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Introduccién

t la carrera de Quimica Farmacéutico Biologica, el conocimiento de los
icroorganismos es de particular importancia, debido a que éstos afectan a la
ciedad humana de diversas maneras. Numerosos microorganismos son agentes
usales de miltiples enfermedades por lo que se consideran perjudiciales , pero
ros muchos son productores de gran cantidad de metabolitos de interés
dustrial y la gran mayoria de ellos participan en las transformaciones de los ciclos
ogeoquimicos lo que los hace componentes indispensables del ecosistema, en
mde se encargan de regular y mantener el equilibrio del medio ambiente.
safortunadamente, la actividad del hombre ha provocado que en los ecosistemas
udticos y terrestres se hayan acwmnulado compuestos quimicos de naturaleza
riada contaminando el medio ambiente y el consiguiente desequitibrio ecologico,
que en la actualidad constituye un grave problema, en donde una de las
ternativas para su solucién corresponde al uso de microorganismos, los que al ser
rte del ecosistema natural y  ser manipulados adecuadamente ofrecen la
bsibilidad de restaurar, recuperar o por lo menos mantener el medio ambiente. En
caso del ecosistema suelo el problema de contaminaciéon deriva del uso de
rroquimices.
especto a Ja microbiota, gran parte de la poblacion microbiana del suelo se

wcuentra preferentemente alrededor de las raices de los vegetales y la mayorfa de
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estos microorganismos a través de su actividad metabélica favorecen el crecimiento
y rendimiento de las plantas; por lo que la atencién se ha centrado en el estudio de
microorganismos capaces de formar asociaciones simbiticas con las plantas.

Entre las simbiosis mas utilizadas y estudiadas se encuentran Rhizobium v
Bradyrhizobtum-leguminosas, que representa un importante aporte de nitrégeno

para la planta. Sin embargo, por la especificidad de Rhizobium y Bradyrhizobium su
uso tiene limitaciones ya que no forman simbiosis con todas las especies de plantas,
por lo que en la actualidad se buscan otros microorganismos que sean capaces de
producir mejoras con un mayor campo de accidn, tal es el caso de las rizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) entre las cuales se encuentran:

Pseudomonas,  bacterias solubilizadoras de fosforo, fijadoras de nitrdgeno y
Azospirillum, algunas de éstas producen fitohormonas por lo que ayudan al
desarrollo de la planta. Azospirillum es probablemente la més estudiada de una gran
variedad de bacterias asociadas a la rizosfera por tener un potencial significativo
como biofertilizante.

Existe ademds la posibilidad de utilizar otras asociaciones mutualistas naturales;
una de ellas es la establecida entre las rafces de la mayorfa de las plantas (tanto
cultivadas comeo silvestres) y ciertos hongos del suelo, esta asociacién conocida

como micorrizas es una simbiosis précticamente universal porque casi todas las

Introduccién



secies vegetales son susceptibles de formarlas y también porque pueden estar

:sentes en la mayoria de los habitats naturales.

ta asociacién mutualista supone una relacion benéfica para los dos organismos

plicados, y tanto el hongo como la planta se ven favorecidos por la asociacion: el

ngo coloniza la raiz de la planta y le proporciona nutrientes ( P, Zn, Mg, Cu, Fe,

ua), que extrae del suelo por medio de su red externa de hifas, mientras que la

anta suministra al hongo sustratos energéticos y carbohidratos que elabora a
wés de la fotosintesis.

mbién se ha demostrado que la coinoculacion Azospirillum-micorrizas favorece el
saitollo vy productividad de plantas monocotiledoneas (Steenhoudt y
mderleyden, 2000).

onsiderando lo anterior, asi como la importancia que tiene el cultivo de jitomate
1 México y para el que se utilizan dosis muy altas de fertilizantes quimicos, en
te estudio se busca una alternativa para disminuir el uso de fertilizantes quimicos
asegurar un buen desarrollo de la planta de jitomate, con tal fin se evalué el efecto
- la inoculacion de Azospirilllum y hongos micorrizico arbusculares en el
ecimiento de Lycopersicon esculentum y se compar6 con el efecto producido por la

licacion de fitohormonas puras.

R —
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Este trabajo forma parte del proyecto 27972 B "Estudio comparativo del efecto de
bacterias promotoras del desarrollo vegetal sobre el crecimiento y rendimiento del
jitomate” patrocinado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y se llevo a
cabo en €l Laboratorio de Microbiologfa Experimental de la Facultad de Quimica,

en la Universidad Nacional Auténoma de México
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Objetivos

¢ Objetivo General
valuar y comparar el efecto de la inoculacion de Azosprrillum y hongos micorrizico

busculares en el crecimiento de Lycopersicon esculentum.

e Objetivos Particulares
omparar el efecto de fitohormonas puras con la inoculacién de Azospirillum en el
recimiento de Lycopersicon esculentum.
valuar el efecto de HMA en el crecimiento de Lycopersicon esculentum.
valuar el crecimiento de Lycopersicon esculentum inoculadas con Azospirillum mas un
(MA.
uantificar las fitohormonas (Acido indol acético, 4cido giberélico) producidas por
zospirillum brasilense utilizando el método de HPLC.
elacionar las concentraciones de fitohormonas producidas por Azospirillum in vitro

on €] efecto sobre el crecimiento de Lycopersicon esculentum.

Objetivos



1.0) Antecedentes
L1) Azospirillum
La primera especie de Azospirillum fue aislada por Beijerinck en 1925, en suelos
pobres de nitrégeno en Holanda y fue originalmente lamada Spiriflum lipoferum.
Scroder en 1932 la aislo del suelo y de algas marinas en Indonesia y tiempo
después se describio como una bacteria de la filosfera de plantas tropicales
(Becking 1982). Dobereiner y Day en 1976 fueron los primeros en reportar que
estaba ampliamente distribuida en la rizosfera de varios pastos tropicales. Desde
entonces Azosprriltum se ha aislado de las raices de numerosos pastos silvestres y
cultivados, cereales, leguminosas de suelos tropicales, subtropicales y templados
de todo el mundo (Bashan y Levanony, 1990).
Tarrand y colaboradores en 1978 basados en las diferencias fisiologicas y
morfologicas entre varias cepas y en estudios de homologia de DNA propusier
el género Azospirillum y distinguieron dos especies: A. brasilense y A. lipofe .n, mads
tarde se describieron tres especies mds: A. amazonense, aisl"<a Je pastos del area
Amazoénica del Brasil, las especies A. haloprae” .us y A. irakense aisladas de suelos
alcalinos y A. largimobile, A. dobereinerae (Ben Dekhil et al. 1997, Eckertetal 2001).
Las bacterias del género Azospirillum son fijadoras de nitrogeno de vida libre, de

forma bacilar vibrioide, cuyo didgmetro oscila de 0.9 a 12 pm, gram negativo.

Antecedentos
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Presentan en su interior granulos de poli f-hidroxtbutirato (PHB), un flagelo
polar (figura 1) y movimiento tipico helicoidal o vibratorio en medio liguido. Su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 32-35 °C. Algunas cepas crecen bien a
un pi de 7 mientras que otras prefieren condiciones mas acidas, fijan nitrogeno
Ginicamente en condiciones microaerobicas. En condiciones aercbicas crecen
Gnicamente en presencia de una fuente de nitrgeno fijado como cloruro de
amonio.

Las vias metabélicas mediante las que Azospirillum aprovecha el C y N son diversas
v dependen de las condiciones ambientales. Esta versatilidad hace que se adapte
con facilidad y se establezca en el ambiente competitivo de su habitat, Ia rizosfera.

(Tarrand, Krieg y Dobereiner, 1978; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

Figural. Azospirillum

Antecedentes



11.1) Colonizacién

Azospirillum ha sido localizada en la superficie de las raices, en las células corticales
y el xilema de las mismas, lo que indica que coloniza la parte externa e interna de
la raiz y las variaciones son dadas por el tipo de cepa, especie vegetal, condiciones
ambientales y otros factores no identificados, lo que en conjunto determina
diferentes grados y patrones de colonizacion, asi como distintos tamafios de
poblacién y sitios de colonizacién (Bashan y Levanony, 1990).

En la colonizacién externa las bacterias forman pequefios agregados y se esparcen
a lo largo de la rafz, preferentemente se localizan en las zonas de elongacién y de
surgimiento de pelos radicales (Bashan, 1986; Okon y Kapulnik, 1986).

1a adhesion de Azospirillum 2 las superficies ocurre rdpidamente (segundos o
minutos) después de la exposicion de la planta 2 la bacteria. El mavimiento de
algunas cepas de A. brasilense 2 lo largo de raiz es minimo debido a Ja formacién de
tibrillas multiramificadas (Bashan y Levanony 1989; Steenhoudt y Vanderleyden,
2000).

La colonizacién interna se ha demostrado mediante: la desinfeccion externa de las
raices y su posterior inoculacién en medios selectivos en donde se registro
desarrollo. Con el microscopio 6ptico se observé que Azospirillum ocupa los
espacios intercelulares de la corteza, las células corticales y el xilema, (Patriquin y

Dobereiner, 1978; Baldani et al. 1986). Con microscopio electrénico se confirmé Ia

Antecedentes



oloniza'cién vascular por A lipoferum (Levanony et al. 1989) y mediante técnicas
amunolégicas y anticuerpos monoclonales se demostrd que solo algunas cepas de
. brasilense (Sp 245) invaden el xilema de la raiz de trigo brasilenio, mientras que
p7 tinicamente coloniza la supetficie de la raiz (Schloter et al. 1994).

Aonitoreando el patron de colonizacion de Azospirillum brasilense Sp245 en las
aices del trigo, utilizando un gen gusA de E. coli se demostré que los sitios de
olonizacién primaria de la raiz son los puntos laterales en donde emergen las

aices secundarias y las zonas de los pelos de la raiz (Van de Broek et al. 1993).

_a forma en que penetra Azospirillum en los espacios intercelulares es desconocida,

Igunas teorias sugieren que:

> La invasion bacteriana se da en la perdida de continuidad de tejidos corticales
por ramas o raices laterales que emergen de las rafces principales (Bashan y
Levanony, 1990).

> Por la invasion a través de pelos radicales lisados y danados ocurrida durante el
crecimiento de la planta.

» Por penetracién directa a través de la lamina central seguida de actividad
pectinolitica una vez que la bacteria entra a las hendiduras de la epidermis que

cubre la raiz [ateral emergente (Bashan y Levanony, 1990).

Antecedentes
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1.1.2) Efecto de la inoculacion de Azospirillum en plantas.
Iz inoculacién de plantas con Azospirillum puede resultar con cambios
significativos en varfos pardmetros del crecimiento de la planta, los cuales pueden
o no afectar el rendimiento de la cosecha (Bashan y Levanony, 1990).
Los efectos mas marcados de la inoculacion de Azospirillum en plantas
corresponden a cambios morfologicos en el sistema de la raiz, tales como:
» Incremento en la elongacion de laraiz
» Aumento en el namero de las raices laterales, lo cual aumenta el volumen y
longitud de las raices.
» Aumento en el peso seco de la raiz.
» Aumento en el ntimero y aparicion temprana de los pelos de la rafz
» Aumento en el drea superficial de la raiz.
» Estimulacion de) exudado de la raiz.
Ademas también induce
» Incremento en el peso seco de la parte aérea
» Incremento en la cantidad de nitrégeno en hojas y granos
» Incremento en la altura de la planta
> Porcentajes mayores de germinacién

» Incremento en el nmero de espigas y granos (Bashan y Levanony, 1990).

e e el ——L AL e e et e e 1ot eeeemrer ]
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n experimentos de campo se ha demostrado que la inoculacion de Azospirillum
obre la produccién de gramineas da como resultado un aumento en el
endimiento total del 10 al 30 % (Kapulnik et al. 1981). Algunos informes indican
alores extremadamente altos 50-270% sobre controles no inoculados. También
e han reportado incrementos moderados en la produccién (20%) atribuidos a la
noculacién con Azospiriflum y algunos otros no han registrado respuesta
Kapuinik, 1987, Bashan y Levanony, 1990). Razén por la cual se requiere de una
nayor investigacion para su posible utilizacion como biofertilizantes.

2 inoculacion de Azospirillum fue considerada como un sustituto parcial de
ertilizacién con nitrégeno. Sin embargo, datos contradictorios de Bashan y
olaboradores en 1989 mostraron que la produccion fue justo debajo de los niveles
ltos de fertilizacion con nitrégeno.

