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RESUMEN

Esta investigacion se realizdé durante el periodo Ago. 2011- Feb. 2012, en el
laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento de Horticultura de la Universidad
Autébnoma Agraria Antonio Narro, para conocer la viabilidad de Azospirillum en
respuesta a la concentracion de nitrégeno inorganico, al ser inoculada en plantas de
lechuga romana después de un ciclo productivo. El experimento se realizé en un
suelo franco arcillo limoso desinfectado, se inocularon con cepas de Azospirillum,
C3, C5, Sp7 (Azospirillum brasilense) y la mezcla de la C3+C5, en concentracion de
10° UFC ml™, distribuidas en 33 tratamientos los cuales contenfan estas bacterias
mas la solucion nutritiva schuartz, con ocho concentraciones de nitrégeno 5, 10, 15,
20, 25, 50, 75 y como testigo 0 %. Para identificar y cuantificar el género Azospirillum
se tomaron tres muestras de 2 cm de raiz por planta colocandose en solucion salina
de NaCl al 0.086 % e incubaron por 72 h a 32 C, de cada tubo se tomo6 un ml del
extracto, enseguida se realizd la siembra en tubos con medio Nfb semiliquido
incubandose a 32 T por 48 h. Pasado este tiempo los tubos presentaron el halo
caracteristico del género Azospirillum las cuales fueron sembradas en medio Nfb
sélido con Rojo Congo por estria. Estas se incubaron a 32 T por 24 h. Los datos
obtenidos de esta investigacion se analizaron con un disefio de bloques al azar con
un arreglo factorial A*B. Se evalu6 la concentracion de Azospirillum en raices de
lechuga, por medio del método de dilucion en placa y el contenido de nitrégeno en
hojas de lechuga. Los resultados obtenidos de cada variable mostraron diferencia
entre cepas, y la prueba de comparacion de Tukey (P< 0.05) para la concentracion
de nitrégeno se produjo 3.76% de N con la aplicacion de 15 % de nitrégeno quimico,
interactuando con la cepa 3. Se concluye que después de un ciclo productivo del
cultivo de lechuga romana y sin inoculacién en el ciclo siguiente se mantiene viable el

Azospirillum. E incrementa en contenido de nitrégeno en un 15 % en el follaje.

Palabras clave: Lechuga Romana, Azospirillum, Concentracion de Nitrogeno, Cepa.



INTRODUCCION

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

indispensables para el organismo.

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

diferentes regiones del pais.

La importancia del cultivo de la lechuga ha ido incrementandose en los ultimos

afos, debido a la diversificacion de tipos varietales.

La necesidad de sustituir la agricultura convencional a base de agroquimicos
por una agricultura sostenible menos agresiva con el medio ambiente, ha llevado a la
investigacion y desarrollo de nuevos productos que sean biotecnolégicamente
viables con un impacto minimo para el ecosistema y para la salud humana,
permitiendo aumentar la calidad nutricional y rendimiento de los cultivos dentro de

tecnologias mas amigables con la naturaleza.

Una alternativa viable que contribuye favorablemente con este proposito es el
uso de biofertilizantes, los cuales recuperan la fertilidad y productividad del suelo y
permiten darle a las plantas los nutrimentos necesarios para su crecimiento
contribuyendo en este sentido a mejorar la calidad de los cultivos para su produccion

agricola.

El  Azospirillum se considera como uno de los géneros de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal mas estudiados en la actualidad debido a su
1



capacidad de mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo, asi como el

rendimiento de numerosas especies vegetales de interés agricola.

Azospirillum sp es una bacteria de vida libre 0 en asociacion con plantas,
pertenece a un grupo de bacterias Gram negativas, fijador de nitrégeno en
condiciones microaerofilicas, productor de fitohormonas como auxinas, giberelinas y
citocininas que promueven el crecimiento en muchos cultivos de importancia

agronémica.

Uno de los principales mecanismos propuestos en la actualidad para explicar la
promocién del crecimiento vegetal en plantas inoculadas con Azospirillum sp; se
relaciona con su capacidad de producir y metabolizar compuestos reguladores del
crecimiento vegetal o fitohormonas. En tal sentido, sabemos que cerca del 80% de
las bacterias aisladas de rizosfera son capaces de producir compuestos de tipo acido
3-indol acético (AIA) (Cheryl and Glick 1996).

Actualmente son reconocidas seis especies en el género Azospirillum, esta es
una bacteria mas asociada a las plantas y se dice que los mecanismos del efecto de
las bacterias promotoras de crecimiento no son bien comprendidos; sin embargo, se
ha sugerido un amplio rango de posibilidades que incluye efectos directos o
indirectos. El efecto directo consiste en un aumento en la movilizacion de nutrimentos
solubles, seguido por el mejoramiento de absorcion de las plantas. Los efectos
indirectos incluyen el aumento de fijacion de N;, al mejorar la longitud de la raiz y el
aumento de la actividad nitrogenasa, los cuales inducen resistencia sistémica a la

planta.

En la rizésfera los exudados producidos dependen del tipo de cultivo y region,
estudios revelan que al inocular lechuga con bacterias promotoras de crecimiento se
incrementa el nitrégeno en follaje de lechuga, en un rango de 4.5 a 4.9 % utilizando
10 ° células ml (Diaz- Vargas et al., 2001).



OBJETIVO GENERAL

Conocer la viabilidad de Azospirillum sp en raices de lechuga romana después
de un ciclo fenoldgico sin aplicar la bacteria en suelo franco arcillo limoso con ocho

concentraciones de nitrégeno inorgénico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar por morfologia y bioquimica cepas de Azospirillum sp.

Encontrar la cepa de Azospirillum sp que se mantenga viable e incremente su
produccion con el menor contenido de nitrégeno inorganico en lechuga romana cv.

Great Lakes.

HIPOTESIS

Al menos una de las cepas permanezca viable de un ciclo productivo a otro en

lechuga romana con alguna concentracién de nitrdgeno inorganico.



REVISION DE LITERATURA

Origen e importancia econémica de la lechuga

La lechuga tiene su centro de origen en la cuenca del Mediterraneo, los
primeros indicios de su existencia datan de aproximadamente 4,500 afios A. C. en
grabados encontrados en tumbas egipcias, en donde se observan lechugas
similares a las conocidas como tipo esparrago. También fue conocida y cultivada por
los antiguos persas, griegos y romanos, desde el mediterrdneo su cultivo se
expandio rapidamente por Europa y fue introducida en América por los primeros

colonizadores en el afio 1494 y su cultivo se difundio rapidamente.

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una de los cultivos horticolas mas importantes
a nivel mundial. Se utilizan fundamentalmente sus hojas tiernas, que frecuentemente

tienden a formar cogollo. En algunas variedades se utiliza el tallo engrosado.

La importancia del cultivo de la lechuga ha ido aumentando en los ultimos afios,
debido tanto a la diversificacion de tipos varietales como al incremento de la
superficie sembrada.

Caracteristicas botanicas

La lechuga es una planta anual de dias largos y ciclo corto, que se consume en
estado joven antes de llegar a floracion. Desarrolla una roseta de hojas enteras, que
forman cogollo. Después del acogollado, el tallo experimenta un alargamiento y el

apice evoluciona en escapo floral.

Pertenece a la familia Asteraceae y corresponde a la especie Lactuca sativa,
presenta una gran diversidad genética ya que existen diferentes tipos de especies

caracterizados por sus diferentes tipos de hojas y habito de crecimiento de la planta.



