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RESUMEN 
 

El papel de Azospirillum y hongos micorrízicos arbusculares  
en la producción de jitomate y su mecanismo de acción 

 
Uno de  los graves problemas ambientales por  los que atraviesa el campo mexicano y el de otros 

países  del  mundo,  es  el  uso  de  fertilizantes  químicos,  los  cuales  son  aplicados  al  suelo 
indiscriminadamente para obtener el mayor rendimiento de los cultivos. Ante esta situación, y de acuerdo 
con  la  agricultura  sostenible,  se  ha  propuesto  el  uso  de  inoculantes  ‐elaborados  con microorganismos 
promotores  del  crecimiento  vegetal,  como  bacterias  del  género  Azospirillum  y  hongos  micorrízicos 
arbusculares (HMA)‐ para ayudar a reducir el uso de estos agroquímicos en cultivos como el  jitomate,  la 
hortaliza de mayor exportación de México. Esta situación presenta dos opciones para  la ciencia: a nivel 
básico y aplicado. Respecto a la primera, los mecanismos de acción que se han reconocido en Azospirillum 
son la fijación de nitrógeno y la producción de fitohormonas; sin embargo, no se ha evaluado la actividad 
de  la  enzima  ACC  desaminasa,  ni  su  gen  (acdS).  La  enzima  interviene  en  la  biosíntesis  de  etileno  en 
plantas, donde evita su sobreproducción cuando éstas se encuentran en condiciones adversas (calor, frío, 
sequía,  inundación,  contaminación  por metales  pesados).  Este mecanismo  de  acción  se  identificó  por 
primera  vez en una  levadura en 1978; no obstante,  a partir de 1998  la enzima ACC desaminasa  se ha 
identificado en sólo 36 géneros bacterianos, y no fue sino hasta el año 2006 que en Azospirillum, uno de 
los géneros más importantes como promotores del crecimiento vegetal, se identificó el gen acdS, pero sin 
reportar su actividad. A nivel de ciencia aplicada, en la actualidad ha sido reportado muy poco acerca del 
efecto de estos microorganismos en el crecimiento de plantas de  jitomate y su  relación con el nivel de 
fertilización  de  nitrógeno  aplicado.  De  acuerdo  con  lo  anterior,  el  objetivo  del  presente  trabajo  fue 
estudiar el mecanismo de acción de Azospirillum para promover el crecimiento y la producción de plantas 
de jitomate, así como evaluar las dosis óptimas y subóptimas de nitrógeno recomendadas para su cultivo, 
y su interacción con los HMA. 

 
Para cumplir con estos objetivos, se diseñaron tres experimentos: en el primero, se caracterizaron 

cepas  de  Azospirillum  en  cuanto  a  la  fijación  de  nitrógeno,  la  producción  de  fitohormonas  (auxinas, 
citocininas, etileno), la actividad de la enzima ACC desaminasa y la identificación del gen acdS; así como el 
efecto de  la  inoculación en plántulas de  jitomate en condiciones subóptimas de nitrógeno respecto a  la 
dosis recomendada para su cultivo (340 kg N ha‐1). En el segundo, se evaluó el efecto de Azospirillum en el 
crecimiento de plantas y producción de  frutos de  jitomate cultivadas en un sistema semi hidropónico a 
nivel comercial (empresa Jitosan S.A. de R.L.S., San Santiago Tepalcatlalpan, Xochimilco, D.F.) y fertilizadas 
con el 50% y 75% de nitrógeno,  respecto a  la dosis  recomendada. En el  tercero, se evaluó el efecto de 
HMA en el crecimiento de plantas de jitomate y su interacción con cepas de Azospirillum en un cultivo en 
suelo fertilizado con 0% de fósforo y 50% de nitrógeno, respecto a la dosis recomendada. 
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Los resultados muestran que, la cepa AZm5 de Azospirillum lipoferum presenta una alta actividad 
de  la  enzima  ACC  desaminasa  (2.68±0.013  µmol  α–cetobutirato mg  proteína‐1  h‐1),  dato  nunca  antes 
reportado, y cuya actividad  resultó mayor que  la de algunas cepas  transformadas genéticamente como 
Escherichia coli pRKACC  (1.74±0.06). Estos resultados se relacionan con un  fragmento de ADN de 639pb 
(GU727865)  que  se  identificó  en  esta  cepa,  el  cual  corresponde  al  gen  acdS.  De  la  misma  forma, 
encontramos que la cepa AZm5 produce cantidades significativas de la fitohormona zeatina (149±3.06 μg 
ml–1  de  medio  de  cultivo),  una  de  las  citocininas  más  importantes  de  las  plantas  (responsables  de 
incrementar la expansión foliar y la capacidad fotosintética), y que sólo se había reportado en cepas de A. 
brasilense. 

 
Por otro  lado,  la cepa AZm5 de A.  lipoferum  incrementa  la expansión  foliar de  las plantas al ser 

fertilizadas con el 50% de nitrógeno de la dosis recomendada, y un incremento significativo de la tasa de 
asimilación neta (NAR) y la tasa relativa de crecimiento (RGR) en plantas de jitomate a los 71 días después 
de la siembra (etapa vegetativa o de trasplante). La producción de frutos en el primer corte, se tradujo en 
un mayor peso y un mayor número de frutos de las plantas inoculadas en comparación de aquellas plantas 
no  inoculadas. Adicionalmente,  la cepa AZm5  incrementó significativamente  la concentración de potasio 
en el fruto; no obstante, que no existen reportes respecto a este fenómeno, si se ha documentado que las 
citocininas  favorecen  la absorción de potasio en  tejido vegetal. Los  resultados de  los experimentos con 
HMA, sugieren que la colonización de plántulas de jitomate con HMA de una cepa silvestre responde a la 
presencia de la cepa AZm5, e incrementa el contenido de agua y la biomasa total del vástago en la etapa 
vegetativa  de  las  plántulas.  Al  ser  inoculadas  las  plantas  con  la  cepa micorrízica  Zac  19  favorece  la 
absorción de N y P de las plántulas de jitomate fertilizadas con el 50% de nitrógeno y el 0% de fósforo de 
la  dosis  recomendada;  no  obstante,  la  co‐inoculación  con  la  cepa  AZm5  no  presenta  diferencias 
significativas en el crecimiento de  las plántulas de  jitomate. El efecto de  la cepa AZm5 en  los diferentes 
parámetros del crecimiento vegetal podrían atribuirse a la actividad de la enzima ACC desaminasa, ya que 
estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura, donde mencionan que cepas rizobacterias que 
sintetizan ACC desaminasa,  como Pseudomonas,  incrementan el  crecimiento  vegetal  y el  contenido de 
nitrógeno  en  plantas  de  canola  y  trigo  fertilizadas  con  dosis  subóptimas  de  nitrógeno;  así mismo,  su 
interacción  con  HMA  como  Glomus, muestran  un  efecto  sinérgico  en  el  crecimiento  de  plántulas  de 
pepino. 

 
Por  primera  vez  se  reporta  que  el  mecanismo  de  acción  que  permite  a  la  cepa  AZm5  de 

Azospirillum lipoferum promover el crecimiento vegetal en bajas dosis de fertilización, es la producción de 
citocininas y la actividad de la enzima ACC desaminasa, la cual se relaciona con el gen acdS identificado en 
este estudio. Así mismo, sugerimos que la dosis mínima de fertilizante químico nitrogenado necesaria para 
ser  empleada  en  combinación  con  la  inoculación  con  cepas de Azospirillum  o  con HMA  en  plantas  de 
jitomate es de 170 kg N ha‐1 (50% N) para un cultivo en invernadero. Con base en lo anterior, este trabajo 
aporta al conocimiento de  los mecanismos de acción que emplea uno de  los géneros más  importantes 
reconocidos como promotores del crecimiento vegetal (PGPR): Azospirillum; y contribuye al conocimiento 
de  la  simbiosis  micorrízica  y  a  la  interacción  benéfica  sinérgica  planta‐microorganismo.
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ABSTRACT 
 

The role of Azospirillum and arbuscular mycorrhizal fungi  
on tomato production, and their action mechanism 

 

The  indiscriminate use of  chemical  fertilizers, employed  in order  to obtain higher  crop yields,  is 
one of the most serious environmental problems of Mexican, and worldwide, agriculture. Faced with this 
situation; and  in accordance with sustainable agriculture; the use of  inoculants, made from plant growth 
promoting microorganisms  ‐ such as bacteria of the Azospirillum genus and arbuscular mycorrhizal fungi 
(AMF) ‐ has been proposed, in order to help to reduce the use of these agrochemicals in crops like tomato, 
which is Mexico’s largest vegetable export. This problem is studied considering basic and applied research. 
Regarding  the  first,  the  recognized  action  mechanisms  in  Azospirillum  are  nitrogen  fixation  and 
phytohormone  production;  however  ACC  deaminase  activity  has  not  been  evaluated.  This  enzyme  is 
involved  in  ethylene  biosynthesis  in  plants, which  prevents  over  production  under  adverse  conditions 
(heat, cold, drought, flood, heavy metal contamination, etc.). This action mechanism was first identified in 
yeast in 1978, notwithstanding since 1998  ACC deaminase has been identified in only 36 bacterial genera, 
and  it was not until 2006  that  the acdS gene was  identified  in Azospirillum  (one of  the most  important 
genres  related  to plant growth promotion)  , although  the enzyme activity was not  reported. At applied 
science level, up to date, only some few papers has been issued about the effect of these microorganisms 
in  the  tomato  plant  grow  and  their  relationship  to  the  nitrogen  applied  fertilization. According  to  the 
aforementioned, the aim of this work was to study the action mechanism of Azospirillum  for promoting 
growth and production in tomato plants, as well as assessing optimal and suboptimal nitrogen dosages for 
their cultivation; and their interaction with AMF. 

 

In order to meet these aims, three experiments were designed: in the first one, Azospirillum strains 
were characterized in terms of nitrogen fixation, phytohormone production (auxins, cytokinins, ethylene), 
ACC deaminase activity and identification of the acdS gene; as well as the effect of inoculation of tomato 
seedlings in suboptimal nitrogen conditions in relation to the recommended cultivation dose (340 kg N ha‐
1).  In the second experiment, the effect of Azospirillum on plant growth and  fruit yield of tomato plants 
grown  in  a  semi‐hydroponic  system  at  a  commercial  level  (Jitosan  S.A.  de  R.L.,  San  Santiago 
Tepalcatlalpan, Xochimilco, D.F.) was evaluated, while fertilized at 50% and 75% nitrogen, in respect to the 
recommended dose. In the third experiment, the effect of AMF on the growth of tomato plants and their 
interaction with Azospirillum strains was evaluated, while cultivated in fertilized soil with 0% phosphorus 
and 50% nitrogen, in relation to the recommended dose. 
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The  results show  that  the AZm5 strain of Azospirillum  lipoferum presents a high ACC deaminase 
activity  (2.68  ±  0.013 µmol  α‐ketobutyrate mg protein‐1  h‐1),  a  fact  never  reported before,  and whose 
activity  was  higher  than  the  one  shown  by  some  genetically  transformed  bacterial  strains  such  as 
Escherichia coli pRKACC  (1.74 ± 0.06). These results relate  to a 639bp DNA  fragment  (GU727865) which 
was  identified  this  strain and corresponds  to  the acdS gene.  In a  similar way, we  found  that  the AZm5 
strain produces significant amounts of the zeatin phytohormone (149 ± 3.06 µg ml‐1 of culture medium), 
one  of  the  most  important  cytokinins  in  plants  (responsible  for  increasing  leaf  expansion  and 
photosynthesic ability), and which had only been reported in A. brasilense strains. 

 

On  the  other  hand,  the  AZm5  strain  of  A.  lipoferum  increases  plant  leaf  area? when  they  are 
fertilized with 50% of  the nitrogen  recommended dose,  and produces  a  significant  increase  in  the net 
assimilation  rate  (NAR)  and  the  relative  growth  rate  (RGR)  in  tomato  plants  at  71  days  after  planting 
(vegetative  stage or  transplant). Fruit production  in  the  first cut  resulted  in greater weight and greater 
fruit number  from  the  inoculated plants compared  to  those  that were not  inoculated. Additionally,  the 
AZm5 strain significantly increased potassium concentration in the fruit; although there are no reports on 
this phenomenon,  it  is documented  that  cytokinins promote potassium  absorption  in plant  tissue.  The 
results of the experiments with AMF suggest that the colonization of tomato seedlings with a wild AMF 
strain responds to the presence of the AZm5 strain and increases water content and total stem biomass in 
the vegetative stage of seedlings. When the tomato seedlings are inoculated with the Zac 19 mycorrhizal 
strain the absorption of N and P is promoted while fertilized with nitrogen at 50% and phosphorus at 0% 
of  the  recommended  dose;  however,  the  co‐inoculation with  the  AZm5  strain  produces  no  significant 
differences in the growth of tomato seedlings. The effect of the AZm5 strain in the different plant growth 
parameters  could  be  attributed  to  ACC  deaminase  activity,  as  these  results  are  consistent with  those 
reported  in  the  literature,  where  it  is  mentioned  that  rhizobacteria  strains  which  synthesize  ACC 
deaminase, such as Pseudomonas, increase plant growth and nitrogen content in canola and wheat plants 
fertilized with  suboptimal doses of nitrogen;  also,  their  interaction with AMF  such    as Glomus  show  a 
synergistic effect on the growth of cucumber seedlings. 

 

For  the  first  time  it  is  reported  that  the  action  mechanism  that  allows  the  AZm5  strain  of 
Azospirillum  lipoferum promote plant growth at  low  fertilization doses,  is cytokinin production and ACC 
deaminase activity, which  is  related  to  the acdS gene  identified  in  this study. Also, we suggest  that  the 
minimum dose of nitrogen chemical fertilizer needed to be used in combination with Azospirillum strains 
or with AMF  in tomato plants during  inoculation  is of 170 kg N ha‐1  (50% N)  for greenhouse cultivation. 
Based on the above, this work contributes to the understanding of the action mechanisms that uses one 
of  the most  important genres  recognized of plant growth‐promoting  rhizobacteria  (PGPR): Azospirillum; 
and contributes to the knowledge of mycorrhizal symbiosis and beneficial synergistic plant‐microorganism 
interactions.  
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INTRODUCCIÓN 
 
 
Uno de los graves problemas ambientales por los que atraviesa la agricultura en México, 

y el de otros países del mundo, es el uso de fertilizantes químicos nitrogenados, los cuales son 
aplicados al  suelo en grandes  cantidades para obtener un mayor  rendimiento en  los  cultivos 
(Socolow, 1999; Pepper  et al., 2006; Wang, 2009). Ante esta problemática ha  sido necesario 
incrementar  investigaciones  que  ayuden  a  integrar  los  procesos  biológicos  y  ecológicos  para 
beneficiar la producción de alimento y a minimizar el uso de recursos no renovables que causen 
daño al ambiente o a la salud humana. En este sentido, lograr la sostenibilidad de los sistemas 
agrícolas  implica  la necesidad de desarrollar tecnologías y prácticas alternas que no dependan 
enteramente  de  la  energía  fósil,  que  no  tengan  efectos  adversos  en  el  ambiente,  que  sean 
accesibles y efectivos para los productores, y que permitan mejorar y asegurar la productividad 
alimentaria  (Pretty,  2008).  Algunas  de  estas  alternativas  ha  sido  el  uso  de  inoculantes 
microbianos,  que  promuevan  el  crecimiento  y  nutrición  vegetal  (Lugthenberg  et  al.,  2002; 
Vessey, 2003; Morrissey et al., 2004; Berg, 2009; Lugtenberg y Kamilova, 2009). 

 
En  los  últimos  años,  los  inoculantes microbianos  han  sido  una  alternativa  viable  para 

sustituir  parcialmente  y  en  algunos  casos  totalmente,  el  uso  de  fertilizantes  nitrogenados  y 
fosfatados, así como para potenciar su eficiencia (Adesemoye y Kloepper, 2009; Adesemoye et 
al., 2009). Los microorganismos que se emplean son de tipo benéfico para  las plantas, ya que 
mejoran  la  tolerancia  al  estrés  (salinidad,  sequía,  heladas,  inundación,  contaminación)  y 
proveen  resistencia  a  las  enfermedades,  favorecen  la  disponibilidad  y  absorción  de  agua  y 
nutrientes  (Smith  et  al.,  1999;  Lugthenberg  et  al.,  2002;  Morrissey  et  al.,  2004).  Estos 
inoculantes  microbianos  actúan  mediante  mecanismos  como  la  fijación  de  nitrógeno,  la 
solubilización  de  fósforo  y  la  producción  de  fitohormonas,  sideróforos,  sustancias 
antimicrobianas y de enzimas específicas (Glick, 1995; Glick, 2005), de las cuales, hace poco más 
de  una  década  se  propuso  a  la  actividad  de  la  enzima  ACC  desaminasa  como  uno  de  los 
mecanismos  de  acción más  importantes  en  la promoción  del  crecimiento  vegetal  de  plantas 
desarrolladas en condiciones de estrés (Glick et al., 1998).  

 
Las  rizobacterias promotoras del  crecimiento vegetal  (PGPR) y  los hongos micorrízicos 

arbusculares (HMA) han sido empleados como inoculantes para mantener la fertilidad del suelo 
y estimular el crecimiento de especies de uso agrícola, principalmente (Artursson et al., 2006; 
Bakker et al., 2007; Ferrera‐Cerrato y Alarcón, 2008). 
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En  comparación  con  los  pesticidas  y  fertilizantes  sintetizados  químicamente,  a  los 
inoculantes  microbianos  se  les  han  atribuido  las  siguientes  ventajas:  muestran  un  daño 
ambiental  reducido  y  potencialmente  un menor  riesgo  a  la  salud  humana,  ya  que  no  son 
patógenos; muestran mucho mayor actividad específica por  lo que son efectivos en pequeñas 
cantidades;  se  multiplican  a  sí  mismos,  pero  son  controlados  por  la  planta  misma;  se 
descomponen más  rápido que  los pesticidas químicos  convencionales;  y pueden  ser  también 
usados en conjunto o integrados a sistemas de manejo de plagas (Adesemoye et al., 2009; Berg, 
2009). 

 
En  este  contexto,  la  presente  tesis  surge  de  la  necesidad  de  buscar  alternativas  que 

permitan  reducir  el  uso  de  fertilizantes  químicos  mediante  el  uso  de  microorganismos 
benéficos;  así  mismo,  su  meta  es  entender  los  mecanismos  de  acción  de  algunas  cepas 
bacterianas para promover el crecimiento de las plantas. De esta forma, se puede contribuir a la 
incorporación de nuevas especies microbianas para  ser usadas  como  inóculos para un mayor 
número de variedades vegetales, tanto en cultivos intensivos como en ambientes desfavorables. 

 
Este  trabajo  tiene  su  antecedente  directo  en  el  estudio  de  especies  bacterianas 

promotoras del crecimiento vegetal aisladas de cultivos agrícolas regados con aguas residuales, 
las cuales mostraron su capacidad promotora en plantas de  jitomate  (Solanum  lycopersicum), 
donde la cepa AZm5 (Azospirillum lipoferum) ha tenido un efecto positivo (Esquivel‐Cote 2002). 
Así,  este  estudio  es  producto  del  esfuerzo  conjunto  del  conocimiento  de  la  microbiología 
agrícola y la fisiología vegetal. 

 
Por un lado, los resultados aquí descritos aportan información relevante acerca de cómo 

la interacción microorganismo‐planta puede mejorar el crecimiento vegetal aún en condiciones 
desfavorables, por ejemplo cuando el suelo tiene deficiencias en nutrimentos minerales como el 
nitrógeno  y  el  fósforo.  Y  por  otro  lado,  describen  el  mecanismo  de  acción  recientemente 
descubierto en uno de  los principales y más  importantes géneros bacterianos promotores del 
crecimiento vegetal: la síntesis de la enzima ACC desaminasa por Azospirillum lipoferum. 
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CAPÍTULO I 
 

Antecedentes 
 
 
 
1.1  El  uso  de  microorganismos  promotores  del  crecimiento  vegetal  para  el  desarrollo 
sustentable de la agricultura 
 

La  agricultura  sostenible  es  un  concepto  de  reciente  creación,  que  surgió  como 
respuesta al preocupante deterioro ambiental ocasionado por la agricultura intensiva y al uso y 
abuso  de maquinaria  y  agroquímicos  (Pretty,  2008).  Esta  alternativa  contempla  el  problema 
como  un  todo,  en  el  que  existe  una  dimensión  social,  ecológica,  política  y  económica  y 
contempla considerar alternativas para establecer estrategias para facilitar el desarrollo vegetal 
en  la  agricultura,  la  horticultura  y  la  silvicultura.  Idealmente,  se  busca  un  remplazo  de  los 
químicos  que,  actualmente  son  usados  ampliamente,  que  puedan  no  solo  incrementar  el 
desarrollo vegetal, sino que puedan inhibir a fitopatógenos. Ante ello, una alternativa viable ha 
sido  el  uso  de  rizobacterias  promotoras  del  crecimiento  vegetal  y  de  hongos  micorrízicos 
arbusculares (Lugthenberg et al., 2002; Vessey, 2003; Cárdenas‐Navarro et al., 2004; Morrissey 
et al., 2004; Planes‐Leyva et al., 2004; Rosenblueth y Martínez‐Romero, 2006; Ferrera‐Cerrato y 
Alarcón, 2008; Guerra‐Sierra, 2008; Berg, 2009; Lugtenberg y Kamilova, 2009; Rashedul et al., 
2009). 

 
Actualmente,  estos microorganismos  son  usados  comercialmente,  aunque  de manera 

limitada, en diferentes países alrededor del mundo para su uso en la agricultura, la horticultura, 
la silvicultura y en  la biorremediación ambiental  (Reed y Glick, 2004; Fravel 2005). Una  razón 
por la limitación en su uso son los resultados tan inconsistentes que se han obtenido en pruebas 
a  nivel  de  laboratorio,  de  invernadero  y  de  campo  (Bashan,  2008).  No  obstante,  en  años 
recientes se ha manifestado un considerable progreso en el conocimiento de los mecanismos de 
acción  que  las  rizobacterias  promotoras  del  crecimiento  vegetal  y  los  hongos  micorrízicos 
arbusculares  utilizan  para  promover  el  crecimiento  vegetal,  y  con  ello  se  ha  reforzado  la 
expectativa del uso de este  tipo de microorganismos  como  inoculantes microbianos  (Bashan, 
2008; Cárdenas‐Navarro et al., 2004). 
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1.1.1 Fertilizantes de origen biológico 
 

Los avances biotecnológicos actuales y la necesidad de reciclar desechos y subproductos 
orgánicos para  solventar problemas ambientales, han generado el desarrollo de una  serie de 
alternativas  tecnológicas  para  la  producción  de  abonos  orgánicos  de  alta  calidad 
(biofertilizantes, bioestimuladores, bionutrientes, bioactivadores, rizoremediadores) a partir del 
proceso de descomposición de desechos sólidos  (Terry et al., 2002; Vessey, 2003; Berg, 2009; 
Lugtenberg y Kamilova, 2009).  

 
En  este  contexto,  el  término  biofertilizante  tiene  varias  connotaciones.  Para  los 

agricultores el biofertilizante es aquél compuesto de origen orgánico que provee a  las plantas 
de  los nutrimentos esenciales, y que es producto de  la  fermentación de un sustrato orgánico 
(animal o vegetal) por medio de la actividad de microorganismos vivos, y que además contienen 
microorganismos  con  efectos  positivos  sobre  algunos  procesos  de  descomposición  y  síntesis 
que ocurren en el suelo (Restrepo, 2001; Matheus 2004; Bizzozzero, 2006; Traxco, 2010). Para la 
comunidad  científica, el biofertilizante es un  inoculante microbiano,  cultivos de uno o  varios 
microorganismos que pueden ser un sustituto parcial o total de la fertilización química, ya que 
transforman los nutrimentos del suelo en sus formas disponibles para las plantas, tal es el caso 
de  Rhizobium,  Azospirillum  y  hongos micorrízicos  arbusculares  (Vessey,  2003;  Bashan,  2008; 
Berg,  2009;  Lugtenberg  y  Kamilova,  2009).  Por  tanto,  el  término  “biofertilizante”  es  común 
entre los agricultores, e “inoculante microbiano” es común en la literatura científica.  

 
1.1.2 Inoculantes microbianos 
 
El inoculante microbiano es una formulación que contiene una o más cepas (o especies) 

de microorganismos benéficos en un acarreador (orgánico, inorgánico o sintético) de fácil uso y 
económico, de esta forma el inoculante es el medio de transporte microbiano desde el sitio de 
producción hasta la planta (Bashan, 2008). 
 

Los microorganismos que se emplean en  la elaboración de  los  inoculantes microbianos 
son  promotores  del  crecimiento  vegetal  (rizobacterias  u  hongos micorrízicos  o  ambos)  que 
originalmente viven en el suelo, aunque en bajas concentraciones, y son capaces, entre otros 
beneficios,  de  poner  a  disposición  de  las  plantas  una  parte  importante  de  los  elementos 
nutritivos que éstas necesitan para su desarrollo sin afectar el equilibrio biológico del suelo. Por 
ejemplo,  los  inoculantes  se  elaboran  a  partir  de  microorganismos  fijadores  de  nitrógeno, 
solubilizadores  de  fósforo,  productores  de  fitohormonas  y  de  aquellos  promotores  de  la 
elongación radical que incrementa el área de suelo explorado para obtener agua y nutrimentos 
(Leaungvutiviroj et al., 2010).  
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De  acuerdo  a  lo  descrito,  los  inoculantes microbianos  son  uno  de  los  elementos más 
viables  y más  usados  en  la  agricultura  sustentable  (Lugthenberg  et  al.,  2002;  Vessey,  2003; 
Planes‐Leyva et al., 2004; Bashan, 2008; Berg, 2009; Lugtenberg y Kamilova, 2009). 

 
 

1.2 El uso de Azospirillum y hongos micorrízicos arbusculares en el desarrollo sustentable de la 
agricultura 

 
1.2.1 Azospirillum 
 
Azospirillum  es  una  bacteria  de  vida  libre  que  representa  a  uno  de  los  géneros más 

efectivos  y  mejor  caracterizados  como  rizobacteria  promotora  del  crecimiento  vegetal 
(Steenhoudt  y  Vanderleyden,  2000),  capaz  de  influir  en  el  crecimiento  y  producción  de 
numerosas  especies  vegetales,  de  importancia  agrícola,  medicinal  y  ecológica  (Bashan  y 
Levanony,  1990;  Puente  y  Bashan,  1993;  Bashan  et  al.,  2004;  Hartmann  y  Bashan,  2009). 
Durante los años de 1974 a 1994 se analizaron datos de experimentos en campo llevados a cabo 
con cepas de Azospirillum, y mostraron que del 60% al 70% de todos  los experimentos fueron 
exitosos con un incremento significativo del 5% y 30% en el rendimiento de las plantas (Okon y 
Labandera‐González, 1994). Sin embargo, también se han reportado casos donde el efecto de 
Azospirillum en el crecimiento de  las plantas ha  sido  indiferente o hasta detrimental  (Okon y 
Kapulnik,  1986;  Okon  y  Hadar,  1997).  En  la  actualidad  se  ha  registrado  muy  poco  del 
comportamiento  de  plantas  inoculadas  con  Azospirillum  cultivadas  en  presencia  de  suelo 
(campo o en invernadero), debido a que los estudios se han inclinado más hacia la investigación 
básica. En el cuadro 1.2.1 se muestran algunos ejemplos del efecto de la inoculación con cepas 
de Azospirillum sp. en diferentes cultivos. 
 

Se  ha  reportado  que  el  desarrollo  de  plantas  inoculadas  con  Azospirillum mejora  en 
presencia  de  dosis  óptimas  y  reducidas  de  fertilizante  nitrogenado  (Kapulnik  et  al.,  1981; 
Bhattarai y Hess, 1998; Gadagi et al., 2004; Esquivel‐Cote et al., 2004). En plantas de  jitomate 
(Solanum  lycopersicum),  Azospirillum  incrementa  la  longitud,  volumen  y  biomasa  de  la  raíz, 
número de hojas, diámetro del tallo y la biomasa de la parte aérea (Bashan, 1989; Terry et al., 
2005; Ribaudo et al., 2006). 
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Cuadro 1.2.1 Ejemplos del efecto de la inoculación con cepas de Azospirillum sp. en diferentes cultivos.  
 
Cepa  Cultivo  Efecto  Referencia 

A.  lipoferum 
(34H) 
 

Arroz (Oryza sativa)   Reduce la longitud de la raíz y peso seco y fresco de 
la  parte  aérea.  Incrementa  significativamente  la 
absorción del  ión PO4

‐ cuando se  incrementa el  ión 
NH4.  

Murty y Ladha, 1988  

Azospirillum 
spp. 
 

Arroz  (Oryza  sativa)  y 
sorgo  (Sorghum 
bicolor) 

Incrementa el peso seco de la planta entera (14.7%), 
y N total en granos de sorgo (2.14%). Sin efecto en 
el rendimiento de granos de arroz. 

Pereira et al., 1988  

A.  lipoferum 
(ICM 1001) 

Cacahuate  (Arachis 
hypogaea) 

Incrementa el peso seco de  los nódulos (31%‐70%), 
contenido  de  N  (10.4%‐13%)  y  el  rendimiento  de 
vainas (23.5%‐24.6%).  

Raverkar  y  Konde, 
1988 
 

A. lipoferum 
 

Maíz (Zea mays)  Incrementa el desarrollo del sistema radical.  Arsac et al., 1990  

A.  brasilense 
(Cd) 

Garbanzo  (Cicer 
arietinum) 

Promueve el crecimiento de la raíz y parte aérea.   Del  Gallo  y  Fabbri, 
1990  

A. brasilense 
 

Sorgo  (Sorghum 
bicolor) 

Incrementa  la  biomasa  seca,  crecimiento  del  área 
foliar  y  rendimiento  en  grano;  demora  la 
senescencia de las plantas.  

Sarig et al., 1988  

Azospirillum 
spp. 
 

Trigo  (Triticum 
aestivum cv. Mercurio) 

Cinco  cepas  incrementaron  la  producción  de 
materia  seca  en  parte  aérea  (35%‐65.8%)  y  raíz 
(45.45%‐63.63%).  

Villarreal‐Romero, 
1990 

A. lipoferum   Girasol  (Helianthus 
annuus) 

Incrementa el crecimiento vegetal.  Fages y Arsac, 1991  

Azospirillum 
spp. 
 

Espinaca  (Spinacia 
oleracea), Col de  china 
(Brassica  chinensis), 
Pepino  (Cucumis 
sativus)  

Promueve  el  desarrollo  de  raíces  y  de  hojas. 
Aunque  la  promoción  del  desarrollo  de  raíces  y 
hojas fue insignificante. 
Incrementa el peso fresco de hojas y tallos. 

Gamo y Ahn, 1991  

A.  brasilense 
(Az39‐INTA) 

Pino  australiano 
(Casuarina 
cunninghamiana) 

Incrementa la producción de biomasa de la planta 
completa  (18%), parte aérea  (18%) y raíz  (17.7%), 
y el contenido de N total de parte aérea. 

Rodríguez‐Barrueco 
et al., 1991  

A.  brasilense 
(Cd y Sp245) 
 

Cardón  (Pachycereus 
pringlei) 

La  cepa Cd  inhibe  la germinación de  las  semillas, 
Sp245  incrementa  significativamente  la 
germinación. Ambas cepas promovieron  la altura, 
diámetro,  volumen  y  relación  volumen/superficie 
de la parte aérea. 

Puente  y  Bashan, 
1993  

A. lipoferum 
 

Maíz (Zea mays)  Produce  el  doble  de  semillas  por  espiga, 
incrementa  el  peso  seco  de  la  semilla  del  59%, 
promueve el crecimiento de la raíz  

Fulchieri  y  Frioni, 
1994  

A. brasilense   Maíz (Zea mays)   Incrementa  el  rendimiento  de  maíz  del  11%  al 
14%,  empleando  bajas  dosis  de  fertilizante 
nitrogenado. 

Fallik y Okon, 1996  

A. brasilense  Haba (Vicia faba)  Incrementa  significativamente  el  contenido  total 
de N en  la etapa de  floración,  la acumulación de 
materia  seca  de  raíz  (>30%)  y  parte  aérea,  así 
como la actividad de la nitrogenasa en nódulos. 

Rodelas et al., 1996  
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Cuadro  1.2.1  Ejemplos  del  efecto  de  la  inoculación  con  cepas  de  Azospirillum  sp.  en  diferentes  cultivos 
(continuación). 

 
Cepa  Cultivo   Efecto  Referencia 

Azospirillum 
spp. 
(OAD‐2) 

Flor  de  tipo  anual  y 
perenne  (Gaillardia 
pulchella) 

Incrementa el  contenido de N de  las plantas  con 
una fertilización media de N (150 kg N ha‐1) 

Gadagi et al., 2004 

A.  brasilense 
(Cd) 

Garbanzo  (Cicer 
arietinum) 

Incrementa  el  peso  seco  de  nódulos  (90%)  y  el 
rendimiento de semillas (99%). 

Hamaoui et al., 2001  

A.  brasilense 
(VS9) 

Jitomate  (Solanum 
lycopersicum) 

Incrementa la longitud, peso fresco y seco del tallo 
y la raíz, acelera la aparición de racimos florales. 

Urzúa,  1997;  Urzúa, 
2001 

A.  brasilense 
(VS9) 

Jitomate  (Solanum 
lycopersicum) 

Promueve el  crecimiento de  la parte aérea, a  los 
70  días  después  de  la  siembra,  en  un  cultivo 
hidropónico. 

Esquivel‐Cote,  1997; 
Esquivel‐Cote, 2002 

A.  lipoferum 
(VS1) 

Jitomate  (Solanum 
lycopersicum) 

Incrementa  la  producción  de  frutos  (16%), 
respecto al testigo, en un cultivo en campo, con la 
reducción  del  50%  del  fertilizante  químico 
nitrogenado. 

Esquivel‐Cote  et  al., 
2004 

A.  brasilense 
(Cd) 

Trigo  (Triticum 
aestivum) 

Incrementa  la  cantidad  de  varios  los  pigmentos 
fotosintéticos y fotoprotectivos 

Bashan et al., 2005 

A.  brasilense 
(Sp245) 

Trigo  (Triticum 
aestivum) 

Induce el  incremento de  fosfolípidos en  la raíz,  lo 
que  contribuyó  a  la  protección  de  las  plantas 
contra el estrés hídrico. 

Pereyra et al., 2006 

Azospirillum 
spp.(B510) 

Arroz (Oryza sativa)  Induce  la  resistencia  a enfermedades provocadas 
por  fitopatógenos  como   Magnaporthe  oryzae  y 
Xanthomonas oryzae. 

Yasuda et al., 2009 

A.  brasilense 
(Sp245) 

Pepino  (Cucumis 
sativus) 

Induce  la elasticidad de  las  células de  la  la pared 
celular  de  hipocótilos,  e  incrementó  el  flujo  de 
agua  apoplástica,    lo  que  provocó  incrementos 
significativos en el crecimiento de las plantas 

Pereyra et al., 2010 

A. brasilense  Orégano  (Origanum  x 
majoricum) 

Induce  la  síntesis  de  monoterpenos  (aceite 
esencial)  y  el  incremento  en  la  producción  de 
biomasa y en el peso seco de la raíz.  

Banchio et al., 2010 
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1.2.2 Hongos micorrízicos arbusculares 
 

La mayoría de  las  plantas  de  interés  agronómico  como  el  cacao,  café,  coco,  algodón, 
cebolla, ajo, yuca, papa, cítricos, todas  las  leguminosas y gran en parte de  los cereales forman 
simbiosis micorrízica. Sin embargo, no todas estas especies, dependen de  la misma manera de 
la  simbiosis  para  su  crecimiento.  Plantas  con  altos  grados  de  dependencia  a  la  simbiosis 
micorrízica  tienen menores  sistemas  radicales, menor plasticidad en  la  relación  raíz‐vástago y 
desarrollan muy pocos pelos  radicales en  suelos de baja  fertilidad. En este  tipo de  suelo,  las 
plantas  dependientes  de  la micorriza  reducen  el  costo metabólico  para  desarrollar  sistemas 
radicales magnoloides, que son menos capaces de absorber nutrimentos y de este modo crean 
alta dependencia a la simbiosis micorrízica (Alarcón, 2007, Ferrera‐Cerrato y Alarcón, 2008). 

 
Es  indispensable que en  la producción de  inoculantes micorrízicos,  la calidad de éste se 

evalúe  constantemente  con  el  fin  de  evitar microorganismos  patógenos  y  de monitorear  su 
capacidad  infectiva y efectiva de diferentes hospederos. Los hongos micorrízicos arbusculares 
deben  considerarse  como  parte  de  los  ecosistemas  y  como  elementos  primordiales  que 
contribuyen  a  la  estabilidad  del  mismo,  participando  como  puentes  entre  los  diversos 
hospederos,  influyendo  así  junto  con  otros microorganismos,  a  la  adquisición  de  nutrientes 
como N y P, y al control de hongos  fitopatógenos, tales como Aphanomyces, Cylindrocladium, 
Fusarium,  Macrophomina,  Phytophthora,  Pythium,  Rhizoctonia,  Sclerotinium,  Verticillium  y 
Thielaviopsis,  y  varios  nemátodos  (Harrier  y Watson,  2004;  Alarcón  2007;  Ferrera‐Cerrato  y 
Alarcón 2008; Adesemoye et al., 2009). 

 
1.2.3 Co‐inoculación con Azospirillum y hongos micorrízicos arbusculares 
 
El uso  combinado de Azospirillum  y hongos micorrízicos  arbusculares ha mostrado en 

varios cultivos de interés agrícola que incrementan significativamente el crecimiento vegetal y el 
contenido  de  C,  P  y  N  total  de  la  planta;  resultados  que  han  motivado  la  sustitución  de 
fertilizantes  parcial  e  incluso  totalmente  por  la  biofertilización  con  estos  microorganismos 
(Linderman,  1992;  Veeraswamy  et  al.,  1992).  Así mismo,  se  ha  documentado  que  el  efecto 
sinérgico  de  Azospirillum  y  hongos  micorrízicos  arbusculares  en  el  crecimiento  vegetal, 
incrementa cuando éstos microorganismos se aplican en consorcio con otros microorganismos 
promotores del desarrollo vegetal, como Rhizobium, Bacillus o Pseudomonas (Berg, 2009). En el 
cuadro 1.2.3 se muestra algunos ejemplos del efecto de la co‐inoculación de plantas con hongos 
micorrízicos arbusculares y cepas de Azospirillum  sp., y en algunos casos,  la  incorporación de 
otro microorganismo. 
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Cuadro 1.2.3 Algunos ejemplos del efecto de  la co‐inoculación de plantas con hongos micorrízicos arbusculares y 
cepas de Azospirillum sp., y en algunos casos la incorporación de otro microorganismo.  
 
Microorganismos  Cultivo  Efecto  Referencia 

Azospirillum spp. 
Glomus spp. 

Maíz  (Zea 
mays) 

Incrementan  el  contenido  de N  y  P  en  la  biomasa 
total de la planta 

Barea et al., 1983  

Azospirillum brasilense 
Glomus intraradix 

Jitomate 
(Solanum 
lycopersicum) 

Incrementan  la  biomasa  total  de  la  planta  y  la 
longitud de la raíz.  

González‐
Salmorán, 2001 

A. brasilense  
Bacillus polymyxa 
Glomus aggregatum 

Palmorosa 
(Cymbopogon 
martinii) 

Incrementan  la  biomasa  total  de  la  planta,  el 
contenido  de  P  y  el  porcentaje  de  colonización 
micorrízica. 
 

Ratti et al., 2001 
 

A. brasilense  
Glomus intraradix 

Tomate  verde 
(Physalis 
ixocarpa) 

Presentan efectos positivos en  la tasa fotosintética, 
incrementos  en  la  absorción  de N  en  tejido  foliar, 
incrementos  en  la  acumulación  de materia  seca  y 
rendimiento de frutos.. 

