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ASOCIACION DE CEPAS FITADORAS DE NITROGENO DE VIDA LIBRE, CON
RECURSOS GENETICOS DE PASTOS PARA ZONAS ARIDAS
Raul Plascencia Jiménez, MC
Colegio de Postgraduados, 2013
RESUMEN GENERAL
Para evaluar microorganismos de la rizosfera de Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., se
recolectod suelo de cinco localidades 1) Salinas, San Luis Potosi 2) Ejido, Jacalon, Salinas, San
Luis Potosi; 3) Calera, Zacatecas; 4) Santa Maria del Oro, Durango y 5) Crucero La Zarca,
Durango. La poblacion de actinomicetos, bacterias y hongos, se estimd con diluciones seriadas
(10" a 10"°). Los actinomicetos (AS), bacterias (BS) y hongos (HS) se estimaron con
diluciones 107 a 107; 10° a 107; 102 a 10, respectivamente, con cinco repeticiones. Las
siembras en placa se incubaron a 30 °C. Las unidades formadoras de colonias de bacterias
(ufc) se cuantificaron a 24, 48 y 72 h; mientras que, para actinomicetos y hongos, las ufc se
cuantificaron a 7, 8 y 9 d. En dos medios de cultivo, crecieron bacterias fijadoras de nitrogeno,
las cuales se caracterizaron morfoldogicamente. Para determinar el efecto de la inoculacion de
bacterias sobre recursos forrajeros nativos, se evaluaron los tratamientos: cepa a66 (C1), 127
(C2), 195 (C3), S73 (C4) y ZA40 (C5), consorcio (C6), mezcla de las cepas anteriores y (C7)
testigo, sin inoculacion de bacteria. Se inocularon semillas, en prueba de germinacion, para
determinar asociatividad con el pasto; también, se inocularon dos genotipos de pasto (G1, La
Zarca) y (G2, genotipo 5) para estimar el rendimiento de materia seca. Se encontraron
poblaciones de AS con 4.2, 9.0, 5.1,2.4 y 8.4 x 10* ufc g'1 suelo seco'l; para BS, de 0.5, 1.8,
1.9, 1.5y 1.2x10° ufc g™ suelo seco™; para HS de 0.1, 0.3, 0.2, 0.4 y 0.5x10’ ufc g' suelo seco”
! para las localidades 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente. En la inoculacidon, se observaron
diferencias (P<0.01) a 14 dias después de la siembra (dds) 43, 34, 32, 33, 35, 39 y 78% de
germinacion en a66, 127, 195, S73, ZA40, Consorcio y testigo, respectivamente. En
inoculacidn, las alturas para C1, C2, C3, C4, C5, C6 y C7 mostraron promedios de 28.4, 29.7,
32.0, 35.1, 30.9, 38.4 y 31.3cm, respectivamente. El consorcio fue el que presentd los mayores

valores en germinacion y altura de planta.

Palabras clave: Bouteloua, fijacion de nitrégeno, forraje, inoculacion



FREE LIVING BACTERIAL STRAINS ASSOCIATION CAPABILITY
WITH GRASS GENETIC RESOURCES, FOR ARID LANDS
Raul Plascencia Jiménez, MC
Colegio de Postgraduados, 2013
GENERAL ABSTRACT
In order to evaluate rhizospheric microorganisms to Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr.,
soil was collected from five locations 1) Salinas, San Luis Potosi; 2) Ejido, Jacalén, Salinas,
San Luis Potosi; 3) Calera, Zacatecas; 4) Santa Maria del Oro, Durango; 5) La Zarca,
Durango. The population of actinomycetes, bacteria and fungi, was estimated through serial
decimal dilutions (10" a 10'°). Actinomycetes (AS), bacteria (BS) and fungi (HS) were
estimated through 107 to 107; 10™ to 107; 107 to 10™ dilutions, respectively with five
replicates. Plating microorganisms were incubated at 30 °C. Bacterial colony forming units
(cfu) were quantified at 24, 48 and 72 h; while actinomycetes and fungi, cfu were quantified 7,
8 and 9 d. Two culture media were used to increase nitrogen fixing bacteria, which were
characterized morphologically. In order to define the inoculation effect of bacterial strains on
native grasses, several microorganism strains were evaluated: a66 (C1), 127 (C2), 195 (C3),
S73 (C4) and ZA40 (C5); consortium (C6), a mixture of all the strains, and (C7) as placebo. In
order to define microorganism-plant associativity, germination test were evaluated through
seed inoculation and two grass genotypes were inoculated: G1 (La Zarca) and G2 (Genotipo 5)
for dry matter production. Populations of AS were detected with 4.2, 9.0, 5.1, 2.4 and 8.4 x
10* cfu g'1 dry soil. For BS, detected levels were 0.5, 1.8, 1.9, 1.5 and 1.2x10° cfu g'1 dry soil;
for HS, detected levels were 0.1, 0.3, 0.2, 0.4 and 0.5x10° cfu g dry soil for sites 1, 2, 3, 4
and 5, respectively. Differences were detected for inoculation level (P<0.01) at 14 days after
sowing (das) 43, 34, 32, 33, 35, 39 and 78% germination was registered for a66, 127, 195, S73,
ZA40, consortium and control, respectively. Plants height was different (P<0.01) strains Cl1,
C2, C3, C4, C5, C6, and C7 showed averages of 28.4, 29.7, 32.0, 35.1, 30.9, 38.4 and 31.3 cm,

respectively. The consortium showed the highest values for germination and forage yield.

Key words: Bouteloua, nitrogen fixation, forage, inoculation
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Introduccion

Actualmente, los recursos genéticos forrajeros nativos se estan perdiendo aceleradamente a
consecuencia de la presion de uso ejercida sobre los pastizales aridos de México y no existen
estudios sistematicos para su aprovechamiento; similarmente, existe amplio desconocimiento
sobre su impacto en los sistemas de produccion. Los recursos forrajeros nativos contienen
individuos con caracteristicas especificas sobresalientes y amplia adaptabilidad a condiciones
ambientales prevalecientes: sequia, temperaturas invernales, limitada precipitacion, entre otros
aspectos; por ello, es importante seleccionar, conservar, caracterizar y conocer el potencial
productivo de la riqueza genética disponible de pastos para su utilizacién en los sistemas de
produccion. Esta amplia diversidad genética contiene oportunidades (relaciones alélicas
desconocidas) que pueden ser de beneficio para el sector agropecuario y responder a la
demanda del sector y nuevos retos: cambio climatico y conservacion saludable del ecosistema.
Por otra parte, los ecosistemas de temporal bajo pastoreo adolecen consuetudinariamente de
nutrientes para el desarrollo adecuado de las plantas, siendo el N y P los principales elementos
limitantes de la produccion. La principal via de incorporacion de Nitrogeno al ecosistema
ocurre mediante la fijacion biologica y el reciclado de nutrientes por organismos
denitrificadores desde el suelo hacia la atmosfera de forma constante (Baca et al., 2000).

En el suelo existe gran diversidad de microorganismos que contribuyen a mantener la vida en
el planeta; por tanto, es importante estudiar, identificar y caracterizar su diversidad, porque
conforman comunidades complejas con nichos especificos y muestran interaccion con las
propiedades del suelo y actividad de la planta; lo anterior, para evitar problemas que pudieran
inhibir la proliferacion de microorganismos benéficos del suelo. El estudio del
comportamiento de bacterias y hongos mediante exudados vegetales, es uno de los principios
basicos para conocer la interaccion planta-microorganismo. Brasil et al. (2005), mencionan
que Azospirillum tiene especial afinidad por raices de gramineas, que responden con
incrementos en crecimiento y rendimiento cuando son inoculadas. La secrecion de sustancias
vegetales promotoras del crecimiento: auxinas, giberelinas y citoquininas, por Azospirillum,
parecen estar involucradas parcialmente en la respuesta de la asociacion graminea-bacteria

(Reis-Junior et al., 2004; Radwan et al., 2005; Kuss et al., 2007).



1.2. Justificacion

Los microorganismos cumplen funciones importantes en el suelo y su dindmica poblacional
esta en funcion de las especies vegetales presentes, clima y suelo. Los estudios en poblaciones
de microorganismos se han realizado en cultivos de importancia econémica; sin embargo, en
pastizales, es importante cuantificar, caracterizar y promover microorganismos benéficos y
promotores del crecimiento vegetal. La amplia variabilidad intraespecifica y el acceso a
recursos genéticos de especies valiosas para pastoreo en zonas aridas constituye la materia
prima para responder a las necesidades de los sistemas de produccion dinamicos en diversos
aspectos limitativos de éstos (Rice, 2007): resistencia a sequia, produccion y calidad de
forraje, resistencia al pastoreo, senescencia, fijacion de Nitrdégeno, etc.

Diversos trabajos han sefalado la importancia de la fijacion bioldgica de Nitrogeno en
gramineas y su potencial de aplicacion en condiciones de produccion; sin embargo, en México
no existen indicios del comportamiento de las cepas disponibles, de la capacidad de asociacion
con gramineas forrajeras nativas y de la respuesta productiva de esta asociacion. Por ello, es
importante aislar, caracterizar e identificar bacterias fijadoras de Nitrogeno de vida libre y
promotoras del crecimiento vegetal para integrar este factor limitante al sistema, disminuir la
utilizacion de fertilizante inorganico y minimizar la contaminacion de mantos acuiferos. La
informacion que se tiene sobre la respuesta de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
en el establecimiento de gramineas forrajeras en zonas aridas y semiaridas es escasa; ademas,
son limitados los estudios sobre las bacterias que se asocian con las plantas de forma natural

en condiciones de estrés hidrico (Loredo-Osti et al., 2004).

1.3. Planteamiento del Problema

México cuenta con gran diversidad de recursos forrajeros nativos y las gramineas no son la
excepcion; sin embargo, los recursos genéticos de estas ultimas se estan perdiendo debido al
abuso del pastoreo y al hecho de que los productores desconocen el potencial productivo que
pueden alcanzar bajo un buen manejo. El género Bouteloua incluye gramineas nativas de
regiones aridas y semiaridas de México con gran diversidad morfologica y, sus aptitudes,
incluyen resistencia a heladas y sequia, desafortunadamente este recurso se estd degradando
por el sobrepastoreo, lo que ocasiona reduccion de los pardmetros productivos del hato,

ademas de desequilibrio en el ecosistema: mayor erosion (fisica y genética), pérdida acelerada



de nutrientes esenciales para el crecimiento vegetal. Uno de los nutrientes que requieren las
plantas para su crecimiento es el Nitrogeno y, por su alto costo, los productores no invierten en
comprar fertilizante para aplicar a sus pastizales. Por otro lado, la pérdida de fertilidad del
suelo esta acompaniada por degradacion del pastizal; ademads, causa ineficiencia econdmica,
por lo tanto, existe amenaza ecoldgica para las areas ganaderas. Actualmente, los pastizales
degradados sobrepasan 650 millones de has en el mundo (Padilla et al., 2009).

El uso inadecuado de los sistemas de pastoreo ocasiona que los pastizales se degraden
disminuyendo la fertilidad del suelo, limitando la disponibilidad de nutrientes para las plantas,
presentandose un desequilibrio en el ecosistema. Una alternativa para que los productores
conserven sus pastizales en condiciones Optimas es que utilicen la asociacion de bacterias
fijadoras de Nitrégeno de vida libre con pastos del género Bouteloua para incrementar la
fijacion de Nitrogeno atmosférico e incrementar la producciéon de forraje y, como
consecuencia, aumentar los indicadores productivos de los animales de su sistema de

produccion.

1.4. Objetivos Generales

Caracterizar recursos genéticos disponibles de Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., en
capacidad de asociacion con cepas fijadoras de Nitrégeno de vida libre.

Caracterizar la colecta de cepas fijadoras de Nitrogeno de vida libre, en respuesta asociativa

con B. curtipendula (Michx.) Torr.

1.5. Objetivos Especificos

Evaluar la diversidad de poblaciones de microorganismos presentes en la rizosfera de pastos
nativos de zonas aridas de México.

Determinar las caracteristicas morfologicas de las cepas seleccionadas para la produccion de
inoculo.

Evaluar la calidad fisiologica de semilla inoculada con cepas de vida libre fijadoras de
Nitrogeno y promotoras del crecimiento vegetal.

Comparar el comportamiento productivo de ecotipos de B. curtipendula (Michx.) Torr.,

asociados con cepas efectivas fijadoras de Nitrogeno de vida libre.



1.6. Hipotesis

Todas las cepas fijadoras de Nitrogeno de vida libre se asocian efectivamente con B.
curtipendula (Michx.) Torr.

No hay diferencia en la fijacion de Nitrogeno en las diferentes cepas evaluadas

La produccion de Indoles es similar en las cepas y genotipos evaluados.

Las cepas se asocian con todos los ecotipos de B. curtipendula (Michx.) Torr.

Todos los ecotipos asociados con las cepas fijadoras de Nitrogeno de vida libre producen la

misma cantidad de forraje.
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CAPITULO II. DIVERSIDAD POBLACIONAL DE MICROORGANISMOS DE LA
RIZOSFERA, ASOCIADOS CON PASTOS NATIVOS, EN SUELOS DE
REGIONES ARIDAS DE MEXICO

Resumen

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre las comunidades microbianas, se han

desarrollado en cultivos basicos y no existe informacion relacionada con la interaccion que

pudieran tener las poblaciones de microorganismos de la rizosfera en el rendimiento de pastos
del agostadero. Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la diversidad de
poblaciones de microorganismos presentes en la rizosfera de pastos nativos de zonas aridas de

Meéxico. El experimento se realizé en el area de Bacteriologia del Programa de Fitopatologia,

del Campus “Montecillo” del Colegio de Postgraduados, Km 36.5 de la carretera México-

Texcoco, en el municipio de Texcoco, Estado de México (19° 27° Norte y 98° 54’ Oeste), a

una altitud de 2220 m, clima Cw, el menos seco de los aridos con lluvias en verano,

temperatura media anual de 14.6 °C y precipitaciéon media anual de 500 mm. Se colect6 suelo
rizosférico de cinco localidades. Para evaluar la poblaciéon de microorganismos presentes en
pasto Banderita Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., se recolecto suelo de cinco localidades

[1) Salinas, San Luis Potosi; 2) Ejido, Jacalon, Salinas, San Luis Potosi; 3) Calera, Zacatecas;

4) Santa Maria del Oro, Durango; y 5) Crucero La Zarca, Durango], donde existen praderas

naturales de este pasto, dicho suelo se tamiz6 en malla de 2 mm hasta obtener 1 kg de suelo,

del cual se tomd una submuestra de 100 g para determinar las caracteristicas fisicas y quimicas
del mismo. Otros 10 g fueron empleados para determinar contenido de humedad; 10 g, bajo
condiciones de asepsia, se vertieron en botella de dilucion con 90 ml de agua destilada estéril,

la cual se agit6 vigorosamente durante 2 min y de esta dilucion (10™), se tomaron 10 ml,

realizando diluciones a diez decimales (10'2, 10'3, 10'4, 10, 10'6, 10'7,10'8, 10° y 10'10). Para

determinar la poblacion de actinomicetos, bacterias y hongos, se utilizaron las diluciones 107,

10* y 10°, 10° y 107; 102, 10° y 10™, respectivamente, a partir de las cuales, se tomaron

alicuotas de 0.1 ml que se vertieron sobre placa y, mediante varilla de vidrio, se distribuyeron

uniformemente, incubandose a 30 °C, en cinco repeticiones por dilucién. Las unidades
formadoras de colonias de bacterias (ufc) se cuantificaron a 24, 48 y 72 h; mientras que, para
actinomicetos y hongos las ufc se cuantificaron a 7, 8 y 9 d. Se encontraron poblaciones de

actinomicetos de 4.2, 9.0, 5.1, 2.4 y 8.4 x 10" g suelo seco™; para bacterias, se obtuvieron



poblaciones de 0.5, 1.8, 1.9, 1.5 y 1.2 x 10° g suelo seco™'; para hongos, se observaron
poblaciones de 0.1, 0.3, 0.2, 0.4 y 0.5 x 10° g suelo seco™! para las localidades 1, 2, 3,4 y 5,
respectivamente. Se observo una correlacion entre la poblacion de hongos con localidad y MO
presente en el suelo. Existe gran diversidad de microorganismos nativos con potencial para
generar inoculantes microbianos, incrementar la produccion de forraje y minimizar la
utilizacion de fertilizantes quimicos en condiciones de temporal de zonas daridas. Las
poblaciones reportadas son nativas de las regiones aridas y semiaridas y juegan un papel
importante para el aprovechamiento sustentable de los recursos vegetales nativos. Tanto el
tipo de suelo, MO, CE y N presentes, influyen la dinamica poblacional de comunidades de

microorganismos presentes en la rizosfera.

2.1. Revision de Literatura
2.1.1. Microorganismos de la rizosfera

En la rizosfera existe gran diversidad de microorganismos que forman comunidades
complejas, las cuales contribuyen a mantener la fertilidad del suelo. Los microorganismos
interactian mediante exudados radicales que liberan las plantas, los cuales, definen la
dinamica de los mismos en la rizosfera. Buyer y Kaufman (1996), Kuske et al. (2002),
Widmer et al. (2006), Cavaglieri et al. (2009), Tian et al. (2009), Martinez et al. (2010),
mencionan que los microorganismos juegan un papel importante para mantener el ciclo de
nutrientes, caracteristicas del suelo, procesos de transformacion, productividad primaria y la
promocion del crecimiento vegetal; sin embargo, las poblaciones de éstos, se ven afectadas
por variaciones del ambiente. Uno de los principios bésicos para el estudio de los
microorganismos es mediante exudados radicales, fuente de alimentacion de microorganismos
e interaccion planta-microorganismos (Alarcon y Ferrera, 2000; Escalante-Lozada et al., 2004;
Soroa-Bell et al., 2009; Hollister et al., 2010). Hernandez et al. (2001), sefialan que entre
plantas y microorganismos de la rizosfera existe una relacion debida a la liberacion de
compuestos nutritivos generados por la fotosintesis; los cuales, son trasladados a las raices en
forma de exudados, secreciones y mucilagos, estas interacciones son determinadas por dos
factores importantes (Nehl et al., 1996; Gesheva, 2002; Singh et al., 2007; Chen et al., 2008;
Garbeva et al., 2008; Ambrosini et al., 2012): especie vegetal y tipo de suelo, asi como

contenido de humedad del mismo, promoviendo el crecimiento radical (Adesemoye et al.,



2009; Richardson et al., 2009; Singh et al., 2011). Sant’Anna et al. (2011), sefialan que la
rizosfera es ejemplo de hébitat con entorno dindmico y grandes fluctuaciones en actividad
bioldgica y quimica. A pesar de la importancia que tienen los microorganismos en la rizosfera,
el beneficio de forma natural es insignificante, ésto se debe al mal manejo en los sistemas de
produccién agricola y pecuaria. Celaya-Michel y Castellanos (2011), mencionan que en suelo
hay gran diversidad de microorganismos, tales como, bacterias, protozoarios, nematodos,
acaros y hongos, los cuales estdn involucrados en la descomposicion de MO del suelo;
ademas, con la depredacion entre ellos, se liberan nutrientes que son reutilizados en la

transformacion y mineralizacion.