La raiz. La raiz de la lechuga es de tipo pivotante, pudiendo llegar a medir
hasta 30 centimetros. Esta hortaliza posee un sistema radicular bien desarrollado,
estando de acuerdo la ramificacion a la compactacion de suelo; asi un suelo suelto
tendra lechugas con un sistema radicular mas denso y profundo que un suelo

compacto.

El sistema radicular es pivotante de 25-30 centimetros de profundidad, corto y

con ramificaciones.

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

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

Las hojas. Las hojas son grandes, simples, de forma redondeada, oblonga, de

superficie lisa u ondulada, de color verde.

Produccién nacional

De acuerdo a los datos de SAGARPA en el resumen nacional por delegacion
hasta abril del afio 2012 en el cultivo de lechuga incluyendo los de riego y temporal,
los estados con mayor superficie sembrada y superficie cosechada son: Guanajuato,
Baja California, Puebla, Aguascalientes, Michoacan, Jalisco, Zacatecas y Sonora. El
estado de Guanajuato es el que tiene mayor produccion con 27,580 ton. Seguido por
Baja California con 18,346 ton y puebla con 12,473 ton. El estado que obtuvo mayor
rendimiento promedio fue Coahuila con 39,440 Kg-ha™, seguidos por Aguascalientes

con 32.694 Kgha™ y en tercer lugar San Luis Potosi con 32,000 Kg-ha™.

Descripcion del material (var. Great Lakes)

Lactuca sativa L. var. Crispa L.: corresponde a las lechugas de cabeza, Great
Lakes o Batavias. Este tipo forma numerosas hojas de borde irregularmente
recortado; las externas se disponen abiertamente y las mas nuevas e internas

forman un cogollo o grumo central compacto, llamado cabeza.



Las lechugas de este tipo son de mayor tamafio, pudiendo llegar a pesar mas

de 1 kg, y presentan un periodo siembra a cosecha largo (mas de 100 dias).

Por ser el tipo predominante en el principal pais productor del mundo, Estados
Unidos, por su utilizacion preferente en bares de ensaladas y hamburguesas, y por
una creciente aceptacion en muchos paises, existe una amplia disponibilidad de
cultivares, siendo los mas representativos Climax, Empire, Great Lakes 659, Great

Lakes 118, Merit, Mesa 659, Minetto, Salinas y Vanguard.

Género Azospirillum

Esta especie fue descubierta en 1922 por Beinjerick y se le llamo inicialmente
Spirillum lipoferum. Estas bacterias son bacilos ligeramente curveados a menudo
con puntos en los extremos, Gram negativos, moviles, es microaerofilicas con
diametro celular es de 1 um y pH de crecimiento entre 6.8 y 7.8 (Madigan y Parker,
1999). Actualmente son reconocidas siete especies en aunque las mas comunes son
Azospirillum; lipoferum y A. brasilense. (Ecker et al, 2001). Esta bacteria puede ser
de vida libre 0 asociada con las raices de los cereales, pastos y plantulas tuberosas.
Azospirillum sp ha sido el objetivo de numerosos estudios por su capacidad de fijar
nitrégeno asociado con las raices de diversos cultivos de importancia agrondmica
(Dobbeleare et al., 2001), son conocidas como Gram negativas del grupo de las

protobacterias.

Ventajas del uso de Azospirillum sp y respuesta agronémica

* Son una alternativa emergente a los fertilizantes quimicos inorganicos
para incrementar la fertilidad y produccién de los cultivos en agro ecosistemas
sustentables (Wu et al., 2005).

* Los efectos benéficos del Azospirillum en el rendimiento y la reduccion
de la fertilizacion quimica, incluyendo la fertilizacion nitrogenada es importante

para la agricultura y significativo en el cuidado del ambiente (Fisher et al., 2007).



* Producen reguladores de crecimiento como auxinas, acido Indolacético
(AIA), citocininas, y proteinas como poli amina, fijan nitrogeno, incrementar el
crecimiento radicular, ademas son capaces de acelerar y potenciar el

crecimiento de las plantas (Villegas et al., 2010).

» Participan en la formacion de los micro agregados rizosféricos ricos en
metabolitos microbianos principalmente del tipo aminoacidos y polisacaridos
(Caesar et al., 2007).

» Favorecen la tasa de germinacion (Bashan y Bashan, 2005).

Al permanecer vivas durante afios y reproducirse en el suelo,
contribuyen en la degradacion de moléculas organicas de origen vegetal y
animal que son fuente de carbono y energia (Rivera et al.,, 2010). Ademas
participan en diversos procesos del ecosistema, que incluyen el reciclaje,
solubilizacion, descomposicion y mineralizacion de compuestos organicos y la
translocacion de bioproductos y elementos minerales que conllevan la
movilizacion de los nutrientes en el ecosistema suelo planta (Bare et al., 2005).
Disuelven y mineralizan los fosfatos, producen sideroforos y antibidticos
(Vessey, 2003).

* Se ha comprobado que fertilizando los cultivos con estas bacterias y
con nitrdgeno quimico en un porcentaje del 20 al 50% del utilizado normalmente
se consigue un aumento de produccion sobre las cosechas obtenidas
Unicamente con fertilizante quimico al 100%.Crea una barrera protectora contra
hongos y bacterias patdgenas en la raiz de la planta, por lo que esta crece mas
sana y fortalecida (Russo et al., 2008; Cassan et al., 2009b), debido a la
capacidad de producirse en grandes cantidades bajo condiciones de alta
humedad relativa, desplazan a los patdgenos por la competencia generada o

por la fortaleza fisioldgica que adquiere la planta (Bashan y Bashan, 2002).



* Produce enzimas que solubilizan los fosfatos y los hacen mas
accesibles a la planta, asi como factores que facilitan la absorcion de
oligoelementos (Bashan y Bashan, 2005).

* Se ha demostrado que las bacterias resisten mejor las condiciones de
sequia y los climas éaridos ya que se forman alginatos en las raices de las
plantas (Bashan y Bashan, 2005; Arzanesh et al., 2010)

* Aumentan la tolerancia a factores que originan estrés (Bashan y
Bashan, 2005; Arzanesh et al., 2010) puesto que las plantas responden a los
mecanismos de estrés a nivel celular y molecular, limitando el crecimiento y

rendimiento (Pereyra et al., 2006).

* EIl efecto favorable de Azospirillum, produce un mayor desarrollo del
sistema radical, traducido en mayor superficie de absorcién de agua y nutrientes
asi como un mayor desarrollo de la parte aérea de la planta (Liriano et al., 2005),
teniendo potencial para emplearse en la produccion de plantulas de interés
horticola (Diaz et al., 2001).

* Promocion de la divisidon celular en el meristemo radicular.
Existen dos problemas a resolver:

*Una poblacién abundante compite por nutrientes con las plantas, un
ejemplo de esto es la inmovilizacion del nitrégeno cuando se incorpora al
suelo material vegetal con relacion C/N alta. Esto indica que no se puede
sobrepasar ciertos niveles de poblacion y por consiguiente, de actividad

microbiana (Gémez, 1996).

* La competencia con otros microorganismos y las propiedades fisicas y
quimicas del suelo pueden afectar el potencial de Azospirillum, al ser

inoculado en la planta hospedero (Arzanesh et al., 2010).



Caracteristicas de la bacteria

Tarrand et al., (1978), encontraron que las bacterias del género Azospirillum
son ligeramente curvas y de forma bacilar, con 1 y de diametro de longitud de 2.1 —
3.8 y méviles en medio liquido con un flagelo polar, en medio sélido a 30 'C presenta
numerosos flagelos laterales cortos y fijan el nitrogeno atmosférico. Se asocian a las

raices de cultivos de cereales, pastos y plantas tuberosas.