Velasco et al., 2001 

Azospirillum  brasilense 
(VS7) 
Glomus claroideum 
 

Papaya  (Carica 
papaya) 

Incrementan  la biomasa  total de  la planta, el  área 
foliar, el porcentaje de colonización del HMA y en la 
actividad de  las  fosfatasas ácidas. Sin embargo, no 
modificaron los contenidos de clorofila en hojas.  

Alarcón et al., 2002  

Azospirillum brasilense, 
Glomus clarum 

Jitomate 
(Solanum 
lycopersicum) 

Mejoran  el  estado  nutricional  de  las  plantas, 
incrementan  la  producción  de  frutos  con  buena 
calidad bromatológica. 

Terry et al., 2005 

Azospirillum brasilense, 
Glomus intraradice 

Maíz  (Zea 
mays) 

Favorecen  la  altura,  área  foliar  y  rendimiento  en 
plantas fertilizadas con dosis mínimas de N, P, K. 

Uribe y Dzib, 2006 

Azospirillum brasilense, 
Glomus manihotis, 
Glomus occultum 

Melina 
(Gmelina 
arbórea) 

Incrementaron germinación de esporas de los HMA 
y la colonización micorrízica, así como la altura de la 
planta.  

Zambrano  y  Díaz, 
2008 

Azospirillum brasilense, 
Glomus intraradices 

Sorgo 
(Sorghum 
bicolor) 

Incrementan la altura de la planta y rendimiento de 
grano. 

Díaz‐Franco  et  al., 
2008 

Azospirillum lipoferum 
Pseudomonas 
mendocina Palleroni 
Glomus intraradices 

Lechuga 
(Lactuca sativa) 

Incrementan el contenido de potasio, fósforo y agua 
foliar  en  condiciones  sequía  y  con  altas 
concentraciones de CO2. 
 

Alguacil et al., 2009 
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1.3 Importancia económica del jitomate en México y el mundo 
 
El  jitomate o tomate rojo  (Solanum  lycopersicum  (Spooner et al., 2011), antes de 2010 

clasificado  como  Lycopersicon  esculentum  Mill.)  pertenece  a  la  familia  Solanaceae,  la  cual 
comprende a muchos de los géneros de plantas de los cultivos más importantes, incluyendo las 
papas y  las berenjenas. Es originario de América del Sur en variedades silvestres; sin embargo, 
en  varios  tratados  se  considera  a México  como el  centro de domesticación del  cultivo  al  ser 
utilizado  como  alimento  cotidiano  dentro  de  la  dieta  de  sus  habitantes  (Esquinas‐Alcázar  y 
Nuez, 1995). La comercialización y difusión  lograda a través del tiempo, han hecho que pase a 
formar parte de  la dieta de diversas culturas en el mundo. De hecho, a nivel  internacional,  las 
hortalizas junto con las frutas, ocupan el segundo lugar de los productos agropecuarios, apenas 
superadas por los cereales, siendo la papa y el jitomate, las dos hortalizas que contribuyen con 
el 50% de  la producción en el mundo. La producción mundial de  jitomate (tanto fresco   como 
procesado) alcanzó 108 millones de toneladas en al año 2002. La mayor parte de la producción 
se concentró en Asia, región que contribuyó con el 50% de  la producción del 2002 (FAS/USDA, 
2003). Los principales países productores  (millones de  toneladas) de  jitomate son: China  (20), 
Estados Unidos (10),  India (8), Turquía (7), Egipto (7),  Italia (6), España (5), Brasil (3),  Irán (3) y 
México (2) (USDA/FAS, 2007). 
 

En México,  el  jitomate  está  considerado  dentro  de  las  principales  hortalizas  que  se 
producen; ya que su producción se extiende a un gran número de estados. Se estima que para 
el año agrícola 2008 abarcó a un total de 27 entidades federativas, tanto del norte, centro y sur 
de  la  nación.  Pese  a  esta  enorme  diversidad  podemos  señalar  que  tan  solo  siete  estados 
concentraron más del 60% tanto de producción, de superficie cosechada y sembrada: Sinaloa, 
Baja  California,  San  Luis  Potosí,  Jalisco, Michoacán, Morelos  y Nayarit,  siendo  el método  de 
siembra por  almácigo el que predomina en  todo el país  (SIAP, 2010). Es una de  las especies 
hortícolas  de  gran  importancia  tanto  económica  como  social;  debido  principalmente  por  un 
lado,  al  valor  que  tiene  la  producción  (en  2008  se  obtuvo  una  producción  de  2,936,773  de 
toneladas, en un área de 101,784 ha cosechadas (FAO, 2010)); y por el otro, a  la demanda de 
mano  de  obra  que  genera.  Se  estima  que  para  la  producción  de  75,000  ha  de  jitomate  se 
emplean alrededor de 172 mil trabajadores de campo (ASERCA, 1995). 
 

En  los  últimos  tres  años,  la  exportación  anual  de  jitomate  registró  un  crecimiento 
promedio cercano al 10 por ciento; en 2009 se cultivaron 53 mil hectáreas en las que se obtuvo 
una  producción  de  2.3 millones  de  toneladas,  de  las  cuales  el  50  por  ciento  se  destinó  al 
mercado de exportación. No obstante,  la superficie total sembrada de  jitomates en México ha 
mostrado una tendencia a decrecer año con año, desde 85,000 hectáreas en 1990 a 75,000 en 
el 2000, y unas 58,300 en 2010. A pesar de ello,  los rendimientos promedio de producción se 
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han incrementado debido a los avances tecnológicos y al uso de agricultura protegida, pasando 
de 23 t/ha en 1990 a 39 t/ha en 2010. En México se estima una producción de 2.2 millones de 
toneladas  para  la  temporada  2010/11,  asumiendo  condiciones meteorológicas  favorables  y 
buenos  precios  internacionales.  Por  tanto,  el  jitomate  es  la  hortaliza  que  genera  la mayor 
cantidad  de  divisas  al  país  con  un  promedio  de mil  200 millones  de  dólares  anuales.  El  año 
pasado  (2009),  tal  como  ha  ocurrido  en  los  últimos  ciclos  anuales,  el  crecimiento  de  la 
producción de esta hortaliza  fue de alrededor del  tres por  ciento en  relación al año anterior 
(incluye cielo abierto y agricultura protegida); dada  la tendencia observada en el mercado del 
jitomate se espera que el aumento de la producción continúe (SIAP, 2010). 
 

1.3.1 Dosis de fertilizante empleadas en el cultivo de jitomate en la República Mexicana 
 

No obstante que el  jitomate es uno de  los cultivos más  importantes en todo el mundo, 
para su cultivo intensivo, como muchos otros, los agricultores requieren de agroquímicos, y en 
la mayoría de  los casos en dosis excesivas, como pesticidas y  fertilizantes químicos,  los cuales 
han provocado: resistencia de  las plantas a plagas y patógenos, contaminación del ambiente y 
riesgos a la salud humana (PRODUCE‐Michoacán, 2009). En México el uso de estos agroquímicos 
no está regulado, por ejemplo, respecto a  las dosis de fertilizante químico nitrogenado, existe 
una enorme variación en  las cantidades recomendadas,  las cuales tienden a ser elevadas en el 
norte del país (Cuadro 1.3.1). 
 
Cuadro 1.3.1 Dosis de fertilizante químico empleado en el cultivo de jitomate, en la República Mexicana. 

 
Estado  N (kg ha‐1)  P (kg ha‐1)  K (kg ha‐1)  Referencia 

Culiacán  450   150‐400  200‐225  Faxsa, 2003 
Ensenada  300  n.d  n.d  Faxsa, 2003 
Morelos  150  60  00  Morita y Galván, 1999 
Nayarit  150  50  50  FUPRONAY, 2008 
San Luis Potosí  180  90  00  INIFAP‐San Luis Potosí, 2010 
Sonora  150  150  150  Morita y Galván, 1999 
Zacatecas  180  60  60  INIFAP‐Zacatecas, 2008 

n.d.=no determinado 

 
 
1.4 Fertilizantes químicos  
 

Los fertilizantes químicos son productos sintéticos desprovistos de materia orgánica que 
contienen  en  forma  disponible  uno  o más  de  los  16  elementos  nutritivos  esenciales  para  el 
crecimiento y desarrollo vegetal (Hill y Kolb, 1999). Sin embargo el abuso de estos productos ha 
causado un impacto desfavorable en el ambiente (Pepper et al., 2006). 
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1.4.1 Uso de fertilizantes químicos 
 

A  la  llegada  de  la  “Revolución  Verde”  (1940‐1970)  ,  se  desarrollaron  tecnologías 
modernas para favorecer una mayor producción de cereales en menor área, ya que  los suelos 
naturales eran  y  son  incapaces de brindar  la  cantidad  suficiente de nutrientes para  sostener 
cultivos  intensivos  y,  en  la mayoría  de  las  veces, monocultivos.  En México,  la  “Revolución 
Verde”  se presentó  como una  vía para  la modernización del país  y en específico del espacio 
rural  (Pichardo‐González, 2006). No obstante, esta nueva estrategia provocó una disminución 
en la fertilidad de los suelos, debido principalmente a las excesivas prácticas de cultivo, como el 
uso de maquinaria, y a la pérdida del suelo por erosión, es decir, pérdida de la cobertura vegetal 
natural, y por la contaminación ocasionada por el abuso en la aplicación de agroquímicos, tales 
como plaguicidas, fungicidas, herbicidas y fertilizantes químicos,  los cuales también generaron 
estragos en la salud humana (Torres y Capote, 2004; Pepper et al., 2006). 

 
1.4.2 Fertilizantes químicos nitrogenados 
 
En el campo, el nitrógeno (N) es aplicado al suelo principalmente en forma de fertilizante 

amoniacal,  el  cual  es  producido  por  el  proceso  de  Haber‐Bosch,  una  reacción  que 
energéticamente es muy costosa, ya que se requieren 16 moléculas de ATP por cada molécula 
de N2 que es reducida a NH3; comparativamente,  la fijación de una molécula de CO2 consume 
sólo 3 moléculas de ATP  (Marschner, 1995;  Smil, 2001;  Taiz  y  Zeiger, 2002; Mulvaney  et al., 
2009). 

 
A  partir  de  la  “Revolución  Verde”  una  enorme  cantidad  de  fertilizante  químico 

nitrogenado ha sido aplicado a los cultivos cada año para alimentar a los cerca de 6.5 billones de 
personas que existen actualmente en todo el mundo, donde, el consumo de estos agroquímicos 
se ha  incrementado dramáticamente de 11.6 Tg ha‐1 en 1961 a 104 Tg ha‐1 en 2006 por área 
cultivable (FAO, 2009). En 2007/2008 se usaron, aproximadamente, 128 millones de toneladas, 
de  los cuales el 65% fue utilizado para  la producción de cereales (FAO, 2006). La aplicación de 
fertilizantes nitrogenados al cultivo de  los cereales asegura el  incremento del rendimiento; sin 
embargo, su uso es generalmente muy ineficiente, ya que sólo el 33% del total de N aplicado es 
utilizado eficientemente por la planta (Raun y Johnson, 1999). Tal eficiencia se ha estimado en 
tan solo del 33 al 36% para la producción de cereales a nivel global (Ladha et al., 2005).  
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El  remanente  del  N  es  perdido  por  derrame  en  la  superficie,  por  volatilización  a  la 
atmósfera,  por  la  desnitrificación microbiana,  y  principalmente  por  lixiviación  en  forma  de 
nitrato  (NO3

‐). Una  proporción muy  importante  del N  aplicado  al  suelo  es  perdida  por  esta 
última causa. El NO3

‐ es un compuesto altamente soluble en agua, es de 10 a 100 veces más 
móvil que el NH4

+, y regularmente se encuentra en concentraciones por arriba de  lo permitido 
(10 mg  l‐1),  según  la Environmental Protection Agency, EPA  (Malleville y Chambolle, 1990),  lo 
cual ha provocado serios problemas de salud, ambientales y económicos. 
 

De acuerdo con Estrada‐Botello y colaboradores (2007), las pérdidas de N por lixiviación 
varían ampliamente, de 4 a 138 kg ha‐1 año‐1, lo cual depende de la dosis de fertilizante aplicado 
y  de  la  capacidad  de  drenaje  que  tenga  el  suelo.  El  NO3

‐  lixiviado  es  incorporado  a  aguas 
subterráneas,  o  bien,  arrastrado  hacia  los  cauces  y  reservorios  superficiales,  donde  pueden 
actuar como fertilizantes de la vegetación acuática, aunque si se concentran, puede originarse la 
eutrofización del medio. En un medio eutrofizado, se produce la proliferación de especies como 
algas y otras plantas verdes que cubren  la superficie. Esto trae como consecuencia un elevado 
consumo de oxígeno y su reducción en el medio acuático, así mismo dificulta la incidencia de la 
radiación solar por debajo de la superficie. Estos dos fenómenos producen una disminución de 
la capacidad depuradora del medio y provocan una disminución en la capacidad fotosintética de 
los organismos acuáticos (CICEANA, 2009). Así mismo, los altos niveles de nitratos adicionados a 
los  acuíferos  subterráneos  provocan  problemas  graves  de  salud  si  se  consume  agua  rica  en 
nitratos, debido a su transformación en nitritos por participación de bacterias existentes en el 
estómago  y  vejiga urinaria. A  su  vez  los nitritos  se  transforman en  compuestos  carcinógenos 
(nitrosaminas), que afectan al estómago e hígado (Ward, 2009). 
 

En el suelo, las tasas de mineralización del N se incrementan significativamente en suelos 
fertilizados comparados con aquellos no  fertilizados,  lo que  indica un cambio  sustancial en  la 
composición  de microorganismos  heterótrofos  del  suelo  (Mulvaney  et  al.,  2009),  además  el 
incremento de  la  deposición  del N biológicamente  disponible, modifica  la  composición  de  la 
comunidad de las plantas, reduce la diversidad de los ecosistemas, altera las tasas y las rutas del 
ciclo  del  N,  y  hace  más  vulnerables  a  las  plantas  a  las  enfermedades  por  insectos  y 
fitopatógenos (Eatough Jones et al., 2008). 
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1.4.3 Fertilizantes químicos fosfatados 
 

En muchos ecosistemas,  los niveles de  fósforo  (P) disponible para  las plantas están en 
condiciones  limitantes  para  su  desarrollo,  debido  a  que  más  del  90%  del  P  del  suelo  se 
encuentra fijado y no puede ser asimilado por las plantas, lo cual tiene un importante impacto 
en  la  agricultura,  particularmente  en  las  regiones  donde  se  practica  la  agricultura  intensiva 
(Vance  et  al.,  2003).  Por  tanto,  ha  sido  necesario  compensar  el  déficit  de  P  en  el  suelo  con 
grandes  cantidades  de  fertilizantes  fosfatados  provenientes  de  rocas  fosfóricas  (fosforita  en 
forma de apatitas, Ca5(PO4)3OH principalmente, un recurso limitante (Fassbender y Bornemisza, 
1987;  Maathuis,  2009).  Sin  embargo,  los  fertilizantes  fosfatados  solubles  son  rápidamente 
fijados al suelo, por  lo que  las dosis que se manejan para aplicar a  los cultivos son excesivas, 
incrementando así el  riesgo de acidificación  y ensalitramiento del  suelo  (Arcand  y  Schneider, 
2006). 
 
 
1.5 Importancia del nitrógeno y fósforo en la nutrición vegetal  
 

Las  plantas,  además  de  la  luz,  el  agua  y  el  CO2,  requieren  de  catorce  elementos 
esenciales o nutrimentos. La raíz es el órgano de  la planta responsable, entre otras funciones, 
de  llevar  a  cabo  la  nutrición  mineral,  donde  el  xilema  es  la  vía  principal  por  la  cual  los 
nutrimentos son transportados hacia el vástago (parte aérea) de la planta. La cooperación entre 
xilema y floema son indispensables para asimilar los nutrimentos y cubrir las necesidades de la 
planta (Jeschke y Hartung, 2000). 

 
El nitrógeno  (N), potasio  (K),  calcio  (Ca), magnesio  (Mg),  fósforo  (P) y azufre  (S) están 

presentes en el tejido vegetal en relativamente grandes cantidades (>0.1% de biomasa) por  lo 
que  se  les considera macronutrimentos  (Marschner, 1995), y usualmente, están presentes en 
pequeñas  concentraciones  en  el  suelo,  por  lo  que  necesitan  ser  acumulados  en  contra  de 
fuertes gradientes de concentración. En contraste, los micronutrimentos u oligoelementos: boro 
(B), cloro (Cl), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), níquel (Ni) y zinc (Zn), 
son requeridos por las plantas en cantidades muy pequeñas que oscilan entre 0.01 a 0.5 ppm y 
generalmente se encuentran en bajas cantidades en el suelo (Amtmann y Blatt, 2009; Maathius, 
2009). Los minerales son tomados por las raíces de las plantas a partir de las solución del suelo 
en  formas  iónicas  con  los metales Ca+2, Mg+2 y K+ presentes  como  cationes  libres, el P y el S 
como fosfato oxianiónico (PO4‐

3) y sulfato (SO4‐
2) y el N como nitrato aniónico (NO3

‐) o el catión 
amonio (NH4

+) (Maathius, 2009). 
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Los nutrientes se mueven a través de las partículas de suelo hacia la superficie de la raíz 
mediante  tres  fenómenos:  a)  Intercepción de  la  raíz:  las  raíces proliferan  a  través del  suelo, 
moviéndose dentro de  los espacios ocupados previamente por partículas de  suelo,  como  las 
arcillas,  que  contienen  los  nutrientes  disponibles;  b)  Flujo  de  masa:  de  agua  y  nutrientes 
disueltos hacia la superficie de la raíz, los cuales son impulsados por transpiración; y c) Difusión: 
se basa en  los coeficientes de difusión efectiva de  los nutrientes, calculada entre  la absorción 
total por  las plantas  y  la  suma de  las  cantidades  suministradas por  la  intercepción de  la  raíz 
junto con el de flujo de masa, y es el principal mecanismo por el cual el escaso P y K del suelo 
son absorbidos por las plantas (Figura 1.5) (Marschner, 1995).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1.5 Representación esquemática del movimiento de elementos minerales hacia  la superficie de  la  raíz de 
plantas crecidas en suelo. (1) Intercepción de la raíz: el volumen del suelo es reemplazado por el volumen de raíz; 
(2) Flujo de masa: transporte de la solución del suelo a lo largo del gradiente de potencial del agua (impulsados por 
transpiración); y (3) Difusión: el transporte de nutrientes a través de un gradiente de concentración.    = Nutriente 
disponible (Tomado de Marschner, 1995). 

 
 

1.5.1 Nitrógeno 
 

La  cantidad de N en  los  suelos minerales es bastante pequeña, variando desde  trazas 
hasta  0.5%  en  los  suelos  superficiales  y  disminuyendo  con  la  profundidad.  La  cantidad  de N 
depende también del tipo de suelo, de  la temperatura y  la precipitación pluvial. El clima  juega 
un papel dominante en la determinación del estado de nitrógeno de los suelos. En regiones de 
condiciones de humedad uniforme y vegetación comparable, el contenido promedio de N y de 
materia orgánica del suelo decrece exponencialmente a medida que aumenta  la  temperatura 
anual (Fassbender y Bornemisza, 1987). 

3 2

1

Parte aérea 
(vástago)

Raíz
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Las formas en  las cuales el N es absorbido por  las plantas dependen de  las condiciones 
del  suelo  y  de  la  planta  (Marschner,  1995; Miller  y  Cramer,  2008).  En  general,  las  plantas 
adaptadas a pH ácidos y a condiciones  reducidas del suelo absorben N en  forma de NH4

+. En 
suelos con pH alcalinos y en condiciones aeróbicas el N es absorbido como NO3

‐, el cual es muy 
móvil en el suelo, en contraste con los compuestos orgánicos de N, como los aminoácidos, que 
son muy poco móviles (Maathius, 2009). 

 
1.5.1.1 Asimilación y funciones biológicas 

 
El N es el elemento nutritivo más importante en la nutrición vegetal. Su función principal 

es  proveer  de  grupos  amino  y  de  nucleótidos  para  la  síntesis  de  aminoácidos  y  de  ácidos 
nucléicos,  respectivamente,  los  cuales  son  constituyentes  indispensables  de  las  estructuras 
celulares básicas de plantas y animales (Marschner, 1995; Taiz y Zeiger, 2002). Los nucleótidos 
además,  tienen muchas  funciones  importantes:  a  nivel  celular  participan  en  la  homeostasis 
energética,  la  señalización  y  regulación  de  proteínas.  Por  otro  lado,  el  N  es  esencial  en  la 
bioquímica  de  muchos  componentes  no  protéicos  como  las  co‐enzimas,  pigmentos 
fotosintéticos, metabolitos secundarios y poliamidas (Marschner, 1995; Maathius, 2009). 

 
El N  es  asimilado  por  la  planta  en  forma  de  nitrato  (NO3

‐)  principalmente,  y  amonio 
(NH4

+).  Las enzimas  responsables para  asegurar que el NO3
‐  sea  convertido  a  amonio  son:  la 

nitrato reductasa y la nitrito reductasa. La reducción del nitrato puede tomar lugar tanto en las 
raíces  como  en  el  vástago  de  las  plantas,  sin  embargo  a  nivel  celular  la  reducción  se  da 
espacialmente  por  separado:  la  reducción  del  nitrato  se  lleva  a  cabo  en  el  citoplasma  y  la 
reducción del nitrito ocurre en los cloroplastos (Figura 1.5.1.1). Después que las plantas toman 
los nutrientes del  suelo éstos  son asimilados e  incorporados  inmediatamente en  compuestos 
orgánicos  o  distribuidos  dentro  de  la  planta  para  almacenarlo  en  sus  diferentes  tejidos 
(Marschner, 1995; Maathius, 2009). 
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Figura 1.5.1.1 El nitrógeno es absorbido por las plantas predominantemente en forma inorgánica (NO3

‐ y NH4
+). Los 

transportadores  de  NO3
‐  y  de  NH4

+  son  codificados  por  una  serie  de  genes  de  las  familias  NRT  y  AMT, 
respectivamente. Mucho de la reducción y asimilación del NO3

‐ ocurre en la parte aérea. El primer paso reductivo 
(1) ocurre en el citoplasma mediante la enzima nitrato reductasa (NR) y el NO2

‐ es posteriormente reducido a NH4
+ 

dentro de los cloroplastos; (2) el N es asimilado en forma del aminoácido glutamato. El N excedente es almacenado 
típicamente en la vacuola central como NO3

‐ (Tomado de Maathius, 2009). 
 
 

1.5.1.2 Síntomas de deficiencia de N en plantas 
 
La deficiencia de N en plantas inhibe rápidamente el desarrollo vegetal. Muchas especies 

muestran  clorosis  (amarillamiento  de  las  hojas),  especialmente  en  hojas  viejas  cercanas  a  la 
base  de  la  planta.  En  severas  condiciones  de  deficiencia  de  N,  las  hojas  llegan  a  ser 
completamente  amarillas,  las  cuales  posteriormente  llegan  a  caer.  Inicialmente,  las  hojas 
jóvenes pueden no  tener  síntomas de deficiencia, debido a que el N puede  ser mineralizado 
desde las hojas viejas. Cuando la deficiencia se desarrolla lentamente, las plantas pueden tener 
con frecuencia tallos con apariencia leñosa y marcadamente delgados. Esta consistencia puede 
deberse a un acumulación excesiva de carbohidratos, que no fueran usados en el metabolismo 
del  N  (síntesis  de  aminoácidos  u  otros  compuestos  nitrogenados)  y  los  cuales  pudieran  ser 
utilizados en  la  síntesis de  antocianinas, permitiendo  así  la  acumulación de estos pigmentos. 
Esta condición se aprecia como una coloración púrpura en las hojas, peciolos y tallos de algunas 
plantas deficientes de N, tal como ocurre con  las plantas de  jitomate y de maíz (Taiz y Zeiger, 
2002; Urrestarazu, 2004). 
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1.5.2 Fósforo 
 

El contenido total de P en los suelos es relativamente bajo. En suelos minerales de áreas 
templadas, el contenido de P total varía entre 0.02 y 0.08% (200 a 800 mg kg‐1) y en promedio 
gira  alrededor  de  0.05%  (500  mg  kg‐1)  y  disminuye  con  la  profundidad  del  suelo.  El  P  es 
relativamente estable en los suelos. Así como el N y el azufre, el P permanece en el suelo en su 
forma  oxidada,  como  fosfatos  (orgánicos  e  inorgánicos),  los  cuales  presentan  una  gran 
estabilidad  que  resulta  en  una  baja  solubilidad,  lo  que  a  veces  causa  deficiencias  en  la 
disponibilidad de P para las plantas (Fassbender y Bornemisza, 1987). 
 

1.5.2.1 Asimilación y funciones biológicas 
 

El  P  es  uno  de  los mayores macronutrientes  de  todos  los  organismos,  se  emplea  en 
múltiples funciones, es un elemento estructural clave en ácidos nucleicos, fosfolípidos y varias 
enzimas y coenzimas. Está involucrado en el metabolismo energético (formación de puentes de 
anhídrido  éster  en  el ATP),  en  la  activación de  intermediarios metabólicos,  en  la  cascada de 
señales de transducción y en la regulación de enzimas. Por tanto, es esencial para la vida tener 
una fuente segura de P para mantener  la homeostasis celular (Marschner, 1995; Taiz y Zeiger, 
2002; Urrestarazu, 2004). 
 

Las plantas absorben el P en forma de ácido fosfórico; no obstante, éste se encuentra en 
cantidades muy pequeñas en la solución del suelo. De acuerdo con las constantes de disociación 
del ácido fosfórico, en la solución del suelo, el P se encuentra como ortofosfatos (iones H2PO4

‐), 
entre pH de 2 y 7, y como iones HPO4

2‐, entre pH de 7 y 12, por lo que en la mayor parte de los 
suelos las plantas absorben el P de la solución del suelo en forma de H2PO4

‐; sin embargo, tanto 
los  iones H2PO4

‐ como  los HPO4
2‐  forman complejos  (cristalinos o amorfos) con cationes, tales 

como  fosfato monocálcico  (Ca(H2PO4)2),  fosfato dicálcico  (CaHPO4),  fosfatos alumínicos  (AlPO4 
H2O),  y  fosfatos  férricos  o  ferrosos  (Fe3(PO4)2  H2O,  Fe4PO4  2H2O),  los  cuales  los  hacen  no 
disponibles para las plantas, en un fenómeno llamado fijación del P. En moléculas orgánicas, el P 
se encuentra principalmente unido a grupos hidroxilo de azúcares y alcoholes, a través de una 
esterificación (Marschner, 1995); también como  lecitina y fitato, éste último puede contar con 
más del 50% del P orgánico total del suelo (Fassbender y Bornemisza, 1987, Brinch‐Pedersen et 
al., 2002; Javot et al., 2007; Maathuis, 2009). 
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Debido a lo anterior y a que las tasas de absorción del P para el desarrollo de la raíz son 
mucho más altas que las tasas de difusión en el suelo, se crea una zona de reducción de P a nivel 
del  sistema  radical  que,  consecuentemente,  limita  la  disponibilidad  de  P  para  las  plantas 
(Marschner, 1995; Smith y Read, 1997). Éstas han desarrollado estrategias que involucran varias 
modificaciones  fisiológicas para contrarrestar  la escasez de P: a)  incrementar  la  interfase raíz‐
suelo para maximizar el acceso al Pi disponible. Varias especies de plantas forman las llamadas 
raíces protoides, en el caso de la deficiencia de P, y se caracterizan por la formación de un grupo 
de raíces  laterales muy finas, que no solo  incrementan el volumen de suelo  invadido sino que 
también b) producen fosfatasas y exudan grandes cantidades de sustancias quelantes en forma 
de ácidos orgánicos, tales como ácido málico y succínico, que compiten con complejos P‐catión 
y  disuelven  así  los  fosfatos  de  calcio  solubles,  los  cuales  también  se  consideran  como  otra 
estrategia  para  incrementar  la  absorción  de  P  del  suelo,  y  finalmente,  c)  las  plantas  forman 
simbiosis con hongos micorrízicos arbusculares (Javot et al., 2007; Maathuis, 2009). 
 

1.5.2.2 Síntomas de deficiencia de P en plantas 
 
Para un desarrollo óptimo la planta requiere del P en un rango de 0.3 a 0.5 % de su peso 

seco total durante su estado vegetativo de desarrollo. En condiciones de deficiencia de P, se da 
una  liberación de Pi de  las  vacuolas provocando un desarrollo  retardado de  las plantas,  con 
cambio de color en  las hojas (Marschner, 1995), que va de un verde oscuro apagado hasta un 
color rojizo o púrpura característicos, y posteriormente llegan a secarse. Además, el número de 
brotes  disminuye,  formando  tallos  finos  y  cortos  con  hojas  pequeñas,  presentan  una 
disminución  en  el  desarrollo  radicular  y  menor  floración  y  maduración  de  los  frutos 
(Urrestarazu, 2004). 
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CAPÍTULO II 
 

Importancia agro‐ecológica de microorganismos promotores 
del crecimiento vegetal: 

 rizobacterias que sintetizan la enzima ACC desaminasa y 
hongos micorrízicos arbusculares 

 
 
 
2.1 Rizosfera 
 

Lorenz Hiltner (1904), define por primera vez el término rizosfera, como el volumen de 
suelo  influenciado directamente por  las  raíces de una planta viva  (Kennedy, 1999), donde  los 
microorganismos  son beneficiados,  ya que en  la  rizosfera  se  liberan  y  acumulan  compuestos 
carbonados  procedentes  de  los  exudados  ricos  en  nutrimentos,  los  cuales  son  usados  como 
fuente  de  carbono  y  energía  (Curl  y  Truelove,  1986).  El  carbono,  es  fijado  por  las  plantas 
mediante  la  fotosíntesis, y posteriormente secretado principalmente en  los exudados, y como 
producto de la respiración (Marschner, 1995). 

 
La rizosfera es un sistema dinámico donde se detecta la máxima actividad microbiana, y 

en el cual las interacciones y la comunicación entre raíz y microorganismo juegan un papel muy 
importante tanto para el mantenimiento del crecimiento vegetal y su productividad, como para 
los microorganismos. El estudio de la rizosfera representa un campo muy importante en el área 
de  la  agro‐biotecnología,  que  tiene  como  objetivo  principal  incrementar  la  producción  de 
biomasa y rendimiento de  las plantas con el uso mínimo de agua,  fertilizantes y agroquímicos 
(Ortíz‐Castro et al., 2009). 
 

2.1.1 Exudados de la rizosfera 
 

Los  exudados  pertenecen  a  tres  clases  principales  de  compuestos:  a)  de  bajo  peso 
molecular,  b)  de  alto  peso  molecular  y  c)  compuestos  orgánicos  volátiles  (COVs).  Los 
compuestos de bajo peso molecular representan la porción formada por azúcares, aminoácidos, 
ácidos orgánicos,  compuestos  fenólicos, vitaminas y varios metabolitos  secundarios; mientras 
que los de alto peso molecular son compuestos formados de mucigel y proteínas. El bióxido de 
carbono, ciertos metabolitos secundarios, alcoholes y aldehídos constituyen  los COVs (Lynch y 
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Whipps, 1990; Schulz y Dickschat, 2007; Badri y Vivanco, 2009). Diferentes especies de plantas 
secretan muchos  de  estos  compuestos,  pero  pueden  variar  en  la  cantidad  y  el  tiempo  de 
liberación  por  las  raíces.  Varios  factores  pueden  influir  en  la  naturaleza  y  la  velocidad  de 
exudación, tales como la temperatura, la humedad, la luz, la edad de la planta y el tipo de suelo 
(Schulz y Dickschat, 2007; Badri y Vivanco, 2009; Ortíz‐Castro et al., 2009). Más allá de su valor 
nutricional en la comunidad de la rizosfera, los exudados son estudiados por su función como: 

 
a) Quimioatrayentes, en la interacción planta‐microorganismo, donde actúan como señales 

químicas para el  inicio de  la colonización de  las raíces, donde  los microorganismos son 
atraídos hacia  la  raíz. Al  respecto una amplia variedad de compuestos exudados como 
proteínas  y polisacáridos, han  sido  reconocidos  como adherentes que varias bacterias 
utilizan para anclarse a  las  raíces de  las plantas. En exudados de  raíces de plantas de 
jitomate  se  ha  identificado  compuestos  como:  ácidos  orgánicos  (málico  y  cítrico), 
aminoácidos  (1‐leucina)  y  ácidos  dicarboxílicos  (Lugtenberg  et  al.,  1999;  2001),  que 
actúan  como  quimiotrayentes  para  la  bacteria  Pseudomonas  fluorescens WCS365  (De 
Weert et al., 2002). 

b) Alelopáticos  de  plantas,  donde  las  raíces  liberan  sustancias  que  modifican  las 
propiedades químicas y físicas del suelo circundante y actúan de manera directa sobre el 
desarrollo  de  otras  plantas,  o  bien,  indirectamente  al  influir  en  las  poblaciones  de 
microorganismos del suelo (Anaya, 2003; Dakshini et al., 1999). 

c) Inductores de la expresión de genes específicos, tanto en los microorganismos como en 
la  raíz. Por ejemplo,  los  flavonoides  secretados por  las  leguminosas  activan  los  genes 
responsables  de  la  nodulación  en  bacterias  como  Rhizobium  meliloti,  y  participan 
también  en  la  secreción  de  fitoalexinas,  proteínas  de  defensa  contra  el  ataque  de 
microorganismos patógenos (Griffith et al., 1999; Nardi et al., 2000; Walter et al., 2003). 

 
La  rizosfera  es  una  zona  abundante  en  bacterias  principalmente,  calculada  en  una 

concentración de 10 a 1000 veces más abundante que en el resto del suelo circundante (Curl y 
Truelove,  1986; Walter  et  al.,  2003). No  obstante,  es  un  lugar  exuberante  en  otras  especies 
microbianas como actinobacterias, hongos, protozoarios y algas, de las cuales, muchas especies 
influyen de manera directa en el crecimiento de las plantas. Esta influencia puede ser benéfica 
(promueve el crecimiento vegetal), perjudicial  (provoca enfermedades) o neutra.  (Zahir et al., 
2004).  Para  fines  del  presente  trabajo  nos  referiremos  a  continuación  al  efecto  benéfico  de 
algunos microorganismos rizosféricos en el crecimiento de las plantas. 
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2.2 Microorganismos rizosféricos promotores del crecimiento vegetal 
 
Uno de  los  grupos microbianos  con  efecto benéfico para  las plantas mejor  conocidos 

son: las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (por sus siglas en inglés, Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria), y los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) (Davison, 1988; 
Kloepper  et  al.,  1989;  Smith  y  Read,  1997;  Ferrera‐Cerrato  y  Alarcón,  2007).  Las  PGPR 
pertenecen  a  un  amplio  número  de  especies  de  diversos  géneros,  entre  los  que  destacan: 
Acetobacter,  Achromobacter,  Anahaena,  Arthrobacter,  Azoarcus,  Azospirillum,  Azotobacter, 
Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Flavobacterium, Frankia, Gluconoacetobacter, 
Hydrogenonophaga,  Kluyvera,  Microcoleus,  Phyllobacterium,  Pseudomonas,  Rhizobium, 
Serratia, Staphylococcus, Streptomyces y Vibrio (Somers et al. 2004; Bashan y de‐Bashan, 2005). 

 
2.2.1 Azospirillum: una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal 
 
Bacterias del género Azospirillum aisladas de diferentes regiones geográficas del mundo 

(Bashan  et  al.,  2004;  Karthikeyan  et  al.,  2008),  abarcan  ecosistemas  costeros,  tropicales, 
subtropicales,  templados  y  áridos,  tanto  en  condiciones  no  perturbadas  como  en  suelos 
contaminados con petróleo (Ladha et al., 1987; Gunarto et al., 1999; Saleena et al., 2002; Young 
et al., 2008). Así mismo, han sido aisladas a partir de una gran variedad de especies vegetales, y 
en algún caso se logró confirmar el aislamiento de A. brasilense y A. amazonense en semillas de 
pasto esterilizadas superficialmente (Sundaram et al., 1988). 

 
2.2.2 Características morfológicas y fisiológicas de bacterias del género Azospirillum sp. 
 
El  género  Azospirillum  pertenece  al  Phylum  Proteobacteria,  Clase  alfaproteobacteria, 

Orden Rhodospirillales y Familia Rhodospirillaceae, siendo A. lipoferum la especie tipo (Tarrand 
et  al.,  1978; NCBI,  2011).  Para  la  identificación  rutinaria  de  este  género  se  deben  tomar  las 
siguientes  características  microscópicas:  células  vibroides,  gramnegativas,  presencia  de 
pleomorfismo y movilidad en espiral (Döbereiner, 1992). Las células contienen hasta el 50% de 
su peso seco celular de poli‐ß‐hidroxibutirato (PHB), las cuales se observan al microscopio como 
abundantes gránulos refringentes en células jóvenes (Okon et al., 1976). En cultivos semisólidos 
y sólidos con más de 24 horas de incubación se presentan frecuentemente células refringentes 
con  forma  ovoide  y  de  paredes  gruesas  similares  a  quistes  (Lamm  y  Neyra,  1981).  Las 
características fenotípicas usadas ampliamente como criterio para el reconocimiento tentativo 
del género Azospirillum son el desarrollo en diferentes medios de cultivo, y alternativamente, la 
identificación  genotípica  rutinaria  se  logra  fácilmente  y  en  forma  reproducible  amplificando 
mediante el uso de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) los genes 16S rDNA (Lin et al., 
2011a).  
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Hasta  el  momento  se  han  descrito  16  especies  incluidas  en  el  género  Azospirillum, 
incluyendo  las  dos  primeras  especies  descritas,  A.  lipoferum  y  A.  brasilense  (Tarrand  et  al., 
1978),  y  las  restantes  referidas  posteriormente:  A.  amazonense  (Magalhaes  et  al.,  1983),  A. 
halopraeferens (Reinhold et al., 1987), A. irakense (Khammas et al., 1989), A. largimobile (Sly y 
Stackebrandt, 1999), A. doebereinerae  (Eckert et al., 2001), A. oryzae  (Xie y Yokota, 2005), A. 
melinis (Peng et al., 2006), A. canadense (Mehnaz et al., 2007a), A. zeae (Mehnaz et al., 2007b), 
A.  rugosum  (Young et al., 2008), A. palatum  (Zhou et al., 2009), A. picis  (Lin et al., 2009), A. 
thiophilum (Lavrinenko et al., 2010) y A. formosense (Lin et al., 2011b).  

 
2.2.3 Micorrizas: definición y características 
 
El  término micorriza  proviene  de  las  palabras  griegas myco  “hongo”  y  rhiza  “raíz”  y 

describe a diversas asociaciones  raíz‐hongo. Esta asociación  se caracteriza por establecer una 
simbiosis biotrófica de tipo mutualista, de la cual el hongo depende enteramente para obtener 
carbono. La simbiosis se produce espontáneamente en la naturaleza y se presenta entre el 90 y 
el 95% de las especies vegetales (angiospermas, gimnospermas; pteridofitas y algunas briofitas), 
excepto en las familias: Crucíferae, Chenopodiaceae y Cyperaceae y juega un papel crucial en la 
estructura y  funcionamiento de  los ecosistemas naturales de  regiones  tropicales,  templadas y 
boreales del planeta  (Read y Pérez‐Moreno, 2003; Read et al., 2004; Gianinazzi et al., 2010). 
Actualmente  se  reconocen  siete  tipos  de  simbiosis  micorrízica:  arbuscular,  ectomicorriza, 
ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide, ericoide y orquideoide (Smith y Read, 1997).  
 

