices, lo cual le permite absorber mas agua y minerales, afectando
la tasa de respiracion y actividades enzimaticas especificas. En trigo, el A. brasilense,
estimula el desarrollo de la planta al aportar nitrogeno, aun en suelos pobres, y por producir
acido indol-acetico, que es un promotor del crecimiento en las plantas, ademas de que no es

peligroso para el medio ambiente o para la salud de las plantas.

La inoculacion con A. brasilense es altamente benéfica en gramineas como: maiz, cafia de
azUcar, pastos y sorgo, pues aporta de 30 a 50% de los requerimientos de nitrégeno de dichos
cultivos (Martinez-Morales et al., 2003; Viviene et al., 2004).

Diversos estudios demuestran la factibilidad de mejorar el comportamiento agronémico del
maiz mediante el uso de biofertilizantes (Fallik y Okon 1996a; Fulchieri y Frioni, 1994;
Purcino et al., 1996) desde la reduccion del tiempo de germinacion y aumento de los
porcentajes de germinacion y establecimiento de las plantulas hasta incrementos sustanciales

en los rendimientos finales del cultivo. Se menciona que del 13 al 20 por ciento del contenido
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de nitrogeno en maiz puede ser atribuido a la actividad fijadora de nitrogeno de bacterias tales
como Azotobacter (Soliman y Abdel Monem, 1994).

4.2 El nitrogeno.

El nitrégeno molecular (N) es la Unica reserva de nitrégeno (N) accesible en la biosfera.
Précticamente ilimitada esta reserva no es directamente utilizada por los vegetales y animales.
El N es un constituyente esencial de moléculas fundamentales de todos los seres vivos:
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, vitaminas, coenzimas, fosfolipidos y clorofilas,
entre otras moléculas y es uno de los principales factores que limitan el crecimiento de las

plantas.

Las fuentes de nitrogeno utilizadas por las plantas son el NH4+ y el NOg3-, este ultimo la forma

de nitrogeno combinado méas abundante en los suelos.

Las raices de las plantas absorben NOs- y NH4+ del suelo. Las leguminosas noduladas por
bacterias colectivamente llamadas rizobios, pueden ademas usar el N, atmosférico dado que
los rizobios son capaces de reducir el N, a NH,4+. Este proceso es conocido como fijacion
bioldgica de nitrégeno (FBN).

El NH4+, proveniente de la reduccion del NOsz- o de la FBN es asimilado, es decir, pasa a

formar parte de moléculas orgéanicas.

Las plantas absorben NOj3 desde el suelo y son capaces de mantener concentraciones mayores
de este ion en sus células o en la savia xilematica. Para esto, el NOs- atraviesa la membrana
plasmatica de las células epiteliales de la raiz mediante transportadores especificos con gasto
de ATP.
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La asimilacion de nitrogeno consiste en la incorporacion del NH4+ a moléculas organicas. El
NH4+ puede ser absorbido como tal, de la reduccién del NOs- que las plantas absorben, o del

N, atmosférico que bacterias asociadas a plantas son capaces de reducir.

La capacidad de fijar nitrdgeno estd restringida a un nimero escaso de procariotas que
reducen enzimaticamente el N, a NH4+, proceso conocido como fijacion bioldgica de
nitrégeno o diazotrofia. Este proceso lo realizan bacterias en simbiosis con leguminosas como
los rizobios, o “en vida libre” como muchas cianobacterias y Azotobacter entre otras

bacterias.

4.3 Fijacion bioldgica de Nitrégeno.

La fijacion bioldgica del nitrogeno (FBN) es uno de los procesos de mayor importancia en la
naturaleza, ya que representa la utilizacion de un gas inerte como fuente para un grupo de
microorganismos; el N asi fijado puede ser utilizado directa o indirectamente por plantas de
interés agricola y forestal, a través de su simbiosis con los microorganismos nitrofijadores y
constituye el mecanismo de compensacion de las pérdidas del elemento en forma gaseosa por

los procesos microbianos de nitrificacidn, desnitrificacion y volatilizacion del amoniaco.

La fijacion bioldgica aporta; globalmente, con la mitad del nitrogeno utilizado por los
cultivos. La otra mitad procede casi en su totalidad del amonio sintetizado via Haber Bosch,

con un gasto energético que requiere del 1% de la energia consumida a nivel mundial.

La fijacion bioldgica de nitrégeno es un proceso metabolico exclusivo de algunos

microorganismos que produce amonio (NHz) a partir de gas nitrégeno (N;) presente en el aire.
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Los microorganismos capaces de fijar nitrogeno estan equipados con un complejo enzimatico
Ilamado nitrogenasa, formado por la Fe-proteina y la Fe-Mo-proteina. Este complejo procesa

el nitrégeno gaseoso en sucesivos ciclos que lo reducen hasta amoniaco.

La nitrogenasa de todos los organismos fijadores aparentemente es la misma, o muy similar
ya que se ha logrado la fijacion en sistemas de celulas libres donde la Fe-proteina era de una

bacteria y la Fe-Mo-proteina de otra bacteria diferente.

La fijacion bioldgica es altamente demandante de energia. En los sistemas de fijacion
simbiotica, como los de Rhizobium-leguminosa, esta energia proviene del sol, via fotosintesis
realizada por la planta; mientras que los fijadores de vida libre como Azospirillum,
Azotobacter y otros deben extraer la energia de la materia organica del medio, que no siempre
abunda. De ahi deriva la diferencia en la fijacion. Se estima que los sistemas simbidticos fijan
entre 75 y 300 kg de N/ha afio, mientras que los no simbidticos no superarian los 15 kg de
N/ha. A pesar de estas diferencias, la fijacion libre, sola, representa a nivel global algo menos
de la mitad de los 200-250 millones de toneladas de N2 fijado por afio, ya que la simbiética

esta limitada a unas pocas especies vegetales, entre ellas las leguminosas.

4.4 Historia del uso de Biofertilizantes.

El conocimiento de la existencia y los beneficios que poseen los microorganismos en el
desarrollo de las plantas se remonta a la edad media, en la Roma antigua, pero su evolucion
y progreso aumentaron con el invento del microscopio y las técnicas microbianas durante el
periodo de 1891 — 1919 (Freire, 1975).

Los campesinos sabian de manera empirica que una forma de mejorar las cosechas era
mezclar el suelo que quedaba de cosechas anteriores de leguminosas con suelo en el cual no

habian crecido leguminosas.
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A finales del siglo XIX, la practica de mezclar suelos inoculados “de manera natural” con
semillas, se convirtio en un método recomendado para inocular legumbres en Estados Unidos.
Una década después, se registrd la primera patente (Nitragin) para inocular plantas con
Rhizobium sp.

Se conocian importantes procesos microbioldgicos, como la fijacidn de nitrogeno
atmosférico, la formacion de nodulos por microorganismos en las leguminosas, y el

aislamiento de organismo responsable de la formacion del nédulo por Beijerinck.

Por otro lado, en 1913, Fritz Haber (1868 — 1934) descubre un proceso para la sintesis de
amoniaco por combinacidn directa del nitrogenos y el hidrogeno y en 1930 Carl Bosch (1874
— 1940) lo adopto en forma comercial. El proceso actual de produccién de fertilizante
nitrogenado se conoce como Haber Bosch y se caracteriza por requerir altas cantidades de
energia para lograr fijar en materiales inertes el nitrogeno, y de esta forma, ser utilizado por
los productores. La energia utilizada deriva fuentes no renovables, como petréleo, gas y
carbon. Dobereiner (1977) consigna que la energia requerida para producir una tonelada de
fertilizante nitrogenado es la equivalente a 7 barriles de petréleo y Tilak (1998) refiere que la
energia necesaria para elaborar 1 kg de ferlizante nitrogenado son 80 MJ o 11.2 kWh; para
fosforo 12MJ o 1.1 kWh y para potasio 8 MJ o kWh. Los microorganismos realizan el mismo
proceso; en el caso del nitrogeno a través de las bacterias fijadoras de nitrégeno y/o mediante
el transporte de P y K con los hongos micorrizas, pero en ambos casos, la energia utilizada

deriva del proceso fotosintético de las plantas.

Este hecho influyo en la rizosfera de la mayoria de los terrenos de productores en México. Es
asi, que solo en afios muy recientes se ha iniciado la inoculacion semi-comercial a gran escala
con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y bacterias promotoras de crecimiento en

plantas (BPCP) del género Azospirillum.
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De esta manera en condiciones naturales o con bajo nivel de disturbio en la vegetacion
original, se ha demostrado que la interdependencia planta — microorganismo ha contribuido

al mantenimiento, funcionamiento y la estabilidad de los ecosistemas (Read, 1998).

Estos biofertilizantes son usados principalmente en el noreste mexicano y Argentina. Aunque
se han investigado otras especies bacterianas, estas raras veces han alcanzado las practicas
agricolas. Los dos descubrimientos mas importantes para la tecnologia de inoculacion de
plantas se dieron a finales de los afios 70’s; por un lado, se encontrd6 que Azospirillum
mejoraba el crecimiento de plantas no leguminosas, afectando directamente el metabolismo

de la planta.

Por otra parte, se iniciaron estudios intensivos en bacterias como agentes de control biol6gico
de plagas, principalmente Pseudomonas fluorescens y P. putida. En afios recientes han sido
evaluados varios géneros de BPCP tales como Bacillus, Flavobacterium, varios
microorganismos relacionados con Azospirillum y bacterias endofitas tales como

Gluconobacter.

Aunque los inoculantes de Rhizobium han estado en el mercado por cerca de un siglo, s6lo

recientemente han aparecido las primeras preparaciones comerciales de BPCP y HMA.

En la actualidad, ha habido una produccién nacional de inoculantes (INIFAP) apoyada
inicialmente por el gobierno mexicano y ahora por productores o gobiernos estatales, que esta

disponible a mayor escala para los agricultores a lo largo del pais.

A pesar de este positivo desarrollo, la aplicacion a gran escala de inoculantes microbianos
encara serias dificultades en la mayoria de paises en desarrollo, incluido México. Las
practicas agricolas en paises en desarrollo o bajo condiciones semiaridas son dos ejemplos en

los cuales los inoculantes bacterianos pueden encontrar sus mayores retos.
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4.5 Biofertilizacién en México.

En México se empezd a usar los fertilizantes quimicos sintéticos a mediados del siglo XXy
rapidamente se convierten en elementos indispensables en los campos agricolas. Su bajo costo
y amplia distribucién nacional entre los productores, dados que eran subsidiados por el
gobierno federal constituyeron una barrera para el aprovechamiento de los recursos bioldgicos
del suelo; lo anterior, la aplicacion de los biofertilizantes fue muy exigua durante la Ilamada
de la crisis energética mundial de los 70°s. Al desaparecer Fertimex, la adquisicién de
fertilizantes industriales se tornd dificil para los pequefios y medianos agricultores, pero su
utilizacién por mas de 50 afios habia generado cambios en la microbiota del suelo. Una
evidencia de esta condicion es la documentada por Caballero — Mellado y Martinez (1999)
quienes  encontraron que las aplicaciones de fertilizantes nitrogenado ocasionan la

disminucion de la diversidad genética de los rizobios en nddulos de frijol.

