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RESUMEN
PONCE SALAZAR JUAN. Estudio de la fijacién del nitrdgeno en el

forraje hidropbnico de trigo (Triticum sativum L.)destinado para la

alimsntacién animal. Cervantes 8.,J. M., Angeles C.,8.C., Ferrera-

Cearrato, R.

Con base an los resultados obtanidos en este trabajo se determinéd
qus la inoculacién da Bacterias Fijadoras de Nitrégeno (BFN)
incrementd la Proteina Cruda en el Porraje Hidropbnice (FH) ,al dia
15 este incrementd, estadisticamente significativo P (< 0.05), fue
ds por lo menos 22% en todos los tratamientos y en el testige llegd
& un 20% ya que da ests ss aislaron sndobacterias que resultaron
ser BFN. Se utilizaron tres diferentas cepas de BFN: Azospirillum
brasilense SP-7, Beijerinckia indica S5-BE Yy Entercbactaer
agglomeranas S4-AT, que fueron inoculadas en semilla de trigo
variedad Culiacén T-89, a la cual ss le svalué previamente su carga
fingica y bacteriana. Se determind la Cinética de Crecimiento
Bactearianc de las cepas utilizadas, se cuantificdé la carga
bacteriana en la rizésfera y andorrizésfera del FH inoculado, la
cual se realizd a los 0, 5 10 y 15 dias dea crecimientso, al mismo
tienpo se aplicaron prusbas de nitrogenasa en el FHE para detarminar

las capacidades de fijacién de nitrogeano atmosférico de las BFN on
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el forraje inoculado. En cada tiempo de =zuestreo se realiraron
prusbas para detsrminar la Proteina Cruda (PC), Protsina Verdadsra
{(PV)}, Fibra Cruda (#C) , Extracto Etéarec (EE), Extracto Libre da
Ritrogeno (ELN), Cenizas (C) y Biomasa. La semilla utilizada antes
dea sar germinada tuvo en promedio 14.41% de PC y 9.17% de PV. En
el YE los nivelss de PV fusron mayores an el tastigo gque sn los
tratamientos, al alcanzar 10.10% en comparacidén con el

Azospirillum bzrasilense BP-7 que promedié 9.3B%, Beljerinckia

indica S5-BE con 9.49%, Entercbacter agglomerans S4-AT con 9.92% y

la mazcla de las tres bactaerias con 9.38%.




INTRCDUCCION

En México s8 han identificado fuertas probiemas ds
dasnutricién por falta de consumo ds alimentos proteinicos, la
Comisién Nacional de la Alimantacién, indica que an las zonas de
mas alto grado da marginacién persisten considerables problemas de
desnutricién como es en los estados de Chimpas, Caxaca, Hidalgo,
Pusbla y Tabasco (1), aunque satas condicicnes se reportan en toda
la repablica.

En 1973 el consumo percapita del conjunto de las
principales carnss (aves, bovinos, cerdos, ovinos Yy caprinos),
correspondié en su conjunte a 28.52 Kg., para 1983 por este nismo
concepto fue de 41.14 Kg. (2), en 1993 esta cifra se redujo a 32.98
Xg. (3).

La superficie total de México es de 1'958,201 EKm’, la
cual se encuentra dividida en 6 c¢limas principales que mon: calido
himedo con 4.7%, célido subhumedo con 23.0%, seco con 2B.3%, muy
seco con 20.8%, tepplado subhvmado con 20.5% y templade humedo con
2.7% (4).

La produccién pecuaria depends de la produccién
agricola ya que los ingredientes utilizados para la alimentacién
del ganado son, en su mayor parxta, preductos © subproductos del
caxpo. En nuestro pais la principal limitante de la produccién
agricola es la falta de agua, en 1992 de las 19'561,815 has.
cultivadas a nivel nacional, tan solc 5'344,072 has. fueron
utilizadas bajo condiciones da riego, lo cual representé el 27.31%

(5.




México cusnta con aproximadamonte la mitad de su
territoric (49.1%) con clima &ridc y semiérido. Las regicnes dal
norte y noroasts que comprenden los estados Baja California, Baja
California Sur, Coahuila, Chihuahua, Sinaloa y Sonora en los cuales
ss localira la totalidad del clima muy seco y una porcién del clima
seco, abarcan en conjunto una supsrficie de 719,368 Kn’, as dacir el
36.73% de la superficie nacional, sin embargce an estos estados 1la
superficie total tanto de riege come d4da tamporal, de cultivos
ciclicos y peraennas en 1992, fue de 3284,067 has., e3 decir tan
solo el 4.56% de la suparficie de los estados citados (4, 5).

Una alternativa para ests tipc de climas seria la
captacién des aguas wsuperficiales y su usc altaments eficiente a
traves de la produccidn de fc-:rrajoa que utilizan un ainimo de agua
comc son los “forrajes hidropénicos” (FH), estos son plantulas de
pocas sampansas da edad que ss puedan desarrellar con o sin sustrato
como por ejemplo el rastrojo de maiz, los cuales se le brindan al
animal inmediatamente despues de¢ su cosecha. Con aesta técnhica el
agua y los nutrientes disueltos an ealla no se pierdan por
filtracién (6). Eatos FH deban producirse enh éreas que precipiten
el agua svapotranspirada al mismo cultive o al agua de riego, con
esta técnica se tiene la ventaja de poder contar con forraje freaco
en cualquier épcca dal afio (7).

El FH comparativamente con el convencional, tiene la
vantaja de utilirar casi la totalidad del agua en la produccién de
forraje fresco (8), mientras que el convencional requisre da

constantes suministros de agua necesarios para mantener la humedad




durants la germinacion y el orecimisnto dal cultivo, adamis para
restablecer lap perdidas por filtracién y evapotranspiracién. Los
requarinisntos de un cultivo convencional son variables y difieren
en funcién dal tipo y caracteristica de estructura del suelo, de la
aspecis y variadad dsl cultive, del microclima, de la cantidad y
profundidad de riego, etc. {9).

En las investigaciones realizadas con FE se han
utilizado semillas de la familia de las gramineas, entre las que
destacan la avena (10, 11, 12, 13, 14), la cebada (15, 11, 14, 1§),
trige (11, 14, 15, 17) y triticale (14, 15). La mayor parte de
astos trabajos han sido enfocados a aspactos da composicién quimica
an relacién con pretratamientos para reducir la incidencia de
aflntoxinas {10}, sobre la tasa ds formentacién 12y,
digestibilidad in vitre (13, 14),y digestibilidad in vive (17},
principalments.

Entre los resultados reportados en los andlisis
quimicos proximales (AQP) realizados a los FH, dastacan los
incremsntos en la proteina cruda {PC). En la semilla do cebada el
incremanto pasé del 17.07% al 22.32% del dia 10 al dia 25,
utilizando rastrojo come sustrato. Este mismo s8 svalud sin la
utilizacién de rastrojo y los resultados fuaroen de 15.26 y 20.18%
respectivamente {13).

En al FH de avena, Loper en 1990 reportd un incremanto
da PC adicionando potasio, se utilirarcon 200 ppm y se registrd un
12.92% de PC en base saca, an cogparacidén con sl 10.94%, 12.07%

11.72% y 11.06% con concentraciones de 00, 100, 300, y 400 ppm




respsctivamante (13}, aungque no se reportan los valores de la PC
con los que inicia en semilla. Por otro lado, sn 1989, se rwporta
qus al aplicar roca foafédrica an presencia de bactarias fijadoras
de nitrégeno (RFN), ean cultivos tradicionales de trigo, se
incresentan los niveles de fijacidén de nitrdgeno molecular (18). De
asta manera se podria explicar el incramentc en los nivelas de PC
reportados por Léper en 1990.

Se ha observade que los niveles de EE del FH an
difaerentes especies, incluido el trigo, se reducen al avanzar el
ciclo germinative (6).

8in ambargo en @l FH de cebada, se reporta incremanto
en al sxtracto etéreo (EX) del dia 10 al 25 de edad (19).

Los valores de fibra cruda (FC) se incrementan
conforme aumenta la aedad del FH, variando estos niveles sagun la
aspecie y variedad de la semilla. En el FE de cebada la FC fue del
12.84% & los 10 dias, la cunl sa incrementd a 15.98% a loa 25 dias
19 .

El extracto libre de nitrégeno (ELN}) lo conforma en su
mayor parte @l almiddn, y al igual gque an el EE se reportan
reduccionss an sus niveles en diferentes especies conforme aumenta
la edad del cultivo (§).

Pruabas realiradas an  cultivos de trigo han

identificado el efecto de la bacteria Azospirillum brasilense como

fijadora da nitrégeno en graminaas (20), comc también el das
favorscer la absorcidén de nutrientes cuandoc se asccia con

micorrizas (21). Esta bacteria a sido aislada en varias partes del



mundo, identificéndose an Ruropa, Africa, Asia y América, de donds
se han desarrollade investigaciones snfocadas a la fijacién del
nitréogeno atmosférice (20, 22, 23, 24). Sin embargo, recientemente
se han aislado enh nusstro pais cepas de bacterias de Beijerinckia

indica y Entercbacter aggulomerans que han mostrado ser altamante

fijadoras de nitrégeano al realizarlaes prusbas de la reduccién dal
acetileno in witro (25). Existe =muy poca informacién scbre la
fijacién del nitrégenc por parte de la bacteria Enterobacter
agglomerans, se considara a esta como una BFN no tradicional, que
al combinarse con otras bactarias diazotriopicas llega a taner un
efecte sinérgico, ademas de gque la capacidad de fijacién de
nitrogeno comparativamente ss mayor cuando se mazclan algunas cepas
do Azospirillum y Azotcbacter (23).

No se encontro informaciédn alguna scbre sl efecto de
bacterias fijadoras de nitrégeno en cultivos da FH, pero su
pressncia ss pusis suponer en los resultados de la PC realizados a
4stos, y donds el elevado valor proteinico no se justifica, debido
a gqua no se utiliran fetilirantes nitrogenades.

Se indica que en el FE da csbada se cbtuvo un
ineremanto an los niveles de FC, al pasar de un 12 a un 21% a los
10 dias de edad splicande sclo agua en el riego (8), sin indicar
la presencia da algun tipo de bacteria an el forraje.

lLa importancia en el usc de algunas bacterias FN como
las utilizadas an esta investigacién, radica en que no solo filan

nitrégenc atmosférico, 8ino gque algunas de aestas sintstican




hormcnas da crecimianto, lo cual favorece el incremaentc da la
biosasa (25).

El Arzospirillum brasilense se ha identificade come una
especia afin al trigo, se comporta como biofartilizader (23, 26} y
como promotor de crecimiento en esta nisma sgpecie vegatal (24,
26). Tiens aefacto en al incrementoc de la biomasa en algunas
espacies de la tribu triticeae (27). En esta especies bacteriana ya
se tiensn jidentificados los genes que codifican para la fijacién da
nitrégenc, los cunles son gusA y nifH, e incluso se ha monitoreado
la fusién de estos genes (28). La cargs bacteriana del Arospiriilum
brasilense ha »ido detarminada en suslo mediante la técnica del
marcaje con transposcnes TNS mutantes, su numerc varié a diferentes
tiempos cuantificandose 107 bactarias por gramo de suelo a los 100
dias da su inoculacién (28). La determinacién del numero da
bacterias tazbién 26¢ ha realiradoc en la rizosfera y endorivésfera
de varias cepas de Arzospirilium bragilense obtaniendo diferentes
resultados dependiendc de la distancia cde la rai: ¥y la cepa de la
que se datarmindé la carga bacteriana (29). la inoculacién dal
Azospirillim brasilense produce cambios en 1la rair de trigo,
reduciande @l potencial ds mambrana particularmente en la zona de
slongacién de donde se libaran coopuestos organicos y se forman
pequeiios nédulos (30, 31}, los exudados producidos por la rair dsl
trige y analizados cualitativa y cuantitativeamante fueron el icido
succinico, al Acido mAlico y @l écide oxalacético (32). Utilirzando
1a técnica del 15N se supo que la planta de trigo utiliré del 13

al 173 del nitrogeno fijado en el crecimiento de la rair (31). Los




micigeles que se liberan de la zona radicular son predozinantessnte
polisaciridos que organizados an formas fibrosas, intervienen an la
transferencia de nutrientes disueltos en el suslo hacia la raiz
(33, 34).