2.1.2. Actividad bidtica del suelo
Es importante comprender la interaccion de factores abidticos y biodticos de la fauna del suelo
en diferentes escalas y regiones para minimizar los efectos negativos en las funciones del
ecosistema (Birkhofer et al., 2011). Stromberger et al. (2011), mencionan que es urgente
conocer la actividad microbiana para identificar pardmetros que predicen modelos del
ecosistema para servicios del mismo. En agroecosistemas de secano, la comunidad microbiana
se puede aumentar con tecnologia alternativa, mediante retencion de residuos de cultivos y
reservas de nutrientes, mejorar estructura del suelo y, como consecuencia, mayor retencion de
agua. Aunado a ésto Sanaullah et al. (2011), evaluaron el efecto de la sequia sobre la actividad
microbiana de la rizosfera de una comunidad de pastizal y encontraron que la sequia afecta el
crecimiento radical y aéreo vegetal; ademas, la composicion de la comunidad vegetal es
modificada por la sequia, la presencia de pastos en monocultivo o en asociacién con
leguminosas en los ecosistemas de pastizal pueden reducir los efectos de la sequia,
incrementando el secuestro de carbono, por tal motivo, la utilizacién de esta herramienta,
puede reducir el estrés hidrico, al aumentar la eficiencia en el uso de agua por las plantas y su
efecto en los ciclos de carbono y Nitrégeno por la actividad microbiana del suelo. Por otro
lado Beare et al. (1997), sefialan que la actividad microbiana juega un papel importante en la
descomposicion de desechos agricolas y animales, regulando la estructura y funcioén de los
ecosistemas agricolas; por otro lado, el desarrollo en el manejo de practicas agricolas
sustentables promueve los atributos benéficos de los microorganismos, manteniendo la

productividad y la integridad del medio ambiente en regiones tropicales. Grageda-Cabrera et



al. (2012), sefialan que los microorganismos empleados como biofertilizante tienen un papel
sustancial al practicar una agricultura conservacionista; para ello, el desarrollo y uso de
biofertilizantes es una alternativa importante para sustituir parcial o totalmente el uso de
fertilizantes quimicos. Espinosa et al. (2011), indican que el suelo sin disturbio se mantiene en
equilibrio dinamico con el ambiente, con alta interaccion con la biosfera, produciendo altas
cantidades de macro y microfauna. Ademdas, mencionan que la actividad bidtica cambia las
propiedades del suelo, que mantienen fauna especifica. Sin embargo, la degradacion del suelo
tiene como consecuencia cambios adversos en las propiedades y procesos; con el tiempo, €stos
pueden desestabilizar el equilibrio dinamico del suelo con el ambiente por perturbacion natural
y antropica, siendo esta ultima la de mayor consecuencia, puesto que es rapida y resulta en

desequilibrio en las propiedades y los procesos del suelo (Espinosa et al., 2011).

2.1.3. Pastizales degradados
La degradacion de los pastizales va acompanada por baja fertilidad del suelo, provocando
pérdidas econdmicas por la baja productividad del ganado. Los pastizales degradados se
consideran asi porque las especies deseables pierden vigor y capacidad productiva por unidad
de area y animal, ocupando su lugar especies indeseables de bajo valor nutricional (Padilla et
al., 2009). Padilla y Cino (2003), indican que la aplicacion de fertilizante nitrogenado ayuda a
la recuperacion de praderas. Por otra parte Yong et al. (2004; 2005), mencionan que el
pastoreo abusivo acelera la erosion del suelo deteriorando las propiedades biologicas,
contenido de C, N y P. La reduccién en cobertura vegetal incrementa escorrentias, disminuye
la capacidad de infiltracién y aumenta la degradacion de suelos en areas de secano (Carmona
et al., 2013). Espinosa et al. (2011), mencionan que los tipos dominantes de degradacion del
suelo incluyen: erosion hidrica, compactacion, erosion edlica y sefialan como causas
principales al sobrepastoreo y practicas agricolas superficiales. Celaya-Michel y Castellanos-
Villegas (2011), argumentan que el hombre ocasiona perturbacion de los ecosistemas en pro
de su utilizacion, rompiendo el equilibrio en procesos del suelo; asi mismo, en su capacidad de
regulacion y reciclaje de MO y nutrientes, ademas de ocasionar pérdida de Nitrogeno y

fertilidad del suelo.



2.1.4. Estabilidad ecoldgica de la pradera

Es esencial entender los efectos del manejo de la comunidad microbiana en presencia de
plagas, fertilidad del suelo a largo plazo y sustentabilidad en los sistemas de produccion
(Wakelin et al., 2009). Al incrementar la biomasa y actividad microbiana, se pueden tener
beneficios como formaciéon de agregados, estabilidad del suelo, incremento en Ia
descomposicion de la MO, aceleraciéon en los ciclos de nutrientes, su transformacion,
almacenamiento, liberacion lenta de nutrientes orgénicos y control de patdégenos (Carpenter-
Boggs et al., 2003). Prieto et al. (2011), sefialan que el pastoreo afecta parametros del suelo de
forma directa: pisoteo, orina e indirecta: cobertura de forraje.

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre las comunidades microbianas se han
desarrollado en cultivos bésicos y no existe informacion relacionada con la interaccion y
efecto que pudieran tener éstas en el rendimiento de pastos del agostadero. Por tanto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la diversidad de poblaciones de microorganismos

presentes en la rizosfera de pastos nativos de zonas aridas de México.

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Area de estudio
El experimento se realiz6 en el 4rea de Bacteriologia del Programa de Fitopatologia, del
Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados, Km 36.5, carretera México-Texcoco,
Texcoco, Estado de México (19° 27° Norte y 98° 54° Oeste), a una altitud de 2220 m, clima
Cw, el menos seco de los aridos, con lluvias en verano, temperatura media anual de 14.6 °Cy

precipitacion media anual de 500mm (Garcia, 2005).

Cuadro 2.1. Caracteristicas geograficas de localidades de muestreo de la rizosfera.

Localidades Lat.t N Long.O A(m) T°C Pmm Clima

Salinas, SLP (1) 22°38 101°43> 2070 14-18 300-500 Seco templado
Jacalon, Salinas, SLP (2) 22°38 101°43° 2070 14-18 300-500 Seco templado

Calera, Zacatecas (3) 23°27° 102°55> 2160 16-18 400-500 Seco templado

Sta. Ma. del Oro, Dgo (4) 25°57° 105°22> 1700 10-20 300-600 Seco templado
La Zarca, Dgo (5) 26° 15 104°55° 1700 14-20 300-600 Seco templado

A=Altitud sobre el nivel del mar, T=Temperatura media anual, P=Precipitacién media anual (INEGI, 2005).



Se colectaron muestras de cinco localidades (Cuadro 2.1). En cada localidad, donde se
desarrolla de forma natural Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., se tomaron muestras de
suelo de la rizosfera; el cual, se tamizé en malla de 2 mm hasta obtener 1 kg y se pesaron 100

g para determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del mismo (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Caracteristicas quimicas del suelo de las localidades consideradas.

Caracteristicas quimicas del suelo 1 3 Loc;alidades4 3
pH (H,0) 7.60 810 790 570  7.90
MO (%) 090 190 210 1.70 5.60
CE (dSm™) 0.11 037 030 015 042
CIC (meq 100g™) 140 329 284 184 189
N (%) 050 0.10 0.1 0.09 028
P (mg kg™) 70 240 310 150 140
K (mg kg™ 2.1 39 24 1.3 1.1
N-NO; (mg kg™) 11.0 460 280 250 320
N-NH, (mg kg™ 1.0 2.0 190 230 31.0

Localidades. 1) Salinas, San Luis Potosi, 2) Ejido, Jacalon, Salinas, San Luis Potosi, 3) Calera, Zacatecas, 4)
Santa Maria del Oro, Durango, 5) Crucero La Zarca, Durango.

2.2.2. Estudio de la poblacion de microorganismos de la rizosfera de Bouteloua
curtipendula (Michx.) Torr.

Para estimar las poblaciones de actinomicetos, bacterias totales y hongos en cada localidad, se
pesaron por duplicado 20 g de suelo rizosférico. Los primeros 10 g fueron empleados para
determinar contenido de humedad, mediante secado en horno de conveccion mecanica a 110
°C, durante 24 h (Bewley y Black, 1994). Con los 10 g restantes, bajo condiciones de asepsia,
se vertieron en botella de dilucion con 90 ml de agua destilada estéril; la cual, se agitd
vigorosamente durante 2 min y de esta dilucién (10™), se tomaron 10 ml, realizando diluciones
seriadas a diez decimales (107, 107>, 10, 107, 10, 107,10%, 10® y 10™'%). Para determinar la
poblacion de actinomicetos se utilizaron las diluciones 107, 10* y 10 en medio Czapek
gelificado (50 g 1), tomando cinco alicuotas de 0.1 ml, por dilucion y distribuidos
uniformemente por toda la placa. Para bacterias totales, se tom¢ de las diluciones 107, 10° y

107 una alicuota de 0.1 ml y sobre placas con Agar Nutritivo (20 g I: 5 g I'" de Peptona de

10



Carne, 3 g 1" de Extracto de Carne y 12 g 1" de Agar-Agar) y se prepararon cinco repeticiones
por dilucién y, para hongos, se tomé una alicuota de 0.1 ml de las diluciones 107, 10° y 10,
utilizando Papa Dextrosa Agar gelificado (39 g 1), con cinco repeticiones por dilucion. Las
siembras en placa se incubaron a 30 °C. Las unidades formadoras de colonias de bacterias
(ufc) se cuantificaron a 24, 48 y 72 h; mientras que, para actinomicetos y hongos las ufc se

cuantificaron a 168, 192 y 216 h.

2.3. Analisis Estadistico
Los datos se analizaron mediante disefio completamente al azar, empleando GLM y Tukey
(P<0.05) para comparar medias entre tratamientos (SAS, 2003). Se realiz6 correlacion de

Pearson (1) entre la poblacion de microorganismos y caracteristicas quimicas del suelo.

2.4. Resultados y Discusion

Las localidades uno y dos tienen la misma altitud, temperatura y precipitacion; de igual forma,
las localidades cuatro y cinco mostraron valores similares en altitud, temperatura y
precipitacion. La localidad tres tiene la mayor altitud comparado con las demas localidades. El
pH de los suelos evaluados oscilé desde moderadamente acido hasta medianamente alcalino;
sin embargo, la mayoria se consideran suelos alcalinos (Cuadro 2.2). El rango en contenido de
MO fue desde bajo hasta alto. Para CE los valores en todas las localidades se consideran no
salinos aptos para la agricultura. Para CIC las localidades uno, cuatro y cinco presentaron
moderada capacidad de intercambio; sin embargo, las localidades dos y tres, mostraron la
mayor tasa de intercambio de cationes cuyo rango fue alto. Los valores para N se consideran
de bajos a muy altos, las localidades uno y cinco presentaron los mayores valores. Se encontrd
variacion para Fosforo en las diferentes localidades cuyos niveles van de medio a alto. Sin
embargo, se observd que los suelos de las localidades cuatro y cinco presentaron valores
similares de Fosforo. Ademas, la localidad uno fue la unica que present6d valores medios de
Fosforo. Por otro lado, los niveles de Potasio son optimos en las diferentes localidades. Para
N-NO; los valores se consideran de bajos a aceptables. La localidad cuatro fue la que
presentd, en la mayoria de las caracteristicas quimicas del suelo, los menores valores

(Rodriguez y Rodriguez, 2011; NOM-021-RECNAT-2000; Hazelton y Murphy, 2007).
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La textura de suelo fue franco con variantes, presentando dos localidades texturas de franco
arenoso (Cuadro 2.3). Por otra parte, se presentd variacion en contenido de humedad del suelo
(Cuadro 2.3), probablemente el contenido de humedad de suelo es bajo debido a la escasa
precipitacion presentada en las regiones estudiadas y la época de muestreo (Octubre).

Se encontraron diferencias significativas (P<0.01) en ufc de actinomicetos en las localidades
estudiadas, las localidades dos y cinco mostraron mayores promedios superando en 214, 177 y

375% a las localidades uno, tres y cuatro, respectivamente (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3. Caracteristicas fisicas del suelo, contenido de humedad y conteo en placa, de

microorganismos aislados de la rizosfera de Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr.

L Textura Arena Limo Arcilla CH AS BS HS
X10° X10° X10°
% % % % ufcg’ss’ ufcg'ss?'  ufc g’ ss?
1 Franco arenoso 77 20 3 23 42° 0.5° 0.1°
2 Franco 37 40 23 6.4 9.0 1.8° 0.3°
3 Franco limoso 18 59 23 4.7 5.1° 1.9 0.2°
4 Franco arcilloso 45 20 35 6.2 2.4° 1.5° 0.4°
5 Franco arenoso 57 16 27 55 84° 1.2° 0.7*

Localidad (L). 1) Salinas, SLP, 2) Ejido, Jacaldn, Salinas, SLP, 3) Calera, Zacatecas, 4) Santa Maria del Oro,
Durango, 5) Crucero La Zarca, Durango. CH= contenido de humedad, AS= actinomicetos, BS= bacterias, HS=
hongos. ufc= unidades formadoras de colonias. SS= suelo seco. * y ** Literales diferentes dentro de columna
indican diferencias significativas Tukey (P<0.05) y (P<0.01), respectivamente.

Como se puede observar, la poblacion de actinomicetos no muestra tendencia con
caracteristicas geograficas de las localidades; asi mismo, en caracteristicas fisicas del suelo, la
poblacién de actinomicetos sigue la tendencia del pH. En el presente estudio se encontrdé un
rango de variacion en actinomicetos de 2.4x10* a 9.0x10* ufc g de suelo seco, con valores
inferiores a los reportados por Zhang et al. (2013), quienes obtuvieron poblaciones con valores
de 5x10° a 20.8x10° ufc g de suelo seco para niveles de fertilizacion nitrogenada de 0.1 a 0.7
g N' ¢! de suelo. Vieira y Nahas (2005), reportaron mayor variacién en nimero de
actinomicetos totales en los diferentes suelos evaluados; sin embargo, el rango fue de 35x10° a

125x10° ufc g' de suelo seco. Brito-Alvarez et al. (1995), evaluaron diferentes tipos de
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composta encontrando valores de actinomicetos de 1.4x10° a 3.8x10° ufc g”'. Gong et al.
(2009), compararon el efecto a largo plazo con abono y fertilizacion en la fraccion de MO y
microbios, bajo un sistema trigo-maiz en China, reportando los mayores valores 1293x10° ufc
g de suelo seco para actinomicetos en el tratamiento donde solo se aplicé abono durante 18
afios. Para poblacion bacterias, se observaron diferencias (P<0.05) en ufc en las diferentes
localidades, siendo la uno la que menor ufc obtuvo por g de suelo seco, con promedio de
0.5x10° ufc, comparado con las otras localidades, las cuales fueron superiores en 360, 380,
300 y 240% para las localidades dos a cinco, respectivamente (Cuadro 2.3). El tipo de textura
del suelo influyo en la poblacion de bacterias y la textura franco arenosa presentd6 menores
poblaciones; contrariamente, la textura franco y franco limosa presentaron mayores
poblaciones. La poblacion de bacterias muestra influencia de la MO. Poblaciones inferiores a
las reportadas por Vieira y Nahas (2005), quienes encontraron mayores valores de bacterias
totales en suelo, donde se cultivd sorgo, con rango de 60x10° a 250x10° ufc g de suelo seco,
comparado con suelo forestal con eucaliptos establecidos. Las mayores poblaciones fueron
para bacterias, seguidas de actinomicetos y, por ultimo, hongos (Fig. 2.1).

Hernandez-Flores et al. (2012), evaluaron la poblacion de bacterias nativas de tres localidades
del estado de Chihuahua y encontraron poblaciones totales de bacterias en rango de 4.0x10° a
4.0x10° ufc g suelo seco. Zhang et al. (2013), estudiaron el efecto de la interaccion raiz y
fertilizacion nitrogenada en soya, asi como cualidades microbianas en rizosfera y encontraron
poblaciones de bacterias en rango de 17.5x10° a 38.8x10° ufc g suelo seco y fertilizacion de
0.1 a0.7 g N"' g de suelo. Vestergard et al. (2004), reportaron incremento en numero de
bacterias con fertilizacion Nitrogenada, desde niveles bajos, comparado con cero fertilizacion;
ademas, se estimula, cuando se adiciona P, encontrando variacion entre 5x10° y 60x10° ufc g'l
de suelo rizosférico. Canbolat et al. (2006), evaluaron el efecto de la fertilizacion con relacion
al aumento al nimero de colonias de bacterias y encontraron que el mayor promedio ocurrid
con mezcla de NP con 4.3x10° ufc g de suelo seco, comparado con el testigo (2x10° ufc g
de suelo seco). Whitman et al. (1998), mencionan que la variacion en microorganismos esta
influenciada por tipo y condiciones de suelo y las bacterias son las mas numerosas, con rango

de 4x10° a 2x10° ufc g de suelo seco.
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Has " bs Whs

ufc/g/SS de los microorganimsos

1 2 3 4 5
Localidad

Figura 2.1. Poblacion de microorganismos de diferentes localidades evaluadas: 1) Salinas,
SLP, 2) Ejido, Jacalon, Salinas, SLP, 3) Calera, Zacatecas, 4) Santa Maria del Oro, Durango,
5) Crucero La Zarca, Durango. as= actinomicetos, bs= bacterias, hs= hongos. ufc= unidades

formadoras de colonias, por gramo, todas en base suelo seco. Datos transformados a Log, base
10.

Por otro lado Verma et al. (2011), evaluaron la dinamica poblacional e identificaron cepas
eficientes de Azospirillum en siembras de maiz en India, en cuatro diferentes tipos de suelo y
encontraron en Entiosol/Inceptisol 46x10° ufc g” de suelo; en Calcareo, 20x10° ufc g de
suelo; vertisol, 16.5x10° ufc g de suelo y 6.5x10° ufc g de suelo, para no calcareos;
similarmente, reportaron diferencias en poblacion de cepas nativas de Azospirillum para tres
genotipos de maiz y, la mayor poblacién (68x10° ufc g” de suelo seco), la observaron en el
genotipo tradicional, seguido de un genotipo compuesto con 33x10° ufc g de suelo seco y, la
menor poblacion, en maiz hibrido con 11x10° ufc g de suelo seco; los autores atribuyen esta
menor poblacion, a que el desarrollo de hibridos se maneja con altas dosis de fertilizacion
quimica, por tanto, es ventajoso la utilizacion de genotipos adaptados a condiciones de suelo y
clima. Por otra parte Kuske et al. (2002), evaluaron bacterias del suelo rizosférico en tres
especies de gramineas de zonas aridas y encontraron las mayores poblaciones en los primeros

10 cm de profundidad con 73x10°, 105x10° y 96x10° ufc g de suelo seco para Stipa, Hilaria
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y Bromus, respectivamente. Ridder-Duine et al. (2005), estudiaron la composicion de la
comunidad de bacterias mediante conteo en placa, observando poblaciones cuyos valores
oscilaron de 3.4x10° a 2.35x10% ufc g de suelo y poblaciones de 2.24x10" a 1.22x10° ufc g
de suelo, para conteo en placa de rizosfera y suelo, respectivamente. Por otro lado Brito-
Alvarez et al. (1995), evaluaron el efecto de la composta en la microflora de la rizosfera en
tomate y la incidencia de rizobacterias en el crecimiento vegetal, encontrando poblaciones
cuyos valores oscilaron entre 8.0x10° a 12.5x10° ufc g, la mayor poblacién se presentd en el
tratamiento con mayor acidez. Gong et al. (2009), utilizando abono, reportaron mayor
poblacion de bacterias (121x10° ufc g de suelo), respecto al uso de fertilizante inorgénico.
Espinosa-Victoria et al. (2006), encontraron mayores poblaciones de A. brasilense en invierno
en un sistema de labranza de conservacion, comparado con un sistema de labranza
convencional y mencionan que altas poblaciones de Azospirillum probablemente se deben a
mayor cantidad de Carbono, Nitrogeno y humedad que resultan de la desintegracion de la MO
después de la cosecha. Ademas de factores que influyen positivamente la supervivencia de A.
brasilense: porcentaje de arcilla, contenido de MO, capacidad del suelo para retener agua y
contenido de Nitrogeno.

Cardenas et al. (2010), observaron mayor presencia de Azospirillum en lluvias, respecto a la
época de secas sefialando que son capaces de sobrevivir en época de secas, debido a que
pueden cambiar sus caracteristicas fisioldgicas, tal como actividad metabodlica. Similarmente
Brasil et al. (2005), Garrido et al. (2010) y Reis et al. (2004), reportaron valores menores en
poblacion de bacterias en la época de seca. Sampaio et al. (2012), evaluaron bacterias
diazotroficas promotoras del crecimiento vegetal, aisladas de Pennisetum purpureum, en cinco
diferentes medios de cultivo, observando poblaciones que variaron de 10% a 10° ufc g de peso
fresco, ademads, diferencias significativas en poblacion de bacterias en ambos genotipos y
medios de cultivo. Estos autores aislaron 204 bacterias diazotrdficas de diferentes tejidos de la
planta, de las cuales el 19.6% fueron aisladas de hoja, 19.6% de raiz y 60.8% de tallo.