El uso de fertilizantes en México data de 1950, crecié de manera ininterrumpida hasta llegar a
4.5 millones de toneladas el consumo nacional, a mediados de los noventa. La fertilizacion
quimica ha llegado a jugar un papel muy importante en la agricultura, pero con todas las
consecuencias mencionadas, debemos buscar nuevas alternativas para mejorar los suelos y el

medio ambiente, sin dejar atras los rendimientos de produccion.

Los estudios acerca de biofertilizantes han sido tema de investigacion en diversas regiones
del mundo desde principio del siglo pasado, teniendo como principal objeto de investigacion
el proceso de fijacion de nitrégeno, particularmente en la relacion simbiotica que establecen
las bacterias del género Rhizobium con las leguminosas; sin embargo, en la década de los
veinte, ya se habian desarrollado investigaciones con otro tipo de bacterias, como el caso del

Azospirillum, lograndose su aislamiento y evaluacion en la nutricion vegetal.
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Todo apuntaba que el futuro de los biofertilizantes era promisorio en el desarrollo de la
agricultura del siglo XX, sin embargo, el acelerado proceso de industrializacion vy
urbanizacion que se da después del primer tercio del siglo pasado llevd, por su parte, a una
acelerada demanda de materias primas y alimentos. Es aqui donde la aparicion de los
fertilizantes quimicos, que son capaces de generar una rapida respuesta productiva, le gand la
carrera a los biofertilizantes, relegando su importancia hasta caer en el olvido del mundo

cientifico.

En la década de los setenta, cuando la fertilizacion quimica se habia convertido en un gran
problema ambiental y econdémico, se inicia el “redescubrimiento” de los biofertilizantes, y

vuelve a ser tema de investigacion en diversos centros de vanguardia.

En México, la UNAM constituyd el Centro de Investigacion sobre la Fijacion de Nitrgeno,
que tomo este tema como eje de sus investigaciones cientificas. En los afios noventa, este
Centro ya habia construido un prestigio y reconocimiento mundial en materia de
biofertilizantes, incluso logré patentar internacionalmente el Rhizobium etli, especifico para el
frijol, que tiene la capacidad de fijar 100% mas nitrogeno atmosférico para la alimentacion de
esa planta.

Por otro lado, este Centro fue de los primeros en el mundo que iniciaron los trabajos de
investigacion sobre la bacteria Azospirillum brasilense, que tiene efecto en gran variedad de
cultivos, acumulando un conocimiento amplio y so6lido sobre esta bacteria, que lo colocan a la

vanguardia mundial.

Aunque esto ocasiond una contrariedad del poco interés que en este pais merece la
investigacion, ya que contando con un centro de investigacion reconocido y ponderado en el

mundo como vanguardia en el tema de los biofertilizantes, éstos eran desconocidos en el pais.

Sin embargo, por una situacion un tanto fortuita, la maxima autoridad gubernamental en
materia agricola conoce de los trabajos del Centro de Investigacién sobre la Fijacion de
Nitrégeno, con relacién a los biofertilizantes, se despierta su interés en difundirlos en el agro

nacional, y establece un convenio con este Centro. Asi, estos biofertilizantes fueron aplicados
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masivamente en el pais. En 1999 y 2000 fueron incorporados al programa de Alianza para el
Campo, de la SAGARPA, y se utilizaron en cerca de tres millones de hectareas en los mas
diversos cultivos en el territorio nacional. El seguimiento y evaluacion de este programa
estuvo a cargo del INIFAP. Los resultados obtenidos fueron altamente significativos en
referencia a los testigos de promedios nacionales. Todo indicaba que México se incorporaba a

la era de los biofertilizantes.

Cultivo Azospirillum Micorriza Azos + mico
Maiz 10.5% 11.5% 26.0%
Sorgo 22.9% 10.8% 28.3%
Cebada 46.6% 20.7% 61.7%
Avena Forraje 10.8%
Avena Grano 43.3%

Rhizobium Micorriza Rhizo + Mico
Frijol 30.6% 22.1% 46.0%

Fuente: INIFAP.

Figural. Incrementos medios de rendimiento con biofertilizantes con relacién a un testigo

absoluto.

Después de 2003, cuando se retoma el proyecto de difusion de los biofertilizantes como
iniciativa particular, se han logrado avances importantes, como el hecho de que los gobiernos
de Guerrero y Michoacéan, establecieran sendos programas de biofertilizacion, permitiendo
una amplia difusion de este producto con resultados satisfactorios para los productores,

generando un rapido incremento en la superficie fertilizada. Por ejemplo, en el estado de
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Guerrero, que inicié el programa con una superficie de 30 mil hectareas en el 2006, para el

2007, dicha superficie llegé a las 300 mil hectareas.

En esa entidad, el INIFAP evalud el efecto del biofertilizante (Azospirillum mas Micorriza)
aplicandolo con la dosis recomendada del fertilizante quimico y disminuyendo éste en 34%
del nitrogeno y 50% el fésforo. Estos resultados se compararon con el rendimiento medio en

la region.

En todos los casos, los mayores rendimientos se registraron en aquellos tratamientos donde se
uso el biofertilizante, incluso, la conclusién es que al reducir el quimico y aplicar el

biofertilizante se obtienen resultados superiores que en uso del quimico sin biofertilizante.

800 ;
ﬂ

6[[] j [ 90-60-00 Con Bio

| 90-80-00 Sin Bio

400 60-30-00 Con Bio

I 60-30-00 Sin Bio
200 i l @ Rend. Medio/Region
000 : '

COSTA NORTE MONTANA COSTA
CHICA GRANDE

Ton/ha

Fuente: INIPAP, Iguala Gro.

Figura 2. Resultados en diversas regiones del estado de Guerrero.Rendimiento medio de maiz

y sin biofertilizante primavera-verano 2006.
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2013

En el estado de Michoacan, el mismo INIFAP evalué los biofertilizantes en diversos cultivos,

Ilegando al analisis economico del efecto.

En el caso del trigo se registrd un incremento en los rendimientos de 42% cuando se aplico el
biofertilizante respecto al testigo, que aplicé la dosis recomendada de fertilizante quimico. Sin
embargo, en términos de la utilidad obtenida por el productor, ésta se increment6 en 145%, ya
que los costos de produccion disminuyeron 10%.

En el cultivo de lenteja, los resultados fueron mas espectaculares, llegando casi a triplicarse
los rendimientos, al pasar de un rendimiento en el testigo de 0.66 toneladas a 1.88 toneladas;
estos resultados se tradujeron en que el productor, de tener una pérdida del orden de 3 mil
pesos por hectarea (esto en consideracién de los costos reales y totales del productor, donde se
incluye renta de la tierra y mano de obra familiar, que normalmente no contabiliza el

productor), obtuvo una utilidad de méas de 4,500 pesos.

Ton/ha
8.0

6.0

0O Con Bio
L Sin Bio

5.0
4.0
3.0

2.0

Rend. (ton/ha)

Figura 3. Rendimiento por hectarea de parcelas de trigo 0-1, 2006-2007
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Figura 4 Anélisis econdmico de parcelas de trigo 0-1, 2006-2007.
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Figura 5. Relacion beneficio-costo de parcelas de trigo, 0-1, 2006-2007.
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Figura 6. Rendimiento por hectéarea de parcelas de lenteja, 0-1, 2006-2007.
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Figura 7. Andlisis econémico de parcelas de lenteja, 0-1, 2006-2007.
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En el caso del frijol inoculado con biofertilizante con la bacteria Rhizobium etli y la
Micorriza, se han obtenido importantes resultados en diversas regiones del pais. Tan solo en
el estado de Durango, se obtuvieron resultados muy superiores respecto a la fertilizacion

quimica.

En este caso, se probo el efecto del biofertilizante combinado (Rhizobium y Micorriza) de
manera individual, eliminando 100% del fertilizante quimico, y se comparé con el tratamiento
donde se aplico la dosis recomendada. El resultado fue que la combinacion del biofertilizante
registré rendimientos superiores en cerca de 20% respecto al tratamiento del quimico y en un

porcentaje similar en referencia al uso aislado del Rhizobium y la Micorriza.

Como el uso del biofertilizante, en cuanto a costos de produccion refiere se puede comprobar
que es mucho menor a la fertilizacion quimica, es decir segun las estadisticas se encuentra una
relacion beneficio-costo, en los biofertilizantes que es superior hasta en 80% respecto al uso

del quimico.

Kglh
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Figura 8. Media del rendimiento de frijol en temporal con aplicaciones de Rhizoblum etil y

Micorriza versus fertilizante.
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Fuente: Investigacion directa en el estado de Durango.

Figura9. Media de la relacion de frijol en temporal con aplicaciones de Rhizoblum etil y

Micorriza versus fertilizante.

Por ultimo, un dato impactante en la produccién de maiz, con base en el uso de biofertilizante

(Azospirillum mas Micorriza) y una variedad de semilla QPM (Quality Protiene Maiz), que es

un maiz de alta calidad de proteina, ya que posee 100% mas lisina y triptofano, aminoacidos

esenciales para el desarrollo y crecimiento, y cuyo contenido en los maices comunes es

restringido, generando que su proteina sea de muy mala calidad. Estos resultados se

obtuvieron en los estados de Puebla, Guerrero e Hidalgo, con pequefios productores que

tienen al autoconsumo como esencial en su produccién de maiz y en zonas marginales.

Los rendimientos obtenidos duplicaron los rendimientos medios de la zona, donde se siembra

semilla criolla y sin fertilizantes. De un promedio de 2 a 2.5 toneladas se pas6 de 5 a 6

toneladas.
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Figura 10. Rendimiento promedio de QPM con biofertilizante en tres estados de Republica,

frente a los criollos de cada lugar.

4.6 Fertilizacion en maiz y sorgo.

La produccién mundial de sorgo es de 53.8 millones de toneladas; los principales paises
productores son Estados Unidos, India, Nigeria, México y China, quienes parti cipan con el
69% de la produccion. El sorgo de grano se utiliza principalmente para la elaboracién de
alimentos balanceados. México participa con el 10.6% de la produccién mundial de sorgo; al
afio produce 5 millones 688 mil 924 toneladas de grano; si su consumo es de 10.7 millones de
toneladas, cada afio debe importar 5.01 millones de toneladas. EI consumo nacional de sorgo
se destina a la elaboracion de alimentos balanceados para aves, cerdos, ganado vacuno y otros
(Gallardo, 2007).