En los cultivos de FHE, la temperatura controlada y la
humsdad ralativa alta, favorecen al crecimiento de hongos, los
cuales pusden llagar & ser nocivos para los animales qua lo
consusan (10}, algunas dea lasg BFNY tienan la capacidad de actuar
contra el crecimiento de hongos (25), se cres qus sea por las
concantraciones de amonic que sSe generan por el nitrogeano fijado
(35}, o por la produccién de fungicidas naturales.

Se¢ ha daterminadc en sl Enterabacter agglomerans con
capacidad de fijacidén de nitrogeno atmosférico, el gen nif HDK
mediante la técnica del DNA recombinante (36) y utilizando los
transposcnes TN1725 y TNS se pudo detarminar la prssencia del
plasaido PEAY. (37).

En el caso ds Bsijerinckia indics, 2 nivel
internacional no se cusnta con repcrtas sobra la capacidad da
fijacién da nitréogeno qua tiens asta bacteria, la informacidn
encontrada corresponda a Gonghler, P. {1955}, en la que safiald el
aislamiento de varias especies da BFN en las raices adventicias del
maiz olotén dal estado de Oaxaca el cual presenté un mayor
crecinianto de lo normal. En el hrex de microbioclogia dal Colegio
de Postgradumdos, se aislaron, identifjcaron y probaron las
bactarias localirzadss en el mucigsl excretados por la planta, al

igual que de la rizésfera. Es oste trabajo de donds se obtiene la

.
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Beijerinckia indica a la cual se le idanrifica goms QE-BE o o1

Interobacter agglomerans S4-AT (25).

Los incrementos aen el desarrcllc de las plantas

inoculadas con Azogpirillum brasilense, son la respuesta a las

auxinas, ¥y en particular, el 4cido indolacético (hormonas de
crecimiento} producide por esta bacteria (38). Esta especie
bacteriana pueda ser identificada ripidamente mediante la técnica
de ELISA aun encontrindose en muy pequefas cantidades (3%9), ya que
de otra forma su identificacién lleva varios dias, dabide a que 3e
requisre de difarentas prusbas hioquimicas (40 , 25).

Se sabe que la inoculacién con Azospirillum brasilanse

a plantas da trigo y otras gramineas, producen excrecicnes ds
awonic por la raiz (41, 42), es por elloc que se pusda explicar el
incremento en la PC que se dateraina durante los AQP que se
dasarrollan a los FH, sin embargo, nc se sabe que es lo gus sucads
con los canbios en la PV ya qua cuando se determina la PC, se

cuantifica tanto el nitrégeno protiéico come el nc protéico.

HIPOTESIS
*En el forrajes hidropénico da trige se incremsnta la protaina

verdadera al inccular 1la #smilla con bacterias fijadoras de

nitrégano®.




OBJETIVOS.

l.- Adelar y cuantificar las bacterias y hongos de la
superficie de la samilla de trige utilizada paxa la
produccién de FH.

2.~ Daterminar la cindtica de crecimianto bacterianc

de las especias Arospirilium brasilansas 3P-7,

Beijerinckia indica S5-BE y Entercbacter agglomerans 34 AT.

3.~ Detemminar la capacidad de fijacién del nitrégeno in
vitro de las bacterias a inocular, mediante la técnica de la
reduccién del acetilenc (prueba de la nitrogenasa)} en el
madic da Carbono Combinado.

4.- Daterminar la capacidad de fijacién del nitroégenoc
en #l FE de trigo inoculado y no inoculadc mediante la
prusba de la nitrogenasa,.

5.- Daterminar la carga bactariana en la samilla de
trigo inoculada, con diferantes bactarias fijadoras de
nitrégsno tanto sn el rizoplano (superficie da la raiz) como
en la endorrizésfera (interior de la raiz) del FH a los O,
5, 10 y 15 dias de edad.

6.- Determinar el incremento de la biomasa an el
forraje hidropdénico de trigo inoculade y ne inoculado.

7.-Realizar los anélisis quimicos proximales (P.C.,
r.c., B.E. E.L:N. ¥y C.) y da P.Vv, al FH de trigo inoculade y

no inoculado con BFN a los 0, 5, 10 y 15 dias de edad.




MATERIALES Y METODOS

La wsemilla de trigo utilizada fus de la variedad
Culiachn T-89 donada por el CIMMIT con el propésito de estandarirar
la produccién del PH.
I.Para la determinacién de la nitrogenasa en el FH de trigo
inoculado sa requirid de lo siguiente:
43 bolsas de 150 gramos de seailla de trigo limpia (7 kg de semilla
de trigo, variedad Culiacén T-89, obtenida dal CIMMYT).
45 charolas perforadas de 25 x 37.5 cm en las qua se desarrollaron
los FH con los diferentes tratamientos.
45 charolas no parforadas de 28 x 37.5 ca utilizadas para contaner
a las charclas perforadas y controlar el agua drenada por éstas
durante el riego.
45 aantas blancas de 25 X 37.5 cm.
45 frascos de cristal de un litro, para dejar remcjando con el
inéculo la semilla del FH.
45 tapas para frascos da un litro, con diafragma para inyectar
acetilenc a muestras da FH para realizar la prueba de la
nitrogenasa.
45 frascos de 200 ml para contanar el indcule da los diferentes
tratamientos .
45 plésticos de 30 X 42.5 cm.
24 litros da agua dastilada estéril, para la desinfeccién de la

ssmilla de trigo y la diluciédn de los indculos.



5 litros da bicloruroc de mercurio al 5%. pava la des:nfoszidin do la
samilla da trigo.
3 litros de alcchol al 96%.

Las bacterias fijadoras de nitrogeno utilizadas para
inocular 1la »semilla del FH fueron obtanidas del Bance de
Germoplasma Bacteriano de la Seccién de Microbiologia dal Colegio
de Postgraduados en Ciencias Agricolas. Las cantidades fuaron:

150 ml de inoculante de Axospirillum brasilense SP-7.

150 ml de inoculante de Beijerinckia indica S5-BRE.

150 ml de inoculante de Enterabacter agglomerans S4-AT.

90 tubos vacutainer.

1 jeringa de 10 =ml.

1 jsringa da 100 ml.

5 cintas teflén.

30 cm de aanguera latex del No. 2.

1 cimara da pelota da futhol para contaner gas acetileno.

5000 cm3 de gas acetileno.

II. Para determinar la bicmasa en al FH de trigo se requirid da:
1 balanza granataria.

I1I. Para realizar la prueba de la nitrogenass des las bacterias an
madic da cultivo 36lido de Carbono Combinado se requirid de:

21 frascos dao 25 ni. con tapon de latex.

21 tapones de algodin con gasa para frascos de 25 ml.

21 sellos de aluminio para frascos da 25 ml.

21 tubos vacutainer de 5 ml.

1 jearinga de 5 al.
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1 canara de baldén de futbol.

3C cm de manguera latex.

300 cx’ da gas acetileno.

210 ml de sedio da cultivo de Carbono Combinado.

6 pipetas da 1 ml en escala de 1/100 ml.

1 frasco de medico da cultive liquido con 50 ml de bactarias

Azospirillum brasilense SP~7 sn la fase logaritmica de crecimiento.

1 frasco de wmedic de cultivo liquido con 50 ml de bacterias

Beijerinckia indica 85-BE an la fase logaritmica de crecimiento.

1 frasco de medio da cultive liquido con 50 ml de bacterias

Enterchacter agglomerans S4-AT e la fase logaritmica da

cracimiento.

IV. Para detarminar la cindtica de crecimiento bacteriano se
requirid del siguients material:

9 frascos da 250 ml con tapdén de rosca, con 25 ml dea

medio liquido de Carbono Combinado cada uno.

1 frasco con 50 ml de medic de cultivo liquido con bacterias

Azospirilium brasilsnse SP-7 en la fase logaritmica de crecisiento.

1 frasco con S0 al de wmsedio da cultivo liquido con bacterias

Baljerinckia indica $5-BE en la fase logaritmica da crecimiento,
1 frasco con 50 ml de medic de cultive liquido con bactarias

Enterchbacter agglomerans S4-AT en 1la fasa Jlogaritmica de

3 tubos da ansayo de 5 nl.

¢ matraces nefelométricos.
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V. Para realizar las pruabas da 1a nitesmansz= 3 lzz bacterias
aisladas de la raiz de trigo no incculado se requirié:

8 frascos de 250 ml con tapén de rosca con 25 ml de medio de
cultivo de Carbone Combinado, (para obtener el inéculo en fase
logaritmica), un frasco por cepa aislada.

24 frascom da 25 ml con tapdén de latex,

24 tapones de algoddn con gasa para frascos de 25 al.

16 pipetas de 1 ml con escala de 1/100 ml.

100 ml de medio ligquido de Carbono Combinado.

24 tubos vacutainer de 10 ml.

1 jeringa de 10 ml.

1 cimara da balén da futbol,

30 cu da manguera latex.

120 ca’ de gas acetileno.

VI. Para determinar la carga bacteriana y fungica de la superficiae
de la semillia de trigo utilizada para la produceién dea FH se
requirieron de:

63 tubos de ansayo de 15 ml.

63 cajas de petri. (25 ml de medio de cultivo por caja).

21 pipatas de 1 ml con escala de 1/100 ml.

225 nl de madio de cultive sblido de Axospirillum.

225 ml do medic de cultivo sélido de Beijerinckia.

225 =21 da sedic da cultivo sélido de Azotcbacter.

225 ml de oedic de cultivo sélido de Derxia.

225 ml de medio de cultivo =élido de Bacterias Viablaes Totales.

225 21 de madic de cultivo sélido de CZAPEK DA.
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225 ml de medic de cultivo sélido da Roar Dap= Dosizsss.
VII. Para desterminar la carga bacteriana a los 0, 5 10 y 15 dias da
aedad, dal FH incculado se utilizarcn:
140 cajaa de petri.
5 mortaros.
15 vasos de pracipitado.
1 tijera ds diseccién.
1 pinza de diseccién.
1 litro da alcohol.
1 litreo de bicloruroc de mercurio al 1%.
5 litros de agua destilada estaril.
3% pipetas da 1 ml en sscala de 1/100,
2625 ml de madic adlido de Carbono Combinado (para 105
cajas de petri con 25 ml de medio cada una).
132 tubos de ensayo con 9 ml de agua esteril cada uno.
1 agitador.
VIII. Para realizar los AQPs., s$e utilizaron muestras del forraje
producido en las charclas da las cuales ss tomarcn las nisaas
musstras para la determinacion da 1la nitrogenasa y la carga
bacteriana. La datsrminacidén de estos AQPs requirid de los
siguientes materiales (43):
Humedad ;
61 myastras de 100 a 200 g de FH.
61 trozos de 20 x 20 ca ds papel aluminio.
1 hommeo.

1 desecador.




1 balanza granataria.
Canizas:
61 muestras de 1 g de materia seca molida.
61 crisoles da porcelana.
1 desecador.
1 balanza analitica.
Extracto Btéreo;
61 suestras da 5 g de mataria seca molida
61 rodajas de papel filtro.
1.2 litros de étar.
1 extractor de Soxhlet con matraz extractor y condansador.
Fibra Cruda:
61 muestras de 2 ¢ de materia seca molida desangrasada.
61 matraces da Erlenmeyer da 500 cec.
12.2 litros da acido sulfirico al 1.25 %.
12.2 litros da NaOH al 1.25 %.
122 rodajas de papel filtro.
1 pizeta.
1 parrilla.
1 embude.
Proteina Verdadera;
61 muestras de 2 g de materia seca molida.
61 vasos de precipitado de 250 ml.
4.6 litros de agua destilada.
65 ml da acido clorhidrico al 50 %.

1.5 litros de sulfato de cobre al 6 %.
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1.5 litros de hidroxido de sodin al 1 25 &_
61 vidrios de reloj.
61 rodajas de papel filtro.
Proteina Verdacdera y Proteina Cruda,
61 muestras de 1 g de matoria seca molida dasengrasada (PC), y las
61 zuestras restantes del punto anterior (PV).
183 g de oxalato de potasio. (X 2).
13 g da sulfato de cobre (X 2).
1.220 litros de écido sulfurico purs (X 2).
1.200 litros de agua dastilada (X 2).
50 ol da fenoftaleina (X 2}.
$0 a1 de naranja de metilo {X 2).
61 granallas de zinc (X 2).