Las poblaciones de hongos mostraron diferencias (P<0.05) para localidades, con wvalor
superior de 0.7x10° e inferior de 0.1x10” ufc g de suelo seco (Cuadro 2.3). La poblacion de
hongos no mostr6 tendencia respecto a localidad ni para caracteristicas quimicas y fisicas del
suelo. La mayor poblacién de hongos se encontro en la localidad con mayor contenido de MO

y viceversa. Lo anterior, indica que la MO influye la dinamica de poblaciones de hongos.
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Zhang et al. (2013), reportaron poblaciones de 3.5x10% a 12.5x10" ufc g de suelo seco para
niveles de fertilizacion nitrogenada con rango de 0.1 a 0.7 g N' g de suelo. Canbolat et al.
(2006), reportaron mayores promedios de ufc de hongos, cuando se adicion6 mezcla de NP
comparado con el testigo, cuyos valores fueron 2.8x10° y 1.4x10° ufc g’ de suelo seco,
respectivamente. Brito-Alvarez et al. (1995), evaluaron diferentes tipos de composta sobre la
poblacién de hongos, observando de 3.6x10* a 6.4x10* ufc g, las mayores poblaciones se
presentaron en el testigo, el cual presenté pH mayor y menores valores en MO, N, P, K, Mg y
Ca. Gong et al. (2009), evaluaron el efecto de aplicar abono y fertilizante inorganico durante
18 afos, en poblaciones de hongos y encontraron que el tratamiento donde solo se aplicod
abono mostré mayor promedio (24x10° ufc g de suelo). Por su parte Alvarez-Solis y Anzueto
(2004), no encontraron diferencias significativas en ufc de actinomicetos, bacterias y hongos

en las localidades estudiadas y entre sistemas de produccion.

Cuadro 2.4. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre microorganismos y caracteristicas

del suelo donde se realizaron los muestreos.

Coeficiente (r)

Parametros

L MO CE N
AS 0.101™° 0.571™° 0.888" -0.079™
BS 0.310™ 0.072™ 0.515N -0.954"
HS 0.893" 0.912" 0.617" -0.204™°
N-NH,4 0.968" 0.744N5 0.349"° -0.307™°

NS no significativo. * y ** (P<0.05) y (P<0.01), respectivamente. AS= actinomicetos, BS= bacterias, HS=
hongos. L= localidad, MO= MO, CE= conductividad eléctrica, N= nitrogeno, N-NH,= amonio.

La correlacion entre poblaciones de microorganismos y caracteristicas quimicas del suelo no
mostrd significancia (P>0.05) entre microorganismos (Cuadro 2.4), observandose valores de
r=0.24, P>0.70, para AS con BS y para AS con HS r=0.42, P>0.48. Sin embargo, se
presentaron correlaciones altas entre AS con CE; BS con N; HS con Localidad (L) y MO
(MO); N-NH4 con L. Por otro lado, se presentaron altas correlaciones que no fueron
significativas, L con MO, r=0.80, P>0.11; AS con pH, r=0.78, P>0.12; AS con N-NO3, r=0.74,
P>0.15; BS con Capacidad de Intercambio Cationico (CIC), r=0.86, P>0.06; BS con Foésforo,
r=0.76, P>0.14; BS con N-NOs, r=0.75, P>0.14 y HS con N-NH,4, r=0.78, P>0.12.
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2.5. Conclusiones

Existe gran diversidad de microorganismos nativos con potencial para generar inoculantes
microbianos, incrementar la produccion de forraje con potencial para atender las necesidades
de nutrientes, principalmente Nitrogeno y Fosforo en condiciones de temporal de zonas aridas.
Las poblaciones reportadas son nativas de regiones semidridas y juegan un papel importante
para el aprovechamiento sustentable de los recursos forrajeros nativos.

El tipo de suelo, MO, CE y N presentes influyen en la dindmica de comunidades de

microorganismos presentes en la rizosfera.
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CAPITULO IIl. DIVERSIDAD GENETICA DE BACTERIAS FIJADORAS DE
NITROGENO DE VIDA LIBRE, EN SUELOS DE REGIONES ARIDAS,
ASOCIADOS CON PASTOS NATIVOS DE MEXICO

Resumen

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre el beneficio de bacterias diazotroficas, se

ha desarrollado en cultivos basicos, por lo que no existe informacion de la interaccion y efecto

que pudieran tener en el rendimiento de pastos. Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la capacidad de cepas de vida libre, para fijar Nitrogeno atmosférico y produccion de
sustancias reguladoras del crecimiento en asociacidon con pastos nativos de zonas aridas de

Meéxico. El experimento se realizé en el area de Bacteriologia del Programa de Fitopatologia,

del Campus “Montecillo” del Colegio de Posgraduados, Km 36.5 carretera México-Texcoco,

Texcoco, Estado de México (19° 27 Norte y 98° 54 Oeste), a 2220 msnm, clima Cw, el

menos seco de los aridos con lluvias en verano, temperatura media anual de 14.6 °C y

precipitacion media anual de 500 mm. Se tomaron muestras de suelo de la rizosfera en donde

se desarrolla de forma natural Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., de cinco localidades, [1)

Salinas, San Luis Potosi; 2) Ejido, Jacalon, Salinas, San Luis Potosi; 3) Calera, Zacatecas; 4)

Santa Maria del Oro, Durango; y 5) Crucero La Zarca, Durango], las cuales se tamizaron en

malla de 2 mm hasta obtener aproximadamente 1 kg de suelo tamizado. De éste, se pesaron

100 g para determinar caracteristicas fisicas y quimicas de las cinco localidades. Para estimar

la poblacion de bacterias por localidad, se pesaron 10 g de suelo. Con éstos, se realizaron

diluciones seriadas con base 10 (10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 107, 10'6, 10'7,10'8, 10° y 10'10); de las
cuales, se tomo de las diluciones 107 s 10° y 107 una alicuota de 0.1 ml y se vertid sobre
placas con medio de cultivo gelificado para bacterias totales (agar nutritivo) y se distribuyo
uniformemente, se prepararon cinco repeticiones por dilucion. Las siembras en placa se

incubaron a 30 °C. Las unidades formadoras de colonias (ufc) se cuantificaron a las 24, 40 y

72 h, mediante dilucion en placa. De las bacterias que crecieron, se realizaron nuevamente

cultivos, cada una en placa con medio de agar nutritivo y medio de cultivo libre de nitrégeno

(NFb), mediante estria cruzada (para mantener la cepa pura) y, previamente identificada e

incubadas a 30 °C por 72 h; una vez desarrolladas las colonias, dependiendo su velocidad de

crecimiento, se describieron considerando forma, elevacion, borde, textura y color. Con esta

caracterizacion se seleccionaron cinco cepas. Se aislaron 489 cepas, las cuales se resembraron
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en placas Petri; de este total, 120, 69, 112, 137 y 51 pertenecen a las localidades uno, dos, tres,
cuatro y cinco, respectivamente. De 489 cepas aisladas, 440 crecieron en medio NFbD,
especifico para Azospirillum; posteriormente, se seleccionaron 129 por rapido crecimiento. De
éstas, 28, 22, 30, 27 y 22 correspondieron a las localidades uno, dos, tres, cuatro y cinco,
respectivamente y se les realizé confirmacion con medio de cultivo con Rojo Congo, donde se
desarrollaron 25 cepas, mismas que se caracterizaron de acuerdo a forma, elevacion, borde,
textura y color en agar nutritivo. Seis, cuatro, 10, dos y tres cepas pertenecian a las localidades
uno, dos, tres, cuatro y cinco, respectivamente y, de estas ultimas, se seleccionaron cinco
cepas: a66 localidad dos; 127 e 195 localidad tres; S73 localidad cuatro y ZA40 de la localidad

cinco para estudios posteriores.

3.1. Revision de Literatura

3.1.1. Fertilidad de suelo
Luna et al. (2013), indican que se basa en la capacidad que tiene los suelos para poner en
disposicion los nutrientes necesarios para el desarrollo y crecimiento de plantas, desarrollando
un papel importante la comunidad microbiana que participa activamente en la captura de
nutrientes y mineralizacion de MO. Terry et al. (2005), mencionan que en la agricultura
ecologica el uso de biofertilizantes en los sistemas de produccion es una alternativa viable e
importante; ademas, permite reducir costos, elimina contaminacion, promueve la
conservacion, fertilidad y biodiversidad del suelo. Geissen y Morales (2006), senalan que la
MO vy la acidez del suelo son parametros quimicos de mayor influencia sobre los
microorganismos del suelo y los procesos de descomposicion, también, indican que la
descomposicion de hojarasca y presencia de lombrices son indicadores para determinar que un
suelo es fértil en condiciones tropicales; sin embargo, la biomasa microbiana como parametro
no es un indicador para describir tal efecto. Elizondo (2006), argumentan que el Nitrogeno es
un nutriente indispensable para la produccion; sin embargo, es un contaminante potencial del
aire y agua; similarmente, el estiércol es fuente excelente de nutrientes para plantas y a los
suelos donde se incorpora requieren menor cantidad de fertilizantes quimicos, incrementando
la cantidad de MO y contribuyendo a menor escorrentia y erosion, ademads, presentan ventajas

en cuanto a condiciones fisicas y bioldgicas.
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3.1.2. Fertilizacion quimica
La fertilizacion es fundamental en la agricultura moderna porque suministra nutrientes
esenciales; sin embargo, el exceso de fertilizacion causa un impacto negativo al contaminar el
ambiente y mantos acuiferos (Adesemoye et al., 2009). Garrido et al. (2010); Grageda et al.,
(2012), mencionan que los altos costos de la fertilizacion inorganica es una limitante para su
uso y ocasiona pérdida de diversidad bioldgica, deterioro de recursos naturales, erosion de
suelo, cambio climatico, etc., lo que ha provocado la disminucioén de superficie apropiada para
la agricultura y consecuentemente problemas ecologicos, econdmicos y sociales; por esta
razon, es urgente aplicar soluciones para mantener la sustentabilidad. Kennedy et al. (2004),
sefalan que el uso de fertilizantes quimicos disminuye la disponibilidad de combustibles
fosiles, genera gases de efecto invernadero y los biofertilizantes pueden reducir este efecto. La
inoculacion con biofertilizantes puede ayudar a mitigar el calentamiento global, manteniendo
el equilibrio ecoldgico, asi mismo, reduciendo costos para productores. Rebolledo (1998),
indica que para incrementar rendimientos e ingresos netos pod cultivo por unidad de
superficie, se deben de manejar factores y, el de mayor importancia, es la fertilizacion.
Cardenas et al. (2004), argumentan que el uso de fertilizantes nitrogenados presenta riesgos de
contaminacion del ambiente por lixiviacion hacia aguas subterraneas del Nitrégeno no
absorbido y su uso indiscriminado conlleva a degradacion del suelo por salinidad, ademas de
incrementar costos de produccion. Por otra parte, su uso adecuado proporciona grandes
beneficios. La aplicacion indiscriminada de fertilizantes quimicos ocasiona problemas

globales y dafa la salud humana (Pool-Novelo et al., 2000; Pérez et al., 2008).

3.1.3. Importancia del Nitrégeno
El Nitrogeno es el elemento que limita la productividad en regiones aridas y semiaridas,
después, del agua, éste naturalmente estd presente en la atmdsfera en forma de gas; sin
embargo, no esta disponible para la planta y, para su disponibilidad, se necesita establecer
asociaciones con bacterias del suelo. Ademas, la escasa MO (MO) en el suelo no puede
aprovecharse por la planta, para ello, se debe realizar un proceso de descomposicion y

mineralizacion por microorganismos del suelo (Celaya-Michel y Castellanos-Villegas, 2011).
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3.1.4. Ciclo del Nitrégeno

Elizondo (2006), menciona que el ciclo del Nitrogeno es complejo y dinamico puesto que
comprende transformaciones microbianas, las cuales son afectadas por diversos factores:

temperatura, humedad, aireacion y pH del suelo, entre otros (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Ciclo de Nitrogeno (Beegle, 2004).

3.1.5. Mineralizacion del Nitrégeno
La mayoria del Nitrogeno del suelo se pierde por exceso en aplicacion y manejo inadecuado.
El exceso de Nitrogeno produce gases que reducen la capa de ozono; ademas, producen
nitritos que contaminan el agua. La educacion y politicas deben de utilizarse para corregir
¢ésto, la investigacion, para detectar la nitrificacion y mejorar la absorcién orgdnica del
Nitrogeno, lo que podria proporcionar beneficios a la sociedad (Nannipieri y Eldor 2009).
Valle et al. (2008), mencionan que en regiones tropicales un tema importante es la
mineralizacion del Nitrogeno del suelo debido a que proviene de la MO, la cual aporta una
cantidad significativa de captura total de Nitrogeno por el pasto. Sefialan que la mineralizacion

de Nitrogeno es diferente en leguminosas en relacion a pastos e indican que probablemente se
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debe a bajas concentraciones de Nitrogeno en suelo con respecto a la cantidad de MO
presente, pH en el suelo o la poblaciéon de microorganismos que afectan la mineralizacion del
Nitrogeno. Flores et al. (2010), evaluaron la mineralizacion de Nitrégeno en biosolidos
estabilizados con cal y observaron que la tasa de mineralizacion cambia con relacion a la
textura del suelo; ademas, encontraron que en suelos francos hay mayor tasa de mineralizacion
(20 mg kg' de suelo) con aplicacién de 600 kg ha™ de biosélidos comparado con suelo
arcilloso. Celaya-Michel y Castellanos-Villegas (2011), mencionan que en regiones aridas y
semidridas es baja la incorporacion de MO al suelo debido a la limitada cubierta vegetal. La
mineralizacion en ecosistemas aridos y semiaridos ocurre de forma heterogénea, debido a
microclima y disponibilidad de MO por la presencia de mayor cantidad de plantas presentes en
manchones fértiles y esto trae como resultado mayor cantidad de Nitrogeno y nutrientes para
las plantas en dichos sitios. También, indican que el proceso de mineralizacion ocurre con
mayor frecuencia en lugares con presencia de arboles y arbustos leguminosos, los cuales

aumentan la mineralizacion de Nitrégeno y una mayor eficiencia en el uso de agua.

3.1.6. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal de vida libre
Los géneros Azotobacter y Azospirillum (Acebo et al., 2007; Guzman et al., 2012),
Enterobacter (Sanchez et al., 2012), Herbaspirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter,
Beijerinckia y Derxia (Garrido et al., 2010; Obando et al., 2010), son empleados como
promotores del crecimiento vegetal por su capacidad para fijar Nitrogeno atmosférico y
generar metabolicos secundarios. Cada dia es mayor la utilizacion de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal en cultivos de interés econdmico para incrementar la produccion de
alimentos, manteniendo una agricultura sustentable con el menor dafio al ambiente (Pazos y
Hernandez, 2001; Torriente, 2010). Lucy et al. (2004), sefialan que la utilizacion de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal es una alternativa para incrementar la productividad y
mencionan que es necesario conocer las bacterias que mejor respondan a cada sistema de
produccién, para que ocurra mayor sinergia planta-bacteria, asi como comprender los factores
involucrados en la conservacion del ambiente. Las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal tienen gran potencial en la agricultura como biofertilizantes (Vessey, 2003; Luna et
al., 2013), ademas, indican que estas bacterias promueven el crecimiento y morfologia de

raices mediante sustancias reguladoras, tales como fitohormonas y enzimas, que resultan en
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mayor superficie de area de raiz y, en consecuencia, en incremento en la absorcion de
nutrientes y produccion de sideroforos, facilitando la captacion de hierro y solubilizacion de
fosforo, resultando en mayor oferta de nutrientes. Carcano et al. (2006), indican que las
rizobacterias presentan cualidades como promotoras del crecimiento vegetal, fijadoras de
Nitrégeno y proveedoras de sustancias reguladoras del crecimiento, con lo cual benefician a
las plantas, con esta asociacion se mejora la disponibilidad de nutrientes en el suelo y
disminuye la incidencia de enfermedades y uso de recursos no renovables. Sampaio et al.
(2012), mencionan que la caracterizacion de diversidad y fisiologia de bacterias diazotroficas
es un prerrequisito para determinar el potencial que tienen estas cepas para su uso en campo.
Hernandez et al. (2004), senalan que cepas de Pseudomonas y Burkholderia son promotoras
de metabolitos del tipo de acido indolacético, siderdforos y acido salicilico, los cuales
promueven crecimiento vegetal en cultivos de interés econdmico. Rives et al. (2007), indican
que al realizar una agricultura sostenible se deben una forma adecuada la aplicacion de
fertilizantes quimicos y microorganismos y el uso de inoculantes bacterianos constituye una
alternativa ecologica para la conservacion del ambiente. Los grupos utilizados son bacterias
promotoras del crecimiento vegetal que interactian mediante mecanismos de produccion de
fitohormonas, fijacion bioldgica de Nitrogeno y biocontrol de patogenos. También mencionan
que las bacterias promotoras del crecimiento deben ser cepas nativas adaptadas a las
condiciones de la region para contrarrestar el uso indiscriminado de los fertilizantes quimicos,
aunado a ésto, se deben establecer metodologias para aislamiento, identificacion y

mecanismos de accion, permitiendo mejorar el manejo de estos microorganismos.

3.1.7. Género Azospirillum spp.
Rodriguez (1982), menciona que Azospirillum spp., incluye bacterias con atributos tales como,
fijacion de Nitrégeno en gramineas que se puede aislar de suelo y/o raices mediante medios de
cultivo libres de Nitrogeno. Ademads, observd, que colonias en Rojo Congo a 37°C por 96 h
presentaron color escarlata, rapido crecimiento, consistencia seca, didmetro de 1.5 a 2 mm,
forma redonda e irregular, ondulada en el borde y superficie rugosa con crestas radiales en el
centro. También, encontrd otras bacterias que se asocian con la raiZ: Bacillus, Enterobacter,
Klebsiella y Pseudomonas, las cuales son circulares, convexas, traslucidas y suaves; sin

embargo, no absorben el Rojo Congo. Muchas de las colonias puras de Azospirillum se
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obtienen facilmente con este medio. Verma et al. (2011), indican que es un prerrequisito
importante conocer la carga microbiana y la diversidad de comunidades nativas. Azospirillum
tiene un rol importante para maiz al cual suministra nutrientes, principalmente Nitrégeno.
Parra y Cuevas (2001), mencionan que Azospirillum puede sobrevivir y adaptarse a diversos
ambientes con diversas vias para esta asociacion, puesto que puede consumir gran diversidad
de compuestos organicos, azucares, aminoacidos, etc., por lo que este género presenta

cualidades que le ayudan a competir contra otros microorganismos en la rizosfera.

3.1.8. Interaccion suelo-planta-microorganismo
La supervivencia de A. brasilense en una rizosfera colonizada es independiente de la aridez;
sin embargo, siete pardmetros abidticos controlan la supervivencia de esta bacteria: porcentaje
de arcilla, Nitrogeno, MO, CaCOs;, arena fina:gruesa y capacidad de retencion de agua;
ademas, por manejo (percolacion del agua) la poblacion de A. brasilense es afectada
directamente y con rapidez (Bashan et al., 1995). Cardenas et al. (2010), mencionan que
Azospirillum tiene la capacidad de desarrollar mecanismos de colonizacion, encontrandose
principalmente en la zona de elongacion de raiz, sobre las capas de mucigel; ademads, puede
colonizar penetrando células corticales de la raiz. Baca et al. (2000), sefialan dos
acontecimientos bioldgicos fundamentales que aseguran la disponibilidad del carbono y
Nitrégeno en los seres vivos, los cuales se originan del gas carbonico y del Nitrogeno
molecular: fotosintesis y fijacion bioldgica de Nitrégeno. La fijacion de Nitrogeno la realizan
bacterias que estdn adaptadas a diversos estilos de vida y todas presentan la enzima
nitrogenasa. Pérez y Casa (2005), estudiaron la interaccion planta-Azospirillum en cafia de
azucar (Saccharum spp.), argumentan que la rizosfera de este cultivo presenta cualidades para
el desarrollo de Azospirillum, debido a la presencia de fuentes de carbon y energia y estas se

originan de los exudados radicales y residuos vegetales que se depositan en el suelo.