2.2.3.1 Hongos Micorrízicos Arbusculares 
 

La micorriza  arbuscular  se  caracteriza  porque  las  hifas  de  los  HMA  penetran  en  las 
células de  la  raíz, para establecer una simbiosis  intracelular en  la corteza de  las  raíces;  forma 
estructuras  que  sólo  son  visibles  microscópicamente,  extrarradicales,  responsables  de  la 
absorción  de  nutrimentos,  dispersión  de  la  asociación  y  la  formación  de  esporas,  e 
intrarradicales, que llevan a cabo el almacenamiento e intercambio de nutrientes (Smith y Read, 
1997; Guadarrama et al., 2004).  

 
Los  HMA  como  organismos  obligados  mutualistas,  dependen  de  un  organismo 

fotoautotrófico  para  completar  su  ciclo  de  vida  y  producir  la  nueva  generación  de  esporas 
(Parniske  2008).  Las  esporas  son  estructuras  que,  en  algunas  especies  son  suficientemente 
grandes para observarse a simple vista, son multinucleadas, presentan un tamaño aproximado 
de 50 a 500 µm de diámetro, mucho más grandes que  las de otros hongos. Generalmente,  las 
esporas  son  producidas  en  el  suelo,  aunque  algunas  especies  del  género  Glomus  tienen  la 
capacidad de formarlas en el interior de la raíz. Las esporas se consideran como los principales 
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propágulos de  reproducción  y  supervivencia  cuando están expuestos  a  condiciones  adversas. 
Las  hifas  son  de  tipo  aseptadas  (no  están  divididas  en  septos)  y  cenocíticas,  con  cientos  de 
núcleos que comparten el mismo citoplasma. La reproducción de los HMA es de tipo asexual, y 
no se ha confirmado una etapa sexual dentro del ciclo de vida (Clapp et al., 2001; Kuhn et al., 
2001; Ferrera‐Cerrato y Alarcón 2007, Parniske 2008). 

 
Los HMA forman parte del phylum Glomeromycota (Cuadro 2.2.3.1). Se tiene evidencia 

de que, este phylum se originó hace más de 450 millones de años, en el Devónico reciente, por 
lo que se le considera un fósil viviente (Bonfante y Genre, 2008). 
 
Cuadro  2.2.3.1  Ubicación  taxonómica  y  géneros  formadores  de  la micorriza  arbuscular  (Schübler  et  al.,  2001; 
Walker et al., 2004; Oehl y Sieverding, 2004; Schübler y Walker, 2010). 
 

Phylum  Clase  Orden  Familias  Géneros 

Glomus 

Funneliformis 

Sclerocystis 

Glomeraceae 

Rhizophagus 

Glomerales 

Claroideoglomeraceae  Claroideoglomus 

Gigaspora 

Scutellospora 

Gigasporaceae 

Rococetra 

Acaulosporaceae  Acaulospora 

Entrophosporaceae  Entrophospora 

Pacisporaceae  Pacispora 

Diversispora 

Otospora 

Diversisporales 

Diversisporaceae 

Redeckera 

Paraglomerales  Paraglomeraceae  Paraglomu 

Geosiphonaceae  Geosipho 

Ambisporaceae  Ambispora 

Glomeromycota  Glomeromycetes 

Archaeosporales 

Archaeosporaceae  Archaeospora 
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2.3 Colonización microbiana de la raíz 
 

La colonización de las raíces por los microorganismos es un proceso complejo, en el cual 
están involucrados las células de la raíz, las células microbianas y sus respectivos genes, siendo 
un  evento  clave  para  llevar  a  cabo  la  interacción  planta‐microorganismo.  La motilidad  y  la 
subsecuente quimiotaxis (fenómeno en el cual las bacterias dirigen sus movimientos de acuerdo 
a  la presencia de ciertas sustancias químicas específicas exudadas por  la planta) y electrotaxis 
favorecen  el  reconocimiento  planta‐microorganismo,  y  dan  inicio  a  la  colonización  de  la  raíz 
mediante el acoplamiento (Somers et al., 2004). 
 

El acoplamiento se lleva a cabo cuando los microorganismos de la rizosfera se acumulan 
en  los pelos  radiculares y en  las células no diferenciadas de  la epidermis de  la  raíz, siguiendo 
diferentes  patrones  de  colonización  (exofítica  o  endofítica),  dependiendo  del  tipo  de 
microorganismo que se trate (Figura 2.3) (Sprend y de Faria, 1988). Sólo una pequeña parte de 
la  superficie  de  la  raíz  es  cubierta  por  los  microorganismos  (Rovira,  1956).  Las  zonas  que 
generalmente colonizan son las uniones entre las células epidermales y en los primordios de las 
raíces  laterales, donde  los microorganismos  son  cubiertos,  frecuentemente, por una  capa de 
mucigel (Somers et al., 2004). 

 

En  la colonización endofítica,  los microorganismos residen dentro del tejido vegetal sin 
causar  daño  sustancial  a  su  hospedero,  y  la  estructura  de  su  comunidad  es  afectada 
fuertemente  por  la  especie  vegetal  hospedera,  algunas  son muy  específicas  y  otras  pueden 
colonizar varias especies vegetales. Por ejemplo, en el caso de bacterias, Azospirillum coloniza 
especies de gramíneas principalmente y algunas  leguminosas; y cepas de Rhizobium colonizan 
sólo ciertas especies de leguminosas. En el caso de hongos endófitos como los HMA, colonizan 
casi el 90% de  las especies vegetales existentes en el planeta (Smith y Read 1997). Lo anterior 
nos muestra  que,  para  la  aplicación  de  estos microorganismos  promotores  del  crecimiento 
vegetal  para  la  inoculación  de  plantas  requiere  de  estudios  preliminares  que  confirmen  el 
sinergismo entre los microorganismos endófitos y las especies vegetales requeridas (Badri et al., 
2009). 
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Figura 2.3 Colonización de raíces por microorganismos. La colonización de las raíces de las plantas se lleva 
a  cabo  en  la  rizosfera  en  cuatro  procesos:  1)  producción  de  exudados,  2)  quimiotracción,  3) 
reconocimiento  y  4)  acoplamiento;  y  puede  ser  de  tipo  exógena  (C.exo.)  o  endógena  (C.end.).  La 
colonización endofítica es característica de microorganismos como Azospirillum  (A), hongos micorrízicos 
(B) y Rhizobium (C) (Diseñado por la autora para el presente trabajo). 

 
 
2.3.1 Colonización radicular por Azospirillum 
 
En  el  acoplamiento  de  células  de  Azospirillum  participan  proteínas  y  polisacáridos 

específicos, y se lleva a cabo en dos pasos (Bashan y Holguín, 1997):  
a) Proceso de adsorción. Este primer paso es rápido, débil (alcanza un máximo de 2 hrs de 

exposición de la bacteria a la raíz) y reversible donde intervienen polisacáridos, lecitinas 
y proteínas. Se ha documentado que los polisacáridos capsulares, los exopolisacáridos y 
polisacáridos O‐específicos  identificados en  las cepas Sp7 y Sp245 de A. brasilense son 
responsables de  la  fuerte adhesión y agregación de bacterias a  la pared celular de  las 
raíces (Michielis et al., 1991; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Matora et al., 2001). Así 
mismo  se ha  reportado que algunas proteínas actúan como adhesinas  favoreciendo  la 
adsorción y la agregación bacteriana en la raíz (Burdman et al., 2001). En la pared celular 
de  A.  brasilense  y  A.  lipoferum,  se  han  identificado  lectinas  que  juegan  un  papel 
importante en la interacción planta‐bacteria, como la lectina del trigo WGA (wheat germ 
agglutinin)  que  actúa  como  señal  molecular  para  células  de  A.  brasilense  (Sp245) 
(Kamnev et al., 2008). 
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b) Proceso  de  anclaje.  Este  paso  requiere  de  varias  horas  para  llevarse  a  cabo,  es 
irreversible, e  intervienen polisacáridos extracelulares y biopolímeros  secretados en  la 
superficie de las bacterias (Skvortsov e Ignatov, 1998; Michielis et al., 1991; Steenhoudt 
y  Vanderleyden,  2000),  forman  una  red  de material  fibrilar  y mucigel  que  conectan 
permanentemente  la bacteria a  la superficie de  la raíz. Se ha reportado que el material 
de  reserva  como  el  poil‐β‐hidroxibutirato  de  A.  brasilense  juega  un  papel  muy 
importante en la colonización de la raíz de la planta hospedero (Kamnev et al., 2008). 

 

El número de células de Azospirillum que se anclan a la raíz incrementa con el aumento 
en la concentración del inóculo y el tiempo de contacto. Llegan a colonizar pequeñas raíces, y en 
particular, la zona de los pelos radicales, donde las bacterias son más numerosas y se localizan 
en las depresiones entre las células epidérmicas de la raíz. Se ha reportado que las bacterias de 
Azospirillum  son  capaces  de  deformar  los  pelos  radicales  de  plántulas  de  trigo  gracias  a  los 
lipopolisacáridos excretados de su membrana celular  (Bashan et al., 2004). Todas  las especies 
de Azospirillum  colonizan el exterior de  la punta meristémica de  las  raíces en gran  cantidad, 
pero  no  todas  las  cepas  de  A.  lipoferum  y  A.  brasilense,  específicamente,  son  capaces  de 
colonizar endofíticamente.  
 

2.3.2  Colonización  radicular  por  Hongos  Micorrízicos  Arbusculares:  desarrollo  de  la 
simbiosis micorrízica 
 

La simbiosis micorrízica se origina en el momento mismo cuando ocurre  la colonización 
de plantas por HMA, donde existe previo al contacto físico, un marcado intercambio de señales 
químicas  entre  la  planta  y  el  hongo.  La  identidad  de  estas  señales  son  desconocidas 
actualmente,  sin  embargo  se  sabe  que  son más  abundantes  en  los  exudados  de  la  raíz  de 
plantas desprovistas de fósforo (Harrison, 2005; Badri et al., 2009). 
 

2.3.2.1 Señales producidas por la planta 
 

Las  plantas,  vía  las  raíces,  producen  exudados  que  actúan  como  señales  químicas 
(factores difusibles) para estimular  la germinación de esporas y  la formación de hifas de HMA, 
tales como CO2, compuestos orgánicos volátiles, azúcares, aminoácidos, compuestos fenólicos, 
y  fitohormonas  (estrigolactonas).  Los  compuestos  fenólicos,  particularmente  los  flavonoides, 
son conocidos como señalizadores clave en muchas  interacciones planta‐microbio, y son muy 
abundantes  en  la  rizosfera de plantas que  crecen en  suelos deficientes de  fósforo  (Bécard  y 
Piché, 1989; Gianinazzi et al., 1989; Van Rhijin et al., 1997; Steinkellner et al., 2007).  
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Las estrigolactonas, son compuestos de tipo apocarotenoide, recientemente clasificadas 
como una nueva clase de hormonas de  las plantas con funciones endógenas y de señalización 
externa. Se han encontrado principalmente en diversas angiospermas, y son responsables de la 
ramificación del tallo de  las plantas. Son sustancias de vida corta, muy  lábiles en presencia del 
agua  de  la  rizosfera,  ya  que  se  hidrolizan  fácilmente.  Estos  compuestos  efímeros  forman  un 
gradiente de concentración, decrecen a mayor distancia de  la rizosfera, y son considerados  los 
principales  estimuladores  de  la  germinación,  tanto  de  algunas  esporas  de  HMA,  como  de 
semillas de plantas parasíticas (Striga sp. y Orobanche sp.), y de la formación y ramificación de 
hifas  (Harrison, 2005; Parniske, 2008; Badri et al., 2009; Alguacil‐Martín, 2010; Akiyama et al., 
2010). Además de las estrigolactonas, algunos estudios han documentado que los iones de Ca2+ 
actúan  como  mensajeros  intracelulares  durante  la  señalización  micorrízica  (Navazio  et  al., 
2007). 
 

2.3.2.2 Etapa presimbiótica 
 

La  germinación  de  las  esporas  de  los  HMA  se  estimula  por  la  acción  de  las 
estrigolactonas.  A  través  del  uso  de  triacilglicéridos  y  glicógeno  de  reserva,  las  esporas 
desarrollan un tubo o hifa germinal, el cual se extiende, a través del suelo, a pocos centímetros 
de  la espora  (hifas exploratorias) en busca de  raíces de alguna planta hospedero  (Bago et al., 
2000).  En  este  momento  es  cuando  se  inicia  la  llamada  etapa  presimbiótica,  la  cual  se 
caracteriza por el desarrollo de hifas exploratorias  (micelio extrarradical),  su  ramificación y el 
incremento de la actividad fisiológica (Figura 2.3.2.2a) (Parniske, 2008).  
 

A  medida  que  se  acercan  a  las  células  de  la  raíz,  las  hifas  exploratorias  tienden  a 
ramificarse  formando estructuras homólogas a  los arbúsculos, denominadas como estructuras 
ramificadas de absorción (Bago et al., 1998 y 2000), lo que sugiere una detección química de las 
estrigolactonas  exudadas  por  la  raíz  (Giovannetti  et  al.,  1993;  Buee  et  al.,  2000).  Los  HMA 
presentan diferentes patrones de desarrollo de las hifas: mediante anastomosis (fusión de una 
hifa  con  el  citoplasma  de  otra  hifa)  y  por  ramificación  (Figura  2.3.2.2b).  Estas  diferencias 
probablemente  reflejan  diversas  estrategias  para  ocupar  un mayor  número  de  nichos  en  el 
suelo. 
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Figura  2.3.2.2a  Seguimiento  del  desarrollo  de  la  micorriza  arbuscular.  Las  raíces  de  las  plantas  exudan 
estrigogalactanas, las cuales inducen la germinación de las esporas y la ramificación de las hifas incrementando la 
actividad  fisiológica  de  ambas.  Las  estrigogalactonas  también  inducen  la  germinación  de  semillas  de  plantas 
parásitas como Striga. Los hongos producen factores de la micorriza (Myc) que son operacionalmente definidos a 
través de su habilidad para inducir oscilaciones de calcio en las células de la epidermis de la raíz y activar los genes 
relacionados con la simbiosis en la planta. Los HMA forman un tipo especial de apresorio llamado hifopodio, el cual 
por definición se desarrolla a partir de la hifa madura y no a partir de los tubos de germinación. Como consecuencia 
de  la  estimulación  química  y  mecánica  las  células  vegetales  producen  un  aparato  de  penetración  (APP). 
Subsecuentemente una hifa fúngica se extiende a partir del hifopodio y entra al APP, el cual guía al hongo a través 
de las células del córtex de la raíz. Aquí el hongo deja la célula de la raíz y entra al apoplasto, donde se ramifica y 
crece lateralmente a lo largo del axis de la raíz. Esta hifa induce el desarrollo de estructuras parecidas al APP dentro 
de  las  células  corticales,  subsecuentemente  entran  a  estas  células  y  se  remifican  para  formar  los  arbúsculos 
(Tomado de Parniske, 2008). 
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2.3.2.3 Establecimiento de la simbiosis  

 
Los hongos producen señales que inducen la simbiosis en la planta hospedero, tal como 

las  moléculas  llamadas  factores  Myc  (Figura  2.3.2.2a),  análogas  a  los  factores  Nod  en  la 
simbiosis  Rhizobium‐leguminosa.  Son  moléculas  difusibles,  perceptibles  por  la  planta 
hospedero, que presentan la habilidad de inducir oscilaciones de Ca2

+ en las células epidérmicas 
de las raíces y de activar la acción transcripcional de los genes de las plantas relacionados con la 
simbiosis (Kosuta et al., 2008; Bonfante y Anca, 2009; Mandal et al., 2010). Aún se desconoce si 
la producción de factores Myc es también estimulada por las estrigolactanas.  
 

Figura 2.3.2.2b Crecimiento de diferentes hifas  y  sus estrategias de  ramificación en  los HMA.  Los HMA  tienen 
diferentes  patrones  de  crecimiento  de  hifas,  anastomosis  y  frecuencias  de  ramificación.  Estas  diferencias 
probablemente reflejan las diversas estrategias para ocupar varios nichos del suelo. Muchas especies de Glomus 
forman tasas altas de ramificación y redes de hifas que presentan anastomosis. Estas redes son más recalcitrantes 
para alterar el suelo que el micelio de  las especies de Scutellospora o Gigaspora,  la cual forma hifas muy  largas, 
probablemente para poder explorar regiones más distantes del suelo (Tomado de Parniske, 2008). 
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Recientemente, se estableció un nuevo paradigma que cambia la visión que se tenía de 
la interacción planta‐microorganismo, el cual propone que, son las células de la plantas las que 
activamente preparan el ambiente intracelular para que se lleve a cabo la infección de las hifas 
de  los HMA  (Genre  et  al.,  2005).  En  este  sentido,  se  ha  reportado  que  varios  de  los  ácidos 
fenólicos  producidos  por  la  planta  activan  en  los  HMA  los  genes  GmGin1,  responsables  de 
inducir el establecimiento de la simbiosis micorrízica (Mandal et al., 2010). 
 

Una vez que el hongo y la raíz hacen contacto, la simbiosis se establece. El hongo forma 
un  aparato  de  penetración  (APP)  sobre  la  superficie  de  la  raíz  que  le  permite  colonizar  las 
células de  la raíz (Figura 2.3.2.2a). El APP es una estructura subcelular, que se origina después 
de 4 a 5 horas de  la  formación de un apresorio  fúngico o hifopodium. El APP es un delgado 
puente citoplasmático que se forma a través de la vacuola de la célula de la planta, previo a la 
infección del hongo. Posteriormente,  los núcleos de  las células vegetales migran hacia delante 
del APP desarrollado y determinan la orientación del hongo a través de las células vegetales. El 
APP contiene microtúbulos citoesqueléticos y microfilamentos,  los cuales,  junto con el retículo 
endoplásmico denso forman un tubo hueco dentro del APP que conecta los núcleos delanteros 
con el  sitio de  contacto del apresorio  (Genre et al., 2005; 2008).  Las  señales que detonan  la 
formación del APP aún son desconocidas. 

 
2.3.2.4 Formación de arbúsculos  

 
Los patrones de crecimiento dentro de la raíz, varían dependiendo de la especie fúngica 

que se trate. Existen dos tipos morfológicos: tipo Paris y tipo Arum, éste último caracteriza a la 
asociación  que  establecen  los  HMA.  En  la  asociación  tipo  Arum  el  hongo  se  desarrolla 
intracelularmente a través del córtex externo, en ocasiones una hifa puede atravesar una célula 
directamente,  y  a  veces  llega  a  formar  un  rollo  (serpentín)  en  la  célula. Una  vez  dentro  del 
córtex  interior, el hongo  forma hifas arborecentes dicotómicas,  llamadas arbúsculos  (del  latín 
arbusculum  “pequeños  árboles”).  Los  arbúsculos  son  terminaciones  diferenciadas  y  se 
desarrollan  arborescentemente  a  lo  largo  de  las  hifas  intercelularmente.  Estas  elaboradas 
estructuras  se  forman  dentro  de  las  células  de  las  raíces  de  las  plantas  pero  permanecen 
separadas  del  citoplasma  celular  vegetal mediante  la membrana  periarbuscular  (MPA)  que 
rodea al hongo, siguiendo el contorno de las hifas arboresentes (Figura 2.3.2.4) (Parniske, 2008).  

 
La  interfase apoplástica entre  la membrana plasmática del hongo y  la MPA de  la planta 

es  llamada  espacio  periarbuscular  (EPA). Debido  al  potencial  sintetizador  de  la  pared  celular 
tanto  de  la membrana  del  hongo  como  de MPA,  la  EPA  comprende  el material  de  la  pared 
celular del hongo y de la planta (Parniske, 2008). 
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Figura 2.3.2.4 Arbúsculo, estructura simbiótica característica de la micorriza arbuscular. Cada ramifiación del HMA 
dentro de la célula vegetal es rodeado por la planta mediante una membrana periarbuscular (MPA) que se continúa 
con  la membrana  plasmática  de  la  célula  vegetal  y  excluye  al  hongo  del  citoplasma  de  la  planta.  La  interfase 
apoplástica  entre  la  membrana  plasmáticas  del  hongo  y  la  MPA  derivada  de  la  planta  es  llamada  espacio 
periarbuscular (EPA) (Tomado de Parniske, 2008). 

 
 
2.3.2.5 Bacterias que favorecen de la colonización micorrízica 

 
En  condiciones  naturales,  los  HMA  interactúan  con  diferentes  clases  de  bacterias 

durante su ciclo de vida. Por ejemplo, durante su fase extraradical establecen interacciones con 
bacterias de la rizosfera, las cuales colonizan la superficie de las hifas extrarradicales, las raíces 
micorrizadas y  los esporocarpos (Frey‐Klett et al., 2007; Bonfante y Anca, 2009; Berg, 2009), y 
así  mismo,  con  bacterias  endosimbióticas  que  viven  en  el  citoplasma  de  algunos  hongos, 
conocidas  como  endobacterias  (Perotto  y  Bonfante,  1997;  Bonfante  et  al.,  2001;  Bonfante, 
2003). Algunas de estas bacterias pueden favorecer la colonización, la ramificación de las hifas y 
las  propiedades  antifúngicas  (Bonfante  y  Anca,  2009;  Hartman  et  al.,  2009).  Este  grupo  de 
bacterias que favorecen la colonización micorrízica son las llamadas Mycorrhiza Helper Bacteria 
(MHB), término que fue introducido y discutido por Garbaye en 1994; y dentro de los taxa de las 
bacterias asociadas a las micorrizas, son actualmente el grupo más investigado (Frey‐Klett et al., 
2007; Bonfante y Anca, 2009). 

 
Las MHB, generalmente se encuentran adheridas al micelio, pueden alimentarse de  los 

exudados de  la hifa y usar el micelio como un vehículo para  la colonización de  la rizosfera. De 
este modo, favorecen la simbiosis micorrízica, gracias a que estimulan el desarrollo del micelio 
extrarradical y la actividad metabólica del hongo. Así mismo, algunas especies son responsables 
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de efectos ayudadores múltiples, debido a que  influencian tanto a  la planta como a su hongo 
(Bonfante y Anca, 2009). Recientemente, el efecto estimulatorio de  las MHB ha sido evaluado 
bajo  la exposición de  la simbiosis micorrízica a una variedad de condiciones de estrés como  la 
sequia (Vivas et al., 2003b) y la contaminación por metales pesados como plomo, zinc y cadmio 
(Vivas et al., 2003a; Vivas et al., 2006; Kozdrój et al., 2007). 
 

Las cepas de MHB que han sido  identificadas pertenecen a varios géneros,  tales como 
bacterias  Gram  negativas  Proteobacterias  (Agrobacterium,  Azospirillum,  Azotobacter, 
Burkholderia,  Bradyrhizobium,  Enterobacter,  Pseudomonas,  Klebsiella  y  Rhizobium),  Gram 
positivas  Firmicutes  (Bacillus,  Brevibacillus,  y  Paenibacillus)  y  actinomicetes  gram  positivos 
(Rhodococcus,  Streptomyces,  y Arthrobacter),  la mayoría  caracterizadas  como  fijadoras de N, 
solubilizadoras  de  P  inorgánico,  productores  de  fitohormonas  y  de  sideróforos.  El  género 
Glomus ha sido reportado como el más estudiado de los HMA y el principal beneficiado por las 
MHB (Frey‐Klett et al., 2007). 
 
 
2.4 Interacción planta‐microorganismo promotor del crecimiento vegetal 

 
La  comunicación  que  existe  entre  las  plantas  y  los  microorganismos  durante  las 

diferentes  etapas  del  desarrollo  vegetal  (embrionaria,  germinación,  juvenil,  adulta)  es muy 
extensa,  en  la  cual  las  señales  moleculares  de  ambos  organismos,  juegan  un  papel  muy 
importante para determinar el resultado  final que  tendrá  la  interacción, pudiendo ser de  tipo 
benéfico, patogénico o neutro. La interacción planta‐microorganismo promotor del crecimiento 
vegetal  induce  cambios  favorables  en  la  modulación  de  la  arquitectura  vegetal,  la  que  se 
traduce en un  incremento en el desarrollo y  la productividad de  las plantas. En particular, el 
sistema  de  raíces  experimenta  una  considerable  plasticidad  en  respuesta  a  las  señales 
endógenas, microbianas y ambientales (Ivanchenko et al., 2008).  
 

2.4.1 Plasticidad fenotípica 
 
Debido  a  que  las  plantas  están  expuestas  continuamente  a  variaciones  ambientales 

pareciera  lógico  suponer  que  evolutivamente  hayan  generado mecanismos  para  adaptarse  a 
éstas  (Smith,  1990).  Uno  de  los  mecanismos  con  que  cuentan  las  especies  vegetales  para 
afrontar las variaciones ambientales es la plasticidad, la cual es la habilidad de un genotipo para 
modificar  su  fenotipo,  morfología,  fisiología,  o  ambas,  como  respuesta  a  cambios  en  el 
ambiente  (Schlichting,  1986;  Sultan,  1987; West‐Eberhard,  1989).  La  plasticidad  le  da  cierto 
valor  adaptativo  a  un  individuo,  ya  que  le  confiere mayor  capacidad  para  aclimatarse  a  las 
condiciones ambientales (Smith, 1990).  
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Las especies pueden diferir en su capacidad de respuesta a variaciones ambientales,  lo 
que podría  implicar que bajo un rango de diferentes ambientes  la selección natural  favorezca 
distintos fenotipos más que uno solo (Oyama, 1994, Huante, 1996). 

 
 

2.5 Mecanismos de acción empleados por  los microorganismos promotores del crecimiento 
vegetal 
 

Los  microorganismos  promueven  el  crecimiento  vegetal  mediante  dos  tipos  de 
mecanismos,  los  indirectos y  los directos, o una combinación de ambos. Se ha  reportado que 
una  misma  cepa  bacteriana  puede  utilizar  uno  o  varios  de  estos  mecanismos  de  forma 
simultánea  o  en  sucesión  para  promover  el  desarrollo  vegetal,  ya  sea  bajo  condiciones 
ambientales óptimas o adversas (Bashan y Levanony, 1990). 
 

Los mecanismos indirectos son aquellos que intervienen en la disminución o eliminación 
de  microorganismos  fitopatógenos  presentes  en  la  rizosfera,  como  hongos,  bacterias  y 
nemátodos;  ya  sea a  través de  la producción de  sustancias antimicrobianas  (antibióticos), de 
cianuro de hidrógeno (HCN), de sideróforos, de enzimas líticas, o una combinación de éstas. Así 
mismo, los microorganismos promotores del desarrollo vegetal (PGPR o HMA) pueden competir 
con  los  fitopatógenos por nutrientes o por espacio en el nicho ecológico. No obstante,  cabe 
mencionar  que  la  planta  cuenta  con  una  serie  de  mecanismos  para  evitar  el  ataque  de 
patógenos y herbívoros, como: 

 
a) La resistencia sistémica inducida (RSI), la cual induce la resistencia en tejidos sistémicos y 

las protegen de una gran variedad de enfermedades, por ejemplo, mediante la emisión 
de compuestos orgánicos volátiles. 

b) La  resistencia  sistémica  adquirida  (RSA),  que  incrementa  la  resistencia  contra 
subsecuentes  ataques  por  un  amplio  rango  de  patógenos  y  herbívoros, mediante  la 
producción  de  sustancias  como  el metil‐salicilato,  los  jasmonatos,  el  ácido  azaléico  y 
terpenoides (Kloepper et al., 1993; Glick, 1995; Siddiqui y Mahmood, 1999; Dobbelaere 
et al., 2003; Shah, 2009; Yang et al., 2009). 

 
Los mecanismos directos favorecen el incremento en la disponibilidad de nutrimentos en 

la  rizosfera  afectando  el metabolismo  de  las  plantas  y mejorando  su  nutrición  (Glick,  1995; 
Bashan, 1998). Como mecanismos directos, se consideran a  la fijación de nitrógeno,  la síntesis 
de fitohormonas (auxinas, giberelinas, citocininas), de vitaminas y de enzimas,  la solubilización 
de  fósforo  inorgánico  y  la  mineralización  de  fosfato  orgánico,  la  oxidación  de  sulfuros,  el 
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incremento en la permeabilidad de la raíz, la producción de nitritos, la acumulación de nitratos, 
la  reducción de  la  toxicidad por metales pesados y  la disminución de  la biosíntesis de etileno 
mediante  la  actividad  de  la  enzima  desaminasa  del  ácido  1‐aminociclopropano‐1‐carboxílico 
(ACC) (Glick, 1995; Bashan y de‐Bashan, 2005; Glick et al., 2007). 
 

De acuerdo  con  su efecto  los microorganismos promotores del crecimiento vegetal  se 
han  clasificado  como  biofertilizantes  (incrementan  la  disponibilidad  de  nutrimentos  para  las 
plantas),  fitoestimulantes  (promueven  el  desarrollo  vegetal,  usualmente  a  través  del 
incremento  en  la  producción  de  fitohormonas),  rizoremediadores  (degradan  compuestos 
orgánicos  contaminantes)  y biopesticidas  (controlan  las enfermedades, principalmente por  la 
producción de antibióticos o metabolitos antifúngicos) (Vessey, 2003; Lucy et al., 2004; Somers 
et al., 2004). 
 

2.5.1 Mecanismos empleados por los HMA para promover el crecimiento vegetal 
 
La simbiosis micorrízica arbuscular coloniza el sistema de  la raíz de muchas especies de 

plantas  y  modula  el  crecimiento  vegetal  incrementando  la  disponibilidad  de  nutrimentos, 
principalmente fósforo y en algunos casos nitrógeno. Los HMA toman los nutrimentos minerales 
del  suelo  y  los  intercambia  con  las  plantas  por  carbono  fijado  fotosintéticamente.  Este 
intercambio  contribuye  significativamente  al  reciclamiento  de  nutrientes  e  influencia  la 
productividad  primaria  en  los  ecosistemas  terrestres,  así  como  la  ecología,  la  evolución  y  la 
fisiología  de  las  plantas  (Karandashov  y  Bucher,  2005;  Govindarajulu  et  al.,  2005;  Ferrera‐
Cerrato y Alarcón, 2007; Javot et al., 2007). 
 

2.5.1.1 Absorción de nutrientes y su transporte a través del micelio extrarradical 
 

Las redes que forman las hifas extrarradicales de los HMA están posicionadas idealmente 
para  tomar  eficientemente  los  nutrientes  y  agua  del  suelo,  pero  solo  pocos  son  los 
transportadores que están  involucrados en este proceso,  incluyendo aquellos que transportan 
fosfatos,  amonio  y  zinc  (Harrison  y  Buuren,  1995; Maldonado‐Mendoza  et  al.,  2001;  López‐
Pedrosa,  2006;  González‐Guerrero  et  al.,  2005).  Debido  a  que  la  difusión  es muy  lenta,  los 
nutrientes  son movidos  en  forma  de  paquetes  entre  el micelio  extrarradical  e  intrarradical 
(Figura 2.5.1.1). 
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2.5.1.2 Carbono 
 

La  planta  controla  el  flujo  de  sacarosa  directamente  a  la  raíz  y  hasta  los  hongos.  El 
carbono (C) proveniente de  la planta es transportado al hongo a través de  las dos membranas 
de  la  interfase  simbiótica  (Figura  5.1.1).  El  C  es  liberado  primeramente  en  el  espacio 
periarbuscular  (EP),  probablemente  en  forma  de  sacarosa,  posteriormente  se  desdobla  en 
hexosas y así  son  tomadas por el hongo mediante  transportadores de monosacáridos que  se 
encuentran  en  la  membrana  plasmática  del  hongo.  Dentro  del  citoplasma  del  hongo,  las 
hexosas son convertidas en gránulos de glucógeno y gotas de lípidos de triacilglicerol (TAG), los 
cuales sirven como unidades eficaces que son transportadas a grandes distancias, a través de la 
red de hifas (Bago et al., 2003; Bago et al., 2002; Parniske, 2008). 

 
2.5.1.3 Nitrógeno 

 
A  pesar  de  la  importancia  del  nitrógeno  (N)  como  nutriente,  es muy  poco  lo  que  se 

conoce acerca de cómo los HMA lo toman y lo transfieren a toda la planta hospedero. Si bien, el 
papel  del  Pi  en  la  simbiosis  micorrízica  ha  sido  un  foco  de  atención  primario,  muchos 
experimentos sugieren que el N también puede jugar un papel muy importante en la interacción 
micorrízica. Se ha documentado que niveles significativos de N son  transferidos del HMA a  la 
raíz,  aunque  esto  no  cause  cambios  aparentes  en  el  contenido  de  N  total  de  la  planta 
(Govindarajulu et al., 2005; Javot et al., 2006). 
 

Las  fuentes  de  N  disponibles  en  el  ambiente  para  el  HMA  son  diversas,  puede  ser 
tomado en forma de amonio, nitrato y aminoácidos mediante transportadores localizados en la 
hifa  extrarradical  (Javot  et  al.,  2006). De  hecho,  ha  sido  bien  identificada  la  alta  afinidad  de 
transportadores  de  amonio  en  hifas  extra  e  intrarradicales  de  Glomus  intraradices 
(Govindarajulu  et  al.,  2005;  Lopez‐Pedrosa  et  al.,  2006).  En  las  hifas  de  los  HMA  el  N  es 
transportado  principalmente  como  arginina,  y  una  vez  dentro  de  la  hifa  intrarradical,  vía  la 
vacuola,  el  N  es  transformado  de  arginina  a  urea  y  luego  a  amonio,  y  así  es  transportado 
directamente a  toda  la planta  (Govindarajulu et al., 2005)  (figura 5.5.1). La  importancia de  la 
arginina en  la  transferencia de N esta dada porque este aminoácido representa alrededor del 
70‐90%  del  total  de  aminoácidos  presentes  en  las  hifas  extrarradicales  (Govindarajulu  et  al., 
2005;  Jin  et  al.,  2005).  Por  otro  lado,  el HMA  es  capaz  de  acelerar  la  descomposición  de  la 
materia orgánica, para así incrementar la disponibilidad de nitrato para la planta (Hodge et al., 
2001). 
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Figura  2.5.1.1  Flujo metabólico  y  transporte  a  larga  distancia  en  la micorriza  arbuscular  (MA).  El  carbono  que 
proviene de  la planta es transportado al hongo a través de dos membranas de  la  interfase simbiótica. El carbono 
primero es  liberado al espacio periarbuscular  (EPA), probablemente en  forma de  sacarosa, para desdoblarse en 
hexosas y ser absorbido por la MA a través de transportadores que atraviesan la membrana plasmática del hongo. 
Dentro  del  citoplasma  del  hongo,  las  hexosas  son  convertidas  a  gránulos  de  glicógeno  y  gotas  lipídicas  de 
triacilglicerol (TAG), los cuales sirven como unidades apropiadas para transportar a través de largas distancias por la 
red hifal.  Los nutrientes que  son  adquiridos por el hongo  a partir del  suelo  y que  son  liberados hacia  la  célula 
vegetal  tienen que atravesar  la membrana plasmática del hongo, ser  transportado  largas distancias hacia  la hifa 
intrarradical (HIR), incluyendo los arbúsculos, y subsecuentemente alcanzar el citoplasma de la planta cruzando la 
membrana plasmática del hongo y la membrana periarbuscular de la planta (MPA). El fósforo es importado por los 
transportadores de  fosfato que están presentes en  la hifa extrarradical  (HER). El fosfato es transportado hacia  la 
raíz y la HIR en la forma de gránulos de polifosfato, los cuales residen en vesículas adjuntas a la membrana. La carga 
negativa de estos gránulos probablemente  los hace vehículos transportadores para  iones metálicos y arginina. El 
fosfato es liberado de gránulos de polifosfato dentro de la HIR. El nitrógeno es absorbido como amonio, nitrato o 
aminoácidos  transportados en  la HER. En  las hifas de  la MA, el nitrógeno es  transportado principalmente  como 
arginina. Dentro de la HIR, el nitrógeno es liberado a partir de la arginina como urea y transportado directamente a 
la planta o posteriormente desdoblado a amonio (Tomado de Parniske, 2008). 
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2.5.1.4 Fósforo 
 

El intercambio de estos nutrientes entre los HMA y la planta es indispensable para que la 
simbiosis funcione. Por tanto, el intercambio de moléculas como fosfatos (Pi) y C, actúan como 
componentes  reguladores  de  la  simbiosis micorrízica  (Smith  y  Read,  1997;  Fitter,  2006).  Las 
condiciones  limitantes de P en el suelo permiten el desarrollo  intrarradical de  los hongos. Las 
hifas  de  los  HMA,  que  son  hasta  100  veces más  largas  que  los  pelos  radiculares  y  que  se 
extienden más allá de la zona de reducción, pueden proporcionar más del 80% del P total de las 
plantas  (Marschner, 1995;  Smith  y Read, 1997; Harrison, 2005; Karandashov  y Bucher, 2005; 
Javot et al., 2007) (Figura 2.5.1.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  2.5.1.4  El  P  frecuentemente  se  encuentra  en  cantidades  limitantes para  el desarrollo  vegetal, por  tanto 
muchas plantas  se asocian con HMA  (Myc) que mejoran  la nutrición con P que  intercambia con  la planta por C 
reducido. El P es tomado directamente como PO4 inorgánico (Pi), mediante transportadores de alta afinidad, como 
las  H+‐ATPasas,  y  transportes  pasivos.  El  Pi  celular  es  esencial  en  la  homeostasis  energética  desde  sus  formas 
sencillas como pirofosfatos de alta energía (1), y puentes de ester (2). Los grupos fosfato forman los componentes 
lipofílicos de muchas membranas  lipídicas  (3) y  son, por  tanto, esenciales en  la composición e  integridad de  las 
membranas. El P de los cloroplastos es necesario para la síntesis de puentes de alta energía en la fotosíntesis (4) en 
el intercambio por gliceraldehído‐3‐fostafo (G3P). En la reserva de los tejidos (5), el P es secuestrado en las reservas 
de proteína en las vacuolas (PSV) como fitato junto con minerales (Tomado de Maathuis, 2009). 
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La expresión de  la alta y baja afinidad de transportadores de Pi depende grandemente 
del  aporte  de  P.  La  presencia  de  la  simbiosis micorrízica  también  impacta  la  expresión  de 
transportadores  específicos  (Paszkowski  et  al.,  2002).  El  P  secuestrado  en  la  vacuola  es 
particularmente importante durante el desarrollo de las semillas cuando grandes cantidades de 
P y otros minerales  son almacenados en complejos de  sales de mioinositol  tales como  fitato. 
Estos están contenidos en inclusiones de reserva como cuerpos globoides de proteína dentro de 
las vacuolas (Maathuis, 2009). 
 

2.5.2 Mecanismos empleados por Azospirillum para promover el crecimiento vegetal 
 
El efecto promotor de Azospirillum en plantas, ha sido atribuido a varios mecanismos de 

acción  que  generalmente  incrementan  su  rendimiento,  y  de  los  cuales  se  han  reportado:  la 
fijación de nitrógeno, emisión de señales moleculares, producción de nitritos, incremento en la 
absorción de agua y minerales, y la producción de importantes moléculas bioactivas (putrescina, 
espermina, espermidina y cadaverina, consideradas como moléculas potencialmente capaces de 
promover el crecimiento vegetal e  incrementar el rendimiento en cultivos de  interés agrícola); 
sin embargo, su principal mecanismo reportado como promotor del crecimiento vegetal sigue 
siendo la producción de fitohormonas como las auxinas (ácido indol‐3‐acético, AIA; ácido indol‐
3‐butírico,  AIB),  el  ácido  abscísico,  el  ácido  giberélico  y  las  citocininas  (zeatina)  (Bashan  y 
Holguin, 1997; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Dobbelaere et al., 2001; Martínez‐Morales et 
al., 2003; Perrig et al., 2007).  