3.1 litros de acido sulfarico al 0.1 N (X 2).

METODOS3
1.- La metodologia para determinar la carga bactariana y fungica de
la superficie de la semilla de trigo utilizada para la produccién
da FH, fus la siquiente:

Se pesaron 100 gr de samilla pura y se dspositaron an
un frasco de 1 1litro, se agregaron 100 ml de agua daestilada
estéril, se movieron vigorosamente y se tomé 1 ml, se depositd en
un tubo da ensayo con 9 ml de agua destilada astéril repitiéndose 3
vecss cuande la dilucién correspondié a 1 X 10° y 6 vecaes cuando fua
da T X 10°. Para el aislamientc de bacterias se utilirzarcn

dilucicnes de 10', 10° y 10° en los medics de cultive da




Arospirillum, Beijerinckia, Azotobactar, Darwia, hastarizg vigklss

totales y CZAPEK DA (25). Cada una de aestas diluciocnea fue
cultivada por triplicade. A cada caja de petri se le depositd 0.1
ml da la dilucién an la parte central dal madio de cultive y se
digtribuyd con una varilla de vidrio astéril.

Para sl aislamiento da hongos se procedié de manera
similar con diluciones de 10', 10%, y 10° , utilizando PDA como medio
de cultivo.

2.- Ppara determinar la cinética de crecimiento bacteriano se
realizd la siquiente metodologia:

En las cajas de petri ds los cultivos activados da las
BEN utilizadas como inéculo, se tomd una azada y se dapositd en un
frasco con medic liquidco de Carbone Combinado, dejandose en una
incubadora-agitadora por 48 horas, posteriormente se determiné la
dengidad éptica del cultivo, depositands 0.1 ml del medio liquido
con las bactarias en crecimiento, en 0.9 ml de agua destilada,
calibrando el espectrofotémetroc a 520 na para determinar la carga
bacteriana en cada unc de los 10 tubos de la aescala de Mc Farland.
Se dapositaron 0.5 ml do cada cultivo a cada matraz nefelométrico,
3 por cepa ¥ 9 en total. Se metieron los matraces nefelométricos a
la incubadora-agitadora, sacandolos a las 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28,
32, 36, 56 y 60 horas para su lectura en el espectrofotémetro.

Para realizar las pruebas da la nitrogenasa a las bacterias
aisladas de la raiz de trigoe no inoculado se realizd lo siguianta:

De las bacterias aisladas de la raiz del FE neo

inoculado, (testigo) en la determinacién de la carga bacteriana del
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forraje incculado ceon BFN, se aislaron las RPN shi anasnt-adaz 5 s
les determiné A cada una su capacidad fijadera de igual manera gue
58 les determind a las bacterias gque se utilizaron como indcule
para @l FH. como se indica en el siguiente punto.

3.- Para realizar la prueba de la nitrogenasa de las bacterias en
el oedio de cultive 86lido de Carbono Combinado la matodclogia fue
la siguisnte:

A cada frasco de cristal con capacidad de 25 nl se le
agregaron 10 ml de maedio de cultivo sblido de Carbono Combinado, se
le puso un tapén de gasa y algodén y se esterilizaron. A cada
frasco se la agregé 0.2 ml de cultive de cads bacteria, cuando la
pruaba fus de dos cepas diferentes, sstas se nszclaron an 50% cada
una y al ser ds tras cepas estas fueron de 33% cada una. De las
trus capas utilizadas, se realizaron 3 repeticiones de cada una,
tres repeticicnes de las tres cepas mazcladas, tres repeticionas
con las cepas uno y dos, y tres repeticiones de las cepas dos ¥y
tres, haciendo en total 21 observacionsas. Una vez inoculados los
frascos estos se cubrieron con los tapones de gasa Yy algeddén y un
pequefic trozo de papel aluminio y se dejaron incubar durante 48
horas a 37 °C, posteriormente se les pusc a cada frasco su tapén de
latex y s les selld, inmediatamenete despues se les retird a cada
frasco, con una jeringa, 3 cm’® de aire y se les aplicd 3 cm’ de gas
acatileno, ests gas se extrajo a través de una manguera conectada a
una cémara de balén de futbol que contenia el gas. Los frascos con
el gas acetilenc se dejaron incubar por 24 horas a 37 °C y

posteriormante se les extrajo a cada uno con una jeringa 5 cm3d de
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los gases contenidos en su intariar, cads measézs ds gas 88 AOywcid
en un tubo vacutainer identificado, y postariorsente se extrajo de
éstos tubos, con una jeringa para insulina 1 =l do la suaestra de
gas y se le inyectd al cromatdgrafo de gases en donde se midié la
cantidad de nanomoles de etilano que se produjeron por las BFN al
metabolirzar el acetileno (44)

4.-Para la determinaciéu de la nitrogenasa an sl ¥H de trigo
inoculado se realizé la siguiente metodologia (Modificada y
propuesta Ferrerea-Cerrato):

Previasaentsa se activaron las bactarias ya dascritas,
msadiante tres cultivos sucesivos hasta gque mostraron un crecimiento
vigorosc, posteriormente se realizd un cultivo en medio ligquido
para preparar sl inéculc, del cual se tomaron 15 ml de cada uno de
los cultivos an su fase logaritmica de crecimiento y en la escala 1
de Mc. Farland, es decir 300 X 10° bactarias por ml, agregindolo a
135 ml de agua destilada estéril, por lo qus la carga bacteriana
total final serd de 45 X 10" bacterins an los 150 ml, as decir 30 X
10*° bacterias por al, los riegos sa realizarén con atcmizador
aplicando agua destilada estaril.

Primeroc se desinfecta la samilla pura, depositande 150
g da ésta an frascos de un litro, se agrega alcohol hasta cubrir la
semilla Yy se agita vigorosamente durante un minuto, Dbuscando
rencver la materia organica, se elimina el alcschol cuidadosamente
para evitar la pérdida de semillas y se enjusga una vex con agua
destilada estéril, se tira el agua Yy se agrega bicloruro de
marcurico al 5% hasta cubrir la semilla se deja durante un minuto,




agitando constantemente el frasco v veararicrments z2 cajusgs por O
ocaciones con agua destilada estéril. Por ultimo mse agrega agua
dastilada estéril hasta la mitad del frasco y se deja remojands la
semilla durante 18 horas, se elimina el axcedante de agua y se
agrega al indculo, dejando éste durante 6 horas, postaricrmenta se
pasa la senilia a las charclas perforadas, distribuyéndola
homogansamants sobre la superficie da la charola y ss cubre con una
manta limpia y himeda, a la charola con la manta sa le cubre con un
pldstico para mantener la humedad relativa alta. La manta y la
cubierta plaatica se retiran cada que sae aplica el riego y después
se ponen en su lugar, al tercer dia se dejan de poner la manta y la
cubiarta de plastico, los riegos sa realizan cada 12 horas con 100
al por riego de agua destilada.

Las muestras para las pruebas da la nitrogenasa y para
los AQPs. se tomaron a lea 5, 10 y 15 dias de edad del cultivo.
Para la prueba de la nitrogenasa se utiliran 3 muestras del 10%
¢ada una del FH producido en cada charola. Cada tratamiento tuve 3
charolas de repeticién. Para determinar la carga bacteriana, las
muastras se tomaron de igual manera que para la nitrogenasa y a
estos nismos tiempos y de las nismas charoclas.

5.- Para dsterminar la carga bacteriana a los 0, 5 10 y 15 dias de
edad, del FH inoculado se realizd la siguiente matodologia:

Para el dia 0 (semilla) se realizaron dilucicnes de
10', 107 y 10°.

Para determinar la carga bacteriana an la rizdsfara sae

hicieron diluciones de 10‘, 10* y 10°, realizando por triplicado cada
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una de las diluciones en cada una de las cepas a lams 5, 10 y 1%
dias. Para las diluciones se partid de 1 g de mueatra de raiz la
cual fus separada de la plintula con tijeras y pinzas (FOTO 2} y
pesada an una balanza granataria.

En la determinacién de la carga bacteriana en la
endorrizéefera las diluciones fueron 10', 107, y 10°. Las
repaticicnes, los tiempos y &l peso de la muestra de igual manera
que comc se realizxd en el rizoplanc, sin embargo la muestra antes
de ser macerada y diluida se dasinfectd con el miamo procedimianto
como se dasinfectd la saemilla, a excepcién del tiespo en el
biclorure de mercurioc al 1% el cual fus de 30 segundos.

Todos los cultivos se realizaron an el sedio de
Carbone Combinado, haciendo las lecturas a las 36 horas ds
incubadas las cajas de Petri*'.

6.- Para deterninar la bicomasa en el FH da trige se realizd la
siguiente metodologia:

Dael forraje producido en las charclas, este fue pesado
a les 0, 5, 10 'y 15 dias da edad, obteniendo el valor de la biomasa
por difsrencia del peso final con el inicial.

7.- Para la realizacién de loa AQPs se dasarrolld la siguiente
matodologia (43):

Humedad. S¢ pesaron de 100 a 200 g de FH., se dajarcon
secar sn un horno a 50 *C durante 24 horas, ya seca la muestra so
dejo enfriar en un desecador hasta alcanzar un pesc constante, El

chalculo da la humedad se hizo obteniendo la diferencia del peso

‘INFORMACION PERSONAL Ferrera- Cerrato.
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original y el pesc constants seco. Los resultados se axprasaron asn
cantesisales y por diferancia de 100 sa chtuve su correspondiente
en materia seca {MS3).

Cenizas. Esta fraccion corresponde a los mineralas
contenidos en la muestra. Se obtuvo su valor pesando un gramo de MS
malida, se puso en un criscl de porcelana numerado y a un pesc
constants, habiéndolo secade previamanta y dejado enfriar en un
dasecador, sa calcindé la muestra en la mufla a 600 "C durante media
hera. Se deajdé enfriar en un desecador hasta alcanzar un paso
constanta, se pasd y se dastard el peso del criscl, el calculo es
expresado en porcentaje, y se obtiene multiplicando el peso de las
cenizas encontradas en un gramo de materia seca por el porcantaje
da ¥MS ds la muestra.

Extracto BRtéreo. Se pesaren 5 g de M3 molida, Sa
colocaron an una rodaja da papel filtro, se metieron en un cartucho
tarado, ds papel filtro y se les identifjcaron, el cartucho se
dapositd en el extractor de Soxhlet y a su vez se colocaron an la
chnara de extraccidén, se conectd el extractor al condansador y al
matraz, se cargd con éter, por sl extreamo superior dal condsnsador,
con una cantidad suficiente para que se vaciara tres veces el
saxtractor por medio del sifén. Se calientd el matraz para detectar
que no haya fugas da gases ds éter, la duracién de la axtraccién
fue da 4 horas, daspuas dea aeste tiaempo se suspandio el
calentaniente y se dasconectaron las difarantes partes dal
dispositive, sa sacd la rodaja dsl cartucho del extractor y se

desect dejandolo en el hornc por media hora, se matieron al




desecador hasta alcanrzar su peso constante. El cialmiln dal extracts
etérec se realizd determinando la diferencia de penscs, dividida
entre el pesc de la muestra y multiplicada por el porcentaje de MS.