3.1.9. Fijacion biologica de Nitrdégeno
Es importante la entrada de Nitrégeno al sistema mediante fijacion bioldgica del mismo por
microorganismos de vida libre y/o simbiodtica, siendo relevante para ecosistemas que tienen
limitada entrada de Nitrogeno, como las regiones aridas y semidridas. La incorporacion de

Nitrégeno al suelo beneficia a la planta con la asociacion simbidtica y, al morir éstas (Celaya-
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Michel y Castellanos-Villegas, 2011). Baca et al. (2000), mencionan que el descubrimiento de
la fijacion bioldgica de Nitrogeno en leguminosas se remonta al siglo XIX y sefalan, que la
fijacion bioldgica de Nitrogeno a amonio la realizan tUnicamente procariotes y
microorganismos que presentan nitrogenasa convencional, proceso aerobico. Los mejores
fijadores son aquellos que involucran energia y oxigeno proporcionados por las plantas y,
dentro de los diazotrofos, se incluyen los de vida libre, simbidticos y endofitos. En suelos

tropicales hay bajo intercambio de iones y fertilidad, relacionada con la MO presente.

3.1.10. Reduccidn de acetileno
Garcia et al. (2006; 2007), encontraron incrementos en la produccion de biomasa debido a la
produccion de acido indol-acético mediante aportacion de mayor cantidad de triptéfano en dos
gramineas; los mismos autores, sefialan que se puede incrementar la produccion en 36%
comparado con la fertilizacién quimica. Fischer et al. (2007), sefialan que varios mecanismos
se han propuesto para explicar como las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
estimulan el crecimiento de la planta, los cuales pueden dividirse en directos e indirectos. Los
directos se producen cuando los metabolitos o compuestos sintetizados son proporcionados a
las plantas: fitohormonas 6 cuando las bacterias facilitan la absorcion de nutrientes a la planta
(indirectos). Muchas bacterias promotoras del crecimiento vegetal contienen la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilasa (ACC) desaminasa, que hidroliza la ACC (precursor del

etileno) y que reduce el nivel de elaboracion de etileno en la planta.

3.1.11. Produccion de Indoles
Hernandez et al. (2004), indican que las rizobacterias contribuyen a la produccion de indoles
los cuales promueven el desarrollo y rendimiento de diversas especies de importancia
econdmica, ademas, combaten a patogenos de estos cultivos. Lara et al. (2011), evaluaron el
potencial de bacterias nativas como promotoras del crecimiento vegetal y mencionan que son
alternativa para incrementar el aporte nutricional a las plantas; ademas, secretan reguladores
de crecimiento (auxinas), aumentando la germinacion de semilla, nutricion, desarrollo de raiz,
entre otros. Sanchez et al. (2012), sefiala que la produccion de auxinas por bacterias,
principalmente 4cido indolacético, influye positivamente el crecimiento y desarrollo vegetal,

ademas, indican que el proceso de elongacion, puede estar relacionado con produccion de

30



metabolitos secundarios benéficos: fitohormonas, sider6éforos o solubilizadores de fosforo
inorgénico, incrementando su disponibilidad para la planta. Por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo fue caracterizar morfoldgicamente cepas de vida libre fijadoras de Nitrogeno

atmosférico, asociadas con pastos nativos de las zonas aridas de México.

3.2. Materiales y Métodos
3.2.1. Area de estudio

El experimento se realizd en el area de Bacteriologia del Programa de Fitopatologia, del
Campus “Montecillo” del Colegio de Posgraduados, Km 36.5, carretera México-Texcoco,
Texcoco, Estado de México (19° 27 Norte y 98° 54° Oeste), a 2220 msnm, clima Cw, el
menos seco de los aridos con lluvias en verano, temperatura media anual de 14.6 °C y
precipitacion media anual de 500 mm (Garcia, 2005). Se tomaron muestras de suelo de la
rizosfera en donde se desarrolla de forma natural Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., de
cinco localidades, las cuales se tamizaron en malla de 2 mm hasta obtener aproximadamente 1

kg de suelo tamizado.

3.2.2. Evaluacion de bacterias de la rizosfera de pasto Banderita, de las diferentes
localidades

Para estimar la poblacién de bacterias totales por localidad se pesaron 10 g de suelo, bajo
condiciones de asepsia, se vertieron en botella de dilucion con 90 ml de agua destilada estéril,
la cual se agito vigorosamente durante 2 min y, de esta dilucién (10™"), se tomaron 10 ml, para
realizar diluciones seriadas con base 10 (10'2, 10'3, 10'4, 107 , 10'6, 10'7,10'8, 107 y 10’10). Para
determinar la poblacion de bacterias totales, se tom¢ de las concentraciones 10°, 10° y 107
una alicuota de 0.1 ml y se vertid sobre placas con medio de cultivo gelificado, para bacterias
totales, en agar nutritivo (20 g I'': 5 g I"' de peptona de carne, 3 g 1" de extracto de carne y 12
g 1" de agar-agar) y se distribuyd uniformemente con varilla de vidrio; se prepararon cinco
repeticiones por dilucion. La siembra en placas se incubo a 30 °C. Las ufc se cuantificaron a

24, 48 y 72 h, mediante el método de dilucion en placa.
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3.2.3. Aislamiento y caracterizacion morfoldgica de bacterias fijadoras de Nitrégeno

de vida libre, promotoras del crecimiento, de pasto Banderita

Las bacterias que crecieron, se aislaron en placa con medio de agar nutritivo mediante estria
cruzada, para mantener la cepa pura previamente identificada; las cuales, se incubaron a 30 °C
por 72 h, una vez desarrollada la colonia, dependiendo de la velocidad de crecimiento, se
identificaron morfologicamente, considerando forma, elevacion, borde, textura y color
(Cuadro Al; Seeley y VanDemark, 1972; Carpenter, 1977); de cada cepa reaislada, se

sembraron en tubos con medio de cultivo de 7 ml, con 3 ml de medio de cultico agar nutritivo.

3.2.4. Evaluacion de la capacidad para fijar Nitrogeno de bacterias aisladas de la
rizosfera de pasto Banderita, de diferentes localidades

Cada colonia pura se resembroé en medio de cultivo NFB (Cuadro A2) para Azospirillum

(Dobereiner y Day, 1974). Las colonias que crecieron nuevamente en medio NFB fueron

resembradas tomando una asada por colonia y colocandola en botellas de 60 ml, las cuales

contenian 5 ml de medio NFB gelificado, las botellas se taparon con gasa y algodon y se

incubaron a 30 °C 5 dias. Para comprobar que las cepas seleccionadas pertenecian al género

Azospirillum se preparo6 otro medio de cultivo conteniendo Rojo Congo (Cuadro A3).

3.2.5. Caracterizacion de bacterias fijadoras de Nitrogeno de vida libre, mediante
microscopia electronica de barrido

Se cortaron fragmentos de 6 x 6 mm de agar con bacterias de 1 dia de siembra; dichas
muestras, se fijaron en glutaraldehido 2.5% en amortiguador de fosfatos Sorensen’s 0.1M pH
7.2 (Bozzola y Rusel, 1999), durante 24 h. Posteriormente, se realizaron tres lavados seriados
con el amortiguador de fosfatos mencionado, 5 minutos en cada cambio. Los fragmentos se
deshidrataron en serie de etanoles graduales (30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % 90 % y
tres cambios en etanol al 100 %), por 40 min, en cada cambio. Las muestras se secaron en
secadora de punto critico (Sandri-780A), se colocaron y orientaron en porta-muestras usando
cinta doble adhesiva de carbon y se recubrieron con oro durante 4 minutos en ionizadora (Ion
Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat). Las muestras se observaron y fotografiaron en

Microscopio Electronico de Barrido (JEOL JSM 6390), operando a 15 Kv.
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3.3. Anélisis Estadistico
La informacion obtenida se someti6 a analisis de varianza utilizando un disefio completamente

al azar, empleando el procedimiento de GLM y pruebas de Tukey (P<0.05) para comparar

medias entre tratamientos, mediante el paquete estadistico SAS (SAS, 2003).

3.4. Resultados y Discusion
3.4.1. Poblacion de bacterias

Se aislo un total de 489 cepas, las cuales se resembraron en placas Petri y tubos con medio de
cultivo y estos ultimos se tienen como resguardo; de este total de bacterias, 120, 69, 112, 137
y 51 pertenecieron a las localidades 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente. De 489 cepas aisladas, 440
crecieron en medio NFb especifico para Azospirillum; posteriormente, se seleccionaron 129
cepas en base a velocidad de crecimiento; de las cuales, 28, 22, 30, 27 y 22 corresponden a las
localidades 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente. A estas 129 cepas, se les realizd confirmacion con
medio de cultivo Rojo Congo en el cual crecieron 25 cepas; las cuales, se caracterizaron de

acuerdo a su forma, elevacion, borde, textura y color en agar nutritivo (Cuadro A4).

3.4.2. Caracterizacion morfologica de bacterias fijadoras de Nitrogeno
De las 25 cepas caracterizadas, 6, 4, 10, 2 y 3 cepas fueron de las localidades 1, 2, 3,4 y 5,
respectivamente y, de estas ultimas, se seleccionaron 5 cepas, 1 cepa de la localidad 2 (a66), 2
cepas de la localidad 3 (127 y 195), 1 cepa de la localidad 4 (S73) y 1 cepa de la localidad 5
(ZA40). Pérez y Casas (2005), observaron que en Azospirillum todas las cepas presentaron la
forma circular, variaron de planas a convexas, la superficie fue de lisa a rugosa, en todas se
observaron bordes enteros y fluctuaron de opacas a brillosas, ademas, todas presentaron

granulos y fluyeron de muy motiles a lentas y todas fueron Gram negativas.

3.4.3. Caracterizacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, de vida libre,
mediante microscopia electronica de barrido

Se observaron diferencias en caracteristicas de diferentes cepas evaluadas (Figuras 3.2; 3.3;

3.4; 3.5; 3.6; 3.7 y 3.8). La cepa a66 presentd forma de bacilos cortos, no se observo tendencia

para la organizacion de las bacterias (Figura 3.2B); ademads, presentan un tipo de red que van

acomodando a las bacterias, probablemente esta red les sirva para la proteccion (Figura 3.2A).
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Figura 3. 2 Cepa a66 mostrando organizacion t1po red en mlcroscopa de bamdo 2A

(2000x); 3.2B (5000x).

Es notoria la conformacion de arreglos de tipo red en ambos aumentos; sin embargo, el arreglo

no presenta tendencia.
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Flgura 3.3. Caracterizacion en mlcroscoplo electronico de la Cepa a66. 3.3A y3.3B a 5000x y

3.3C y 3.3D a 8000x. Esta cepa presenta bacilos cortos.
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Figura 3.4. Caracteristicas de la Cepa 127 observada en microscopio de barrido. 3.4A y 3.4B

las bacterias se observaron a 5000x y 8000x, respectivamente. Esta bacteria presenta la forma

de tipo coco, con algunas gritas en su borde.

Figura 3.5. Caracterizacién en microscopio electronico de la Cepa 195. 3.5A y 3.5B las

bacterias se observaron a 8000x y 5000x, respectivamente. Esta bacteria presenta la forma de

tipo coco, con grietas en su borde.

La cepa a66 presenta forma de bacilos cortos y no tiene tendencia para la organizacion de las
colonias bacterianas (Fig. 3.3B). Probablemente esta red le sirva de proteccion, para su

crecimiento y sobrevivencia. La cepa 127 presentd forma de coco; ademas, se encontrd que
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¢ésta forma grietas en su pared. En esta bacteria y la 195 no se observd que formaran un tipo de

red como se observa en la cepa a66, S73 y ZA40.
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Figura 3.6. Caracterizacion en microscopio electronico de la Cepa S73. 3.6A las bacterias se
observaron a 2000x, en la 3.6B y 3.6C se observaron a 5000x y en la 3.6D se observaron a
8000x. Esta cepa presenta la forma de bacilos; sin embargo, cuando madura la cubre una red

formando como una sandia.

La cepa S73 mostrd forma de bacilo delgado y una tendencia a organizarse formando crestas
entrelazadas formando una red (Figura 3.6A), conforme va madurando la bacteria, los bacilos
(Figura 3.6B) tienden a enrollarse con la red que forman y asi cubrirse (Figura 3.6C). Una vez
madura la bacteria, los bacilos son cortos y estan cubiertos con su red, con la forma y la figura

de sandia (Figura 3.6D).
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Figura 3.7. Caracteristicas de la Cepa ZA40 observada en microscopio de barrido. 3.7A, las

bacterias se observaron a 2000x y en la 3.7B, a 5000x.
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Figura 3.8. Caracterizacion en microscopio electronico de la Cepa ZA40. 3.8A y 3.8B, las

bacterias se observaron a 5000x y 8000x, respectivamente.

Las bacterias no tendieron a organizarse; sin embargo, su red presenta crestas, donde
probablemente, este tipo de proteccion se desarrolla en la parte interna (Figura 3.7). Las
bacterias presentaron forma de bacilos cortos y, similarmente, forman una especie de red
(Figura 3.8A; 3.8B). Pérez y Casas (2005), trabajando con bacterias y fijacién biologica de
Nitrogeno observaron células en forma de bacilos gruesos simples o dobles, bacilos alargados
simples o dobles y bacilos cortos y medianos, con extremos puntiagudos y movimiento
espiral. El tamafo de las bacterias observadas tuvieron rango de 0.8 a 1.5 um; por su parte,
Vallejo et al. (2008), trabajando con la diversidad genética de Azospirillum mencionan que

78% de las cepas aisladas presentaron forma de coco y, el 22% restante, forma de bacilo.
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3.5. Conclusiones
Las cepas seleccionadas presentaron caracteristicas morfoldgicas y microscopicas diferentes y

constituyen una opcion para ser utilizadas como promotoras del crecimiento vegetal.
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CAPITULO IV. INOCULACION DE RECURSOS FORRAJEROS NATIVOS, CON
CEPAS NATIVAS FIJADORAS DE NITROGENO DE VIDA LIBRE DE ZONAS
ARIDAS DE MEXICO

Resumen

Actualmente los recursos genéticos forrajeros nativos se estan perdiendo aceleradamente a

consecuencia de la presion de uso ejercida sobre los pastizales aridos de México;

similarmente, existe amplio desconocimiento por los productores sobre su impacto en los
sistemas de produccion. Los recursos forrajeros nativos contienen individuos con
caracteristicas especificas sobresalientes y poseen amplia adaptabilidad a condiciones
ambientales: sequia, temperaturas invernales, intensidad de precipitacion, entre otros aspectos;
por ello, es importante seleccionar, conservar, caracterizar y conocer el potencial productivo
de la riqueza genética disponible para su utilizacion en los sistemas de produccion. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de la inoculacion de bacterias fijadoras de Nitrogeno
de vida libre sobre la germinacion de semillas y produccion de forraje de Bouteloua
curtipendula (Michx.) Torr. Se realizaron pruebas para determinar la calidad fisica de las

semillas de los dos genotipos evaluados, genotipo 1 (la Zarca, G1); genotipo 2 (Genotipo 5,

G2). Las pruebas de calidad fisica estuvieron constituidas por: contenido de humedad (CH),

pureza fisica (PF), peso de 1000 semillas (P1000S), peso volumétrico (PV); ademas, se realizo

una prueba fisioldgica (germinacion estandar) con la inoculacion de las bacterias cepa a66

(C1), cepa 127 (C2), cepa 195 (C3), cepa S73 (C4), cepa Za40 (C5), consorcio (C6, mezcla de

todas las cepas) y testigo sin inoculacion (C7), para determinar la asociatividad bacteria-

genotipo; posteriormente, se realizd la inoculacion de las bacterias mencionadas con dos
genotipos y dosis de inoculacion: 0.5 ml (D1) y 1 ml (D2), evaluados en condiciones de
invernadero, para determinar altura de planta, peso seco de parte aérea (PSA) y peso seco de

raiz (PSR). Desarrollo Vegetal. La calidad fisica de semilla presentd promedios de 12.4 y

12.4%, 99.7 y 99.2%, 0.664 y 0.523 g y 59 y 56 kg/hL para G1 y G2, y para CH, PF, P1000S

y PV, respectivamente. Se observd 78% de germinacion en testigo; para C1 y C6 se observo

73 y 75% de germinacién, respectivamente. A 80 dias después de la siembra (dds), se

observaron alturas de 33.2 y 31.4 cm (P<0.01) para G1 y G2, respectivamente. Para PSA se

obtuvieron valores de 230.4 y 177.0 mg planta™ (P<0.01) para G1 y G2, respectivamente. Para

PSR se observo 82.2 y 73.4 mg planta™ (P<0.01) para G1 y G2, respectivamente. Para dosis
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85.5 y 73.2 mg planta’ (P<0.01) para D2 y DI, respectivamente. Las cepas evaluadas

promueven crecimiento vegetal de los diferentes genotipos evaluados.

4.1. Revision de Literatura
4.1.1. Importancia de los biofertilizantes

Para incrementar los rendimientos en cultivos basicos y mantener el equilibrio del ecosistema,
existe necesidad de reducir el uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos y remplazarlos por
poblaciones de microorganismos diazotroficos con caracteristicas como biofertilizantes, para
recuperar las propiedades de los suelos, deterioradas por el manejo tradicional (Acebo et al.,
2007; Guzman et al., 2012). Adesemoye et al. (2009), mencionan que es de importancia la
busqueda de microorganismos que mejoren la fertilidad del suelo disminuyendo el impacto
negativo al ambiente, también, los biofertilizantes pueden usarse como un componente en
nutrientes integrales en un manejo estratégico. Garcia et al. (2007), reportan que los
biofertilizantes generalmente no incluyen material bioldgico nativo, implicando limitaciones
técnicas y de adopcion por parte de productores. Lo anterior, obliga a realizar estudios de
adaptacion y eficiencia con cepas nativas. Sampaio et al. (2012), indican que el estudio de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal con habilidad para fijacion de Nitrogeno son
potencialmente candidatas para su uso como biofertilizantes. Planes et al. (2004), sefialan que
los microorganismos se encuentran en el suelo en cantidades bajas y se pueden incrementar
mediante inoculacion artificial sin afectar el equilibrio bioldgico del suelo. Grageda et al.
(2012), indican al estudiar los biofertilizantes, que se puede englobar gran cantidad de temas,
sin embargo, el principal es aquel de interés. La evaluacion de biofertilizantes se practica
desde hace muchos afios y en muchos casos, la respuesta es positiva; sin embargo, en México
es necesaria mayor vinculacion entre instituciones generadoras de informacion y productores.
Rojas y Moreno (2008), mencionan que los biofertilizantes son productos generados con
microorganismos que tienen la facultad de poner a disponibilidad nutrientes a la planta. Lopez
et al. (2008); Bécquer et al. (2011; 2012), indican que es necesario desarrollar la produccion
de biofertilizantes, sin embargo, para ello se requiere disefiar estrategias y programas de
investigacion e innovacion a corto y mediano plazo, que involucren el aislamiento, evaluacion,
seleccion, multiplicacion y produccion de cepas nativas, para reducir los costos de produccion,

manteniendo un equilibrio ambiental, constituyendo una alternativa de uso. Lara et al. (2011),
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mencionan que aplicar biofertilizantes mediante inoculacién microbiana en los cultivos va
incrementando su uso debido a sustitucion parcial o total de fertilizantes quimicos. Luna et al.
(2013), estudiaron la caracterizaciéon de rizobacterias aisladas y su efecto en tomate y
pimiento, sefialando que la utilizacion de biofertilizantes constituye una opcion para
incrementar la produccion de especies de interés horticola. Terry et al. (2005), indican que es
importante conocer los diferentes integrantes de la comunidad microbiana para utilizarlos

como inoculantes desde el punto de vista ecologico.