Un problema crucial de cualquier invernadero o experimento de campo llevado a
abo es la inconsistencia en la respuesta de las plantas a la inoculacién, por lo que
esultados de experimentacion en el campo no pueden ser reproducibles (Bashan

7 Levanony, 1990).

T e S S i i ————
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1.1.3) Modo de accién propuesto para Azospiriflum en el crecimiento de las
plantas.

El mecanismo principal por el cual, Azospinllum aumenta el crecimiento de las

plantas es indeterminado. De cualquier manera se han propuesto los siguientes

modos de accion:

> La fijacion de nitrégeno que es aportado 2 la planta.

» Efectos hormonales que alteran el metabolismo y el crecimiento de la planta,
aumento en el tamafio del sistema raélicular, favoreciendo la absorcién y
transporte de agua y minerales.

» La actividad de la nitrato reductasa bacteriana en las raices, lo que aumenta la
acumulacion de nitrégeno en las plantas inoculadas (Bashan y Levanony, 1990).

Uno de los modos de accién mas estudiados para estimular el crecimiento de la

planta por la inoculacion de Azospirillum, involucra la produccién de sustancias

reguladoras del crecimiento de las plantas producidas por la bacteria.

1.2) Sustancias reguladoras del crecimiento vegetal.

El término “sustancias reguladoras del crecimiento” (conocidas también como
fitohormonas) es muy general y abarca a las sustancias tanto de origen natural
como sintéticas que determinan respuestas en el crecimiento, metabolismo o

desarrollo de la planta (Rojas y Ramirez, 1993).

Antocedentes
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Durante muchos anos se creyé que las hormonas determinaban directamente los
procesos del desarrollo y que actuaban sobre los grandes fenémenos como la
emision de raices y de flores, etc.

En la actualidad existen evidencias suficientes para postular dos hechos basicos
sobre la accion fundamental de las fitohormonas.

Las fitohormonas no actdan directamente a nivel del organismo sino de la célula,
por ejeinplo sobre la mitosis, el alargamiento celular, de modo que sus efectos se
hacen sentir en todos los fendmenos citolégicos afectados.

L2 accion biasica de las hormonas ocurre sobre los dcidos nucleicos a nivel de la
transcripcion  del  mensaje  (DNA—~RNA) o de su traduccion
(RNA-*>Aminoécido).

Hay firmes evidencias de que las auxinas, giberelinas, citocininas, abscisinas
(ABA} y oxido de etileno son producidas por las plantas, y son esenciales para su
crecimiento y desarrollo. Ademds son producidas también por varias bacterias
que viven en asociacion con la planta a excepcion del 6xido de etileno y abscisinas
(Rojas y Ramirez, 1993).

Una de esas bacterias es Azospiriltum, en la que se han detectado auxinas,
giberelinas, citocininas en el sobrena;:!ante del medio de cultive (Tien et al. 1979;

Fulchieri et al. 1993).

Antecedentes
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La fitohormona producida en mayor cantidad por Azospirillum es el acido
indolacético (ATA). Las otras que se han detectado en baja concentracién, pero en
niveles biologicamente significativos son: 4cido indol 3-butirico (IBA), indol 3-
etanol, indol 3-metanol, varias giberelinas, y citocininas (Tien et al. 1979
Horemans et a). 1986, Crozier et al. 1988; Bottini et al. 1989).
La produccion de fitohormonas bacterianas provoca cambios en la morfologia de
la raiz, después de la inoculacion con Azospirillum (Barbieri y  Galli, 1993;

Dobbelacre et al. 1999).

Se ha reportado que Azospirillum brasilense sintetiza el AIA mediante tres vias
metabblicas, dos vias dependientes de triptéfano: indol 3-acetamida (IAM) e
indol 3-piruvato (IpyA), v un paso independiente de triptéfano. Datos recientes
indican que la indol-3-piruvato descarboxilasa es una enzima comiin de ambas
vias JAM e IpyA, en tanto que en la via independiente de triptéfano, el precursor
aun se desconoce (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Lambrecht et al. 2000).

La cantidad de AIA producido depende de la especie ¥ tipo de cepa asi como de
sus condiciones de cultivo, mejordndose con la adicion de una fuente de

nitrégeno, como NH,Cl, asf como de triptéfano (Omay et al. 1992).

o e e ———r—— e —— ey e e et}
s e .
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.2.1) Auxinas
il nombre auxina significa en griego crecer y es dado a un gméo de compuestos
jue estimulan el crecimiento, en los que estin incluidos AlA, acido indolbutirico
'AIB), acido indol lactico (AIL), indol 3-etanol e indol 3-metanol El AIA es Ia
‘orma predominante en las plantas. Las auxinas se encuentran a lo largo de toda la
slanta, pero altas concentraciones se han localizado en las regiones
neristemdticas, en crecimiento activo (http://www.plant -hormones).
Las auxinas se localizan como moléculas libres o en formas conjugadas inactivas.
Cuando se encuentran conjugadas, estin metabolicamente unidas a otros
compuestos de bajo peso molecular, este es un fenémeno que dificuita el analisis
de su contenido. E] AIA se ha reportado ligado como: AlA-ester, AIA-amida, ATA-
glucosa y AlA-inositol, que es la forma como se transporta en la planta
Efectos caracterfsticos
El efecto principal de las auxinas corresponde 2 la estimulacion del alargamiento
celular o su inhibicién segtin la concentracién del producto, éste fue el efecto que
mnas llamé la atencién de los investigadores y se han utilizado incluso como
aerbicidas.
~0s efectos de las auxinas en la planta son los siguientes:

» Aumentan el crecimiento de los tallos

Antecedentes
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Promueven la division celular en el cambio vascular y diferenciacion del xilema
secundario
Estimulan la formacion de raices adventicias
Estimulan el desarrollo de frutos (partenocarpicos en ocasiones)
Incrementa el fototropismo
Promueven la divisién celular
Promueven Ia floracion en algunas especies
Promueven la sintesis de etileno (influye en los procesos de maduracién de los
frutos) '
Favorecen el cuaje y la maduracion de los frutos

Inhiben la abscision 6 caida de los frutos

La concentracion de auxina libre en plantas varfa de 1 2 100 mg/Kg peso fresco. En

contraste, la concentracién de auxina conjugada es sustancialmente més elevada

(Rojas y Ramirez, 1993),

1.2.2) Giberelinas

La informacién sobre la biosintesis de giberelinas proviene principalmente de

estudios sobre el hongo Gibberella fujikuroi, el que se descubrié en Japon en la

década de los 30's, a partir de estudios de plantas de arroz enfermas que

Antecedentes
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alcanzaban grandes alturas. Los Japoneses llamaban a la enfermedad bakanac

(plantula tonta), la cual era causada por el hongo Gibberella fujikuroi
(htep://www plant-hormones).

Las giberelinas representan un grupo de diterpenoides acidicos encontrados en
angiospermas, gimnospermas, helechos, algas y hongos.

Se han aislado mas de 68 giberelinas libres siendo las mis comunes: GA,;, GA;,
GA4, GA7 y GAo ¥ 16 conjugadas, muchas de las cuales representan intermediarios
en la ruta sintética y carecen de actividad hormonal (http//www.plant-
hormones).

Las giberelinas se ligan con aziicares, la molécula GA-azticar representa una forma
de almacenamiento que se encuentra en los cotiledones y se hidroliza en la
germinacion.

Las formas conjugadas pueden servir como medio de almacenaje y transporte, o
bien para dar un balance entre forma activa y forma inactiva que permita la
homeostasis o equilibrio organico.

Efectos caracteristicos

Los efectos que producen en la planta, se pueden resurnir en los siguientes puntos:
> Incrementan el crecimiento de tallos

> Interrumpen el periodo de latencia de las semillas, haciéndolas germinar y

movilizan las reservas en aziicares
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» Inducen la brotacién de yemas
» Promueven el desarrollo de los frutos
» Estimulan la sintesis de RINA mensajero.

{Rojas y Ramirez, 1993).

1.2.3) Citocininas

Las citocininas se sintetizan en los meristemos apicales de las raices, aunque
también se producen en los tejidos embrionarios y en las frutas. Se han
encontrado algunos tipos como’ Zeatina, Kinetina y Benziladenina (BAP).

Efectos caracteristicos

Los efectos que producen en la planta, se pueden resumir en los signientes puntos:
» Estimulan la divisién celular y el crecimiento

» Inhiben el desarrollo de raices laterales

» Rompen la latencia de las yernas axilares

> Promueven la organogénesis en los callos celulares

> Retrasan la senescencia 6 envejecimiento de los érganos vegetales

» Promueven la expansién celular en cotiledones y hojas

» Promueven ef desarrollo de los cloroplastos.

(Rojas y Ramirez, 1993).
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1.2.4) Abscisina
a principal abscisina es el 4cido abscisico (ABA) que se sintetiza en la planta a
vartir del farnesilpirofosfato.
“fectos caracteristicos.
in ciertos aspectos el ABA es un antigiberelico, pero no bloquea o inactiva el AG
iino que actia sobre los dcidos nucleicos probablemente al nivel de trascripcion.
A\BA y AG parecen actuar con el fitocromo, ya que adaptan a la planta al cambio
:stacional (Rojas y Ramirez, 1993).
31 ABA se consideraba como un inhibidor del desarrollo y no un estimulante, hoy
e sabe que estimula procesos fisiologicos aparentemente negativos que implican
ana suspension del desarrollo pero que son del todo necesarios para la
sobrevivencia de la planta.
[ipicamente y de ahi su nombre é! ABA promueve la abscision o caidas de hojas,
lores y frutos en interaccién con otras hormonas. Otra caracteristica de este gcido
s inducir el letargo pues, al agregarlo a yemas de manzano in vitre, inhibe la

apertura de la yemay el alargamiento del tallo (Rojas y Ramirez, 1993).

1.2.5) Oxido de etileno
Es otra hormona que se produce en las plantas pero no en bacterias. El etileno se

produce en gran cantidad en los tejidos de los frutos carnosos al madurar, pero
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también se ha comprobado su sintesis en el tallo y flores; se forma a partir del
aminodcido metionina (Rojas y Ramirez, 1993).

Ffecto caracterfstico

Induce la sintesis de RNA y de proteinas. Se cree que ejerce su accion a través de
un receptor, pero se discute si se liga con el etileno como tal o con un metabolito
como etilenglicol El etileno induce cambios en la expresion génica
probablemente a través de una etilen-proteina.

E! efecto caracterfstico es promover la maduracion de los frutos lo que incluye el
paso de almidones a azucares. ,

El etileno interacciona en otros procesos organicos tales como la formacién de

raices adventicias, Ia diferenciacion del tallo y la raiz y en algunas especies en la

induccién floral, apertura de la flor y cambio de sexo (Rojas y Ramirez, 1993).

Efecto de los reguladores del crecimiento en el desarrollo vegetativo del
jitomate.

El crecimiento de las yemas axilares puede eliminarse con la aplicacién de 4cido
indolacético.

Las giberelinas se producen en las raices y desempefian un papel importante en la

elongacion del tallo. La aplicacion de giberelinas ex6genas provocan la elongacion
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entrenudos, produciendo plantas mds altas con tallos mds delgados y con
1yor peso seco (Nuez, 1995).
ra la identificacion y cuantificacion de fitohormonas se han utilizado tres
stodos: la prueba de colorimetria con el reactivo de Salkowski, cromatografia
alta reselucion (HPLC) y la técnica conjunta de cromatografia de gases (CG) y
pectrometria de masas (EM), la cual ofrece mayor ventaja de los demis ya que
pueden separar las muestras, permite conocer directamente el tipo especifico y

cantidad hasta en partes por millén (Herndndez, 1997).

) Micorrizas

término micorriza se refiere 2 Ja asociacion entre hongos y raices. Esta
ociacion es considerada como una simbiosis mutualista, donde la planta
spedero recibe nutrientes minerales por medio del micelio del hongoy el hongo
tiene compuestos de carbono de la fotosintesis (Azcon-Aguilar y Bago, 1994;
rranco et al. 1999). Se trata de una simbiosis précticamente universal, no sélo
rque casi todas las especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas, sino
mbién porque puede estar presente en la mayoria de los hdbitats naturales
ieverding, 1991).
urante el proceso de formacion de micorrizas, en el cual la planta acepta la

lonizacién del hongo sin alguna reaccién de rechazo, se lleva 2 cabo una serie
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de interacciones de raiz-hongo Io que culmina en la integracion de ambos, lo que
facilita Ia adaptacién de esta unidad en el contexto de suelo-planta ecosistema
(Azcon-Aguilar y Barea, 1997).