Fibra Cruda. Se pesaron doa gramos de materia seca
desangrasada, se colocd en un matrazr de Erlanmayer de 500 cc, se
agregd 200 cc de solucidén de Acido sulfirico al 1.25% y se agitd la
mezcla, se adapté el matraz a un condansador de reflujo, se calantd
el contanido del matraz y se dejoé hervir por 30 minutos exactos,
postericrmente se apagd la parrilla, se desconactd el matraz del
condansador y Se dejdé enfriar. Se f£iltrd la puestra en una rodaja
de papel filtro scbre un embudo de Buchner adaptadc a un matraz de
filtracién conectado a una bomba de vacio, se lavd la muestra con
agua destilada hasta alcanzar su neutralidad. Se colocaron el papel
con el residuo en la pared de un aembudo amplio, dispuesto sobre un
matraz de Erlenmayer de 500cc y se arrastrdé la mayor parta dal
residuo por medio de una aespitula, se midierém 200cc da la solucién
caliante a 60 °C de NaCH al 1.25% y se colocaron aen un frasco
lavador, se arrastraron con un chorro de esta soclucidén las
particulas da forraje adhaeridas al papel filtro utilirzado. Se
repitioco el calentamiaento y el lavado del forraje, el papel que se
utilizé para filtrar la muestra, la segunda ocacién se pesd hasta
los diezmiligramos, usando el siguiante procedimiento: se
desprendieron cuidadosaxente las rodajas de papel filtro Y se
coloco en una caja de porcslana a la cual se le paso al horno a 100
*C hasta que quedd completamants seca, se paso a un dasecador y se

daterminé su peso constante. La muestra en la rodaja se pesd al
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disgailigrano y se destard el peso del papal Bl caleple d= 15 20
se realizé dividiendo la cantidad restante entre doa Y se
multiplicd por el porcentaje de materia geca, al cual ase le habia
restado el porcentaje de grasa y el porcentaje da cenizas.

Proteina Cruda. Se pesd un gramo de la muestra seca y
molida, se depositds en un matrar de Kjahldal junto con tres gramos
de oxalato de potasioc o de sodio y 0.1 a 0.2 g da sulfato de cobra,
svitando que se adhisran al cuello del matrar. Se agitd la mexzcla y
sa agrsgaron 20 cc de dcido sulfirico purc, se dejaron calentar en
la parrilla hasta que adgquirieron un color transparenta azuloso,
con mucho cuidado se pass el matras a una caspana de gases y se
dejdé enfriar, se agregarcn 200 cc da agua destilada al matraz de
Kijshldal v da 3 a 5 gotas de fenoftaleina al 10% y una granalla de
zinc o piedra pémer. En un matrar de Erlenmayer da 200 cc se
agregan 50 cc de solucién 0.1 N de acido sulfirico y 5 gotas da
anaranjado de matilo. Se vierte en el matraz de destilacién 1la
suficiente canticdad de scsa concentrada hasta lograr la coloracidn
wicleta por la fenoftaleina, y se toma ripidamente para unirlo al
rasto dal dispositivo siguientas. El matraz de destilacion descansa
sobre la parrilla de calor gradualmente © suspendidc da ella por
aadio de un soporte de mansra que la ebullicién no sea muy marcada,
se tapa con un tapén perforado en el que se adapta una alargadara
da Xjheldal unida, mediante un tubo de hule a un condensador, el
cual termina en un tubo adicional de desprendimiaento, qus quedard
supargido en la solucidén 0.1 N de dcido sulfarico contenido en el

matraz receptor de Erlenmeyer, se enciends la parrilla y el
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amoniaco desalojado del suifato da amnnio por 1z s2osz pas: 0 1A
forma de hidrdéxide de amonio a traves del condensador hasta el
dcido sulfiarico 0.1 N, cuando @1 contanido del matraz alcance el
triple, 150 cc, da su volumen inicial, se apaga la parrilla. La
titulacién del contenido del matraz con solucién 0.1 N de sosa
contenida en una buretra de 50 cc hasta que toma un color amarillo.
El cédlculo se detsrmina con la diferencia entre la cantidad de
#cido 0.1 N puesta originalmente en el matraz receptor y la
cantidad de sosa utilizada para la titulacidn, se multiplica por el
digrmilequivalente del nitrégenoc (0.0014) y el resultado se
multiplica por el coaficientes nitrogenado da las sustancias
protéicas {6.25); finalmente se multiplica por el porcentaje de MBS
lo cual nos dard el porcentaje de proteina cruda de la muestra.

Extracto Libre de Nitrégeno. Se determina por la
diferencia entra 100 y la suma de las propeorciones centesimales de
los componentas: agua, cenizas, fibra cruda, proteina cruda y
grasa.

Proteina Verdadera. Se pesan 2 g de muestra seca vy
molida, se depositan en un vasc de precipitado ds 250 cc y se le
agregan 75 cc da agua caliente mas 1 cc dea HC1l al 50%, se deja
calentar en una parrilla hasta que sbulla durante 10 minutos, se ls
agregan 25 ml de sulfato de ccbre al 6% y se deja de nuevo en la
parrilla hasta qus llegue a la ebullicidn, se retira de la parrilla
¥ se ls agregan 25 al da NaOH al 1.25% normal, se le tapa con un
vidrio da reloj y se le dejs qua precipite duranta 16 horas,

finalmante se le filtra en una rodaja de papel filtro en un embudo




conactado &4 una bomba de wvacio, se daposita 1a moesters en un ZStTac
Kjshldal ¥ se le realiza el mismo procedimiento que se realiza para
1a determinacién de la proteina cruda.

Las BFN para su uso coo indculo fueron activadas aen
el medic nutritive de Carbono Combinado (40} .

Disefic Estadiatico: (44, 45)

Este experinento se analizé estadisticamente mediante
un disefio factorial completaments al agzar con 3 niveles del factor
tieapo (5, 10 y 15 dias) y 5 niveles del factor tratamiento (4
tratamisentos con BFN y un testigo) con 4 repeticicnes para cada
tratamiento.

Modelo Estadistico: (45)

El modelo de efactos fijos para el disedio
completaments aleatorizade de 2 factores (tiampo de cosaecha y BFRN),

as @l siguienta:

Xij = p + ai + §3 + {(cf)ij + eijk’
i= 1, 2,...a; j=1.2,...b ; k=1,2,...n
donde: Xij = una observacién tipica.
B = constante.
a = gfecto dabido al factor tiempo.
B = afecto debido al factor BFN.
(afl) = interaccién debido a los factores A y B.

cijk' = error experimental.
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Bl experimento cuenta con una muaestra da 15 pahlaginnas,
Hipotesie Estadistica:

Ho: (af})id = O

HA: no todos los (afl})ij = ©

El Anilisis do Varianza se desarrollc con el

8p53-6 para Windows.

programa
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RESULTADOS

La semilla utilizada presentdé 2.55% de impurezas vy
semillas rotas, 57.45% de semilla pura, con una germinacion del
88.25%, 2265 semillas en 100 gramos y un vigor de crecimisnto alto.

No se aislaron bacterias sn ninguno dea los 6
diferentas medios de cultive utilizados para Azospirillum,
Beijerinckia, Azotobacter, Derxia, Bactgrias Viablas Totales vy
CZAPEXK DA en diluciones de 10°, 10' y 10° c/u. De esta semilla se
aislaron y cuantificaron 2 hongos y 1 actinomiceto en promedio, a
una dilucién de 10° an PDA (CUADRD 1).

La Cinética da Crecimientc Bactarianoc de las BFN para
su uso como inéculo se presenta en el cuadre 2, utilizando la
escala de Mc Farland.

Las lecturas realiradas indicaron que el Enterobacter
agglomarsns S4-AT desarrollé su crecimiento logaritmico entre las 4
¥ 10 horas de iniciado su cultive, llegando a una fase estacionaria
mixima entre las 14 y las 35 horas y logrando una mAxima
concentracién de 160 X 10*° a las 36 horas. Beijerinckia indica 85-
BE, inicic su fase ds crecimiento logaritmico entre las 8 y 20
horas, llegando a su fase estacionaria nixima entre las 20 y 28
horas, logrando la mhs alta de las concantracicnes de las tres
cepas con 360 X 10° bacterias/ml a las 24 horas y Azospirillum
brasilense SP-7 logro su fase logaritmica de las 12 a laa 20 horas,
1a fase mixima la presentd ds las 24 a las 28 horas y su mixina
concentracién fus de 348 X 106 bacterias/ml a las 28 horas (CUADRO

3) (GRAFICA 1).
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En las prusbas de la reducnisn dal ssatilaons on 3l
medic de cultivo de Carbono Combinads, para determinar la capacidad
de fijacién del nitrégenc ds las bacterias, las lecturas a las 24
horas de incubacién postaplicacién del acetileno, indican que hubo
potencial de fijacién del nitrégeno en astas. En asta prueba las
BN no se dasarrollaron igual que como se desarrollaron .n‘la rairc
de los FH ya que algunas presentaron mayor © manor afinidad,
dependiendo de la especie vegetal que hospedaron. En estas prusbas
se realizaron todas las mazclas posibles de las tres bacterias,
haciendo un total de 7 diferantes combinacionss con tres
repeticionss cada una. lLa mayor capacidad de fijacién del nitrégenoc

la presentd la mexcla da Beijerinckia indica 85-BE y Entercbacter

agglomerans 84-AT con 1248 mmoles/24 h/vial, a asta le siguié la
Beijerinckia indica 85-BE sola con un promsdic de 1233 nmoles/24

h/vial, la tercera fue la mezcla dea Beijerinckia indica S5-BE y

Axospirillum brasilense 3P-7 com una fijacién promsdic de 1197

nmoles/24 h/vial ; el Asospirillum brasilense SP-7 con Enterobactar

agglomerans S4-AT registré una fijacién promedio da 134 mwoles/24
h/vial, la mezcla de las tres bacterias fus de 103.27 nmolas/24
h/vial; Lla bactaria sola de Enterobacter sgglomerans S4-AT con un
promedio de B85.92 nmoles/24 h/vial y la bacteria sola da

Asospirillun brasilense SP-7 con una fijacién promedio de 10.68

necles/24 h/vial (CUADRO 4) (GRAFICA 2).La fijacién del nitrégeno
an el forraje hidropénico se pudc registrar hasta el dia 15 (FOTO
1), ya que en los dias 0, 5 y 10 se detsrminaron en todos los

tratamientos 0.0 rmoles/24 h/frasco de fijacién. En estas prusbas




la bacteria con mayor capacidad Hda fisaszidn da aaisvywne fus la

Beijerinckia indica SS-BE con 5% 2 nmolaes/24 h/frasco , le siguiéd

Azospirillum brasilense SP-7 con 363.1 nmoles/24 h/frasco Qn

promedio, an seguida fue la mezcla de las tras bacterias con 333.9
nmoles/24 h/frasco en promedio, saguida del Entercbacter
agglomerans S4-AT con un promedio da 141.5 nmoles/24 h/frasco y el
testigo con 8.9 nmoles/24 h/frasco de fijacién promsdioc (CURDRO 3)
(GRAFICA 3).

La biomasa registrada an los FE incculados no mostréd
micha diferencia an sus resultados (FOTO 3). Se partié de 150 g de
semilla por charola, la evaluacidn se realizd a los dias 1, 5, 10 y
15, los valores promedic fueron respactivamente los siguientas
(CUADRD 6} (GRAFICA 4):

Agospirillum bragilense SF-7: 259.58 g, 284.81 g, 569.20 g ¥ 659.42

g. {(FOoTO 4).

Beijerinckia indica S5-BE: 256.11 g, 281.52 g, $50.07 g y 631.66 g.
(roro 5).

Entercbactaer agglomerans S4-AT: 247.26 g, 302.27 g, 538.62 g ¥y

605.99 g. (FOTO 6).
Mezcla: 263.46 g, 299.23 g, 497.95 g y 593.84 g. (FOTO 7).
Testigo: 258.11 g, 302.54 g, 545.28 g y 611.91 g. (FOTO 8).
La bacteria que mayor biomasa produjo fue el

Azospirillum brasilense SP-7, con 659.42 g ¥y la de menor fue la

mazcla con 593.89 g, ambos a los 15 dias de edad (FOTO 3},
La carga bacteriana registrada se evalud en la

samilla inoculada (CUADRO 7), y en 1 g de raiz de los tratamiantos
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en el FH tanto en el rizoplanc comc en la andarrishsfars (FOT) 23,
la evaluacidn se realizd el dia 5 (CUADRD 8), el dia 10 {(CUADRO 9)
y @l dia 15 (CUADRO 10). Los valores prowoedic an la semilla

inoculada con Azospirillum brasilense SP-7 en el rizoplano y a

los 0, 5, 10 y 15 dias fue la siguienta:

153 X 10° , 54 X 10° , 79 X 10° y 223 X 10° respectivamante, en la
endorrizésfera la carga bacteriana a los 5, 10 y 15 dias fues de 75
x 10", 59 x 10 y 308 x 10°,

El FH inoculado con Beijerinckia indica 35-BE tuvo en

el riroplano a loa 0, 5, 10 y 15 dias 28 X 10° , 11 x 10*' , 34 x 10*
y 422 X 10*. En la andorrizGsfera registrd en promedic a los 5, 10 y
15 dias 3 X 20 , 1 X 10" y 1 x 10°.