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

identificados (Bastarrachea, 1987).

Distribucion

Los Azospirilla muestran una muy amplia distribucion geogréfica alrededor del
Mundo. Adn cuando son mas abundantes en las regiones tropicales, también se les

encuentra en las regiones templadas, frias y desérticas (De Coninck, 1988).

En las regiones templadas del sur de Brasil, los Estados Unidos y Kenia la
presencia de Azospirillum es menor al 10% en las muestras analizadas (Dobereiner,
1976). El pH del suelo juega un papel importante en la presencia de las especies del
género Azospirillum. Las especies de A. brasilense y A. lipoferum se encuentran en
mayor abundancia en suelos con valores de pH cercanos a la neutralidad, adn
cuando a pH abajo de 5 se les encuentra en forma esporadica y no lograndose su
aislamiento de suelos con pH menor a 4.5 (Dobereiner, 1976). Un estudio en el que
se evaluaron 23 tipos de suelos con caracteristicas diferentes mostré que algunos
factores abioticos tales como porcentaje de arcilla, contenido de materia orgénica,
capacidad de retencion de agua y contenido de nitrogeno afectan positivamente la
sobrevivencia de A. brasilense (Bashan, 1995), en tanto que el tamafo de las

particulas de arena y especialmente la alta concentracion de carbonato de calcio
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afectan negativamente la sobrevivencia de esta especie en ausencia de plantas. No
obstante, la sobrevivencia de A. brasilense en la rizésfera es independiente de la

aridez del suelo.

Fijacion de nitrogeno por la bacteria

Considerando la capacidad de Azospirilum para asociarse con plantas de
interés agricola, asi como su capacidad para fijar N, en medios de cultivo, se
disefiaron numerosos experimentos para evaluar el efecto de la inoculacion sobre el
crecimiento de las plantas. No existen reportes que indiquen efectos patogénicos en
las plantas causadas por la inoculacion de Azospirillum. El Unico reporte existente en
esta direccion indica que ninguna de las especies de Azospirillum causa sintomas
visibles de enfermedad sobre la raiz o las hojas de plantas de trigo, algodon o tomate
(Bashan, 1998).

Evans (1975) indica que la fijacion de nitrégeno es un proceso clave para llevar
un equilibrio en la vida de este planeta, por ésta razon se recobra el nitrogeno que se

pierde por la desnitrificacion microbiana en el suelo.

Existe también la posibilidad de que la fijacion del nitrégeno por la nitrogenasa
estimula el desarrollo de catalizadores que pueden reducir la demanda energética

para el nitrdgeno fijado industrialmente.
Requerimientos para la fijacion de nitrogeno en la bacteria.

1. Un eficiente metabolismo oxidativo.

2. Un mecanismo de proteccion contra el oxigeno para evitar la
depresion de la actividad nitrogenasa por el oxigeno.

3. Una buena fijacion del nitrégeno, con asimilacion de NH, y sin
crecimiento de la bacteria.

4, Una rapida excrecion del ion NH,

5. Una enzima nitrito reductasa negativa (Nir ).

10



Actividad de la bacteria

El nitrégeno en el suelo, se encuentra como NO3z %, NO,™*, NH4* y NH; libre
pero, en su mayor parte, en forma de materia organica como restos de las moléculas
nitrogenadas de animales y vegetales (mantillo y humus), como microorganismos vy,

también, como compuestos organicos solubles (aminoacidos y aminas).

El N2 que ocupa la porosidad llena de aire del suelo no es utilizable para la
mayor parte de las plantas (solamente lo es para las fijadoras simbidticas), pero
determinados microorganismos libres pueden fijarlo en formas utilizables, como lo es

el Azospirillum.

Colonizacion de las raices

Azospirillum posee un flagelo polar que lo utiliza para desplazarse en medios
liquidos, mediante el cual migra hacia las raices y se adhiere a la superficie radicular.
Bajo condiciones de medios solidos se induce la expresion de mudltiples flagelos
laterales (Moens et al., 1995). Estas estructuras laterales estan envueltas en la

colonizacion de las raices, permitiendo a la bacteria adherirse a ellas.

En contraste, bacterias mutantes, desprovistas de flagelos laterales y polares,

pierden la capacidad de colonizacion (Vande Broek et al., 1998).

El éxito colonizador de Azospirillum depende de un proceso indispensable
llamado “gquimiotaxis”. Este evento corresponde a una fuerte atraccién entre estas
bacterias con las raices de las plantas a través de sus propios exudados radiculares.
Entre estos compuestos se encuentran: malato, succinato y fructuosa (Alexandre y
Zhulin, 2000).

Asociacion bacteria-planta

Los sitios colonizados elegidos por estas bacterias corresponden a las areas de
elongacion celular de las zonas radicales y las bases de los pelos radicales (Kapulnik

et al., 1985).
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Los responsables de una efectiva asociacion entre planta-bacteria son las
proteinas y polisacaridos de la membrana exterior de Azospirillum. Estos, permiten

una fuerte adhesion a las raices de las plantas inoculadas (Burdman et al., 2001).

Aislamiento de la bacteria

El aislamiento de las bacterias del género Azospirillum resulta en lo general
muy simple, ya sea a partir de suelo rizosférico o de la superficie de las raices

(rizoplano) de numerosas plantas hospederas.

También se le aisla del interior de las raices o tallos de algunas plantas. El
medio de cultivo usado por excelencia para el enriquecimiento de las especies de
Azospirillum ha sido el NFb semigelificado “libre” de nitrégeno y con malato como
fuente de carbono (Ddbereiner et al., 1976). No obstante, en este medio de cultivo

son aisladas predominantemente cepas de las especies A. lipoferum y A. brasilense.

El medio NFb con algunas modificaciones en su composicion y pH permiten el

aislamiento predominante de otras especies de Azospirillum.

Las bacterias después de ser cultivadas en medio NFb, se siembran el al agar
selectivo, para bacterias del genero Azospirillum, denominado Rojo Congo, en el cual
las colonias adquieren una coloracion rojo escarlata, consistencia seca y abundante

crecimiento.
Identificacion

El género Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las protobacterias
(Young, 1992), siendo A. lipoferum la especie tipo (Tarrand et al., 1978).

Existen diversas pruebas para el reconocimiento de las especies de
Azospirillum entre ellas las bioquimicas y las inmunoldgicas. Algunas caracteristicas
atiles en la identificacion rutinaria son la forma vibroide, el pleomorfismo y su

movilidad en espiral (Ddbereiner, 1992).

12



Interaccion planta-bacteria

Probablemente, una vez que las células de Azospirillum se han adaptado a las
condiciones del ambiente rizosférico y han logrado llegar a la superficie de las raices,

iniciara el establecimiento de la asociacion.

La asociacion de Azospirillum con las raices de las plantas se desarrolla en dos
etapas completamente independientes (Michiels et al., 1991). La primera consiste en
una adsorcion rapida, débil y reversible, la cual es dependiente de proteinas de la
superficie bacteriana del tipo de las adhesinas en conjunto con la participacion del
flagelo polar (Croes et al., 1993; Michiels et al., 1991).

La segunda fase consiste de un anclaje lento pero firme e irreversible que
alcanza su maximo nivel 16 h después de la inoculacion, el cual parece ser

dependiente de un polisacéarido extracelular de Azospirillum (Michiels et al., 1991).