 
Se  ha  reportado  que  Azospirillum  sintetiza  AIA  a  partir  del  triptófano  a  través  de 

diferentes  rutas  (Aguilar‐Piedras  et  al.,  2008).  Cuantitativamente  es  la  fitohormona  más 
abundante secretada por este microorganismo, por  lo que se  le ha atribuido como el principal 
mecanismo  responsable  de  la  estimulación  del  crecimiento  de  la  raíz  y  promoción  del 
crecimiento  vegetal. Además, en  cultivos puros de Azospirillum  sp.,  se han  identificado otros 
compuestos  indólicos  de  interés,  tales  como  el  ácido  indol‐butírico  (IBA)  (Costacurta  et  al., 
1995),  indol  láctico  (Crozier  et  al.,  1988),  indol  acetamida  (Hartmann  et  al.,  1983),  indol 
acetaldehído  (Costacurta  et  al.,  1995),  indol  etanol  e  indol  metanol  (Crozier  et  al.,  1988), 
triptamina, antranilato  y otros  compuestos  indólicos no  caracterizados  aún  (Hartmann  et al., 
1983). Recientemente, se reportó que especies de A. lipoferum presentaban el gen responsable 
de  la  síntesis  de  la  enzima  ACC  desaminasa  (Blaha  et  al.,  2006),  sin  que  se  confirmara  su 
actividad biológica.  El  tema del mecanismo de  acción de  la ACC desaminasa  lo  abordaremos 
ampliamente más  adelante  (tema  2.7). Dichas  cualidades  le  han  conferido  a Azospirillum  un 
papel  trascendental  en  aplicaciones  tecnológicas  importantes  para  la  formulación  de 
inoculantes (Perrig et al., 2007). 
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2.6 Importancia de las fitohormonas 
 
El mantenimiento  de  la  forma  y  la  función  de  un  organismo multicelular  no  serían 

posibles sin una comunicación eficaz entre  las células,  los tejidos y  los órganos. En  las plantas 
superiores,  la  regulación  y  coordinación  del metabolismo,  el  crecimiento  y  la morfogénesis 
suelen depender de  señales.  Estas  señales  son moléculas  llamadas  fitohormonas, que  tienen 
efectos importantes en el desarrollo vegetal a concentraciones muy bajas (Taiz y Zeiger, 2002). 
A  continuación,  sólo  mencionaremos  brevemente,  a  tres  de  las  fitohormonas  que  son 
relevantes en este estudio: auxinas, citocininas y etileno. 

 
2.6.1 Auxinas 

 
Las auxinas son clave para muchas etapas del crecimiento y desarrollo vegetal, desde la 

embriogénesis hasta la senescencia; por ejemplo, han sido vinculadas a procesos de orientación 
del crecimiento de tallos y raíces en respuesta a la luz y a la gravedad, diferenciación de tejidos 
vasculares, dominancia apical, estimulación de la división celular, elongación de tallos y raíces e 
iniciación de las raíces laterales y adventicias (Ross et al., 2000), donde estimulan las células del 
periciclo para  iniciar  la elongación de raíces primarias y dan paso a  la organogénesis de novo, 
principalmente en el establecimiento de nuevos meristemos de las raíces laterales (Ivanchenco 
et al., 2008). Estos procesos son iniciados y mediados a través de la regulación de la expresión 
de genes. Dos  tipos de  familias de  factores  transcripcionales  son  requeridas para controlar  la 
expresión  de  genes  que  codifican  para  la  síntesis  de  auxinas:  ARF  (factores  de  respuesta)  y 
AuxRESs  (elementos  de  respuesta)  (Guilfoyle  y  Hagen,  2007).  La  arquitectura  de  raíces  es 
modificada  por:  a)  la  producción  endógena  de  auxinas,  grupo  de  compuestos  químicos 
fitoreguladores que se caracterizan por su capacidad de inducir la elongación celular del tallo en 
la región subapical y que reproducen el efecto fisiológico del ácido indol‐3‐acético (AIA), y b) por 
la estimulación ambiental,  como  la disponibilidad de agua y de nutrimentos minerales, entre 
otros (Lugtenberg y Kamilova, 2009). 

 
La actividad benéfica de las PGPR puede estar relacionada con la producción de auxinas 

o con  la solubilización de nutrimentos,  los cuales afectan  la  iniciación o el desarrollo de raíces 
laterales,  o  ambos,  lo  que  incrementa  la  capacidad  exploratoria  de  las  raíces  (Lugtenberg  y 
Kamilova,  2009).  Diversas  especies  de  PGPR  como  Azospirillum,  Bacillus,  Pseudomonas, 
Rhizobium producen auxinas como parte de su metabolismo,  incluyendo el ácido  indol acético 
(AIA), el ácido indol butírico (AIB) y sus precursores (Martínez‐Morales et al., 2003; Spaepen et 
al., 2007). 
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2.6.1.1 Biosíntesis de las auxinas en plantas 
 
El metabolismo de  las auxinas  incluye  la síntesis, degradación y desactivación del ácido 

indol‐3‐acético  (AIA). El AIA es  sintetizado a partir del aminoácido  triptófano mediante varias 
vías  (Figura  2.6.1.1),  las  cuales  involucran  al  ácido  indol‐3‐pirúvico  y  a  la  tripamina  para  la 
formación del indol‐3‐acetaldehído (Taiz y Zeiger, 2002). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 2.6.1.1. Biosíntesis de la auxina ácido indol acético en plantas (Adaptado de Taiz y Zeiger, 2002). 

 
 
2.6.2 Citocininas 

 
Las  citocininas  son  un  grupo  de  fitohormonas  móviles  producidas  por  plantas  y 

microorganismos.  La  producción  en  las  plantas  asociadas  a  los  microorganismos  ha  sido 
ampliamente documentada  (Nieto y Frankenberger, 1990; Salamone et al., 2001; Aloni et al., 
2006). Se ha reportado que  la  inoculación con bacterias capaces de producir citocininas puede 
incrementar los niveles de citocininas en el tejido de la raíz (Ortíz‐Castro et al., 2008). 

 

N

CH2 - CH - COOH

NH2

N

H

CH2 - CH2 - NH2

H

N

CH2 - C - COOH

H

O

N

CH2 - C - H

H

O

N

CH2 - COOH

H

CO2
NH3

1/2 O2

1/2 O2

CO2

NH3

1/2 O2

Triptofano

ácido indol-3-
pirúvico

Triptamina

indol-3-acetaldehído

ácido indol-3-acético

Triptofano descarboxilasa Triptofano transaminasa

Amina oxidasa

Indolpiruvato descarboxilasa

Indolacetaldehído deshidrogenasa



CAPÍTULO II 
 

M. en C. Rosalba Esquivel‐Cote  54 

 

Las citocininas  juegan un papel muy  importante en el crecimiento y desarrollo vegetal. 
Las  fuentes  de  nitrógeno  inorgánicas,  tales  como  los  nitratos,  son  el mayor  regulador  en  la 
expresión de genes de  la adenosina  fosfato‐isopentiltransferasa  (IPT), una enzima  clave en  la 
biosíntesis  de  citocininas.  La modulación  del  IPT  y  la  expresión  de  genes  involucrados  en  el 
transporte  de  nutrimentos  en  respuesta  a  los  nitratos,  sulfatos  y  fosfatos,  juegan  un  papel 
crítico en el balance de la adquisición y distribución de macronutrientes (Hirose et al., 2008). Las 
citocininas  regulan  la  senescencia  y  expansión  foliar,  dominancia  apical,  proliferación  de  las 
células de la raíz, el crecimiento de raíces primarias y la formación de callos, la germinación de 
semillas,  la  acumulación  de  clorofila,  filotaxis,  competencia  reproductiva  y  señalización 
nutrimental, además participan en el mantenimiento de las funciones del meristemo (Hirose et 
al., 2008; Taiz y Zeiger, 2002). Estas  fitohormonas son producidas por varios microorganismos 
como  los  siguientes  géneros  bacterianos:  Azospirillum,  Azotobacter,  Bacillus,  Frankia, 
Paenibacillus,  Pseudomonas,  Rhizobium  y  Streptomyces  (Greene,  1980;  Stevens  et  al.,  1988; 
Tien et al., 1988; Cacciari et al., 1989; Nieto y Frankenberger, 1990; Timmusk et al., 1999; García 
de Salamone, 2001; Ortiz‐Castro et al., 2008). 
 

2.6.2.1 Biosíntesis de las citocininas en plantas 
 
La enzima clave de  la biosíntesis de  las citocininas es  la citocinina sintasa (EC 2.5.1.50), 

que  cataliza  la  transferencia  de  un  grupo  isopentenil  a  partir  de  pirofosfato  isopentenil  a  el 
nitrógeno  N6  de  monofosfato  de  adenosina  (AMP)  (Figura  2.6.2.1).  El  producto,  i6AdoAMP 
puede convertirse a  la citocinina zeatina o  i6Ade en muchos tejidos vegetales,  las enzimas que 
catalizan estas reacciones aún no han sido caracterizadas (Taiz y Zeiger, 2002). 

 
2.6.3 Etileno 
 
El  etileno  es  una  de  las  principales  fitohormonas  responsables  de  la  regulación  y  la 

coordinación del metabolismo, desarrollo y morfogénesis vegetal. Regula la germinación de las 
semillas;  la diferenciación de  tejidos;  la  formación del parénquima de  raíces  y primordios en 
tallos y el desarrollo de yemas  laterales  (Smalle y Van Der Straeten, 1997). También  juega un 
papel muy  importante en  la regulación de  la polinización, en  la  iniciación de  la floración, en  la 
síntesis de antocianinas, en  la producción de compuestos orgánicos volátiles (responsables del 
aroma de los frutos), en la hidrólisis de productos de almacén (almidón) y en la maduración de 
frutos (Taiz y Zeiger, 2002). Además, el etileno participa en las interacciones simbióticas planta‐
microorganismo,  como  ocurre  entre  Rhizobium‐leguminosas,  donde  el  etileno  inhibe  la 
colonización y la nodulación por Rhizobium (Lynch y Brown, 1997; Spaink, 1997). 
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Figura 2.6.2.1. Biosíntesis de citocininas en plantas. Ver detalle en texto (Adaptado de Taiz y Zeiger, 2002). 

 
 
El  etileno  es  biológicamente  activo  a muy  bajas  concentraciones, menos  de  1  ppm. 

Dependiendo de su concentración, de  la naturaleza de  los procesos fisiológicos y de  la fase de 
desarrollo  de  la  planta,  puede  promover  o  inhibir  el  desarrollo  vegetal.  Por  ejemplo,  un 
mecanismo  de  defensa  de  las  plantas  ante  condiciones  de  estrés  (sequía,  anaerobiosis  por 
inundación,  calor,  frío, ataque de  fitopatógenos,  toxicidad por metales pesados, acumulación 
excesiva de amonio y potasio o la deficiencia de nutrimentos como el  nitrógeno, el fósforo, el 
calcio y el  fierro), es  incrementar  la biosíntesis de etileno; sin embargo, esto provoca efectos 
adversos en la planta, como la inhibición de la elongación de la raíz e inducción la producción y 
elongación  de  raíces  adventicias,  acelerar  la  senescencia  de  flores, promover  la  abscisión  de 
flores y frutos, y finalmente puede llegar a causar la muerte de la planta (Abeles et al., 1992). 
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2.6.3.1 Biosíntesis del etileno en plantas 
 

El  sitio  de  síntesis  y  acción  del  etileno  está  localizado  en  cualquier  tejido  vegetal,  de 
donde es  liberado fácilmente y difundido a través de  los espacios  intercelulares y por fuera de 
ellos, dada su naturaleza gaseosa (Marschner, 1995). Su producción está regulada por un amplio 
número de  factores, en  los que  se  incluyen  la  temperatura,  la  luz,  la gravedad,  la nutrición y 
otras fitohormonas (Abeles et al., 1992). 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6.3.1. Biosíntesis del etileno en plantas y degradación del ACC. Ver detalle en el texto (Adaptado de Taiz y 
Zeiger, 2002). 

 
En  plantas  superiores,  el  etileno  es  sintetizado  a  partir  del  aminoácido  L‐metionina 

(figura 6.3.1), que se encuentra en los exudados de la raíz. La metionina es activada por el ATP 
para formar S‐adenosilmetionina (SAM) (2) a través de la reacción catalizada por la enzima SAM 
sintetasa (EC 2.5.1.6) (1), la cual es inducida durante la senescencia o por condiciones de estrés 
ambiental. La SAM es convertida a ácido 1‐aminociclopropano‐1‐carboxílico (ACC) (4) mediante 
la  enzima  ACC  sintasa  (EC  4.4.1.14)  (3)  que  utiliza  piridoxal‐5‐fosfato  como  cofactor.  Dicha 
enzima  es  estimulada  por  fitohormonas,  tales  como  las  auxinas  (AIA),  las  citocininas  (Z)  y  el 
propio etileno (Figura 2.1.5). 
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Finalmente,  a  partir  del  ACC  el  etileno  es  sintetizado  por  la  enzima  dependiente  de 
fierro, ACC oxidasa (EC 1.14.17.4) (5), paso en el que además del etileno, también se producen 
CO2 y HCN (Ververidis y John, 1991). Esta reacción es dependiente del oxígeno y su síntesis se 
incrementa con el CO2. El fierro (Fe

++) actúa como cofactor y el ascorbato como cosustrato. La 
enzima ACC sintasa así como la ACC oxidasa tienen un tiempo de vida media corto y existen en 
bajas concentraciones en muchos de  los  tejidos vegetales  (Hontzeas et al., 2004). Las plantas 
pueden convertir también el ACC en N‐malonil‐ACC mediante la ACC N‐malonil transferasa. 
 

Se  ha  reportado  que  la  emergencia  e  iniciación  de  primordios  de  raíces  laterales  es 
regulada por la interacción del etileno y las auxinas. Un estudio con Arabidopsis thaliana reveló 
que,  cuando  se aplican bajas  concentraciones de ACC, existe un  incremento en  la  síntesis de 
etileno y se promueve  la  iniciación de primordios de  raíces  laterales. Cuando se aplican dosis 
altas  de  ACC  se  inhibe  fuertemente  la  habilidad  de  las  plantas  para  iniciar  la  formación  de 
primordios de  raíces  laterales, pero promueve  la  emergencia de  los primordios de  las  raíces 
laterales ya existentes. Este efecto esta correlacionado con la disminución en la longitud de las 
células del periciclo y el  incremento en el grosor de  las células de  los primordios de  las raíces 
laterales (Ivanchenko et al., 2008). 
 
 
2.7 La enzima ACC desaminasa 
 

En 1998 se sugirió que algunas rizobacterias promoven el crecimiento vegetal mediante 
la disminución de  los niveles de etileno en plantas, a  través de  la acción de una enzima que 
desamina al precursor inmediato del etileno, el ácido 1‐aminociclopropano‐1‐carboxílico (ACC): 
la enzima ACC desaminasa (EC 3.5.99.7) (Figura 2.7) (Glick et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.7 Desaminación del ácido 1‐aminociclopropano‐1‐carboxílico (ACC), precursor del etileno, por acción de la 
enzima ACC desaminasa (Tomado de Glick, 2005).  
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2.7.1 Intervención de la enzima ACC desaminasa en la biosíntesis del etileno en plantas 
 
Las rizobacterias con actividad de  la enzima ACC desaminasa promueven el crecimiento 

vegetal, no sólo por la disminución en el contenido de etileno, sino también por una generación 
de amonio producida en la rizosfera a partir del ACC (Figura 2.7.1) (Glick et al., 1998; Glick et al., 
2007), lo cual provoca que tanto las plantas como los microorganismos de la rizosfera dispongan 
de  una  fuente  extra  de  nitrógeno.  Por  tanto,  este  mecanismo  se  ha  propuesto  como  un 
elemento clave en la asociación planta‐microorganismo (Hontzeas et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.7.1 Representación esquemática del modelo propuesto mediante el cual las PGPR disminuyen los niveles 
de etileno en plantas  (mecanismo de  la enzima desaminasa del ácido 1‐aminociclopropano‐1‐carboxílico  (ACC) o 
ACC desaminasa). El ácido indol‐3‐acético (AIA) y la zeatina (Z), producidas por las PGPR a partir del triptofano (Trp) 
y de  la    adenina  (Adn),  respectivamente,  inducen  la  síntesis de  la ACC  sintasa para producir  el ACC,  el  cual  es 
transformado  a  etileno mediante  la  acción  de  la  ACC  oxidasa.  Sin  embargo,  el  ACC  exudado  por  la  planta  es 
utilizado por las PGPR para hidrolizarlo hasta α‐cetobutirato (α‐CB) y amonio (NH4

+) a través de la ACC desaminasa. 
De esta forma se mantiene el equilibrio entre los niveles de ACC interno y externo, disminuyendo la biosíntesis de 
etileno en la planta. El amonio producido es utilizado por plantas y bacterias como una alternativa más de fuente 
de nitrógeno (Modificado de Glick et al., 1998 y Madhaiyan et al., 2006). 
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2.7.2 Perfil bioquímico de la enzima ACC desaminasa 
 
La  enzima  ACC  desaminasa  es  una  enzima  multimérica,  posiblemente  en  forma  de 

dímeros o trímeros con una masa molecular entre 68 y 112 kDa y una subunidad monomérica 
de  35  a  42  kDa.  Es  una  enzima  con  un  grupo  sulfidrilo,  que  utiliza  piridoxal‐5‐fosfato  como 
cofactor esencial, el cual se une fuertemente a  la enzima (una molécula por subunidad) (Glick, 
2005).  Es  termodinámicamente  estable,  con  una  temperatura  óptima  de  30  a  35°C  y  un  pH 
óptimo de 8.0 a 8.5. Se han reportado valores de Km de la ACC desaminasa entre 1.5 y 9.2 mM 
para el ACC en diferentes microorganismos (Jacobson et al., 1994; Hontzeas et al., 2004).  
 

La actividad enzimática de la ACC desaminasa es inducida por niveles bajos (100 nM) del 
ACC, si bien no presenta una alta afinidad por este sustrato. Lo anterior presenta dos grandes 
consecuencias: la primera es que la enzima ACC oxidasa (la cual cataliza la formación de etileno 
a partir del ACC) tiene mayor afinidad por el ACC que la enzima ACC desaminasa; por tanto, una 
forma para que ésta pueda competir efectivamente con la ACC oxidasa por el ACC es mediante 
un aumento en la cantidad de ACC desaminasa disponible. Para competir ventajosamente por el 
sustrato con la ACC oxidasa, la ACC debe estar en valores de 100 a 1000 veces mayores que los 
de  la oxidasa. Dada  la  alta Km de  la desaminasa por  el ACC,  las  concentraciones milimolares 
fisiológicas de su sustrato permiten una velocidad de  la enzima proporcional a  la magnitud de 
los cambios de concentración del ACC. Adicionalmente, la inducción de la síntesis de la enzima 
por  bajas  concentraciones  de  ACC,  garantiza  la  utilización  eficiente  de  este  sustrato.  Sin 
embargo,  es  importante  considerar  que  los  niveles  de  ACC  desaminasa  en  diferentes 
microorganismos varían considerablemente, lo cual implica diversas formas de regulación de la 
actividad de  la enzima, ya sea a nivel de  la enzima misma o de  la expresión de su gen  (Glick, 
2005). 
 

2.7.3 Genética de la enzima ACC desaminasa 
 
La enzima ACC desaminasa es codificada por el gen acdS, el cual ha sido identificado con 

una  frecuencia  relativamente  alta en  varios  géneros bacterianos presentes en  la  rizosfera de 
diversos  tipos de  suelos de diferentes  zonas geográficas. Su expresión es  co‐regulada por  las 
proteínas acdR y acdB (Glick et al., 1995; Belimov et al., 2001; Blaha et al., 2006; Cheng et al., 
2008). Se ha documentado que la secuencia de nucleótidos que forman el gen acdS no es muy 
similar entre géneros bacterianos, ya que varía, incluso entre cepas del mismo género. De este 
modo, interesantemente se ha observado que, dentro de un género y especie en particular de 
un  microorganismo,  existen  algunas  cepas  que  presentan  actividad  de  la  enzima  ACC 
desaminasa  y  otras  no.  Por  ejemplo,  mientras  que  cepas  de  A.  lipoferum  han  sido 
recientemente  reportadas  por  presentar  el  gen  acdS,  otras  cepas  de  A.  brasilense  no  lo 
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presentan (Holguín y Glick, 2001; Blaha et al., 2006). Estas observaciones, y mediante un análisis 
filogenético  de  genes  acdS  conocidos  llevado  a  cabo  por  Hontzeas  y  colaboradores  (2005), 
sugieren  que  estos  genes  podrían  ser  adquiridos  mediante  transferencia  horizontal,  con 
evidencia de que los genes que codifican para la ACC desaminasa no permanezcan siempre en la 
parte integral del cromosoma del ADN del microorganismo, sino que se presente relativamente 
estable en plásmido (Glick et al., 2007). 
 

Algunos de los genes acdS identificados en bacterias, han sido aislados y usados para la 
transformación  genética,  tanto  de  plantas  como  de  bacterias  (Holguin  y  Glick,  2003).  En 
bacterias,  la  transformación  se  ha  realizado  para  aumentar  el  número  de  mecanismos 
promotores del crecimiento vegetal,  lo que se ha  logrado en cepas de Sinorhizobium meliloti, 
Mesorhizobium  lotti y Azospirillum brasilense  (Holguín y Glick, 2001; Ma et al., 2004; Nukui et 
al., 2006). En el caso de plantas, el gen acdS fue utilizado para la transformación de a) jitomate 
(Solanum lycopersicum, Solanaceae), a fin de disminuir el proceso de maduración del fruto (Klee 
et  al.,  1991;  Klee,  1993);  y  b)  canola  (Brassica  napus,  Brassicaseae),  para  incrementar  su 
tolerancia a metales pesados como cadmio, cobalto, cobre, níquel, plomo y zinc (Grichko et al., 
2000; Stearns et al., 2005).  

 
 

2.8 Bacterias que producen la enzima ACC desaminasa 
 
La enzima ACC desaminasa fue identificada por primera vez por Honma y Shimomura en 

la  levadura Hansenula  saturnus  (Honma  y  Shimomura,  1978);  a  partir  de  ello  se  ha  logrado 
identificar  en  algunos  hongos  filamentosos  como  Penicillium  citrinum  (Jia  et  al.,  1999),  y 
Trichoderma  asperellum  (Viterbo  et  al.,  2010),  pero  principalmente  en  bacterias  nativas 
asociadas a plantas de varios tipos de suelos de diversos ambientes, e incluso en el intestino de 
larvas  de  lepidópteros  (Jacobson  et  al.,  1994;  Glick  et  al.,  1995;  Belimov  et  al.,  2001; 
Indiragandhi  et  al.,  2008).  Actualmente,  se  han  reportado  38  géneros,  distribuidos  en  26 
familias bacterianas con este mecanismo de acción (Cuadros 2.8.1 – 2.8.4). En estas bacterias, el 
gen acdS ha  sido  asociado  con  la presencia de  la enzima ACC desaminasa  (Glick  et al. 1995; 
Belimov et al., 2001; Penrose y Glick, 2001; Babalola et al., 2003; Ma et al., 2003a; Mayak et al., 
2004a; Belimov et al., 2005; Madhaiyan et al., 2006). 
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Cuadro 2.8.1 Géneros bacterianos reportados con actividad ACC desaminasa del Phylum Actinobacteria 
 

Clase  Orden  Familia  Género y especie Cepa  Actividad de la ACC desaminasa  Referencia 

A
ct
in
ob

ac
te
ri
a 

A
ct
in
om

yc
et
al
es
 

Gordoniaceae  Gordonia sp. S2RP‐17  n.d. Hong et al., 2010 

Nocardiaceae  Rhodococcus sp  4N‐4  10.5±0.2 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1 Belimov et al., 2001,  
Belimov et al., 2005 

Rhodococcus sp.  Fp2  833 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1 Belimov et al., 2001 

Brevibacteriaceae  Brevibacterium halotolerans  Ps9  n.d. Sgroy et al., 2009

Brevibacterium epidermidis RS15 2.37±0.48 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Siddikee et al., 2010

Brevibacterium iodinum RS16 4.13±1.05 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Siddikee et al., 2010

Dermabacteraceae  Brachybacterium saurashtrense  JG 06 T  0.22 μmol α–CB μg‐1 proteína h‐1  Gontia et al., 2011 

Microbacteriaceae   Microbacterium sp. F10a 5.4±0.2 μmol α–CB L‐1 proteína h‐1 Sheng et al., 2009 

Micrococcaceae  Micrococcus sp.  NII‐0909 n.d. Dastager et al., 2010 

Micrococcus yunnanensis  RS222  0.82±0.09 μmol α–CB μg‐1 proteína h‐1 Siddikee et al., 2010

Streptomycetales  Streptomyces albeovinaceus  No. 41  296.26 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1 El‐Tarabily, 2008 

Streptomyces atrovirens  No. 26  176.44 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1 El‐Tarabily, 2008 

Streptomyces filipinensis  No. 15  388.57 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1 El‐Tarabily, 2008 

Streptomyces sp.  No. 61  354.94 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1 El‐Tarabily, 2008 

α–CB: α–cetobutirato; n.d.=no determinado, la cepa fue transformada genéticamente o fue seleccionada por su desarrollo en medio mineral adicionado con el 
compuesto ACC como única fuente de nitrógeno. 
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Cuadro 2.8.2 Géneros bacterianos reportados con actividad ACC desaminasa del Phylum Firmicutes 
 

Clase  Orden  Familia Género y especie  Cepa Actividad de la ACC desaminasa  Referencia

Ba
ci
lli
 

Ba
ci
lla
le
s 

Bacillaceae  Bacillus pumilus  Fp1 760 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1 Belimov et al., 2001 

Bacillus circulans  DUC1  2.24×10–9±4.64 × 10–11 nkat mg‐1 proteína  Ghosh et al., 2003 

Bacillus firmus  DUC2  2.30×10–9±5.57×10–11 nkat mg‐1 proteína  Ghosh et al., 2003 

Bacillus globisporus  DUC3  2.28×10–9±5.10×10–11 nkat mg‐1  Ghosh et al., 2003 

Bacillus stratosphericus  RS233  1.93±0.54 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Siddikee et al., 2010 

Lysinibacillus fusiformis  Ps7 n.d.  Sgroy et al., 2009

Paenibacillaceae  Paenibacillus sp.  RFNB4  130±1.25 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Islam et al., 2009 

α–CB: α–cetobutirato; n.d.=no determinado, la cepa fue transformada genéticamente o fue seleccionada por su desarrollo en medio mineral adicionado con el 
compuesto ACC como única fuente de nitrógeno. 
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Cuadro 2.8.3a Géneros bacterianos reportados con actividad ACC desaminasa del Phylum Proteobacteria 
 
Clase  Orden  Familia  Género y especie  Cepa  Actividad de la ACC desaminasa  Referencia 

A
lfa

‐p
ro
te
ob

ac
te
ria

 

Ca
ul
o 

Ba
ct
e 

ra
le
s 

Caulobacteraceae  Brevundimonas sp.  RFNB32 68.9±0.46 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1 Islam et al., 2009 

Brevundimonas sp.   RFNB15  126±0.75 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Islam et al., 2010 

Rh
iz
ob

ia
le
s 

Bradyrhizobiaceaae  Bradyrhizobium japonicum  USDA110 n. d.   Wei et al., 2008 

Methylobacteriaceae  Methylobacterium oryzae  CBMB20  94.48±6.83 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Madhaiyan  et  al.,  2006; 
2007 

Methylobacterium sp CBMB110  24.74±4.12 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Madhaiyan et al., 2006

Phyllobacteriaceae  Mesorhizobium lotti  MAFF303099  n. d.  Nukui et al., 2006 

Rhizobiaceae  Sinorhizobium meliloti  Rm1021  n. d.  Ma et al., 2004 

Agrobacterium tumefaciens  CBCEN26 75.5±3.18 nmol α–CB mg‐1 proteína min‐1  Yim et al., 2009 

Rhizobium gallicum   PB2   82 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1 Duan et al., 2009 

Rhizobium leguminosarum  128C53K  1.06±0.17 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Ma  et  al.,  2003a; Ma  et 
al., 2003b 

Xanthobacteraceae  Azorhizobium sp.  RFNB31  186.8±2.77 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Islam et al., 2009 

Rh
od

os
 

pi
ri
lla
le
s 

Rhodospirillaceae  Azospirillum lipoferum CRT1  n. d. Blaha et al., 2006 

Azospirillum lipoferum  4B  n. d.  Blaha et al., 2006 

Azospirillum lipoferum  CN1  n. d.  Blaha et al., 2006 

Azospirillum lipoferum N4  n. d. Blaha et al., 2006 

Sp
hi
ng
o 

m
on

ad
al
e

s 

Sphingomonadaceae  Sphingomonas sp.  RFNB22 220.6±1.18 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Islam et al., 2009 

α–CB: α–cetobutirato; n.d.=no determinado, la cepa fue transformada genéticamente o fue seleccionada por su desarrollo en medio mineral adicionado con el 
compuesto ACC como única fuente de nitrógeno. 
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Cuadro 2.8.3b Géneros bacterianos reportados con actividad ACC desaminasa del Phylum Proteobacteria 
 
Clase  Orden  Familia  Género y especie Cepa Actividad de la ACC desaminasa Referencia

Be
ta
‐p
ro
te
ob

ac
te
ri
a 

Bu
rk
ho

ld
er
ia
le
s 

Alcaligenaceae  Achromobacter piechaudii  ARV8  n. d.  Mayak  et  al.,  2004a; 
2004b 

Achromobacter sp. GKA1  3.89±0.25 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1   Govindasamy et al., 2008 

Alcaligenes xylosoxidans  Cm3  555 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2001 

Alcaligenes xylosoxidans  Cm4  151 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2001 

Alcaligenes xylosoxidans  Ep3  305 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2001 

Alcaligenes sp.  Cm1  1172 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2001 

Burkholderiaceae  Burkholderia sp MSSP 0.45 IU ml‐1 después de 72 h  Pandey et al., 2005 

Burkholderia phyitofirmans  PsJN  4032±108 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Sun et al., 2009 

Comamonadaceae  Acidovorax facilis AY197008 0.7±0.1 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2005 

Variovorax paradoxus 2C‐1  6.20±0.10 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Belimov  et  al.,  2001; 
Belimov et al., 2005 

Variovorax paradoxus  2P‐1  6.40±0.10 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2005 

Variovorax paradoxus 3C‐3  9.40±0.80 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2005 

Variovorax paradoxus Bm2  209 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2001 

Oxalobacteraceae  Herbaspirillum frisingense  GSF30(T)  n. d.  Rothballer et al., 2008

M
et
hy
lo
ph

ila
le
s 

Methylophilaceae  Methylophilus rhizosphaerae  CBMB127(T), 
CBMB145 

n.d.  Madhaiyan et al., 2009 

Methylophilus methylotrophus  CBMB147  n.d.  Madhaiyan et al., 2009 

α–CB: α–cetobutirato; n.d.=no determinado, la cepa fue transformada genéticamente o fue seleccionada por su desarrollo en medio mineral adicionado con el 
compuesto ACC como única fuente de nitrógeno. 
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Cuadro 2.8.3c Géneros bacterianos reportados con actividad ACC desaminasa del Phylum Proteobacteria 
 
Clase  Orden Familia  Género y especie  Cepa  Actividad de la ACC desaminasa  Referencia

G
am

m
a‐
pr
ot
eo

ba
ct
er
ia
 

En
te
ro
ba
ct
er
ia
le
s 

Enterobacteriaceae  Enterobacter cloacae  CAL2  4.13±0.08 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Shah et al., 1998 

Enterobacter cloacae  UW4  2.43±0.04 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Holguin  y  Glick,  2001;  Li 
et al., 2001 

Escherichia coli   pRKACC  1.74±0.06 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Holguin y Glick, 2001 

Klebsiella oxytoca 10MKR7  n. d.  Babalola et al., 2003

Kluyvera ascorbata  SUD165  26 nmol NH3  g
‐1 biomasa h‐1, 31.4 nmol 

α–KB mg‐1 proteína h‐1 
Burd et al., 1998; 2000 

Rahnella aquatilis  NBRI K3  7.5±0.5 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Kumar et al., 2009 

Serratia proteamaculans  M35  276±16 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Zahir et al., 2009 

Ps
eu

do
m
on

ad
al
es
 

Moraxellaceae  Acinetobacter rhizosphaerae  BIHB 723  n. d.  Gulati et al., 2009 

Psychrobacter sp.   SN9  19±2 Mmol α–CB mg‐1  h‐1  Ma et al., 2009 

Pseudomonadaceae  Pseudomonas brassicacearum  Am3  1073 nmol NH4
+ mg‐1 h‐1  Belimov et al., 2001 

Pseudomonas entomophila  PS‐PJH  23.8±0.4 μmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Kamala‐Kannan  et  al., 
2010 

Pseudomonas fluorescens  TDK1   n.d.  Saravanakumar  y 
Samiyappan, 2007 

Pseudomonas marginalis Dp1  890 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1 Belimov et al., 2001 

Pseudomonas oryzihabitans  Ep4  537 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1 Belimov et al., 2001 

Pseudomonas putida   UW4  544 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2001 

Pseudomonas putida  Am2  380 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1  Belimov et al., 2001 

Pseudomonas putida  Bm3  972 nmol NH4
+ mg‐1 proteína h‐1 Belimov et al., 2001 

Pseudomonas sp.  Ep2   n.d.  Belimov et al., 2001 

Xa
nt
ho

 

m
on

ad
al
es
  Xanthomonadaceae  Xanthomonas sp.  RFNB24  118.8±0.69 nmol α–CB mg‐1 proteína h‐1  Islam et al., 2009 

α–CB: α–cetobutirato; n.d.=no determinado, la cepa fue transformada genéticamente o fue seleccionada por su desarrollo en medio mineral adicionado con el 
compuesto ACC como única fuente de nitrógeno. 
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Cuadro 2.8.4 Géneros bacterianos reportados con actividad ACC desaminasa del Phylum Bacteroidetes 
 
Clase  Orden  Familia Género y especie  Cepa Actividad de la ACC desaminasa Referencia 

Fl
av
ob

ac
te
ri
a 

Fl
av
ob

ac
te
ria

le
s 

Flavobacteriaceae  Chryseobacterium aquaticum  PUPC1  n.d. 
Gandhi‐Pragash et al., 
2009 

α–CB: α–cetobutirato; n.d.=no determinado, la cepa fue transformada genéticamente o fue seleccionada por su desarrollo en medio mineral adicionado con el 
compuesto ACC como única fuente de nitrógeno. 
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A pesar de que el compuesto ACC ha sido identificado dentro de los exudados de la raíz, 
la  enzima  ACC  desaminasa  no  había  sido  identificada  en  plantas;  sin  embargo,  en  2009,  se 
reportó la presencia de ésta en extractos de plantas de Arabidopsis y de jitomate (McDonnell et 
al.,  2009;  Plett  et  al.,  2009).  Lo  anterior  sugiere  que  existe  una  transferencia  de  genes  acdS 
entre plantas y bacteria, sean éstas últimas de efecto promotor del crecimiento o patogénico 
para la planta (Blaha et al., 2006). 

 
2.8.1 Importancia de la inoculación de plantas con bacterias productoras de la ACC 

desaminasa 
 
Las bacterias del suelo que contienen a la enzima ACC desaminasa juegan un papel muy 

importante en el desarrollo de plantas expuestas a factores de estrés biótico y abiótico, ya que 
facilitan la absorción de nutrimentos y agua, incrementando así la biomasa y el rendimiento de 
los  cultivos.  Su  efecto  depende  significativamente  de  varios  factores,  por  ejemplo  el  estatus 
nutrimental de la planta y el abuso de las prácticas agrícolas (Morgan y Drew, 1997; Belimov et 
al., 2002; Castro‐Sowinski et al., 2007). A continuación se mencionan algunos efectos benéficos 
de la inoculación en plantas con algunas cepas PGPR‐ACC desaminasa nativas o transformadas. 

 
2.8.1.1 Estrés hídrico por salinidad 

 
La bacteria Pseudomonas  fluorescens TDK1, proporciona  resistencia al estrés  salino en 

plantas  de  cacahuate  (Arachis  hypogea,  Fabaceae),  incrementando  la  producción  del  cultivo 
(Saravanakumar y Samiyappa, 2007). 
 

La bacteria Achromobacter piechaudii ARV8  favorece  la eficiencia del uso del agua, ya 
que reduce  la producción de etileno e  incrementa significativamente el peso  fresco y seco de 
plantas  de  jitomate  y  de  pimiento  (Capsicum  annuum,  Solanaceae)  en  presencia  de  altas 
concentraciones  de  NaCl.  En  un  ambiente  con  escasez  de  agua,  A.  piechaudii  mejora 
significativamente  la  recuperación de  las plantas de  jitomate  cuando el  riego es  restablecido 
(Mayak et al., 2004a; Mayak et al., 2004b). 

 
2.8.1.2 Estrés anaeróbico 

 
Las  cepas  Enterobacter  cloacae  UW4,  E.  cloacae  CAL2,  y  Pseudomonas  putida 

ATCC17399/pRKACC  (genéticamente  transformada),  protegen  eficazmente  a  plantas  de 
jitomate  contra  el  estrés  por  inundación  o  anaeróbico;  promueven  significativamente  el 
desarrollo vegetal, aumentan la cantidad de clorofila en las hojas y decrecen sustancialmente la 
producción foliar de etileno (Grichko y Glick, 2001a; Grichko y Glick, 2001b). 
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2.8.1.3 Ataque de plantas por fitopatógenos 
 

La  reducción de  la biosíntesis del etileno en plantas de  jitomate  transformadas  con el 
gen  de  la  enzima  ACC  desaminasa  de  la  bacteria  Enterobacter  cloacae  UW4  disminuye  los 
síntomas  de  la  enfermedad  causada  por  el  hongo  fitopatógeno  Verticillium  (Robison  et  al., 
2001). 
 

La  bacteria  Pseudomonas  brassicacearum  Am3,  puede  mostrar  tanto  propiedades 
patogénicas como de PGPR en su interacción con plantas de jitomate (Belimov et al., 2007). 

 
2.8.1.4 Contaminación del suelo por metales pesados e hidrocarburos 

 
Se ha reportado que las plantas de canola y jitomate inoculadas con Kluyvera ascorbata 

SUD165,  crecen  en  altas  concentraciones  de  cloruro  de  níquel,  disminuyendo  los  niveles  de 
etileno  producidos  por  el  estrés  inducido  por  la  presencia  del metal  (Burd  et  al.,  1998).  Las 
plantas transgénicas de canola que expresan el gen que codifica para la enzima ACC desaminasa 
de  la  bacteria  Enterobacter  cloacae  UW4,  presentan  la  capacidad  de  crecer  en  altas 
concentraciones  de  arsenato  y  de  níquel  en  el  suelo,  además  de  acumular  este metal  en  el 
tejido  vegetal.  La bacteria  Enterobacter  cloacae CAL2,  facilita  la promoción del desarrollo de 
plantas  de  canola  transformadas  y  no  transformadas,  en  presencia  de  arsenato  (Nie  et  al., 
2002). En tanto que, cuando son  inoculadas con   Pseudomonas putida HS‐2, aislada de suelos 
contaminados con níquel,  incrementan significativamente su biomasa y favorecen  la absorción 
de níquel en raíces y follaje. De hecho, estos resultados han catalogado a la cepa HS‐2 como una 
candidata  potencial  para  ser  usada  tanto  en  protocolos  para  biorremediación  como  para 
promover el desarrollo vegetal (Rodríguez et al., 2008). 
 

La  bacteria  Pseudomonas  asplenii  AC,  genéticamente  transformada,  incrementa  la 
germinación  y  el  desarrollo  vegetal  de  plantas  de  carrizo  (Phragmites  australis,  Poaceae)  en 
presencia de  cobre e hidrocarburos  aromáticos  como  la  creosota, un hecho muy  importante 
para el área de la fitorremediación porque el carrizo es una planta tradicionalmente usada para 
depurar aguas residuales, ya que es tolerante a metales pesados (Reed et al., 2005).  
 