El Enterobacter agglomerans S4-AT inoculade en el FH a
los 0, 5, 10 y 15 dias en el rizoplano registrdé 39 X 107 , 155 X
10%, 88 X 10" y 422 X 10°, y en endorrizésfera se registrd 36 X 10° ,
34 x10° y 96 X 10" a los 5, 10 y 15 dias respectivanents.

La carga bacteriana con la mezcla de las tras
bacterias, a los 0, 5, 10 y 15 dias reagistrd en el rizoplano 41 X
10° , 184 X 10* , 62 X 10* ¥ 339 X 10°, en la endorrizésfera a los 5,
10 y 15 dias fue de 57 X 10" , 128 X 10’ y 155 X 10°,

Con respecto al tastigo, sl cual no se inoculd, estes
datos son muy importantes ya que la semilla habia sido desinfactada
para seliminar tanto las bacterias y los hongos de la supsrficis que
podrian contaminar estos forrajes, sin embargo con respacto a las
bactsrias {(endobacterias) que la semilla adgquirié desde su

formacién en la panicula, no se podria asegurar su presencia, y
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mucho menos asperar que astas fueran fijadnraws 4

1
'}
i
]
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<

fue on este caso.

Los resultades de la carga bacteriana @n el rizoplano
dal testigo a los 0, 5, 10 y 15 dias fue de 18 X 10° , 268 X 10°* ,
341 X 10° y 108 X 10°, y en la endorrizosfera a los 5, 10 y 15 dias
fue de 32 X 10° , 34 X 10° y 29 X 10’ respactivamente.

De las bacterias aisladas an el rizoplano Yy
endorrizésfera, se determinaron sus capacidadas da fijacién del
nitrogenc (CUADRD 11) (GRAFICA 5), Los rasultados de la prueba de
la nitrogenasa ¢ reduccién del acetilano fueron de las § cepas
aisladas an orden dae fijacién de nitrégeno y da mayor a mencr el
siguiente: 76.32, 68.86, 61,76, 46.44, 43.00, 32.14, 27.48 y 26.86
nanonoles de etilenc.

Dabido a que @l testigo obtuvo un mayer porcentaje de
protsina verdadera, la hipétasis se considera falsa.

21 Analisis de Varianza realizado a los resultados de
los AQPs. no mostraron diferencias significativas a un valor de P <
0.05%.

La semilla de trigo reportd los siguientes resultados
en promedioc: PC: 14.41%, PV:09.17%, FC: 1.60%, EE: 6.70%, ELN:
75.48%, C: 1.81%, MS: 93.23%.

Los AQPs. que se realizaron al FHE el dia 5 se
muestran en el Cuadro 12, (GRAFICA 6}, dia 10 (Cuadrc 13) (GRAFICA
7) y dia 15 (CUADRO 14) (GRAFICA 8). Se registraron ligercs cambios

entre uno y otro tratamiento. Los valores medios de PC en




Azospirillum brasilense SP-7 a los 5. 10 v 15 diaa fueron ds 12,87,

16.19 y 22.60Q %: on PV fueron 8.09, 7.43 y 9.38 &.

Beijerinckia indica SS-BE a los mismos tiampos

registrd en PC 12.84, 16.28 y 22.62 % en promedio, los valores de
PV fueron 9.08, 8.03 v 9.49 % rospectivamanta.

Entarcbacter agglomerans S4-AT registré en PC 13.01,

15.85 y 22.90%, y los valores de PV fueron respaectivamante 9,24,
8.10 y 9.92%.

En la mezcla de las tres bacterias los resultados de
PC a los 5, 10 y 15 dias fueron de 12.76, 17.06 y 21.35%, y en PV
correspondiaeron respectivamente a 9.54, 8.65 y 9.38%.

El testigo mostrd en este caso los efectos de las BFN
qua 8se la aislaron, ya que los cambios aen la PC fueron los
siguientes 13.10, 16.92 y 20.66% y suas correspondientes valores en
PV fueron 9%.13, B8.88 y 10.10%.

Los resultados en la PC en todos los tratamiaentos del

dia 5 variaron entre 3.5% como mAxime para la Beijerinckia indica

§5-BE, y como minimo 2.9% para la mezcla. Al dia 10 el wvalor
promedio mAximo fue de 6.95% para la mezcla y 6.02% para el

Entercbacter agglomerans S4-AT, y al dia 15 el valor miximo fue de

7.79% para la oezcla y 5.19% come minioe para el Azospirillvm
brasilense SP-7.
El EE al dia 5 fue maycr an la maezcla con 2.92% y el

manor fue para el Agospirillum brasilense SP-7 con 1.61%. Al dia

10 el EE fue mayor para el testigo con 3.03% y el pencr fua para la

Beijerinckia indica S5-BE con 2.22%. Al dia 15 el resultadc mayor
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fue para Entercbacter agglomaerans S4-aAT con 5,3€% o 31 Zanor pare

la mezcla con 4.72%.
El ELN al dia 5 el valor promedic mayor fue para el

Azxospirillum brasilense SP-7 con 77.14% y el menor para el

Enterobacter agglomerans S4-AT con 69 .96%. Al dia 10 el wvalor

promedio mayor fue para Enterobacter agglomerans S4-AT con 52.15% y

el menor fue para el testigo con 48.25%. En el dia 15 el wvalor
pronedic mayor fue para la mezcla con 14.09% y el valor menor lo
registrd Enterabacter agglamerans S4-AT con 6.16%,

los valores de Ceniza al dia 5 fueron de 1.78% como

miximo en Arospirillum brasilense SP-7 y de 1.34% como minimo an el

Entsrcbacter agglomerans 3S4-AT. Al dia 10 el valor miximo fue para

la mezcla con 2.53% y el manor para la Beijerinckia indica SS-BE

con 2.15%. Para el dia 15 el valor promedioco mayor fus para el
Azxospirillum brasilense SP-7 con 3.34% y el manor correspondio para
la mexcla con 3.17 %.

Los resultados de MS se exprasan en porcentaje con
relacién al peso original de la semilla que fue de 150 g por
charola. Al dia 5 correspondieron an su mayor valor promedio al
Azospirillum brasilense SP-7 con 96.53 % y como menor con el 89.37%

para el Entercbacter _agglomerans S4-AT. Para el dia 10 el valor

proemedic mayor fue para Beijerinckia indica S5-BE con 79.12% y el

valor promedic menor fue pars el Azospirillum brasilense 3P-7 con
75.64%. Para el dia 15 el valor promadio maycr da MS fue del 51 & y
correspondié para la meszcla y ol valor propedic menor lo registrd

el Enterobscter agglomezrans S4-AT con 43.82%.
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burante el crecimiento dal TH =& ch2arxrs uns pecdida
constante de mucigeles que sprandian las raices de todos los
tratamigntos, siendc m®mas . torios an los FH inoculados con

Beijerinckia indica S5-BE y Enterobacter agglomerans S4-AT (FOTOS

4, 5, 6, 7Y 8).

Los Anhlisis de Varianza fueron raalizados con base an
los resultados de laboratoric para la prueba da la nitrogenasa da
las bacterias para indculc (CUADRO 15), biomasa {(CUADRO 16 y 17),
cenizas (CUADRO 18 y 19), E.E. (CUADRO 20 y 21), E.L.N. (CUADRO 22 y
23), F.C.{CUADRO 24 y 25), M.S. {(CUADRO 26 y 27), P.C. (CUADRD 28 y
29) Y P.V, (CUADRC a0 b4 31), demostrandosa diferancias
significativas para la prueba de Tukey con una significancia P <

.05,




DISCUSION

El objetivo dea la utilizacién de semilla cartificada
obtenida del CIMMYT, fue para tener un msejor control de la calidad
del FH a producir. Los resultados de las investigaciones
mancionadas en la introduccidén nos indican de alguna manera la
influencia de BFN, cuando el incremento en la PC asi lo sugiere;
sin embargo, no en todos los casos se pusda supconer la presencia de
endobacterias que influya en el desarrollo de la planta, aunque por
supuesto estas favorerzcan el crecimiento y los rendimientos sn los
cultivos tradicionales. Los resultados expusstos por Ponce-Salazar,
J. (6) an el FB de trige no muaestran cambios tan drasticos sn la PC
considerande ques loa FH da esta inveatigacién se produjeron de
igual forma, también existen diferancias en cuanto a los niveles de
EE y ELN reportados en eSe eiperimento en el cual no se inoculd la
samilla.

En cuanto a los <resultados da la Cindtica de
Crecimiento Bacteriano se aprecia como estos se reflsjan cuando se
determina la carga bacteriana en la rizésfera y sndorrizédsfera del

Yd. La cepa ds Arospirillum brasilense SP-7, da uso a nivel

intarnacional, inicia mhs rapidamente su crecimisnto, pero este no
llega a las nismas concentracicnes cComo an el casc de Beijerincki

indica S5-BE y Enteracbacter agglomerans S4-AT, como se muestra an

los resultados del dia 10 en la rizésfera dal FH, y dabido al

vigorose crecimiento de Beijerinckia indica S3-EE, aungue un poco

mas tardade, este supera posteriormente an nimero al Asospirillim

brasilense SP-7 y al Enterobacter agglomerany S4-AT. Posiblusents
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sea debido a 1la woayor capacidad da cracimiantn e biono

Beijerinckia indica S5-BE que la hace la de mayor capacidad da

fijacién de nitrogeno atmosférico.
Las pruaebas da la nitrcogenasa en el medio de cultivo

de Carbono Combinado, nos indican que Beijerinckia indica S5-BE y

la mezcla de eata con Azospirillum brasilensa SP-7 y la omezcla de

Baijarinckia indica S5-BE c¢on Entercbacter agglomarans S4-AT

fuercn las gque mayor capacidad de fijacién de nitroégenc mostraron.

El Azospirillum brasilense SP-7 fue la cepa qQus mayor

biomasa ganard, posiblemaents por la produccién da &cido
indolacético que ésta reporta, pero la mazcla de las tres bacterias
inoculadas al FH nc tuvo el comportamianto sinérgico que se hubiera
agperado, tal come se aprecia en prueba de la nitrogenasa realizada
en el medic de la pruaba de Carbono Combinado.

Al inicio de la investigacidon, no s contamplsd 1la
aplicacién de la prusba da la nitrogenasa a las bhacterias aisladae
del rizoplano Yy endorrizédsfera del PFH de trige durante la
daterminacién de la carga bacteriana, por lo que esta se dabia
realizar cbhligadamante ya que el medio on el que se cuantificéd al
nomerce de bacterias es ospecifico para el crecimiento de BFN; fue
asi como se aislaron este tipo de bacterias para la prueba da la
nitrogenasa. Por los resultados obtenidos en asta prusba an el
nedioc de Carbono Combinado, se cbservd que algunas cepas aisladas
del testigo, registrarcn similares capacidades de fijacién del

nitrégenc como @)l Agospirillum bresilense SP-7 y el Entercbacter

agglomerans S4-AT.
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Las caracteristicas morfoléaicas da las naleonizs do
las cepas inoculadas al FH son especificas en cada una, y las
encontradas en el FH del testigo, no correspondian a las
caracteristicas da las cepas inoculadas. En la cuantificacién de la
carga bactariana en el FHB inoculado, noc se apreciaron, en las
diJuciocnes realiradas otro tipo de BFN, posiblemsntes debido a que
la carga bacteriana, inoculada a la semilla, fue alta y por otro
lade, estas bacterias se encontraban en la fase logaritmica de su
crecimiento, aunque esto no significa que no pudieran haber estado
presentes.