Biofertilizacion de diferentes cultivos con Azospirillum

Aun cuando el uso de Azospirillum como bioestimulante del crecimiento de las
plantas no se ha generalizado mundialmente, en México la aplicacion de ésta
bacteria en diferentes cultivos ha rebasado con mucho lo hecho en otros paises. En
el ciclo agricola primavera-verano (PV) del afio 1999 la Secretaria de Agricultura, a
través de su Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) y de la Fundacion Mexicana para la Investigacion Agropecuaria y Forestal,
A.C., en colaboracién con el Centro de Investigacion sobre Fijacion de Nitrégeno-
UNAM, llevé a cabo la inoculacion de alrededor de 450,000 hectareas de maiz y
150,000 hectareas de sorgo, cebada y trigo, empleando cepas de Azospirillum
seleccionadas por su capacidad para promover el crecimiento de las plantas e
incrementar el rendimiento de los cultivos.

En maiz (Zea mays) en cultivo de secano fue inoculada con cepas de
microorganismos fijadores de nitrégeno Azotobacter; Biejerinkia y Azospirillum,

encontrando que la asociacion mas efectiva fue la de maiz-Azospirillum en los
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tratamientos probados, cabe mencionar que no hubo fertilizacion y control de
malezas (Jaime et al., 1999).

Azospirillum como promotor de fitohormonas de crecimiento

Se conoce que algunos géneros de Azospirillum y Azotobacter penetran la
corteza de la raiz y producen fitohormonas como giberelinas, auxinas (acido indol-
aceético), citocininas, acido abscisico y fijan N, (Lynch, 1990), lo que estimula el
crecimiento, la produccion de raices laterales y pelos radicales que, a su vez,
favorecen la absorcion de nutrimentos (De Freitas y Germida, 1992) e incrementan el

rendimiento en gramineas.

El género Azospirilum se ha clasificado dentro del grupo de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), habiéndose aislado diferentes especies
y cepas de un amplio rango de habitats y en asociacibn con numerosas especies
vegetales, incluyendo hortalizas cultivables.

Cambios morfolégicos en raiz por  Azospirillum

La inoculacién de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que los
principales sitios de colonizacion son las areas de elongacion celular y las bases de
los pelos radicales.

Solo algunas células de Azospirillum llegan a adherirse a la cofia 0 a los pelos
radicales (Kapulnik et al., 1985). Sin embargo, fue observada la presencia de
Azospirillum dentro del mucigel que se acumula en la cofia (Umali-Garcia et al.,
1980).

La inoculacion de raices de trigo con una cepa de Azospirillum que expresa
constitutivamente el gen reportero gusA mostré que en los primeros dias de la
asociacion las células bacterianas colonizan especificamente los sitios de
emergencia de las raices laterales y las regiones de los pelos radicales, tanto de la
raiz primaria como de las raices secundarias y posteriormente la superficie de la raiz

(Vande Broek et al., 1993)
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Inoculacion y respuesta agrondémica

Inicialmente Azospirillum fue probado para la explotacion agronémica como
resultado de su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico y su intima asociacion con

raices de cereales y pastos.

Los biofertilizantes permiten poner al alcance de los agricultores, productos con
alta efectividad, con los que se sustituye hasta el 50% del fertilizante nitrogenado
industrial, en el caso de los fijjadores asociativos, y hasta el 80% en el caso de los
simbidticos, mientras que los organismos solubilizadores de fosforo, permiten

sustituir hasta el 70% del fertilizante fosfdrico.

Con respecto al efecto de las bacterias del género Azospirillum sobre la
reduccion de la dosis del fertilizante nitrogenado en el cultivo del arroz,
Balasubramanian y Kumar (1987) alcanzaron el mayor incremento del rendimiento
agricola con la inoculacion de Azospirillum en la semilla y la aplicacion del 50 % N en
arroz de secano. Hernandez (1987) en la estacién “Los Palacios” de Pinar del Rio,
obtuvo que el Azospirillum brasilense Sp. 7 permitié ahorrar el 25 % de nitrégeno y

en otras ocasiones hasta el 40 %.

La inoculacion de la semilla de arroz con Azofert, permite reducir la dosis de
urea hasta un 50% en la variedad J-104 de ciclo medio, con incrementos
significativos del rendimiento agricola, debido posiblemente al abastecimiento del N
fijado por las bacterias del género Azospirillum en simbiosis con la planta de arroz y
por la secrecidon de hormonas estimuladoras del crecimiento vegetal que realizan
estos microorganismos (Purushothaman et al.,1987 y Lambrecht et al. 2000); todo lo
cual se revierte en mayor desarrollo foliar y radical; absorcion de nutrimentos;

produccién de fitomasa y de granos.

A demas de los rendimientos en productos agricolas comerciales se
incrementan hasta el 30 % por el efecto de las sustancias activas sintetizadas por las

bacterias fijadoras y asociativas (Vifials y Villar., 1999).
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Si la bacteria produce sustancias como las auxinas, observa un decremento en
la longitud de la raiz y un incremento en la formacion de pelos radiculares (Bashan y
de Bashan., 2010). Dobbelaeres et al., (1999) demostraron que la inoculacion de A.
brasilense en semillas tienen un efecto pronunciado sobre el desarrollo y la
morfologia de las raices, a bajas concentraciones como 10° UFC ml* es casi tan alta
como para inducir la elongacion de la raiz y fuertemente inhibida a altas

concentraciones celulares (10° UFC ml™).

También se ha observado en plantas inoculadas un aumento en la absorcion de
minerales y agua en plantas de trigo, maiz y sorgo en invernadero y campo (German
et al., 2000).

Askary et al., (2009) mencionan que la inoculacion de la combinacion de
Azospirillum brasilense con R meliloti incrementan el rendimiento de grano de trigo
hasta un 53 % y de un 22 % en el peso de la planta, ademas de un 29 % con la
simple inoculacion de Azospirillum, encontrando incrementos del 22.8 % en el
contenido de nitrégeno en el grano de trigo y de 59.5 % en el contenido de fosforo y

34 % en el contenido de potasio, al ser comparados con el testigo.

Diaz et al., (2003) indican que en el cultivo de lechuga, la aplicaciéon de
Azospirillum brasilense tiene una influencia positiva sobre este cultivo y que el mejor
método de aplicacion del biofertilizante es directamente al suelo en una dosis de 40 L

ha™.

Diaz et al., (2001) reporté incrementos del 36.5% en la germinacion al inocular
semillas de lechuga en comparacion con el testigo, e incrementos en el peso fresco
de las hojas en 277%, peso seco de 371%, area foliar en 240% y el volumen radical
en 300%. Sugiriendo que las bacterias promotoras de crecimiento tienen potencial

para emplearse en la produccion de plantas de interés horticola.

El nivel de inoculacién 6ptimo para semillas y plantas para muchos cereales,
vegetales y plantas de cultivos comerciales, se ha observado que es alrededor de
10* — 10° UFC mlI™. Mientras que para el maiz es de 10’ UFC ml™.
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Una concentracién del inoculo de 10" 10'® UFC ml* generalmente inhibe el
desarrollo radicular (Bashan et al., 1990).

Terry (2005) al seleccionar el género microbiano predominante en las rizésfera,
inoculd y evalu6 el efecto en respuesta del cultivo, y reporta que los géneros
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y Streptomyces, forman parte de
la comunidad microbiana de la rizosfera del tomate, en las condiciones estudiadas, y

que Azospirillum es el género dominante.

La inoculacién artificial de esta rizobacteria caus6 un efecto positivo sobre el
crecimiento de las plantulas, asi como en el estado nutricional de las plantas, con un

rendimiento agricola superior al 11 %.