El término fue acufiado por Frank en 18835 quién a la vez clasificé a las micorrizas
en dos tipos: ectotrofa y endotrofa (Ferrera Cerrato, 1989).

Esta terminologia fue modificada por Peyronel, Fasst, Fontana y Trappe, quienes
introdujeron el término ectomicorriza, endomicorriza y ectoendomicorriza. Lewis
en 1973 propone el cambio de ectomicorriza por micorriza envainada y propone
dividir la endomicorriza en tres categorias por considerar estos grupos mas
uniformes: a) micorriza vesiculo arbuscular, b) micorriza ericaceae, ¢) otros
(Ferrera Cerrato, 1989).

Actualmente las micorrizas se agrupan en siete tipos que se han clasificado, con
base en criterios estructurales, funcionales y taxonémicos:

1) ectomicorrizas, 2) ecto-endomicorrizas, 3) ericoides, 4) orquidicides, 5)
monotropoides, 6) arbutoides, 7) endomicorrizas o micorrizas arbusculares
(Steverding, 1991).

Las ectomicorrizas se caracterizan porque los hongos forman un manto compacto
de varias capas alrededor de la raiz, pero sélo a una profundidad ;ie una o dos
capas celulares, creciendo entre las células corticales de] hospedero para formar la

llamada red de Hartig. Esta penetracion entre las células corticales y no a través
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ellas da lugar al término ectotrofo, que significa que se alimentan en el exterior.
3 ectornicorrizas se encuentran en arboles de hoja ancha como el roble y en
aiferas como el pino y el abeto, e incluyen a miembros del grupo Ascomycotina y
n mayor frecuencia, de los Basidiomycotina. Los cuerpos fructiferos de los @ltimos
ven cominmente en el sueo de los bosques; por ejemplo: las setas de las
secies Boletus, Leccinum, Amanita, Russulay Lactarius (Deacon, 1988).

s ecto-endomicorrizas colonizan superficialmente formando un manto
mpacto de vatias capas alrededor de la raiz, pero s6lo a una profundidad de una
dos capas celulares, creciendo entre las células corticales del hospedero para
mar la llamada red de Hartig, pero también crecen a través de las células

rticales de la raiz.

s micorrizas arbutoides, monotropoides, ericoides, y orquidioides se asocian
n plantas que carecen de clorofila como las ericaceas, orquideas, y monotropa que es
2 angiosperma no fotosintetizadora. El altimo caso es de particular interés
rque uno de los hongos simbiontes es una especie de Basidiomyceto que
mbién forma ectomicorrizas tipicas en drboles forestales, el hongo parece actuar
mo puente entre el drbol y monotropa, suministrando a ésta los carbohidratos

tenidos del arbol (Deacon, 1988).
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En virtud de que en este trabajo se emplearon Hongos Micorrizico Arbusculares

(HMA), 2 continuacién se expone informacion mds detallada de este tipo de

hongos.

1.3.1) Micorrizas Arbusculares (Endomicorrizas)

La historia de la micorriza arbuscular se remonta a hace 400 millones de afios, en

el periodo Devénico, evidencias fosiles y moleculares apuntan a esta época como

el principio de la asociacion entre antecesores de las actuales plantas terrestres y
de los actuales hongos formadores de micorrizas arbusculares Zigomicota, orden
Glomales (http://invam.caf wvu.edu/mycinfo/taxonomy/glomaceae/vesicles.).
Desde entonces, los HMA y plantas han evolucionado conjuntamente hasta hoy
dia, esto constituy6 un hecho importante en la evolucion de los seres vivos. Los
vegetales mediante su capacidad fotosintética, transforman la energia solar en
energia quimica, utilizable por otros organismos.

La planta f6sil m4s antigua que ha podido ser estudiada pertenece al género Rhynia
y data de hace 370 millones de anos, de ella se han obtenido microfotografias de
las raices en donde se apreciatlaramente la presencia de una formacion fangica en

su interfor de gran similitud con las especies de hongos formadores de micorrizas

arbusculares actuales.

o o e e e er—— T ———— ———]
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1 universalidad de esta simbiosis implica una gran diversidad en las
racteristicas taxonomicas de los hongos y las plantas implicadas. Hay
ectivamente una gran diferencia en la morfologfa del tipo de micorrizas y esto es

flejado en el resultado de las relaciones fisioldgicas (Gianinazzi-Pearson, 1984;

zcon-Aguilar y Bago, 1994; Smith et al. 1994).

3.11) Ecologia

stos microorganismos son de distribucién mundial y se encuentran en diferentes
cosistemnas. Las micortizas son muy comunes en una amplia gama de plantas
erbaceas y también en algunos drboles (sicomoro, dlamo), tanto en el medio
gricola como en el natural (Deacon, 1988).

n cuanto a las estructuras formadas, el tipo de colonizacién y la cantidad de
species vegetales y fangicas se considera que los HMA son los de mayor
mportancia ¥ los que mas ampliamente se encuentran distribuidas tanto a nivel
eogrifico como dentro del reino vegetal. Este tipo de micorrizas se encuentra en
ondiciones naturales en la mayoria de los cultivos tropicales y subtropicales de
aterés agronémico. Se estima que aproximadamente el 95% de las especies
egetales conocidas establecen de forma natural y constante este tipo de simbiosis

on hongos del suelo (Sieverding, 1991).
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Las plantas no micotréficas pertenecen a la familia de las Cruciferas, Chenopodiaceae,

Cyperaceae, Caryophyllaceae y Juncaceae (Azc6n-Aguilar y Bago, 1994).

1.3.1.2) Caracteristicas

Los hongos micorrizicos arbusculares al asociarse con las raices presentan las

siguientes caracteristicas:

» Crecen a lo largo de las raices, pero no forman un manto externo, lo que
permite el desarrollo normal de las raices.

» Crecen entre y dentro de IGI.S células corticales en donde forman dos tipos de
estructuras que son los arbusculos y las vesiculas y a veces esporas.

Los arbiisculos son estructuras tipicas de todos los HMA estos presentan un

sisterna de ramificaciéon parecido a un 4rbol (figura 2¢) y son los responsables de

la transferencia bidireccional de nutrientes entre los simbiontes.

Las vesiculas no se encuentran en todos los HMA, estas son estructuras globosas

¢ irregulares con didmetros de 100-800 pm(figura 2b) que actiian como 6rganos de

reserva  de lipidos  (http.//www ffp.csiruau/research/mycorrhiza/vam html.).

Estas en ocasiones pueden contener una especie de espora de paredes delgadas,

pero no se conoce la naturaleza de las mismas.
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as verdaderas esporas tienen diferentes tamasnos (180 a 500 pm) y presentan
ormas diferentes pero tipicas (figura 2a), lo que permite distinguirlas de las
sporas formadas por otro tipo de hongos, tales como clamidosporas o zigosporas.

1 color de las esporas de los HMA va del amarillo al negro, pasando por café

Azcon-Aguilar y Barea, 1997).

1 b c

igura 2. 2= espora, b =vesicula, ¢ - arbtisculo

2 demostracion de que no todos los HMA forman vesiculas, determing que se
ambiara el nombre micorrizas vesiculo arbusculares por el de micorrizas

rbusculares.

.3.1.3) Taxonomia
os hongos formadores de micorrizas arbusculares se encuentran dentro de la

iguiente clasificacién Taxondmica.
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Reino: Mycetae

Subreino:  Thallophyta
Division: Fumycota

Subdivisién: Zigomicotina

Clase: Zigomicetos
Orden: Mucorales
Familia: Endogonaceae

Dentro de la familia Endogonacede se propuso el orden Glomales el cual se

subdivide en varios grupos ver figura 3.
htep//invam.caf wvu edu/mycinfo/taxonomy/slomaceae/vesicles.

Figura 3. Orden Glomales
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3.1.4) Formacion de simbiosis

\ pesar de la escasez de informacion sobre experimentos, ha sido aceptado que el
stablecimiento de la simbiosis deberia ser el resultado de un continuo didloge
nolecular entre la planta y el hongo, que se da a través del intercambio de senales
uimicas, El resultado de este didlogo finalmente dependers de la expresion del
enoma de ambos hongo-planta (Azcon-Aguilar y Barea, 1997).

as hifas al llegar a la superficie de 1a raiz, usualmente forman un apresorio en las
¢lulas epidermales llamados “pass” y se extienden a través de espacios
ntercelulares de las células corticales de las raices hasta alcanzar la corteza
nterior en donde crecen dentro de las células y desarrollan los arbtisculos, los
uales tienen un tiempo de vida de 4 a 14 dias. El contacto de las hifas internas
avorecen el desarrollo por lo que las hifas crecen a lo largo de la superficie de la
afz formando mas puntos de penetracion y creando una red tridimensional de
nicelio que interacciona con particulas del suelo.

_os hongos en la colonizacién intracelular, como en el caso de arbasculos estan
iempre rodeados por células hospedero, ademss, la formacion de arbiisculos
epresenta la superficie celular que estd en contacto con los simbiontes. Estas
acilidades permiten el intercambio de metabolitos entre el hospedero y el hongo.

Je hecho, los arbasculos son el principal sitio de transferencia de nutrientes
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minerales, del hongo para la planta y compuestos carbonados, de la planta al
hongo (Azcon-Aguilar y Barea, 1997).

El registro de datos por Smith y Gianinazzi-Pearson en 1988 indican que la
longitud de las hifas en la raiz externa que estd creciendo en el suelo alcanzan un
promedio de 1 m/cm de raiz, pero estos valores pueden alcanzar hasta 10-14 m/cm
de raiz. Este micelio se extiende varios centimetros fuera de la superficie de la raiz
y actiia como puente en la zona de deplecién de nutrientes alrededor de la raiz y
absorbe iones poco moviles del suelo. Las hifas extraradicales también
interaccionan con componentes de la rizosfera, y junto a ellos contribuyen para la
formacién de agregados estables, lo que mejora la estructura del suelo y
consecuentemente la aireacién y drenaje en el mismo. citado por Bethlenfalvay y

Linderman, 1992.

1.3.1.5) Efecto de HMA en el ecosistema planta suelo.

Se ha demostrado que las plantas micorrizadas absorben agua, nitrogeno y
minerales particularmente fosforo de manera mids eficiente que las no
micorrizadas (Deacon, 1988).

Otras actividades de los HMA corresponden a la proteccion de la blanta contra
estrés bidtico, protege a la planta de la invasion de hongos patégenos, tales como:

Phytopthora, Gacumanomyces, Fusarium, Thiclaviopsis, Phythium, Rhizoctonia, etc.
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_0s mecanismo sugeridos para explicar la accion benéfica del hongo en la
simbiosis micorrizica arbuscular incluye: el mejoramiento de la nutricién de la
slanta, competencia y desplazamiento de microorganismos patégenos de los
sitios de infeccion y colonizacion de las raices, induccién de cambios en la
notfologfa y anatomia del sistema de la rafz, ademis de inducir cambios en la
soblacién microbiana y activacion de mecanismos de defensa de la planta
Linderman, 1994).

Los HMA también cooperan con la planta contra el estrés abidtico a través de
aligerar las deficiencias de nutrientes y mejorar la tolerancia a la desecacion y al
>fecto de salinidad, y un aumento de Ia tolerancia a la contaminacién (Barea et al.

[993).

1.3.1.6) Interaccién de hongos MA con componentes de la microbiota del

suelo.

Las interacciones microbianas envuelven a los HMA, que parecen jugar un papel
importante en ecologia y aprovechamientos biotecnolégicos, para mejorar
sisternas sostenibles de planta-suelo (Tabla 1).

La simbiosis MA puede modular la actividad y el ntimero de componentes
microbianos en los alrededores del suelo, dando el camino para formar la

wmicorrizosfera (Azcon- Aguilar y Barea, 1997).
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Tabla 1. Interaccion de MA con microorganismos benéficos del suelo.