Para producir una tonelada de grano de sorgo se requiere aplicar al suelo 24 kilogramos de
nitrégeno, 12.5 kilogramos de fésforo y 24.5 kilogramos de potasio; pero si su meta de
rendimiento es de 3.5 toneladas por hectarea, entonces se aplica 84 kilogramos de nitrégeno

por hectarea, 43.75 kilogramos de fésforo y 85.75 kilogramos de potasio por hectarea.

Se sugiere aplicar el 80% de nitr6geno en presiembra y el 20% cuando la planta tenga

aproximadamente 30 centimetros de altura (si las lluvias lo permiten).
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En caso de que el andlisis de suelo indique aplicar fosforo y potasio, estos (debido a su lenta
movilidad) se deben emplear en presiembra. Para producir 3.5 toneladas de grano de sorgo
por hectarea y se tiene la certeza de que en el suelo existe respuesta a las aplicaciones de
fésforo y potasio, entonces se sugiere la siguiente fertilizacion: aplicar en presiembra 100
kilogramos de urea por hectarea, 100 kilogramos de fosfato monoamonico y 150 kilogramos
de sulfato de potasio por hectarea en el momento de la marca; en el cultivo, aplicar 50
kilogramos de urea por hectarea.

Con la fertilizacion anterior se aportan al suelo 80 kilogramos de nitrégeno por hectarea, 52
kilogramos de fésforo, 75 kilogramos de potasio y 25.5 kilogramos de azufre por hectarea.

El maiz requiere alrededor de 20 a 25 kg/ha de nitrogeno (N) por cada tonelada de grano
producida. Las posibles pérdidas de nitrdgeno son contempladas en la eficiencia de uso,
normalmente oscila alrededor del 50 %, con méximos de 70 %, si se aplica durante los
momentos de maxima capacidad de absorcion, dosis no excesivas, proporcionales a su
utilizacion y con fuentes de bajo potencial de volatilizacion como amoniaco. ElI maiz
comienza su mayor consumo de nitrégeno alrededor de seis hojas completamente expandidas
(V-6 a V-7), por lo que antes de comenzada esta etapa fenoldgica, el cultivo deberia de

disponer de una oferta de nitrogeno adecuada para satisfacer su demanda para crecimiento.

A diferencia de lo que ocurre con el nitrgeno, al abordar la fertilizacion fosfatada en maiz
hay que considerar que el funcionamiento del fésforo (P) en el sistema suelo-planta es
totalmente diferente al del nitrégeno. Desde el punto de vista del manejo nutricional, el
principal aspecto a considerar es su baja movilidad en el suelo, lo hace principalmente por
difusion, y la presencia de retencién especifica de los fosfatos en las arcillas, cuya magnitud
depende de la cantidad y mineralogia de esta fraccion. Por otro lado, el pH es un factor que
impacta considerablemente sobre la disponibilidad de fosforo. La mayor disponibilidad ocurre
con pH’s entre 5.5 y 6.5, mientras que valores fuera de este rango su concertacion en la

solucion del suelo se reduce significativamente.
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4.7 Biofertilizacion en maiz y sorgo.

El maiz constituye, la base de la alimentacion de los mexicanos. Su produccion se desarrolla
en aproximadamente 7.5 millones de hectéreas, de las cuales seis corresponden a zonas de
temporal con altos riesgos de siniestralidad, relacionados principalmente con los cambios

climaticos como las sequias, heladas atipicas.

Para mejorar sus rendimientos, es necesario fertilizar y aprovechar al maximo los suelos,
pero para llevar a cabo una fertilizacion sin causar dafios a los suelos y medio ambiente como
se ha demostrado, se sugiere biofertilizar, como en varios estudios han revelado rendimientos

redituables en cultivos de maiz.

Diversos estudios demuestran la factibilidad de mejorar el comportamiento agronémico del
maiz mediante el uso de biofertilizantes (Fallik y Okon 1996a; Fulchieri y Frioni, 1994;
Purcino et al., 1996) desde la reduccién del tiempo de germinacion y aumento de los
porcentajes de germinacion y establecimiento de las plantulas hasta incrementos sustanciales
en los rendimientos finales del cultivo. Se menciona que del 13 al 20 por ciento del contenido
de nitrogeno en maiz puede ser atribuido a la actividad fijadora de nitrgeno de bacterias tales
como Azotobacter (Soliman y Abdel Monem, 1994).

Estudios realizados en plantas de maiz biofertilizadas con Azospirillum brasilense
(Woodward y Bly, 2000) y Pseudomonas fluorescens (Shaharoona et al., 2006) muestran que
los mayores incrementos en este cultivo por efecto de la inoculacion se observaron en parce-

las con dosis de fertilizacién nitrogenada subdptimas.

Santillana (2006) encontré que plantas de maiz, inoculadas con tres dosis de Pseudomonas sp.

mostraron un mayor desarrollo de vastago y raiz que plantas control no inoculadas.

Vikram et al. (2007) muestra incrementos en el desarrollo de raiz y vastago de plantas de
maiz por efecto de la inoculacion con Pseudomonas fluorescens. Este efecto benéfico se
potencié cuando las plantas de maiz fueron co-inoculadas con dos cepas distintas de

Bradyrhizobium, una bacteria con actividad fijadora de nitrdgeno. Nezarat and Gholami
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(2009) encontraron, por su parte, incrementos de hasta un 18.5 por ciento en la germinacion

de maiz inoculado con diversas cepas de Pseudomonas y Azospirillum.

Nadeem et al. (2009) refieren los beneficios que el empleo de Pseudomonas puede tener en
suelos con elevadas concentraciones de sal, problema que dia a dia cobra mas importancia en

nuestro pais por el abatimiento de los mantos acuiferos.

La mayoria de los estudios sobre la asociacion Azospirillum-planta se han realizado en
cereales y pastos, los resultados obtenidos han demostrado incrementos en peso seco total,
concentracion de nitrogeno en follaje y grano, numero total de espigas, espigas fértiles y
mazorcas, floracion y aparicion de la espiga mas temprana, incremento en el nimero de
espigas y granos por espiga, plantas mas altas e incremento en el tamafio de la hoja y tasas de
germinacion mas altas (Albrecht et al., 1981; Bashan, 1986; Fulchieri y Frioni, 1994,
Stancheva et al. 1992). Ademas se ha observado un incremento en el desarrollo del sistema de
raices, tanto en longitud como en volumen (Bashan et al.,, 1996) y una promocién del

crecimiento vegetativo (Kapulnik et al., 1982, 1983).

La inoculacion con Azospirillum puede afectar positiva o negativamente algunos parametros
de las raices y del follaje, que estan atribuidos a efectos positivos en la absorcion de minerales
por parte de la planta. Se ha indicado que la absorcion de NO3-, NH4+, PO42-, K+, Rb+ y
Fe+2 inducida por Azospirillum es el factor responsable en incrementar la materia seca foliar
y la acumulacion de minerales en tallos y hojas (Barton et al., 1986; Lin et al., 1983, Murty y
Ladha, 1988; Sarig et al., 1988).

El cultivo de sorgo, también un cultivo forrajero fuerte en México, presenta la misma
situacion ante suelos pobres en nutrientes, tan solo en primavera-verano 2005-2005, de 241
mil 151 hectareas sembradas con sorgo sélo se cosecharon 42 mil 115, con rendimientos de
1.06 toneladas por hectarea (SAGARPA, 2006).
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El norte de Tamaulipas, México, es una planicie semiérida, donde el sorgo, Sorghum bicolor
(L.) Moench, se ha cultivado en una superficie anual de 600 a 700 mil hectareas,
principalmente de temporal o secano, con un rendimiento medio de grano de 2.4 t/ hal
(Williams-Alanis et al. 2006). Este rendimiento ha representado una rentabilidad de

produccion critica, con una relacion beneficio-costo de 1.3 (Salinas-Garcia 2002).

Esta problemética motiva a los productores a buscar nuevas tecnologias que ofrezcan mayores

rendimientos.

En diferentes estados de la Republica Mexicana, el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha obtenido buenos resultados al tratar la semilla

con biofertilizantes (como bacterias del género Azospirillum y hongos micorrizicos).

A partir del 2000, en el Centro de Biotecnologia Gendmica (CBG) del Instituto Politécnico
Nacional se han aislado y caracterizado cepas de A. brasilense, nativas del norte de
Tamaulipas, y se ha determinado su potencial biofertilizante en condiciones controladas de

invernadero.

Los biofertilizantes son microorganismos del suelo que se asocian directa o indirectamente al
sistema radical de las plantas para favorecer su nutricion mediante la fijacion de nitrogeno, la
absorcion de fosforo (entre otros nutrimentos) y agua; estas acciones inducen un mayor

desarrollo vegetal y reproductivo de la planta.

La inoculacion con A. brasilense es altamente benéfica en gramineas como: maiz, cafia de
azUcar, pastos y sorgo, pues aporta de 30 a 50% de los requerimientos de nitrégeno de dichos
cultivos (Martinez-Morales et al., 2003; Viviene et al., 2004).
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La inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares ha mejorado la productividad de
diversos cultivos en condiciones de estrés hidrico (Al-Karaki y Clark 1998; Kaya et al. 2003;
Al-Karaki et al. 2004; Diaz-Moreno et al. 2007).

El impacto de la colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares se ha manifestado en un
mejor aprovechamiento de agua y de los nutrimentos inmdviles del suelo como fosforo, zinc y

cobre, en el incremento de longitud y profundidad radical y el desarrollo de hifas externas.

Ademas, la colonizacién de hongos micorrizicos arbusculares ha favorecido la accion
protectora contra algunos patogenos del suelo (Alarcon y Ferrera- Cerrato 2000; Jeffries et al.
2003).

La rizobacteria promotora del crecimiento, Azospirillum brasilense , ha incrementado la
productividad de diversos cultivos en ambientes de secano (Dobbelaere et al. 2001; Irizar et
al. 2003; Loredo-Osti et al. 2004; Diaz-Franco et al. 2005). Lo anterior se debe a las
actividades biosintéticas de A. brasilense, manifestadas en su capacidad de fijar nitrogeno, de
solubilizar el fésforo, de producir sideréfos y de sintetizar fitohormonas y enzimas que

regulan los niveles de las enzimas (Martinez et al. 2003; Loredo-Osti et al. 2004).

El efecto de A. brasilense en la morfologia de la raiz depende del genotipo y de la
concentracion de bacterias, cuyo nimero 6ptimo oscila entre 105 y 107 bacterias por semilla
(Dobbelaere et al. 2002).

En condiciones semidridas, esta rizobacteria promotora del crecimiento, A. brasilense,

incremento el rendimiento de grano de sorgo entre 5y 23% (Mendoza-Herrera et al. 2008).