Mia et al., (2010) Mencionan que la inoculacién en banana incrementa la fijacion
del contenido de nitrégeno, incrementando la produccion y mejorando los atributos

fisicos y calidad de la fruta, ademas estimula la floracion temprana.

Askary et al., (2009) obtienen que la inoculacion simple con Azospirillum
incrementan el rendimiento de trigo en grano en 53.8% comparado con el testigo y
de 22.8 % de nitrogeno, de 59.5% en fésforo y de 34% de potasio.

Elein et al., (2005) Reportan que la inoculacion artificial de Azospirillum causo
un efecto positivo sobre el crecimiento y estado nutricional de las plantas de tomate,
con un rendimiento agricola superior a un 11 % con respecto a las plantas testigo. Se
obtuvo un alto nivel poblacional en la rizosfera de las plantas inoculadas. Arzanesh et
al., (2010) encontraron que Azospirillum incrementa el rendimiento de avena y la

tolerancia a factores de estrés.

Reyes et al., (2008) encontraron que Azospirillum al ser inoculado a semillas de
pimiento aumenté la germinacién y el peso seco, ademas del contenido de nitrogeno.
En maiz present6 una tendencia mas selectiva que el pimiento en la germinacion y
se corroboré la promocién del crecimiento. Kim et al., (2010) reportan en un trabajo
de investigacion para verificar la eficiencia de Azospirillum que esta bacteria

incrementa el crecimiento y la absorcion de nutrientes en pimiento rojo, tomate y
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arroz bajo condiciones de invernadero, excepto para la longitud de raiz de pimiento

rojo, tomate y arroz.

Di Barbaro et al., (2005) obtienen como respuesta que Azospirillum inoculado a
semillas de pimiento pimentonero cv. Trompa de elefante mostraron un mayor
porcentaje sobre la germinacion, emergencia y desarrollo de las plantas,
considerando que la bacteria constituye una metodologia econémica para optimizar
la germinacion y producir una mejor respuesta en el desarrollo de las plantas.
Villegas et al., (2010) reportan que en condiciones in vitro, el porcentaje y tasa de
germinacion disminuyen conforme la salinidad se incrementa. Sin embargo al ser
inoculadas con Azospirillum halopraeferens y B. amyloliquefaciens; la altura de la
plantula y longitud de raiz fueron incrementadas con la bacteria B amyloliquefaciens,
en las salinidades. Y los resultados obtenidos en invernadero, muestran que el
porcentaje y tasa de emergencia, fueron afectados positivamente por la inoculacion
de las dos bacterias en P. chilensis, como también presenté un buen desarrollo de la

altura de planta, longitud radicular, peso fresco y seco.

Creus et al., (2004) mencionan que el inocular Azospirillum en el cultivo de
avena el contenido de calcio en granos incrementa en 125 % y magnesio a 130 % en

comparacion con las plantas no inoculadas.

Viabilidad de Azospirillum en la rizésfera de la planta

La colonizacion de la raiz por BPCPs inicia con la multiplicacion de estas en la
rizosfera, como respuesta a los exudados Kloepper et al., (1991), Por tanto, si la
colonizacion determina el efecto de la bacteria, se debe asegurar la permanencia del
microorganismo (Bashan, 1998) la adhesion de esta bacteria a las raices esta
determinada por la cantidad de sales existentes en el suelo, (Soderberg y Baath,
2004).

La unién de Azospirillum a superficies es una parte esencial del ciclo de vida de
la bacteria, éstas pueden unirse a particulas del suelo, superficies de la raiz, asi

como a superficies inertes y al poliestireno hidrofobico (Castellanos et al., 2000).
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Los factores que controlan una colonizacién exitosa no son bien conocidos pero
se ha sugerido que tanto el flagelo polar, la superficie de los polisacaridos y las
proteinas tipo lectinas estan involucradas en el proceso (Katupitiya et al., 1995).

La capacidad de movimiento es una propiedad taxonomica del género
Azospirillum, lo cual le permite trasladarse del sitio de inoculacién a la raiz, siendo
esencial para que la colonizacion ocurra, y esta depende tanto de la deteccién de los
exudados de la raiz en un ambiente de competicion con la microflora, asi como la
cualidad para detectar y responder tacticamente a parametros fisicos que estan
involucrados en la generacion de energia, como son la luz, el oxigeno y sustratos
oxidables (Alexandre et al., 2000). El factor que mas afecta el movimiento de A.
brasilense en trigo es la humedad del suelo, la cual debe situarse cerca de la

capacidad de retencion del suelo; en segundo término esta la textura.

Ademas Azospirillum posee mecanismos especificos para interactuar con el
interior de las raices y colonizar la capa mucigel o células corticales de una raiz
dafnada (Alexandre et al., 2000).

Esta bacteria presenta pleomorfismo, por lo que cambia sus actividades
metabdlicas en respuesta a los cambios en el ambiente. En condiciones
microaerofilicas son moviles (Pereg et al., 2000), lo cual se debe a la presencia de
dos tipos de flagelos:

1) un solo flagelo polar que es sintetizado en medio liquido responsable del
nado de las bacterias, y 2) numerosos flagelos laterales, ademas del polar,
sintetizados en medios soélidos y semi-liquidos, los cuales sirven para coordinar el
movimiento a lo largo de la superficie sélida/semisdlida (Katzy et al., 2001).

Bajo condiciones aerobicas, particularmente en cultivos viejos, pasan de la
forma vibroide a una forma redonda encapsulada (quiste) no moévil, formando

agregados que por adhesion floculan en cultivos liquidos (Katzy et al., 2001).

Bashan (1998), reporta viabilidad del microorganismo inmovilizado en

macroperlas de alginato hasta por cinco afios, mientras que Fravel et al. (1985)
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indican que la concentracion de microorganismos inmovilizados se mantiene en tanto
el polimero sea degradable por el microorganismo como es el caso del alginato de
sodio. Se han aislado en numerosos cultivos alimenticios, cereales y hierbas
silvestres, de regiones tropicales, subtropicales y templadas en todo el mundo
(Eckert et al., 2001).

Una de las grandes barreras a enfrentar es el poder predecir la respuesta a la
inoculacion, porque se carece de conocimiento del tiempo de vida del organismo de
interés en las condiciones de produccion de un cultivo, ya que un microorganismo
funciona Optimamente bajo condiciones de laboratorio; sin embargo, bajo
condiciones de campo puede dar resultados poco consistentes, por lo que se debe
maximizar la probabilidad de una inoculacion exitosa dirigiendo los conocimientos en

los sustratos que afectan la viabilidad del organismo (Stephens y Rask, 2000).

Por otro lado Kadouri et al., (2003) concluyeron que la produccion de polibeta
hidroxiburato es un factor critico para prolongar la vida de la célula, lo que
comprueba su eficiencia y confiabilidad para usarse como un inoculante comercial.
Yanez et al., (2004) reportaron que al inocular con Azospirillum turba de Chimborazo
a una concentracion de 1 x 10’ UFC ml?, reduce el nimero de UFC ml* de
Azospirillum, en un mes de almacenamiento a 2.01 x 10° mientras que en turba
importada aumento de 1 a 2.67 x 10’ UFC ml™, por otro lado Lépez et al., (2008)
sefialan que la multiplicacion de las bacterias fijadoras de nitrogeno en el suelo
depende en gran medida de la disponibilidad de fésforo y potasio, la deficiencia de
estos elementos reduce los niveles de biomasa bacteriana y en consecuencia,
disminuye la fijacion de nitrégeno, lo cual comienza cuando la concentracion de

fésforo en el medio es de 0.004% y se inhibe cuando alcanza 0.8%.