Tipos de microorganismos

Resultado de la interaccion

Bacterias fijadoras de nitrégeno
(Biofertilizante)

Fijacién de nitrogeno, transferencia
de nitrégeno

Solubilizadores de fésforo| Uso de roca fosférica y fosfatos

(Biofertilizante) organicos como una fuente
alternativa de fésforo

Fitoestimuladores (Productores de| Establecimiento de las plantas

hormonas} tiernas, rafces fuertes

Biopesticidas vy Bioprotectores Incremento de la  resistencia,

tolerancia a la enfermedad de la raiz

Bacterias v hongos relacionados

con la formaciéon de  agregados
estables (ecosistemas
biorremediadores)

Mejorando la calidad del suelo

(Azcon-Aguilar y Barea, 1997)

1.3.1.7) Efectos de los fertilizantes en la actividad de HMA.

Hay muchas publicaciones que muestran que al incrementar la fertilizacion con

fosfatos solubles usualmente se disminuyen los niveles de colonizacion de HMA,

Ja cantidad de micelio externo, la densidad del desarrollo arbuscular y el ntimero

de puntos de entrada de micorrizas (Barea, 1991).

Los fertilizantes de nitrégeno disminuyen la formacion de HMA, asf como su

actividad, pero como en el caso con fosforo, la respuesta en campo no es

predecible porque ellos dependen del nivel inicial de nutrientes en suelo y en la

propiedad de adaptacién endéfita. El efecto de fertilizantes N, P, K, son

obviamente complejos y dependen de muchas variables (Azcon-Aguilar y Barea,

1997).
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1.3.1.8) Micorrizas en Horticultura
El interés de los horticultores en los hongos micorrizico arbusculares es debido a
que mejora el transporte de agua, fosforo, Zn, Fe, Mg, Cu, S, Ca en situaciones de
deficiencia (Tobar et al. 1994; Bir6 et al. 2000).
La primera evidencia de la influencia positiva de la simbiosis MA en la produccion
horticola  fue proporcionada por Menge y colaboradores (1977). Los que
demostraron que Ia inoculacion del propigulo de MA fue un prerrequisito para
lograr el establecimiento de plantas citricas en tratamientos con biocida.
El efecto benéfico de la inoculacién con HMA se ha demostrado en:
» Cultivos tales como lechuga, ajo, espdrrago, pimienta, frfjol, tomate, fresa,

papas, sandijas.

» Plantaciones tropicales: café, cacao, papaya, pifias, chirimoya.

» Floricultura, plantas de follaje, flores, tal como rosas, crisantemo.

Los efectos de la inoculacion de HMA en la cosecha de horticultura incluyen:
» Aumento del desarrollo de plantas tiernas
» Reduccion de los requerimientos de fosfatos
» Incremento de la sobrevivencia y desarrollo de plantulas
» Incremento de Iz resistencia a hongos patégenos

» Incremento de la resistencia a estrés abi6tico
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» Tolerancia a cambios de temperatura en cultivo de las frutas: manzana,
durazno, aceituna, pera etc.
» Floracion precoz
» Incremento de la uniformidad de Ia cosecha
» Mejora la raiz

» Incremento de fa produccion de frutas (Barea et al, 1993; Chang, 1994)

(Azcon-Aguilar y Barea, 1997).

1.3.1.9) Manejo de interacciones de la micorrizosfera en horticultura.

Algunos experimentos evidencian que algunas PGPR, como Pseudomonas spp, y
Bacillus spp; al interaccionar con HMA desarrollan una actividad sinergista, lo cual
mejora el crecimiento y nutricion de la planta (Azcon-Aguilar y Barea, 1992;
Linderman, 1992; Hodge, 2000).

Las combinaciones compatibles de bacterias inoculadas, tales como Rhizobium
fijadora de nitrégeno y HMA, puede resultar en un efecto mayor en el desarrollo
de la planta en varios sistemas de microsimbiontes-leguminosas (Ames y
Bethlenfalvay, 1987; Barea et al, 1988; Biré et al. 1993).

Influencia positiva de Iz asoctacion de Azospirillum y HMA ha sido reportada

especialmente en plantas monocotiledéneas (Subba Rao, 1985, Garbaye, 1994 y

Viazquez et al. 2000).
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zospirillum a través de Ia produccién de fitohormonas favorece la colonizacién de
[MA en Lavandula, Lycopersicon esculentum y Medicago (Satpal Singh y Kapoor, 1998).
'n efecto sinérgico de la inoculacion de Azospirillum y HMA resulta en
icrementos significativos en crecimiento y contenido de fésforo de las plantas,
sta aplicacion dual podrfa reemplazar la aplicacién de fertilizantes de nitrogeno

fésforo y realzar la colonizacién de plantas por HMA (Bashan y Levanony, 1990;

rioni, et al. 1999).

1.4) Jitomate (Lycopersicon esculentum)

[istoria.

Ja llegada de los espanoles a América, el tomate formaba parte de los pequenos
uertos de hortalizas del 4rea mesoamericana, sin que su importancia econémica
tera grande ya que era una hierba de las milpas.

| centro de origen del género Lycopersicon es la regién andina que hoy comparten
olombia, Ecuador, Pert, Bolivia y Chile. En esta 4rea crecen espontineamente las
versas especies de L. esculentum (Nuez, 1995).

lavia son muchos los aspectos poco claros con respecto al origen y Iz

imesticacion del tomate cultivado. Sin embargo, hay algunos puntos con grado

ronable de certeza.

e
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> El tomate cultivado tuvo origen en el Nuevo mundo. No era conocido en
Europa ni en ¢l resto del Viejo Mundo antes del descubrimiento de América.

» El tomate habia alcanzado una fase avanzada de domesticacion antes de su
llegada a Europa y Asia. Habia ya una variedad de tipos caracterizados por la
forma, acostillado, tamano y color de los frutos.

» El antepasado mas probable del tomate cultivado es el tomate pequeno
silvestre (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme) que crece espontineamente en

las regiones tropicales y subtropicales de América y se ha extendido a lo largo

de los tropicos del Viejo Mundo.

Caracteristicas.

El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva anualmente. La
planta puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta, y el crecimiento
es limitado en las variedades determinadas e ilimitado en las variedades
indeterminadas, pudiendo llegar, en estas ultimas, a 10 m en un afio.

El fruto es una baya de forma globular, ovoide o aplastada cuyo peso oscila entre 5
y500¢g

Cuando la planta crece directamente de la semilla sin sufrir trasplantes desarrolla

una potente rafz principal que le permite adaptarse a ecosistemas semidesérticos,

e ———— e s re———————————————
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ero cuando la raiz principal se dafa, como consecuencia del transplante se
lesarrolla un sistema de raices laterales llamadas raices adventicias (Nuez, 1995).

a planta se desarrolla bien en un amplio rango de latitudes, tipo de suelos,
emperaturas y métodos de cultivo, y es moderadamente tolerante 2 la salinidad.
refiere ambientes calidos, con buena iluminacién y drenaje. La exposicion
rolongada a temperaturas inferiores a 10 °C, la escarcha, vna iluminacién diurna
nferior a las 12 horas, un drenaje deficiente o un abono nitrogenado excesivo le

fecta desfavorablemente (Nuez, 1995).

Situacion taxondémica
:]  jitomate (Lycopersicon esculentum Mill) es una planta dicotiledonea
>erteneciente a la familia de las solanaceas.

siguiendo a Hunzike (1979), la taxonémia generalmente aceptada es:

Clase: Dicotiledéneas
Orden: Solanales
Familia:  Solanaceae
Subfamilia: Solanocideae
Tribu: Solaneae
Género: Lycopersicon
Especie:  esculentum

(Nuez, 1995).
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Consumo de jitomate.
En cuanto al consumo se destacan los paises de Centroamérica como grandes
consumidores, México, Cuba, y la Republica Dorminicana sobre todo, al igual que
los del extremo sur, como Argentina y Uruguay. Los pafses centro andinos, como
Perti y Bolivia, no son grandes consumidores, pese a estar en el centro de origen de
la especie, con menos de 6 Kg por habitante/ano. El resto de los paises
latinoamericanos presentan en la actualidad un consumo medio de 7218 Kg.
Del total de la produccién de tomate en Ameérica latina, los cuatro principales
paises productores son: Brasil ’(35.8%), 2. México (22.5%), 3. Argentina (11.7%) y

4. Chile (62%) (Nuez, 1995).

Importancia Nutricional
El valor nutritivo del tomate no es muy elevado (Tabla 2). Segn un estudio
realizado por Stevens 1974 sobre las principales frutas y hortalizas de EEUU, el

tomate ocupa el lugar 16 en cuanto 2 concentracién relativa de un grupo de 10

vitaminas y minerales (Nuez, 1995).
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Tabla 2. Valor nutritivo medio del tomate por 100 g de producto comestible

(Nuez, 1995).

2esiduos 6.0% Caroteno 0.5mg
Vlateria seca 6.2g Tiamina 0.06mg
“nergia 20.0Kcal Riboflavina 0.04mg
roteinas 12¢g Niacina 0.6mg
“ibra 07g Vitamina C 23.0mg
Calcio 7.0mg Valor nutritivo medio 239
Tierro 06mg  VNM por 100g de materiaseca 385

Requerimientos nutritivos del cultivo del jitomate.

E! fésforo, calcio, potasio y nitrégeno tiene efectos marcados en el crecimiento y
en la produccion de la planta de tomate (Nuez,1995)

La deficiencia de fosforo se manifiesta primero en las hojas mas bajas y progresa
hacia las hojas mis jovenes de la parte superior (Ntez, 1995).

La deficiencia de nitrégeno en el tomate reduce el crecimiento, ocasiona
amarillamiento uniforme en las hojas inferiores y reduccion en la produccion

{Mueller, 1996).

Plagas que afectan el jitomate en invernadero.
La principal plaga es la mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum) que es la plaga
mé4s comGn en e} cultivo del tomate en invernadero. Este insecto excreta una

sustancia azucarada y pegajosa sobre la cual crece un hongo de color negro.
e oo e ]
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Los pulgenes son otra plaga que se encuentra en invernadero. Estos insectos
chupan la savia de las hojas, lo que determina el enrollamiento de la misma,
ademds de cubrirlas con una mezcla pegajosa y transmite diversas viresis (Nuez,

1995).
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2.0) Material y Métodos

* Origen delas cepas de Azospirillum y hongos micorrizico arbusculares.

En el presente estudio se utilizaron las siguientes cepas:

A brasilense Cd, Cepa de referencia donada por el Doctor Y. Okon. (ATCC  29710).

A. brasilense V89, Cepa de coleccion de la Facultad de Quimica. Aislada de sorgo en
Valle de Santiago, Gto.

Los in6culos de hongos micorrizicos fueron proporcionados por el Doctor Ronald

Ferrera Cerrato del Colegio de Postgraduados.
Glomus sp. Zacatecas 19, Aislada de frijol doméstico de Zacatecas, México

Glomus intraradix, Cepa procedente de Estados Unidos.

®  Verificacion de actividad de cepas de Azospirillum.

Se observaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas en medio Nfb
semis6lido.

. Control de calidad del inéculo fangico.

Para determinar la presencia de esporas, se emple6 el método de Gerdeman y
Nicolson (Ferrera Cerrato, 1989):

2) En un vaso agregar 10 g de in6culo y 100 ml de agua

Materiat y Métodos
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b) Agitar mecdnicamente durante 5 minutos
c) Dejar reposar 3 minutos, con Ia finalidad de eliminar las particulas grandes por
sedimentacion
d) Pasar la suspension a través de una columna de tamices colocados en orden
decreciente (375,150, 44 pm )
e) Agregar nuevamente agua al decantado y repetir los pasos (a) al (c)
f) La fraccion de indculo obtenida en cada tamiz se pasa 2 papel filtro

cnadriculado para su posterior cuantificacién.

Para determinar la presencia de hongos micorrizico arbusculares se empleé Ia

técnica de Phillips y Hayman, 19%0, modificada por Kormanik y Mc Graw, 1982

a) Cosechar lasraices.

b) Cortar segmentos de raiz (corona, media, distal).

¢) Lavar con abundante agua para eliminar particulas de agrolita,

d) Calentar las rafces en una solucion de KOH al 10%, 10 minutos a 10 libras de
presion (clareo).