Plantas  transgénicas de  jitomate que expresan  la enzima ACC desaminasa  (controladas 
por  el  promotor  PRB‐1b),  acumulan  una  gran  cantidad  de metal  dentro  del  tejido  vegetal  y 
disminuyen el efecto deletéreo de metales pesados  como Cd, Co, Cu, Mg, Ni, Pb o  Zn en el 
desarrollo de la planta, en comparación con las plantas no transgénicas (Grichko et al., 2000). 

 



CAPÍTULO II 
 

M. en C. Rosalba Esquivel‐Cote  69 

 

Especies como Alcaligenes xylosoxidans, Alcaligenes sp., Bacillus pumilus, Pseudomonas 
brassicacearum,  Pseudomonas marginalis,  Pseudomonas  oryzihabitans,  Pseudomonas  putida, 
Pseudomonas  sp.,  Rhodococcus  sp.  y  Variovorax  paradoxus,  estimulan  la  germinación  de 
plántulas de mostaza parda (Brassica juncea, Brassicaceae) y canola. Además, son tolerantes a la 
toxicidad de cadmio y estimulan la elongación de la raíz en plántulas de canola (Belimov et al., 
2001).  Bacterias  modificadas  genéticamente  para  expresar  la  actividad  ACC  desaminasa 
mejoran la degradación de tolueno en plantas (Glick, 2004). 

 
2.8.1.5 Deficiencia nutrimental y aplicación de fertilizantes 

 
Algunas PGPR que tienen la capacidad de sintetizar la enzima ACC desaminasa favorecen 

la  sobrevivencia  de  plántulas,  protegiéndolas  contra  los  efectos  inhibitorios  provocados  por 
altas o bajas concentraciones de nutrimentos (Abeles et al., 1992; Lynch y Brown, 1997; Belimov 
et al., 2002; Shaharoona et al., 2008). 
 

La bacteria Pseudomonas fluorescens biotipo G (N3) mejora el desarrollo y rendimiento 
de plantas de maíz  (Zea mays, Poaceae) en presencia de  fertilizante nitrogenado aplicado en 
dosis óptimas (Saharoona et al., 2006). 
 

Ha sido documentado que, en presencia de dosis óptimas o apropiadas de fertilizantes 
nitrogenado, la inoculación con PGPR capaces de sintetizar la enzima ACC desaminasa mejora el 
desarrollo y rendimiento de  las plantas  inoculadas (Tahir et al., 2006; Shaharoona et al., 2006; 
Shaharoona et al., 2008). Un importante efecto de la inoculación con PGPR‐ACC desaminasa es 
la reducción en la aplicación de nitrógeno inorgánico que requieren los sistemas agrícolas. 
 

2.8.2 Inoculación de plantas con bacterias productoras de ACC desaminasa y HMA 
 

El efecto producido por la inoculación conjunta de bacterias ACC desaminasa y HMA ha 
sido estudiado muy poco. Se ha  reportado que  la  inoculación de plantas de pepino  (Cucumis 
sativus, Cucurbitaceae) con Pseudomonas putida UW4 y el HMA Gigaspora rosea BEG9 inducen 
efectos  sinérgicos  en  la  biomasa  vegetal,  la  longitud  de  la  raíz,  el  área  foliar  y  la  actividad 
fotosintética; además  se demostró que Pseudomonas putida UW4  incrementa  la colonización 
de Gigaspora  rosea BEG9 en  raíces  (Gamalero et al., 2008). Este mismo efecto  se observó al 
someter a las plantas al estrés hídrico por salinidad (Gamalero et al., 2010). Lo anterior sugiere 
que  existe  un  papel muy  importante  de  la  enzima  ACC  desaminasa  en  el  establecimiento  y 
desarrollo de la simbiosis micorrízica. 
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JUSTIFICACIÓN 
 
 

Dentro de los mecanismos que los microorganismos benéficos utilizan para promover el 
crecimiento  vegetal,  algunos  como  la  fijación  de  nitrógeno,  la  solubilización  de  fósforo,  la 
producción de la auxina ácido indol acético, la de sideróforos y la de sustancias antimicrobianas 
han sido de las más estudiadas. No obstante, existen aún muchas interrogantes acerca de cómo 
estos microorganismos  (rizobacterias  u  hongos micorrízicos)  benefician  el  crecimiento  de  las 
plantas. A este respecto, el estudio de la enzima ACC desaminasa ha sido muy relevante en los 
últimos  años,  ya  que  es  el  mecanismo  mediante  el  cual  las  rizobacterias  disminuyen  la 
concentración  de  etileno  generado  en  plantas  cultivadas  en  condiciones  ambientales 
desfavorables  (salinidad,  sequía,  heladas,  inundación,  contaminación).  El  etileno,  es  una 
fitohormona producida naturalmente por las plantas para su óptimo desarrollo, sin embargo, su 
sobreproducción provoca cambios tan importantes en su fisiología que pueden llegar a causar la 
muerte de la planta. 
 

Azospirillum, es uno de los género mejor caracterizados como promotor del crecimiento 
vegetal,  y  en  el  cual  se  han  identificado  varios  de  los  mecanismos    para  promover  tal 
crecimiento;  sin  embargo,  no  se  sabe  con  certeza  si  presenta  actividad  de  la  enzima  ACC 
desaminasa. A este respecto, Blaha y su grupo de colaboradores (2006) publicaron la presencia 
del gen acdS, que codifica para la enzima ACC desaminasa, en cepas de A. lipoferum, aisladas de 
suelos de Israel; pero en esos estudios no se demostró la actividad biológica de la enzima.  
 

Por otro  lado,  en  las últimas décadas,  el uso  constante  y  excesivo de  los  fertilizantes 
químicos  en  campo  para  favorecer  el  crecimiento  vegetal  y  producción  de  los  cultivos,  ha 
generado  severos  problemas  ambientales  y  económicos,  en  México  y  en  otras  partes  del 
mundo.  
 

En este contexto, este trabajo de tesis se propuso evaluar  la capacidad de A.  lipoferum 
para sintetizar la enzima ACC desaminasa. Para ello se identificará el gen acdS, y se evaluará la 
actividad enzimática en el crecimiento de plantas cultivadas en sustratos fertilizados con dosis 
reducidas de fertilizante nitrogenado, teniendo al respecto como único antecedente inmediato 
el  trabajo de Blaha  y  colaboradores  (2006). Así mismo,  se  evaluará el  efecto  sinérgico de A. 
lipoferum (AZm5) con los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) en el crecimiento de plantas 
de jitomate. 
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De acuerdo a lo anterior en este estudio se generó la siguiente hipótesis, y se propuso el 
siguiente objetivo: 
 
 

HIPÓTESIS 
 

• La  inoculación  de  plantas  de  jitomate  inoculadas  con  Azospirillum,  incrementarán  su 
crecimiento y producción, en condiciones reducidas de nitrógeno. Los mecanismos que 
empleará  Azospirillum  para  promover  tal  efecto  serán  la  fijación  de  nitrógeno,  la 
producción de  fitohormonas y  la actividad de  la enzima ACC desaminasa. Así mismo el 
efecto  en  el  crecimiento  de  las  plantas  será  incrementado  por  la  co‐inoculación  de 
Azospirillum y de HMA. 

 
 

OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el papel de Azospirillum y HMA en el crecimiento y  la producción de  jitomate y 
su mecanismo de acción. 
 
 

METAS 
 

• Aportar  información  acerca de  los principales mecanismos de  acción que Azospirillum 
utiliza para favorecen el crecimiento vegetal y su acción conjunta con los HMA. 

 
• Contribuir a la producción sostenible de frutos de jitomate, con la sustitución parcial del 

uso de fertilizantes químicos por el de inoculantes microbianos, a base de Azospirillum y 
HMA. 
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CAPÍTULO III 

Azospirillum lipoferum strain AZm5 
containing l-aminocyclopropane-l
carboxylic acid deaminase improves early 
growth of tomato seedlings under nitrogen 
dejiciency 
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PI .. , So~ (20 10) 337:6S-7S 

001 10.1007/11 1104-010-049\1 ·7 

REGULAR ARllCLE 

Azospirillullt lipoferullt stntin AZm5 contltining 
l-aminocycloprop~lnC-I-c~lrboxyLic acid dcaminasc improvcs 
carlv CJrowth of tomato sccdlin"s undcr nitro"cn dcficicncl' 

.' '" '" '" . 
~o",l ba ~;"I U ¡"d-CO I " · Itosa o\)"ria Ihm¡rn-Gama· 
G uadalu pc Tm~ul¡i-~ "~·c, · Alma Ol1ur <>-Sl'):o'ü· I'ilar lI uamc 

R",c;"'ro: j! M:m:h 2O!0 / A",<pIro: 16 Ju!y 2010 I p.j,!i>ho:l <>nli",,: 9 ScpIcrnbcf 201 O 
lO SpinlP' Scic""c+Busi""", Media BY 20 10 

Ab .. n r! In thi •• tudy wc .... aluatcd the ability oftwo 
wild "",ins of Á ~MpiriIJ,,,,,, Á. tipofen"" AZm5 and 
Á , /)rasilense VS9, lo prodtrC ACC dcanúnase. Wc 

le<led!he effecn ofa deficimcy and mcruurn do""" of 
nitro~nollS fcrtilizc", on the growth and phy.iology 
of 10malO plarn (Lyoopersioon e.""u/enrun, Mill ev. 
ACE Vf 55) inoculatoo with both kospirill,m, "",in. 
indcpendently. Tomato plan" were evalualCd by root 
elongation as"')' and grO\\'n in fKIl ""il culture with 
diffc",m nitrogen k"\'els (O kg N ha-' and 170 kg N 
ha-' ). Thc root:shoot 13io (R:S) and ""me ccophy.· 
iological uaits were det<Tmined afier 42 <lays of plam 
growth. Resuh •• howoo \'ery diffc",m physiological 
charactcristic. in both suains. Vi" found th",e relevant 
aspccl!! rdated lo lhe AZm5 suain: it prodtres high 
amounl!! of cy1okinin •. it coouin. !he gme acdS, 

Rcsj>,,,,,ible Edi" " Pctcr A.H. Ba\:let. 

R. E.qui",!-CD1e (~) . A Orozro&g<»';,,' P. Huanr 
Dcp_""""" de [""Iogl. Fu..,.",.!. Labon,cri" 
dc Ecofisiologla VegC1a1. ! nslÍfU10 de Eco logía . 
Un;",ct3i<bd No.ciono.! Au"mo ma de McxÍ<o.. 
),l<':<Í<<>. DF 04S10 . Me";eo 
e ..... i!: ""'!"Or@oetvi<lo'U'llffi."", 

R. M. Rami",z.GaH'll . G. T"",*i .R")"es 
Dcp ... """"o de Biol"ll Íl.. uoo.-.orio de Microlliologia 
E".xpctWnrn .. !' Fa:uhd de QuOniea. Uni,tni<bd Naciona! 
Aun n""," de M<':<Í<<>. 
M<':<Í<o . DF o-IS 10 . Me";eo 

which mcodcs ACC dcaminase, and it pmmotcs plant 
gmwth. We ", .. dude tbat AZm5 maybe useful lo 
incrcase N upuke in N.doficienl ""il by production of 
cytokinins and the promotion of ACC dcaminase 
activity, which fa\'ored lcaf ""pansion and higher lcm 
N in,"csnnem. Thereforc, for tomalO cuhure, a 
simulunoous biofenilization with AZm5 and a r<"la
ti",ly low fenilil3tioo with N (170 kg N ha-' ) lo 
pro1TKJ(C AZm5 activity could be advamagcollS. 

Kc~'" ord , ACC doaminase· kospirilfunr · 
Nitroscn· Tomato 

Inl rud ur lion 

Á:Dspirillunr i. one of the bcst-knov.n plam.gmwth. 
promoting rhizooocrria (PCiPR) gen ..... (Stcmhood! 
and Vandcrlcyden 2000). Suitable for use a. a 
biofenilÍ>rr, tlús !'GPR is cap:i>le of influencing the 
grovo'lh and yield ofnurneroos plants specics, many of 
whirlo have agrooonúc and erological significance 
(Basban et al. 2004: Hamnann and Bashan 2(09). 
The stimulal<Jl"Y effect of Á~"spirill,m, has been 
anributed lo several mcchanisms thal evcntually 
increase plant }ield, induding il!! ability to produce 
V"';OllS ph)tohormoocs (indole.3.acctic acid, z"",in. 
gibb"",llic ""id abscisic aeid ethylmc) and im¡xnant 
biooctive moIcrulcs (purre,.;inc, spcnTÚne, spamidinc. 
cada",rine), lo flX biological nitrogen, and to enhance 
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wa ter and mineral uptake by plant, (Dobbcl""re <'1: al . 
2001 ; Perrig et al 2007). A:»spirillum inoculation 
improvc. plant g""''lh in !he pres,,,,,,,, of <JPtimum and 
mooium do<c< of nilmgenoos fer1Íl~", (Ka[XJlnik et 
al. 1981; Bhanarai ,.,d He .. 1998: Gadagi el al. 2(04). 

In tomalo (Lycopenicon e<cwena"" L.) plams inocu. 
lIlw wilh Azu>p' n·¡¡ulII. im .. ~""". ilJ 1~lJg,h. nllllIJ O: 
and hio,""". of root, rrumber of lcavcs. srm ruarnel:er, 
shool height and plam bvma,., have be<.-n dorurnm ted 

(Ba~an 1989: TerT)' et al. 2005; Ribaurn el: al. 2(1)6). 
Ha", ...... er. the mechani "'lS of kospirill,,,,, cootribution 
10 plam gr<mth proolO(ioo llI"<" still poorly undcr<tood. 

In 1998 it W:ti suggcstoo that !'GPR promole the 
g""'1h of pl,.,ts and lower eth,lene le ... ds by the 
actioo ofthe l .arnino<ydopropane. l-carboxylic ""id 
(ACC) deaminase en;zyme. ",hich can deave ACC, 
the immooiate precuroor of eth)·len<> (Glick et al. 
1998). Ethylm e is impon,.,t for normal develop""'nt 
in [llants as well as for their ",sponse ro stress, for 
example. ""treme Hmperalures. túgh ... linity. drough~ 
arndiorntion and pathogm infcctioo (Glick el: al. 
2007). Al"" PGPR containing ACC deaminase may 
enhance seedling su";,,,l, protecting plan.'> against 
the inhibitory efTects ofhigh or lo·". coocmtrnlÍons of 
nutrim ts (Abeles el al. 1992; Lynch,.,d Orown 1997; 

Shaharoona el al. 20(8). 
!'GPR thatcootain ACCdcamin..., playasignific,.,t 

role in phyro",mooiatioo of rontaminated soi~ (Glick 
2003). lt has also bc<.-n docurnmted that, evm in !he 
p"'senec of oplmum or appmpriate do"," of nitrog.,.. 
noos fenilízcr<. inorulatioo with !'GPR rontllinÍflg 
ACC deaminase improves the gro"th and yield of 
inoculatcd pIants (f~ir et al. 2006; Shaharoona <'1: al . 
2006. 20(8). An i~m effect of PGPR ino<;ulatioo 
is a roo.trtioo in inOl"ganic N ap¡>licatioo ncedoo in 
agricultural syst .. .".. 

The ellZ)1lIe ACC deamina", has bcm foond in a 
wide nrngeof!'GPIl strh as !he g"" ... ",Achromoboc/er, 
Acido,·onn , AlcoJigenes . Baciflus. En/embac/er, 
KI"¡'sieJla. Mah)"lobacterium. Pseudolltonas, Rhtcobi

''''', ,.,d ¡i1riawrm . In m.-", bacuria. !he aalS gene 
has bcen associar<! with !he prcsmce of the mZ)-TIr 
ACC dcam" a", (Glick et al. 1995: Ilelirrvv et al . 
2001; Pm""",,.,d Glick 2001; Blbalola et al. 2003; 
Ma et al. 2003; Ma)'<lk et al . 2(l1:M; BelirrD~ ct al 2005; 
Madhaiyan et al. 2(06). Jt ha, bcen I'",viously 
dorurnm too tbat son .. mmlbc~ (}f A:»spirillutll sJ>. 
rn not produce ACC deamina", gene (Kmde 1993; 
Holguin and Glick 2001). Ha .... eve~ Blaha et al . (2006) 

PiolO So>il (2010) 117:1iS_7S 

refOMed the p",smce of !he ACC deamÍlla<c gme 
(aai'.) in wild strnins of A. lipofen"" isolated fmm soil 
in Pakistan. In additioo. our slUdie. with so~ of crup" 
from the Mc"luitll Valley in /o.1exico detecta! ACC 
dcaminase activity in A. lipofenlm strnins i",latoo from 

the rhiz""phere (Esq!J¡"·d-Cote 2(02 ); rowcver. 1""'"'" 
~ ' '''~ uf~" ucJS ge '"' W& lIuI ~Y~I .... tW. 

In this study we cv .. luated th ... presence of the 
ACC dearninase gene (acd~) in a .... ild stl<lÍn of A. 

lipoferom. AZm5. isolatcd from a N-enrid>cd crop 
soi!. and we testcd !he ability of this strain to 
produce ACC deaminase. Wc also tested th. effccts 
of a defici m cy of and meruurn doscs of nitrogenous 
fcnilize~ on plant growth and physiology ÍII tomato 
plants inocu1.atcd with A. lipoforom AZm5. 

We hyJ>Othcsízed that A. lipofonlm AZm5 oonlaÍn-
ing ACC deaminase activity would impm\"e the 
gro"1h and physiology of tomato (Lycopersican 
escwmrum MilI.) p1.ams under a dcliciency of and 
medíum do"," of nitrogenous fenili>r~. This im· 
pro\"cmem i. relev,.,t for the prodtrtion of tomato. 
which is one of the most popular ,.,d widelv gro",. 
vegetable. in the world (USIJA 2008) and ono ofthe 
most ecooomically importan! hooiculnral vq:etablcs 
in Mexico (SIAl' 20(9 ). Tornato plants require !he 
adrution of túgh do"," of nitrogenoo. fenili,..", (150-
450 kg ha - '), which nBy have lO,,;c efTects in soil and 
.... ater. 

Bacterial SlTains 

Sorne of Ihe A~ospirillum .t",in ..... ere initially 
iso1.ated from the mízosphere of seve",l erars g""' .• 
ing under different environmental conditions in 
Me";ro. lbe A. lipoforotll strnin AZm5 was iso1.atoo 
from maíze (Zea may .. L ) plants cultivatoo in soils 
comaminatcd by irrigation wilh wastewatcr mriched 
with N fenilíze~ in Valle dd Mezquital, State of 
Hidalgo. The A. hrosilmse <;train VS9 w"s iso1.atoo 
from sorghum (SarglUltll sp.) plants cultivated in non-
contllminatoo soils in Valle de Samiago. State of 
Guanajuato (Esquiwl-Cote 2(02). Afler isolatioo. the 
bacteria w<re gro"" in 100 mI Nf B liquid mcruum 
(Dóbe",iner et al. 1976) supplmlentoo with NH. Cl 
(1 g 1- '). lbe flash w= incubated 00 a rotary shaker 

at 150 rpm at 34±2"C fOl" 48 h. 
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PI .. , S<>~ (2!110) J37:6S-7S 

Physiological ehacact ... ristie. of ,cospirillum Stnl.in. 

I'roductioo of indole ""etie ""id (lA A), indole butyric 
acid (I BA ), giberellie ""id (GA), /raM_zeatin (,_Z) 
lUId /ralls_""atin ribosKr (,.ZR) was derermincd al'!...r 

b""",ria were incubatOO for 48 h, acrording to the 
plttoeol described by 1",n et al. (1 979). IAA, IBA, 
GA, I-Z ,.,d I_ZR rrodu<:tioo was det ..... ined by 
HPLC as follo\\'5: ¡AA, IBA. GA, I-Z ,.,d ¡_ZR were 

separatcd on a Zorbax 300 C,. re"e"", phase eolmm 
of 4.6 mm~ 15 cm (Agilent Technologies. Sanu 
Clan. CA, USA) using a liquid ellromatograph 
(Viat ... ", 600E ')'''em, MilfOld. MA, USA). Sampl .... 
were ,.,alyzOO undcr isoaatie eonditions using ~th_ 
anoHormie acid (35:65 "N) a. separation so/ven~ al a 
now rate of 1 mi min-'. Eluales w= detected by 
spcctrophotomcuy at 274 nm (Wat ... ", 996. Milford, 
MA, USA). IAA, IBA, GA, I_Z and l-ZR w= 
quantified by refereree to the peak area obtained for 
the IAA st,.,dard (100 "g ml-') (Sigma. St. Loois, 
MO. USA), IBA standard (100 "g ml-'; Sigma), GA 
standard (100 "8 ml-'; Sigma), ,_Z standard 
(40 "g ml-'; Sigma),.,d l_ZR standard (40 "g ml-'; 
Sigma). respccti\'ely. AII standards w ... re di."'¡vcd in 
methanol (HI'LC grade). Nitrogenase aetivity w .. 
quantificd using Ihe aectylm e_rcduction assay. The 
b""t ... rial smpension was inoculatOO into S mi of 
semiso/id NFB medium contained in lO_mi <Ierile 
glass vials. Control vials were maintainOO withoot 
b""terial samples. Once \ísible g"","Ih was 000...""00 
as a film on the .urface of the nrdium. the CQltoo 
plu&,. wtúd! allowOO air exrnange. were replacOO 
with rubber sropper.;. From these Ixmles. 10'10 ofthc 
gascous phasc was removed with lI1I insulin syringe. 
and the sarrr volume of acetylene gas w .. injcctcd. 
After 12 h of incubation. the concentration of 
ethylcne produced was ,.,aly""d by gas rnromatog_ 
raphy (3300 V:rian. lre, Pa lo Alto. CA. USA) with a 
llame ionizing detector. A stainle", stecl column 
cootaining Pompak-T column 3 and 3.I_mm (80---
100 mesh; Viat ... ", and Associates, lre ., Milford, MA, 
USA) was uscd at an ignition t..-nperal"'" of 105~. 

Each Stnl.in was analyzed in triplica te. 
Baetmal ethylene production wa. detennined a. 

described by Arnhad lUId Franunb<Tger (1989). One 
millil iter of bacterial suspcnsion g"",'n in NFB I iquid 
mcdium suwlememed with l.-methionine {I g I-')as 
asole souree of nitrogen was iooculatOO iroo cad! of 
thrce ,,<Tile glass ,;als (SO mi) rontaining 20 mi of 

the same mOOium, rovered with .."rum rubber and 
incmatcd Oll a rotary shaker al ISO rpm at 34±2~ 
for 48 h. Control \;oIs W<Te n-..intained withoot the 
addition of b""t ... ria. Afle r in<:ubalioo. the cthylcne 
coreenlnllion was determined by gas rnromalograph 
(see above). 

lbe ACC dearnÍflase ""tivity was determincd in 
cell -free cxtrllcts by estimating !he produetioll of a 
kero.-butyrate gmcratOO by the cnZ)-matic hydroly<is 
of ACC following the method of Honma and 
StúmoolU/3 (1 978). TIx: rrotein concentrlltion in cell 
suspcnsions and in cdl!! labilized by rolume (S% uI,,) 
was determinOO by !he method d ... scribed by BradfOld 
( 1976). 

Inoculum 

Bacteria were incubatOO in a nutríti"e !.oth mOOium 
(Diko Laoo"'tOl"Íes. Detroit, MI. USA) 00 a 1ttary 

sh"""r at 150 rpm at 34±2"C fOl" 24 h. Cu kures wc", 
har""<IOO. and ceU pcllets we", ",,-shcd twice "ith a 
sterile i"o(Onic saline sollllioo (0.85% N:t::l). Cell pcllds 
were resu""",dcd in N~n liquid mOOium supplcnt::nted 
with 3.0 m.\1 ACC (Calbiodl..-n_N<M>biochem Corp, 
La JoIla. CA, USA ) or 3.0mM NH,.cI, pH 6.8. Bacte ria 
cells w= inrubard Oll a ro""'Y shak<T at ISO rpm al 
34±2"C for 20 h. P.ooU<:ed oocrrial cells w= u,.,d ro 
detennine ACC dcaminase. activity, gnotobiotic roQt: 

cloogation lUId pot "'xp<TÍmmt with soil cuku .... (see 
bclow). 

PCR amplification of acdS (encoding ACC 
deaminase) genes 

DNAwaseXtrllCtOO blkM'ing!he rmnuftetu"'" instruc
tion. (Aqual'ure C",oomr: DNA Kit B10_RAD~) frorn 
cells culrurOO on ntltriti", agar mOOium. PoI)'ill'",,;e 
chain rcaetion (PCR) was camcd 0111 (95~C 5 min; 
3Sqelesof95"C 30 s. 50"C 30", noc 1 min; ""d 72"C 
5 min) using!he pri~", fI937(F) I fI938(R) (BIaI .. 
et al . 20(6 ). PCR prodlrts w ... '" elcctropho",scd in 10/0 
agarose containing TBE buff<T in 10 "g ml-' cthidium 
bromide. Thc rolTCCt_size b:nl ",,-S purifiOO with the 
High ru", Plasmid Isolarion Kit~ (Roehc Applied 
Scimce ~). 

1k ~I -purified I'C R produ<:ts we .... cloned into Ihe 
~'ector pCR2.1 3.9 kb (fA Cloning"Sl Kit I"';trogm Veo 
V 2(04). Erne1thia mli DH5a cens w ... re transbrTned 
with!he ligalion mixllfi lUId culru",d 00 salid mOOium 
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.. 
CQntaining i""'l'ropyl . j3 -D-thiogalacto<ide (IrTG) and 
S _ brom 04 -c h I oro _ 3 _indo le. j3 -l). galac t of'yr anos ide 

(X-Ga[~ Plasmid was isolaied from ",hite colames al'll 
men digcs~d with NroJ and SaIJ lo relea.., thr ínsen. 
ThclIcdS sene sequen"", w'-"" dCl=ninOO,. C~lIro de 
Ciencias Geoomicas (CCG~ UNA,\1 (M""ioo) and 
CQmp"",d wÍlh similar seque"""" in tho dataoo,"" rning 
!he BL\ST lIIlalysi. al NCBl 

Thc Ir"" top<:>logy was inferred by the ..... ighbor_ 
joining mcthod, and distance rmlrÍx anal~ W<Te 

p<rlormcd according lo Jukes and Cantor. u.íng ¡he 
progrnm MEGA V .. r. 4 (Kumar el al. 2008 ). Thc tJcdS 
gene sequenec. of tbe AZmS strain have becn 
submittcd to tbe GcnBank database. unde. tbe 
acces.ion numb<.T GU7278t6. 

Roo! elongation ""'!ay on tOOJaIQ plant. 

111c roO! clongll:ion "".ay was cooducred using a 
modificalÍon ofthe lTrlhod dcscribed by remOS\! and 
Glick (2003). Thc ACC utilizing meteríal cdl pelle! 
(see aba'ie) was resuspended in 0.5 mi of sterile 
300 mM MgSO. and placcd on ice . A 0.5 mi sa~lc 
was rcmO"icd frorn tlr cell suspension and dihlled in 
300 mM MgSO • . lbe bacterial susp""sion of A. 
brasilense VS9 (tbe non _ACC_utili";ng strnin ) was 
cultivated on ,..It rredium with NH. CI (i g 1-' ) as 

sole ni\rogen SOum!. Tomato seeds (Lycopersicon 
e.mliennlm Mili ev. ACE Vf 55 from 'l'.'estar Sceds 
Intemational Inc .. CA , USA ) were sterilized by 
soaking f<Jl" 3 min in 7W. e1hanol and 5 min in 3% 
sodium hypochl<rite and thm rinsed thoroughly wilh 
sterile distilled water. The disinfccted seeds w= 
incmatcd for 1 h III room tempelll.tuw, eith..- in a 
barterial suspensioo in 300 mM MgSO • . approxi 
mately 10' colony fonning lDlits (cfu) per mI. or in 
sterile 300 mM MgSO, as a cootro!. Seed gennina _ 
ticn and scedling growth were conducted in sced _pad: 
growth pouches (15 x20 cm. Mega International 
CYO. MN, USA). The I""'ches were arrnnged upright 
in a plastic trn.y and fi lled with a suflic_icnt mnount of 
water to co" ... the oonorn and mainuin the humidity. 
The ua)'s were co"ered with uansparent Sarnn 
Wlll.~. 

In one gnotobiotic experimento the efTcct of 
~o.<pirillllm slraÍ ns 00 the elongllli<Jn of tomlllo mots 
was evahnted. Twelve tornato scem were placed in 
O"" growth potrh (prcviously autoclaved at 121"C 
fm 20 min) and thm moistened with 10 mI of distilled 

Pb. .. Soi! ( 2010) H 7:6.'i_7S 

water and incubated at 25"C br 6 days. There were 
six replicates (potrhes) pe!" t"'lIIm""t with Ih",e 

treaun<>[U, [(JI" a total of 18 flOlrhC"S. In another 
gno(Obiot;c ""perim",,!, tbe effed of tbe A7nspiritlllm 
strains on Ihe elongation of tornato root and sh""t 
under different ruuogcn lcvels was asscsscd. Eaeh of 
eight tomato seoos was placed in a previously 
autoc laved sced-pack growth I""'ch and moistened 
with 10 mI ofthe nlllri""t soluti<Jn recomm""ded by 
Hazelll. Sced.s, Ine. (H .. USA). Sccds were incubatcd 
for 10 days. lb"", trelllmen!!! with different levds of 
nitrog"" in the numen! solution were applied (O kg 
N ha-' . 170 kg N ha-' and 340 kg N ha-'). lbe 

cxperiment ronuined six rq>licates (pouc~) IX'" 
treaUDent with three treaUD<>nts and three l",-els of 
nitrog"". f<Jl" a total of 54 pouches incubated in a 
growth chamoc. (Cooviron E15. Winnipeg. C,.,ada 
with Sylvania f72TI2/CWN HO/LT fluorescent 
lamps) a l2 _h pholOperiod. a photon flux of 
1.2 ;unol m-> s- ' in the firnt experiment and 
450 ¡.tOlo! m- > . -' in the scrond experimento lIIId a 

25:20"C light/dark tempernture cyde. f ollowing 
ineubation. Ihe pournes were opened and sccdling 
root and sIt()()( l""gth were moasured. 

PO( expcriment with soil culture under differm t lcvcls 
of nitrogen 

A pot ""pcrimont was perfonned to teS! Ihe effcct of 
ACC deaminasc on plant growth und ... two nitrogen 
levels. Plants were grown in plastic bags (one 
sccdling por hag: ,;eo.·cn hags per treaUD""t) contain-
ing 320 g ofnon--stcrile soil:agrolite mixtu", (I:5 vlv). 

The soil had the following rnllfll.deriS!ics: pH 6.5; 
organic maller 6 .27%; cation exchange capaeity 
212 clR>l kg-'. The following ""m",, !!! (in mg kg-' 
por soil): total N (2900); available P (1.62); Ca 
(1447.33). Bago; filled with non--sterilc soil:agrolite 
mixture w= moi stened '-'1' 10 60% of the field 
cal'acity Ihrough the addition of 90 mI nument 

solutioo. Two treatmenis with di fferent Icvels of 
nitrogen in the nutrient solution were applied 
(O kg N ha-' lIIId 170 kg N ha-'). 

Sceds were surface sterilizcd and inoculated as 
described aoove . sown in I'0ts with previously 
washed dried, and autoclaved (121"C for 60 min) 
quan~ "",d. Afler 5 days, the genninated sceds were 
inocullllcd with 1 mI ofoo.eterial suspension ("f>prox
imately 1(/ cfu mr'). Conrrol sceds were trellled w;th 
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sterile 300 mM MgSO • . Ten <!ay s afler inoculation. 
plants ofunifonn sizc were lninsplaucd and placoo in 
bags (mc plan! pcr bag). Hags w= incubJloo for 
27 days in a growth ,hamber (eonviron EI5 , 
Winnipeg. Canada with Sylv;mia F72T12ICWfVHOI 
LT floorescent 13m",,) a 12_h photopcriod. a photm 
flux of45O ;unol m- ' .- ' and a 25:20"e lightldark 
tempemture " .. de. l'lants were h:uvested two times (t) 
when scedlings were 15 <!ays old (l. at l1ansplanting 
monrnt) and 42 days old (2, afler trnnsplanting). 
There were six replican,,; (pots) per lreannent with 
threc !reJln",nts,.,d two b'cls of nitrogen. for a total 
of 36 pots. 

At cach harvest time. the liloot was sq>amred into 
lea,""s and "ml. Lcaf area was measured using a 
Ddta_T Arca Meter vidcocanrm (De lta -T De,ices 
Lid .. Camlridge, England) with a JVC (TKS3IOEG). 
Seedlings were dried at 6(}"C in an ",·en. The ~ 
weigm (DW) ofthe difkrent I"rts of Ihe scedlings 
(Iea,""s, stem and roots) "'"lIS dotennined to ,alrulate 
total biOO1ass. root:shoot (R:S) mtio. leaf:ma .. mtio 
(L\1R ~ IcafDW I total DW~ stem:ma", mtio (SMR 
steam DW f total DW), root:mass mtio (RMR = root 
DW I total DW), spccific lcaf arca (SLA ~ lcaf arca I 
leaf mass). leaf:mass I"" .. io (LMR - lcaf 1TIlISS I total 
mass). Icaf area ratio (LAR - SLA x L\1R). net 
assimilation mte (NAR - (DW2 _ DWl f t2 _ tI ) 
(InLA2 _lnLA I l lAl _ LA 1» , and relative growth mte 
(RGR = LA R x NA R). Thr percmtagc of nitrogen in 

Ihe lcaves (l No/. ) was dctemlined ming,., elemental 
analyscr (NA 2500. Thamo Qucst S.P.A .. Ros.anao. 
Milan. ha/y). The equipment was ,a/ibratcd with a 

T>bl~ I PbylI .. logicol rnaJa<1<ri>ti", o f .4'""piriJ¡"", ...... in, 
..,ro . l.c!",,, indic.,c > ... 'i>tic.lly . ignifican' diff""",c~ 

1>«>0""" inocwlI1ed ... mp b and minoculard ronl"'~ lIOcoolin¡; 

SI",in Ni'rogc""", IA A" IBA 
.crivity"' 

standard curve obtaincd with sulphanilamide (e , 
41.84%; H, 4.680/ .. N. 1627%: O. 18.580/. and S. 
18.62%) (CE ELantern, Ine., Lak",,'ood, N.J., USA). 
There were three replicatcs per anal)"Sis and per 
spccics. 

Statistical analysis 

Dala were analyzcd by analysis of variance 
(ANOVAlMANOVA) using the stalistical analysis 
software StatGmphics Centurion XV (2006. 
Statpoint Tcchnologies In, .. VA. USA). Means 
were cOO1pared using Ihe Fishcr 's least significant 
difference (LSIJ ) procedurc. Significance Icvel.s 
were within cmfidence lin,its ofO.05. 

Physiological rna.a:teristics 

There were no significanl differenn-s in nitrogenase 
activity bcrwn-n A1.m5 and VS9 and the control 
(F , .• =4.33; 1'=0.1(58). AZm.'i induced significant 
differences in olher physiological mits (Table 1). A. 

lipoforum "rain. AZmS. showcd ACe dcaminasc 
enzyme activity. prodtrcd a higher amount of zeJlin 
Ihan the VS9 "rain (F, .• ~788.91; P= O.OOOOI ), and 
did nO! synlhesize lAA in prescnce of 10 mg 
L-t1)l'topmn 100 ml- I in NFH liquid medium. In 
contrasto Á . brasifense. VS9. produced high amounts 
ofthe phytohormoncs lAA (F, .• ~ 226.99; ""0.(001 ) 

al FiY>cr', 1"'>1 , ijJlificOJll diffCTmce (LSD) p<><edl", (~O.OS). 

Dat. arep""""oo '" ~ cntJI" <>f ,1E< Iqlti",,,,, 

,·Z ,·ZR ACC <kamina", 
arti,ity" 

.4. Jjpo/<",m 1 14.49. (6..'ill) '" , 
A~' 

.4. brn,iJ ....... 17S.7Sa( IS.6) 44..16. ( 1 .69) O 

0 .002 b (0.0) 

28.77. (1.47) 

149. (H16) O 

,. , 
, 
, 

2.68 . (0.011) 

'" " . 
• Ni1rogenase lIO,¡, .. ily """",rol in "mol C,H., pcr hooT 

"PI>yalhonno"", (indo lo a.oc1ic ""id (1M). indolo b.I1)1"" ""id (lB.-/). ,ibo"dtic a.cid (GA) . 'I"IIII.-zaI'in ('-Z). b"tl ..... "'.tin Tilooide 
(l-ZR)) m",,,,rol in 11' mi t of cul'."" 

< Elhylmc prodLK:'''n """""rol in ¡.tg C,14 mi L 

• l ... minocyd"l''''l''ne-I -carlx>:<ylic a.cid (ACC ) <kami""", ",tivi1)l """, ... rol in lIJJlOI "kc1o-b~TlI1e pcrm~tigram prolein pcr holO" 
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" 
and GA (F". = 126.09: P=O.OOCH6), bul il did nol 
synthesize cytokinins (neithe. zealm no. zealm 
ribo.id,,). N"ithcr smin produced cthyk>ne from 
L-mcthionine. 

I'CR amplificat;on of acdS (cncoding ACC 
druminasc) genes 

Amplification ofthe ACC dcaminasc (acd.'i)gcne was 
f"rlonned using a sel of degmcllItivc prim= (~'1937 
(~) I F1938(R»; lhe 7KO-1v DNA f'roduct was clonro 
and o;equeoced (Fig. 1). The BLASTN ",,,,,,h pcr_ 
fornrd r<lr rne IUlclCQIide sequmce ,howed a 639-bp 

frngrncnt with H)(."/. homology lo me complete 
sequene ... ACC-deaminasc (ocdS) gene of A {ip_ 
ofrrom smún 48 (DQ125242) (a laha el aL 2006; 
ITigent-Combaret el al. 20(8 ). 

M VS9 AZm5 C-

-SOOtlp 

r it:. 1 Ag.""" gel ofgrn<mic DNA ofwild ~'¡=<JO"p"i1""", 

,,"' .. AZmS .. d VS9 ,.,,, p<>bo:I w ilh 'ho acdS geno ... i1ll: ,,", 
pTWncr 1917(F)11911!(R) (Bbh. el 01. ~l- Lme M. mol«ubr 
W';gh1 mañ:", ( 1 lb) ; laoc 2, Stn,;n VS9 ,t"".pjriO~", 

brmiknw; La"" l. Snin AZmS ,ju>spirlDum 1;pq61<m: Lo.., 
4 . n'll.li,,, co .. ",1 (C- ) 

Pb .. Soil ( 2010) H 7:6.'i_7S 

Roo! dongalion asS3y on l<nIato pIar'" 

In th ... fir.;t gnQlObiotic assay, A. lipofenlm AZm5 
significamly promotcd th ... root elongatim Qf 6.day_ 
old tornato c~. ACE Vf 55 sccdlings g ....... " in absen"" 
N and under 1.2 lunol m""' S-I of filoton flux. Root 
length increascd 38 .77"/. more than the cmtrol and 
55.61 % more than scedlings inoculatcd with A. 
brasilense VS9 ( f , . ..,~JI.229; f'~O.OOOl ; f ig. 2). 

In the sccmd gnotobi()(ie assay, inoculation ,,"ith 
A::nspirillum by itself did not produce significant 
diff ..... enc ... s in the root"hoot mtio in 10 _day-<>ld 
tomato ev. ACE Vf 55 scedlings (rabIe 2). The 
addition of N significantly red..:ed the root:shoot 
mtio. In the contrQI. and in imemction with A. 
brasilense VS9. 340 kg N ha- I showed !he lo,,"est 
root:shoot mtio. 