4.1.2. Inoculacion con bacterias
Fischer et al. (2007), mencionan que la respuesta inmediata de la inoculacion en el suelo varia
considerablemente y depende del tipo de bacteria, especie de planta, tipo de suelo, poblacion
en el inoculante y condiciones ambientales. Ilyas y Bano (2010), indican que aislamiento de
Azospirillum en condiciones estresantes de humedad, tanto en maceta como en campo,
incrementa la tolerancia al estrés hidrico y pueden ser inoculadas para aumentar el crecimiento
vegetal en regiones aridas y semiaridas. Carrillo et al. (2000), mencionan que con la
inoculacién con microorganismos benéficos se observa mayor impacto cuando no se realizan
adecuadamente practicas agricolas en areas poco fértiles o contaminadas con microorganismos
fitopatdgenos. Las condiciones Optimas para el cultivo pueden contrarrestar efectos benéficos
de interacciones, para ello, hay que determinar, en la practica y con precision, hasta qué punto
se pueden suplir requerimientos del cultivo con inoculacién en semilla de microorganismos
selectos. Abril et al. (2006), argumentan que la efectividad en la inoculacion con Azospirillum
spp. en condiciones de campo, no son consistentes y un factor determinante para el éxito de la

inoculacidn, es la colonizacion de la rizosfera por el inoculante.

4.1.3. Evaluacion de semilla inoculada
Diaz et al. (2001), mencionan que las bacterias de forma general, incrementan el porcentaje de
germinacion, area foliar, volumen radical y peso, tanto en la parte aérea como de la raiz; sin
embargo, por la complejidad en interacciones son necesarios estudios especificos sobre los
mecanismos que promueven el crecimiento vegetal. Villegas et al. (2010), sefialan que A.
halopraeferens y Bacillus amyloliquefaciens son una alternativa para incrementar la

germinacion de Prosopis chilensis, asi mismo, contribuyen ampliar el conocimiento del efecto
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de la inoculacion de nuevos materiales vegetales con potencial de interés socio-econdémico en
regiones con problemas de sequia. Cassan et al. (2009), mencionan que es importante conocer
la importancia del perfil hormonal de cada bacteria utilizada en la inoculacion para aclarar el

complejo bioquimico y fisiologico del crecimiento temprano vegetal.

4.1.4. Evaluacion en plantula inoculada
Abril et al. (2006), indican factores que influyen la heterogeneidad en resultados por
inoculacion con Azospirillum: estrés hidrico y origen de cepas del inoculante. Sefialan que en
condiciones de estrés, las cepas nativas tienen ventaja al estar adaptadas a determinada region.
Sanchez et al. (2012), en tomate bajo invernadero, observaron que todas la variables
agronomicas que evaluaron incrementaron la respuesta con inoculacion. Bécquer et al. (2012a;
2012b), han reportado que la inoculacién con bacterias fijadoras de Nitrogeno representa una
alternativa importante para incrementar el peso seco aéreo, radical, didmetro de la raiz y

numero de raices laterales.

4.1.5. Rendimiento de biomasa con cepas inoculadas
Los sistemas de produccion basados en gramineas son extremadamente complejos y sujetos a
gran diversidad de practicas de manejo: especies de pasto en praderas mixtas, densidad de
plantas, dinamica de rebrote, intensidad y frecuencia de pastoreo, fertilizacion, plagas y

enfermedades, fecha y cantidad de riego, préacticas para mejorar el suelo, entre algunas.

4.1.6. Recursos genéticos forrajeros nativos
La recoleccion representativa y eficiente de germoplasma, es clave para iniciar programas de
seleccion en poblaciones nativas de interés (Quero et al., 2003; Morales et al., 2009). Por otro
lado, la descripcion morfolégica es una herramienta confiable para comparar y detectar
ecotipos valiosos; ademds, para conocer relaciones genéticas entre individuos de diversas
poblaciones para integrarlos a programas de seleccion y mejoramiento, reconociendo
genotipos superiores y facilitando el avance genético (Morales et al., 2008), lo cual mediante
un mejoramiento de la cultura de utilizaciéon del recurso por parte de los productores,
contribuiria al mejoramiento de la productividad y sustentabilidad de las tierras de pastoreo

extensivo en Latinoamérica (Quero et al., 2007).
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El género Bouteloua es un recurso forrajero nativo con potencial de adaptacion y produccion
sobresaliente en zonas aridas y semiaridas de México. Posee gran variabilidad morfologica,
citologica y aptitudes forrajeras valiosas y es necesario reconocer su potencial productivo
(Morales et al., 2006; Morales et al., 2007); por su gran diversidad en México, contiene
individuos con diversos tipos de reproduccion (sexuales y asexuales) y amplia diversidad en

niveles de ploidia, entre los mas comunes: diploides y tetraploides (Quero et al., 2010).

4.1.7. Tasa de crecimiento del cultivo
Del Pozo et al. (2001), mencionan que es importante considerar los multiples cambios
morfoldgicos y procesos fisiologicos que contribuyen con la respuesta de las plantas durante el
ciclo de crecimiento; asi mismo, la estructura morfologica es determinante para la formacion
de biomasa. Zaragoza et al. (2009), sefialan que el clima influye en la produccion de forraje en
las regiones agroclimaticas; en donde, es necesario determinar patrones estacionales de

crecimiento de plantas forrajeras utilizadas en cada region.

4.2. Materiales y Métodos
4.2.1. Pruebas para determinar calidad fisica de semilla
4.2.1.1. contenido de humedad
El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Semillas del Programa de Recursos Genéticos y
Productividad, del Campus “Montecillo” del Colegio de Posgraduados. El contenido de
humedad de la semilla (CH) se determiné en estufa, en donde se utilizaron 3 g de cariopsides,
las cuales se depositaron a 130 °C por 1 h, para ello se utilizaron cuatro repeticiones, los

resultados se expresaron en porcentaje (ISTA, 2005) y se calculdé como sigue:

(M2 — M3)

CH(%) = mx

100

Donde: CH= contenido de humedad (%); M 1= peso del recipiente con tapa (g), M2= peso del
recipiente con tapa mas peso de la semilla (g), M3= peso del recipiente con tapa mas el peso

de la semilla después del secado (g).
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4.2.1.2. pureza fisica
Se utilizaron 2 g de cariopsides a las cuales se les determind proporcion de semilla pura y
materia inerte (semillas rotas, semillas de maleza y residuos de glumas, lemas y paleas). Se

usaron tres repeticiones.

4.2.1.3. peso de 1000 semillas
Se obtuvo cuantificando y pesando ocho repeticiones de 100 semillas. Se calcul6 el coeficiente
de variacion (CV%), el cual fue menor de 6%, para calcular el P1000S se multiplico por diez

el promedio del peso de 100 semillas en las ocho repeticiones (ISTA, 2005).

4.2.1.4. peso volumétrico
Se determind mediante el método de probeta, que consistid en pesar muestras de 3 g de
semilla, las cuales se depositaron en probeta de 10 ml para determinar el volumen que
desplazado por la masa de semilla, se emplearon tres repeticiones, realizando calculos con la

siguiente formula:

peso de los caribépsides

PV (D) = x100=Kg/hl

volumen desplazado

4.2.2. Ensayo de germinacion
4.2.2.1. obtencion de in6culo con bacterias promotoras de crecimiento vegetal
El desarrollo de cepas de bacterias se realizo en el area de Bacteriologia del Programa de
Fitopatologia, del Campus “Montecillo” del Colegio de Postgraduados; las cinco cepas
seleccionadas se identificaron como a66 (C1), de la localidad 2; 127 (C2) y 195 (C3), de la
localidad 3; S73 (C4) de la localidad 4; ZA40 (C5), de la localidad 5. Para la preparacion del
inoculante se vertieron 100 ml con medio liquido NFb en matraz Erlenmeyer de 250 ml cuya
composicion para 1 1 es DL-acido malico 5 g, CaCl, 0.02 g, FeCl; 0.01 g, NaCl 0.1 g, KH,PO4
0.4 g, K;HPO4 0.1 g, NaMoO4 2H,0O 0.002 g, MgSO4 7H,0O 0.2 g, biotina 0.0001, agua
destilada 1 1 y 2 ml de azul de bromotimol en alcohol al 5% (Dd&bereiner y Day, 1974);
posteriormente, se ajusté a pH 7 y, en condiciones de asepsia, se tomd una asada por cepa y se
depositd en matraz y se coloco en agitador Labnet Orbit-1900 a 180 rpm durante 5 d a 25 °C.

Se determin la cuenta bacteriana, la cual fue de 10°/ ml, mediante conteo en placa.
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4.2.2.2. desinfeccion de semilla
Se utilizd semilla del genotipo La Zarca (G1), escarificada manualmente para obtener
cariopsides, este proceso se realizé hasta obtener suficiente semilla para realizar las pruebas
fisicas descritas. Los cariopsides se desinfectaron superficialmente, sumergiéndolos en etanol
al 10%, durante 1 min; posteriormente, se enjuagaron con agua destilada por 3 min y, por

ultimo, se colocaron en cajas Sandwicheras para realizar la prueba de germinacion.

4.2.2.3. pruebas para determinar calidad fisiologica de semilla: Germinacion
estandar

Para evaluar la capacidad promotora de las cepas bacterianas se realizaron, en laboratorio,
pruebas de germinacion (GE) en semillas de Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr.; para ésto,
se cuantificaron cuatro repeticiones de 100 semillas seleccionadas al azar, utilizando papel
(ISTA, 2005) que consistido en colocar 100 semillas en cajas Sandwicheras, la semilla se
depositod en papel de toallas comerciales “sanitas”, colocadas sobre la superficie plana de dos
toallas, previamente humedecidas con agua destilada. Durante la prueba, la temperatura se
mantuvo constante a 25+1°C, el conteo de plantulas germinadas se realiz6 a 7, 14 y 21 dias
después de siembra (dds), cuantificando germinacion a 7 (G7) y 14 dias (G14); similarmente,
se contabilizaron plantulas normales (PN), plantulas anormales (PA), semillas duras (SD) y
muertas (SM). Las plantulas normales presentaron raiz y plimula bien desarrollada y sanas.
Durante la prueba se reviso la humedad en las cajas Sandwicheras y se aplico la cantidad de

agua, segun se necesitaba. La semilla se desinfecté como se describié anteriormente.

4.2.2.4. tratamientos
Constituidos por la combinacion: 1) cepa [a66 (C1), 127 (C2), 195 (C3), S73 (C4) y ZA40
(C5), consorcio de las cepas anteriores (C6) y testigo (sin indculo (C7)]; 2) dosis [0.1 (DI1),
0.05 (D2), 0.025 (D3) y 0.01 (D4) ml/semilla]. La semilla se desinfecto. Para D1 se aplicaron
solamente 10 ml de caldo nutritivo, sin aplicacién de agua destilada, en cajas sandwicheras al
inicio del ensayo. Para D2 se aplicaron 5 ml de agua destilada y 5 ml de caldo nutritivo; para
D3, se aplicaron 7.5 ml de agua destilada y 2.5 ml de caldo nutritivo y, para D4, se aplicaron
9 ml de agua destilada y 1 ml de caldo nutritivo. En cada caja sandwicheras, se depositaron

100 semillas con cuatro repeticiones.
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4.2.2.5. indice de germinacion
Se evalu6 para determinar semillas germinadas por dia, cuantificando a 7 y 14 dds. El nimero
de plantulas germinadas se sumaron a 7 y 14 d y fueron divididas en el tiempo, para estimar

numero de plantulas germinadas por dia, para ambas fechas.

4.2.2.6. analisis de informacion para germinacion
Se utiliz6 un disefio completamente al azar con un arreglo factorial de tratamientos 6x4 con un
testigo, mediante GLM y Tukey (P<0.05) para comparar medias entre tratamientos, asi como

interacciones; previamente, los datos se transformaron al arco seno (SAS, 2003).

4.2.3. Rendimiento de biomasa en pasto Banderita, inoculado con bacterias fijadoras
de Nitrégeno de vida libre
La desinfeccion y pruebas de calidad fisica de la semilla se determinaron como se describi6

para el ensayo de germinacion.

4.2.3.1. obtencion de inoculante
La obtencion del indculo se realizd como se describe para el ensayo de germinacion; sin
embargo, para este ensayo se usaron 450 ml de medio de cultivo liquido NFb y, bajo
condiciones de asepsia, se tomaron nueve asadas, una por cada 50 ml de medio de cultivo y
cepa, depositadas por matraz; los cuales, se colocaron en agitador Labnet Orbit-1900, a 180
rpm durante 8 d a 25 °C. Transcurrida la incubacion, se determind la poblacion de las mismas,

mediante la escala de McFarland (1970; Cuadro A5) con una poblacion bacteriana de 10% ml.

4.2.3.2. tratamientos
Estuvieron constituidos por la combinacion de: 1) cepa [a66 (C1), 127 (C2), 195 (C3), S73
(C4) y ZA40 (C5), consorcio de las cepas anteriores (C6) testigo (sin aplicacion del indculo
(C7N)]; 2) dosis [0.5 (D1), 1 (D2) ml/tubin]; y 3) genotipo [La Zarca (G1) y 5 (G2); para todos
los casos, se utilizaron cinco repeticiones. Ademads, se realizaron cuatro muestreos destructivos
cada 14 dias. Para eliminar el efecto de tamafio de cariopside, se utiliz6 tamiz con 0.59 mm de

separacion y los caridpsides retenidos se utilizaron para la siembra.
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4.2.3.3. inoculacion de cepas promotoras del crecimiento vegetal
A tubines plasticos con capacidad de 70 cc se les agregd 50 cc de suelo previamente
esterilizado; antes de depositar el suelo se les colocod tapon de algodon para evitar pérdida de
suelo por el drenaje de éstos (Cuadro 4.1). Se aplico riego hasta capacidad de campo y se
deposité una cariopside por tubin; posteriormente, se aplicd inoculante segun tratamiento.
Hasta 14 dds, se regd a capacidad de campo; posteriormente, se aplicaron 15 ml por tubin con
dosificador; lo anterior, cada tercer dia y con agua destilada. La humedad aprovechable se
determino con tensiometro. El primer muestreo destructivo se realizé 38 dds, se midio altura
de planta, se separ6 la parte aérea de la raiz y ambas se secaron a 55°C hasta peso constante;

similarmente, para los muestreos restantes.

4.2.3.4. analisis de informacion
Para andlisis de la informacion se utiliz6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial
de tratamientos 6x2x2 mas el testigo, empleando GLM y Tukey (P<0.05) para comparar

medias entre tratamientos, asi como interacciones (SAS, 2003).

4.2.4. Tasa de crecimiento de forraje
La tasa de crecimiento se estim6 cada 14 d con la siguiente formula:
TC= (MSPt2-MSPt1)/(T2-T1);
Donde: TC= tasa de crecimiento del forraje (mg MS planta” dia™); MSPt2= materia seca
presente en el tiempo 2; MSPt1= materia seca presente en el tiempo 1; T2-T1= ntimero de dias

transcurridos entre un corte y el siguiente.

4.3. Resultados y Discusion
4.3.1. Pruebas de calidad fisica de semilla
4.3.1.1. prueba de calidad fisica de semilla en germinacion
Los valores de calidad fisica de G1 fueron de 12.5% de CH, 97.5% de PF, 0.618 g para
P1000S y 56 kg/hL de PV, valores en base a caridpside. Con la eliminacion de las bracteas

florales un kg de semilla (caridpside) puede tener alrededor de 1,618,122 caridpsides.
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4.3.1.2. prueba de calidad fisica de semilla en ensayo de plantulas
Los genotipos evaluados presentaron valores similares de CH y PF; por el contrario, para

P1000S y PV, el G1 mostré mayores valores, aun cuando ambos genotipos se cribaron en
malla del #30. Conociendo la calidad fisica de semilla, se puede almacenar y determinar el

numero de cariopsides por kg (Figura 4.1).

s CH (%) PF (%) wmmPV (kg/hL) =<P1000S (g)

100 - - 0.7

90 - 0.664 0.6

80 - 523

70 - - 0.5
E 60 - - 0.4
2 50 - 99.7 99.2 S
? 40 - - 0.3
>

30 - 02

207 0.1

10 - :

0 - -0
Gl _ G2
Genotipos

Figura 4.1. Calidad fisica de la semilla en ensayo de plantulas. CH=contenido de humedad en
la semilla (%), PF=pureza fisica (%), PV=peso volumétrico (kg/hL), P1000S=peso de 1000
semillas (g), Gl=genotipo La Zarca, G2=genotipo 5.

4.3.2. Efecto de la inoculacion en la germinacién de pasto Banderita
Al final del periodo de crecimiento, la coloracion del medio de cultivo cambi6 de acuerdo a la
cepa. La coloracion del medio de cultivo se mantuvo en a66 e 195, contrariamente a 127, S73 y
ZA40, las cuales cambiaron la coloracion del medio de cultivo hacia el azul, indicando que el
medio cambio de pH de neutro a alcalino. El testigo presentdé mayores porcentajes de
germinacion (76%; P<0.01), respecto a las cepas evaluadas; sin embargo, la cepa con mayores
porcentajes de germinacion, a 7 dds, fue a66, con 40% (Fig. 4.2). Los mayores porcentaje de
germinacion a 7 dds se observaron con la aplicacion de 0.01 ml de in6culo (59%; P<0.01), con
respecto a las dosis evaluadas, indicando que, a menor concentracion del inoculo, se

incrementa la germinacion de la semilla.
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Cepas evaluadas
Figura 4.2. Germinacion, por cepa evaluada, a 7 después de la siembra. ** Literales diferentes

% de germinacion

entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

100 -
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% de germinacion

2d

0.1 ml 0.05 ml 0.025 ml 0.01 ml
Dosis evaluadas
Figura 4.3. Efecto de dosis de inoculacion en la germinacion de la semilla a los 7 después de la

siembra. ** Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).
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El consorcio bacteriano presentd las mayores germinaciones (71%; P<0.01) en la dosis de
0.01 ml (Fig. 4.4); sin embargo, no se observaron diferencias estadisticas respecto al testigo, el
cual, alcanz6 76% de germinacion (Fig. 4.2), pero, el testigo fue superior (P<0.01) a todas la
cepas evaluadas con la aplicacion del indculo de 0.01 ml (Fig. 4.4). No se observaron
diferencias significativas (Fig. 4.4) entre el consorcio y las cepas a66, 195 y S73 por el
contrario se observaron diferencias (P<0.01) con las cepas 127 y ZA40 con la aplicacion de
0.01 ml de inéculo. La cepa a66 presentd los mayores porcentajes de germinacidon con

aplicacion del inoculo a niveles de 0.05 y 0.025 ml.

100 - ma66 m[27 m]95 mS73 mZA40 Consorcio

% de germinacion
(9]
S

f f0f0f0f2f

0.1 ml 0.05 ml 0.025 ml 0.01 ml
Dosis evaluadas
Figura 4.4. Efecto de la interaccion cepa por dosis de inoculacion, en la germinacion a 7

después de la siembra en pasto Banderita. ** Literales diferentes entre columnas indican

diferencia significativa (P<0.01).

A 14 dds el testigo alcanzd 78% de germinacion, superior (P<0.01; Fig. 4.5) a las cepas
estudiadas. Se puede observar que las cepas que incluyen las diferentes dosis de aplicacion, no
sobrepasaron 45% de germinacion al final de la prueba; sin embargo, la cepa a66 presentd
mayores porcentajes (43%), seguida del consorcio (39%). Similarmente, se observaron

diferencias (P<0.05) en porcentaje de plantulas anormales y el testigo mostr6 mayor
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germinacion comparado con las cepas; sin embargo, para semillas duras no se observaron
diferencias (P>0.05) entre cepas respecto al testigo. Para semillas muertas, 195 presentd6 mayor

porcentaje (P<0.01), siendo el testigo el que presentd solo 12%; (Fig. 4.5).

mGl4 =mPA mSD mSM
100 ~

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

53b 55°

% de germinacion

a66 127 195 S73 ZA40 Consorcio Testigo
Cepas evaluadas

Figura 4.5. Evaluacion de cepas a 14 después de la siembra para germinacion de pasto

Banderita. PA= plantulas anormales, SD= semillas duras, SM= semillas muertas. NS no
significativo, * y ** Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa

(P<0.05) y (P<0.01), respectivamente.