Los resultados obtanidos an los AQFPs scn
astadisticamente si¢gnificativos en todos los tratamientos, inclusoe
an el testigo, cosmparindolos con los resultados que se reportan an
la prusba de la nitrogenasa realirzado al FH inoculado. En sl caso
de Beijerinckia indica 385-BE, la capacidad de fijacién del
nitrodgeno en el madio da Carbono Combinado es mayor en mhs de un

1000% que Azospirilims bresilense SP-7 y Enterobacter agyloberans

84-AT, los incrementos en los resultados de la PC no son similares
a los incremantos de la PV. La cantidad con la que se inicia de PV
an la semilla es de 9.17%, y en el FH al dia 15, as el testigo el
que obtiens la mayor cantidad al reportar 10.10% en comparacién con

el 9,30% de Azospirillum brasilense SP-7, 9.49% de Beijerinckia

indica SS5-BE, 9.92% de Entercbacter agylomerans S4-AT y 9.39% da la
mhEcls.

La determinacién ds la P.C., y la P.V., no corrsspondan
a los niveles esperados da la fijacién da nitrégeno registrada en
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las prusbas de la nitrogenasa aqua eaa raslix=rzn o loe  FO
inoculados, de esta forma 89 puede suponer quae parte de asts
nitrégenc no registrado en 1los AQPs., se encuantra an forma de
amonic y de proteina bacteriana que se elimina por la planta en
forma de mucigeles (FUTO 9} coms bien se aprecia entre las raicas
de los cultivos del FH inoculado (FOTOS 4, 5, 6 Yy 7).,
comparativamante con &l forraje no inoculado (FOTO 8).

Las plantas puaden hacer uso dal nitrégenco an forma de
amonio, ®%in ambargo se requieren de microminerales para que aste
pueda ser utilizado eficientemente, posiblamente =i se incluyera
microminerales en el agua de Triego, 8e obtandrian mayores
incrementos en la proteina verdadara al inocular la semilla con
BFN. Se sugiere en lo futuroc hacer en todeos los AQPs de FH la
determinacién de la PV, ya que %6 puede tener una mayor informacién
sobre la calidad de los FBs producidos aungue estos no hayan sido

inoculados con BFN.




CONCLUSIONES

~El incrementc en la Proteina Cruda fue mayor an los
Forrajes Hidropdénicos inoculadas con Bacterias Fijadoras de

nitrégenc que en al testigo.

-El incrementc en la proteina verdadera fus manor an
los forrajes hidropénicos inoculados con bacterias fijadoras de

nitrégeno que en el teatigo.

-La semilla utilizada contenia endobacterias fijadoras
des nitrégeno, cuyos cambios an los diforentes slamsntos nutritivos,

son especificos para las bactsrias que presaentéd.

-Se deja abierta la posibilidad de seguir investigando
esta area da la produccién de forrajes hidrpénices por no ser
concluyentss los rssultadcs en el uso de bacterias, debido a que
las condiciones de laboratorio en las que se trabajo, puedan sar
modificadas para un major resultado an rendisiento de materia sasca
y ds protaina verdadera, para su posterior aplicacién an

condicicnes ds invernaderc.
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L

CUADRO 1
CUANTIFICACION DE LA CARGA FURGICA

MATIVA DE LA SUPERFICIEZ DE LA SEMILLA DE TRIGO/100 g

DILUCION NUMERC DE COLONTIAS PROMEDIO DE COLONIAS

10* 1) HONGOS 18

ACTINGMICETCS 8

2) HONGOS 13 BONGOS 15
ACTINCMICETOS 9 ACTINOMICETCS 8
3) HONGCS 14

ACTIMICETOS 8
102 1} HONGOS 3

ACTINOMICETOS 1

2) HONGOS 1 HONGQS 2
ACTINCMICETOS 2 ACTIMICETOS 1
3) BHONGOS 2

ACTDMICETOS 1
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BA_DRO 2 ] EICALA DE Mc FARTAND i
Mo. DE | Absorbancia Ba Cl; 1% H;30, % (No. da bactariase«+
TUBC 520 nm.*

1 0.14 0.1 9.9 9.9
2 0.31 0.2 9.8 8.8
3 0.40 0.3 9.7 8.7
4 0.49 0.4 9.6 9.6
5 0.80 0.5 9.5 8.5
6 0.85 0.6 9.4 9.4
7 1.0 0.7 9.3 9.3
L 1.1 0.8 9.2 9.2
9 1.2 0.9 9.1 9.1
10 1.3 1.0 8.0 9.0

*Yalores a una desviacidn dea 520 nm. en el Nefelometro de Mc
Farland,

ex1 x 10*




CUADRO

3:
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VALORES PROMEDIO DE LA TURBIDEZ

EN LOS TUBOS

NEFELCMETRICCS PARA LA DETERMINACION DEL CRECIMIENTO BRACTERIANC.

mom Afospirillum b. Beijerinckia 4i. Enterobacter a.
1] 0.001 0.001 0.001
4 0.012 0.006 0.011
6 0.016 0.013 0.088
8 0.042 0.156 0.135
12 0.161 0.225 0.150
16 0.267 0.323 0.152
20 0.351 0.373 0.156
24 0.360 0.370 0.160
28 0.360 0.363 0.163
36 0.346 0.360 0.166
56 0.325 0.346 0.162
60 0.312 0.33¢ 0.160

* vValores a 520 nm da desviacién en el Nefelimetro de Me

Farland.
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CUADRQ 4: VALORES PROMEDICQ DE LA PRUERA DE LA NITROGENASA

REALIZADO A LAS BACTERIAS CULTIVADAS EN EL MEDIC DE CARBONO
COMBINADO

CEPA nnoles etileno /24 h/
vial
Azospirillum brasilense. 3P-7 10.68
Beiljerinckia indica. 35- BE 1233.4
Enterobacter agglomesrans. S4 B85.92
Azospirillum + Beijerincki + 103.27
Enterobacter.

Azospirillum + é.éjo:incki. 1187.17
Azospirillum + Entercbactar. 134.06

Entercbacter + Beijerinckia. 1248.0
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Eumao 5: VALORES PROMENTO RET. ANATTATIO nm L NITROGENASH

IFORRAJ'E HIDROPONICO DE TRIGO

LT.TSX HITRCGENASA UEL

CEFPA

nmoles etileno/24 h/ 100 g PH

Azospirillum brasilense. 363.12
Beijerincki indica. 521.2
Entercbacter agglanerans. 141.5
Mazcla. 333.84
Tastigo. 8.9

gty
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CUADRO 6: VALORES PROMEDIO DRI, AMALTSYS 0OF DISLINIAS
REALIZADO AL FORRAJE RIDROPONICO DE TRIGO
INOCULADO CON BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

CEPA DIA 1 DIA 5 DIA 10 DIAR 15

Arcapirillum 256.58 284.81 569.19 659.42

brasilense.

Beijerinckia 256.11 281.52 550.06 631.66

indica.

Enterabacter 247.26 302.27 538.62 605.98

aglan-rm.

Mazcla. 263.46 299 .22 497.95% 593.89

Testigo. 258.11 302.53 545.28 611.90

*Valores en g de FH /charola. Con valor inicial en los 5

tratamientos de 150 g de semilla /charola.
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CUADRQ 7: VALORES PROMEDIO DEL NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA

POR GRAMO DE BEMILLA DE TRIGO INOCULADA CON BFN.

CEPA UFC / ¢ da SEMILLA
Arospirillum brasilansa SP-7. 153 x 103
Beijerinckia indica $5-B8F. 28 x 103
Enterchacter agglomarans S4-AT. 39 x 102
MEZCLA DE LAS TRES CEPAS. 41 x 103
TESTIGO. 18 x 102
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FCUADRO 8: VALORES PRCMEDIC DE LAS UNIDADES FORMANNDAQ

RIZOPLANO Y EN LA ENDORRIZOSFERA / g DE RAIZ.

DIA 5

UFC EN
CEPA UFC EN RIZOPLANO ENDORRIZOSFERA
Azospirillum brasilense SP-7. 54 X 10° 75 X 1¢°
Beijerinckis indica S5-BE. 11 x 10° 3 x 10!
Entercbacter agglamerans 155 X 10* 36 x 10°
S4-AT.

MEZCLA DE LAS TRES CEPAS. 184 x 10* 57 x 10°
TESTIGO. 268 x 10° 32 x1i0?
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CUADRGC 9: VALORES PROMEDIC DE LAS UNIDADES FOBMANADAS DE CSCOLONTA N

vl
£t

RIZOPLANO Y FEN LA ENDORRIZOSFERA / ¢ DE RAIZ.

DIA 10
UFC EN

CEPA UFC EN RIZOPLAND ENDORRIZOSFERA
Arogpirilium brasilense SP-7. 79 X 10° &9 x 10°
Beijeripckia indica S5-BE. 34 x 10° 1 x 10!
Entarcbacter agglomarans 88 x 10° 34 x 100

S€-AT.

MEZCLA DE LAS TRES CEPAS. 62 x 10* 128 x 10°
TESTIGO. 341 x 10* 34 x10°
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r CUADRO 10: VALORES PROMEDIO DE LAR UNTDADES POPMADODAS DR CULGAWLA BN BL

RIZOPLANO Y EN LA ENDORRIZOSFERA / g DE RAIZ.

DIA 15
UFC EN
CEPA UPC EN RIZOPLANO ENDCRRIZOSFERA
223 X 10° 308 x 107
Axospirillum brasilense SP-7.
422 x 10° 1x10°
Beijerinckia indica S5-BE,
114 % 10° 96 X 10°
Entercbacter agglomerans
54-AT.
339 x 10* 185 x 10°
MEZCLA DE LAS TRES CEPAS.
108 x 10° 29 x 19°
TESTIGO.
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CUADRO l1l: VALORES PROMEDIO DE T.A PRITRRA n® v= MITROSEHASA UE LAS

ENDOBACTERIAS NATIVAS DE LA SEMILLA DE TRIGO*.

Ho. DE CEPA

nmoles de etilenc/ 24 h / vial

1 42.99
2 27.47
3 26.86
4 76.31
H] 96.41
] 46.42
7 66.86
8 61.76

+ CEPAS HO IDENTIPFICADAS Y ALSLADAS EN EL MEDIO DE CARBONO

COMBINADO .
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CUADRO 12:

RESULTADOS DE LOS ANALISIS QUTMTCOS DOONIMALES

TIVRR % e e mE

ANGsLH AL GLASD R

FORRAJE HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADOS CON BACTERIAS FIJADORAS DE

NITROGENO. DIA 5.

CEPA REP P.C, P.V. F.C. E.E. E.L.N |C. M.S.

Azospirillum |1 13.11 7.50 3.09 1.97 76.77 | 1.57 95.38
" 2 12.65 B.49 3.07 1.43 78.21 1.83 97.21
- 3 12.81 7.27 3.28 l.88 76.46 11,93 96.38
" 4 12.91 9.10 4.16 1.16 77.11 [1.78 97.15
Beijerinckia |1 12.8¢0 9.61 3.87 2.91 74.97 (1,62 96.21
w 2 12.92 9.53 4.73 1.90 74.54 [1.70 895.71
- 3 12.96 8.39 3.08 1.84 75.92 (1.55 95.38
A 4 12.77 8.81 2.63 2.47 75.81 [1.63 96.74
Enterobacter (1 12.80 8.17 3.34 2.07 69.76 (1.26 89.25
" 2 12.80 10.3 2.66 1.95 71.43 |1.49 90.31
" 3 13.25 B8.44 2.77 2.16 69.66 [1.23 89.10
" 4 13.18 10.0 3.73 1.53 68.97 (1.38 8g8.82
MEZCLA 1 12,93 9.89 4.41 2.77 74.72 |1.43 95.98
A 2 12.28 9.76 2.34 2.62 T77.22 |1.58 96.07
» 3 12.94 8.21 2.14 2.55 77.27 |1.54 96.49
. 4 12.89 10.3 2.69 3.73 76.19 |1.861 97.14
TESTIGO 1 12.92 9.17 3.60 i.51 74.91 |1.2 94.16
" 2 13.16 8.71 2.20 1.76 73.43 |1.6% 92.27
e 3 13.26 .66 3.19 1.99 74.75 | 1.74 94._55
" 4 13.08 B.%9 3.42 1.45 76.32 |1.60 895.90

¢ M.S. EL 100% CORRESPONDE AL PESO SECO DE LA SEMILLA .
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CUADRO 13: RESULTADOS DE LOS ANALISIS QUIMICOS PROXIMALES REAT.IZADOR
ALFORRAJE HIDROPORICO DE TRIGO INOCULADOS CON HACTERIAS FIJADORAS DE

NITROGENC. DIA 10.