Los beneficios de biofertilizar semillas, son importantes en estos cultivos como son: mayor
desarrollo radical, incremento del rendimiento y calidad del forraje. Se propone la

Biofertilizacion de esta graminea forrajera, como una estrategia para mejorar su
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establecimiento y produccion y propiciar asi, una mejor alimentacion del ganado en las zonas

semiaridas.

4.8 Bacillus megaterium.

La especie fue descrita por A. de Bary en 1884, que lo llamé Bacillus megaterium, pero no
dio una etimologia, sin embargo, algunos autores posteriores Ilamaron B. megaterio

suponiendo que el nombre estaba mal escrito.

Esta bacteria corresponde al género de Bacillus, es gram positiva, posee flagelos y puede
formar endosporas las cuales pueden llegar a contaminar. B. megaterium, es una de las
mayores Eubacteria, se encuentra en el suelo, y de ahi el nombre "mega" significa
"relativamente grande™ es un suelo comun saprofito. B. megaterium también es capaz de
sobrevivir en condiciones extremas, tales como ambientes desérticos debido a las esporas que

forma.

En el ambiente del suelo las bacterias se convierten metabdlicamente activas, cuando los
sustratos para su crecimiento estan disponibles, y forman esporas cuando sus nutrientes se
agotan. Esta es una estrategia utilizada por otros microbios en el suelo del habitat, incluidos
los hongos filamentosos y actinomicetos, que también predominan en el hébitat de suelo
aerobico. Estos grupos de microbios viven en el suelo y producen antibi6ticos en relacion con
sus procesos de esporulacion. Puesto que muchas especies formadoras de endosporas
efectivamente puede degradar una serie de biopolimeros (proteinas, almidén, pectina), se
supone que juegan un papel importante en los ciclos bioldgicos de carbono y nitrégeno. De
esta forma se considera a B. megaterium como una especie de bacteria usada como un

inoculante de suelo en la agricultura y la horticultura.

En el estudio realizado por Xuan et al.(2012) se evaluaron los efectos de la co-inoculacion
con bacterias solubilizadoras de fosfatos (PSB) y bacterias fijadoras de nitrogeno (NFB) y la

solubilizacion de la roca fosforica (RP) en el efecto sobre el crecimiento, promocion y la
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absorcion de nutrientes por las plantas de semillero de nogal. Dos cepas de Pseudomonas
chlororaphis PSB B. megaterium, y dos cepas NFB Arthrobacter pascens y Burkholderia
cepacia, fueron seleccionados para investigar la interaccion entre PSB y NFB en medio
liquido. La concentracién maxima de soluble fosforo (P) se determiné en el cultivo de mezcla

de P. chlororaphis y A. pascens.

Se encontro entre el pH y la concentracion de P soluble, asi como la produccion total de acido
orgénico y P solubilizacién. Co-inoculacién con P. chlororaphis y enmienda A. pascens con
RP dio lugar a la mayor altura de planta, brotes y las raices de peso seco, P y nitrdgeno (N) la
absorcion de las plantulas de nogal, y los importes maximos de P disponible y N en suelos
bajo condiciones de casa sombra. Sin embargo, se mezclé la inoculacién con B. megaterium y
A. pascens. Los resultados demostraron que la co-inoculacion con PSB y modificacion NFB
con RP podria ser una alternativa prometedora y opcién para utilizar esta fuente potente como
fertilizante de P en plantas de nuez y mantener una mayor nutriente disponibilidad en los
suelos.

Cuadro 1. Clasificacion cientifica de B. megaterium

Phylum: Firmicutes
Class: Bacilli

Order: Bacillales
Family: Bacillaceae
Genus: Bacillus
Species: B. megaterium

Binomial name

Bacillus megaterium
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4.9 Vrgibacillus koreensis

El género Virgibacillus fue propuesto por primera vez por Heyndrickx et al. (1998).

El género Virgibacillus comprende 11 especies reconocidas, que comprende a Virgibacillus
olivae (Quesada et al., 2007) y Virgibacillus halophilus (An et al., 2007) siendo

recientemente descrita la especie Virgibacillus pantothenticus (Heyndrickx et al., 1998).

Durante un estudio reciente de la diversidad microbiana del lago Keke sal en la cuenca
Qaidam de la provincia de Qinghai, en el noroeste China, se encontraron bacterias hal6filas
en forma de vara, designada cepa YIM kknyl6T, se aislé a partir de una solucion de lodo

salina.

La caracterizacion fenotipica y taxonomica junto con el andlisis filogenético basado en
secuencias de rRNA 16S genes, mostraron que la cepa YIM kknyl6T estaba relacionada con

los miembros del género Virgibacillus, pero representa una nueva especie.

Las células son estrictamente aerobios, moviles y son bacilos Gram-positivos.
Cuadro 2. Clasificacion Cientifica de Virgibacullus Koreensis

Phylum: Firmicutes

Class: Bacilli

Order: Bacillales

Family: Bacillaceae

Genus: Virgibacillus

Species: Virgivacillus carmonensis

Virgibacillus dokonensis

Virgibacillus halodenitrificans

37


http://en.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
http://en.wikipedia.org/wiki/Bacilli
http://en.wikipedia.org/wiki/Bacillales
http://en.wikipedia.org/wiki/Bacillaceae

EVALUACION DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO, EN 2013
PLANTULAS DE MAIZ Y SORGO AISLADAS DE DIFERENTES REGIONES DE
MEXICO

Virgibacillus koreensis
Virgibacillus marismortui
Virgibacillus necrépolis
Virgibacillus pantothenticus
Virgibacillus proomii

Virgibacillus salexigens

4.10 Ensifer adhaerens

El género Ensifer y el género Sinorhizobium, fueron reconocidos recientemente formando un
unico clado filogenético (Balkwill, 2005; Willems et al., 2003) y ahora pertenecen al mismo
género, por lo que todas las especies del género Sinorhizobium se han transferido al género
Ensifer, de conformidad con el articulo 38 del Cddigo bacterioldgicas (Young, 2003, la
Comision Judicial, 2008).

El género Ensifer, en la actualidad incluye once especies (Wang et al, 2002;. Wei et al, 2002.;
Young, 2003; Toledo et al. 2003). Dos especies nuevas, Ensifer mexicanus y Sinorhizobium
chiapanecum, han sido descritas, pero los nombres no han sido aun publicado validamente
(Lloret et al 2007;. Rincon-Rosales et al, 2009.).

Martens et al. (2007, 2008) demostraron recientemente que el poder discriminativo del
MTAS para la identificacion de especies y la delimitacién es superior al gen 16S rRNA,
realizando analisis de secuencias de ADN e hibridacién del ADN- dentro del género Ensifer.
Ensifer adhaerens es una bacteria del suelo que es capaz de adherirse a otras bacterias y lisar
suelo, aunque no es un depredador obligado y no es nutricionalmente exigente (Casida, 1982).
Debido a esta inusual actividad depredadora y otras caracteristicas morfoldgicas,
principalmente del organismo se consideré como mas similar a la gemacion, como lo indica el
Manual appendaged bacterias sensu Determinativa de Bergey Bacteriologia, 8 # edicion
(Buchanan y Gibbons, 1974).
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Se determind que Sinorhizobium / Ensifer es un género de bacterias fijadoras de nitrégeno
(Rhizobium).

Se observo que E. adhaerens es no simbidtica, pero posee la capacidad de nodular como
Phaseolus vulgaris y Leucaena leucocephala cuando se les proporciona plasmidos
simbioticos de Rhizobium tropici CFN 299 (Rogel et al., 2001), esta evidencia sugiere que E.
adhaerens representa a un grupo de rizobios no simbidticos. Su notable actividad depredadora
y el hecho de que los métodos filogenéticos no se utiliza ampliamente en el momento han
contribuido al hecho que no se habia reconocido facilmente como Rhizobium cuando se aislé

por primera vez. (Casida, 1982).

Cuadro 3. Clasificacién cientifica de Ensifer adhaerens

Phylum: Proteobacteria
Class: alphaproteobacteria
Order: Rhizobiales
Family: Rhizobiaceae
Genus: Ensifer

Species: E. adhaerens

4.11 Brevibacterium frigoritolerans

El género Brevibacterium ha sido dificil para los taxonomistas de clasificar debido a su
estrecha similitud morfoldgica a otros géneros. Desde que fue propuesto en 1953, el género a

menudo ha sido redefinido.
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Brevibacterium es un género de bacterias del orden de los Actinomycetales. Son organismos

Gram-positivos del suelo. Es el Gnico género en la familia Brevibacteriaceae.

Brevibacterium (Ameérica brevis, corto y griego bajsgqgia, varilla) tiene especies que son
estrictamente aerobicas, organotréficas y quimio-bacterias pertenecientes a la familia

Brevibacteriaceae.

Durante su crecimiento el microorganismo presenta una forma distinta en varilla joven y
forma de coco. Las células son por lo tanto variables en longitud. Muchas de las células estan
dispuestas en un angulo para dar formas de V. Ambas formas, cocoides y de varilla son

Gram-positivas, pero algunas cepas tienen mayor facilidad de decolorar.

El color de las colonias varia de naranja (B. megaterium), pasando por el gris-blanco (B.
epidermis., B. casei) y purpura (B. iodinum). La pigmentacidn naranja (carotenoides) de este
tipo de cepa a menudo depende de la luz. La coloracion purpura de B. iodinum es como
resultado de la produccion y secrecion de cristales de color purpura de un derivado de

fenazina, llama iodinina (Jones y Keddie 1986).

Brevibacterium muestra un crecimiento en un medio completo (peptona-extracto de levadura
agar) con un pH neutro. La temperatura Optima de crecimiento es 20 -30°C o 37 °C

dependiendo de la especie y la tension.

Todas las cepas estudiadas toleran o son a veces estimuladas por la adicion de NaCl al

medio. Se requiere un pH minimo de 6,0 para el crecimiento.

Varios estudios han informado sobre la produccion de los aminoacidos L-lisina y el &cido L-
glutamico por la especie de Brevibacterium, incluyendo B. flavum y B. lactofermentum (Shiio
et al. 1963, y Momose Takagi 1978, Das et al. 1995, Shiratsuchi et al. 1995, Leuchtenberger
1996).

Cuadro 4. Clasificacion cientifica de Brevibacterium frigoritolerans

Kingdom: Bacteria
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Phylum: Actinobacteria
Order: Actinomycetales

Suborder: Micrococcineae

Family: Brevibacteriaceae
Breed 1953

Genus: Brevibacterium
Breed 1953

Type species

Brevibacterium linens

Species

B. acetyliticum, B. albidum, B.
antiqguum,

B. aurantiacum, B. avium, B. casei, B.
celere, B. divaricatum, B. epidermidis,
B. frigoritolerans, B. halotolerans, B.
immotum, B. iodinum, B. linens, B.
luteolum, B. luteum, B. mcbrellneri, B.
otitidis, B. oxydans, B. paucivorans, B.
permense, B. picturae, B. samyangense

B. sanguinis, B. stationis

4.12 Tratamiento de semillas con clotianidina.

El tratamiento de semillas, a pesar de ser una practica tan antigua en la agricultura, se ha
convertido en una practica de gran importancia como herramienta de control, gracias a la
introduccion de nuevos fungicidas e insecticidas formulados especificamente para el

tratamiento de semillas.