Los mayores porcentajes de germinacion (69%) corresponden a la dosis 0.01 ml, la cual fue
superior (P<0.01; Fig. 4.6) comparado con las otras dosis aplicadas. Para plantulas anormales,
se obtuvieron diferencias (P<0.01) siendo la aplicacion de 0.01 ml la que presentd mayor
nimero, comparada a las demds dosis en estudio. Para semillas duras no se encontraron
diferencias (P>0.05) entre las dosis evaluadas. Por el contrario, se presentaron diferencias
(P<0.01) en semillas muertas, la aplicacion de medio de cultivo con bacterias, mostré mayor
cantidad (94%). Es necesario evaluar dosis de inoculacion; similarmente, componentes del

medio de cultivo para reducir sales que afecten la germinacion o viabilidad del embrion.
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Figura 4.6. Efecto de la dosis inoculada, en la germinacion, a 14 después de la siembra. PA=
plantulas anormales, SD= semillas duras, SM= semillas muertas. NS no significativo, **

Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

Los porcentajes de germinacion a 14 dds, para la interaccion cepa por dosis de inoculacion,
mostraron que el consorcio, a66, S73 e 195, presentaron los mayores promedios con la dosis de
0.01 ml, los cuales son iguales (P>0.01; Fig. 4.7), respecto al testigo. Por otro lado, el testigo
fue superior (P<0.01) a 27 y ZA40 con inoculacion de 0.01 ml y a todas las cepas en las dosis
0.1, 0.05 y 0.025 ml. En la dosis 0.01 ml, la cepa ZA40 present6 diferencias significativas
(P<0.01; Fig. 4.7; 59%), inferior con relacion a las demas cepas; contrariamente, a 0.025 ml,
la cepa a66, ZA40 y el consorcio, presentaron mayores germinaciones 64, 58 y 53%,

respectivamente (P<0.01).

La cantidad de inoculo aplicado afectd la germinacion a 14 d de evaluacion (Fig. 4.7) y la
dosis baja present6 los mayores porcentajes de germinacion, para las cepas evaluadas; sin
embargo, se encontraron mayores porcentajes de germinacion con a66, a 0.05 y 0.025 ml. La
dosis 0.01ml, mostré los mayores porcentajes de germinacion, a 14 d, para el consorcio,

seguido de a66. Es necesario evaluar diferentes dosis para determinar la adecuada para obtener
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mayores porcentajes de germinacion. Esto indica que la inoculaciéon con el consorcio,
incremento la germinacion de pasto Banderita y, en especifico, del genotipo “La Zarca”.

El indice de germinacion con las cepas evaluadas a 7 y 14 d mostr6 diferencias significativas
(P<0.01; Fig. 4.8), siendo el testigo superior a las diferentes cepas evaluadas (cinco plantulas
por dia), a los primeros 7 d y, para 14 d, el testigo fue superior (P<0.01) a las diferentes cepas

con 2.6 plantulas germinadas por dia.
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Figura 4.7. Efecto de la interaccion cepa por dosis de inoculacion a 14 después de la siembra.

** Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

Los indices de germinacién a 7 y 14 dds con las dosis evaluadas, mostraron diferencias
significativas (P<0.01; Fig. 4.9) y la dosis 0.01 ml presentd valores de 8.2, 4.9 y 2.2 plantulas
por dia, superiores a 0.1, 0.05 y 0.025 ml, respectivamente, a 7 d. Para el indice de
germinacion a 14 dds, se observaron diferencias significativas (P<0.01) siendo 0.01 ml,
superior a las otras dosis con valores de 4.9, 3 y 1.5 plantulas por dia, para las dosis 0.1, 0.05 y
0.025 ml, respectivamente. En la interaccién cepa por dosis, el consorcio presentd mayor
nimero de plantulas germinadas por dia, para 0.01 ml; sin embargo, se observaron diferencias

significativas (P<0.01; Fig. 4.10), con la cepa 125, 195 y ZA40 a la misma dosis de
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inoculacion. Se observaron diferencias significativas (P<0.01) para 0.025 ml, la cepa a66
presentd los mayores indices de germinacion, por el contrario no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) en 0.05 y 0.1 ml para las cepas evaluadas. Por otro lado, no se
encontraron diferencias entre el consorcio con inoculacion de 0.01 ml, respecto al testigo; sin

embargo, éste fue superior (P<0.01) a las demas cepas, con la misma dosis de inoculacion.
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Figura 4.8. Indice de germinacién por cepa evaluada a 7 y 14 después de la siembra. IG7=
indice de germinacion a 7 dds, IGT= indice de germinacion a 14 dds. ** Literales diferentes

entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

El indice de germinacion a 14 dds para la interaccion cepa por dosis de aplicacidon mostro
diferencias significativas (P<0.01; Fig. 4.11) entre cepas evaluadas a 0.01 ml, siendo la cepa
ZA40 la que presentd menor numero de plantulas germinadas por dia; por otro lado, no se
observaron diferencias entre a66, 127, 195, S73 y el consorcio con el testigo; sin embargo, se
observaron diferencias significativas (P<0.01) entre el testigo y ZA40 a 0.01 ml. La cepa a66
mostro los mayores promedio de plantulas germinadas por dia con las dosis 0.05 y 0.025 ml
(Fig. 4.11). La cantidad de in6culo aplicado a la semilla mostr6 influencia en la germinacion y
desarrollo de plantulas, por tal motivo, es necesario evaluar el efecto de la inoculacion en la

semilla de pasto Banderita, para determinar la dosis correcta sin dafar a la semilla y su
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calidad, para obtener los mayores porcentajes de germinacion. Lopez et al. (2008), evaluaron
el efecto de biofertilizantes bacterianos sobre la germinacion de un cultivar de maiz y
encontraron 96% cuando utilizaron bacterias fijadoras de Nitrogeno a 8 dds valores de 66 y
64% de germinacion, cuando no se inocularon y con la inoculaciéon de bacterias
solubilizadoras de fosforo. Estos autores encontraron valores mayores de germinacion en suelo
de alta fertilidad comparado con el suelo de baja fertilidad a los primeros 4 dds; por otra parte,
las mayores germinaciones se presentaron en suelo de baja fertilidad, comparado con el suelo

de alta fertilidad a los 8 dds.
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Figura 4.9. Indice de germinacion por dosis evaluada a 7 y 14 después de la siembra. IG7=
indice de germinacion a 7 dds, IGT= indice de germinacion a 14 dds. ** Literales diferentes

entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

Canto et al. (2004), estudiaron el efecto de la inoculacion con Azospirillum en la germinacion
de semilla de chile habanero y encontraron 74% de germinacion con agua solamente,
indicando que la inoculacion con Azospirillum aceler6 en un dia la germinacion de la semilla.
Rueda et al. (2009), estudiaron el efecto de la inoculacion de bacterias fijadoras de Nitrogeno

de vida libre sobre la germinacion de Salicornia bigelvii y observaron que increment6 el
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porcentaje de germinacion, comparado con el testigo, en diferentes concentraciones de
salinidad.

Diaz et al. (2001), evaluaron el efecto de la inoculacion en la germinacion de lechuga con 30
cepas promotoras del crecimiento vegetal y encontraron que el 77% de las cepas evaluadas
aumentaron la germinacion, 10% no tuvo efecto y el 13% redujo la germinacion, del 77% de

las cepas que promovieron la germinacion superaron en un 50% al testigo.
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Figura 4.10. Efecto de interaccion cepa por dosis de indculo sobre el indice de germinacion a 7

después de la siembra. ** Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa

(P<0.01).

Barassi et al. (2006), evaluaron el efecto de inocular Azospirillum sobre la germinacion de
semilla en lechuga con diferentes concentraciones de NaCl, quienes encontraron que la
inoculacion incremento €sta en 10% comparado con el testigo, cuando no se le aplicd ninguna
concentracion de NaCl; sin embargo, al aumentar las concentraciones de NaCl el porcentaje de
germinacion descendio. Villegas et al. (2010), evaluaron el efecto de la inoculacion de A.
halopraeferens y Bacillus amyloliquefaciens en la germinacion de Prosopis chilensis a los 7 d

con varias concentraciones de NaCl bajo condiciones de laboratorio, observaron que el control
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presentd mayor porcentaje de germinacion (72%) comparado con 40 y 60% para A.
halopraeferens y B. amyloliquefaciens, respectivamente, sin ninguna concentracion de NaCl;
sin embargo, no encontraron diferencias con 0.25 M de NaCl para el testigo y A.
halopraeferens con valores de germinacion de 68% para ambos, B. amyloliquefaciens alcanzo
48% de germinacion. Al incrementar la concentracion de NaCl la germinacion disminuyd

tanto para el testigo como para A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens.

ma66 m[27 m]95 mS73 mZA40 1 Consorcio

0 0'36 ifof Of Of Of

0.1 ml 0.05 ml 0.025 ml 0.01 ml
Dosis evaluadas

# de plantulas germinadas/dia

Figura 4.11. Efecto de la interaccidon cepa por dosis de inoculo en el indice de germinacion a
14 después de la siembra. ** Literales diferentes entre columnas indican diferencia

significativa (P<0.01).

Cassan et al. (2009), evaluaron el efecto de A. brasilense AZ39 y Bradyrhizobium japonicum,
en inoculacion sola y combinada para la promocion temprana de maiz y soya, observaron que
la inoculacién sola y combinada incrementd los porcentajes de germinacion comparado con el

testigo, tanto, a 5 y 8 dds en soya, lo mismo, ocurri6 para maiz a4 y 7 dds.

61



4.3.3. Efecto de la inoculacion en rendimiento de biomasa
Capacidad de campo humedad aprovechable. Para conocer los valores de punto de marchitez
permanente y capacidad de campo se realizé un estudio de estas variables al suelo que se
utilizo (Cuadro 4.1) como sustrato en tubines cuyos valores fueron 10.1 y 16.4% de humedad,

respectivamente y el rango de la humedad aprovechable vario de 50 a 75%.

Cuadro 4.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de suelo utilizado en experimento de plantulas.

pH MO CE CIC N P K N-NO3 N-NH4 : A L Ar
H0 % dSm' meql100g" % mg kg %
79 123 039 199 061 70 1.9 33 7 FAA 66 4 30

T=textura; FAA=franco arcillo arenoso; A=arena; L=limo; Ar=Arcilla. El suelo usado fue de los terrenos de la
Universidad Auténoma Chapingo.

4.3.3.1. altura de planta en pasto Banderita, inoculado con bacterias de vida libre

Se observaron diferencias significativas (P<0.01; Fig. 4.12) para las fechas 38, 52 y 80 dds,
siendo el Gl 2.7, 2.7 y 1.8 cm, respectivamente, mayor que G2 y, para 65 dds, no se
observaron diferencias (P>0.05), con valores de 289 y 28.6 cm para Gl y G2,
respectivamente.

Para dosis evaluadas, no se observaron diferencias (P>0.05), con valores de 11.2 y 11.1; 22.1
y 22.4; 28.9 y 28.6; 32.8 y 32 cm, para Gl y G2 a 38, 52, 65 y 80 dds, respectivamente. Se
observaron diferencias significativas (P<0.01; Fig. 4.13) para muestreo, siendo C3 y C4
superiores a las cepas evaluadas y al testigo con 4.8 y 4.2 cm, respectivamente, a 38 dds. A 52
dds, los mayores promedios de altura de planta se observaron para C6 y C4, con 12.4 y 10.8
cm, respectivamente, mayor al observado en C7. A 65 dds, C6 present6d la mayor altura de
planta con relacion a todas las cepas evaluadas; por su parte, C7 superé a C1 y C2 con 4.5y
2.7 cm, respectivamente. La mayor altura de planta (P<0.01) se observo para C6 y C4 con 7.1
y 3.9 cm, respectivamente, mayor que C7; por el contrario, C7 superd a Clcon 2.9 cm. Por su

parte C1 y C2 no mostraron efecto, para altura de planta, a 80 dds.
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Figura 4.12. Altura de planta en los dos genotipos evaluados en las diferentes fechas de
muestreo. Genotipos G1= La Zarca, G2=5. dds= dias después de la siembra. ** Literales

diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).
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Figura 4.13. Altura de planta por cepa evaluada. Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195;
C4=cepa S73; C5=cepa ZA40; C6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacidon). ** Literales

diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).
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Figura 4.14. Efecto de la interaccion genotipo por dosis de aplicacion en altura de planta.
Gl=genotipo La Zarca; D1=inoculacion de 0.5 ml; G2=genotipo 5; D2=inoculacién de 1 ml.
dds=dias después de la siembra. ** Literales diferentes entre columnas indican diferencia

significativa (P<0.01).

Para interaccion genotipo por dosis de inoculante en las fechas de muestreo, mostraron
diferencias (P<0.01; Fig. 4.14) en los diferentes muestreos, siendo el G1D2 el que presentd
mayores alturas, por el contrario G2D2 fue el que mostrd los menores promedios de altura de
planta. Lo anterior, indica que se debe determinar la dosis especifica para cada genotipo; sin
embargo, se observaron incrementos de tamano desde el dia 38 hasta el dia 80 de 2.7, 2.6, 3.2
y 3.3 magnitudes para G1D1, G1D2, G2D1 y G2D2, respectivamente.

Los promedios de altura de planta en respuesta a la interaccion genotipo por cepa evaluada,
mostraron que G1C3 presentd mayor altura (P<0.01; Cuadro 4.2); mientras que G1C7 mostro
la menor altura a 38 dds. Para los muestreos 52, 65 y 80 dds, G1C6 mostr6 los mayores
promedios de altura de planta (P<0.01) comparado con las otras interacciones. Por tanto, se
puede argumentar que la combinacién de cepas (consorcio) incrementa la altura de planta en el
Gl y G2. Por otro lado, tanto en el G1 como el G2 presentaron mayores alturas cuando no se

inocularon, con relacion, a la inoculacién de la cepa a66 a los 65 y 80 dds.
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Cuadro 4.2. Efecto de la interaccion genotipo por cepa, en altura de la planta (cm), en las

diferentes fechas de muestreo.

Interaccion 38dds 52dds 65dds 80dds

Genotipo por cepa

G1C1 11.8°  152° 215" 29.0°
G1C2 113 23.0° 26.5% 30.5%
G1C3 1757 26.8° 29.1% 30.0%
G1C4 152° 279" 314™ 372°
GIC5 9.9%% 1849 27.1¢ 309
G1C6 10.9T 31.0°° 39.3" 43727
G1C7 7.4 14.6° 258% 29,0
G2C1 9.7 157° 263% 278
G2C2 10.1%% 178 2498 288
G2C3 9.08"  17.8% 29.8" 340°
G2C4 10.0  23.0° 30.1"¢ 33.1°
G2C5 g4M  27.7° 299" 3099
G2C6 10.4%%  22.9° 2929 33 0¢
G2C7 9.5%"  14.6° 31.0° 33.6°

Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5; Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; Cd=cepa S73; C5=cepa
ZA40; C6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacion). dds=dias después de la siembra. ** Literales diferentes
dentro de columna indican diferencia significativa (P<0.01).

La interaccion D2C3 presentd la mayor altura (P<0.01; Cuadro 4.3) con respecto a las cepas
evaluadas a 38 dds; sin embargo, para los muestreos a 52, 65 y 80 dds, DIC6 y D2C6 fue la
interaccion que presentd los promedios superiores (P<0.01); por el contrario, DIC1 y D2C1
fueron las que obtuvieron las menores alturas desde 52 dds hasta 80 dds.

Para la interaccion genotipo por cepa por dosis de inoculacion, a 38 dds, la C3 tanto en la D1
como en D2 en G1, presentd los mayores promedios de altura de planta (P<0.01; Cuadro 4.4).
Por otro lado, C1 con D2 en el G2, present6 la menor alturas de planta (P<0.01); mientras que,
C6 con D2 en G2 obtuvo alturas de planta superiores a las demas cepas evaluadas. A 52 dds,
la C6 present6 las mayores alturas (P<0.01) de planta tanto en la D1 como D2 del G1; por otro
lado, la C5 en las D1 y D2 fueron en las que se obtuvieron alturas superiores (P<0.01) con
relacion a las otras cepas evaluadas, dentro del G2. Los mayores valores de altura de planta

65



(P<0.01) a 65 dds fueron para C6 en las D1 y D2 en el G1 con relacion a las demas cepas, por
otra parte, los mayores promedios de altura fueron para C6 en la D1 del G2. Las alturas de
plantas testigo de G1 como de G2 con valores de 25.8 y 31 cm, respectivamente, superaron la
altura de la inoculacion de C1. A 80 dds los valores superiores de altura (P<0.01) se
observaron en C6 con las D1 y D2 en el G1; por otro lado, la C6 con la DI en el G2 mostro
mayor altura de planta con respecto a las demas cepas; mientras que, la C3 en la D2 fue la que
presentd la mayor altura comparada con las otras cepas, en el G2. El testigo fue superior a las
C1 y C2, cuyo valor fue de 33.6 cm. Cabe mencionar que en todos los muestreos en C6, la D2
fue superior en altura de planta a la D1 del G1; por el contrario, en los muestreos a 52, 65 y 80
dds, la DI presentd las mayores alturas con relacion a la D2 en el G2. Lo anterior, es
importante, cuando se pretende obtener plantulas con mayor capacidad de competencia

durante los primeros dias de desarrollo de la pradera.

Cuadro 4.3. Efecto de la interaccion dosis de inoculacién por cepa evaluada, para altura de
planta (cm), en las diferentes fechas de muestreo.

Interaccion 38dds 52dds 65dds 80dds

Dosis por cepa

DICI 1.4 15.1° 235" 285
DIC2 12.6™ 1859 252 30.0%
DIC3 12.6" 22.8™ 30.1¢ 32.5¢
DI1C4 12.0¢¢ 259 30.7° 36.2°
DIC5 9.0 23.6° 285%° 30.8
DI1C6 9.7°  27.0°7 3557 388"
D2C1 10.0°  15.8° 243 283"
D2C2 8.7° 223" 262° 29.3%
D2C3 13.9°7  21.8° 288 31.5%
D2C4 13.1* 250"  30.8° 34.1°
D2C5 9.4 225" 285% 31.0%
D2C6 11.6° 269 33.0° 379

D1=dosis 0.5 ml de in6culo; D2=dosis 1 ml de indculo; Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73;
C5=cepa ZA40; C6=consorcio. dds=dias después de la siembra. NS no significativo, * y ** Literales diferentes
entre columnas indican diferencia significativa (P<0.05) y (P<0.01), respectivamente.
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Cuadro 4.4. Interaccidon genotipo por cepa por dosis de inoculacién sobre altura de planta

(cm), en las diferentes fechas de muestreo.

38 dds 52 dds

Gl G2 Gl G2
D1 D2 Dl D2 C DI D2 DI D2

Cl 105 13.0% 123* 7.0 Cl 132% 17.1%%  17.0% 144%
C2 14.0"* 85€C  113%™® g9 C2 20.0% 26.0™ 17.0°¢ 18.6®
C3 17.0™* 18.0** 83 97*® 3 275" 260" 18.0® 17.5®
C4 143" 160" 98 102 C4 2850 2724 2328 228"
C5 9.8 100" g81%® 87" C5 17.8%¢ 19.0° 293¢ 26.0°"®
C6 9.3% 125 10.1% 107" C6 30.0™* 32.0° 24.0°®  21.8°¢

65 dds 80 dds
Gl G2 Gl G2
Dl D2 D1 D2 C D1 D2 D1 D2

C

Cl 21.0% 220" 260" 26.6™A C1 29.0° 200 28.0° 27.6°
C2 25.0%® 28.0% 254" 243®  C2 31.0* 30.0¢* 29.0¢* 28.6°B
C3 292 290 31.0° 28.6™ C3 30.0® 30.0® 350 330"
C4 31.0° 31.8° 304* 2987 C4 374" 370 350® 31.2%C
C5 262 28.0% 308 29.0" C5 304 314°  312°  30.6"
C6 38.6°* 40.0°* 324" 26.0°C C6 41.6"" 458" 36.0°7C 30.0™P

Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5; D1=dosis 0.5 ml de in6culo; D2=dosis 1 ml de in6culo; Cl=cepa a66;
C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73; C5=cepa ZA40; C6=consorcio. dds=dias después de la siembra. NS
no significativo, ** Literales diferentes mintsculas indican diferencia significativa dentro de columnas y literales
mayusculas dentro de fila indican diferencia significativa (P<0.01).