CEPA REP |P.C. P.V. |P.C. E.E. E.L.N. c. M.S.

Azospirilium 1 16.06 |7.75 | 5.51 2.47 46.25 2.06 |72.38
* 2 15.86 [7.90 | 6.36 2.49 50.52 2.30 [ 77.57
" 3 16.06 {7.03 |5.75 2.51 46.73 3.09 |74.10
" 4 15.96 [7.04 | 6.54 2.43 51,54 2.05 {78.52
Beijerinckia |1 16.11 [(7.82 | 6.84 2.7 52.51 2.01 |B80.25
" 2 16.49 (7.62 | 6.46 2.90 52.24 2.03 [80.15
» 3 16.78 (7.88 |(6.59 3.14 48.50 2.53 [ 77.57
" 4 15.72 (B8.81 (5.99 2.86 51.89 2.03 178.51
Enteracbacter |1 15.67 [7.44 |[6.32 2.59 52.51 2.13]79.25
hd 2 15.66 }7.94 |5.57 2.72 51.43 2.46 | 77.87
" 3 15.89 [7.99 [6.02 2.94 48.28 2.07 [75.22
" 4 16.15 (9.04 |6.16 2.74 56.39 1.99 |83.50
MEZCLA 1 17.25 |8.41 |6.28 2.93 46.45 2.28 [75.21
b 2 16.70 8.20 |6.98 2.65 44.62 2.91 [{73.89
s 3 17.38 {9.10 |7.90 3.19 47.52 2.51 {78.52
" 4 16.91 [8.89 [6.64 3.13 48.26 2.42 |77.38
TESTIGO 1 16.80 [98.00 |5.89 3.15 47.57 2.36 |75.39
" 2 17.45 (9.20 (5.50 3.34 47.86 2.33 ]76.50
» 3 17.19 (9.62 |7.24 2.78 47.45 2,32 177.01
n 4 16.51 [(B.69 |6.87 2.85% 50.13 2.15 | 718.54

« M. 3. EL 100% CORRESPONDE AL PESC SECC DE LA SEMILLA AL MOMENTO DE

INICIAR LA GERMINACICN.




62

CUADRO 14: RESULTADOS DE LOS ANALISTS MITMTANG ORANTIRIDS RRALIGADDS AL
FORRAJE HIDROPOWNICO DE TRIGO INOCULADOS CON BACTERIAS FIJADORAS DE

NITROGENO. DIA 15.

CEPA REP P.C. PV. |F.C. I.E. E.L.N. c. M.5.
Axospirillum |1 22.04 |8.74 |6.64 5.715 7.89 3.41 45.78
" 2 23.15 195.10 |7.79 4.59 8.57 2.96 47.09
" 3 22.30 | 9.96 [6.53 5.06 11.2 3.74 48.93
" 4 22.89 |9.71 {7.61 5.19 12.57 3.24 51.52
| Beijerinckia 11 23.41 {9.93 [8.22 5.19 10.43 3.42 50.70
s 2 22.64 {9.74 |7.28 5.04 11.78 3.12 49.88
e 3 22.04 (9.40 | 7.48 5.62 8.68 3.23 47.07
b 4 22.39 |[B.88 |7.39 4.34 12.63 3.23 49.99
Enterobacter {1 22.22 |19.82 |6.11 5.54 7.78 3.36 45.03
" 2 23.56 | 9.60 |6.24 5.09 4.66 3.51 43.03
" 3 23.51 | 9.96 | 6.89 5.25 5.11 3.47 44.25
" 4 22.30 [10.3 [5.86 5.56 7.11 2.05 42.91
MEZCLA 1 20.76 | 9.26 | 7.53 4.87 15.76 3.14 52.07
" 2 21.31 | 9.54 |7.72 4.79 13.26 3.15 50.25
" 3 21.07 |@.87 |7.73 4.72 14.41 3.02 50.97
n 4 22.28 |9.47 [8.18 4.50 12.95 3.38 51.31
TESTIGO 1 21.86 [ 9.55 |6.74 5.36 8.60 3.44 46.02
" 2 19.71 {10.0 | 6.63 4.68 10.20 3.49 44.73
" 3 19.91 110.5 | 6.54 4.7 11.22 2.65 45.05
- 4 21.15 |10.2 | 6.87 5.24 8.41 3.50 45.20

+ M. 3, EL 100% CORRESPONDE AL PESO SECO DE LA SEMILLA AL MCMENTO DE

INICIAR LA GERMINACION.




ANALISIS DE VARIANZA PARA EL FACTCR BACTERIA.

VARIABLE: NITROGENO FIJADC
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BACTERIAS UTILIZADAE COMO INOCULO.

FUENTE G.L SUMA DE CUADRADCS CUADRADOS MEDIOS
TRATAMIENTOS 6 6890528 11468421
RESIDUAL 14 158269 11305
TOTAL 20 7048797

*DIFERENCIAS JIGNIFICATIVAS PARA P (£ 0.05)

Madia GRURC A E A+B A+B A+BD B E+B
+E

10.68 A

85.92 b

103.27 A +B+E

134.06 A+ E

1187.17 A+B - L] -

1248.00 B * - *

1233.40 E+B » " -«

Donde: Am Azrospirillum. P= Beijerinckia. E= Enterchactasr.




CUADRQ 16

ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTORES A y B. donde:
A= ¥Numaro de dias de cracimiento del FH.

B= Espacie de bacteria inoculada y teatigo.

BACTERIAS INOCULADAS A LA SEMILLA DEL FORRAJE HIDROPONICO.

VARIABLE: BICMASA

FUENTE G.L. SUMA DE CUADRADOS CUADRADOS MEDIOS
TRATAMIENTOS 19 1471339 77438.9
RESIDUAL 40 15138.3 378.458
TOTAL 59 1486477

*DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS FARA P (< 0.05)
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CUADRO 17: P.TUKEY. BIOMASA. * = nifaramrias =signifizativas
MEDIA GRUPO |E |BIA|T M (B IA|H|{R|T|M|B|T!B{AMI|E (T |B|A
11 f1j1i1 55|55 (55|11 (11|11 11 (1]t
0|G|oj0}0 |5 ([5({5([5]|5
247.26 (E 1
2%56.11 |[B 1
256.58 [A 1l
258.11 T1
263.46 [M 1
281.%2 |BS
204.81 (A5
299.22 M5
302.27 B 5
302.53 |T S
497.95 (M 10 LR O B O I O O O
538.62 |E 10 v lele|le|a|e]lalein]|w
545.28 |T 10 LRI N B N A
550.06 |B 10 tlejw|a|wlo|a]e|afw|w
569.19 A 10 ] x| | k| | k| R |k
$93.89 |M 15 e|lefa|la|lw|a]|wfale|e|s]|
605.98 |®B 15 elealn|le|w|a]|n]o]la]lsa|lwjeln
611.50 |T 15 e|lejelelwje|afopu]a|o]|*jolwn
631.66 |B 15 | ] x| | ek oa ek ko k| o]k
€%9.42 |A 15 e|lelnfeleju|afirijals|e]je]lwn|{nla|fn)n

ponda: A= Azospirillum. B= Beijerinckia. E= Entarcbacter.M= Mazcla.

T= Tastigo. 1, 5, 10 y 15 = Rimerco da dias de crecimiento de FH.




CUADRN 1R

ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTORES A y B. donds:
A= Nimaro de dias de crecimiento dal FH.
B= Especie de bacteria inoculada y teatigo.

VARIABLE: CENIZA

FUENTE G.L. SUMA DE CUADRADOS CUADRADOS MEDIOS
TRATAMIENTOS AB 14 28.5408 2.0392
RESIDUAL 45 3.9546 L0879
TOTAL 59 32,5935

*DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS PARA P (< 0.05)
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CUADRO 19: P.TUKEY. CENIZAS. » = Difaremcias significativas

Madia GRUPO |E M(T!B|{A (B |E |T |A M [E |M [B (T JA

5[5(5!5|65 10 (10 (1010 |10 ;1B |15 | 15 | 15 | 15

1.3400 | ES
1.5400 | M5
1.5575 [ TS
1.6250 | BS
1.7775 | AS
2.1500 | B1O *

2.1625 | 210 .

2.2900 | T10 w | k| oW
2.3600 | Al10 R

2.5300 | M10 | x| ] #]{ »

3.0975 | E15 w )| &l k] * * » * *
3.1725 | M1S w | w]| w| * * - * * *
3.2525 | B15 w|lw| w|w * * - " * -
3.2700 | T15 BEIEIE] » * * * * »
3.3375 | A15 TR REAR: * * * * * -

Donda: A= AZzospirillum. B= Baijerinckia. E= Enterobacter. M=Mazcla.

T= Tesatigo 5, 10 y 15 = Rumerc de dias de crecimientc de FH.
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CUADRD 20
ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTORES A vy B. donds:
A= Nimaro de dias de crecimientc del FH.

B= Eapecie de bacteria inoculada y testigo.

VARIABLE: EXTPACTC ETEREO

FUENTE G.L. SUMA DE CUADRADOS CUADRADCS MEDIOS
TRATAMIENTO3 AB 14 101.8842 7.2774
RESIDUAL 45 5.1942 .1154
TOTAL 59 107.0784

*DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS PARA P (< 0.05)
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CUADRO 21: P.TUKEY. EXTRACTO ETRREDQ. + - nif, Signif.

Media GRUPO | A TIE|B| A E B L} M T M T ] A E
515155 1010|110 & 10 [ 10 {15 |15 | 15 | 15 | 1%

1.6100 | AS

1.6775 | T

1.9275 | E5

2.2800 | BS

2.4750 | A0 h (R

2.7475 | E10 vk |»
2.9175 | B1O il Rl B
2.9175 | MS *| .y ow
2.9750 { M10 il Il B

3.0300 | 110 i

4.7200 | M15 LB RN * . - * ® £
4.9975 | 715 e x| ®) & » » - . * | %
5.0475 | BLS | % | ®| * * * w « | &
5.1475 | A15 | o] w] w * * - * | =
5.3600 | E15 | afa] e * * * » Y

Donde: A= Azospirillum. B= Beijerinckia. E= Entercbacter. Ms=Mezcla.

T= Testigo 5, 10 ¥y 15 = Numaro de dias de crecimiento de FH.
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CUADRO 22

AMALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTORES A y B. donde:

A= Rimero de dias de crecimiento dsl FE.

B» REspecie de bacteria inocculada y testigo.

VARIABLE: EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO

FUENTE G.L. | SUMA DE CUADRADOS CUADRADOS MEDIOS
TRATAMIENTOS AB 14 42670.3650 3047.8832
RESIDUAL 45 133.3273 2.9628
TOTAL 59 42803.6923

+DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS PARA P (£ 0.05)




* = pif. Signif
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AN e

~
A% 4 L DV ASLLIY

ek et

.

Madia GRU E T A B M M T A B B
PO 15 {15 |15 {15 (15 |10 |10 (10 [ 10 | 10

6.1650 E15

9.60735 T15 .

10.0475 AlS "

10.8800 B15 *

14.0950 M15 * " -

46.7125 M0 * * » * *

48.2600 T10 * * * * *

48.7600 | A10 * - * - *

51.2850 B10 " » * . " *

52.1525 E10 * . L - - - -

65.9550 ES * * * - - - * * * »

74.8525 Ts L * * * « * * * * *

75.3100 BS L - * * * " * * " *

76,3500 M5 * * " * - * * * * *

77.1378 AS * * " - * * * * - *

Dondae: A= Azrospirillum. B= Beijarinckia. £= Entercbacter.

M= Mazcla, T= Tastigo.

5, 10 y 15 = Namaro <de dias das crecimiento de FH.




CUADRG 24
ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTCRES A ¥ B. donde:
A= Numaro de dias de crecimiento dal FH,

B= Espaecie de bacteria inoculada y testigo.