¢) Eliminar la solucién de KOH con agua destilada.

f) Aplicar peroxido de hidrégeno al 10% por 3 minutos (blanqueo).

g) Enjuagar con agua destilada para eliminar el peréxido de hidrogeno

h) Sumergir en HCl al 10% y agitar por 3 minutos (acidificacion), no enjuagar.
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i) Agregar la solucién colorante( Azul tripano 0.05% en lactoglicerol) y calentar
por 10 minutos a 10 libras de presion (tincion).

j) Eliminar el exceso de colorante con lactoglicerol limpio (decoloracion).

Determinacion del porcentaje de colonizacion micorrizico.

Se requiere el montaje de raices tefildas en portaobjetos para posteriormente

evaluarse al microscopio dptico.

a) Colocar las raices clareadas y tefiidas en cajas Petri con suficiente lactoglicerol

b) En un portaobjetos y con agujas de diseccion, colocar 10 segmentos de rafz de
aproximadamente 1 cm, paralelamente unos a otros. Sobre las raices adicionar
gotas de lactoglicerol y colocar un cubreobjetos, teniendo cuidado de eliminar
las burbujas.

¢) Para realizar la evaluacion observar al microscopio con el aumento de 100X

d) De cada segmento observar 10 campos en los cuales si se observa la presencia de
hifas, arbisculos y/o vesiculas se considera como colonizacién.

e) El porcentaje de colonizacién total se obtiene de la siguiente forma:

% infeccién total = No. de campos infectados * 100
No. total de campos observados

Material y Métodos
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¢ Determinacién del efecto de la inoculacion de Azospirillum y hongos
micorrizico arbusculares en Zycopersicon esculentum.

Para determinar el efecto de Azospirillum y hongos micorrizico arbusculares sobre el

crecimiento de Lycopersicon esculentum, se realizd un bioensayo bajo condiciones de

invernadero. Empleando un modelo unifactorial completamente aleatorizado con 11

tratamientos y 3 repeticiones.

Tratamiento
T (H,0)
T (Nfb liquido)
AL
Cd
Acido Indolacético (AIA)
Acido giberelico (AG)
ATA+AG
Glomus sp. Zac 19
Glomus intraradix
. Glomus sp. Zac 19+VS9
. Glomus intraradix +VS9

W e Ny Wk

p—
|

Obrencién del inéeulo bacteriano

La activaci6n de Azospirillum se hizo en medio Nfb semisolido (Anexo1) 232°Cy 72
horas de incubacion, de estos cultivos se transfirid una asada 2 un matraz con
medio Nfb liquido mas cloruro de amonio (Anexo 1), el cual se incub6 a 32°C, 200

rpm, 72 horas. Transcurrido este tiempo se tomé un mililitro de este cultivo y se

Material y Métodos
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llevd a otro matraz con medio de cultivo Nfb liquido m4s NH,Cly se incubsd a las
condiciones anteriores.

En cada cultivo se ajusto la poblacion celular 2 una absorbancia de 0.008 diluyendo
con medio de cultivo estéril. las lecturas se realizaron a 360 nm en un

Espectrofotémetro Pharmacia Ultrospec 3000.

Preparacion de las soluciones de AIA, AG, y AIA + AG.

Para la preparacién de soluciones se emplearon reactivos con una pureza de 98%,
Marca Sigma, la concentracion de las soluciones fue la siguiente:

ATA: 0.01 pg/ml.

AG: 0.05 pg/ml.

ATA+AG: 0.01 pg/mly 0.05 pg/ml respectivamente (Tien et al. 1979).

Estas soluciones se esterilizaron por filtracion en un equipo Millipore con una

membrana de 0.22pm.
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Ceterminacion del efecto de 1a inoculacion de
Azospirillum y HMA en Lycopersicon esculentum

Verificacién de g:l?érac: gg
actividad de cepas HMA
bacterianas
Preparacion de
Unidades
Experimentales
v
Preparacion de Indculo Inocul_acién ¥ Siembra ¢
soluciones de ajustado p tratamientode [ Yy
fitchormonas las semillas
3 ¥
Determinacion de Condiciones de
UFC/ml de indculo invernadero
v semilla
r
Riego
Parametros
evaluados

|

Identificacion de
auxinas y giberelinas
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Preparacion de las unidades experimentales.
Cada unidad expertmental estuvo representada por una maceta de 5 litros, la cual
se lavd con agua y jabon y se desinfectd con alcoho! al 70%, se llend con agrolita
estéril (sustrato) en condiciones de asepsia. Posterformente se colocaron 3 pedazos
de algodon estéril (aprox. 05 g cada uno) en diferente posicion de la unidad

experimental para que sirva de soporte y evitar el desplazamiento de las semillas.

Inoculacion y tratamiento de las semillas de Lycopersicon esculentum.

Se utilizaron semillas variedad Lucas tipo Saladette de crecimiento indeterminado.

Desinfeccion de semillas.
Las semillas se desinfectaron con etanol al 96 % durante 5 segundos y con

hipoclorito de sodio durante 5 minutos, después se realizaron 10 lavados con agua

destilada estéril.

Inoculacién de Jas semillas con Azospirillum ( Cd, VS9).

Las semillas desinfectadas, se sumergieron en 10 mililitros del inéculo previamente
ajustado a 0.008 (Aseo) y se dejaron durante una hora a temperatura ambiente. Los
testigos se sumergieron en medio de cultivo (Nfb liquido) o agua estéril, durante

una hora 2 temperatura ambiente.
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Control de calidad del inéculo y del proceso de inoculacion
Se realizo mediante la cuantificacion de unidades formadoras de colonias (UFC)
por mililitro de in6culo y por semilla inoculada. Para esta ultima determinacion se

utilizaron 10 semillas de cada tratamiento y se determiné con la técnica de dilucion

y vertido en placa.

Tratamiento previo a la inoculacion fiingica (Glomus intraradix y Glomus sp.

Zac19).

Las semillzs desinfectadas, se sumergieron en agua destilada esteril una hora, 2

temperatura ambiente.

Aplicacion de Jas soluciones de fitohormonas ( AIA, AG, Ja mezcla de ambos).
Las semillas desinfectadas, se sumergieron en las soluciones AIA, AG y AIA+AG,

durante una hora a temperatura ambiente.

Stembra

La siembra se realizé en condiciones de asepsia. En cada maceta se colocaron 3
semillas del tratamiento respectivo, 2 2 cm de profundidad.

A los tratamientos con micorrizas, se agreg6 un gramo del in6culo de HMA sobre el

algod6n y posteriormente se colocaron las semillas tratadas con agua estéril.

o e e T R e e —————————]
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A los tratamientos de micorrizas mas Azospirillum (VS9) se agregé un gramo de

inoculo de HMA sobre el algodén y posteriormente se colocaron las semillas

inoculadas con VS9.

Condiciones de invernadero y cuidados del cultivo.

El invernadero fue lavado con agua y jabon, posteriormente se limpiaron las mesas
con hipoclorito de sodio al 53%. Un dia antes de introducir las macetas se desinfecto
con una mezcla de permanganato y formaldehido. Las condiciones climaticas se

ajustaron a 32/20 °C (dia /noche) y 70% de humedad relativa.

Riego de unidades experimentales.

El riego de las macetas se llevd a cabo con agua estéril y la solucion nutritiva

propuesta por Gonzalez, 1994 en el orden siguiente:

De 1 a 10 dias se riega con agua estéril

De 10 a 15 dias sec ricga con solucion nutritiva al 50% de concentracion#
De 15 a 70 dias se riega con solucién nutritiva concentracién completa.s
*Anexo 1.
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‘os pardmetros evaluados y el periodo en que se llevaron a cabo se muestran a

ontinyacion:

TIEMPO

DESARROLLO (DIAS)

Paradmetros 35 70

% Germinacion
Colonizacion de raices por Azospiriiium X! X2
Colonizacion de HMA x* x4
Altura X X
Namero de hojas X X
Didmetro del tallo X X
Peso fresco parte aérea X X
Aparicitn de racimos florales X
Peso seco de la parte aérea X X
Peso fresco de raiz X X
Peso seco de raiz X
Determinacién de Nitrogeno v Fosforo X

Porciento de Germinacion.

e determiné contando el ntimero total de semillas germinadas en maceta a los 7

lias por cada tratamiento, utilizando la siguiente formula.

% de Germinacion = Numero de semillas germinadas  * 100

Ntimero de semillas sembradas

 Presencia o ausencia de Azospiritfum cn Nib
- Namero por gramo de raiz
' Presencia o ausenca de hongos MA

Material y Mdétados
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Determinacion de presencia o ausencia de Azospirillam en plantas de 35 dias
de desarrollo.

Para esta determinacién se tomaron 5 plintulas por cada tratamiento una por
unidad experimental. Las raices se lavaron con agua estéril, del sistema radical se
cortaron diferentes secciones, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% y se
lavaron 10 veces con agua destilada estéril, de aqui se tom6 un segmento y se colocé
en los tubos con Nfb ss, se incub6 a 32 °C durante 72 horas y se observo la
formacién de la pelicula blanca, el vire del indicador y se realizaron observaciones

en el microscopio para ver movilidad y morfologfa

Determinacion de presencia o ausencia de hongos micorrizico arbusculares en
plantas de 35 difas de desarrollo.
Se hizo de acuerdo a la técnica de Phillips y Hayman, (1970). (Se describe en

control de calidad del indculo fangico).

Cuantificacion de Azospirillum en plantas de 70 dias de desarrollo.
Se hizo la cuantificacién de bacterias (Azospirillum) por el método del nimero més
probable (NMP), por lo que se preparé un macerado de 1 g de raiz y se hicieron las
diluciones pertinentes para llegar a concentraciones de 107, 10° 107 y se

colocaron en tubos con medio Nfb semisélido por triplicado, se incubé a 32 °C, 72
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horas. Se observé la formacion de la pelicula blanca, el vire del indicador y se

realizaron observaciones al microscopio para ver forma y movilidad.

Porcentaje de colonizacion de hoggos micorrizico arbusculares en plantas de

70 dias de desarrollo.

Se hizo de acuerdo a la técnica de Phillips y Hayman, (1970). (Se describe en

control de calidad del inéculo fiingico).

Peso fresco de ratz.

Se eliminé la agrolita sacudiendo 10 veces laraiz y se peso.

Peso seco de raiz y parte aérea.

Las muestras se secaron en horno a 70 °C hasta peso constante.

Determinacion de Nitrégeno (Mitchell, H. 1. 1972).

En matraces de microkjedahl se digirieren 50 mg de muestra con un gramo de
catalizador y 1 ml de H,SO; concentrado. El digerido se afora con agua destilada a
un volumen de 250 ml. Se transfirieren 5 ml del digerido a un mat:raz: de 100 ml, se
adicionan 1 ml de la solucién de EDTA, 5 ml de Ja solucion A, 10 ml de la solucién B

v 10 mt de la solucion C y se lleva hasta el volumen con agua La absorbancia se lee
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después de una hora a una longitud de onda de 625 nm, en un Espectrofotémetro
Pharmacia Ultrospec 3000
La curva patrén se prepara adicionando cantidades variables de la solucién
estandar 2 5 ml de papel filtro digerido como se indicé anteriormente. Se prepara
con concentraciones de 0.0 pg/ml-50 pg/ml de nitrégeno.

» [La preparacion de los reactivos se indica en el Anexo 2.

Determinacion de fosforo total en plantas ( Jackson, 1976)

> Preparacion de la muestra de tejidos vegetales.
El tejido vegetal fresco se somete a desecacion en una estufa a temperatura de 70 a
80 °C. Se colocan 0.2 gramos de tejido vegetal desecado y pulverizado en un matraz
de 250 m! se anaden 2 ml de HNO; concentrado. Se agita el matraz con un
movimiento giratorio, con ¢l fin de humedecer toda la masa del tejido. Se coloca
sobre el bafio de vapor de agua durante I0 minutos y a continuacién, sobre una
placa de calefaccion eléctrica a temperatora de 180 a 200 °C, (La reaccion se levo a
cabo en una campana de extraccién) se hierve la suspension hasta que se reduce
casi a sequedad. Esta predigestion requiere de 45 minutos.