"freet of diff=nt levds Qf nitrogen on scedlings 
growing in J>OI.< 

Afler trnnsplantation 10 J>Ots, in 42.day-<>ld scedlings 
170 kg N ... -1 reduced!he root:shoot mtio only in the 
control treaunmt (rabIe 3). Th<- addition of 170 kg N 
ha- I aloo resultcd in signifieam diff ... rences in all oth ... 

e"aluatcd variables .... xccpt spccific lcaf arca and net 

assin,ilation mtc. and the internction bet""",,n factor'!, 
cr""pt in lcaf:ma .. llIIio. where the int .... ction was 
marginal. In the control treaunmts, the sddition of N 
led ,., in=asc in leafmass mtio. stem:mass rntio, 
lcaf:arro mtio. rel,.ive growth llIIe and LN%; no 
dfccr on spccific lem arca and nct assimilatim mtio; 
snd a significam reductim in root:mass mtio. In the 
seedlings inoculatcd with A. lipaferllm AZm5. the 
addition of 170 kg N ... -1 prod..:ed an in=asc in 
lcaf:ma .. mtio. rclati,,, growth ... tc and LN%. hut it 
had m effect on any oth ..... evalu,.cd trnin. Inocula

tim with A. brasilense VS9 inereascd specifie lem 
=3. lcaf =a mtio. reI,.ive growth ... te and LN% 
dc=ascd nct assimilation llIIe NAR ,.,d had no 
significam cffeet on any ()(her trail.<. 

ComJ.lMing all !re""",n!.'!, cmrrol plams fmilizcd 
with N had the highest stem:mass ... tiQ and non 
fertilized planl.< the low ... st LNo/. ,,,lues. In similar 
,,"ay, the inoculation of tQm,.o ""edlings with A. 

lipofonlnl AZm5 and witoout nitrogen prescnted the 
high<-st ",lativc g ....... 1h mtc, specific leaf arca and 
lcaf:arro mtio values hut rcsultcd in the lo,,"est nct 
s .. in,ilation ,.. .. re valuc . In contras!. inoculation with 
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r ig.! R_ Irngtb of 
'croaD n. ACE VFSS 
,,,0:11 .. 1:' (6 da}~-oIdJ 
in<>rub,oo wilb 
,t:!O<piriJbJm _ i ..... 
absence N ..,.¡ "'1"',00 'o 
Ii¡;III i,.""i'l'; of 
1.2 f1In'lI m -. 1 (lbe 
"""'11< do .. o f1lllce 
e.~15 porfunncd "" 
g""D biCOic rube) . 
¡ .... "'al Ii ..... dCIDr 
>1,.,donl "mm;. Ult",.. 
indicar a >1ali>1ieally 
. ignitielKl' diffi=Tw;:o 
brno.IT1l "ocula1<d sampI", 
..,.¡ uninocul"'ed ro .. roL 
"""nling ' o Fi.lhcr·s 1<&>1 
. ignitielKl' dilfelCocc (LSD) 
procrn.lI" (~G.GS) 

Á. brasilms .. VS9 resulted in the highesl leaf:mass 
ralio and n<' assimilali"n rale values: however, 
inoculalion with Á . hrasilense VS9 resulted in lhe 
Im .. est values far spccific lcaf area and leaf:area rati<>o 

In tlús WQlt we found three """"wt charnclcristies of 
Ihe sl1ain A1.m5: il f'roouees high alT\(}unl.S of 

T.bl. 2 Roo~ Sboo' (R :S) "', .. of """"'o ,-",' o AC E V FSS 
>eo.l1 .. 1l' (W d.>.Y'..,ldJ inocula1<d ... ilb ,t=a.piriJbJm . ni", 
(e-'j><ftnrn15 pcrfurmod o n gncoob .. 1ie ru~u",) . l<u,u .. di · 
e""e • " ", i!;lically .ignif'"a .. ditfcrrnce bc'WOC1l i""",l",cd 
sawvt'" and "'''orub,oo ro .. roL acron:l"g D F;';¡'",·. loa" 
. ignitielKl' dilfClCllce (LSD) I'"" :<rl,..,, (~G.OS). Da .. are 
p""rnrd a, mea""".uda-d en<JI of lb"", "'J1 ~ca'", 

Tml1mct11 kgNba L R:S ".io 

Coouol , U S66 (G.G177) a 
, ~ G.83~ (0.0377) de 

;~ 0. 78(1.1 (0.0 >84) fu 

,t. Iipo¡'",m AZmS , LI~OC' (O.oJ71) b 

, ~ 0.8742 (O.Ol'lG) de 

;~ 0.90'19 (O.Gl'IG) d 

A. h,.,uiJm!if! V S9 , IlB9 (0 .Gl9 8) ah 

, ~ I. ru !!2 (0.G>84) e 

;~ G.69 S4 (O.Gl'IG) f 

" 

C}1okinins. il contains the genc acdS. whidt cocodes 
ACC deaminase. and il promotes f'lant growth. 
Áéosp'riflum spccies are kIlo"," for lheir ability to 
f'rodtre plant horm<>"'-"'l. mainly IAA. and gihbt-,dlins, 
whidt pb y a majar role in the l""""'lioo of plan! 
&""'W (Bashw et al. 20(4). In eorn¡nrisoo with Á . 

brasilense VS9, Á . lipofonln' AZm5 f' rootred a high 
levd of e}1<Ikinins. hut il did 001 f'rodtre IAA. The 
f'rodtrlion of c}1okinins hy Á . hrasllms", and om ... 
PGPRs is eornlT\(}n (Tien et al. 1979; G reme 1980; 
Horemws cl al. 19116: Caeciari el al. 1989: Tall ... and 
Wong 1989; Ttrrmusk el al. 1999: Ga,da <Jo, SalanDne 
el al. 2001) and this f'heoommoo is Icss frequm tly 
rep<>ned for A. lipoferum (Bashan et al. 2t:l(M). 
How"" .... althoogh we lestro far il twÍ<:e. we did nO! 
obsen" the f'rodudion of qrokw.ins in VS9. On the 
other hand . Á. lpof erunr AZm5 is ""!'lble of produc

ing othe~ smstwces like AlA (Esquivd--Cote 2002) 
hUI il did nO! f'rootre ~cifieally AlA wd IDA. 
Therehre. lhe produetion of indole f';ruvic acid . 
inmle !acIje ,.,id. irxlole acetamide. inmle acctaldc-

hyde, indole ethwol and inmle methaool, whidJ are 
simit..r lo IAA (Crozier el al. I98H ~ nceds ro be lesled 

AZm5 f'roduced high conrentralvns of ACC dcam
inase 2.68±O.16 (in Ilmol " keto_hutyl<l te mg f'rolein 
f'<T h). in ",I,.ion lo those produccd by En/embaerer 
clooeae UW4 (2.43±O.04), t:."OCherichia co li f' RKACC 
(1.74±OJ16). Rir i:cab iunr leguminosarunr 128CS3K 
Bi<Nar viciae (1 J16±O.1 7) and Ád dovorar focilis 
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AYl97008 (O.7± O.1) (Holguin and Glick 2001: Ma el 

al. 2003, BelirnO'l' ct al. 2005). Tm. fmding coincides 

w;th the pre'!<.'llce of thl;" ocdS gene. whieh .. ocodes 
A(:C dcaminasc. in AZmS and also with th" 1'0<)( 

elonga:ion observ"d in rorruro sccdlings gro"," und ... 
1.2 luno! m -, .- 1 oflighi: roo! elongJlvlI is pronctcd 
by !he intcmJflion of ethylene symhcsis from ACC 
(Glick el al. 1998). lt was previously ",,,,me<! tha 
IQmaro sccdling roo( cloogation is prolR>!cd by ACC 
dcaminasc (Griffiko and Glid 2001 ). Wc also f(JUnd a 

639-bp DNA fr.Igment in AZoo which rorre;f'OO1k 10 
!he ocdS gme. Has becn proposed thal more than olle 
tyl'" of ACC dcaminaSl' 8"ne may cxi,! (5hah el al 
1998). bascd 011 the fad mal non~ific ocdS b,.,,1s 
",hose m.dC()(idc scqtroc<"S <lid nO! malch with the 
scqum ccs found f<Jl" 011: .. " am'S_posiÚ\e i>l<)latcs ha ... " 
beco '''l',mcd (SIlah ct al. 1998; BIaha el aL 2006: 
Gmindasamy el al . 2008). 

TItis .<.'Sul", dearly coofimrd !he prescocc of ACC 
deaminase mzyme in bacteria from. soils polhlled w;th 
sc\Vagl' ,Iudg ... in the Mezquital Valley, Mcxíro. alleasl 
as reslllt of tbe prcseoce o f A. lipifen"" AZm5. The 
prescoce of PG PR cootaíning ACC dcamina"" has also 
becn ",poned in bawria from soils Irng_standing 
sew"Sc sludgc cootaminaled w;th hca~y mctals in 
RlIssia (1klirrDv el al. 2001 ), and 00, ... arca.s with 
simíl:lr cootaminalíoo (Arilad el sl 2007; Rodríguez 
el al. 2008: Shmg el al . 20(8). wruch s"88"SI!! tbe 
prescoce of hacleria with a símil:lr scli ,;ty lo A1.m5. 

It is mowIl ihat biolCnilÍl3lion with Aéospiriff,,,,, 
smi"" pro~es plan! growth (lJobbelac", el al. 2001 ). 
Howe ...... , tbe cf'lCc1 of this tre3nnml 00 !he ,-ari:lblcs 
of plam growth may sllggcsI il!! fmctional e lfcct on 
plant.'!. has nol bcm ",poned In lomalo plants gro"" 
in low N coocentrnlioos. AZmS promo¡,d RGR snd sn 
in"",,,,,,, in spccific lca f :res and Icaf:arca. ratio. which 
r<"sultcd in an inc",,,,,,, in photos}"tbelic. strfacc. 
Howcver. net assimílalíon ",te did not increasc. 
indicating a relativcly low pl:totosymhctic cfficieocy 
d"" 10 the low LN% fomd ¡, tbe"" plants. as occur.; in 
other plams (t.ani>er.; el al . 1998); tbís ",.ult did nO( 
ocrur when soil ínorulaled w;th AZoo was also 
ferúli>rd wíth ninales snd amnnnÍJrn (N 170). The 
e lfccl o f this combinalíoo mlllCh with !he in"",asing 
tbe inve smlm l of N in lea,es fomd in the u.nato 

seedlings. In ronna..: , treamlmt with VS9 had s 
posilívc effecl 00 ""1 a,.;ímilatvn "'Iio in fenilized 
and unfm ílized soils. bLl in N-fcnili>rd. soíls. bíofeni_ 

li""'vn w;th AZm5 was m<xc sdo;,.,tagcous fOl" LN% 
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than using VS9. whid! cQÍocide with previous inves· 
t;gations wh"", !he followmg were rqxrtcd: 1) !he 
combina!ion of A~ospirill"m smins and mediurn 
fenilizer N dose improved N uptake by plants 
(Bhanarni and Hess 1998; Gadagi et al. 2flC:M) and 2) 
under low fcrliti",r applicatioo. the ACC dcami""", 
activity of PGPR improved the cffcctiveness of 
nitrog.., orl,?nic fenilÍ13tion in lornalo p/ants (Tahir 
el al. 2006; Shaharoona et aL 20(8). 

According 10 me hypothctical mocle! pr"""""" by Van 
der Werf,.,d Nagcl (1 996). low a,ailability of nirrog.., 
indu<:es low roo! qtokinin production; a reduction in 
!he productioo of c}tokini 1IS leads 10 a reduction in mcir 
trmslocation 10 ~a,,,,,. Ih=by dim"ishing the piloto. 
s)llthetic c"f'3City and "'le of lcaf cx!",1lSioo. The higll 
f'O'oduction of cyrokinins by AZm5 may cxplain the 
incrca", in lcaf eXJllilsion in ioorulated planls com· 
pared with controls or VS9.inoculatcd plants. 

In cooclusion. o .. results sug.gestmat AZm5 maybe 
uscful 10 iocrease N uptlike by the produ<:tion of 
C)tokini1lS and pro1TDtioo of ACC dcamÍDase acti~ity; 
b«h favorcd lcaf eX!",1lSion and lcaf N invesunem. 
wmd! rnigllt f"Orn.-e NAR in the subSC<Ju..,t steps of 
growth under AZm5 inoculalion and low N fenilÍ13tion 
(170 kg N ha-' ). loorulation wim AZm5 avnc or in 
cotrhination did nOl modify the roo!:shoot ",tio. 
s~gesting ma! secdlings only iocreascd photo;ymhctic 
surface lo ÍD<:rease the ca[llUre of rcsources. These 
rcsuln indica!e me plasticity of lornato plarn in 
captunng nutri..,ts by th<-ir roOls. In consequeoce. lo 
inercase crup )ield simulnnoous biokrtilization with 
AZmS and a relativcly low cooc..,trntion of N in 
con,!",n""" 10 me concentrntions recolTITlcndcd for 
IOrnalo culture (1 SO---4OO kg ha-'. SAGARPA-INIfAP 
2(09) mar be rccOlTlfT"'ndcd 
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CAPÍTULO IV 
 

Efecto de Azospirillum en el crecimiento y producción de 
plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) fertilizadas con 
diferentes dosis de nitrógeno, en un cultivo en invernadero  

 
 
 
RESUMEN 
 
En este estudio evaluamos el efecto de tres cepas de Azospirillum en el crecimiento de plantas 
de jitomate (Solanum lycopersicum) Var. Juanita, fertilizadas con dos dosis de nitrógeno (170 y 
255 kg N ha‐1). Se llevó a cabo un análisis de crecimiento y se evaluó la producción de frutos del 
primer corte. Los resultados mostraron que con una concentración del inóculo de 108 células g‐
raíz‐1,  las  raíces  de  jitomate  son  colonizadas  por  las  diferentes  cepas  de  Azospirillum 
endofíticamente en un orden de 105  células g  raíz‐1.  Las  cepas AMs3 y AZm5 de Azospirillum 
promueven  el  crecimiento  vegetal  en  la  etapa  vegetativa  y  reproductiva  de  las  plantas  de 
jitomate. La cepa AZm5 de A. lipoferum incrementó el contenido de K+ en frutos de plantas de 
jitomate  fertilizadas con 170 kg N ha‐1. Este estudio mostró que  la dosis de 170 kg N ha‐1 de 
fertilizante  químico  nitrogenado  fue  suficiente  para  ser  empleada  en  combinación  con  la 
inoculación con cepas de Azospirillum en plantas de jitomate, cultivadas en invernadero, que es 
inferior  tanto a  la  recomendada para el  cultivo  como a  la utilizada en diferentes  regiones de 
México donde se cultiva jitomate. 
 
Palabras clave: análisis de crecimiento, Azospirillum, jitomate, nitrógeno 
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INTRODUCCIÓN 
 
Uno de  los graves problemas ambientales por  los que atraviesa el campo agrícola en México y 
en otros países del mundo, es el uso y abuso de  los  fertilizantes químicos, principalmente  los 
nitrogenados,  los  cuales  son  aplicados  al  suelo  indiscriminadamente  para  obtener  el mayor 
rendimiento de  los cultivos. La cantidad de nitratos que se aplican a  los cultivos mediante  los 
fertilizantes generalmente es excesiva, y no es asimilada en su totalidad por la planta, por lo que 
se  lixivia a  través del suelo, donde  llega a contaminar  los acuíferos subterráneos provocando, 
entre otros, problemas graves de salud por  la  ingesta de nitratos y nitritos (Ward, 2009). Ante 
esta  situación,  se  han  propuesto  alternativas  viables  para  reducir  el  uso  de  fertilizantes 
químicos, especialmente en cultivos con un alto valor económico, como ocurre con el jitomate, 
la hortaliza de mayor exportación de México (SIAP‐SAGARPA, 2009), a cuyo cultivo se  llegan a 
aplicar desde 150 hasta 450 kg N ha‐1 en forma de fertilizante.  
 
Ante  esta  situación,  una  de  las  estrategias  más  empleadas  en  todo  el  mundo  ha  sido  la 
aplicación  al  suelo  de  rizobacterias  promotoras  del  crecimiento  vegetal  (PGPR,  plant  growth 
promoting  rhizobacteria),  de  las  cuales  Azospirillum  es  uno  de  los  géneros mejor  conocidos 
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). Recomendada para su uso como  inoculante, esta bacteria 
es capaz de influir en el crecimiento y el rendimiento de numerosas especies vegetales, muchas 
de interés agrícola y ecológico (Bashan et al., 2004; Hartmann y Bashan, 2009). Se ha reportado 
que  la  inoculación de plantas con Azospirillum  incrementa el crecimiento vegetal en presencia 
de dosis completas o reducidas de nitrógeno en el suelo (Kapulnik et al., 1981; Bhattarai y Hess, 
1998; Gadagi et al., 2004). Sin embargo, en  la actualidad  son escasos  los estudios acerca del 
efecto que las PGPR tienen en el crecimiento y producción de especies hortícolas, para las que 
uno de los retos agroecológicos y económicamente importantes a cumplir es obtener la mayor 
producción de  frutos con el menor  insumo de agroquímicos  (pesticidas y  fertilizantes)  (Pretty, 
2008), y en  las que el uso de  las PGPR ha sido una alternativa prometedora (Ferrera‐Cerrato y 
Alarcón,  2001).  Con  base  en  lo  anterior,  el  presente  estudio  tuvo  como  objetivo  evaluar  el 
efecto de  la  inoculación de Azospirillum en el crecimiento y producción de plantas de  jitomate 
(Solanum lycopersicum) fertilizadas con dosis reducidas de nitrógeno. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
El  presente  trabajo  se  llevó  a  cabo  en  las  instalaciones  del  Laboratorio  de  Microbiología 
Experimental de  la Facultad de Química, UNAM, y del Laboratorio de Ecofisiología Vegetal del 
Instituto de Ecología, UNAM. El trabajo de invernadero se realizó en la mini empresa productora 
y  comercializadora de  jitomate,  JITOSAN  SPR de RL; ubicado en  San  Santiago  Tepalcatlalpan, 
Xochimilco, D.F., propiedad del Sr. Pedro Jiménez Olivares y del MVZ Fermín Jiménez Flores. 
 
Cultivo de plantas de jitomate e invernadero 
 
La  técnica  seleccionada  para  el  cultivo  de  las  plantas  de  jitomate  incluyó  la  germinación  en 
almácigo y trasplante en un sistema semi hidropónico llevándose a cabo de marzo a octubre de 
2004.  El  cultivo  se  realizó  en  un  invernadero  de  240.25 m2  (Figura  4.1,  ver  Anexo  1),  con 
cubierta plástica que dejaba pasar el 90% de  luz, y con  las siguientes condiciones ambientales: 
35‐40°C/10‐15°C (día/noche) de temperatura, 80 % de humedad relativa y luz natural, las cuales 
fueron monitoreadas con el dataloger HOBO (Model H08‐004‐02) y el software BoxCar Pro 4.0.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1 Esquema que muestra las medidas del invernadero y la distribución de las unidades experimentales. 
 
 



CAPÍTULO IV 
 

M. en C. Rosalba Esquivel‐Cote  103 

 

Preparación del almácigo y de unidades experimentales 
 
El almácigo se preparó en charolas de unicel con 242 cavidades (11x22), las cuales se rellenaron 
con un sustrato preparado con  turba canadiense  (Lambert Peat Moss  Inc., Riviere‐Ouelle, QC, 
CAN) y agrolita (Minerales Expandidos, S.A. de C.V., MEX, MEX), en una proporción de 10:1, el 
cual se humedeció a saturación con una solución de dos fungicidas (Terrazan 75 PH1 y Ridomil 
Gold Bravo 76.5 PH2, Agroo LC S.A de C.V., OAX, MEX), con objeto de prevenir  la  infección por 
hongos (situación muy común entre los cultivos de esta zona), ambos en una concentración de 1 
g  l‐1. Previamente a  la aplicación de estos dos fungicidas, se realizó una prueba de sensibilidad 
(Concentración Mínima Inhibitoria y Difusión en Placa) para las cepas de Azospirillum, en la que 
se verificó que los fungicidas no afectaban el desarrollo de las cepas y por tanto el resultado del 
experimento.  Para  el  trasplante  se  prepararon  bolsas  de  plástico  negro  (unidades 
experimentales), perforadas en la base para favorecer el drenaje, con 21.5 kg de sustrato, el que 
se preparó con tezontle rojo (5 mm de diámetro) y suelo no estéril, en una proporción de 3:1. El 
sustrato fue humedecido con agua corriente previamente al trasplante (Anexo 1). La densidad 
de plantas fue de seis plantas m‐2. 
 
Análisis físico, químico y microbiológico del suelo 
 
El  suelo que  se utilizó como parte del  sustrato  fue analizado de acuerdo a  sus características 
físicas y químicas, como: textura, densidad aparente, pH, materia orgánica (%), nitrógeno total 
(%),  fósforo  total  (ppm),  potasio  (ppm)  y  calcio  (ppm).  Así  mismo,  se  realizó  un  análisis 
microbiológico del sustrato. En dicho análisis se  llevó a cabo  la cuantificación por  la técnica de 
dilución y vertido en placa, con  los siguientes medios de cultivo y condiciones de  incubación: 
para bacterias mesófilas aerobias, se usó Gelosa Nutritiva (Difco Laboratories, Detroit, MI, EU), a 
37±2°C por 48 h; para hongos (filamentosos y  levaduras), Agar Sabouraud (Difco Laboratories, 
Detroit, MI, EU), a 28±2°C por 3‐5 días. La técnica del número más probable  (NMP) se realizó 
para cuantificar el número de bacterias del género Azospirillum, en medio NFB semisólido (NFB‐
ss),  a  34±2°C  por  48  h,  registrándose  como  tubos  positivos  aquellos  que  presentaron  las 
características típicas de Azospirillum: formación de una película blanca bien definida en el área 
microaerofílca  acompañada  de  la  alcalinización  del medio  de  cultivo  (Tarrand  et  al.,  1978; 
Döbereiner et al., 1976) (ver Anexo 1).  
 
 
 

                                                           
1 Quintozeno‐(Pentacloronitrobenceno). Equiv. a 750 g I.A./kg 
2 Metalaxil‐M:(R)‐2((2,6 dimetilfenil)metoxiacetilamonio)‐ácido propiónico metil. Equiv. a 45 g de I.A./kg y 
Clorotalonil: Tetracloroisoftalonitrato. Equiv. a 720 g de I.A./kg. 
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Cepas y producción del inoculante bacteriano 
 
Se  evaluaron  tres  cepas  de  Azospirillum  de  la  colección  del  Laboratorio  de  Microbiología 
Experimental de la Facultad de Química (UNAM): AMs3, AZm5 y VS9 (Cuadro 4.1), las cuales se 
han reportado como promotoras del crecimiento de plantas de  jitomate  (Esquivel‐Cote, 1997; 
Esquivel‐Cote,  2002; Urzúa,  1997; Urzúa,  2001). A  partir  de  los  cultivos  activos  en medio  de 
cultivo NFB‐ss  (Tarrand  et al., 1978; Döbereiner  et al., 1976), de  cada  cepa  se  transfirió una 
asada a un matraz Erlenmeyer (250 ml) con 100 ml de medio de cultivo NFB líquido (NFB‐l), se 
incubó en agitación a 150 rpm a 34±2°C por 48 h; posteriormente con 1 ml de esta suspensión 
se  inoculó otro matraz con 100 ml del mismo medio de cultivo y se  incubó en agitación a 150 
rpm a 34±2°C por 24 h. Finalmente,  la población microbiana  se ajustó a una densidad óptica 
(560 nm) de aproximadamente 0.01, en un espectrofotómetro Pharmacia Ultrospec 3000.  La 
concentración bacteriana de cada inóculo se muestra en el siguiente cuadro. 
 
Cuadro 4.1 Población de células de Azospirillum presente en los inóculos. 
 

Cepa  Origen  Especie  Densidad Óptica 
(560nm) 

Inóculo  
(células ml‐1) 

AMs3a  Rizosfera de alfalfa 
(Medicago sativum L.), 
Valle del Mezquital, Hgo. 

Azospirillum sp.  0.013  >1x108 

AZm5a  Rizosfera de maíz (Zea 
mays L.), Valle del 
Mezquital, Hgo. 

A. lipoferum  0.013  >1x108 

VS9b  Rizosfera de sorgo 
(Sorghum sp. L.) Valle de 
Santiago, Gto. 

A. brasilense  0.014  1x106 

aEsquivel‐Cote, 2002; bFlores‐Ayala, 1985 
 

Siembra, inoculación y trasplante 
 
Se  utilizó  semilla  certificada  de  jitomate  bola  (Solanum  lycopersicum),  variedad  Juanita  (832, 
Hazera  Seeds,  Inc.,  FL, EU)  (Cuadro 4.2).  Las  semillas  fueron  sembradas  sobre el  sustrato del 
almácigo (una por cavidad) y cubiertas con este mismo. Los almácigos se regaron a saturación 
por  aspersión  con  agua  corriente.  Quince  días  después  de  la  siembra  (dds)  se  realizó  la 
inoculación  (200  μl de  inóculo en  la base de  cada plántula). A  los 71 dds,  se  llevó  a  cabo el 
trasplante, donde se seleccionaron plántulas uniformes de cada tratamiento, posteriormente la 
raíz fue sumergida en  la solución de fungicidas, ya mencionados, y trasplantadas, una plántula 
por cada unidad experimental (ver Anexo 1).  
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Cuadro 4.2 Características de la variedad Juanita (832, Hazera Seeds, Inc., FL, EU). 
 

Característica   

Tipo de crecimiento  Indeterminado 
Resistencia a   Fusarium oxysprium f. sp. licopersici; Verticillium y el virus del mosaico del tabaco. 
Madurez relativa   Normal 
Vigor   Fuerte 
Firmeza  Buena 
Peso del fruto  150 – 250 g 
Forma   Deep Oblate 
Hombros   Sí, verdes 

 
Fertilización y riego 
 
El  fertilizante  se  administró  como  solución  nutritiva,  la  cual  se  preparó  de  acuerdo  a  la 
formulación  recomendada  por  Hazera  Seeds,  Inc.  (FL,  EU)  (Cuadro  4.3)  para  la  variedad  de 
jitomate  empleada  en  este  estudio,  en  un  cultivo  intensivo.  Se  evaluaron  dos  niveles  de 
fertilización nitrogenada: 170 y 255 kg N ha‐1; correspondientes al 50% y 75% respectivamente, 
de  la dosis completa  recomendada. La solución se aplicó en el  riego  (ver Anexo 1), el cual se 
realizó durante 2‐3 min (1.5 litros aprox.), tres veces por semana, y un riego con solo agua, una 
vez cada dos semanas para evitar la acumulación de sales. La concentración de amonio (ppm) y 
de  nitrato  (ppm)  en  el  sustrato  fue medido  a  los  90  y  200  días  después  del  trasplante,  de 
acuerdo a la técnica descrita en Jackson (1976). 
 
Cuadro  4.3  Solución  nutritiva  recomendada  para  el  cultivo  hidropónico  de  jitomate  (Solanum  lycopersicum), 
recomendada por Hazera Seeds, Inc. (FL, EU). 

 

kg N ha–1 Nutrientea 

0  170  255  340 

KNO3  0  25  37.5  50 
Ca(NO3)2•4H2O  0  475  712.5  950 
NH4H2PO4  0  20  30  40 
(NH4)2SO4  0  25  37.5  50 
H2PO4  100  100  100  100 
K2SO4  500  500  500  500 
MgSO4•7H2O  800  800  800  800 
Fe2SO4  15  15  15  15 
MnSO4  3  3  3  3 
Na2B4O7•10H2O  5  5  5  5 
CuSO4  0.5  0.5  0.5  0.5 
ZnSO4  0.5  0.5  0.5  0.5 

aLos nutrientes están expresados en mg l–1 de agua. El pH final fue de 6.0±0.2. 
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Cuantificación endofítica de Azospirillum en las raíces de jitomate 
 
La población de  cada una de  las  cepas  se  cuantificó  en el medio de  cultivo NFB‐ss,  a  los  71 
(trasplante) y 200 dds, mediante la técnica del NMP con tres repeticiones.  
 
Análisis de crecimiento vegetal y producción 
 
El análisis se llevó a cabo a los 71 y 122 dds (trasplante y cosecha). La planta fue separada de las 
hojas,  del  tallo  y  la  raíz.  El  área  foliar  (AF)  fue medida  usando  un medidor  de  área  (Delta‐T 
Devices  Ltd.,  Cambridge,  England).  Las  plántulas  se  secaron  a  70±2°C  en  una  estufa  (Boekel 
Industries  Inc. Mod. 107801) y el peso  seco  (PS)  se determinó en  las diferentes partes de  las 
plantas  (hojas,  tallo  y  raíz).  Posteriormente  se  calculó  la  biomasa  total  (BT),  la  relación 
raíz:vástago  (R:V)  y  las  variables  de  crecimiento  de  acuerdo  a  Hunt  (1990),  descritas  en  el 
Cuadro  4.4.  La  producción  de  frutos  se  consideró  a  los  122  dds,  al  corte  de  los  frutos 
provenientes de  los cuatro primeros  racimos  florales. El peso  fresco de cada  fruto se  registró 
empleando una balanza analítica Sartorius BP310P (Sartorius AG, Göettingen, GER). (ver Anexo 
1).  
 
Cuadro  4.4  Variables  evaluadas  para  el  análisis  de  crecimiento  vegetal  de  plantas  de  jitomate  (Solanum 
lycopersicum). 
 

Variablea  Definición  Fórmula 

LMR  hoja:biomasa  PS hoja / PS total 
SMR  tallo:biomasa  PS tallo / PS total 
RMR  raíz:biomasa  PS raíz / PS total 
SLA  área foliar específica  AF / PS hoja 
LAR  PS total:área foliar  SLA × LMR 
NAR  tasa de asimilación neta  (PS2 ‐ PS1 / t2 ‐ t1) (lnAF2 ‐ lnAF1 / AF2 ‐ AF1) 
RGR  tasa relativa de crecimiento  LAR x NAR 
aDe sus siglas en  ingles: LMR = Leaf Mass Ratio, SMR = Steam Mass Ratio, RMR = Root Mass Ratio, SLA = Specific 
Leaf Area, LAR = Leaf Area Ratio, NAR = Net Assimilation Rate, RGR = Relative Growth Rate. 

 
Análisis Químico Proximal (AQP) de frutos 
 
Un AQP  (AOAC, 2005)  se aplicó en  los  frutos del primer  racimo. Se eligieron ocho  frutos por 
tratamiento al azar, los cuales se secaron a 70±2°C hasta un peso constante. El análisis se realizó 
en el Departamento de Nutrición de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, y 
consistió  en  el  cálculo de: materia  seca, humedad, proteína  cruda  (Nx6.25),  extracto  etéreo, 
cenizas, fibra cruda, extracto libre de nitrógeno, potasio, y pH (1:1).  
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Diseño experimental 
 
El  diseño  del  experimento  fue  factorial  4x2x6,  considerando  4  tratamientos  (3  inóculos  de 
Azospirillum y un control); 2 niveles de fertilización con nitrógeno (255 Kg ha‐1 y 170 Kg ha‐1 ,75 y 
50% de  la dosis  recomendada  respectivamente) y 6  repeticiones por  tratamiento y por nivel; 
distribuidos en tres bloques al azar. 
 
Análisis estadístico 
 
Los  datos  fueron  analizados mediante  un  análisis  de  varianza  de  dos  vías  y  2  niveles,  con  6 
repeticiones (MANOVA) y el software StatGraphics Centurion XV (2006, Statpoint Technologies 
Inc., VA, USA). Las medias fueron comparadas usando el procedimiento de la diferencia mínima 
significativa (LSD, least significant difference) de Fisher (p≤0.05). 
 
 
RESULTADOS 
 
Análisis físico, químico y microbiológico del suelo 
 
Las  características  físicas  y  químicas  del  suelo  se  presentan  en  el  Cuadro  4.5,  en  el  que  se 
muestra  que  las  características  físicas  del  suelo  fueron  las  adecuadas  para  el  cultivo  del 
jitomate, ya que de acuerdo con Castilla (1995), este cultivo se desarrolla bien en suelos sueltos 
(arenosos)  y  bien  drenados,  un  pH  de  5  a  7,  y  ligeramente más  básicos  como  los  de  suelos 
calizos.  
 
De  acuerdo  a  los  resultados  del  análisis  químico,  el  suelo  presentó  un  buen  porcentaje  de 
materia orgánica,  y no presentó deficiencias en  cuanto  a nitrógeno,  fósforo, potasio  y  calcio 
(Fassbender y Bornemisza, 1987). 
 
Cuadro 4.5 Características físicas y químicas del suelo empleado en el cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum). 
 

Textura 

arena 
(%) 

limo 
(%) 

arcilla 
(%) 

Densidad 
Aparente  
(g cc‐1) 

pH  Materia 
Orgánica 

(%) 

N total 
(%) 

P total 
(ppm) 

K (ppm)  Ca 
(ppm) 

84.76  8.92  5.32  1.435  7.73  3.19  0.1  785.34  968.5  1036.5 
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En el Cuadro 4.6 se muestra los resultados del análisis microbiológico realizado en los sustratos 
empleados en el cultivo de jitomate (turba‐agrolita y suelo), donde observamos que el sustrato 
turba‐agrolita presentó una  concentración menor a 10  células bacterianas g  sustrato‐1  (límite 
inferior de diluciones que se manejaron en el análisis). Resultados que eran de esperarse ya que 
los materiales que se emplearon durante el experimento fueron adquiridas de empresas con un 
alto control de calidad en sus productos, por lo que podríamos suponer la ausencia total, tanto 
de hongos,  como de Azospirillum. Estos  resultados nos podrían asegurar que, el efecto en el 
crecimiento de  las plántulas  a  los 71 dds,  se debió  a  la presencia o  ausencia de  los  inóculos 
evaluados en este experimento. 
 
Cuadro 4.6 Resultados del análisis microbiológico  realizado en  los sustratos empleados en el cultivo de  jitomate 
(Solanum lycopersicum), turba‐agrolita (almácigo) y suelo (trasplante). 
 

Hongos levaduriformes (células 
g sustrato‐1) 

Hongos filamentosos 
(células g sustrato‐1) 

Bacterias mesófilas 
aerobias 

(células g sustrato‐1) 

Azospirillum 
(células g sustrato‐1) 

turba‐agrolita 
suelo 

turba‐
agrolita 

suelo 
turba‐
agrolita 

suelo 
turba‐
agrolita 

suelo 

< 1 x 102  4.2 x 105  < 1 x 102  <1x103  2.5 x101  2x106  < 1 x 102  <1x103 

 
 
Respecto al suelo, éste presentó una población microbiana normal (Atlas y Bartha, 2001), donde 
verificamos que  la cantidad de células de Azospirillum g sustrato‐1 no representaban un riesgo 
para el experimento, debido a dos factores principalmente: primero,  las raíces de  las plántulas 
que se trasplantaron a suelo se debían encontrar colonizadas previamente por las células de los 
inóculos  de  Azospirillum  evaluados  en  este  estudio,  y  como  lo  veremos  más  adelante;  y 
segundo,  la cantidad de células de Azospirillum debió disminuir al diluir el  suelo con  tezontle 
para preparar las unidades experimentales, por lo que la cantidad de células con posibilidad de 
colonizar las raíces de jitomate fueron mínimas. Al respecto se ha reportado que la adhesión de 
células de Azospirillum a las de la raíz es esencial para el establecimiento de la simbiosis con la 
planta hospedero; sin embargo,  las posibilidades de adhesión y posterior agregación en  la raíz 
disminuyen  debido  a  que  las  células  compiten  con  la microbiota  predadora  del  suelo  y  la 
establecida primeramente (Burdman et al., 2000). 
 
Fertilización y Riego 
 
Las  concentraciones  de  amonio  y  de  nitrato  presentes  en  el  sustrato  a  los  90  y  200  dds,  se 
muestran  en  el  Cuadro  4.7.  La  concentración  de  nitrato  presente  en  el  sustrato  de  los 
tratamientos fertilizados con 255 kg N ha‐1 fue diez veces mayor que los fertilizados con 170 kg 
N ha‐1 a los 90 dds; sin embargo, esta proporción disminuyó notablemente a los 200 dds.  
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La  cantidad  de  amonio  presente  en  el  sustrato  fertilizado  con  255  kg  N  ha‐1  fue  del  doble 
respecto a  lo registrado con  los tratamientos de fertilización con 170 kg N ha‐1, tanto a  los 90 
como  a  los  200 dds. Así mismo  en  este  estudio, observamos que  en  el  sustrato utilizado,  la 
concentración de nitratos fue mayor a  la de amonio, en una proporción de 1:1000, con ambas 
dosis de fertilización (170 y 255 kg N ha‐1) a los 90 y 200 dds. 
 
Cuadro 4.7 Concentración de amonio y nitrato, presente en el sustrato, monitoreado a diferentes días de después 
de la siembra (dds) del cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum). 

 
90 dds  200 dds Tratamiento 

kg N ha‐1  NH4
+ (ppm)  NO3

‐ (ppm)  NH4
+ (ppm)  NO3

‐ (ppm) 

170  0.322  2.245  0.940  43.44 
255  0.614  24.205  2.268  56.77 

 
Cuantificación endofítica de Azospirillum en las raíces de jitomate 
 

La población de células de Azospirillum presente endofíticamente en  las  raíces de  las plantas 
inoculadas fue de 1x105 células g raíz‐1, a los 71 dds (Cuadro 4.8). El desarrollo de las bacterias 
en el medio de cultivo NFB‐ss fue típico para el género Azospirillum de acuerdo a  lo reportado 
por Döbereiner  y  colaboradores  (1976),  y  Tarrand  y  colaboradores  (1978).  En  tanto  que,  las 
raíces de las plantas no inoculados, a pesar de que presentaron una población de 5x102 células 
de Azospirillum g raíz‐1, el desarrollo no fue totalmente característico, ya que presentaban una 
película  blanca  difusa  en  la  zona microaerofílica  del medio  de  cultivo.  Estos  resultados  nos 
permitirían asegurar que esta población bacteriana no  influyó en el crecimiento de  las plantas 
de jitomate durante su cultivo después del trasplante. Al final del cultivo (200 dds) la población 
de células de Azospirillum disminuyó en la mayoría de los tratamientos inoculados. 
 
Cuadro  4.8  Población  de  células  de  Azospirillum  presente  en  raíces  de  jitomate  Var.  Juanita,  a  diferentes  días 
después de la siembra (dds) del cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum). 

 
células g raíz‐1 Inóculo  kg N ha‐1 

71 dds  200 dds 

AMs3  170  7 x 105  1 x 103 
  255  7 x 105  1 x 104 

AZm5  170  7 x 105  1.4 x 105 
  255  7 x 105  7.2 x 104 

VS9  170  1 x 105  1.1 x 104 
  255  1 x 105  4 x 103 

Control  170  5 x 102  <1 x 103 
  255  5 x 102  <1 x 103 
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Análisis de crecimiento vegetal y producción 
 
A  los  71  dds,  las  plantas  inoculadas  con  Azospirillum,  asignaron  significativamente  mayor 
biomasa al tallo (SMR) (F=11.31, P=0.0001) en comparación con aquellas no inoculadas (Cuadro 
4.9). Las plantas  inoculadas con  la cepa AMs3 y con  la AZm5  incrementaron significativamente 
la  tasa  de  asimilación  neta  (NAR)  (F=4.07,  P=0.0207)  y  la  tasa  relativa  de  crecimiento  (RGR) 
(F=7.44, p=0.0016)  respecto  a  las plantas  inoculadas  con  la  cepa VS9  y  las no  inoculadas. En 
todos los tratamientos no se presentaron diferencias estadísticamente significativas respecto a 
la relación R:V, biomasa asignada a hojas (LMR), área foliar específica (SLA) y la relación entre el 
área foliar específica respecto a la biomasa total de la planta (LAR).  
 