Es importante sefialar que la inoculacion con C3, C4 y C6 resultaron en mayor altura de planta
con relacion al testigo en las diferentes fechas de muestreo; por tanto, la inoculacién de estas
bacterias promotoras del crecimiento vegetal puede ser una alternativa para incrementar la
altura de forraje en los genotipos evaluados. Diversos autores sefialan la importancia de la
inoculacion con bacterias benéficas para incrementar la altura de planta, tal es el caso de Ilyas
y Bano (2010), que estudiaron la inoculacion de cepas de Azospirillum en trigo y obtuvieron 7

y 5.5 cm de mayor altura en plantas con cepas de Azospirillum aisladas de terrenos de riego y
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terrenos aridos, respectivamente; sin embargo, con la aplicacion de riego en el mismo estudio,
se encontr6 que plantas inoculadas y con estrés hidrico fueron 7.7 y 9.5 cm maés altas en
terrenos de riego y terrenos aridos, respectivamente con relacion al testigo, el cual no se
in6culo y estuvo expuesto a estrés hidrico durante 7 d.

Terry et al. (2005), encontraron que los géneros de Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus y Streptomyces, forman parte de la diversidad microbiana de la rizosfera de tomate y
que Azospirillum, es el género dominante. La inoculacion artificial de esta rizobacteria
incrementd el crecimiento de las plantulas, asi como, la nutricion de las mismas, ésto
contribuyd a que aumentara el rendimiento agricola en 11%.

Pains et al. (2008), evaluaron el efecto de inoculacion con 12 cepas de A. amazonense en el
crecimiento, rendimiento y fijacion de Nitrogeno en arroz y observaron que 50% de las cepas
que utilizaron tuvieron valores inferiores de altura de planta; ademas, para longitud de la raiz,
40% de las cepas presentaron, a 30 dds, valores menores con relacion al testigo. Cassan et al.
(2009), evaluaron el efecto de A. brasilense y Bradyrhizobium japonicum, en la inoculacion
sola y combinada en soya y maiz a 8 dds, encontraron incrementos significativos con la
inoculacién tanto sola como combinada con relacion a testigo para longitud de hipocotilo y
longitud radical en soya; para maiz, la inoculaciéon incrementé la longitud de coledptilo y la
radicula; sin embargo, los mayores valores se observaron con A. brasilense, comparado con la
inoculacion combinada. Felici et al. (2008), estudiaron el efecto de inoculacion sola y
combinada de Bacillus subtilis y A. brasilense en tomate, observaron diferencias significativas
(P<0.05) para longitud de planta a 45 dds en donde la inoculacion sola de B. subtilis y A.
brasilense presentaron las mayores valores (38 cm), comparada con el testigo, cuyo valor fue

de 31 cm y para la combinacion de bacterias, fue de 33 cm.

4.3.3.2. rendimiento de biomasa de pasto Banderita
Se encontraron diferencias significativas (P<0.01; Fig. 4.15) entre genotipos para las
diferentes fechas, siendo el G1 superior al G2 en 4.7, 33.1, 45.5 y 53.4 mg planta™ a 38, 52, 65
y 80 dds, respectivamente.
Se observaron diferencias significativas (P<0.01) a 38, 52 y 65 dds para PSA, D2 superd en
5.8 y 2.2 mg planta’ a DI, con promedios de 204 y 57.2 mg planta’ a 38 y 52 dds,

respectivamente; por el contrario, a 65 dds la D1 fue superior a la D2 en 4.2 mg planta™, con
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valor de 129.2 mg planta™. Por otra parte, a 80 dds no se encontraron diferencias (P>0.05)

entre dosis de inoculacién, (206.6 y 208.4 mg planta™ para la D1 y D2, respectivamente).
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Figura 4.15. Peso seco de la parte aérea (PSA) de los dos genotipos y por fecha de muestreo.
Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5. dds=dias después de la siembra. ** Literales

diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

Los mayores PSA (P<0.01; Cuadro 4.5) se obtuvieron en C3 a 38 y 52 dds; sin embargo, a 65
y 80 dds, los mayores promedios de peso seco se encontraron en C6; por el contrario, pesos
inferiores al testigo se observaron en C5 a 38 y 65 dds. Esto nos indica que C2, C3, C4 y C6
son cepas que pueden utilizarse como opciones para incrementar el rendimiento de materia
seca de los genotipos evaluados y/o al apoyo en el desarrollo inicial vigoroso de plantulas de
esta especie, que normalmente encuentra amplia competencia en el ambiente.

Similarmente, se observaron diferencias significativas (P<0.01; Fig. 4.16) dentro de fechas de
muestreo, siendo G1D2 la que presentd los mayores rendimientos, seguido de G2D2 a los 38
dds. Para 52, 65 y 80 dds, los mayores promedios se observaron para G1D2, seguido de
GIDI; por el contrario, los menores rendimientos en esta misma fecha de muestreo,
correspondieron a G2D2. Esta misma tendencia present6 altura de planta (Figura 4.14); sin

embargo, en peso seco la tendencia es marcada y G2D2 present6 los menores valores.
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Cuadro 4.5. Produccion de peso seco de la parte aérea, en genotipos evaluados, como

respuesta a la cepa utilizada.

38 dds Inc 52 dds Inc 65 dds Inc 80 dds Inc
Copa mg planta’ % mg planta’ % mg planta’ % mg planta’ %
Cl 155 68.5 39.4° 28.8  106.3° 7.8 189.4° 19.4
C2 155 68.5 56.1° 833 137.7° 194 216.0° 36.2
c3 3257 2533 77.9° 154.6 138.9" 20.5 209.2¢ 31.9
Cc4 185" 100.1 64.6° 111.1  116.0° 0.6 232.5° 46.6
c5 8.8 43 42.3¢ 382  114.4° 8.8 160.0 0.9
C6  14.4° 56.5 56.4° 843  149.2*" 294 23777 499
c7  92¢ 30.6" 115.3¢ - 158.6"

Peso seco de parte aérea (PSA) por cepa evaluada. Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73;
C5=cepa ZA40; C6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacién). Inc=incremento. NS no significativo, ** Literales
diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

A 38 dds, para PSA, GIC3 present6 los mayores rendimientos de forraje (P<0.01; Cuadro
4.6); por el contrario, los menores rendimiento se observaron en G2C7. Asi mismo, a 52 y 65
dds, los mayores rendimientos (P<0.01) se observaron para G1C3, y los menores valores, en
G2C2. A 80 dds, los mayores rendimientos (P<0.01), se observaron en G1C2, y los menores,
en G2C5 y G2C7. El genotipo influy¢ la eficiencia de asociacion con las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal.

Los mayores rendimientos de forraje (P<0.01; Cuadro 4.7), se obtuvieron en D2C3 y D1C3 y
los menores promedios se reportaron para D2C5 y DIC5 a 38 dds. A 52 dds, los mayores
rendimientos (P<0.01) se obtuvieron D2C3 y D1C3 y, los menores, para D1C1 y D2CS5. Los
mayores rendimientos de forraje (P<0.01) a 65 y 80 dds correspondieron a D1C6. La
utilizacion de consorcios en la inoculacion de pastos puede ser una alternativa para
incrementar los rendimientos de forraje; sin embargo, es necesario, realizar mas estudios en

campo.
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Figura 4.16. Efecto de la interaccion genotipo por dosis de aplicacion sobre peso seco de la
parte aérea (PSA). Gl=genotipo La Zarca; Dl=inoculacion de 0.5 ml; G2=genotipo 5;
D2=inoculacién de 1 ml. dds=dias después de la siembra. ** Literales diferentes entre

columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

Para la interaccion genotipo por cepa por dosis de inoculacion, los mayores valores (P<0.01;
Cuadro 4.8) de PSA, se observaron en C3 (tanto D1 como D2), para G1. Se obtuvieron
promedios superiores de PSA en C7 con G1 (11.8 mg planta™), superior a C5 y C6 en D1 vy,
C2 y C5 en D2. Para G2 la C4 con D1 present6 los promedios mayores de PSA (P<0.01) con
respecto a las otras cepas; asi mismo, en el G2 la C6 con D2 obtuvo valores superiores de PSA
(P<0.01) con relacion a todas las cepas, sin embargo, en G2C7 presentd mayor PSA (P<0.01)
con 6.6 mg/planta con respecto a C5, todo lo anterior fue a 38 dds. A 52 dds, se encontraron
los mayores promedios de PSA (P<0.01) en G1 con C3 en D1 y D2 comparado con las demas
cepas evaluadas y el menor PSA se obtuvo en G1C1D1, incluso menor al testigo cuyo valor
fue de 33.5 mg planta™; por otra parte, en G2 los mayores promedios de PSA se observaron en
C4 con D1 y C6 con D2; contrariamente, los menores PSA se encontraron en C2 tanto en D1
como D2, valores inferiores al testigo (27.7 mg planta™). A 65 dds, los mayores promedios de
PSA (P<0.01) se observaron con GIC6DI1 y, para la D2, los mayores valores (P<0.01)

correspondieron para C2. A 80 dds, los mayores promedios (P<0.01) de PSA los presentaron
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G1C4D1 y GIC2D2 y los menores valores se obtuvieron en GIC1DI incluso éste fue inferior
al testigo (164.2 mg planta™) y G1C5D2. En G2 los mayores valores (P<0.01) fueron para
C6D1 y C4D2 y los menores promedios correspondieron a C5D1 y C2D2, este ultimo y C5D2

fueron inferiores al testigo (153.0 mg planta™).

Cuadro 4.6. Efecto de la interaccion genotipo por cepa evaluada sobre el peso seco aéreo (mg

planta™), en los diferentes muestreos.

Interaccion genotipo por cepa 38 dds 52dds 65dds 80 dds

GICl 21.7°° 448" 113.19  188.9°
G1C2 12.9%" 87.0°  175.1*° 276.0a
G1C3 49.5 118.1° 178.3*" 253.4°
G1C4 16.7°% 76.7°  108.8% 269.8"
G1C5 9.0 507" 1463 167.5
G1C6 93" 65.6% 17154 2603
G1C7 11.8°  33.5% 1495  164.2%
G2C1 92" 341%™ 995 165.1°
G2C2 18.1°%¢ 252 100.2°  156.0'®
G2C3 154% 3778 995  165.1%
G2C4 203" 52.6° 1233 195.2°
G2C5 85" 3408 824" 15258
G2C6 19.5%¢ 472 126.8° 215.0°
G2C7 6.5 277" 812" 153.0%

Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5; Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; Cd=cepa S73; C5=cepa
ZA40; C6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacion). dds=dias después de la siembra. ** Literales diferentes
dentro de columna indican diferencia significativa (P<0.01).

Peso seco de raiz (PSR), G1 fue diferente (P<0.05; Fig. 4.17) respecto al G2 en las diferentes
fechas de muestreo con valores de 1.7, 11.8, 6 y 8.8 mg planta™ a 38. 52, 65 y 80 dds,
respectivamente. Tanto en altura de planta como PSA y PSR, el G1 fue superior a G2 en las

fechas de muestreo indicativo de mejor asociacion entre las cepas evaluadas y G1.
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Cuadro 4.7. Rendimiento de peso seco aéreo (mg planta) con la interaccion dosis de
inoculacion por cepa evaluada, en las diferentes fechas de muestreo.

Interaccion dosis por cepa 38 dds 52dds 65dds 80 dds

DICI 11.9" 340" 899"  183.6"
DIC2 153 56.1° 135.6° 209.8°
DIC3 232° 743" 1396 217.8¢
DI1C4 16.3°  682° 1252° 2262°
DIC5 1045 40.6° 1153  159.8'
DIC6 10.7%  56.9°  169.4*" 2423
D2C1 19.0 449" 122.7°  195.3¢
D2C2 15.7°  56.1° 139.7°  2222°
D2C3 4177 81547 1382  200.7"
D2C4 20.6°  61.19  106.9¢8  238.8
D2C5 72" 440" 11347 1602
D2C6 18.14 559 1289 233.0°

D1=dosis 0.5 ml de indculo; D2=dosis 1 ml de in6culo; Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73;
C5=cepa ZA40; C6=consorcio. dds=dias después de la siembra. ** Literales diferentes entre columnas indican
diferencia significativa (P<0.01).

Para el efecto de la dosis de inoculacion, se observaron diferencias significativas para PSR
(P<0.01; Fig. 4.18), siendo la D2 superior a la D1 en las fechas de muestreo con valores de
2.3,2,6.7y12.3 mg planta” a 38, 52, 65 y 80 dds, respectivamente. Al incrementar la dosis
de inoculacion aument6 el PSR. Las cepas evaluadas contribuyeron al rendimiento de forraje y
pueden ser una alternativa para apoyar el establecimiento de plantulas e incrementar la
produccion de materia seca en regiones aridas y semidridas de México. Para las cepas
evaluadas se observo incremento en cantidad de pelos radiculares.

Para PSR se observaron diferencias significativas dentro de muestreo (P<0.01; Cuadro 4.9)
obteniendo el mayor PSR, la C3 comparada con las demas cepas, tanto a 38 como a 52 dds;
ademas, en estos muestreos las cepas mostraron mayor incremento en PSR con relacion a C7.
A 65 dds, de igual forma, C3 presentd los mayores promedios (P<0.01) de PSR comparada
con las demas cepas. Sin embargo, C7 superd a C1 y C2 con valores de 6.6 y 1.3 mg planta™,

respectivamente. A 80 dds los mayores promedios de PSR (P<0.01) fueron para C6 y C2, C3
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y C4, respectivamente y diferentes entre cepas; sin embargo, C1 y C5 fueron igual a C7

(P>0.05).

Cuadro 4.8. Efecto de la interaccion genotipo por cepa evaluada por dosis de inoculacion

sobre el rendimiento de forraje de la parte aérea (mg planta™).

38 dds 52 dds

Gl G2 Gl G2

C DI D2 Dl D2 C Dl D2 Dl D2

Cl 128  307°%  11.0® 74 C1 297  60.0 384" 297
C2 163" 94%® 142 219" (2 88.6™ 854" 2350  268C
C3 313*% 677 152°C  15.6C €3 1185 117.6* 30.0°¢ 453
C4 133 20.0%® 19.3*8 212" C4 7288  80.6  63.6°C 41.57P
C5 84%® 978 1234 48C (5 4558 5564 3589 3229
Cc6 6.6 120 147 242 C6 706  60.6"  43.1°° 51.2C

65 dds 80 dds

Gl G2 Gl G2

C DI D2 DI D2 C Dl D2 D1 D2

Cl 9587 1304 84.0™ 1150 C1 1622 2155% 205.0"® 175.0°C
C2 1700 1802 101.2°C 992°C  C2 257.0° 295.0"" 162.6° 149.4%
C3 1783 1782 100.8® 982"®  C3 260.4™ 2463" 1752% 15507
C4 105.1°C 1124 1452°% 101.4°C C4 264.8" 2748 187.6° 202.8°C
C5 145.6" 147.0¢ 85.0® 79.8C C5 1658 1692 153.8® 151.2%®
C6 182.8"* 160.2°® 156.0°C 97.6°° C6 240.0" 280.6"* 244.6"" 185.4°C

Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5; D1=dosis 0.5 ml de in6culo; D2=dosis 1 ml de indculo; Cl=cepa a66;
C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73; C5=cepa ZA40; C6=consorcio. dds=dias después de la siembra. **
Literales diferentes minusculas indican diferencia significativa dentro de columnas y literales mayusculas dentro
de fila indican diferencia significativa (P<0.01).

Para la interaccion genotipo por dosis de inoculacidn, los mayores promedios de PSR (P<0.01;
Fig. 4.19) se obtuvieron en G1D2, seguido de G2D2 en todos los muestreos destructivos; por
el contrario, los menores valores correspondieron a G2D1. Lo anterior, indica que para G2 es

necesario realizar estudios en donde se inocule con cantidades mayores a las utilizadas para
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determinar la dosis adecuada. Similarmente, es importante evaluar en condiciones de campo,

para determinar la competitividad de las bacterias.
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Figura 4.17. Peso seco de raiz (PSR) de dos genotipos evaluados por fecha de muestreo.
Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5. dds=dias después de la siembra. ** Literales

diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

Los mayores promedios de PSR se observaron en G1C3 (P<0.01; Cuadro 4.10) y los menores
valores correspondieron a G1C6, a 38 dds; para G2, los mayores valores se observaron para
C4 y los menores para C7, el cual fue inferior a las cepas evaluadas. A 52 dds, los mayores
valores correspondieron a G1C3 (P<0.01) respecto a las cepas evaluadas y, en G1, todas la
cepas fueron superiores a C7; por otro lado, GIC7 fue superior a G2C7 a 38 y 52 dds; sin
embargo, a 65 y 80 dds los valores de G2C7 para PSR fueron mayores a G1C7.

Para la interaccion dosis de inoculacion por cepa evaluada en los muestreos destructivos sobre
PSR, mostréd que los mayores promedios de PSR se obtuvieron en D2C3 (P<0.01; Cuadro
4.11) y los menores valores correspondieron a DIC5 a los 38 y 52 dds.

La interaccion genotipo por cepa evaluada por dosis de inoculacién en muestreos destructivos

para PSR, mostr6 que GIC3DI1 fue diferente (P<0.01; Cuadro 4.12) a todas las cepas; por el
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contrario G1C6DI1, present6 los menores valores de PSR, incluso el testigo en G1 fue superior
(4.1 mg planta™). A 52 dds los mayores valores (P<0.01) de PSR fueron para G1C3D1 y
GIC3D2 y los menores promedios correspondieron a G1C5D1, valores similares al testigo. A
65 dds los mayores promedios (P<0.01) correspondieron para G1C3D1 y G1C3D2 y los
menores valores fueron para GICIDI1 y las interacciones que presentaron promedios
inferiores al testigo fueron G1C1D1 y G1C5D1; por otro lado, para D2 todas las interacciones
fueron superiores al testigo. A 80 dds, los mayores promedios de PSR (P<0.01) se observaron
para G1C2D2 y G1C3D1 y los menores correspondieron a GIC5D1 y GIC5D2, en este

genotipo todas las interacciones fueron superiores al testigo.
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Figura 4.18. Peso seco de raiz (PSR) de las dosis de inoculacion evaluadas por fechas de
muestreo. D1=dosis de 0.5 ml de inoculacién; D2=dosis de 1 ml de inoculacion tubin™'.
dds=dias después de la siembra. NS no significativo, ** Literales diferentes entre columnas

indican diferencia significativa (P<0.01).

Las cepas C2, C3, C4 y C6 evaluadas en el presente estudio demostraron ser una opcion para
incrementar el rendimiento de forraje comparado con el testigo, por tal motivo, es
recomendable seguir realizando estudio con estas cepas en condiciones de campo. Fischer et

al. (2007), evaluaron el efecto de cepas promotoras del crecimiento vegetal aisladas de raiz de
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trigo y encontraron incrementos de peso seco de la parte aérea que variaron de 16 a 25%,

también, obtuvieron aumento de peso seco de raiz de 45%, comparado con el testigo.

Cuadro 4.9. Peso seco de la raiz en las diferentes cepas evaluadas y diversas fechas de

muestreos destructivos.

38 dds Inc 52 dds Inc 65 dds Inc 80 dds Inc
Cepa mg planta’ % mg planta’ % mg planta’ % mg planta’ %
cl1  1L.1° 3269 20.6° 717  39.5° 143 61.0° 3.2
c2  5.1¢ 962 21.1° 75.8  44.8¢ 2.8 95.0° 60.7
c3 1477 465.4 39.8" 231.7 69.0" 49.7  89.0° 50.6
C4 8.1° 2115 31.4° 161.7 46.2% 02  73.2° 23.9
c5  3.3° 269 16.1¢ 342 489 6.1 61.3 3.7
c6 5.4 107.7 22.2° 85.0 55.5 204 96.8" 63.8
c7 26" 120° - 46,10 e 59.19 -

Peso seco de raiz (PSR) por cepa evaluada. Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73; C5=cepa
ZA40; Co6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacidon). Inc=incremento. ** Literales diferentes entre columnas
indican diferencia significativa (P<0.01).