» Digestion de Jas muestras en HNQO;-H>S0,-HCIO,
Se enfria ligeramente el matraz en donde se hizo Ja digestion. Después se agregan 2

ml de la mezcla ternaria de 4cidos (HINOyH,S0,-HCIO,), la digestion se prolonga
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a temperaturas de 180 a 200 °C hasta que aparecen los vapores blancos de H,80. y
HCIO, y una espuma parda-verdosa de MnO, para posteriormente quedar como
una solucién clara después de la volatilizacion de los 4cidos. La digestion se detiene
cuando los residuos que quedaron en el matraz son claros y blancos y, estdn
ligeramente hiimedos con el H,SO;. El residuo queda asi en condiciones adecuadas
para l2 determinacién de los constituyentes minerales elementales.
El matraz que contenia el residuo se enfria y se le afiaden 5 ml de HCI concentrado.
Se zgita el matraz con un movimiento giratorio y se limpia las paredes con 1a varilla
de vidrio, 12 disolucién se vierte en un tubo de 22x175 calibrado de 50 mli,
posteriormente se hace otro favado con 10 ml de HCl 6 N y se vierte en el mismo
tubo v se lleva al volumen con HyO. Se deja todz la noche y se decanta para
eliminar Jos residuos.
Se toma una alicuota de 10 ml y se agregan 10 ml de solucién de Vanadato-
Molibdato en un matraz de 50 ml, se lleva al aforo con agua destilada, se deja
reposar 30 minutos y por ultimo se lee la absorbancia a una longitud de onda de
470 nm.
La curva se prepar6 transfiriendo alicuotas de 0.1 a 1.0 mg de fésforo 2 un matraz
volumétrico de 50 ml Se anaden 10 m! del reactivo de molibdato de amonio-

vanadato de amonio. Se mezcla y diluye al volumen. Después de 30 minutos , se lee

e — .
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la absorbancia a una longitud de onda de 470 nm, en un Espectrofotometro
Pharmacta Ultrospec 3000

» Preparacion de reactivos (Anexo 2)

Andlisis Estadistico.
Para la realizacion del andlisis de los resultados, se utilizé un ANOVA
completamente aleatorizado con un nivel de significancia de 0.05. También se hizo

un analisis de comparaciones miltiples de DUNCAN en el software SPSS version

90.

¢ Cuantificacién de Auxinas y Giberelinas producidas por Azospirilfum in
vitro.

Obtencion de los cultivos de Azospirillum para HPLC .

La activacion de las cepas se llevs a cabo en tubos de ensayo con medio Nfb

semisélido y se incubaron a 35 °C durante 72 horas

La adaptacion se realiz6 en medio Tyler liquido (Anexo I) con NH,Cl y triptofano

(0.1 g/litro) por 72 horas, a 32 °C125 rpm.

Su propagacion se realizd por duplicado en matraces erlenmeyer de 250 mi que

contenia 100 ml de medio Tyler liquido con NH,Cl y tript6fano. Los matraces se

incubaron 3 dias a 32°Cy 125 rpm.
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Diagrama 1 Preparacion de Jos extractos para el andlisis por HPLC de las cepas

VS9y Cd (Tien et al. 1979).

200 mlde Centrifugar (2500 rpm a Adicionar al
cultivo > 35°C por 60 min.) > scbrenadante
Dietilditiocarbamato
0.22531
v ( g)
Concentrar por rota-
evaporacion Ajustar
{75% reduccién, 80 rpm por 30 » pH=28
mirs.)
Hacer tres extracciones
con acetato de etilo de 50 ml [%
cada una

Fase o'rgénica "

'l' Fase acuosa
Juntar las desechar
fracciones
organicas

Filtrar a través de Redisolver con Filtrar por

papel filtro mas
sulfato de sodic
anhidro

Y

Evaporar

h 4

Metanol HPLC
{50 mi)

» -membrana de

0.22 micras
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deterininacion de fitohormonas por HPLC.

e utilizd un cromatégrafo Beckman con un loop o inyeccion de 20 yl, con una
olumna C-18 ODS-DAPS Ultraesfera analitica 4.6 mm didmetro interno X 25 cm
e largo. Particula de 5 micrometro. La velocidad de flujo fue de I ml/ minuto.

\{ inicio la fase mévil fue MeOH : HyO (35:65), con un pH de 2.5, a los 20 min.
ambia a MeOH puro, todas las muestras fueron analizadas a temperatura
mbiente.

as fitohormonas se identificaron mediante la comparacion de los tiempos de
etencién de estdndares de AIA, AG (100 ppm) y la cuantificacién se hizo mediante

2 comparacion de las areas de los estandares con las muestras.
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3.0) Resultados y Discusion.

¢ Verificacion de actividad.
En los cultivos de Azospirillum en Nfb a las 24 horas de incubacion se confirmé la
formacion de una pelicula blanca a 2 6 3 milimetros abajo de Ia superficie, la que
entre las 48 y 72 horas de crecimiento migrd hacia la superficie y se observo el vire
del indicador lo que indica que fija nitrégeno en condiciones microaérofilicas. En

cuanto a las caracteristicas microscopicas se observé una bacteria vibrioide con

movimiento helicoidal.

¢ Control de calidad del in6culo de hongos micorrizico arbusculares.

Las raices del indculo presentaron una colonizacion de 90% y se observaron

hifas, vesiculas y esporas.

o Tabla 3. Estandarizacién de inoculo bacteriano

Cepa Absorbancia de indculo UFC/ml de UFC/semilla

ajustado* indculo
VS9 0.008 9¥x10° 2X10°?
Cd 0.008 1X10° 3X10°

*Aceo

Los resultados de la tabla 3 indican que se logré la concentracion que reportan

. . , 5 16
como 6ptima para Ja inoculacién de cereales y vegetales que corresponde a 10 °- 10
Resultadaos y Discusién
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JFC/ml (Bashan et al 1989; Okon y Kapulnik, 1986; Morgenstern y Okon, 1987).
“n tanto que Hadas y Okon, (1987) indican para tomate in vitro concentraciones
nayores que 10° UFC/ml
“n la literatura hay informes en trigo que indican que una concentracién de
néculo de 10 %10 ** UFC/ml usualmente tienen efecto inhibitorio y bajos niveles no
ienen efecto.
En cuanto a fas UFC/semilla se observa una mayor adhesion de la cepa Cd respecto
1 la cepa VS9, debido probablemente a que la primera forma agregados, los cuales

ryuden a mejorar la adhesion ala semilla.

¢ Efecto de los tratamientos sobre la germinacion.
Los resultados de Ia Tabla 4 muestran que el medio de cultivo Nib y la inoculacion
con HMA tuvieron un efecto detrimental en la germinacion de las semillas. En
ranto que la inoculacién con la cepa Cd y la adicion de AIA aumentaron el
porcentaje de germinacion. la respuesta variable registrada con las cepas
dacterianas coinciden con los informes de Okon y Kapulnik (1986) y Bashan et al
989. En cambio los resultados obtenidos con la adicion de 4cido giberélico no
sorresponden 2 lo esperado ya que se reporta que una de las funciones de esta
itohormona es la de promover la germinacion (Rojas y Ramirez, 1993), por otro
ado se observé que en la co-inoculacion de Glomus intraradix + V89, Glomus sp. Zacl9

e e e e e e rr——— i e e AP e e g PP e emp e i)
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+ V89 la germinacion fue mayor que cuando se inoculan los hongos solos lo que se
atribuye a la presencia de Azospirillum, ya que los HMA no producen sustancias que

puedan ayudar en la germinacion de semillas de Lycopersicon esculentum {Azcon-

Aguilar y Barea,1997)

Tabla 4. Efecto de los tratamientos en la Germinacion.

Tratamiento % Germinacion
Testigo (H20) 93.33
Testigo (Nfb lig) 86.66
Cd 100.00
VSs9 93.33
AlA 100.00
AG 93.33
AIA+ AG 100.00
Glomus sp. Zacl19 80.00
Glomus intraradix 86.66
Glomus sp. Zacl9+VS9 100.00
Glomus intraradix + VS9 100.00

¢ Colonizacion de Azospirillumy HMA
En cuanto a la presencia de la bacteria, las observaciones realizadas a los 35 dias
permitieron confirmar la colonizacién por Azespirillum y por los HMA en las raices
de plantulas, asi como la ausencia en los tratamientos no inoculados, lo que se

confirmé a los 70 dias (Tabla 5) periodo en el que se observé que Ia colonizacién de

M
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Azospirillum estd en el orden de 107, en tanto que en la co-inoculacién Glomus
14 q

intraradix + VS9 esta de 10° y Glomus sp. Zacl9 + VS9 <10°, lo que se atribuye a la

competencia que se establece entre ambos microorganismos por colonizar el

interior de las raices.

Tabla 5. Colonizacién de Azospirif/lum v HMA

Tratamiento P/A P/A NMP %
Azospirillum|{ HMA | Azospirillum|Colonizacién
(35 dias) |[(35 dias)| (70 dias) HMA
(70 dias)

Testigo (Hz())
Testigo (Nib lig)

f
|

Cd + - 1.86 x 107 -
VS9 + - 1.59 x 107 -
AIA - ~ - -
AG - - - -
AlIA+ AG - - - -
Glomus sp. Zacl9 - + - 46.4
Glomus intraradix - + - 70.6
Glomus sp. Zac19+ VS9 + + <10° 42.2
Glomus intraradix + + + 2 x10° 75.2

Vs9
P/A = Presencia o Ausencia, +/- crecimiento o na crecimiento

Los resultados de los dos hongos indican que fueron capaces de establecer
asociacion, pero uno de ellos Glomus intraradix, coloniza de manera mis eficiente y
que esta actividad fue ligeramente aumentada por la presencia de Azospirillum. En
tanto que Glomus sp. Zacl9 + Azospirillum mostré una colonizacién ligeramente

inferior 2 la que present6 cuando se inoculé sélo. Estos resultados concuerdan con
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lo reportado por diferentes investigadores quienes indican que Azospirillum

promueve la colonizacién micortizica en Lycopersicon esculentum (Balota et al. 1995;

Satpal Singh y Kapoor, 1998).

Altura

En plantas de 35 dfas de desarrollo, el mayor efecto se observo con las cepas V89 ,
Cd y Glomus sp. Zac 19 + V89; las dos primeras muestran diferencias significativas
respecto a los otros tratamientos. (ver Grafica 1 y anexo 3)

La inoculacion con HMA no muestran diferencias significativas respecto al
T(H:0), sin embargo cuando se co-inocula con Glomus sp. Zac 19 + V89 se
manifiesta diferencia significativa y atin cuando el efecto es menor al registrado con
VS9 y Cd no hay diferencia significativa. Respecto a los tratamientos con 4cido
giberélico hay un efecto detrimental y se registran diferencias significativas con
respecto a los testigos. (ver Grafica 1 y anexo 3)

El andlisis de los resultados obtenidos a los 70 dias muestra que los tratamientos se
distribuyen en dos grupos con diferencias estadisticamente diferentes. El primero
incluye a todos los tratamientos inoculados con incrementos de 43 a 80% con
respecto al testigo (H»0), en donde el mejor tratamiento corresponde a la co-
inoculacion de Glomus intraradix + VS9. el segundo grupo incluye a los testigos y los

tratamientos con fitchormonas. (ver Grifica 1 y anexo 3)
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Gréfica 1. Altura

40-
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£ 20

L 104 70 dias
0. 52 35 dias

Lo anterior indica que las cepas bacterianas promueven este parametro desde las
primeras fases de desarrollo de la planta, en tanto que los HMA manifiestan este
efecto en fases de desarrollo posteriores. Respecto al efecto de las fitohormonas
puras, Castro y Malvolta en 1976 reportan que las giberelinas y auxinas puras
incrementan la altura de las plantas de jitomate, citado por Rojas y Ramirez,
(1993}, lo cual no coincide con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que las
plantas a las que se les aplicaron fitohormonas puras no mostraron un efecto

positivo en su crecimiento.