Dentro del mercado de tratamiento de semillas, con la introduccién de la clotianidina (nombre
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comercial Poncho) en el afio 2004 en los Estados Unidos, se dio un cambio tecnol6gico que
vino a revolucionar el mercado de la proteccion de plagas en maiz y otros cultivos, se ha

convertido en un producto lider.

En un estudio realizado por Karnataka, (2007), donde se evaluo la eficacia bioldgica de
Clotianidina (Poncho 600 FS) en tratamiento de semillas a diferentes dosis, junto con
aparadores de semillas populares contra las plagas del algodén, como chupadores tempranos
en algoddn de secano durante dos temporadas. Los resultados del analisis agrupado indic6 que
el tratamiento de semillas con Clotianidina (Poncho 600 FS) en 9 ml / kg tuvo una proteccion

de las tres plagas del algodon (trips, pulgones, Jassids) plagas chupadores de temporada.

Significativamente hubo mayor rendimiento de semilla de algodon (11,23 g / ha) que fue
recolectada de los tratamientos con cloianidina (Poncho) 600 FS 9 ml / kg parcelas tratadas
que fue seguido de cerca por Imidacloprid 70 WS 10 g / kg semillas. No hubo fitotoxicidad
del clotianidina (Poncho) 600 FS tratamientos sobre el algodén hibrido DHH-11.

4.13 Caracteristicas de la Clotianidina.

La Clotianidina es clasificada como insecticida. Su ingrediente activo es de accién sistémica y
de contacto, que ofrece la maxima proteccion sistémica de la semilla y la plantula. Posee

excelente residualidad es altamente efectivo y seguro en el control de insectos de suelo.

Cuadro 5. Descripcion de poncho.

Modo de accion Sistémica, de ingestion y de contacto.

Grupo Quimico: Nitroguanidina
Principios Activos Clotianidina = 600 g/l
Formulacion Suspension concentrada para tratamiento de semillas (FS).
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Mezclas y restricciones

Cultivos

Plagas que controla en

maiz.

Plagas que controla en

sorgo.

Pasturas y gramineas

Se aplica exclusivamente de manera preventiva antes de la
siembra. Se debe lograr una aplicacion exacta de la dosis
recomendada por semilla lo cual se logra Unicamente en
instalaciones disefiadas para tal fin y bajo un tratamiento
profesional. Debe ser un equipo especial para lograr la calibracion
recomendada, disefiados para su utilizacion en Plantas de

Tratamiento Profesional de Semillas.

Maiz, Sorgo, Pasturas gramineas (Festuca, Agropiro, Pasto
Ovillo, Avena, Falaris, Rye Grass).

Bicho torito o Bicho candado (Diloboderus abderus),
Cascarudorubio (Cyclocephala spp.), Gusano alambre
(Discynetus agates), Gusano blanco o Vaquita tornasolada
(Colaspis spp.), Gusanos alambre (Agriotes spp.), Gusanos
blancos (Maecolaspis sp.), Hormigas podadoras (Acromyrmex
spp.), Orugas cortadoras (Agrotis spp.), Salta Perico (Conoderus
sp.).

Bicho torito o Bicho candado (Diloboderus abderus),
Cyclocéphalas (Cyclocephala spp), Colaspis (Colaspis spp),
Maecolaspis (Maecolaspis spp), Gusano alambre (Dyscinetus
gagates), Gusano alambre (Agriotes spp), Gusano alambre
(Conoderus spp), Pulgon del maiz (Rhopalosiphum maidis),
Pulgén verde de los cereales (Schizaphis graminum), Hormigas
podadoras (Acromyrmex spp), Hormigas podadoras (Atta spp),
Orugas cortadoras (Agrotis spp).

Bicho torito (Diloboderus abderus), Cyclocephala (Cyclocephala
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signiaticollis), Gusano alambre (Conoderus spp), Pulgon verde

(Schizaphis  graminis), Pulgon amarillo (Metopholodium

dirhodums).

Dosis Maiz: 0,3 10,5 cc/ 1.000 unidades de semilla.
Sorgo: 3001 500 cc/ 100 kg de semilla.

Clase toxicoldgica Clase Il (producto moderadamente peligroso)

La doble via de accion (sistémica y de contacto), sumada al gran espectro de control y
residualidad, brinda la maxima proteccién insecticida, tanto a la semilla como a la plantula,

durante todo el periodo de implantacion.

Este insecticida crea una "Celda de Maxima Seguridad", segun estudios revelados por ©
Bayer CropScience Argentina. Es decir la semilla tratada con clotianidina (Poncho) que

construye su propia "Celda de Méaxima Seguridad™ en tres fases.

1. Primera fase: Inmediatamente después de la siembra, clotianidina (Poncho) se activa con la
humedad del suelo y comienza a difundirse rapidamente alrededor del grano, formando la

"celda de méaxima seguridad".

2. Segunda fase: Durante la germinacion y el desarrollo de la pléantula, la "celda de méaxima
seguridad" comienza a expandirse por la zona radicular. La alta concentracion de ingrediente
activo disuelto en el suelo es absorbido por las raices y comienza a distribuirse

uniformemente en todos los tejidos vegetales (raices y parte aérea).
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3. Tercera fase: La "celda de maxima seguridad” se extiende a toda la zona radicular y se

estabiliza (Comportamiento en el suelo), manteniéndose activa por varias semanas.

Comportamiento en el suelo:

El adecuado balance de Clotianidina entre solubilidad en agua y adsorcion a la fraccion
organica del suelo, protege al insecticida aplicado "en origen™ de eventuales problemas de
lixiviacion (lavado por exceso de humedad del suelo) y le otorga una excelente estabilidad en
la zona de la rizosfera; asegurando una prolongada proteccion de insecticida tanto a la semilla,

como a la joven plantula (raiz, cuello, tallo y hojas).

Este insecticida posee una serie de ventajas para el tratamiento de semillas. Posee méaxima
proteccion sistémica de la semilla y la plantula y residualidad extendida al periodo de

implantacion.

Con esta tecnologia, se han podido mejorar los costos, los rendimientos y los ingresos de los
productores de maiz. Este producto ha mejorado la productividad de la produccion de maiz y
su aportacion de valor representa una ventaja competitiva para los productores y la industria

semillera.

Valor afiadido por ha.

Eficacia

Plagas Trozadory P. suelo, trozador
del suelo plagassecundarias vy p. secundarias

Figurall. Funciones de clotianidina.
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Ferraris et al., (2008) estudio el efecto de los insecticidas curasemillas (poncho) sobre la
eficiencia de estos microorganismos y se evaluo la respuesta agronémica a un promotor de
crecimiento conteniendo Micorrizas en su formulacion. Donde los resultados mostraron que la
respuesta agronémica a los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM) no

es afectada por el uso conjunto de fungicidas e insecticidas curasemillas.
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CAPITULO V

METODOLOGIA

5.1 Localizacion del sitio experimental.

Para la realizacion de esta investigacion, el experimento in vivo se desarrollo en el
invernadero y laboratorio del departamento de alimentos de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro, (U.A.A.A.N.), en Buenavista, Saltillo Coahuila, ubicada a los 25° 22' de
latitud norte y 101° 00' de longitud oeste, con una altitud de 1742 msnm; y presenta una

precipitacion media anual de 298.5mm

5.2 Anélisis de datos.

El analisis estadistico consistio en realizar un analisis de varianza (ANVA) y la comparacién
de medias con el programa estadistico MINITAB 16.

5.3 Variables evaluadas.

Los pardmetros que se evaluaron fueron aspectos como Altura de Planta (AP), Nimero de

Hojas (NH), Peso Fresco de Tallo (PFT),, Peso Fresco de Raiz (PFR), Peso Seco de Tallo
(PST), y Peso Seco de Raiz (PSR).

5.4 Material experimental.

El material utilizado en el experimento fue el siguiente:
*  Vasos de unisel con capacidad de 900ml donde se coloc6 el sustrato de siembra.

* 8 Bandejas de plastico donde se preparé el inoculo.
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* Balanza analitica digital (OHAUS) modelo TS120 expresada en gramos, la cual fue
usada para pesar cada una de las muestras obtenidas.
* Estufa de aire caliente marca MAPSA modelo HDP334.

5.5 Material vegetativo.

Como material vegetativo se usaron semillas de maiz y sorgo con poncho y maiz y sorgo sin

poncho. Las cuales fueron proporcionados por la empresa. EI maiz fue blanco y el sorgo

5.6 Material bioldgico.

Las cepas usadas en el experimento, se aislaron de muestras colectadas de suelos de diferentes
lugares del México, Veracruz, Hidalgo, Tamaulipas y Coahuila.

Las bacterias utilizadas fueron:

Bacillucis egaterium strain IAM 13418 aislada del estado de Tamaulipas del maiz.
Virgibacillus Koreensis strain BH 30097, aislada del estado d Veracruz, del café.

Ensifer Adhaerens strain LMG 20216, aislada del estado de Hidalgo del frijol.

Brevibacterium Frigori Tolerans strain DSM 8801 aislada del estado de Coahuila del cactus.

5.7 Aislamiento y conteo de presencia de microorganismos.

Se tomd un gramo de tierra el cual se diluyé en 9ml de agua destilada, se realizaron 3
diluciones (1x10%). De la tercera dilucién se tomaron 100 ul los cuales se sembraron en agar
rojo congo, y se incubaron a 30°C durante 48 y hasta 96 horas. Posteriormente se

identificaron las bacterias y se realizo el conteo.
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5.8 Capacidad fijadora de nitrégeno.

Para la cuantificacion de la capacidad fijadora de nitrogeno se llevd mediante la técnica de
Berthelot.

5.9 Cultivo de microorganismos.

Las cuatro cepas bacterianas aisladas fueron conservadas en un medio crioprotector
compuesto de glicerol y leche descremada (20%-5%), y se almacenaron a -20 °C.
Posteriormente se realizd la identificacion molecular de las cepas bacterianas La
identificacion molecular se realiz6 mediante la empresa Macrogen, Corea. Las cepas se
enviaron para su identificacion en criotubos de 2 ml, donde contenia la bacteria en medio
liquido y un 20% de glicerol. Se utilizé una hielera de nieva seca con hielo seco para el
transporte de las muestras a Macrogen. La identificacion se llevdé a cabo mediante la
secuenciacion del gen del 16s del ARNr. Los iniciadores utilizados para la amplificacion del
gen del 16s ARNr fueron el 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y el 1492R
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT) clasificados como iniciadores universales. Para la
secuenciacion del amplificado se utilizaron los iniciadores 518F
(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y 800R (TACCAGGGTATCTAATCC). Una vez
teniendo los resultados de la secuencia del gen del 16s del ARNr de cada bacteria, se
analizaron las secuencias en el programa Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y se

utilizé la base de datos 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea) de NCBI para

realizar homologia de las secuencias.