VARIABLE: FIBRA CRUDA

FUENTE G.L. SUMA DE CUADRADOS CUADRADOS MEDIOS
TRATAMIENTOS AB 14 179.7534 12.839%
RESIDUAL 45 16.0287 .3562
TOTAL 59 195.7821

*DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS PARA P (£ 0.05)
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__ _CUADRO 25: P.TUKEY. FIBRA CRUDA. =+ = Dif. Signif

Madia GRU M T E A B E A B T B T M A B M

PO 5 5 5 5 5 10 110 | 18 | 10 | 10 {15 | 10 | 15 | 15 [ 15

2.8950 | M5

3.1025 | T8

3.1250 | BS

3.4000 | AS

3.5775 | BS

6.0175 | E10 * * * . *

6.0400 | AlO * * * * *

6.2750 | K15 - * * - *

6.3750 | T10 . * * " *

6.4700 | B10O * - * - *

6.6950 [ TS * * . * *

6.9500 | M10 * * * * +

T7.1425 | A1S - A * * *

7.5925 B1S - * o - * - *

7_7900 Ml15 * - * * * ] & * *

Donde: A= Arospirillum.

M= Mazcla. T= Tastigo.

B= Baijerinckia. E= Entercbacter.

5, 10 y 15 = Nimerc de dias de crecimiento da FH.
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CUADRO 26

ANALISIS DT VARIANZA PARA LOS FACTCRES A y B. donde:

A= Mimerc de dias de crecimiento del FH.

B= Espacia de bacteria inoculada y testigo.

VARIMBLE: MATERIA SECA

FUENTE G.L. SUMA DE CURDRADOS CUADRADOS MEDICS
TRATAMIENTOS AR 14 22876.5670 1633.8976
RESIDUAL 45 128.0864 2.8464
TOTAL 59 23002.6534

*DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS PARA P (< 0.05)
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CUADRO 27: P.TUKEY. MATERIA SECA. + = npif signis

Madia GRU E T A B M A N T B E T B M A

PO 15115 |15 (15 |15 |10 |10 J10 |10 |10 | 5 S 5 5 5

42.8200 El5

45.2500 T15

48,3300 AlS - N

49.4100 B15 * *

51.1500 M15 * *

75.6400 AlQ . hd * - *

76.2500 M10 . * * hd *

76.8600 T10 * * . * *

78.9600 El0 * hd * . *

79.1200 810 * * * - *

89.3700 E5 * * * * * * L] - * -
94.3200 T5 d * * * * * * * . - *
95.9100 BS - * »* - * - - * » * *
96.4200 M5 - * L * L] . - * * * -
96.5300 AS hd * * * - * * * * * +

Donde: A= Azospirillum. B= Baijarinckia. E= Entercbacter.
M= Mezcla., T= Testigo.

%, 10 y 15 = Miero de dias de crecimiento de FH.
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CUADRO 28

AMALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTORES A y B, donde:

A= Mimaro de dias de crecimiento del FH.

B= Especie de bacteria inoculada y testigo.

VARIABLE: PROTEINA CRUDA

FUENTE G.L, SUMA DE CUADRADOCS CUADRADOQS MEDIOS
TRATAMIENTOS AB 14 B64.4694 61.7478
RESIDUAL 45 10.2033 .2267
TOTAL 59 874.6727

*DIFERENCTAS SIGNIFICATIVAS PARA P (< 0.050)
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CUADRO 29: P.TUKEY. PROTEINMR {DIMA % ~ Dif, Signaf
Media GRU M B A E T E A B T M T M B B
PO 5 5 5 5 10 (10 | 10 | 10 | 10 | 15 | 15 15 | 15
12.7600 M5
12.8375 BS
12.8700 AS
13.0075 £5
13.1075 T5
15.8525 ElQ * * . * »
15.9900 Al0 - * * L] .
16.2750 B1O * * * * »
16.9875 T10 * - - * L L]
17.0600 M0 * * * * * " *
20.6575 T15 . - * * * - * * " »
21.355%0 M15 * * * - * - » * * *
22.5950 Al1S * * " - " - * * - » * *
22.6200 Bl1S * * * * * - * * - * . *
22.8975 E1S * * - * - - " * * * * *
Donda: A= Azospirillum. B= Bsijerinckia. E= Entercbacter.

M= Mazcla. T= Teatigo.

5, 10 y 15 = Numerc de dias de crecimientc de FB.
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CUADRD 30
ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTORES A y B. donda:
A= NOomero de dias de crecimiento del FH.

B= Especie da bactaria inoculada y tastigo.

VARIABLE: PROTEINA VERDADERA

FUENTE G.L. SUMA DE CUADRADOS
CUADRADOS MEDIOS

TRATAMIENTOS 14 32.0786 2.2914

AB

RESIDUAL 45 17.4312 .3874

TOTAL 59 49.5108

*DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS PARA P (£ 0.05)
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CUADRO 31: P.TUKEY. PROTEINA VERDNAREDA = . §if. Signif

Madia GRU A B A | 3 M T B T E A M B M }

PO 10 |10 | 5 10 |10 {10 | 5 5 5 1 |15 [ 15 [ 5 15

7.4300 | Al10Q

8.0325 | Bl1O

§.0900 | AS

68.1025 | E10

8.6500 | M0

8.8775 T10 *

9.0850 | BS *
9.1325 | TS *
9.2275 | B5 *

9.3775 | AlLS *

§.3850 | M5 *

$.4875 { B15 *

9.5400 | M5 *

9.9200 | E15 * * * .

10.062 | Ti5 * * * *

ponde: A= Azospirillum. P= Baijerinckia. E= Entarcbacter.
M= Mazcla. T= Testigo.

5, 10 y 15 = Nimero de dias de crecimiento de FH. ‘s
<S

Ted L e
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I

400
. ey
= 300 {—O—No. bacterias |
E Azospiriflum b. |
5 200 1 o | * No. bacterias ‘|;
2 100 | Ry ' Bejjerinckia i,
| 2 / | No.bacterias |
| 0 b | Enterobactera. |
| 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 S6 60 |
| HORAS ‘
l‘ CINETICA DE CRECIMIENTO :
| BACTERIANO \
! i
GRAFICA 1
HORAS Azospirillum Baijerinckia Entercbacter
0 0.96 0.96 0.96
4 5.83 5.8 10. 64
8 15.48 12.58 85.16
12 40.68 150.96 130.64
16 155.8 217.74 145.16
20 300.00 312.58 147.03
24 339,67 360.96 150.96
28 348.38 359.06 154.83
32 348.39 351.29 157.34
36 344.83 348.38 160.64
56 314.51 334.96 156,77
60 301.93 325.16 154.83
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{MAzospirillum EBeljerincida OEnterobacter @A.+8.+E. MA.+B. OA.+E. §B.+E.

1400
- 1200
'§ ® 1000
8 i‘. 800
3 600
400
200
o
RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA NITROGENASA A LAS BACTERIAS
INOCULADAS EN EL MEDIO DE CARBONO COMBINADO,
GRAFICA 2
Azosp. | Beljer. | Enterob. |Azosp.+Beijer.| Arosp. | Azosp. + | Enterob.
+ Enterob. | +Beijer. | Entercb, | + Beijer.
1 2 3 14243 1+2 143 142
Nmoles/ | 10.68 | 12334 85.92 103.27 1197.1 134.06 12483
Etileno
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| Azospirilium B Betjerinckia ClEnterobacter i Mezcia B Yestigo |

nmoles
etileno24
h/vial

RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA NITROGENASA AL FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO.

DIA 15

GRAFICA 3

CEPA Axospirillum Baijerinckia Enterobacter Mezcla Testigo

DIA 15 363.1 561.0 141.5 333.9 8.9
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G Azospirilum b DOBeijerinckia I BEnterobacter a WMazcla [Testigo

7004} -
. e
G : i
r C 500 -
al L
m: 400 | &
° o 300{] g B
] ) : - i
a 20010
x
100
0
DIA1 DIAS DIA 10 DIA 15
Tiempo
RESULTADOS DE LA BIOMASA EN EL FORRAJE
INOCULADO
GRAFICA 4
CEPA DIA 1 DIA 5 DIA 10 DIA 15
. hgirillul 256.58 284.81 569.2 659.42
Baijerinckia 256.11 281.52 550,07 631.66
Xntarobacter 247.26 302.27 538.62 605.99
Mexzcla 263.46 299.23 497.95 §93.89
Tastigo 258.11 302.54 545,28 611.91
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nmoles etileno / 24 h / vial.

ut n2 a3 o4 ms a6 Bz as
soy”
704
s0
so
0
20
20
10
o
BACTERIAS AISLADAS
VALORES DE LA PRUEBA DE LA
NITROGENASA EL LAS BACTERIAS NATIVAS
DE LA SEMILLA.
GRAFICA 5
1 43.00
2 27.48
3 26.86
4 76.32
5 32.14
6 46.44
7 68.86
8 61.76




VALORES PROMEDIO
PORCENTUALES

me.C

aev,

arc

BEE. BELN.

ac.

BMS.

CEPAS
VALORES DE LOS ANALISIS
QUIMICOS PROXIMALES. DIA 5

GRAFICA 6
CEPA P.C. P.V. r.c E.E. E.L.N. c. M.8
Agospirillum 12.87 8.09 3.40 1.61 77.14 1.78 $6.53
Beijerinckia 12 .84 9.08 3.58 2,28 75.31 1.63 95.91
o
Intexobacter 13.01 9.24 3.12 1.93 69.96 1.34 89.37
Mexcla 12.78 9.54 2.90 2.92 76.35 1.54 96.42
Testigo 13.10 9.13 3.10 1.68 74.85 1.56 94.32
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\rc. ary. arc BEE. BLLN. ac ans

200 N . 2 O

™ |
i ||
piriium ipijarimckl s Mancle Tastigo
CEPAS
VALORES DE LOS ANALISIS
QUIMICOS PROXIMALES. DIA 10

VALORES PROMEDIO
PORCENTUALES

A wommd manmn s e swuad TR R

CEPA P.C. P.V. F.C. E.E. £.L.N. C. M.S.
Azospirilium 16.19 7.43 6.04 2.48 48.76 2,36 75.64
Beijerinckia 16.28 8.03 6.47 2.22 51.28 2.15 79.12
Enterobacter 15.85 8.10 6.02 2.75 52.15 2.16 78.96

Mazcla 17.06 8.65 6.95 2.98 46.71 2.53 76.25
Tastigo 16.99 g.88 6.37 3.03 48.25 2.29 76.86




VALORES PROMEDIO
PORCENTUALES
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| {2

ar.v.

arc. Wee

MELN.

-1

EMS.

CEPAS
VALORES DE LOS ANALISIS
QUIMICOS PROXIMALES. DIA 15

GRAFICA 8
CEPA P.C. P.V. F.C E.E. E.L.N, c. .8
Azxospirillum 22.60 9.38 5.19 5.15 10.07 3.34 48.33
Beijerinckia 22.62 9.49 7.59 5.05 10.88 3.25 49.41
Entercbacter 22.90 9.92 6.28 5.36 6.16 3.10 43.82
Mezcla 21.35 9.38 7.79 4.72 14.09 3.17 51.15
Tastigo 20.66 10.1 6.69 5.00 9.61 3.25 45.25
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FOTO 1. PRUERA DE LA NITRIGENASA EN EL FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADO CON BACTERIAS
FIJADORAS DE NITROGENO.
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FOTO 2. DETERMINACION DE LA CARGA BACTERIANA
DEL SISTEMA RADICULAR DEL FORRAJE HIDROPONICO
DE TRIGO.
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FOTO 3. PRODUCCICN EN CHAROLAS DE FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADO CON BACTERIAS
FIJADORAS DE NITROGENC. DIA 15.
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FOTO 4. SISTEMA RADICULAR DEL FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADO CON

Azospirillum brasilense 8p-7. DIA 10.
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FOTO 5. SISTEMA RADICULAR DEL FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADO CON
Beijerinckia indica. S5-BE. DIA 10.
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FOTO 6. SISTEMA RADICULAR DEL FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADC CON

Entercbacter agglomerans. S84-AT. DIA 10.
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FOTO 7. SISTEMA RADICULAR DEL FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADC CON

Azospirillum brasilense SP-7,
Beijerinckia indica 85-BE y
Entercbacter agglomerans S4-AT. DIA 10.
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FOTO 8. SISTEMA RADICULAR DEL FORRAJE
HIDROPONICO DE TRIGO NO INOCULADO. DIA 10.
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FOTO 9. CHARCLA CONTENIENDO EL EXUDADO DEL
FORRAJE HIDROPONICO DE TRIGO INOCULADO CON

BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO. DIA 15.
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