En el Cuadro 4.10, se muestran los resultados del análisis de crecimiento en plantas de jitomate 
inoculadas con Azospirillum y fertilizadas con diferentes dosis de nitrógeno. Se observa que las 
plantas  inoculadas  con  la  cepa  AMs3,  AZm5  y  fertilizadas  con  170  kg  N  ha‐1  incrementaron 
significativamente la relación R:V (F=3.36, p=0.0084) y la biomasa asignada a raíz (RMR) (F=3.29, 
p=0.0094) respecto a las plantas no inoculadas y fertilizadas con 170 kg N ha‐1. No obstante, que 
no  se  presentaron  diferencias  significativas,  las  plantas  inoculadas  con  la  cepa  AMs3  y 
fertilizadas con 170 kg N ha‐1 presentaron los valores más altos en el área foliar específica (SLA) 
y  la  relación entre el peso  foliar y  la biomasa  total de  la planta  (LAR) y  respecto a  los demás 
tratamientos. En tanto que, las plantas inoculadas con la cepa AMs3 y fertilizadas con 255 kg N 
ha‐1 presentaron  los valores más altos en  la tasa de asimilación neta (NAR) (F=1.09, p=0.3916) 
respecto  a  las  inoculadas  con  la  cepa  VS9  y  fertilizadas  con  255  kg  N  ha‐1.  Es  importante 
mencionar que, comparativamente, las plantas no inoculadas y fertilizadas con presentaron los 
valores más altos en la relación R:V, la biomasa asignada a tallo (SMR) y a raíz (RMR). 
 
La  producción  de  frutos  de  los  primeros  cuatro  racimos  florales,  se  vió  estadísticamente 
incrementada  por  efecto  de  la  fertilización  nitrogenada  (F=2,  198;  p=0.00067),  siendo  las 
plantas  fertilizadas con el 50% de  la dosis de N recomendada  (170 kg N ha‐1)  las que tuvieron 
una  mayor  producción  (1500  g  de  fruto  planta‐1),  en  comparación  con  aquellas  plantas 
fertilizadas con el 75% de la dosis de N recomendada (255 kg N ha‐1) (1330 g de fruto planta‐1). 
La  inoculación bacteriana no  influyó en  la producción de frutos. No obstante,  la  interacción de 
ambos factores mostró que las plantas inoculadas con la cepa AMs3 y fertilizadas con 170 kg N 
ha‐1  favorecieron  la producción de  frutos  (Cuadro 4.11). De acuerdo a Hazera Seeds,  Inc.  (FL, 
EU), el peso característico del fruto de jitomate para la variedad Juanita se encuentra entre 150 
y 250 g  (Cuadro 4.2). Con base en  lo anterior,  la mayor cantidad de  frutos con este  rango de 
peso,  se  registró  en  las  plantas  fertilizadas  con  170  kg N  ha‐1.  En  tanto  que  las  plantas  que 
produjeron una mayor cantidad de frutos menores a 150 g fueron las fertilizadas con 255 kg N 
ha‐1. 
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Cuadro  4.9 Análisis  de  crecimiento  de  plántulas  de  jitomate  (Solanum  lycopersicum)  (71  días  después  de  la  siembra,  trasplante)  inoculadas  con  cepas  de 
Azospirillum (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo) y fertilizadas con diferentes dosis de nitrógeno. Relación Raíz:Vástago (R:V); LMR (relación hoja 
biomasa); SMR (relación tallo biomasa); RMR (relación raíz biomasa); SLA (área foliar específica); LAR (relación hoja área foliar); NAR (tasa neta de asimilación); 
RGR  (tasa  relativa  de  crecimiento).  Las  letras  indican  la  diferencia  estadísticamente  significativa  entre  las muestras  inoculadas  y  el  control,  de  acuerdo  al 
método de Fisher (LSD, least significant difference) con un límite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (±) representan el error estándar de la media de 
cinco réplicas. 
 

Tratamiento 
 

Relación 
R:V 

LMR 
(g g–1) 

SMR 
(g g–1) 

RMR 
(g g–1) 

SLA 
(cm2 g–1) 

LAR 
(m2 kg–1) 

NAR 
(g m–2 día–1) 

RGR 
(mg g–1 día–1) 

Azospirillum sp. AMs3   0.3276  
(0.043) 

 0.4107  
(0.014) 

0.3444 a  
(0.012) 

0.2448 b  
(0.022) 

396.244  
(21.758) 

162.389  
(9.265) 

0.00055 a  
(0.00004) 

0.0855 a  
(0.0032) 

A. lipoferum AZm5  0.3611  
(0.043) 

0.4149  
(0.014) 

0.3237 a  
(0.012) 

0.2613 ab  
(0.022) 

377.791  
(21.758) 

156.290  
(9.265) 

0.00056 a  
(0.00004) 

0.0866 a  
(0.0032) 

A. brasilense VS9  0.3987  
(0.043) 

0.4000  
(0.014) 

0.3218 a  
(0.012) 

0.2781 ab  
(0.022) 

410.485  
(21.758) 

163.881  
(9.265) 

0.00045 ab  
(0.00004) 

0.0731 b  
(0.0032) 

Control  0.4565  
(0.043) 

0.4333  
(0.014) 

0.2539 b  
(0.012) 

0.3127 a  
(0.022) 

402.056  
(21.758) 

173.619  
(9.265) 

0.00040 b  
(0.00004) 

0.0693 b  
(0.0032) 
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Cuadro 4.10 Análisis de crecimiento de plántulas de  jitomate (Solanum  lycopersicum) (122 días después de  la siembra)  inoculadas con cepas de Azospirillum 
(experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo) y fertilizadas con diferentes dosis de nitrógeno. Relación Raíz:Vástago (R:V); LMR (relación hoja biomasa); 
SMR (relación tallo biomasa); RMR (relación raíz biomasa); SLA (área foliar específica); LAR (relación hoja área foliar); NAR (tasa neta de asimilación); RGR (tasa 
relativa de crecimiento). Las letras indican la diferencia estadísticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher 
(LSD, least significant difference) con un límite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (±) representan el error estándar de la media de seis réplicas. 
 

Tratamiento 
 

kg N ha–1  Relación R:V  LMR 
(g g–1) 

 

SMR 
(g g–1) 

 

RMR
(g g–1) 

 

SLA 
(cm2 g–1) 

 

LAR 
(m2 kg–1) 

 

NAR 
(g m–2 día–1) 

 

RGR 
(mg g–1 día–1) 

 

Azospirillum sp. 
AMs3 

170  0.149 a 
(0.013) 

0.333 ab 
(0.021) 

0.368 ab 
(0.022) 

0.129 a 
(0.010) 

269.58 a 
(18.93) 

89.879 a 
(7.811) 

0.00073 b 
(0.00008) 

0.0623 ab 
(0.0008) 

255  0.109 c 
(0.013) 

0.300 c 
(0.021) 

0.352 b 
(0.022) 

0.098 c
(0.010) 

213.73 b 
(18.93) 

65.230 b 
(7.811) 

0.00100 a 
(0.00008) 

0.0602 b
(0.0008) 

A. lipoferum 
AZm5 

170  0.147 ab 
(0.013) 

0.367 ab 
(0.021) 

0.379 ab
(0.022) 

0.128 ab 
(0.010) 

208.79 b 
(18.93) 

76.855 ab
(7.811) 

0.00082 ab 
(0.00008) 

0.0623 ab 
(0.0008) 

255  0.101 c 
(0.013) 

0.312 bc 
(0.021) 

 0.352 b 
(0.022) 

0.091 c 
(0.010) 

250.49 ab 
(18.93) 

76.908 ab 
(7.811) 

0.00085 ab 
(0.00008) 

 0.0626 a 
(0.0008) 

A. brasilense 
VS9 

170  0.111 bc 
(0.013) 

0.334 abc 
(0.021) 

0.385 ab 
 (0.022) 

0.099 bc 
(0.010) 

252.90 ab 
(18.93) 

84.287 ab 
(7.811) 

0.00075 b 
(0.00008) 

0.0623 ab 
(0.0008) 

255 
 

 0.129 abc 
(0.013) 

0.394 a 
(0.021) 

0.388 ab 
(0.022) 

0.114 abc 
(0.010) 

223.14 ab 
(18.93) 

87.199 ab 
(7.811) 

0.00074 b 
(0.00008) 

0.0626 a 
(0.0008) 

Control  170  0.105 c 
(0.013) 

0.333 abc 
(0.021) 

0. 0.374 ab 
(0.022) 

0.094 c 
(0.010) 

219.28 ab 
(18.93) 

73.082 ab 
(7.811) 

0.00087 ab 
(0.00008) 

 0.0615 ab 
(0.0008) 

255  0.163 a 
(0.013) 

0.353 abc 
 (0.021) 

0.422 a 
(0.022) 

0.140 a 
(0.010) 

209.64 b 
(18.93) 

74.073 ab
(7.811) 

0.00082 ab 
(0.00008) 

 0.0606 ab 
(0.0008) 
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Cuadro 4.11 Producción de frutos en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum). (122 días después de la siembra) 
inoculadas  con  cepas  de  Azospirillum  (experimento  llevado  a  cabo  en  un  cultivo  en  suelo)  y  fertilizadas  con 
diferentes  dosis  de  nitrógeno.  Las  letras  indican  la  diferencia  estadísticamente  significativa  entre  las muestras 
inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher (LSD, least significant difference) con un límite de confianza 
de 0.05. Los datos en paréntesis (±) representan el error estándar de la media de ocho réplicas. 

 
Tratamiento 

 
kg N ha–1  Producción 

de frutos (g 
planta‐1) 

Número de 
frutos 
planta‐1 

% de frutos 
<150g 

% de frutos 
150‐250g 

% de frutos 
>250g 

170  1700.09 a 
(122.181) 

16.96  82.38  16.89  0 Azospirillum sp. 
AMs3 

255  1315.5 b 
(122.181) 

14.73  88.77  11.03  0 

170  1439.8 ab 
(124.6) 

15.24  82.72  16.78  0.48 A. lipoferum 
AZm5 

255  1199.89 b 
(124.6) 

16.48  94.91  4.83  0.24 

170  1355.83 b 
(122.181) 

15.61  88.80  11.18  0 A. brasilense 
VS9 

255 
 

1483.67 ab 
(119.897) 

17.33  88.14  11.65  0.21 

170  1506.75 ab 
(122.181) 

15.96  81.88  18.12  0 Control 

255  1324.16 b 
(122.181) 

16.73  93.28  6.70  0 

 
 
Análisis Químico Proximal (AQP) de frutos 
 
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la mayoría de las variables del 
AQP en frutos de jitomate de los diferentes tratamientos (Cuadro 4.12). Sin embargo, los frutos 
cosechados de las plantas inoculadas con la cepa VS9 de A. brasilense fertilizadas con 255 kg N 
ha‐1  incrementaron significativamente  la cantidad de minerales presentes en el  fruto  (cenizas) 
(F=5.206, p=0.009), en tanto que  la cepa AZm5 de A.  lipoferum y fertilizadas con 255 kg N ha‐1 
presentaron  significativamente  los  niveles más  altos  en  el  porcentaje  de  potasio  (F=16.547, 
p=0.0001). 
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Cuadro 4.12 Análisis Químico Proximal de frutos en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum), del primer corte, a los 122 días de desarrollo. Las letras indican 
la diferencia estadísticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher (LSD, least significant difference) con un 
límite de confianza de 0.05.  
 

Inóculo  kg N ha‐1  Materia 
seca (%) 

Humedad 
(%) 

Proteína 
cruda 
Nx6.25 
(%) 

Extracto 
etéreo 

Cenizas 
(%) 

Fibra 
cruda 
(%) 

Extracto 
libre de 
nitrógeno 

(%) 

Potasio 
(%) 

pH 
(1:1) 

AMs3  170  96.49  3.51  19.06  3.96  11.15 b  12.85  53.15  3.83 bc  4.49 
  255  96.92  3.08  18.05  2.24  12.24 b  11.44  556.03  3.66 bc  4.51 

AZm5  170  94.04  5.96  17.91  2.59  12.04 b  18.03  49.44  4.36 b  4.50 
  255  98.98  1.02  18.07  3.52  14.13 b  13.30  50.98  5.59 a  4.53 

VS9  170  97.28  2.71  17.37  2.14  12.37 b  11.56  56.59  3.44 c  4.51 
  255  97.96  2.04 19.69 3.50 17.03 a  11.19 48.67  3.63 bc  4.48 

Control  170  98.33  1.67  18.07  2.69  13.72 b  15.78  49.77  3.69 bc  4.53 
  255  97.45  2.55  18.80  2.30  13.11 b  17.26  48.53  3.98 bc  4.50 
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DISCUSIÓN 
 
Uno de  los  factores que afectan  la  respuesta de  la planta a  la  inoculación es  la  falta de una 
colonización microbiana de las células de la raíz en el momento preciso requerido por la planta 
(Bashan, 1998; Lugtenberg y Kamilova, 2009). Con base en lo anterior, se ha reportado que un 
inóculo con una concentración de 1x108 células de Azospirillum por ml‐1 medio de cultivo, es 
necesario para que se  lleve a cabo  la colonización bacteriana en raíces de diferentes especies 
vegetales como maíz (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), trigo (Triticum aestivum) y  jitomate 
(Solanum  lycopersicum)  (Esquivel‐Cote,  2002;  Terry  et  al.,  2005;  Abril  et  al.,  2006;  García‐
Olivares et al., 2006). No obstante,  los resultados obtenidos en este estudio mostraron que  la 
cepa VS9 de A. brasilense es capaz de colonizar  las raíces de  jitomate  (Solanum  lycopersicum) 
var. Juanita, a una concentración menor (1x106 células, ml‐1 de medio de cultivo) de inóculo. A 
este  respecto  se  ha  reportado  que,  algunas  células  de  Azospirillum  son  capaces  de  formar 
flóculos  para  agregarse  en  las  raíces  y  de  esta  forma  colonizar  y  establecer  una  asociación 
eficiente con la planta hospedero hasta en condiciones ambientales desfavorables (Burdman et 
al., 2000), característica que probablemente se presente con la cepa VS9 de A. brasilense. 
 
Se  ha  reportado  que  la  principal  fisiopatía  en  los  jitomates  cultivados  en  hidroponía  es  la 
podredumbre  apical  negra  del  fruto,  ocasionada  por  deficiencias  de  calcio  en  el  sustrato 
(Esquinas‐Alcázar  y Nuez,  1995),  por  lo  que  las  fórmulas  empleadas  para  fertilizar  el  cultivo, 
además de nitrógeno, contienen grandes cantidades de calcio. En este estudio,  las  fuentes de 
nitrógeno  que  se  aplicaron  en  la  solución  nutritiva  fueron  el  nitrato  de  calcio,  el  nitrato  de 
potasio,  el  fosfato  de  amonio  y  el  sulfato  de  amonio,  de  los  cuales  el  nitrato  de  calcio  se 
adicionó en una cantidad diez veces mayor respecto a las otras fuentes; lo anterior puede ser la 
causa de que en nuestro cultivo las concentraciones de nitrato hayan sido muy superiores a las 
de  amonio.  Por  otro  lado,  se  ha  estudiado  que  la  volatilización  de  amonio  es  una  de  las 
principales causa de pérdida de  la mayor cantidad de nitrógeno aplicado al suelo mediante  la 
fertilización  (Pepper  et  al.,  2006).  Nuestros  resultados  sugiere  que  el  sistema  de  cultivo 
empleado en este experimento (semi hidropónico) favoreció la acumulación de nitratos, ya que 
al  comparar  estos  resultados  con  la  concentración  de  nitratos  presentes  en  el  suelo  de  un 
cultivo en campo, simultáneo a nuestro experimento, fertilizado con 340 kg N ha‐1(100% de  la 
dosis  al  recomendada  por  Hazera  Seeds,  Inc.  FL,  EU),  se  observó  que  la  concentración  de 
nitratos  fue  diez  veces  menor  que  la  presente  en  el  sustrato  de  nuestras  unidades 
experimentales  (datos no publicados),  lo que hace  suponer que  los nitratos, del experimento 
simultáneo,  fueron  lixiviados mediante el  riego a  través del  suelo. Lo anterior,  sugiere que el 
mecanismo empleado por las cepas de Azospirillum para promover el crecimiento de las plantas 
de jitomate no fue la fijación de nitrógeno, ya que ésta se inhibe ante la presencia de nitrógeno 
en el medio (Fassbender y Bornemisza, 1987; Dobbelaere et al., 2001). 



CAPÍTULO IV 
 

M. en C. Rosalba Esquivel‐Cote  116 

 

En este estudio, se observó que  las plantas de  jitomate  inoculadas con  las diferentes cepas de 
Azospirillum  favorecen  la  asignación  de  biomasa  a  tallos  a  los  71  dds  (etapa  de  trasplante), 
debido probablemente a la producción de auxinas de las cepas de Azospirillum. Se ha reportado 
que  la  producción  de  fitohormonas,  principalmente  auxinas,  es  uno  de  los mecanismos más 
característicos  del  género  Azospirillum  (Okon  y  Vanderleyden,  1987).  Las  auxinas  son  las 
fitohormonas  responsables  de  la  elongación  de  tallos  y  coleóptilos  (Marschner,  1995;  Taiz  y 
Zeiger, 2002). Comparativamente, las plantas no inoculadas incrementaron significativamente la 
asignación de  recursos a  la  raíz,  lo  cual puede deberse a una estrategia de  la planta que, en 
ausencia del simbionte, el cual le genera un gasto de carbono, asigna más energía a la raíz para 
la búsqueda de recursos (Larcher, 2003). 
 
Así  mismo,  las  cepas  AMs3  de  Azospirillum  sp.  y  AZm5  de  A.  lipoferum  favorecieron  la 
producción de biomasa por unidad de área foliar en las plantas de jitomate, ya que presentaron 
un  incremento  significativo  en  la  tasa  de  asimilación  neta  (NAR).  Este  aspecto  es 
ecológicamente muy  importante, ya que una mayor biomasa alcanzada en un tiempo corto,  le 
confiere a  las plantas ventajas, como  la captación de más recursos (luz, agua y nutrimentos) y 
una mayor capacidad competitiva (Grime, 1979; Huante, 1996; Chapin et al., 2002). De acuerdo 
con  las  experiencias  de  los mismos  agricultores  de  Xochimilco,  las  plántulas  de  jitomate  en 
etapa de trasplante son económicamente bien cotizadas, ya que la venta de individuos sanos y 
en buen estado asegura al productor un mayor porcentaje de sobrevivencia de plantas hasta la 
cosecha, evitando así el tiempo y el esfuerzo invertido en el manejo de la semilla, la siembra, la 
preparación de almácigos,  la  instalación de  lugares que aseguren el control de  temperatura y 
humedad para  la germinación,  y el  control de plagas,  tanto de  insectos  como de bacterias u 
hongos fitopatógenos. 
 
Uno de  los  síntomas más evidentes que presentan  las plantas  cuando  crecen en  condiciones 
limitantes  de  nitrógeno,  es  la  clorosis  de  las  hojas  (Marshner,  1995,  Taiz  y  Zeiger,  2002; 
Urrestarazu, 2004). No obstante,  tanto  las plantas de  jitomate  fertilizadas  con 170 Kg N ha‐1 
(50% de  la dosis completa recomendada), como con 255 Kg N ha‐1  (75% de  la dosis completa 
recomendada) no mostraron estos síntomas. Además, de acuerdo a  los resultados del análisis 
de crecimiento, no hubo un efecto significativo de la fertilización nitrogenada en el crecimiento 
vegetal de  las plantas a  los 122 dds.  Lo anterior,  sugiere que ambas dosis de N presentan el 
mismo efecto en el crecimiento vegetal y no  representaron una deficiencia de este elemento 
para la planta, por lo que se proponen estudios dirigidos a conocer la dosis mínima de nitrógeno 
que se puede aplicar al cultivo de  jitomate var. Juanita para un óptimo crecimiento, y en este 
caso  específico,  bajo  las  condiciones  de  la mini  empresa  productora  y  comercializadora  de 
jitomate,  JITOSAN  SPR  de RL,  ya que  el  objetivo  comercial  de  esta organización  es  la mayor 
producción con el mínimo de  insumos y que esta producción  tenga calidad de exportación. A 
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este respecto, observamos que las plantas que presentaron la mayor producción de frutos con 
los pesos reportados para la variedad empleada en este estudio (Juanita, frutos entre 150 y 250 
g) fueron las fertilizadas con 170 Kg N ha‐1. Contrariamente, la mayor producción de frutos con 
pesos menores a 150 g se dio en las plantas fertilizadas con 255 Kg N ha‐1.  
 
Es  importante aclarar que en el primer corte de  la cosecha  (26 agosto) del primer  racimo,  la 
mayor producción de frutos se registró en las plantas inoculadas con la cepa AZm5 y fertilizadas 
con  255 Kg N ha‐1,  y  las plantas  inoculadas  con  la  cepa VS9  y  fertilizadas  con  170 Kg N ha‐1  
(datos no publicados). En tanto que, en las plantas no inoculadas, fertilizadas con 170 Kg N ha‐1 
y 255 Kg N ha‐1, la mayor producción se obtuvo hasta el quinto corte (3 octubre). Lo anterior nos 
permite sugerir una dosis de 170 Kg N ha‐1 y  la  inoculación con  las cepas de Azospirillum sp., 
para favorecer el crecimiento del cultivo y la producción de frutos de jitomate variedad Juanita, 
lo cual beneficiaría al agricultor porque comercializaría su producto más tempranamente en el 
mercado.  
 
La fertilización nitrogenada influyó en el crecimiento vegetal de las plantas de jitomate a los 122 
dds, y afectó  la producción de frutos de mayor peso. A pesar de que  la  inoculación bacteriana 
no tuvo un efecto significativo en  la producción de frutos, sí presentó diferencias significativas 
en  la  calidad  de  los mismos,  ya  que  la  cantidad  de  K+  presente  en  los  frutos  de  las  plantas 
inoculadas con  la cepa AZm5 y fertilizadas con 255 Kg de N ha‐1, fue significativamente mayor 
respecto a la cantidad de K+ presente en los frutos de las plantas inoculadas con las cepas AMs3 
y VS9, y las no inoculadas.  
 
El K+ representa el 85% de los cationes en el fruto y su acumulación es proporcional a la materia 
seca  (Chamarro,  1995).  Además,  el  contenido  de  K+  en  el  fruto  es  una  característica  muy 
importante  ya  que  incrementa  la  acidez,  firmeza,  uniforma  la maduración  y  logra  un mejor 
sabor en el fruto (Ho y Adams, 1995). No obstante, que no se ha documentado que Azospirillum 
favorezca la absorción de K+ en tejido vegetal o en fruto, vía la absorción de nitrógeno, sí ha sido 
documentado que  las  citocininas promueven  la  absorción de K+  (Taiz  y  Zeiger, 2002). A este 
respecto se ha reportado que Azospirillum  incrementa  la  longitud de  la raíz y  la  formación de 
raíces  laterales  y  pelos  radiculares,  favoreciendo  a  la  planta  con  una mayor  capacidad  para 
absorber nutrimentos y agua  (Bashan y Levanony, 1990). En particular se ha reportado que  la 
cepa  AZm5  de  Azospirillum  lipoferum  produce  in  vitro  cantidades  significativas  de  t‐zeatina 
(Esquivel‐Cote et al., 2010), una de las citocininas más importantes de las plantas. 
 
 
 
 



CAPÍTULO IV 
 

M. en C. Rosalba Esquivel‐Cote  118 

 

CONCLUSIONES 
 
La  inoculación  de  plántulas  de  jitomate  var.  Juanita  con  Azospirillum  durante  el  almácigo, 
favorecen el crecimiento vegetal de las plántulas a los 71 días después de la siembra, en la etapa 
vegetativa del cultivo, donde  las cepas AMs3  (Azospirillum sp.), AZm5  (A.  lipoferum) y VS9  (A. 
brasilense)  favorecen  la  longitud  de  tallo,  la  cepa  AMs3  y  la  AZm5  favorecen  la  tasa  de 
asimilación neta (NAR) y la tasa relativa de crecimiento (RGR). 
 
La fertilización de plantas de jitomate var. Juanita con las dosis de 170 Kg N ha‐1 y 255 Kg N ha‐1 
tienen el mismo efecto en el crecimiento vegetal a  los 122 días después de  la  siembra, en  la 
etapa del primer corte de frutos. 
 
La fertilización de plantas de  jitomate var. Juanita con  la dosis de 170 Kg N ha‐1  incrementa  la 
producción de frutos de 150‐250 g, a los 122 días después de la siembra, en la etapa del primer 
corte. En  tanto que  la  fertilización con  la dosis de 255 Kg N ha‐1  incrementa  la producción de 
frutos con un peso menor a 150 g.  
 
La  inoculación de plantas de  jitomate var.  Juanita  con  la  cepa  la AMs3 de Azospirillum  sp., y 
fertilizadas con 170 Kg N ha‐1  incrementa  la producción de frutos, a  los 122 días después de  la 
siembra, en la etapa del primer corte. 
 
La inoculación de plantas de jitomate var. Juanita con la cepa la AZm5 de Azospirillum lipoferum, 
y  fertilizadas  con  255  Kg N  ha‐1  incrementa  el  contenido  de  K+  de  los  frutos,  a  los  122  días 
después de la siembra, en la etapa del primer corte. 
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CAPÍTULO V 
 

Efecto de la interacción Azospirillum – hongos micorrízicos 
arbusculares en la etapa vegetativa del crecimiento de plantas 

 de jitomate (Solanum lycopersicum) fertilizadas con dosis 
reducidas de nitrógeno y fósforo 

 
 
 
RESUMEN 
 
En el presente trabajo se evaluó el efecto en el crecimiento vegetativo de plantas de  jitomate 
(Solanum  lycopersicum)  co‐inoculadas  con  Azospirillum  y  hongos  micorrízicos  arbusculares 
(HMA), y la reducción en la fertilización química nitrogenada y fosfatada. Para ello se llevaron a 
cabo dos experimentos en suelo donde se utilizaron dos variedades de jitomate: en el primero 
se empleó la variedad Juanita, la cepa bacteriana AZm5 de A. lipoferum y un inóculo micorrízico 
silvestre en un suelo sin fertilizar; en el segundo se empleó la variedad ACE VF55 y se evaluaron 
dos cepas de Azospirillum  (AZm5 y VS9 de A. brasilense) y el  inóculo micorrízico Zac 19 en un 
suelo  fertilizado  con  el  50%  de  nitrógeno  y  0%  de  fósforo  de  la  dosis  recomendada.  La  co‐
inoculación con  la cepa AZm5 de A.  lipoferum y el  inóculo micorrízico silvestre favorecieron  la 
tasa  relativa  de  crecimiento  (TRC)  de  plantas  de  jitomate  (var.  Juanita)  a  los  32  días  de 
desarrollo,  en  un  cultivo  en  suelo  sin  fertilizar.  Las  plantas  de  jitomate  (var.  ACE  VF55)  co‐
inoculadas  con  la  cepa AZm5 de A.  lipoferum  y  la  cepa micorrízica  Zac  19,  incrementaron  la 
longitud de tallo y contenido de N y P en tejido vegetal a los 52 días de desarrollo, en un cultivo 
en suelo fertilizado con el 50% de nitrógeno y 0% de fósforo de la dosis recomendada.  
 
 
Palabras clave: Azospirillum, jitomate, micorriza  
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INTRODUCCIÓN 
 
El  uso  desmedido  y  constante  de  fertilizantes  químicos  para  mejorar  e  incrementar  el 
rendimiento  de  los  cultivos  agrícolas,  han  causado  severos  problemas  ambientales,  como  la 
contaminación del suelo y agua debido a los nitratos, que se generan a partir de los fertilizantes 
nitrogenados,  y  que  se  lixivian  a  través  del  suelo.  A  este  respecto,  actualmente  se  han 
incorporado  alternativas  viables  que  permitan  continuar  con  la  productividad  agrícola  y 
disminuir el efecto nocivo en el ambiente que provoca el uso de los fertilizantes químicos. Una 
de estas alternativas ha sido el uso de inoculantes de microorganismos benéficos para la planta 
(Adesemoye y Kloepper, 2009; Adesemoye et al., 2009), entre  los que se destacan  los hongos 
micorrízicos arbusculares (HMA) y  las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) 
(Azcón, 2000). 
 
Los  HMA  y  algunas  rizobacterias,  pueden  interactuar  sinérgicamente  para  estimular  el 
crecimiento  de  una  gran  variedad  de  especies  vegetales.  Esta  interacción  juega  un  papel 
fundamental  en  el  desarrollo  sostenible  de  los  sistemas  agrícolas,  ya  que  favorece  la 
disminución  del  uso  de  agroquímicos  empleados  para  mantener  la  fertilidad  del  suelo 
(Artursson et al., 2006; Pivato et al., 2009; Gianinazzi et al., 2010). Se ha reportado que el uso 
combinado de HMA y de Azospirillum incrementa significativamente el crecimiento vegetal y el 
contenido  de  carbono,  fósforo  y  nitrógeno  total  en  varios  cultivos  de  interés  agrícola, 
principalmente cereales, lo que ha motivado la sustitución parcial e incluso total de fertilizantes 
químicos por la inoculación microbiana (Linderman, 1992; Veeraswamy et al., 1992; Adesemoye 
et al., 2008). Por  lo tanto, ha surgido  la necesidad de evaluar el efecto del uso combinado de 
estos microorganismos  como  inoculantes  con  la aplicación de dosis  reducidas de  fertilizantes 
químicos en otros cultivos de importancia económica, como el jitomate (Solanum lycopersicum). 
Con  base  en  lo  anterior,  el  objetivo  del  presente  trabajo  fue  evaluar  el  efecto  del  la  co‐
inoculación  con  Azospirillum  y  HMA  en  la  etapa  vegetativa  del  crecimiento  de  plantas  de 
jitomate,  desarrolladas  en  un  cultivo  en  suelo  fertilizado  con  dosis  reducidas  de  fertilizante 
químico nitrogenado y fosfatado. 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Los  siguientes  experimentos  se  llevaron  a  cabo  en  las  instalaciones  del  Laboratorio  de 
Ecofisiología  Vegetal  del  Instituto  de  Ecología,  UNAM  y  del  Laboratorio  de  Microbiología 
Experimental de la Facultad de Química, UNAM. 
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Experimento 1. Efecto de  la  co‐inoculación  con Azospirillum  lipoferum  (AZm5) y un  inóculo 
micorrízico silvestre en plantas de jitomate en la etapa vegetativa del crecimiento. 
 
Inóculo micorrízico 
 
El  inóculo  micorrízico  se  preparó  con  esporas  y  raíces  colonizadas  de  hongos  micorrízicos 
arbusculares  silvestres  presentes  en  un  suelo  rizosférico  de  plantas  de  pasto  de  jardín 
(Xochimilco, México D. F.); para ello se  llevó a cabo  la cuantificación de esporas presentes en 
este  suelo  rizosférico  y  la  determinación  del  porcentaje  de  colonización  micorrízica  que 
presentaban  las  raíces  de  pasto.  El  inóculo micorrízico  consistió  de  1  g  de  raíces  de  pasto 
colonizadas  más  10  g  de  suelo.  Esta  cantidad  se  mezcló  con  el  sustrato  de  las  unidades 
experimentales al momento del trasplante. 
 
Cuantificación de esporas de hongos micorrízicos. 
 
Para  llevar  a  cabo  la  cuantificación de esporas, primero  se  realizó  su  extracción mediante  la 
técnica  de  gradientes  de  concentración  de  sacarosa  (Sieverding,  1991).  En  un  recipiente,  se 
pesaron 100 g de  suelo  (divididos en  submuestras de 25 g cada una). A cada  recipiente  se  le 
agregó agua, y  se agitó mecánica y vigorosamente por 5 min para  romper  los agregados. Las 
muestras se filtraron a través de una serie de tamices (1410 µm, 590 µm, 149 µm y 38 µm) y se 
lavaron con abundante agua. Las fracciones retenidas en los dos últimos tamices (149 µm y 38 
µm)  se  colocaron  en  tubos  Nalgene  (NALGENE®  Labware,  MIA,  EU)  de  polipropileno  para 
centrifuga (50 ml), uno por cada fracción, el volumen se aforó a 25 ml con agua de  la  llave. A 
continuación, a cada tubo, se le agregaron 15 ml de sacarosa al 60% y 10 ml de sacarosa al 20%, 
posteriormente se mezcló bien con el suelo cuidando de no romper el gradiente formado entre 
las dos concentraciones de sacarosa. Los tubos se colocaron en una centrífuga (IEC HN SII, GMI, 
Inc., EU) y se centrifugaron por 10 min a 2000 rpm. El sobrenadante se filtró y se lavó a través 
de un sistema de filtración a vació con membrana Millipore de 45 µm, donde se retuvieron  las 
esporas, las cuales se observaron y se cuantificaron en un microscopio estereoscópico (Olympus 
América  de México  S.A.  de  C.V.)  con  un  aumento  de  40x.  Se  contaron  el  total  de  esporas 
presentes en cuatro muestras de suelo de 25 g cada una.  
 
Para la observación de las esporas (Figura 5.1), éstas se extrajeron con una aguja de disección y 
se  colocaron  sobre  un  portaobjetos,  donde  se  montaron  con  alcohol  polivinílico‐glicerol 
(Schenck y Pérez, 1990).  
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Figura  5.1  Espora  de  hongo  micorrízico  arbuscular  del  inóculo  silvestre  empleado  en  el  cultivo  de  jitomate 
(Solanum lycopersicum, var Juanita), visto en un microscopio estereoscópico, con un aumento de 40x. 

 
 
Porcentaje de colonización micorrízica de raíces de pasto 
 
El porcentaje de colonización micorrízica de las raíces se realizó mediante la tinción de Phillips‐
Hayman (1970), la cual consistió de los siguientes pasos: a) clareo con KOH al 10 %, b) blanqueo 
con H2O2  al  3%,  c)  acidificación  con HCl  al  10%,  d)  tinción  con  azul  de  tripano  al  0.5 %  en 
lactoglicerol, en cada uno de los anteriores pasos se llevó a cabo un calentamiento por 10 min, y 
e) decoloración con lactoglicerol, el cual se dejó actuar por 10 min. Posterior a la decoloración, 
las raíces se montaron en un portaobjetos, 10 segmentos de 1 cm cada uno, y con la ayuda de 
un microscopio  óptico  (Olympus  América  de México  S.A.  de  C.V.)  y  un  aumento  de  40x,  se 
cuantificó  la  presencia  o  ausencia  de  hifas,  vesículas  y  arbúsculos  por  cada  segmento.  Se 
consideró una raíz colonizada por hongos micorrízicos cuando presentaba dos o más de estas 
estructuras. El porcentaje de colonización se calculó mediante la siguiente fórmula:  
 

 
 
 
 
Inóculo bacteriano 
 
Se  evaluó  la  cepa  AZm5  de  A.  lipoferum,  de  la  colección  del  Laboratorio  de Microbiología 
Experimental de  la  Facultad de Química  (UNAM),  aislada de  cultivos de maíz  (Zea mays) del 
Valle  del  Mezquital  (Hidalgo,  México),  la  cual  ha  sido  reportada  como  promotora  del 
crecimiento de jitomate (Esquivel‐Cote, 2002). 
 

% de colonización  = 
(Número de segmentos colonizados)  x  100 

Número de segmentos totales 
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A partir del  cultivo activo en medio de  cultivo NFB  semisólido  (NFB‐ss)  (Tarrand et al., 1978; 
Döbereiner et al., 1976) se transfirió una asada a un matraz Erlenmeyer (250 ml) con 100 ml de 
medio  de  cultivo NFB  líquido  (NFB‐l),  se  incubó  en  agitación  a  150  rpm  a  34±2°C  por  48  h; 
posteriormente  con  1 ml  de  esta  suspensión  se  inoculó  otro matraz  con  100 ml  del mismo 
medio  de  cultivo  y  se  incubó  en  agitación  a  150  rpm  y  a  34±2°C  por  24  h.  Finalmente  la 
población  bacteriana  se  ajustó  a  una  densidad  óptica  (560  nm)  de  0.010,  en  un 
espectrofotómetro  (Pharmacia  Ultrospec  3000,  Pharmacia  Biotech,  RU),  para  obtener  una 
población de 1x108 células ml‐1 de inóculo. 
 
Siembra, inoculación y trasplante de plantas 
 
Se empleó semilla certificada de  jitomate bola  (Solanum  lycopersicum), variedad  Juanita  (832, 
Hazera Seeds,  Inc., FL, EU).  Las  semillas  se  sembraron en  charolas de germinación  con arena 
sílica  como  sustrato,  la  cual  fue  lavada,  secada  y esterilizada  (121°C, 1.1  kg m‐2, por 1 h) en 
autoclave.  Las  charolas  se  colocaron  en  cámaras  de  crecimiento  (Conviron  E15,  Winnipeg, 
Canadá con lámparas fluorescentes Sylvania F72T12/CW/VHO/LT), a 25±2°C, por 12 días, con un 
ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h, y un flujo fotónico de 450 µmol m−2 s−1. Cinco días después de 
la siembra (dds), las plántulas fueron inoculadas con 200 μl del inóculo bacteriano (AZm5), en la 
base de cada plántula; las plántulas control se humedecieron con el medio de cultivo estéril.  
 
A  los 12 dds,  se eligieron plántulas de  tamaño uniforme  y  se  trasplantaron en bolsas negras 
(unidades experimentales) que  contenían 5  litros de  sustrato, el  cual  fue preparado  con una 
mezcla de suelo estéril (autoclave a 121°C, 1.1 kg m‐2, por 2 h) y agrolita, en una relación 1:2 v/v. 
El  inóculo micorrízico  (ver arriba) se mezcló en  los primeros 5 cm del sustrato dentro de cada 
una  de  las  respectivas  unidades  experimentales,  previo  al  trasplante  para  posteriormente 
colocar una plántula por cada bolsa. Las bolsas con las plántulas se colocaron en las cámaras de 
crecimiento durante 20 días más, bajo  las mismas condiciones. El cultivo  fue  regado con solo 
agua, tres veces a la semana. 
 
Las características del suelo antes de mezclar fueron: pH 6.5, materia orgánica 6.3%, nitrógeno 
total 0.03%, fósforo total 1.61 mg kg‐1 y calcio 1447 mg kg‐1.  
 
Diseño experimental 
 
El  diseño  del  experimento  fue  factorial  2x2x7,  considerando  2  tratamientos  inoculados  con 
Azospirillum (AZm5): con inóculo y sin inóculo; con 2 niveles de inoculación con HMA para cada 
tratamiento bacteriano: con inóculo y sin inóculo, el tratamiento control no fue inoculado; con 7 
repeticiones por tratamiento y por nivel.; para un total de 28 unidades experimentales. 
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Análisis de crecimiento 
 
Se  realizaron  dos  cosechas,  la  primera  cinco  días  después  del  trasplante  (t1  =  17  dds)  y  la 
segunda veinte días después (t2 = 32 dds). En cada cosecha, el vástago de la planta fue separado 
en hojas,  tallo y  raíz, y  fueron puestos a  secar a 70±2°C en una estufa  (Boekel  Industries  Inc. 
Mod. 107801). Se determinó la longitud del tallo, el peso fresco y seco de tallo y hojas, y la tasa 
relativa de  crecimiento  (TRC):  lnW2‐lnW1/t2‐t1; W2= biomasa  (peso  seco) en el  tiempo  t2  y 
W1=biomasa en el tiempo t1, de acuerdo con Hunt (1990). 
 
Determinación  del  porcentaje  de  colonización  micorrízica  y  cuantificación  endofítica  de 
Azospirillum, en raíces de jitomate 
 
El  porcentaje  de  colonización micorrízica  en  las  raíces,  se  determinó mediante  la  tinción  de 
Phillips y Hayman (1970), de acuerdo a lo descrito previamente. La cuantificación endofítica de 
Azospirillum,  se  llevó  a  cabo  empleando  el medio de  cultivo NFB‐ss, mediante  la  técnica del 
Número  Mas  Probable  (NMP)  (Oblinger  y  Koburger,  1975),  con  tres  repeticiones.  Ambas 
determinaciones se realizaron al final del experimento. 
 