Después de haber conservado los microorganismos. Con un asa se resembro en cajas Petri en
agar rojo congo dejandolas incubar de 48 a 72 horas. Para cultivarlos se tomo colonias de la
resiembra la cual fue depositada en caldo nutritivo (100ml) en matraces Erlenmeyer, los

cuales fueron sometidos en un shaker durante 48 horas a 30°C y 150 rpm.
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5.10 Tratamiento de la semilla

5.10.1 Sanitizacién de semillas.

Para la sanitizacion de semillas, se hizo una seleccién, donde se descartd aquellas que
presentaran lesiones fisicas..
Se sumergieron en etanol durante 3 min con agitacion, después se enjuagaron con agua

destilada estéril.

5.10.2 Preparacion de sustrato.

Se codificaron vasos de unisel con capacidad del litro, segun el orden de los 6 tratamientos
con sus 15 repeticiones, los cuales fueron llenados con peatmoss y perlita con una relacion
70:30.

5.11 Preparacion de inoculo.

Para la inoculacion de semillas (maiz y sorgo), se prepard una solucion de 1300 ml con agua
destilada estéril y el indculo (1x10®) de cada una de las cuatro cepas. Se le dio uniformidad a
la concentracion de las cepas ajustando la absorbancia a 1 a una longitud de onda de 600 nm.

Cuadro 6. Preparacion de inoculo.

Cepa Inoculo H20
Virgibacillus koreensis 507ml 793ml
Ensifer adhaerens 48ml 1252ml
Bacillus megaterium 1288ml 12ml
Brevibacterum frigoritolerans | 616ml 684ml

5.12 Inoculacidn de semillas.

50



EVALUACION DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO, EN 2013
PLANTULAS DE MAIZ'Y SORGO AISLADAS DE DIFERENTES REGIONES DE
MEXICO

Las semillas previamente sanitizadas se sumergieron en charolas las cuales contenian la
solucion de cada cepa, se inocularon por separado las semillas (maiz y sorgo) con

clotianidina, y semillas sin clotianidina. El tiempo de inoculacion fue de 1 hora.

Figura 12. Inoculacion de semillas. Figura 13. Inoculacion de semillas.

Virgibacillus koreensis Ensifer adhaerens

Figura 14. Inoculacion de semillas figura 15. Inoculacion de semillas

Bacillus megaterium Brevibacterum frigori tolerans

Los tratamientos evaluados se muestran en el Cuadro 7.
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Tratamientos

C1

C2

C3
UFC(1x108)

Cc4
UFC(1x108)

C5
UFC(1x108)

C6
UFC(1x108)

Cuadro 7. Tratamientos.

Maiz y sorgo con cloianidina

Control de fertilizacion quimica
(semillas sin inocular, regadas con
fertilizante quimico)

Testigo absoluto  (semillas  sin
inocular regadas solo con agua)
Semillas inoculadas con la cepa
Virgibacillus koreensis y regadas
solo con agua

Semillas inoculadas con la cepa
Ensifer adhaerens y regadas solo con
agua.
Semillas inoculadas con la cepa
Bacillus megaterium y regadas solo
con agua.

inoculadas con

Semillas la cepa

Brevibacterum  frigoritolerans y

regadas solo con agua.

Maiz y sorgo sin clotianidina
Control de fertilizacion quimica
(semillas sin inocular, regadas con
fertilizante quimico)

Testigo absoluto (semillas sin
inocular regadas solo con agua)
Semillas inoculadas con la cepa
Virgibacillus koreensis y regadas
con agua

Semillas inoculadas con la cepa
Ensifer adhaerens y regadas solo
con agua.

Semillas inoculadas con la cepa
Bacillus megaterium y regadas solo
con agua.

Semillas inoculadas con la cepa
Brevibacterum frigoritolerans 'y

regadas solo con agua.

Una vez establecidos los tratamientos se procedio a sembrar, respetando maiz con clotianidina

los 6 tratamientos, maiz sin clotianidina con sus respectivos tratamientos, también se hizo lo

mismo con sorgo. Cabe mencionar que por cada tratamiento se sembraron 15 repeticiones,

para los 4 cultivos.

En los tratamientos, una vez sembrado el control quimico positivo se manej6 con fertilizacion

quimica usando sulfato de amonio mediante el riego, donde se adicionaban 200 ml del

preparado el cual consistia en agregar 0.3g de sulfato de amonio en 10 L de agua.
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5.13 Siembra.

Para llevar a cabo la siembra, se colocaron 3 semillas en cada vaso, antes preparados con

sustrato y por altimo se regd. Es importante mencionar que el riego fue cada tercer dia.

Figura 16. Siembra. Figura 17. Siembra.

5.14 Variables evaluadas

Altura de planta. Para conocer este pardmetro se utilizd una cinta métrica, tomando a la
planta desde su base hasta la punta de su Gltima hoja en formacion.

Numero de hojas. El conteo se realiz6 en los cultivos de maiz y sorgo tomandolas con
cuidado para evitar algun tipo de dafio.

Peso fresco de tallo y raiz. El procedimiento que se llevé a cabo para conocer estas variables
fue el siguiente: se inici6 lavando completamente la raiz para quitarle el exceso de tierra,
después con una navaja separamos el tallo de la planta para iniciar el pesado.

Peso seco de tallo y raiz. De igual forma para estas variables el procedimiento fue el mismo
que en peso fresco solo que para conocerlas, se dejaron ambas muestras en una estufa de aire

caliente a una temperatura de 60°C.
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Figura 18. Medicion de muestras.
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CAPITULO VI

RESULTADOS Y DISCUSION

6.1Seleccion de cepas
En el aislamiento de microorganismos se seleccionaron colonias que presentaban morfologia
relacionada a la literatura. Como se muestra en el cuadro 8.

Cuadro 8. Morfologia macroscépicade cepas seleccionadas.

Microorganismo | Elevacion | Borde Color Forma | Textura

Virgibacillus Elevada Entero Rojo Circular | Suave

koreensis

Ensifer Elevada Entero Rojo Circular | Mucoide

adhaerens

Bacillus Plana Entero Rojo Circular | Suave
) brilloso

megaterium

Brevibacterum Plana Enrollada | Rojo Circular | Pegajosa

L fuerte

frigori tolerans

Las cepas seleccionadas por presentar un rendimiento mayor en fijacion de nitrégeno in vitro
fueron:

Bacillucis egaterium strain IAM 13418 aislada del estado de Tamaulipas del maiz.
Virgibacillus Koreensis strain BH 30097, aislada del estado d Veracruz, del café.

Ensifer Adhaerens strain LMG 20216, aislada del estado de Hidalgo del frijol.

Brevibacterium Frigori Tolerans strain DSM 8801 aislada del estado de Coahuila del cactus.
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6.2 Prueba de promocion de crecimiento en plantulas

En cuanto al cultivo de microorganismos después de haber transcurrido el tiempo en
agitacion, los matraces presentaban un color turbio y se almacenaba biomasa al fondo lo cual
indicaba que habia buen crecimiento bacteriano.

Después de la Sanitizacion, las semillas de maiz cambiaban un poco de color tornandose
amarillo blanco.

La inoculacion de semillas tratadas con poncho perdia un poco el color rosa del clotianidina
poncho.

Los resultados de promocion de crecimiento se muestran en las graficas siguientes:

6.2.1 Maiz sin clotianidina

En la figura 20 se muestra la altura de planta, donde el testigo absoluto, que consta de riego
con agua fue quien tuvo los mayores rendimientos con promedio de 20.35 cm en altura de
planta en maiz sin poncho. Lo cual significa que al aplicar biofertilizantes en cultivo de maiz,

al evaluar la altura de la planta, no existe aportacion de efectos favorables por las cepas.
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Figura 20. Altura de planta en maiz sin clotianidina. . En cada figura, medias con letras
iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la Figura 21 se muestra la longitud de raiz, donde denota que la cepa B. megaterium fue
la cepa que presento efecto positivo en cuanto al pardmetro evaluado con un promedio de
32.5cm. Con una diferencia de 37% lo cual indica que la cepa en este caso si ejerce un efecto
al aumentar la longitud de la raiz en cultivo de maiz.

En el estudio realizado por Xuan et al.(2012) se evaluaron los efectos de la co-inoculacion
con bacterias solubilizadoras de fosfatos (PSB) y bacterias fijadoras de nitrégeno (NFB) y la
solubilizacion de la roca fosférica (RP) en el efecto sobre el crecimiento, promocién y la
absorcion de nutrientes por las plantas de semillero de nogal. Dos cepas de Pseudomonas
chlororaphis PSB  Bacillus megaterium, y dos cepas NFB Arthrobacter pascens y
Burkholderia cepacia, fueron seleccionados para investigar la interaccion entre PSB y NFB
en medio liquido. La concentracion méaxima de soluble fosforo (P) se determind en el cultivo
de mezcla de P. chlororaphis y A. pascens. Concluyendo también que estas cepas podrian

aumentar la altura de planta y el peso seco de la raiz.
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Figura 21. Longitud de raiz en maiz sin clotianidina. .En este tratamiento se muestran
diferencias significativas, al haber tres grupos con letras distintas (ANOVA, Tuckey, p>0.05,
MINITAB 16).

En el numero de hojas (figura 22), podemos observar que los tratamientos con las cepas
Bacillus megaterium y Brevibacterim frigori tolerans tuveron el mismo rendimiento en cuanto
a numero de hojas con promedio de 5.5, demostrando el mayor rendimiento en este
parametro, donde los testigos no superan a estos tratamientos con diferencia de 4.76%,

evidenciando que hay un efecto al aplicar biofertilizantes en cultivos de maiz.
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Figura 22. Numero de hojas en maiz sin clotianidina. En cada figura, medias con letras
iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con fertilizante quimico obtuvo los
mayores rendimientos en peso fresco tallo con promedio de 2.25¢g, evidenciando que en este
parametro las cepas no tuvieron efecto positivo, aunque se encuentra muy seguida la cepa

Brevibacterium frigoritolerans con promedio de 2.065. Figura 23
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Figura 23 Peso Fresco Tallo en maiz sin clotianidina. En cada figura, medias con letras
iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 24 Con los resutados por el analisis de varianza (ANVA) indican que en este
parametro evaluado, el testigo absoluto obtuvo los mayores rendimientos en peso fresco raiz
con promedio de 5.16 g. en este tratamiento las cepas no muestran efecto positivo, puesto que

no superan al testigo absoluto.