Nota: En las graficas 1-10 los tratamicenlos que comparten alguna lelra no presentan diferencias
significalivas
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Numero de hojas
A 35 dias de desarrollo las dos cepas de Azospirillum tienen efecto positivo sobre
este pardmetro, ya que presentan diferencias significativas respecto a los
tratamientos con fitohormonas, T(H,O, Nfb), Glomus sp. Zacl9, Glomus intraradix +
VS® y Glomus sp. Zacl9 + VS9. La inoculacién de HMA, no muestran diferencias
significativas respecto al T(H,O). (ver Grfica 2 y anexo 3)
A 70 dias, las cepas de Azospirillum conservan su efecto positivo, G. intraradix
expresa efecto significativo al mismo nivel que la cepa VS9, y cuande estos dos se
inoculan juntos, se observa u‘n efecto sinérgico, aspecto que coincide con lo
reportado por Azcén-Aguilar y Barea, 1997. En este pardmetro tampoco se observod

efecto de las fitohormonas. (ver Grafica 2 y anexo 3)
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Diametro de tallo

A 35 dias de desarrollo, no existe diferencia significativa entre tratamientos
excepto con la giberelina pura, que presenta accion negativa. (ver Grafica 3)

A 70 dias, los unicos tratamientos que promueven el incremento del didmetro del
tallo corresponden a G. intraradix + VS9 y en segundo término G. Intraradix. Los
demds tratamientos inoculados no difieren significativamente de los testigos y
nuevamente se registraron valores mas bajos en los tratamientos con 4cido
giberélico y dcido indolacético lo que no coincide con Rojas y Ramirez, (1993)
quienes reportan que las auxinas y giberelinas puras aumentan el crecimiento de

tallos. (ver Grafica 3 y anexo 3)

Grafica 3. Diametro de Tallo
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Peso fresco de parte aérea
A 35 dias de desarrollo, no se observan diferencias significativas entre tratamientos
microbianos y el testigo del medio liquido (Nfb), en tanto que si hay diferencias
con el testigo (H,O) y los tratamientos con fitohormonas, los que presentan los
valores mas bajos. (ver Grifica 4 y anexo 3)
A 70 dias, G. intraradix conserva su diferencia significativa respecto al T(H,0), y en

el tratamiento de co-inoculacién con la cepa VS9 expresa, ademds, diferencias

significativas contra el T(Nfb). (ver Grafica 4 y anexo 3)

Grafica 4. Peso Fresco Parte Aérea

(9)
8

¥ 70 dias
10+ it oeSed® 315 dias

e ————————— e, ———— e —_——— e e —————

Resultados v Discusion




67
Peso seco de parte aérea
A 35 dias de desarrollo nuevamente se observa un grupe intermedio que comparte
niveles con los grupos extremos. El mejor tratamiento corresponde a Cd, en
segundo término VS9 y G. Intraradix inoculados solos o mezclados y en tercer
término el otro HMA que corresponde a Glomus sp. Zacl9 solo o mezclado con V89,
en tanto que los valores mas bajos corresponden a los tratamientos con
fitohormonas, los que se encuentran en el mismo nivel de significancia que el
testigo (H,O). (ver Grifica 5 y anexo 3)
A 70 dias, se observa un caso similar al del peso fresco, Gnicamente V39, Cd. G.
intraradix y G. intraradix + VS9 presentan diferencias significativas respecto al
T(H;0), en donde la mayor respuesta corresponde a co-inoculacion. Lo anterior
coincide con otros reportes que demuestran el incremento de peso seco de la parte
aérea en plantas por la inoculacion de Azospirillum (Bashan y Levanony, 1990) lo
que se atribuye a la acumulacion de minerales en la parte aérea debido a una mejor

absorcion en el sistema radical (Bashan y Levanony, 1990). (ver Grafica 5 y anexo

3)
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Grafica 5. Pesc Seco Parte Aérea

¥ 70 dias

Peso fresco de raiz

A 35 dias de desarrollo, Ginicamente los tratamientos inoculados con Azospirillum
(V89 y Cd) muestran diferencias significativas respecto a los tratamientos con
fitohormonas puras, T(Nfb) y HMA. (ver Gréfica 6 y anexo 3)

A 70 dias, el efecto de las cepas Cd y VS9 se mantiene y aumenta en el tratamiento
Glomus intraradix + VS9, por lo que los valores registrados en estos tratamientos

presentan diferencias significativas respecto a los testigos empleados. (ver Grafica

6y anexo 3)
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]
Grafica 6. Peso Fresco de Raiz
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Peso seco de raiz

A 70 dias, las cepas Cd y VSO muestran diferencias significativas respecto a los
testigos; G. intraradix no es diferente de manera significativa a los testigos, pero
cuando se co-inocula con la cepa VS9 el efecto se incrementa al nivel de la VS9 sola,
en tanto que Glomus sp. Zac 19 sola, es significativamente diferente al T(H,O) pero
al inocularse en forma conjunta con la cepa VS9 el efecto disminuye dristicamente,
al grado de no mostrar diferencia significativa respecto a los T(H;O, Nib).
Respecto a la accién de las fitohormonas puras, éstas siguen siendo las de menor
efecto con valores similares a los testigos. (ver Grafica 7 y anexo 3)

Estos resultados apoyan los obtenidos por Azc6n-Aguilar y Barea en 1997 quienes

indican que los HMA aumentan la longitud de la raiz por la presencia de hifas.
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En cuanto a los resultados del efecto de las cepas Cd y VS9 de Azospirillum en peso
fresco y seco de la raiz, coinciden con la literatura en la que se indica que
Azospirillum brasilense mejora el crecimiento de la planta por su efecto directo en
procesos metabolicos, los cuales inducen la proliferacién de raices laterales y pelos
de la raiz e incrementa nutrientes para la planta. En consecuencia Azospirillum

brasilense incrementa significativamente el peso de la raiz (Tien et al 1979,

Kapulnik et al. 1983 y Bashan, 1986).

Grafica 7. Peso Seco de Rajz
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Estudios respecto al efecto de esta bacteria en el desarrollo de la raiz han
demostrado que esta causa ¢l incremento en la longitud de la raiz, volumen de las

raices laterales, en el peso seco, en el nimero, volumen y densidad de los pelos de

la rafz ast como la estimulacion del exudado de la raiz SBashan y Levanonz, 1690 ).
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_os resultados sobre el efecto de las anxinas y giberelinas puras no coincide con lo
:eportacio por Rojas y Ramirez, (1993), quienes indican que estas fitohormonas

wmentan las raices adventicias y alargan los tallos.

Racimos florales

La mejor respuesta se obtuvo nuevamente con la cepa V59 sola o mezclada con los
FIMA, tratamientos en los que se registraron diferencias significativas con respecto
2 los otros tratamientos, el segundo lugar corresponde a la cepa Cd y a Glomus
intraradix en los que la cantidad de racimos florales fue menor y en los que se
registran diferencias significativas con respecto a los testigos, en tanto que cuando
se inoculd con Glomus sp o se adiciond la mezcla de AIA y AG, atn cuando se
registrd la aparicion de racimos, los valores obtenidos estadisticamente no son
diferentes de los testigos. (ver Gréfica 8 y anexo 3)

Tos resultados obtenidos coinciden con lo reportado por otros autores, quienes

indican que la inoculacién con Azospirillum o con HMA acelera la floracion (Bashan

y Levanony 1990; Azcén-Aguilar y Barea 1997). Respecto a Glomus sp. Zac 19 se tiene
que la respuesta registrada en todos los parametros estudiados fue siempre de las
menores lo que se atribuye a que este hongo no es capaz de establecer una
asociacién eficiente con el cultivo ensayado, ya que en otros estudios al ser

inoculado en plantas de café mostré un efecto sobresaliente con respecto a otros
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HMA, favoreciendo el aumento de la altura, area foliar, variables de peso seco y

volumen de la raiz (Trejo-Aguilar 1997),

Grafica 8. Aparicion de Racimos
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Contenido de nitrogeno en parte aérea

Los resultados indican que los mejores tratamientos corresponden a la co-
inoculacion de HMA y Azospirillum (VS9) con diferencias estadisticas significativas
con respecto 2 los testigos; en segundo término se encuentran los tratamientos
inoculados con las dos cepas bacterianas y Glomus intraradix en donde el contenido
de nitrégeno aumenté del 18 al 28% con respecto al testigo (H0), en tanto que los
tratamientos con Glomus sp. Zac 19 y adicionados con fitohormonas se registraron

valores inferiores al testigo. (ver Grafica 9y anexo 3)
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Johansen et al. (1994) indican que las hifas de los HIMA favorecen 2 translocacion
de nitrogeno en las plantas. Por otra parte se ha confirmado que en plantas
inoculadas con Azospirillum se registran contenidos mds altos de nitrégeno

(Ramirez-Gama y Luna Millan, 1995; Bashan y Levanony, 1990).

Grafica 9. Contenido de Nitrégeno Parte
Aérea

(Mcgimg)

Contenido de fésforo en parte aérea

En este parémetro sélo se registrd efecto en los tratamientos que corresponden a la
co-inoculacion de Glomus intraradix y Azospirillum (VS9). (ver Grafica 10 y anexo 3)

En los resultados de fosforo y nitrogeno se observa un efecto sinérgico de la
inoculacion de Azospirillum y HMA, lo que resulto en un crecimiento significativo

en Lycopersicon esculentum. Esta aplicacion dual podria reemplazar la aplicacion de
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fertilizantes de nitrogeno y fosforo (Barea et al. 1983; Pakovsky, 1988; Bashan y
Levanony, 1990).
En general a los 35 dias, V39 y Cd muestran el mejor efecto sobre el crecimiento de
Lycopersicon esculentum, sin embargo, 2 los 70 dias estos tratamientos fueron
superados por el tratamiento Glomus intraradix + VS9, en la mayoria de los
parametros evaluados lo que indica un efecto sinérgico del hongo y la bacteria.
Diferentes autores asoctan el mayor peso de la raiz con una mejor absorcién de
nutrimentos y la acumulacién de minerales (Barton et al. 1986, Jain y patriquin,
1984; Kapulnik et al. 1985, Morgénstem y Okon, 1987; Sarig et al. 1988), aspecto que
se corrobord con el peso fresco y seco de la parte aérea, asi como con el contenido

de nitrégeno y f6sforo registrado en los tratarnientos indicados

Grafca 10. Fésforo en Parte Aérea
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>or otra parte los resultados obtenidos coinciden con la literatura, en donde se
ndica que plantas de 30 dias inoculadas con Azospirillum al ser comparadas con
estigos no inoculados muestran aumentos significativos en el tamano y peso de la
aiz, asi como en la altura y peso de la parte 2érea (Hadas y Okon, 1987; Kapulnik
:t al 1981); en tanto que el efecto de los HIMA se empieza a manifestar hasta depués
le los 30 dfas (Ferrera Cerrato, 1989) y que la colonizacion cambia de vegetal a
vegetal (Subba Rao, 1985).

Respecto a la inoculacién mixta la bibliografia indica que la colonizacion de los
HMA es mejorada en presencia de bacterias promotoras del desarrollo vegetal
entre las que se encuentra Azospirillum (Barea et al 1983; Bonetti et al 1984;
Vasconcelos et al. 1984; Frioni et al. 1999). Lz influencia positiva de la asociacion
Azospirillum y HMA ha sido reportada fundamentalmente en plantas
monocotiledéneas y con los resultados obtenidos en este trabajo se demuestra que

el efecto positivo también se presenta en plantas dicotiledoneas.

+ Cuantificacién de AIA y AG producidas por Azospirillum in vitro.
En la figura 4 se muestran los tiempos de retencion(TR)} y los picos obtenidos con
las soluciones estandar de AIA y AG. Las figuras 5 y 6 corresponden a los
cromatogramas obtenidos con las cepas Cd y V59, en esta se observa que con la

cepa Cd no se registro ningun pico al TR que corresponde al AIA, en tanto que con
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la cepa V89 se presentan picos a los TR que corresponden a las dos fitohormonas

en estudio.
Para calcular la concentracién de las fitohormonas preducidas por las dos cepas de

Azospirillum se empled la siguiente formula:

Concentracién (AIA,AG)- | Concentracién estindar Aréa (AIA AG)
Area estandar producido por Cepa

Los resultados se muestran en la tabla 6 en la que se observa que la concentracién
de AG producida por V89 es superior a la obtenida con la cepa Cd lo que coincide
con lo reportado por Hernandez (1997) la que reporta concentraciones similares de
AG para la cepa Cd, no obstante en este estudio si se reporto la produccion de AIA,
aungue en cantidades muy bajas, lo que se atribuye que en este estudio se
emplearon condiciones de cultivo diferentes (Fructosa como fuente de carbono,
agitacion 125 rpm, 48 hrs de incubacién ), mientras que Herndndez utilizé Malato
de sodio, 200 rpm, 24 hrs de incubacién. Asi mismo Bashan (1989) reporta la
produccion de este tipo de auxina.