Rodriguez (2006), quien observo que las poblaciones de bacterias diazotroficas
difirieron de acuerdo con las variedades de arroz cultivadas y los tipos de suelo
donde se realizaron sus estudios. Asi mismo, Reis (2000) aislé bacterias de los
géneros Azospirillum, Gluconacetobacter y Herbaspirilum en cuatro genotipos de
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cafia de azucar, y encontré variaciones en las poblaciones de estos microorganismos
de acuerdo con el genotipo en estudio. Esto permite sefialar que tanto la especie
como sus variedades influyen directamente en las poblaciones de microorganismos,
lo que favorece el crecimiento de diferentes géneros, de acuerdo con las
caracteristicas del micro habitat desarrollado en una planta, segun su eficiencia
fotosintética, la disponibilidad de los nutrientes, la resistencia a las condiciones
desfavorables, la produccion de exudados, el pH del suelo y la materia organica,
entre otras caracteristicas (Burgmann, 2005).

Garrido et al. (2010) observaron que las poblaciones de bacterias
microaerofilicas disminuyeron significativamente en la época de sequia, en tres

pastos evaluados.

Fijadores de nitrogeno asimbidticos

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno pertenecen a varios grupos fisiolégicos que
incluyen aerobios, anaerobios, bacterias fotosintéticas y especialistas, tales como

algunas de las bacterias reductoras de sulfato.

Existe una asociacion entre las raices de algunas especies de plantas

superiores y bacterias heterotrofas no simbidticas fijadoras de nitrégeno.

A diferencia de Rhizobium, estas bacterias no se localizan en ndédulos
especializados o protuberancias de las raices, sino que crecen en la superficie
radical (Alexander, 1980).

Entre las bacterias diazotrofocas no simbi6tocas asociadas con zacates se
encuentran  Azotobacter, Beijerinckia, Azospirrillum, Klebsiella, Bacillus y

Pseudomonas (Balandreau, 1986).

Entre las bacterias aerobias se encuentran Beijerinckia indica aislada de raices
de cafia de azucar, Azospirillum lipoferum de las raices de Digitaria decumbens y

Azotobater paspalum notatum.
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De las bacterias facultativas anaerobias se puede citar Bacilluas polimyxa, B.
macerans, y Enterobacter cloacaceae en trigo y sorgo el género Beijerinckia es mas
comun en suelos arenosos en climas calidos; Azospirillum tiende a ser menos comudn

en suelos templados y &cidos que en suelos tropicales y neutros;

Enterobacteraceae se encuentra en cualquier lugar mientras que Bacillus y

Clostridium tienen a predominar en suelos acidos.

Los cultivos perennes como el aguacate, informan de plantas mas altas en
vivero, cuando son inoculadas con micorriza-arbuscular, en condiciones de suelo
tratado con microorganismos, el mayor crecimiento radical se indujo con la simbiosis
doble, en papaya, en limon, al combinar la inoculacion de Azospirillum y otros
microorganismos, como Azotobacter se consignaron incrementos en el desarrollo de

las plantas como es vigor en el tronco y frutos de buen tamafio.

Sin embargo, en diversas situaciones, los efectos sinérgicos parecen estar mas
relacionados con la produccién de hormonas por parte de las bacterias, que con su

capacidad para fijar Na.

La importancia de incluir al menos dos microorganismos en el sistema radicular
de las plantas, ha sido una estrategia que ha resultado en incrementos importantes

en rendimientos de algunos cultivos en México.

Nitrégeno

El papel mas importante del nitrdgeno en las plantas es su participacion en la
estructura de la molécula proteica. Ademas, el nitrégeno se encuentra en moléculas
tan importantes como las purinas, pirimidinas, porfirinas y coenzimas. Las purinas y
pirimidinas se encuentran en los acidos nucleicos, RNA y DNA, esenciales para la

sintesis de proteinas.

Con la excepcion de las especies capaces de fijar nitrbgeno molecular, la mayor

parte de las plantas absorben nitrégeno existente en el suelo en forma fijada.
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Las formas de nitrégeno que se encuentran a disposicion de la planta pueden
distribuirse en cuatro grandes grupos: nitrdgeno en forma de nitrato, nitrdgeno en

forma amoniacal, nitrégeno en forma organica y nitrégeno molecular.

Devlin (1982), cita que las raices de la mayor parte de las plantas, absorben
nitrégeno en forma de nitrato. Sin embargo, el nitrdgeno en esta forma no puede ser
directamente empleado por las plantas, sino que debe ser reducido hasta amoniaco
antes de que pueda ser incorporado a los compuestos nitrogenados de la planta. Si
admitimos que el nitrato debe ser reducido a amoniaco para que el nitrégeno pueda
entrar en el sistema metabdlico, deberiamos observar una asimilacién de nitrogeno
mas rapida cuando se emplea como fuente de nitrdgeno amoniaco en lugar de

nitrato.

Nitrégeno del suelo

El nitrégeno organico ingresa al suelo por los tejidos y 6rganos de los vegetales

y animales, y constituye mas del 85% del nitrégeno total existente en el suelo.

Las transformaciones importantes para la nutricion vegetal son
predominantemente  microbianas, como la  mineralizacion, nitrificacion,
desnitrificacion y fijacion de nitrégeno. La materia organica es atacada por los

organismos del suelo transformandola en sustancias asimilables por las plantas.

El nitrdgeno organico es transformado por bacterias amonificantes en amoniaco

y éste es luego convertido en nitrato por las bacterias nitrificadoras.

La materia organica contiene un cinco por ciento del nitrégeno total en toda su
constitucion. Segun las condiciones de clima y suelo, las plantas utilizan de este total

sé6lo del uno al cinco por ciento.
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Formas de nitrdgeno aprovechadas por la planta

El nitrogeno existe bajo formas oxidantes que son compuestos de naturaleza
reductora. Las plantas lo pueden emplear en sus procesos sintéticos tomandolo en
diferentes grados de oxidacion o de reduccion, por ejemplo, como acido nitroso,
como acido hiponitroso, como amoniaco o hidrolamina y hasta como elemento libre,

en el caso de las plantas inferiores.

Los caminos principales por los que el nitrégeno es convertido en formas

aprovechables para las plantas superiores son las siguientes:

7

<> Fijacion por rhizobia y otros microorganismos que viven
simbiGticamente en las raices de las leguminosas.

X Fijacion por los microorganismos que viven libremente en el
suelo y quiza por organismos que viven en las hojas de las plantas tropicales.

X Fijacion, como algunos de los éxidos de nitrdgeno, por descargas
eléctricas atmosféricas.

X Fijacion como aminoacidos (NHsz), NOs*, o por alguno de los
diferentes procesos industriales para la fabricacion de los fertilizantes

nitrogenados sintéticos (Tisdale y Nelson, 1989).
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion geogréfica

El experimento se realiz6 durante el periodo Ago. 2011- Feb. 2012, en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Horticultura de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro que se encuentra situado a 25°22" latitud Norte y

101°latitud oeste a una altura de 1742 msnm. En Sa ltillo, Coahuila, México.

Materiales

Cajas petri, tubos de ensayo, micro pipeta, puntillas para micro pipeta, vasos de
precipitado, matraz erlenmeyer, agitador de vidrio, mecheros, cinta selladora,
campana de flujo laminar, incubadora, parrilla, autoclave, papel aluminio, balanza,

analitica, reactivos

Material biologico

Se utilizé raiz de lechuga romana var. Great Lakes inoculada con la bacteria
Azospirillum sp. Después de un ciclo productivo en el mismo suelo inoculado con la

bacteria.