PESO FRESCO RAIZ (g)
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TRATAMIENTOS

figura 24. Peso Fresco Raiz en maiz sin clotianidina. En cada figura, medias con letras
iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16)

El testigo absoluto que consta de riego con agua obtuvo los mayores rendimientos con
promedio de 0.27g, en este parametro las cepas no obtuvieron efectos potivos puesto que

ninguna cepa supera a los testigos. Figura. 25
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figura 25. Peso Seco Tallo en maiz sin clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

Nuevamente los resultados arrojan que el testigo absoluto obtuvo los mayores rendimientos

con promedio de 0.55g, en en cuanto a la variable evaluada ninguna de las cepas muestra

efecto, por lo que las diferncias o efecctos de biofertilizantes aplicados en cultivos de maiz

son nulas.
0.8
0.7
d
0.6 a a a
C 0.5
N
E 0-4 IIIIIIIIII
o i - —
8 0.3 I:I:I-%I:I:
w T T T T 1 ) R
iy 0.2 |I|I|I|I|I mm
2 01 T RATAAY
' s s P
01 Fertilizacion Testigo Virgibacillus Ensifer Bacillus Brevibacterium
' quimica absoluto koreensis adhaerens megaterium frigoritolerans
-0.2

TRATAMIENTOS

61



EVALUACION DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO, EN 2013
PLANTULAS DE MAIZ Y SORGO AISLADAS DE DIFERENTES REGIONES DE
MEXICO

Figura 26. Peso Seco Raiz en maiz sin clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16). Figura 26.

6.2.2 Maiz con Clotianidina.

En maiz con poncho el tratamiento que consta de riego con fertilizacion quimica, sulfato de
amonio, obtuvo los mayores rendimientos en altura de planta con un promedio de 18.6¢cm, lo
cual indica que ninguna cepa tuvo efectos positivos para este tratamiento, descartando efectos
de cepas promotoras de crecimiento. Figura 27.
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Figura 27. Altura de Planta maiz con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 28. Al analizar la longitud de raiz, denota que la cepa E. adhaerens obtuvo los
mayores rendimientos con promedio de 29.9cm, marcando una diferencia de 93.65% con el
testigo absoluto. Se prueba que hay efectos positivos al aplicar biofertilizantes puesto que se

supera a los testigos.
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Figura 28. Longitud de Raiz maiz con clotianidina. En este tratamiento se muestran
diferencias significativas, al haber cinco grupos con letras distintas (ANOVA, Tuckey,
p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 29 podemos observar que la cepa Brevibacterium frigori tolerens, presenta
rendimientos mayores al superar a los testigos con un promedio de 5.5 hojas, con diferencias
de 4.76% en comparacion con el valor absoluto. en esta variable se prueba que la cepa actud,
obteniendo asi mejores rendimientos. Diversos estudios demuestran la factibilidad de mejorar
el comportamiento agronomico del maiz mediante el uso de biofertilizantes (Fallik y Okon
1996a; Fulchieri y Frioni, 1994; Purcino et al., 1996) desde la reduccién del tiempo de
germinacién y aumento de los porcentajes de germinacion y establecimiento de las plantulas
hasta incrementos sustanciales en los rendimientos finales del cultivo. Se menciona que del 13
al 20 por ciento del contenido de nitrégeno en maiz puede ser atribuido a la actividad fijadora

de nitrogeno de bacterias tales como Azotobacter (Soliman y Abdel Monem, 1994,
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Figura 29Nuemro de Hojas en maiz con clotianidina. En cada figura, medias con letras
iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 30 el testigo absoluto, tuvo los mayores rendimientos al presentar el promedio
mas alto de 2.01g, sin embargo los efectos de las cepas en la variable evaluada son nulos al no

superar a los testigos. Los biofertilizantes no muestran efecto para este cultivo. Figura 30.

35
d
% 3 2 a
9 25 T a a
= 7,
o 2 /
O
‘Iﬁ 1'5 1 1 . 111 1 1 1 1
E . 1 . 111 . 1 . 1
o ! NSsasars
E)OS e e
. 7 ==
Fertilizacion Testigo Virgibacillus Ensifer Bacillus Brevibacterium
quimica absoluto koreensis adhaerens megaterium frigoritolerans
TRATAIENTOS

Figura 30. En peso fresco tallo de maiz con clotianidina. En cada figura, medias con letras
iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).
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En la figura 30. La cepa de mayor rendimiento es Virgibacillus Koreensis con un promedio de
3.19, se puede probar que existe diferencia del 13.13% con la aplicacion de la cepa puesto que
son superados los testigos. Vikram et al. (2007) muestra incrementos en el desarrollo de raiz
y vastago de plantas de maiz por efecto de la inoculacion con Pseudomonas fluorescens. Este
efecto benéfico se potencio cuando las plantas de maiz fueron co-inoculadas con dos cepas
distintas de Bradyrhizobium, una bacteria con actividad fijadora de nitrégeno. Nezarat and
Gholami (2009) encontraron, por su parte, incrementos de hasta un 18.5 por ciento en la

germinacion de maiz inoculado con diversas cepas de Pseudomonas y Azospirillum.
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Figura 30. Peso Fresco Raiz maiz con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 31 testigo absoluto obtuvo los mayores rendimientos alpresentar el promedio mas
elevado de 0.26g, se denota que en este parametro no hay diferencias puesto que con la

alicacion de los fertilizantes puesto que los tratamientos no superan a los testigos.
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figura 31. Peso Seco Tallo maiz con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales no
difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 32 existe diferencias de 5.88% contra el testigo absoluto, por el efecto de la cepa
Virgibacillus koreensis al presentar el proedio mas alto de 0.36g, con estos resultados se
demuestra que hay efectos por cepas promotroras de crecimiento, puesto que los testigos no
superan a los tratamientos. La inoculacion con Azospirillum puede afectar positiva o
negativamente algunos parametros de las raices y del follaje, que estan atribuidos a efectos

positivos en la absorcidn de minerales por parte de la planta. (Barton et al., 1986).
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Fifura 32. Peso Seco Raiz maiz con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales no
difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

6.2.3 Sorgo sin Clotianidina.

En la figura 33 el tratamiento con ferilizacion quimica, obtuvo los mayores rendimientos por
encima de los demas tratamientos con la aplicacion de biofertilizantes, pues presento un

promedio de 14.21 cm.
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Figura 32. Altura de Planta sorgo sin clotianidina. En este tratamiento se muestran
diferencias significativas, al haber tres grupos con letras distintas, donde (a) es el grupo mayor
(ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 33 existe diferencias del 24.46% de la cepa Ensifer Adherens con el testigo
absoluto, puesto que denota mayor rendimiento con un promedio 15.11cm, muy por encima
de los demas trataientos y superando a los testigos, probando que existe efecto con las cepas
fijadoras de nitrogeno para el cltivo de sorgo sin poncho. La inoculacion con A. brasilense es
altamente benéfica en gramineas como: maiz, cafia de azlcar, pastos y sorgo, pues aporta de
30 a 50% de los requerimientos de nitrogeno de dichos cultivos (Martinez-Morales et al.,
2003; Viviene et al., 2004).
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Figura 33. Longitud de Raiz sorgo sin clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 34, existe efecto positivo al aplicar biofertilizantes para el cultivo de sorgo,
puesto que los mayores rendimientos obtenidos fueron proporcionados por las cepas
Virgibacillus koreensis con promedio de 5.28 hojas y la cepa Ensifer adharens con promedio
de 5.28 hojas ambas cepas obtuvieron el mismo valor con deiferencia del testigo absoluto de
12.10% superandolo. Se observa que al aplicacar biofertilizantes al cultivo de sorgo aumenta
el porcentaje de follaje. Esto indica que en realidad existe muy poca diferencia con la

aplicacion de biofertlizantes y los testgigos.
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Figura 34. Numero de Hojas sorgo sin clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

Los resultados arrojados por el analisis de varianza (ANVA), muestra que el tratamiento con
fertilizacion quimica, obtuvo los mayores rendimientos con promedio de 0.66g por encima de
los tratamientos con cepas promotoras de crecimiento. En este parametro no se muestra que

la aplicacion de biofertilizantes mejore el desarrollo de las plantulas de sorgo. Figura 35.
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Figura 35.Peso Fresco Tallo sorgo sin clotianidina. En este tratamiento se muestran
diferencias significativas, al haber tres grupos con letras distintas (ANOVA, Tuckey, p>0.05,
MINITAB 16).

En la figura 36 se muestran efectos positivos al aplicar bacterias promotoras de crecimiento,
la cepa E. Adhaerens es quien muestra los mayores rendimientos por encima de los demas
tratamientos con promedio de 0.93g, puesto que la cepa supera al testigo absoluto denotando
que los biofertilizantes actuan en el cultivo de sorgo. La inoculacién con A. brasilense es
altamente benéfica en gramineas como: maiz, cafia de azlcar, pastos y sorgo, pues aporta de
30 a 50% de los requerimientos de nitrogeno de dichos cultivos (Martinez-Morales et al.,
2003; Viviene et al., 2004).
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Figura 36. Peso Fresco Raiz sorgo sin clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 37 se muestra un efecto de la cepa B. frifgoritolerans con un promedio de
0.11g, y con una diferencia de 450% muy por encima de los tratamientos con las demas cepas
y superando al testigo absoluto. Evidentemente se muestra que los biofertilizantes si causan
un efecto, aumentado el peso seco del cultivo. La rizobacteria promotora del crecimiento,
Azospirillum brasilense , ha incrementado la productividad de diversos cultivos en ambientes
de secano (Dobbelaere et al. 2001; Irizar et al. 2003; Loredo-Osti et al. 2004; Diaz-Franco et
al. 2005). Lo anterior se debe a las actividades biosintéticas de A. brasilense, manifestadas en
su capacidad de fijar nitrégeno, de solubilizar el fésforo, de producir siderofos y de sintetizar
fitohormonas y enzimas que regulan los niveles de las enzimas (Martinez et al. 2003; Loredo-
Osti et al. 2004).
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figura 37. Peso Seco Tallo sorgo sin clotianidina. En este tratamiento se muestran diferencias
significativas al presntarse 3grupos con letras diferentes (ANOVA, Tuckey, p>0.05,
MINITAB 16).