La produccion de fitohormonas in vitro no se pudo relacionar con el efecto
observado cx situ, ya que en condiciones de invernadero ambas cepas produjeron

incrementos muy similares en todos los pardimetros evaluados y en los tiempos en

los que se h*’ ieron las determinaciones. En tanto que la cantidad de fitohormonas
Resultados y Discusion
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roducidas in vitro resulto muy diferente. De este modo el efecto de la cepa Cd se
tribuye a la produccion de otras auxinas como AIL y AIB que también influyen en
1 desarrollo de la raiz y que no fueron determinados en este estudio, pero que han
ido reportados por otros autores(Tien et al. 1979; Horemans et al. 1986; Crozier et
1 1988; Bottini et al. 1989) o bien a otros mecanismos tales como Fijacién de
iitrégeno o la actividad de la nitrato reductasa (Bashan y Levanony, 1990; Ramirez-

sama y Luna Millan, 1995).
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Figura 4.

Cromatograma de soluciones estandar de ATA y AG
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Figura 5
Cromatograma de la cepa Cd

Absarbance
». 2028 iz 2.2489 LETY §.00w

1M | S SR SR TR N SR S | H 1 X FU—
4 T
i 3%}

. 12,38
i W YRR 37 T WY P

4
1
JLN ;I
’
-
A
N8
e AG
E s 23,893, 28,
. " q:—:':”\‘b ALY 25,841 2510
' ., o 29615 9.
4 ; L:H
' __,__._._."“"-"""_—?'-;:— 26.87
4 7 8,13
360
| L I R | T T T L L T T ¥ T ) T T
3. 4088 L N F/ B.B40D V. 0.0BM

Ahanrbanca

EETA TESIS NO SALE
DE LA BIBILIOTECA

Resultados v Discusion



30

Figura 6.

Cromatograma de Ja cepa VS9
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abla 6. Cuantificacion de AIAy AG en cepas de Azospirillum brasilense.

‘uestra Acido indol acético Acido giberelico
Area Concentracién Area Concentracion

(ppm) ppm)

clucién

atron de AlA 41.33 50

olucion

atron de AG 0 15.93 50

d 0 47.76 149.86

58 138.16 167.08 §7.03 304.45
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Conclosiones

v' Se confirmo el efecto de Azospirillum sobre el desarrollo de jitomate reportado

€n experimentos previos.

Los hongos micorrizico arbusculares colonizan raices de Lycopersicon

esculentum y mejoran su desarrollo,

v" Glomus intraradix resultd mis eficiente que Glomus sp. Zac 19.

v La mejor respuesta en el desarrollo del jitomate fue inducida por la co-
inoculacién de Glomus tntra;'adix y Azospirillum (VS9).

v' El efecto de Glomus sp. Zac 19 fue disminuido por la presencia de Azospirillum
{(VS9).

v" La cepa VS9 produce 4cido indol acético y 4cido giberelico

v Lacepa Cd sélo produce AG.
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Recomendaciones

v’ Las diferencias obtenidas con los dos tipos de hongos y cepas de Azospirillum
probados confirmaron que en la produccisn de biofertilizantes
multiorganismos se debe considerar la afinidad de los microorganismos

empleados para obtener la respuesta esperada.

v la produccion de fitohormonas bacterianas ofrece la posibilidad de su
explotacion a nivel industrial por lo que es recomendable realizar
investigaciones que permitan establecer las condiciones ideales para obtener

las mayores cantidades de estos productos.

v’ Para relacionar la produccion de fitohormonas con su efecto en el desarrollo
de la planta se recomienda hacer determinaciones en los exudados de las

raices o en el tejido de los vegetales inoculados con este tipo de bacterias.
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ANEXO1

Composicién de la solucion nutritiva. Propuesta por Gonzilez, 1994.

Nitrato de potasio (KNOs)

Nitrato de calcio  (Ca(NOs),

Fosfato monobisico de amonio (NH,),HPO,
Sulfato de magnesio (MgS0,.7 H,O)

Sulfato de fierro (FeSO,. 7 H,O)

Agua (H0)

1l6g
R75g
235¢g
958¢g
03lg
I75L

La solucion se preparé de 1a signiente manera:

Se pesaron componentes para 17.5 litros de solucién nutritiva, se disolvic en 2

litros de agua destilada, posteriormente se esterilizé la solucién en autoclave y

finalmente se [lev6 al volumen ajustdndose el pHa 6.5.

Conductividad de 1a solucién nutritiva a mitad de la concentracidn = 1.2 msiemens

Conductividad de la solucién nutritiva concentracién completa = 1.9 msiemens

Medio Nfb semisélido

Este medto fue recomendado Tarrand y colaboradores (1978) para el aislamiento y

caracterizacion primaria de Azospirillum.
Acido succinico
K:HPQ,
MgSO,. 7 H,0
NaCl
CaCl 2. 2 Hzo
NEMOO4.2H20
MnSQO,. 2 H,O
Fe EDTA (s01.1.64%)
o FECI;. 6 H20
KOH
Azul de Bromotimol
Agar
pH
Agua destilada

50g
05¢g
02¢g
Olg
002¢g
0.002¢g
0.0Ig
4 ml
0.002¢g
45g
2.0ml
4g

68
1000 ml
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ste medio presenta la misma composicién del medio Nfb semisolido sin agar ni

wdicador, ademds de contener 1 g/l de NH;Cl Se adiciona NH,Cl debido a que

zospiritlum fija nitrogeno en condiciones microarofilicas, pero es incapaz de crecer

erébicamente en ausencia de este elemento.

Aedio TYLER
-omposicién:

uccinatode sodio 235¢g

ructosa
GHPO;,
TPy

JaCl

vIgSO4. 4 H20
ZaCl, 2H,0O
.:eC13
NaMo(,.2H,0
NH,Cl
[riptofano

>H

Agua destilada

25¢g
60g
40g
Olg
02¢g
002g
00lg
0.002¢g
10g
Olg
6.8
1000 ml

e e oo S P St
R e
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ANEXO 2
* Soluciones utilizadas en la determinacién de Nitrégeno.

Solucion A.

Se disolvieron 4.8 gramos de NaOH en agua y diluir hasta un litro.

Solucion B.

Se disolvié 5 gramos de fenol y 25 mg de Nitroprusiato de sodio en agua y diluir
a 500 ml

Solucién C.

Se disolvieron 2.5 ¢ de NaOIJE[, 187 g de Na,HPO, anhidro, 159 g Na;P0412
H;0y 5mlde CLOROX, diluir a 500 ml

Almacenar las soluciones By C en botellas color 4mbar en refrigeracion y llevar
a temperatura ambiente antes de su uso.

Solucién EDTA.

Se suspendié 1 gramo de EDTA en 100 ml de HyO y se agrego NaOH
concentrado ajustando el pH a 10,

Catalizador de la digestion.

Se pesaron 2 gramos de CuSO;.5 H;O y 30 gramos de K380, Con wn mortero se
mezclo hasta homogeneidad.

Solucién estandar de Nitrégeno.

Se disolvicron 0.472 gramos de (NH,),S04 y diluyé a 1 litro. Se tom6 una
alicuota de 10 ml de esta solucién y diluy6 a un litro. (Esta soluci6n contenia 1

pg de nitrogeno/ml).
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91

* Soluciones utilizadas en fa determinacién de Fésforo.
Los reactivos que se utilizaron son: HNOs concentrado y una disolucién ternaria
de los 3 acidos, preparada mezclando 100 ml de HNO; concentrado, 10 ml de
H,SOs concentrado v 40 m! de HCIOs al 60%(cualquier cantidad en la
proporcién en volumen 10:1:4) y se dejo enfriar antes de utilizarla.
Disolucién patron de fostoro.
Molibdato de amonio-vanadato de amonio en dcido nitrico.
Disolver 22.5g de (NH4)6MO7024.4 H,0 en 400 ml de H,0.
Disolver 125 g de vanadato de amonio en 300 ml de agua hirviendo.
Mezclar Iz solucién de vanadato de amonio con la de molibdato de amonio y
dejar enfriar a temperatura ambiente. Ahadir 250 m! de HNO,; concentrado y
diluir 2 un litro.
Estindar de fosfatos.
Disolver 0.2195 g de KH,PO4 y llevara un litro. Esta solucién contiene 50 ppim

de f6sforo.

Anexo &



ANEXO3

Resumen de resultados de las comparaciones multiples de DUNCAN evaluados a 35 dfas de desarrollo
de Lycopersicon esculentum

Altura |Numero de| D.tallo

Tratamiento (cm) hojas (mm) PFPA (g) PSPA (*10%g) | PFR (g)
AG 5.60 § 2.0e 1c Oll8e 1028 d 0.302¢
ATA 7.68 de 20e L46ab  [0182de 1462 cd 0.262 ¢
AJA+AG 6.56 ef 2.0e 116 be 0.146 de L100d 0.244 ¢
T (Nfb lig.) 0.46bc  [26¢d 150ab  0324a2bcd  [2.850 abed 0.364 be
Cd 11.28a 3.2ab 162a 0.462 ab 4580 a 0.892 a
VS9 1162 4a 36a L68 a 0.504 a 4.348 ab 1026 a
Glomus intraradix+VS9 924 bed  [2.2de 1.60 a 0.424 ab 4.266 ab 0.404 b
Glomus sp. Zacl9 +
VS9 10.06 ab 3.0 be 146ab  [0348ahc 2.948 abc 0.718 ab
Glomus sp. Zacl9 8.78 cd 26cd 146ab  (0.334 abcd 3.238abc 0.518 bc
Glomus intraradix 9.68 be 28 bc 1.72a 0.372abc 3534 ab 0.404 be
T (H,O) 8.18 cd 2.6 cd 144 ab 0.290 de 2.546 bed 0.178 ¢

Los tratamientos que comparten alguna letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

PFPA- Peso Fresco Parte Aérea, PSPA= Peso Seco Parte Aérea, PER= Peso Fresco Raiz, AG= Acido Giberelico,
AIA= Acido indolacético, Azospirillum (V89 y Cd), Micorrizas (Glomus intraradic'y Glomus sp. Zac 19),

]
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ANEXO 3.

Resumen de resultados de las comparaciones maltiples de DUNCAN evaluados a 70 dias de desarrollo de Lycopersicon esculentusm.

Trtamiento | G0 | Gebojas | (mm) |PPA®) [PPA@ | PR |PSR(g) B | %Bostoro| MR
AG 1420 b 80¢e 446d | 8.71e 0.642¢ |916cd 0.614d  Oc 0.246bc  [14106¢
AlA 1756 b 84de [4.60d [1099¢ 08l4c |il.32cd 0878d  0c¢ 0.217 bed  [20.188 cde
ATA+AG 2210 b 98cd [660abc(19.79¢cde |L464c¢ |110cd 0730 d  20bc 0.265b 16.284 cde
T Nib lig. 2160 b 86de 5.40 cd (2533 bedel754 be  10.60 cd b.696d Oc 0.224 bed [14.474 de
Cd 3312a 12.6 ab 6.58 ab |41.35abc |3.644ab |50.07a 7910a  60ab 0.177cd  [25.436 abede

100a

\VS9 3260a [120b 7.02ab |4112abc [3.5462b |42.532 - 6.858ab D168d 27.571 abc
Glomus mtraradix + 100 a
V59 39.10a 1382 796a {53272 4.028a |47.75a 6,462 ab 0.395a 32.211 ab
Glomus sp. Zacl9+ i00a
VS9 31202 |lL4be  |7.06ab [33.19gbcd 2236 abc 2117 bed  R.524 cd 0.342a 33.000 a
Glomussp. Zacl9 32724 |14be  |618bc [35.52 abed|2.526 abe 2633 b 15.100 abe 40 be 0228 bed  [19.693 cde
Glomus intraradix  [34.222  |l18b 690ab [4348ab [3.470ab [2225bc  B.476 bed 60ab 0.249bc  [26.030 abed
 (H,0) N70b  J100cd [s4cd Jl66lde 32 | 7004 beozd °° 0.224 bed [21.387 bede

Los tratamientos que comparten alguna letra no presentan diferencias significativas.

PFPA-Peso Fresco Parte Aérea, PSPA= Peso Seco Parte Aérea, PFR= Peso Fresco Raiz, PSR= Peso seco de ratz, AG-Acido Giberelico,
ATA- Acido indolacético, Azospinillum (V89 y Cd), Micorrizas (Glomus intraradix y Glomus sp. Zac 19).

- e ]
Anexo 5
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