Tratamientos estudiados

En un experimento anterior, en suelo franco arcillo limoso desinfectado se
inocularon dos cepas de Azospirillum, aisladas por Mendoza, (2009) C3, C5 y Sp7
proporcionada por Caballero (2010) y la mezcla de la C3+C5, a 10° UFC ml*
distribuidas en 33 tratamientos los cuales contenian estas bacterias méas la solucion
nutritiva, con ocho concentraciones de nitrogeno 25, 50, 75 y 20, 15, 10, 5, y como

testigo 0 %.
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Cuadro 1. Cepas de Azospirillum sp individuales y mezcladas a 10° UFC ml™,

adicionadas con nitrégeno.

TRATAMIENTOS

Tl Testigo 100 % F. Q T12 Sp7+50%N T23 C3+0%N

T2 C3+25%N T13 Sp7+75%N T24 C3+C5+20%N
T3 C3+50%N T14 C5+20%N T25 C3+C5+15%N
T4 C3+75%N T15 C5+15%N T 26 C3+C5+10%N
T5 C5+25%N T16 C5+10%N T27 C3+C5+5%N
T6 C5+50%N T17 C5+5%N T28 C3+C5+0%N
T7 C5+75%N T18 C5+0%N T29 Sp7+20%N
T8 C3+C5+25%N T19 C3+20%N T30 Sp7+15%N
T9 C3+C5+50%N T20 C3+15%N T31 Sp7+10%N
T10 C3+C5+75%N T21 C3+10%N T32 Sp7+5%N
T11 Sp7+25%N T22 C3+5%N T33 Sp7+0%N

Medios selectivos de crecimiento

Se utilizaron los siguientes medios para la seleccion de cultivos puros, a partir
de muestras rizosféricas de plantas de lechuga var.

> Medio de cultivo Nfb carente de nitrdgeno, que permite el
aislamiento y crecimiento de microorganismos que pueden fijar biolégicamente
N,. Ademas tiene acido malico, principal fuente de carbono para las bacterias
del género Azospirillum.

> Agar Rojo Congo. Medio selectivo para el crecimiento de
bacterias del genero Azospirillum.
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Cuadro 2. Composicion del medio de cultivo Nfb con rojo congo.

Composicion Cantidad (g/L)

KH,PO, 0.04 g
KoHPO, 06¢g
MgSO.-7H,0 0.2g
NacCl 0.1g
CacCl, 0.02g
Na;MoO;-2H,0 0.02g
FeCl; Trazas
Acido Malico 59
Rojo Congo (1:400) 15 ml
Azul de Bromotimol 1ml
Agar 19

En la preparacion de medio de cultivo Nfb semiliquido, se pesan los reactivos
antes mencionados; en seguida se mezclan en un matraz erlenmeyer con ayuda de

un agitador y se aplica calor para que se diluya el agar.

Posteriormente se colca en cada tubo de ensayo 10 ml de medio trasladandose
a la autoclave para esterilizar por 20 minutos a una temperatura de 120 C. Para el
medio solido se pesan las mismas cantidades a excepcion del agar 20 g de igual
manera se esteriliza por el mismo tiempo, temperatura y se mezcla con la solucién
de rojo congo, una vez esterilizado el medio se coloca en cajas petri y se espera a

que solidifique, se sellan las cajas con cinta plantica.

Inoculacion y aislamiento

Se inocularon raices de lechuga romana var. Great Lakes con Azospirillum sp.
Después de la cosecha se establecieron en las mismas macetas pero sin inocular
nuevamente los 33 tratamientos solo aplicando las concentraciones de nitrégeno y

los nutrientes que la planta necesita.
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A la cosecha se lavaron las raices de cada tratamiento para eliminar el suelo
adherido y trasladarse al laboratorio de cultivo de tejidos. Para el aislamiento de
cepas del género Azospirillum sp se tomaron tres muestras de 2 cm de raiz por
planta colocandose en solucion salina de NaCl al 0.086 % e incubaron por 72 h a 32
T, de cada tubo se tom6 un ml del extracto, enseguida se realizd la siembra en
tubos con medio Nfb semiliquido incubandose a 32 C por 48 h. Pasado este tiempo
los tubos presentaron el halo caracteristico del género Azospirillum las cuéles fueron
sembradas en medio Nfb solido con rojo congo. Se realizaron diluciones seriadas
hasta 10*° de cada raiz y se realizaron recuentos en cajas petri. Estas se incubaron a
32 T por 24 h.

Descripcion de colonias y pruebas bioquimicas

Después de aisladas las bacterias se desarrollaron en medio Nfb sélido, las

cuales se describen en el cuadro 3.
Para identificacion de las cepas aisladas se utilizaron las siguientes pruebas.

> Prueba de la catalasa, permite la identificacion de bacterias del
género Azospirillum.

> Prueba de movilidad, se utiliza para el reconocimiento del
crecimiento lateral en siembras por picadura en caldo de agar, para género
Azospirillum.

> Prueba de tincibn de Gram, este sistema de identificacion de

bacilos Gram negativos especificos para el género Azospirillum.

Determinacion de nitrégeno en hojas de lechuga

El Método desarrollado por Kjeldahl consta de tres etapas:

1. Digestion: conversion del Nitrogeno (proveniente de las

proteinas, por ejemplo) en ion amonio.
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2. Destilacion: separacion por arrastre con vapor del amoniaco y

posterior solubilizacion en una solucion acida de concentracion conocida.

3. Valoracién: medicion de la cantidad de acido neutralizado por el
amoniaco disuelto, lo que indica la cantidad de Nitrégeno presente en la

muestra inicial.

La determinacién de nitrégeno por este método, consiste en digerir la muestra
en acido sulfdrico concentrado con catalizadores, esto convierte los compuestos
organicos en diéxido de carbono, agua y el nitrgeno de aminas se convierte en
Sulfato Acido de Amoniaco NH4HSO,, Esta sal se le agrega una solucion de
hidréxido de sodio esto libera el amoniaco de la sal y se destila en una solucion de

Acido borico con algun indicador.
Modelo estadistico

El proyecto se realizo bajo un disefio de bloques al azar con un arreglo factorial
A x B, donde A son las Cepas y B es la Concentracién de Nitrégeno.

Los datos obtenidos, fueron sometidos a un andlisis de varianza con pruebas de
Tukey (P< 0.05). Con el programa Statiscal Analysis System version 9.00 (SAS,
2002)

29



RESULTADOS Y DISCUSION

Se confirmo la presencia de Azospirillum en las raices de lechuga por medio

selectivo NFb y pruebas bioquimicas como catalasa, movilidad y tincion de Gram.