En la figura 38 se muestran los resultados en los tratamientos inoculados analizados con ANVA,
indican variacion para peso seco de raiz. Al ser la cepa E. Adhaerens quien muestra los mejores
rendimientos al presentar el mayor promedio de 0.57g, superando al testigo absoluto con una
diferemcia de 2850%. La mayoria de los estudios sobre la asociacion Azospirillum-planta se han
realizado en cereales y pastos, los resultados obtenidos han demostrado incrementos en peso
seco total, concentracion de nitrégeno en follaje y grano, numero total de espigas, espigas
fértiles y mazorcas, floracién y aparicion de la espiga mas temprana, incremento en el
namero de espigas y granos por espiga, plantas mas altas e incremento en el tamafio de la hoja
y tasas de germinacién mas altas (Albrecht et al., 1981; Bashan, 1986; Fulchieri y Frioni,
1994; Stancheva et al. 1992). Ademas se ha observado un incremento en el desarrollo del
sistema de raices, tanto en longitud como en volumen (Bashan et al., 1996) y una promocion

del crecimiento vegetativo (Kapulnik et al., 1982, 1983).
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figura 38. Peso Seco Raiz sorgo sin clotianidina. En este tratamiento se muestran diferencias
significativas al presentarse 3grupos con letras diferentes (ANOVA, Tuckey, p>0.05,
MINITAB 16).

6.2.4 Sorgo con Clotianidina.

En la figura 39 se muestran los resultados obtenidos y analizados con el ANVA, y se puede
observar diferencia bajo los efectos de E. adhaerens al presentar el promedio mas alto de los
tratamientos con 12.7cm, evidenciando que hay efecto con las bacterias fijadorasde nitrogeno,
al ser superado el testigo absoluto con una diferencia de 14.72%. En un estudio realizado por
M. Antonio y col. (2001) donde utilizaron a E. adhaerens como fijadora de nitrégeno y

denotaron cambios en el aumento del crecimiento de la planta Leucaena.
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Figura 39. Altura de Planta sorgo con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 40 y mediante el ANVA se comprueba que hay efectos para esta variable
evaluada, al presentar mayor promedio la cepa E. adhaerens con 16.64 cm mostrando los
mayores rendimientos con una diferencia del 8.90% con el testigo absoluto. En este parametro
los testigos fueron superados, y se observa el efecto de los biofertilizantes aplicados en el
cultivo de sorgo. Santillana (2006) encontr6 que plantulas, inoculadas con tres dosis de
Pseudomonas sp. mostraron un mayor desarrollo de vastago y raiz que plantas control no

inoculadas.
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figura 40. Longitud Raiz sorgo con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales no
difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 41, los resultados arrojan que existen efectos al aplicar la cepa E. adhaerens. En
este parametro la cepa tiene un rendimiento superior al testigo absoluto con una diferencia de

5.02% con un promedio de 103.57 hojas.
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figura 41. Numero de Hojas sorgo con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 42, los resultados arrojados por el ANVA, denotan que existe diferencia de
49.25% al ser superado el testigo absoluto, al aplicar la cepa E. adhaerens mostrando mayor
rendimeinto con promedio de 1g. Nuevamente se observa que la aplicacion de biofertilizantes

aunmenta y mejora el desarrollo de las plantulas de sorgo.
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figura 42. Peso Fresco Tallo sorgo con clotianidina. En este tratamiento se muestran

diferencias significativas, al haber tres grupos con letras distintas (ANOVA, Tuckey, p>0.05,

MINITAB 16)

En la figura 43 los resultados obtenidos por el ANV A podemos denotar nuevamente que la

cepa E. adhaerens, muestra los mayores rendimientos al obtener el promedio mas alto para

este parametro con promedio de 1g, mostrando que existe efecto al aplicar esta cepa puesto

que muestra una diferencia de 49.25%. Se ha indicado que la absorcion de NO3-, NH4+,

PO42-, K+, Rb+ y Fe+2 inducida por Azospirillum es el factor responsable en incrementar la

materia seca foliar y la acumulacion de minerales en tallos y hojas (Murty y Ladha, 1988;

Sarig et al., 1988).
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figura 43. Peso Fresco Raiz sorgo con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

En la figura 44 no se muestra diferencia puesto que el tratamiento de fertilizacion quimica con
sulfato de amonio supera a los tratamientos que contenian cepas promotoras de crecimiento,

el tratamiento muestra el promedio mas alto de 0.051g.
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Figura 45. Peso Seco Tallo sorgo con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).
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En la figura 46. Nuevamente el rendimiento mas alto corresponde al tratamiento con
fertilizaccion quimica con sulfato de amonio, evidenciando que los tratamientos con
biofertilizantes no superan a los testigos, puesto que el tratamiento muestra un promedio de
0.051g.
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figura 46. Peso Seco Raiz sorgo con clotianidina. En cada figura, medias con letras iguales no
difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05, MINITAB 16).

6.3 Cepas con rendimientos mayores.

En los siguientes cuadros podemos observar el resumen de las graficas, de ambos cultivos

con sus respestivas variables.

Cudro 9. Resumen de graficas con los nombres de las cepas.

Maiz Maiz Sorgo Sorgo
con clotianidina  sin clotianidina  con clotianidina  sin clotianidina
Altura planta Ensifer
adhaerens
Altura raiz Bacillus Ensifer Ensifer Ensifer
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megaterium adhaerens adhaerens adhaerens
Ndmero Bacillus Brevibacterium  Ensifer Ensifer
de hojas megaterium Frigori adhaerens adhaerens
tolerans
Peso fresco tallo Ensifer Ensifer
adhaerens adhaerens
Peso fresco raiz Virgibacullus Ensifer Ensifer
Koreensis adhaerens adhaerens
Peso seco tallo Brevibacterium
Frigori tolerans
Peso seco raiz Virgibacullus
Koreensis

En los cuadros 10 y 11 se muestran tablas con los promedios de ambos cultivos

respectivas variables pudiendo notar la diferencia que existe.

Cuadro 10. Parametros evaluados con mejor promedio de maiz.

con sus

Cultivo Maiz sin clotianidina Maiz con clotianidina
Parametro Fertilizacion | Testigo | Muestra Fertilizacion | Testigo | Muestra
quimica absoluto | con mayor | quimica absoluto | con mayor

promedio promedio

Altura planta | 19.55 20.35 16.5 18.67 18.4 14.87

Altura raiz 23.5 23.5 32.5 19.5 27.4 29.9

Nimero de |5 5.2 55 5.2 5.2 55

hojas

Peso  fresco | 2.05 2.25 1.66 1.72 2.13 1.55

tallo

Peso  fresco | 3.5 5.16 3.38 2.1 2.7 3.1
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raiz
Peso seco | 0.26 0.27 0.19 0.21 0.26 0.21
tallo
Peso seco raiz | 0.43 0.55 0.42 0.29 0.34 0.36

Cuadro 10. Podemos notar que el tratamiento con fertilizacion quimica, en maiz sin

clotianidina no supera a los demas tratamientos, y en maiz con clotianidina solo una vez

supero al resto de los tratamientos.

Cuadro 11. Parametros evaluados con mejor promedio en sorgo. En esta tabla se observa

claramente que en sorgo con poncho la fertilizacion qumica no supera a los tratamientos y en

sorgo sin poncho solo en 2 ocasiones fue mas alto.

Sorgo sin clotianidina

Sorgo con clotianidina

Parametro Fertilizacion | Testigo | Muestra Fertilizacion | Testigo | Muestra

quimica absoluto | con mayor | quimica absoluto | con mayor
promedio promedio

Altura planta | 14.21 9.67 12.18 11.55 11.07 12.7

Altura raiz 12.64 12.14 15.11 13.82 15.28 16.64

NUumero de |5.2 4.7 5.2 5.5. 55 5.8

hojas

Peso  fresco | 0.66 0.23 0.55 0.59 0.67 1

tallo

Peso  fresco | 0.6 0.3 0.9 0.5 0.6 1

raiz

Peso seco | 0.07 0.02 0.11 0.05 0.03 0.04

tallo

Peso seco raiz | 0.05 0.02 05 0.05 0.03 0.04
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6.4 Evaluacion de la poblacion microbiana de la raiz.

Para corroborar que los microorganismos se encotraban en la raiz se realizo un conteo en

placa de lo que se obtuvo.

Despues de haber tomado muestras para los analisis, tambien se tomo una cantidad de 2 g de

sustrato el cual fue analizado en el laboratorio para corroborar que la bacteria se encontraba

en el tratamiento, y tambien realizar el conteo de colonias, donde se obtuvieron estos

resultados.

Las siguientes tablas muestran la presencia de las bacterias en los tratamientos de ambos

cultivos.

Cuadro 12. Presencia de microorganismos en tratamiento con Virgibacillus koreensis.

Cepa Presencia de microorganismos UFC/g
Virgibacillus koreensis Si No

Maiz sin poncho v 0

Maiz con poncho v 100, 000
Sorgo con poncho v 0

Sorgo sin poncho v 90, 000

Cuadro 13. Presencia de microorganismos en tratamiento con Ensifer adhaerens.

Cepa Presencia de microorganismos UFC/g

Ensifer adhaerens Si No

Maiz sin poncho v 152, 500
Maiz con poncho v 87, 500
Sorgo con poncho v 96, 600
Sorgo sin poncho v 107,500
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Cuadro 14. Presencia de microorganismos en tratamiento con Bacillus megaterium.

Cepa Presencia de microorganismos UFC/g

Bacillus megaterium Si No

Maiz sin poncho v 112, 500
Maiz con poncho v 100, 000
Sorgo con poncho v 23, 300
Sorgo sin poncho v 55, 000

Cuadro 15. Presencia de microorganismos en tratamiento Brevibacterium frigoritolerans.

Cepa Presencia de microorganismos UFC/g
Brevibacterium frigoritolerans Si No

Maiz sin poncho v 55, 000
Maiz con poncho v 100, 000
Sorgo con poncho v 20, 000
Sorgo sin poncho v 0
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

La cepa Ensifer Adhaerens strain LMG 20216, obtenida del estado de Hidalgo del cultivo de
frijol, fue la que en la mayoria de las variables analizadas, realiz6 incremento significativo
comparado con los demés tratamientos y la clotianidina no realizé ningln efecto negativo
hacia esta cepa.

La adicion de los biofertilizantes, superaron a la aplicacion de los fertilizantes quimicos,
porque los valores obtenidos en las variavles medidas, superaron en gran manera a estos
ultimos compuestos. Lo anterior quiere decir que, en ambos cultivos donde se agregd la
clotianidina, no se presento efecto negativo e inclusive hay aumento de germinacion.

Al aplicar la bacteria Ensifer Adharens, mezclada con clotianidina, se presenté mayor efecto
en la germinacion el cultivo de sorgo, que en el maiz.

Cuando se agreg6 el incecticida clotianidina, éste no causo efecto secundario en las semillas
biofertililizadas, sino por el contrario, podemos concluir que las semillas tratadas con este
compuesto y el biofertilizante, tienen un por ciento de germinacion mas elevado que semillas
sin clotianidina.

Los biofertilizantes son una alternativa favorable para la promocién de crecimiento en plantas,
como resultado de esto se pueden aumentar los rendimientos sin depender en gran medida de
los fertilizantes quimicos, los cuales al ser utilizado de manera inadecuada causan dafos

ecologicos, ambientales y problemas de salud en animales y humanos.
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