Ilyas y Bano (2010), observaron que la inoculacion con cepas de Azospirillum incrementa el
peso seco de la parte aérea de la planta tanto comparado cuando no se inocula; ademas,
encontraron que se incrementa el peso seco de la parte aérea cuando la planta no tiene estrés
hidrico con respecto a los tratamientos en donde se les aplic el estrés hidrico, por el contrario,
los mayores pesos secos de raiz se presentaron en los tratamientos con estrés hidrico con
relacion a los tratamientos en donde se aplico riego, tendencia que se observo tanto en maceta
COmo en campo.

Lara et al. (2011), sefialan que la utilizacion de microorganismos nativos presenta potencial
para produccion de biofertilizante y generacion de acido indol acético (AIA), y han
demostrado ser eficientes al incrementar rendimientos y la calidad de cosecha en 80% en
pastos comparado con el testigo. Terry et al. (2005), evaluaron microorganismos como
biofertilizantes en tomate y obtuvieron incrementos de 11% comparado con el testigo.
Chamizo et al. (2009), evaluaron el efecto de la inoculacion de alfalfa con hongos

micorrizicos arbusculares y rizobacterias en dos tipos de suelo, encontraron que el tipo de
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suelo influye en el peso seco de la parte aérea de alfalfa y que la inoculacion con rizobacterias
estimula el crecimiento de plantas establecidas en suelo limoso, donde la materia seca presento

15% de aumento con relacion a las plantas que no fueron inoculadas con las rizobacterias.

EGID1I =GID2 mG2D1 mG2D2
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Figura 4.19. Efecto de la interaccion genotipo por dosis de aplicacion sobre peso seco de la
raiz (PSR). Gl=genotipo La Zarca; Dl=inoculacion de 0.5 ml; G2=genotipo 3;
D2=inoculacion de 1 ml. dds=dias después de la siembra. NS no significativo, * y ** Literales
diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.05) y (P<0.01),

respectivamente.

Pains et al. (2008), estudiaron el efecto de inoculacion de 12 cepas de A. amazonense en arroz,
observaron que el 50% de las cepas presentaron valores inferiores de peso seco de planta
comparado con el testigo y el resto de las cepas presentaron valores similares con relacion al
testigo en peso seco de la planta y mencionan que es necesario determinar el tipo de inoculante
bacteriano para cada region en particular. Canto et al. (2004), evaluaron el efecto de
Azospirillum sobre el peso seco aéreo y radicular de chile habanero y reportan incremento de
300% de peso seco aéreo con inoculacion de 107 ufc ml”, comparado con el testigo en suelo

no esteéril.
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Cuadro 4.10. Efecto de la interaccion genotipo por cepa sobre peso seco de raiz (mg planta™)

en las diferentes fechas de muestreo.

Interaccion genotipo por cepa 38 dds 52 dds 65dds 80 dds

GICl 143> 2407 438 78.5%
G1C2 45% 334° 604" 112.87
G1C3 23.0°7 56.9" 81.1°7 105.9*
G1C4 43% 387° 468" 62.1¢
GIC5 3.6 143f2 429° 573"
G1C6 3.0% 2249 493%  90.9°
G1C7 4.1%% 125 438%  53pf
G2C1 7.9 17.2% 3517 43.4¢8
G2C2 5.6 88" 2938 7724
G2C3 6.4 2289 568> 72.0%
G2C4 11.9° 2429 457% 843>
G2C5 3.1 17.9° 548 652
G2C6 7.8 220 61.7° 1027
G2C7 128 11.62 483% 65.0¢

Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5; Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73; C5=cepa
ZA40; C6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacion). dds=dias después de la siembra. ** Literales diferentes
dentro de columna indican diferencia significativa (P<0.01).

Diaz et al. (2001), evaluaron el efecto de la inoculacion en lechuga de 30 cepas que
promueven el crecimiento vegetal, observaron que las cepas incrementaron en un rango de 100
hasta 400% el peso seco de la parte aérea con relacion al testigo; por otro lado, esta mismas
cepas aumentaron de 500 a 1500% el peso seco de raiz comparado con el testigo. Gonzélez et
al. (2011), evaluaron la respuesta de tres cultivares de maiz a la inoculacion con A. brasilense
bajo cuatro dosis de Nitrogeno, observaron que la inoculacidon con esta bacteria aument6 los
rendimientos de grano en mds de 1 t; ademas, disminuy¢ la duracion del ciclo del cultivo; sin
embargo, este efecto disminuyo al incrementar la dosis de fertilizacion nitrogenada.

Mehnaz y Lazarovits (2006), reportaron el efecto de la inoculacion con bacterias en cuatro
cultivares de maiz bajo invernadero y no encontraron diferencias significativas (P>0.05) de
peso seco de planta a 30 dds en suelo estéril. Felici et al. (2008), estudiaron el efecto de la
inoculacion sola y combinada de B. subtilis y A. brasilense en tomate y obtuvieron diferencias
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significativas (P<0.05) para peso seco de la parte aérea, siendo los mayores promedios para la
inoculacion sola de B. subtilis y A. brasilense cuyos valores fueron superiores a 210 mg
planta™ comparado con el testigo el cual solo alcanzé los 130 mg planta™ y para la inoculacién

combinada el promedio fue de 160 mg planta™, estadisticamente igual al testigo.

Cuadro 4.11. Efecto de la interaccion dosis de inoculacion por cepa evaluada (mg planta™) en
las diferentes fechas de muestreo.

Interaccion 38 dds 52dds 65dds 80 dds

DIC1 12.7° 195 304" 468
DIC2 4.8 18.7° 3688 783"
D1C3 10.7°  38.5° 713" 94.9°
D1C4 6.1 31.2° 4520 7248
DIC5 2.0 14.08  47.1F 584
DIC6 43" 2369 53.0¢ 88.3¢
D2C1 9.5¢ 21.7%° 485 75.1%
D2C2 548 2354 529¢  111.7%
D2C3 18.7°° 412" 66.6° 83.0°
D2C4 1019 31.7° 473" 74.08
D2C5 4.4" 1827 50.6% 64.1"
D2C6 6.6! 20.8°  57.9° 105.3°

D1=dosis 0.5 ml de ino6culo; D2=dosis 1 ml de indculo; Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73;
C5=cepa ZA40; C6=consorcio. dds=dias después de la siembra. ** Literales diferentes entre columnas indican
diferencia significativa (P<0.01).

Garcia et al. (2005), evaluaron el efecto de la inoculacion del trigo con Azospirillum spp. y
Azotobacter beijerinckii, observando diferencias significativas (P<0.01) con los mayores
promedios de peso seco de planta para A. brasilense y 80 kg ha™ de urea de 9.6 g planta™,
diferente a la inoculacion con A. lipoferum y 80 kg ha™ de urea con 7.6 g planta™, también,
diferente a 6 g planta™ para la inoculacion combinada de A. brasilense y A. lipoferum, siendo
los menores promedios de 5.4, 5.0 y 4.5 g planta™ y no diferentes entre si para la inoculacion

de Azotobacter beijerinckii, aplicaciéon de 160 kg ha™ de urea y el testigo, respectivamente.
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Cuadro 4.12. Efecto de la interaccidon de genotipo por cepa por dosis de inoculacion sobre PSR

(mg planta™) en los diferentes muestreos destructivos.

38 dds 52 dds

Gl G2 Gl G2

C DI D2 DI D2 C Dl D2 Dl D2

Cl 142" 145" 11227 46 C1 202® 278" 188% 155
C2 49"  42%  46™ 654 2 295® 373" 78% 9.74¢

C3 1558 30574 59 70C €3 51L7TB 6207 252¢°C 204"
C4 3.5P  50C  86™ 15244 C4 396" 378" 2288 256°
C5 32% 40  12¢ 49"  C5 120 166"  160®  19.8"
C6 28C  33€C 578 100 C6 285" 162 18.7C 254

65 dds 80 dds

Gl G2 Gl G2

C DI D2 Dl D2 C Dl D2 Dl D2

Cl 348C 5284 2607 442® C1 582% 988" 354 514
C2 53.0°®  67.8" 205 38.0°C (2 99.8"® 1258 56.8C 976"
C3 83.0"* 792B 59727C 540°® €3 11584 96.0®  74.0C  70.0%
C4 45565 48.0° 447 4665  C4 592 650" 856"  83.0%
C5 41.0C 448%® 532 564" C5 546 600" 622" 682
C6 483°C 5029 577 6567 C6 762  105.6™  1004*7* 105.0°74

Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5; D1=dosis 0.5 ml de in6culo; D2=dosis 1 ml de in6culo; Cl=cepa a66;
C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73; C5=cepa ZA40; C6=consorcio. dds=dias después de la siembra. NS
no significativo, ** Literales diferentes mintsculas indican diferencia significativa dentro de columnas y literales
mayusculas dentro de fila, indican diferencia significativa (P<0.01).

4.3.4. Tasa de crecimiento del forraje
Para tasa de crecimiento del cultivo de la parte aérea (TCPSA) G1 fue superior en 2 mg planta’
"'dia’ y 0.9 mg planta”’ dia” (P<0.1; Fig.4.20) con relaciéon a G2, en primero y segundo
muestreo, respectivamente. En el tercer muestreo no se observaron diferencias (P>0.05) entre

genotipos.
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Figura 4.20. Tasa de crecimiento del cultivo de la parte aérea en dos genotipos evaluados por
fecha de muestreo. Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5. dds=dias después de la siembra.

NS no significativo; ** Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa

(P<0.01).

Las cepas C4 y C6 fueron las que presentaron las mayores tasas de crecimiento con relacion al
testigo (P<0.01; Cuadro 4.13.) en TCPSA. La inoculacion con el consorcio incrementa la tasa

de crecimiento, es necesario evaluar el consorcio en condiciones de campo.

Para la tasa de crecimiento de la parte seca de raiz (TCPSR) G1 present6 los mayores
promedios (P<0.01; Fig. 420) comparado con G2.

Las mayores TCPSR se obtuvieron en C3 y C2 (P<0.01; Cuadro 4.14), las cepas que
incrementan la produccion de materia seca aérea no siempre aumentan el peso seco de raiz, lo

cual puede ser reciproco.
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Cuadro 4.13. Tasa de crecimiento del cultivo de la parte aérea con las diferentes cepas
evaluadas y diversas fechas de muestreos destructivos.

Cepa 38-52 dds Inc 52-65 dds Inc 65-80 dds Inc

mgplanta’ dia”’ % mgplanta’ dia’ % mgplanta’ dia’ %

C1 1.76 13 4.8° 21 5.9° 90
C2 2.9% 93 5.8% 5 5.6° 81
C3 3.2% 113 4.3 29 5.0° 61
C4 3.3 120 3.74 39 8.3 168
C5 2.45 60 5.1% -16 3.3° 7

C6 3.0 100 6.6°" 8 6.3 103
C7 1.5 6.1% 3.1°

Tasa de crecimiento de la parte aérea por cepa evaluada. Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73;
C5=cepa ZA40; C6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacion). Inc=incremento. ** Literales diferentes entre

columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

-Gl G2
2.5 ~
a¥* 2'1NS
5 2.1 L
A _—/ 1.9
\c_d k3
Sis MO L7
8
c
<
S 1 -
£ 0.8°
0.5 -
0 T T 1
38-52 dds 52-65 dds 65-80 dds

Figura 4.21. Tasa de crecimiento del cultivo de la raiz en dos genotipos evaluados por fecha de
muestreo. Gl=genotipo La Zarca; G2=genotipo 5. dds=dias después de la siembra. NS no

significativo; ** Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P<0.01).
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Cuadro 4.14. Tasa de crecimiento del cultivo de la raiz con las diferentes cepas evaluadas y
diversas fechas de muestreos destructivos.

Cepa 38-52 dds Inc 52-65 dds Inc 65-80 dds Inc

mgplanta’ dia”’ % mgplanta’ dia’ % mgplanta’ dia’ %

Cl 0.7° 0 1.3 46 1.5% 67
C2 1.2° 71 1.7° 29 3.6°" 300
C3 1.8°" 157 2.1° 12 1.4% 56
C4 1.7° 143 1.0° -58 1.9 111
C5 0.9% 29 232 4 0.9° 0

C6 1.2° 71 2.4 0 2.9° 222
C7 0.7° 2.4 0.9

Tasa de crecimiento de la raiz por cepa evaluada. Cl=cepa a66; C2=cepa 127; C3=cepa 195; C4=cepa S73;
C5=cepa ZA40; C6=consorcio; C7=testigo (sin inoculacion). Inc=incremento. ** Literales diferentes entre

columnas indican diferencia significativa (P<0.01).

4.4. Conclusiones

La inoculacion de bacterias benéficas en la prueba de germinacion estdndar mostro efecto de
asociacion.

El consorcio bacteriano presentd las mayores germinaciones con relacion a las demas cepas
evaluadas.

La dosis de inoculacion tuvo efecto en la germinacion.

La dosis alta mostr6 los menores porcentajes de germinacion.

Para altura de planta, se observaron diferencias entre los genotipos evaluados siendo G1 el que
presentd mayor altura; asi mismo, el consorcio presentd las mayores alturas seguido de C3 y
C4 en los genotipos evaluados.

Con C6 se incremento el 49.9% de peso seco de la parte aérea vegetal, con relacion al testigo a
80 dds.

Los mayores pesos de raiz se observaron en G1; sin embargo, la dosis de inoculacion vari6
dependiendo el genotipo.

Los mayores pesos secos de raiz se observaron en el Gl, la dosis de inoculacion mayor,
incremento el peso de raiz, las cepas C6, C2 y C3 presentaron los mayores valores, superando

al testigo.
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Las cepas evaluadas se asocian con los genotipos estudiados.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES GENERALES

Cada localidad en donde se realizaron los muestreos de suelo presenta caracteristicas
especificas con gran interaccion entre microorganismos que contribuyen con el crecimiento de
las plantas.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal estudiadas pueden ser una opcioén para
generar inoculantes que puedan utilizarse en praderas de regiones aridas y semiaridas de
Meéxico.

Es importante evaluar las diferentes cepas estudiadas en condiciones de campo para
determinar su potencial bajo condiciones de competencia con factores bidticos y abioticos.

Es necesario realizar estudios socieconémicos para determinar hasta qué nivel se pueden
sustituir fertilizantes fosiles con microorganismos

Es importante determinar un paquete tecnoldgico practico, sencillo y econdmico para

productores.
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CAPITULO VI. APENDICE

Cuadro A1. Caracteristicas morfologicas de las bacterias desarrolladas en placa

FORMA BORDE ELEVACION
': ;‘. Puntiforme . Entero —_— Plana
Circular — Elevada
Rizoide . Ondulado «2».  Convexa
Amiboide * Lobulado

Filamentosa

Fusiforme *

‘ Pulvinada

Filamentoso (como

. Umbonada

La colonia)

Textura: Acuosa, Viscosa, Membranosa, Butirosa, Seca

Cuadro A2. Medio NFbD para el género Azospirillum (Ddbereiner y Day, 1974).

Compuesto Cantidad Comentarios

K2HPO4 0.10 g

NaCl 0.10 g

MgS04.7H,0 0.20 g

CaCl, 0.02 g

FeCl 0.01 g Disolver los reactivos y ajustar el pH a 7.
KH,HPO4 0.40 g

Na Mo0O4.2H,0O 0.002 ¢

DL-acido Malico 5 g

Biotina 0.0001 g

Azul de Bromotimol (5%) 2

Agar (0.7%) 20

Agua destilada 1000

ml * Para la solucion de azul de Bromotimol al

5%, disolver en etanol o en solucion de KOH

ml
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Cuadro A3. Medio de cultivo Rojo Congo (Rodriguez, 1982).

Compuesto Cantidad Comentarios
K;HPO4 0.5 g

MgS04.7H,0 0.2 g

NaCl 0.1 g

Extracto de levadura 0.5 g

FeCl;.6H,O 0.015 g Disolver los reactivos y ajustar el pH a 7, con 0.1
DL-4cido Malico 5 g Nde KOH
KOH 4.8 g

Rojo Congo 1:400 15 ml

Agar (0.7 %) 15 g

Agua destilada 1000 ml
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Cuadro A4. Caracteristicas morfologicas de colonias aisladas para cinco localidades evaluadas.

Cepa Forma Elevacion Borde Textura Color Observaciones
A32  Circular Elevada  Ondulada Acuosa Crema brillosa
A37  Circular Elevada  Ondulada Acuosa Crema brillosa
A39  Puntiforme Plana Entero Acuosa Crema brillosa
A84  Circular Plana Ondulada Acuosa Crema opaca
A110 Circular Plana Ondulada Acuosa Crema brillosa Conforme crece en el centro es café
A119 Filamentosa Plana Filamentosa Acuosa Azul brillosa Conforme crece el centro es anaranjado
a28 Circular Elevada  Entero Acuosa Crema opaca en el centro, en el
borde brillosa
a30 Circular Pulvinada Entero Acuosa Crema opaca en el centro, en el
borde brillosa
a63 Amiboide Plana Lobulada Seca Blanca brillosa Conforme crece es crema brillosa
a66 Circular Convexa Ondulada Seca Blanca brillosa Conforme crece el centro es crema opaca
y borde brillosa
110 Circular Pulvinada Entero Acuosa Blanca brillosa Conforme crece en el centro es café y
borde brillosa
114 Circular Pulvinada Lobulada Acuosa Blanca brillosa Conforme crece en el centro es café¢ y
borde brillosa
115 Circular Convexa Ondulada Acuosa Crema café, en el borde es Conforme crece arriba en la superficie

brillosa
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127
130

140

150

152

162

195

S73

S137
ZA40

ZA44
ZA47

Circular

Circular

Circular

Circular

Circular

Circular

Circular

Circular

Amiboide
Amiboide

Circular

Circular

Elevada

Plana

Elevada

Elevada

Elevada

Elevada

Plana

Plana

Plana

Plana

Elevada

Plana

Ondulada
Ondulada

Ondulada

Entero

Ondulada

Ondulada

Ondulada

Ondulada

Lobulada
Lobulada

Ondulada

Entero

Acuosa

Acuosa

Acuosa

Acuosa

Acuosa

Acuosa

Acuosa

Seca

Seca

Seca

Acuosa

Acuosa

Crema, en el borde es brillosa
Azul brillosa, en el centro
anaranjada

Crema opaca, el borde es
brillosa

Azul brillosa en el centro
anaranjada

Crema brillosa

Crema brillosa

Azul opaca, en el centro
amarillo

Blanca brillosa en el centro es
gris

Blanca brillosa

Blanca brillosa

Crema brillosa
Azul brillosa en el centro es

amarillo

En el centro forma un circulo café
Conforme crece forma en el centro un

circulo café

Localidades. 1) representada con las iniciales A; 2) a; 3) I; 4) S; 5) ZA con su nimero de identificacion, respectivamente.
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Cuadro AS. Escala de McFarland

Clave del tubo BaCl; al 1% (ml) H,SO4 al 1% (ml) No. Estimado de bacterias x10° ml

1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1200
5 0.5 9.5 1500
6 0.6 9.4 1800
7 0.7 9.3 2100
8 0.8 9.2 2400
9 0.9 9.1 2700
10 1.0 9.0 3000

Procedimiento para obtener la poblaciéon de microorganismos:

Se marcaron los tubos del 1 al 10

Se prepararon los 10 tubos de acuerdo con los volimenes indicados en la tabla

Con el espectrofotometro, se determind la turbidez de cada tubo, posterior a la calibracion del
equipo con tubo con agua destilada

Se obtuvo un modelo de regresion lineal, ubicando en la ordenada los valores de la densidad
optica obtenidos en cada tubo y en la abscisa los valores del nimero estimado de bacterias y se
grafico

Se obtuvo turbidez de los tubos de interés de acuerdo a la poblacién estimada en cada tubo,
antes se calibr6 el equipo en cero con tubo con medio de cultivo utilizando.

Se estimo la cantidad de bacterias contenidas en cada tubo, de cada bacteria en estudio.
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