Cuadro 3. Descripcion de colonias desarrolladas en medio NFb

Tratamientos Color Forma Catalasa Movilidad Tincién de Gram
T1 Crema Redonda (+) (+) ()
T2 Crema Amorfa (+) (+) ()
T3 Amarillas Redonda (-) (+) ()
T4 Crema Redonda (-) (+) ()
TS5 Crema Redonda (+) (+) ()
T6 Crema Redonda (+) (+) ()
T7 Crema Redonda (+) (+) ()
T8 Crema Amorfa (+) (+) ()
T9 Crema Amorfa (+) (+) ()
T10 Crema Amorfa (+) (+) ()
T11 Amarillas Redonda (+) (+) ()
T12 Crema Redonda (-) (+) ()
T13 Amarillas Redonda () (+) ()
T14 Crema Amorfa (+) (+) ()
T15 Crema Redonda (+) (+) ()
T16 Crema Redonda (+) (+) ()
T17 Crema Redonda (+) (+) ()
T18 Crema Redonda () (+) ()
T19 Crema Amorfa (+) (+) ()
T20 Crema Amorfa (+) (+) ()
T21 Crema Redonda (+) (+) ()
T22 Crema Redonda (+) (+) ()
T23 Crema Amorfa (+) (+) ()
T24 Crema Redonda (+) (+) ()
T25 Crema Redonda (+) (+) ()
T26 Crema Amorfa (+) (+) ()
T27 Crema Redonda (+) (+) (-)
T28 Crema Amorfa (+) (+) ()
T29 Crema Amorfa (-) (+) ()
T30 Naranja Redonda (+) (+) ()
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T31 Crema Redonda (+) (+) ()
T32 Amarillas Redonda (+) (+) ()
T33 Crema Redonda (-) (+) (-)

En el Cuadro 4 se muestra el analisis de varianza el cual indica que existe
diferencia altamente significativa (P<0.01) para la variable cepas, contenido de

nitrégeno (CN) y la interaccion cepa y CN.

Cuadro 4. Cuadrados medios del ANVA para la cuantificacion de bacterias del género
Azospirillum en follaje de lechuga, inoculadas con tres cepas de Azospirillum.

Buenavista, Coahuila, 2011.

FV GL CM F
CEPA 3 32025786 7.6573%*
CN 7 24492138 5.856**
CEPA*CN 21 25244880 6.036**
ERROR 62
TOTAL 93
CV.% 303.67%

Dénde: GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, CV= Coeficiente de Variacion, CEPA= Cepas, CN=
Concentracion de Nitrégeno, CEPA*CN= interaccion de Cepa y Concentracion de Nitrégeno, ** Altamente
significativo, * Significativo.

Al realizar la prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.01) en el

Cuadro 5 realizado para la variable bacterias que en este caso se identificaron como

CEPA mostr6 que hay diferencias altamente significativas entre las cepas evaluadas.

Cuadro 5. Prueba de comparacién de medias de Tukey (P<0.05) en la interaccion de cepas

inoculadas en raiz de lechuga y concentracién de nitrégeno para la variable Bacterias.

CEPAS 0% 5% 10% 15% 20% 25% 50% 75%
1 67 A 20A 1333A 3.33B 26.67A 26.67A 23.33A 23333A
2 133.33 A 43.33 A 133.33A 50B 333.33A 36.37A 40 A 466.67 A
3 133.33 A 80.33A 70 A 30B 133.33A 26.67A 5333A 13333 A
4  366.67 A 40.33 A 166.67 A 16666.67 A 166.67 A 133.33 A 366.67 A 1333.33 A
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La prueba de comparacion de medias de Tukey, indica que la mejor cepa de
Azospirillum es la mezcla de C3+C5, en comparacion con el testigo (Azospirillum
brasilense) con un incremento de 555 veces en su poblacion interactuando con una

concentracion de nitrégeno (CN) al 15%, como se observa en el Cuadro 5.

Molina et al., (2009) sugiere que la mezcla de diferentes cepas de Azospirillum
también es una buena alternativa al inocular semillas de tomate cherry a una
concentracién de 10° UFC mI™ cémo se realiz6 en el experimento. Po otro lado, Diaz
et al.,, (2003) indican que en el cultivo de lechuga, la aplicacion de Azospirillum
brasilense tiene una influencia positiva sobre este cultivo y que el mejor método de
aplicacion del biofertilizante es directamente al suelo en una dosis de 40 L ha™,

aunque en este experimento se utilizé la dosis de 10 L ha™*

El Cuadro 6 muestra el analisis de varianza realizado para la variable CN
encontrando que hay diferencias altamente significativas (P<0.01) entre cepas, CN

y la interaccion cepa y CN.

Cuadro 6 . Cuadrados medios del ANVA para la concentracién de nitrdgeno obtenida en
raices de lechuga previa inoculacién con cepas de Azospirillum y ocho concentraciones

de nitrégeno.

FV GL C™M F
CEPA 3 2.10497 174.4368**
CN 7 0.611224 50.6515**
CEPA*CN 21 1.021611 84.6599**
ERROR 62
TOTAL 93
CV. % 4.94%

Dénde: GL= Grados de Libertad, CM= Cuadrados Medios, CV= Coeficiente de Variacion, CEPA= Cepas, CN=
Concentracion de Nitrogeno, CEPA*CN= interaccion de Cepa y Concentracion de Nitrogeno, ** Altamente
significativo, * Significativo.

Al realizar la prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05) presentado

en el cuadro 7, se encontré6 que sin aplicar nitrégeno quimico la cepa Sp 7

(Azospirillum brasilense) incrementa el contenido de nitrogeno en el follaje de

lechuga, con el 5 % de nitrégeno quimico la cepa 5 de Azospirillum junto con la Sp7
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producen el mismo contenido, con el 10 % la mezcla de C3+C5 incrementan el
contenido de nitrdgeno, al 15 % se nota un incremento considerable resultando la

C3 como la mejor.

Cuadro 7. Prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05) en la interaccién de cepas y

concentracion de nitrégeno para la variable Nitrégeno.

CEPAS 0% 5% 10% 15% 20% 25% 50% 75%
1 230B 2.20B 2.21B 3.76 A 163C 2.03B 2.40B 2.64A
2 129D 2.44A 168C 246B 2.08B 2.14B 1.20C 0.96C
3 3.22A 235AB 191C 220C 147C 283A 261A 2.278B
4 206C 1.74C 299A 2.50B 260A 195B 2.19B 287A

Con respecto al efecto de las bacterias del género Azospirillum sobre la
reduccion de la dosis del fertilizante nitrogenado en el cultivo del arroz,
Balasubramanian y Kumar (1987) alcanzaron el mayor incremento del rendimiento
agricola con la inoculacion de Azospirillum en la semilla y la aplicacion del 50 % N en
arroz de secano. Al respecto, Herndndez (1987), obtuvo que el Azospirillum
brasilense Sp 7 permitié ahorrar el 25 % de nitrégeno y en otras ocasiones hasta el
40 %. Por lo tanto, reducir el costo de fertilizacion nitrogenada de acuerdo a Garcia
et al., (2007) quien fertiliz6 con Azospirillum, con el incremento en la rentabilidad del

maiz (36% en promedio) al reducir los costos de fertilizacion.

Lo obtenido en el presente estudio, indica que al inocular las plantas de lechuga
con la cepa 3 incrementa el contenido de nitrogeno en el follaje en un 15%, con
incremento del rendimiento agricola, debido al abastecimiento del N fijado por las
bacterias del género Azospirillum en asociacion con la planta de lechuga y por la
secrecion de hormonas estimuladoras del crecimiento vegetal que realizan estos
microorganismos (Purushothaman et al.,1987 y Lambrecht et al. 2000); todo lo cual
se revierte en mayor desarrollo foliar y radical, absorcion de nutrimentos y produccion

de biomasa.
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CONCLUSIONES

La bacteria Azospirillum sp se mantiene viable después de un ciclo de cultivo.
La inoculacion con la mezcla de las cepas C3 y C5 incrementa la poblacion de

Azospirillum sp en el cultivo de lechuga, cuando la fertilizacion nitrogenada es
de 15 %.

Al inocular con la cepa C3 a 10° UFC ml' en las plantas de lechuga

incrementa el contenido de nitrégeno en el follaje en un 15 %
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