Análisis estadístico 
 
Los datos fueron analizados mediante un análisis de varianza de 2 vías y 2 niveles por vía, con 7 
repeticiones (ANOVA/MANOVA), usando el software StatGraphics Centurion XV (2006, Statpoint 
Technologies  Inc.,  VA,  EU).  Las  medias  fueron  comparadas  usando  el  procedimiento  de  la 
diferencia mínima significativa (LSD, least significant difference) de Fisher (p≤0.05). 
 
 
Experimento 2. Efecto de la co‐inoculación con cepas de Azospirillum y el inóculo micorrízico 
Zac 19 en plantas de jitomate fertilizadas con una dosis media de nitrógeno y sin fertilizante 
fosfatado, en la etapa vegetativa del crecimiento. 
 
Inóculos microbianos 
 
Se evaluaron  las cepas bacterianas AZm5 de A.  lipoferum y  la cepa VS9 de A. brasilense, de  la 
colección  del  Laboratorio  de Microbiología  Experimental  de  la  Facultad  de Química  (UNAM), 
reportadas como promotoras del crecimiento de jitomate (Urzúa 2001; Esquivel‐Cote, 2002).  
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El  inóculo  micorrízico  utilizado  fue  el  consorcio  Zac  19:  mezcla  de  Glomus  claroideum,  G. 
diaphanum y G. albidum (Chamizo et al., 1998), proporcionada por el Dr. Ronald Ferrera‐Cerrato 
del Área de Microbiología, del Postgrado de Edafología del Colegio de Postgraduados, Campus 
Montecillo, México. 
 
Siembra, inoculación y trasplante de plantas 
 
Se  empleó  semilla  certificada  de  jitomate  bola  (Solanum  lycopersicum),  variedad  ACE  VF55 
(Westar Seeds  International  Inc., CA, EU).  Las  semillas  se desinfectaron  con 10 ml de alcohol 
etílico (95%) por 10 min en agitación con Vortex, y posteriormente con 5 ml de hipoclorito de 
sodio al 3% por 5 min. Se lavaron 7 veces con 10 ml de agua destilada estéril en cada ocasión; y 
finalmente con 10 ml de MgSO4. H2O (0.3 M). Una vez desinfectadas, las semillas se sumergieron 
en 10 ml de cada uno de los inóculos bacterianos (AZm5 y VS9, ver abajo) o en medio de cultivo 
estéril (control), por una hora a temperatura ambiente. En condiciones de asepsia se tomaron 
15 semillas de cada tratamiento y se colocaron en cajas Petri estériles con papel filtro húmedo; 
estas se germinaron en una incubadora a 28±2°C por 5‐7 días.  
 
Siete  días  después  de  la  siembra  (dds),  se  eligieron  plántulas  de  tamaño  uniforme  y  se 
trasplantaron en vasos de unicel (unidad experimental) que contenían 500 g de sustrato, el cual 
fue preparado con una mezcla de suelo estéril (autoclave a 121°C, 1.1 kg m‐2, por 2 h) y agrolita 
(1:2 v/v), donde se empleó el mismo suelo del Experimento 1. Se  trasplantó una plántula por 
unidad experimental. Previamente al trasplante, el sustrato se humedeció con solución nutritiva 
estéril y de acuerdo al tratamiento, se mezcló con 10 g del inóculo micorrízico Zac 19 (esporas y 
raicillas mezcladas en  tezontle). Las unidades experimentales se  incubaron por 45 días, en un 
invernadero en  la Cd. de México, a una  temperatura de 10/35°C min/max, 60% de humedad, 
iluminado con luz natural, durante los meses de septiembre y octubre de 2008. 
 
Fertilización y riego 
 
El fertilizante se administró como solución nutritiva, donde se administraron 170 kg N ha‐1 y 0 kg 
P ha‐1, 50% de N, y 0% de P de la dosis al 100%, de acuerdo a la formulación recomendada por 
Hazera Seeds,  Inc.  (FL, EU)  (Cuadro 5.1) para el cultivo de  jitomate bola. La solución se aplicó 
mediante el riego, el cual se realizó tres veces por semana, y un riego con solo agua, una vez 
cada dos semanas para evitar la concentración de sales. 
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Cuadro 5.1 Solución nutritiva recomendada por Hazera Seeds, Inc. (FL, EU), para el cultivo hidropónico de jitomate 
(Solanum lycopersicum), donde 170 kg N ha‐1 (dosis de N al 50%) y 340 kg N ha‐1 (dosis de N al 100%). 

 

kg N ha–1 Nutrientea 

170  340 

KNO3  25  50 
Ca(NO3)2•4H2O  475  950 
NH4H2PO4  20  40 
(NH4)2SO4  25  50 
H2PO4  0  100 
K2SO4  500  500 
MgSO4•7H2O  800  800 
Fe2SO4  15  15 
MnSO4  3  3 
Na2B4O7•10H2O  5  5 
CuSO4  0.5  0.5 
ZnSO4  0.5  0.5 

aLos nutrientes están expresados en mg l–1 de agua. El pH final fue de 6.0±0.2. 

 
 
Diseño experimental 
 
El  diseño  experimental  fue  factorial  3x2x7,  considerando  3  tratamientos  inoculados  con 
Azospirillum: un inóculo de Azospirillum lipoferum (AZm5), un inóculo de Azospirillum brasilense 
(VS9) y uno sin inocular; con 2 niveles de inoculación con el HMA Zac 19 para cada tratamiento 
bacteriano:  con  inóculo  y  sin  inóculo,  el  tratamiento  control  no  fue  inoculado;  con  7 
repeticiones por tratamiento y por nivel, para un total de 35 unidades experimentales.  
 
Análisis de crecimiento 
 
A los 22, 37 y 52 dds se midió la longitud del tallo de cada planta. Se realizó una cosecha a los 52 
dds, en  la cual el vástago de  la planta  fue separado de  la  raíz. Se determinó el peso seco del 
vástago, el peso fresco de la raíz, y el contenido de nitrógeno y fósforo en el vástago, los cuales 
se  cuantificaron  por  el método  de  Kjeldahl  y  el  del  Vanadato‐Molibdato  Amarillo  (Alcántar‐
González y Sandoval‐Villa, 1999), respectivamente. El porcentaje de colonización micorrízica y la 
cuantificación endofítica de Azospirillum se determinó de acuerdo con lo descrito previamente, 
en el Experimento 1. 
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Análisis estadístico 
 
Los datos fueron analizados mediante un análisis de varianza de 2 vías (Azospirillum y HMA), 3 
niveles para Azospirillum y 2 niveles para HMA, con 7 repeticiones (ANOVA/MANOVA), usando 
el software StatGraphics Centurion XV  (2006, Statpoint Technologies  Inc., VA, EU). Las medias 
fueron  comparadas usando  el procedimiento de  la diferencia mínima  significativa  (LSD,  least 
significant difference) de Fisher’s (p<. 0.05). 
 
 
RESULTADOS 
 
Experimento 1. Efecto de  la  co‐inoculación  con Azospirillum  lipoferum  (AZm5) y un  inóculo 
micorrízico silvestre en plantas de jitomate en la etapa vegetativa del crecimiento. 
 
Control de calidad del inóculo micorrízico 
 
El  suelo  empleado  como  fuente  de  inóculo micorrízico  presentó  un  promedio  de  1908±167 
esporas  por  50  g  de  suelo.  El  porcentaje  de  colonización  de  las  raíces  de  pasto,  que  se 
emplearon también como inóculo micorrízico, fue de 74.66 %. 
 
Análisis de crecimiento 
 
A los 17 dds, observamos que las plantas co‐inoculadas con la cepa AZm5 de A. lipoferum y un 
inóculo silvestre de HMA incrementaron significativamente la longitud (F=64.9, p=0.00001) y el 
peso fresco del tallo (F=23.55, p=0.00001), así como el peso fresco total del vástago (F=24.72, 
p=0.00001)  respecto  a  las  plantas  no  co‐inoculadas  (Cuadro  5.2a).  En  tanto  que,  las  plantas 
inoculadas  con  la micorriza  incrementaron  significativamente el peso  seco del  tallo  (F=16.35, 
p=0.00001) (Cuadro 5.2b).  
 
A  los  32  dds,  la  co‐inoculación  favoreció  significativamente  la  longitud  del  tallo  (F=10.06, 
p=0.0006),  el  peso  fresco  (F=33.56,  p=0.00001)  y  seco  (F=19.88,  p=0.00001)  de  hoja  y  peso 
fresco  (F=19.60,  p=0.00001)  y  seco  (F=17.92,  p=0.00001)  total  del  vástago,  respecto  a  las 
plántulas inoculadas con sólo el inóculo bacteriano o micorrízico y las no inoculadas.  
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Cuadro 5.2a Análisis de crecimiento en plántulas de jitomate (Solanum lycopersicum) var. Juanita, a los 17 y 32 días después de la siembra (dds), inoculadas con 
la cepa AZm5 de A. lipoferum y un inóculo micorrízico silvestre (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo no fertilizado). Las letras indican la diferencia 
estadísticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control (sin ambos inóculos), y los asteriscos entre los 17 d y 32 d de cada variable, de acuerdo 
al método de Fisher (LSD, least significant difference) con un límite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (±) representan el error estándar de la media 
de siete réplicas. 
 

Tratamiento 
Bacteria 

Tratamiento 
Micorriza 

Longitud de tallo 
(cm) 

Peso fresco de tallo 
(g) 

Peso fresco de hoja 
(g) 

Peso fresco total 
(g) 

17 dds  32dds  17 dds  32dds  17 dds  32dds  17 dds  32dds 

A. lipoferum 
AZm5 

HMA   5.44 a * 
(0.1039) 

7.78 a * 
(0.3878) 

0.1092 a * 
(0.0066) 

0.2414 a * 
(0.0389) 

0.0512 a * 
(0.0098) 

0.3593 a * 
(0.0214) 

0.2047 a * 
(0.0114) 

0.6007 a * 
(0.0435) 

Sin inocular   4.46 b *
(0.1039) 

5.38 b * 
(0.3878) 

0.0367 c
(0.0066) 

0.0986 b 
(0.0389) 

0.0306 c * 
(0.0098) 

0.0931 c * 
(0.0214) 

0.0673 b * 
(0.0114) 

0.1918 b * 
(0.0435) 

Sin inocular  HMA   4.6 b 
(0.1039) 

5.2 b 
(0.3878) 

0.0450 c 
(0.0066) 

0.0601 b 
(0.0389) 

0.1092 a * 
(0.0098) 

0.1895 b * 
(0.0214) 

0.1542 b * 
(0.0114) 

0.2497 b * 
(0.0435) 

Sin inocular   3.4 c * 
(0.1039) 

5.4 b *
(0.3878) 

0.0653 b 
(0.0066) 

0.1259 ab 
(0.0389) 

0.0955 ab 
(0.0098) 

0.0863 c 
(0.0214) 

0.1326 c 
(0.0114) 

0.0212 b 
(0.0435) 

Valor de F  19.37  5.59  36.96  25.60 
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Cuadro 5.2b Análisis de crecimiento en plántulas de jitomate (Solanum lycopersicum) var. Juanita, a los 17 y 32 días después de la siembra (dds), inoculadas con 
la cepa AZm5 de A. lipoferum y un inóculo micorrízico silvestre (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo no fertilizado). Las letras indican la diferencia 
estadísticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control (sin ambos inóculos), y los asteriscos entre los 17 d y 32 d de cada variable, de acuerdo 
al método de Fisher (LSD, least significant difference) con un límite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (±) representan el error estándar de la media 
de siete réplicas. 
 

Tratamiento 
Bacteria 

Tratamiento 
Micorriza 

Peso seco tallo 
(g) 

Peso seco hoja 
(g) 

Peso seco total 
(g) 

17 dds  32dds  17 dds  32dds  17 dds  32dds 

A. lipoferum 
AZm5 

HMA   0.0172 b * 
(0.0032) 

0.0355 * 
(0.0024) 

0.0185 b * 
((0.0035) 

0.0797 a * 
(0.0035) 

0.0358 b * 
(0.0053) 

0.1153 a * 
(0.0001) 

Sin inocular   0.0029 c * 
(0.0032) 

0.0294 * 
(0.0024) 

0.0277 ab 
(0.0035) 

0.0355 b 
(0.0035) 

0.0306 b * 
(0.0053) 

0.0650 b * 
(0.0001) 

Sin inocular  HMA   0.0350 a 
(0.0032) 

0.0350 
(0.0024) 

0.0195 b 
(0.0035) 

0.0251 b 
(0.0035) 

0.0545 a 
(0.0053) 

0.0602 b 
(0.0001) 

Sin inocular   0.0219 b * 
(0.0032) 

0.0321 * 
(0.0024) 

0.0313 a 
(0.0035) 

0.0322 b 
(0.0035) 

0.0533 a 
(0.0053) 

0.0643 b 
(0.0001) 

Valor de F  15.94  17.43  19.84 
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Las plántulas  inoculadas con  la cepa AZm5 de A.  lipoferum, con el  inóculo silvestre de HMA y 
con  la  combinación  de  ambos  no  presentaron  diferencias  significativas  en  la  TRC  (F=3.23, 
p=0.126) en la etapa vegetativa del cultivo de jitomate (17 a 32 días después de la siembra). No 
obstante,  el  tratamiento  co‐inoculado  (AZm5+HMA)  incrementó  la  TRC  respecto  a  el 
tratamiento  no  inoculado  o  control  (137.86%),  el  inoculado  con  el  inóculo  silvestre  de HMA 
(32.68%) y el tratamiento inoculado con la cepa AZm5 de A. lipoferum (13.68%) (Figura 5.2). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.2 Efecto de la interacción A. lipoferum (AZm5) ‐ hongos micorrízicos arbusculares (HMA) en la tasa relativa 
de crecimiento (TRC) en la etapa vegetativa de plántulas jitomate (17 a 32 días después de la siembra). Las barras 
indican el error estándar de la media de siete réplicas. 

 
 
Determinación  del  porcentaje  de  colonización  micorrízica  y  cuantificación  endofítica  de 
Azospirillum, en raíces de jitomate 
 
En las plántulas co‐inoculadas con la cepa AZm5 de A. lipoferum y un inóculo silvestre de HMA 
se  registró  una  colonización  micorrízica  del  98%  (Figura  5.3),  mientras  que  las  plántulas 
inoculadas con sólo el inóculo micorrízico (HMA) registró un 84% de colonización micorrízica. 
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Figura  5.3  Porcentaje  de  colonización micorrízica  con  (HMA+AZm5)  y  sin  inoculación  con  la  cepa  AZm5  de  A. 
lipoferum  (HMA‐AZm5).  Las barras  indican el error estándar de  la media de  cinco  réplicas.  Las  letras  indican  la 
diferencia estadísticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher 
(LSD, least significant difference) con un límite de confianza de 0.05. 
 
 
Experimento 2. Efecto de la co‐inoculación con cepas de Azospirillum y el inóculo micorrízico 
Zac 19 en plantas de jitomate fertilizadas con una dosis media de nitrógeno y sin fertilizante 
fosfatado, en la etapa vegetativa del crecimiento. 
 
Análisis de crecimiento 
 
Las plantas co‐inoculadas con  la cepa AZm5 de A.  lipoferum y el consorcio micorrízico Zac 19 
incrementaron significativamente  la  longitud del tallo (F=2.2, p=0.02) a  los 37 y 52 dds (Figura 
5.4),  respecto  a  las  plantas  no  inoculadas  e  inoculadas  con  cada  uno  de  los  inóculos 
microbianos. Comparativamente, se observa que las plantas co‐inoculadas (HMA‐AZm5) y las no 
inoculadas (Control‐HMA), la diferencia en la altura es significativa desde los 37 dds. 
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Figura  5.4  Longitud  de  tallo  a  diferentes  días  después  de  la  siembra  (dds)  en  plantas  de  jitomate  (Solanum 
lycopersicum, var. ACE VF55). Las barras indican el error estándar de la media de siete réplicas. EL asterisco sencillo 
indica el tratamiento que presentó diferencias estadísticamente significativas respecto a todos  los tratamientos a 
los  37  dds,  y  el  asterisco  doble  indica  el  tratamiento  que  presentó  diferencias  estadísticamente  significativas 
respecto a todos los tratamientos a los 52 dds 
 
 
En la Figura 5.4 y en el Cuadro 5.3, se observa que a los 52 dds las plantas inoculadas con la cepa 
micorrízica Zac 19  incrementaron significativamente  la  longitud del tallo,  independientemente 
del inóculo bacteriano. 
 
El  contenido  de  nitrógeno  y  fósforo  en  el  vástago  fue  significativamente  mayor  (F=9.47, 
p=0.0082;  F=75.12,  p=0.0001;  respectivamente)  en  plantas  co‐inoculadas,  respecto  a  los 
tratamientos  inoculados con Azospirillum  (Cuadro 5.3). Es  importante mencionar que, el valor 
del porcentaje de nitrógeno en vástago de plantas no inoculadas se debe a que en el análisis la 
muestra viró débilmente a un color no característico y diferente del resto de las muestras, por 
tanto se consideró como 0.00. 
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Cuadro 5.3 Efecto en el crecimiento de plántulas de jitomate var. ACE VF55 (52 dds) inoculadas con cepa AZm5 de 
A. lipoferum, la cepa VS9 de A. brasilense y el inóculo micorrízico Zac19 (experimento llevado a cabo en un cultivo 
en suelo, fertilizado con 170 kg N ha‐1 y 0 kg P ha‐1). Las  letras  indican  la diferencia estadísticamente significativa 
entre  las muestras  inoculadas  y  el  control  (sin  ambos  inóculos),  de  acuerdo  al método  de  Fisher  (LSD,  least 
significant difference) con un límite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (±) representan el error estándar 
de  la media de  siete  réplicas para  la  longitud del  tallo, peso  seco de vástago y peso  fresco de  la  raíz; y de dos 
réplicas para N y P. 
 

Tratamiento 
Bacteria 

Tratamiento 
Micorriza  
Zac 19 

Longitud de 
tallo 
(cm) 

Peso seco 
de vástago 
(g) 

Peso fresco de 
la raíz 
(g)  

N en 
vástago 
(%) 

P en vástago
(ppm) 

HMA  13.48 a 
(0.394) 

2.623 
(0.0395) 

0.2266 
(0.0346) 

2.455 a 
(0.0975) 

22.007 a 
(0.1792) 

A. lipoferum 
AZm5 

Sin inocular  11.10 bc 
(0.415) 

2.533  
(0.0416) 

0.185 
(0.0346) 

1.428 c 
(0.0975) 

16.452 b 
(1.4336) 

HMA  12.20 b 
(0.394) 

2.555 
(0.0394) 

0.2500 
(0.0346) 

2.005 b 
(0.0975) 

11.792 c 
(0.3583) 

A. brasilense 
VS9 

Sin inocular  10.93 c 
(0.471) 

2.550 
(0.0472) 

0.2283 
(0.0346) 

1.276 c 
(0.0975) 

13.047 bc 
(0.1792) 

HMA  12.17 b 
(0.394) 

2.541 
(0.0395) 

0.190 
(0.0346) 

1.817 b 
(0.0975) 

20.932 a 
(0.1792) 

Sin inocular 

Sin inocular  10.61 c 
(0.415) 

2.525  
(0.0416) 

0.2067 
(0.0346) 

0.000 d* 
 

13.584 bc 
(0.7167) 

*Muestra que no reaccionó de forma característica al análisis químico. 

 
 
Determinación  del  porcentaje  de  colonización  micorrízica  y  cuantificación  endofítica  de 
Azospirillum, en raíces de jitomate 
 
En el Cuadro 5.4 se registraron  los resultados obtenidos en  la cuantificación de  la colonización 
bacteriana y micorrízica en  raíces de  jitomate bola var. ACE VF 55, a  los 52 dds. La población 
bacteriana de  la  cepa AZm5 de A.  lipoferum  fue de 5x106 NMP  células g  raíz‐1,  sin diferencia 
estadística con la población de la cepa VS9 de A. brasilense que fue de 4 x106 NMP células g raíz‐
1. Respecto a la colonización micorrízica, se observó que las raíces de jitomate, inoculadas con el 
inóculo  Zac  19,  fueron  colonizadas  en  un  100%  con  hifas  y  arbúsculos,  y más  de  90%  con 
vesículas, independientemente de la presencia del inóculo bacteriano (AZm5 o VS9).  
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Cuadro  5.4  Colonización microbiana  de  plántulas  de  jitomate  var.  ACE  VF55  (52  dds)  inoculadas  con  cepas  de 
Azospirillum y la cepa micorrízica Zac19 (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo, fertilizado con 170 kg N 
ha‐1 y 0 kg P ha‐1). Las  letras indican  la diferencia estadísticamente significativa entre  las muestras  inoculadas y el 
control  (sin ambos  inóculos), de acuerdo al método de Fisher  (LSD,  least significant difference) con un  límite de 
confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (±) representan el error estándar de la media de seis replicas. 
 

Colonización micorrízica  Tratamiento 
Bacteria 

Tratamiento 
Micorriza Zac 
19 

Colonización 
bacteriana 
(106 NMP 
células g raíz‐1) 

Hifas 
(%) 

Vesículas 
(%) 

Arbúsculos 
(%) 

HMA  5.60 a 
(0.7815) 

100 a 
(1.3944) 

96.66 a 
(2.5159) 

100 a 
(2.1082) 

A. lipoferum AZm5 

Sin inocular  5.16 a 
(0.8561) 

0 b 
(1.3944) 

0 b 
(2.5159) 

0 c 
(2.1082) 

HMA  4.88 a 
(0.7815) 

95 b 
(1.3944) 

90 a 
(2.5159) 

90 b 
(2.1082) 

A. brasilense VS9 

Sin inocular  4.12 a 
(0.9571) 

0 b 
(1.3944) 

0 b 
(2.5159) 

0 c 
(2.1082) 

HMA  0 b 
(0.7815) 

100 a 
(1.3944) 

95.95 a 
(2.5159) 

100 a 
(2.1082) 

Sin inocular 

Sin inocular  0 b 
(0.7815) 

0 b 
(1.3944) 

0 b 
(2.5159) 

0 c 
(2.1082) 

 
 
DISCUSIÓN 
 
El desarrollo de  la  agricultura  industrial,  las  labores de  campo  y el uso de  agroquímicos han 
modificado el ecosistema de los campos agrícolas, los cuales son cada vez más dependientes de 
grandes  cantidades  de  energía  y  de  productos  químicos  necesarios  para  mantener  su 
producción (Gianinazzi et al., 2010); por lo que, los efectos benéficos de las PGPR y los HMA en 
las  plantas  y  el  suelo  se  plantean  como  aspectos  esenciales  a  considerar  para  el  manejo 
sostenible  de  los  ecosistemas  agrícolas  (Jeffries  et  al.,  2003;  Adesemoye  et  al.,  2008).  Al 
respecto existen reportes para varias especies agrícolas, como cereales,  frutales y crasuláceas 
cuando se inoculan con HMA (González‐Chávez et al., 1998; Meyer y Linderman 1986; Sawers et 
al., 2007; Zambrano y Díaz, 2008; Pimienta‐Barrios et al., 2009; Gianinazzi et al., 2010; Wang et 
al., 2011).  
 
Uno de  los  factores que afectan  la  respuesta de  la planta a  la  inoculación es  la  falta de una 
colonización microbiana de  la raíz en el momento preciso requerido por  la raíz (Bashan, 1998; 
Lugtenberg y Kamilova, 2009). A este respecto observamos que  la cepa AZm5 de A.  lipoferum 
favoreció  la  colonización  de  raíces  de  jitomate  (var.  Juanita)  con  el  inóculo  silvestre,  lo  que 
podría evidenciar una complementariedad  funcional; en  tanto que no presentó ningún efecto 
en la colonización con el inóculo Zac 19 en raíces de jitomate (var. ACE VF 55).  



CAPÍTULO V 
 

M. en C. Rosalba Esquivel‐Cote  138 

 

Algunas  bacterias  del  género  Azospirillum  han  sido  consideradas  como  microorganismos 
estimuladores  de  la  colonización  micorrízica,  denominadas  MHB  (por  sus  siglas  en  inglés 
Mycorrhiza Helper Bacteria (Garbaye, 1994; Frey‐Klett et al., 2007)) (Barea et al., 1983; Subba 
Rao et al., 1985). Se ha reportado que las auxinas producidas por Azospirillum en un medio de 
cultivo estimulan la formación y el desarrollo de la simbiosis micorrízica en una diversa gama de 
plantas (Costacurta y Vanderleyden, 1995).  
 
Los hongos micorrízicos arbusculares tienen un  impacto favorable en  las plantas al permitir un 
mayor absorción de nutrimentos y agua del suelo, ya que las hifas extrarradicales incrementan 
la zona de captación de agua y permiten una continuidad del líquido en la interfase del suelo y 
la  raíz  (Guadarrama  et  al.,  2004;  Ferrera‐Cerrato  y  Alarcón,  2007),  lo  que  resulta  en  el 
incremento  de  biomasa  vegetal.  A  este  respecto,  los  resultados  obtenidos  en  este  estudio 
coinciden  con  lo  antes  expuesto,  ya  que  observamos  que  las  plantas  de  jitomate  bola  (var. 
Juanita)  co‐inoculadas  con  la  cepa  AZm5  de  A.  lipoferum  y  el  inóculo  micorrízico  silvestre 
incrementaron  la absorción de agua en hojas y  la producción de biomasa  (Experimento 1); en 
tanto que  las plantas de  jitomate bola  (var. ACE VF 55) co‐inoculadas con  la cepa AZm5 de A. 
lipoferum  y  la  cepa micorrízica  Zac  19  incrementaron  la  cantidad  de  nitrógeno  y  fósforo  en 
tejido vegetal. El efecto de la co‐inoculación se manifestó desde los 17 dds y permaneció hasta 
etapas posteriores del desarrollo. Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores, 
que indican que la co‐inoculación de A. brasilense, Glomus clarum y G. fasciculatum favorecen el 
crecimiento de plantas de  jitomate  (Pulido et al., 2003); en  tanto que, Terry y  colaboradores 
(2005)  reportaron  que  la  co‐inoculación  con  A.  brasilense  y  G.  clarum  mejoran  el  estado 
nutrimental  de  plantas  de  plantas  de  jitomate.  Por  otro  lado, Barea  y  colaboradores  (1983), 
reportaron un incremento en el contenido de nitrógeno y fósforo en plantas de maíz inoculadas 
con  Azospirillum  brasilense  y  Glomus  mosseae.  Así  mismo,  la  diferencia  en  el  crecimiento 
vegetativo  observado  en  las  plántulas  de  jitomate  co‐inoculadas  con  Azospirillum  y  HMA 
respecto a las no inoculadas, sugiere que las plantas puedan incrementar las probabilidades de 
sobrevivencia en campo, o pueden ser comercializadas como plántulas para trasplante a nivel 
de  campo o  invernadero,  lo  cual  representa una  ventaja económica muy  importante para el 
agricultor.  
 
Los resultados sugieren que la presencia de la cepa AZm5 de A. lipoferum y la de ambos inóculos 
(silvestre  y  Zac  19)  benefició  el  crecimiento  de  plántulas  de  jitomate  durante  la  etapa 
vegetativa, en un cultivo con suelo no fertilizado o fertilizado con dosis reducidas de nitrógeno. 
Varios  autores mencionan  que  algunos  inoculantes,  como  las  PGPR  y  las micorrizas,  pueden 
favorecer el uso eficiente de los fertilizantes químicos aplicados y de los abonos (Guerra‐Sierra 
2008; Adesemoye y Kloepper, 2009; Adesemoye et al., 2009).  
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Además, se ha reportado que una alta fertilización (N, P, K) del suelo y prácticas constantes de 
cultivos intensivos, disminuyen la colonización micorrízica, impidiendo la formación simbiótica e 
incluso la extinción de especies micorrízicas arbusculares en el suelo (Gianinazzi 1994). 
 
Los resultados obtenidos en estos estudios apoyan el uso de microorganismos promotores del 
crecimiento  vegetal  y  una  reducción  en  las  dosis  de  fertilizantes  para  el  cultivo  de  especies 
agrícolas en suelos poco fértiles.  
 
 
CONCLUSIONES 
 
La colonización de plántulas de jitomate con un inóculo micorrízico silvestre es favorecida en la 
longitud de tallo por la presencia de la cepa AZm5 de Azospirillum lipoferum. 
 
El inóculo micorrízico silvestre incrementa el contenido de agua y la biomasa total en vástago en 
la etapa vegetativa de plántulas de jitomate bola variedad Juanita. 
 
Las  plántulas  inoculadas  con  la  cepa micorrízica  Zac  19  favorecen  la  absorción  de N  y  P  por 
plántulas de  jitomate bola variedad ACE VF55  fertilizadas con el 50% de nitrógeno y el 0% de 
fósforo de la dosis recomendada. 
 
La interacción Azospirillum lipoferum (AZm5) y hongos micorrízicos (silvestre y Zac19), muestra 
un efecto sinérgico en el crecimiento vegetal de plántulas de jitomate en la etapa vegetativa del 
cultivo. 
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Discusión general y conclusiones 
 
 
 

Existen  en  la  rizosfera microorganismos  capaces  de  promover  el  crecimiento  de  las 
plantas,  como  las  rizobacterias  promotoras  del  crecimiento  vegetal  (PGPR)  y  los  hongos 
micorrízicos  arbusculares  (HMA),  los  cuales  utilizan  diferentes  mecanismos  de  acción  para 
estimular dicho crecimiento (Davison, 1988; Kloepper et al., 1989; Smith y Read, 1997; Ferrera‐
Cerrato y Alarcón, 2007).  

 
Una  de  las  rizobacterias  más  importantes  y  mejor  caracterizadas  como  PGPR  es 

Azospirillum.  Su  efecto  promotor  del  crecimiento  vegetal  ha  sido  atribuido  principalmente, 
entre otros mecanismos, a la fijación de nitrógeno y a la producción de fitohormonas (Crozier et 
al., 1988;  Strzelczyk  et al., 1994; Bashan  y Holguin, 1997;  Steenhoudt  y Vanderleyden, 2000; 
Dobbelaere et al., 2001; Martínez‐Morales et al., 2003; Thuler et al., 2003; Perrig et al., 2007; 
Spaepen et al., 2007). Las bacterias del género Azospirillum se caracterizan por ser diazótrofas, 
es decir a través del sistema enzimático de la nitrogenasa, reducen el dinitrógeno atmosférico a 
formas disponibles para  la planta  como el  amonio  y el nitrato  (Postgate, 1998); no obstante 
como lo indican nuestros resultados, no todas las especies tienen la misma capacidad para fijar 
nitrógeno, ya que la cepa VS9 de A. brasilense presenta mayor actividad de la nitrogenasa que la 
cepa AZm5 de A. lipoferum (ver siguiente cuadro).  

 
 

Cepa  Actividad 
nitrogenasa 

Producción 
de auxinas 
(ácido indol 
acético) 

Producción 
de auxinas 
(ácido indol 
butírico) 

Producción 
de 

giberelinas 
(ácido 

giberélico) 

Producción 
de 

citocininas 
(trans‐
zeatina) 

Producción 
de 

citocininas 
(trans‐
zeatina 
ribosida) 

Actividad 
de la 

enzima ACC 
desaminasa 

AZm5 
A. lipoferum 

+  ‐  ‐  ‐  +  ‐  + 

VS9 
A. brasilense 

+  +  +  +  ‐  ‐  ‐ 
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Así mismo, Azospirillum se ha distinguido por la producción de fitohormonas tales como 
auxinas, giberelinas, citocininas y etileno; sin embargo, como  lo muestran nuestros resultados, 
no todas las especies de Azospirillum son capaces de producir el mismo tipo de fitohormonas, la 
cepa VS9 de A. brasilense produce en cultivos  in vitro  las auxinas ácido  indol‐3‐acético  (AIA) y 
ácido  indol‐3‐butírico  (AIB), y giberelinas, pero no citocininas; en cambio,  la cepa AZm5 de A. 
lipoferum  es  capaz  de  producir  la  citocinina  trans‐zeatina  en  cantidades  superiores  a  las 
reportadas para algunas cepas de A. brasilense pero no AIA ni AIB. 

 
El  AIA  es  la  auxina más  importante  y  estudiada  de  las  fitohormonas  producidas  por 

Azospirillum. Se ha reportado que plantas inoculadas con cepas de A. brasilense o A. lipoferum 
incrementan  la  longitud  y  el  volumen  de  raíces  adventicias,  con  efectos  similares  a  los 
observados en plantas no inoculadas pero adicionadas con AIA (Crozier et al., 1988; Costacurta y 
Vanderleyden, 1995; Bashan y Holguin, 1997; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Aguilar‐Piedras 
et  al.,  2008).  Tal  efecto  en  la  raíz  favorece  la  capacidad  de  la  planta  para  absorber  los 
nutrimentos  minerales  del  suelo  (Marschner,  1995).  A  pesar  de  que  la  cepa  AZm5  de  A. 
lipoferum no produce AIA ni AIB, si es capaz de producir otras sustancias indólicas parecidas al 
AIA  (Esquivel‐Cote, 2002),  las cuales podrían  tener actividad biológica en  las plantas, como el 
ácido  indol pirúvico,  el  ácido  indol  láctico, el  indol  acetamida,  el  indol  acetaldheído,  el  indol 
etanol  y  el  indol  metanol  (Crozier  et  al.,  1988).  La  producción  de  sustancias  indólicas, 
particularmente  el  AIA,  juega  un  papel  muy  importante  en  el  crecimiento  de  la  raíz;  no 
obstante,  es  probable  que  otras  fitohormonas,  como  las  citocininas  o  la  interacción  entre 
auxinas y citocininas sean también responsables del crecimiento y desarrollo vegetal (Zimmer y 
Bothe, 1988; Zhao, 2008; Moubayidin et al., 2009). 

 
En  cuanto  a  la  producción  de  citocininas,  se  conoce  que  en  A.  brasilense  y  en  otras 

PGPR´s como Azotobacter, Bacillus, Paenibacillus y Pseudomonas es una característica común 
(Tien  et  al.,  1979;  Greene,  1980;  Cacciari  et  al.,  1989;  Horemans  et  al.,  1986;  Nieto  y 
Frankenberger, 1990; Timmusk et al., 1999; García de Salamone et al., 2001; Ortíz‐Castro et al., 
2008), sin embargo no es frecuente en cepas de A. lipoferum (Bashan et al., 2004).  

 
Por otra parte, se ha reportado que Azospirillum puede sintetizar etileno  (Strzelczyk et 

al., 1994), no obstante los estudios al respecto son escasos. En este sentido, el mecanismo de la 
enzima ACC desaminasa en  las PGPR  regula  la producción de etileno en plantas  (Glick et al., 
1998). De acuerdo con nuestros resultados, no todas las especies de Azospirillum producen esta 
enzima, ya que la cepa AZm5 de A. lipoferum presenta una alta actividad de la ACC desaminasa, 
superior a la reportada por bacterias nativas e incluso transformadas genéticamente (Holguín y 
Glick,  2001; Ma  et  al.,  2003,  Belimov  et  al.,  2005),  en  comparación  con  la  cepa  VS9  de  A. 
brasilense, que no presenta actividad de la enzima ACC desaminasa. Adicionalmente, en la cepa 
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AZm5 se identificó un fragmento de ADN de 639 pb (GU727865) que corresponde al gen acdS, el 
cual codifica para  la enzima ACC desaminasa, y que presentó una homología del 100% con  la 
secuencia de nucleótidos del  gen acdS de  la  cepa  4B de A.  lipoferum  reportado por Blaha  y 
colaboradores (2006). Por otro  lado, se observó  la promoción significativa de  la elongación de 
raíces de plántulas de jitomate, mediante el bioensayo gnotobiótico; resultados que evidencian 
la  actividad  de  la  enzima  ACC  desaminasa.  Lo  anterior,  sugiere  que  A.  lipoferum  podría 
presentar una mayor capacidad de respuesta a cambios en el ambiente (por ejemplo, los que se 
generan en el suelo debido a  la contaminación por aguas negras o metales pesados), donde el 
gen acdS jugaría un papel importante en la adaptación y tolerancia a ambientes cambiantes de 
las  bacterias,  es  decir,  A.  lipoferum  podría  tener  una  mayor  respuesta  a  variaciones  en 
condiciones ambientales.  

 
Azospirillum  puede  participar  en  la  regulación  hormonal  de  las  plantas;  al  respecto 

Bashan  y  colaboradores  (1996),  supusieron  que  la  producción  de  fitohormonas  por  parte  de 
Azospirillum podría intervenir en el balance hormonal de la planta e influenciar su desarrollo, sin 
embargo proponían necesarios más estudios al respecto. Los resultados de esta tesis sugieren, 
por  un  lado,  una  diversidad metabólica  en  el  género  Azospirillum mayor  a  la  que  se  había 
reportado,  lo  cual  extiende  el  abanico  de  herramientas  con  las  que  cuenta  la  bacteria  para 
promover el crecimiento de  las plantas, y por tanto amplia  la posible diversidad de respuestas 
en diferentes escenarios ambientales.  

 
Aunado  a  lo  anterior,  se  ha  reportado  que  el  efecto  en  el  crecimiento  de  plantas 

inoculadas  con  Azospirillum  se  incrementa  gracias  a  la  presencia  de  otros microorganismos 
promotores del crecimiento vegetal (Berg, 2009), como los HMA, que son capaces de establecer 
simbiosis con  las raíces de casi el 90% de todas  las especies vegetales existentes en el planeta 
(Smith y Read 1997), y que emplean como principales mecanismos de acción  la absorción de 
agua  y  fósforo  soluble  del  suelo  para  promover  el  crecimiento  vegetal  (Smith  y Read,  1997; 
Ferrera‐Cerrato y Alarcón, 2007, Javot et al., 2007). No obstante que autores como Linderman 
(1992), Veeraswamy  y  colaboradores  (1992)  y  Berg  (2009),  señalan  que  la  co‐inoculación  de 
plantas con Azospirillum y HMA incrementa significativamente el crecimiento vegetal de varios 
cultivos de  interés agrícola,  la  información que existe acerca del efecto de esta co‐inoculación 
en el cultivo de jitomate es escasa, por lo cual se sugieren mas estudios al respecto.  

 
Con base en lo anterior, el presente trabajo contribuye al conocimiento del efecto de la 

co‐inoculación  Azospirillum‐HMA  en  el  crecimiento  de  plantas  de  jitomate.  De  acuerdo  con 
nuestros  resultados  Azospirillum  y  los HMA  presentan  un  efecto  sinérgico  en  el  crecimiento 
vegetal ya que  las plantas de  jitomate  inoculadas con estos microorganismos, presentaron un 
mayor  contenido  de  biomasa,  nitrógeno  y  fósforo,  lo  cual  puede  deberse  a  una 
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complementariedad  funcional.  Por  otro  lado,  se  sabe  que  algunas  bacterias  conocidas  como 
Mycorrhiza Helper Bacteria o MHB  (Garbaye,  1994), donde  se  incluye  al  género Azospirillum 
(Frey‐Klett et al., 2007), se adhieren al micelio extrarradical del HMA, favorecen su desarrollo y 
su  actividad metabólica  (Bonfante  y  Anca,  2009),  lo  que  favorece  el  establecimiento  de  la 
simbiosis. 

 
Respecto  a  lo  anterior,  el  jitomate  (Solanum  lycopersicum)  es  una  de  las  hortalizas 

económicamente más  importantes  que  se  producen  en México  (FAO,  2010;  SIAP,  2010). No 
obstante, para  su  cultivo  intensivo,  como en muchos otros,  los agricultores  requieren aplicar 
agroquímicos (pesticidas y fertilizantes químicos), en la mayoría de los casos, en dosis excesivas, 
y donde desafortunadamente en México su uso no está regulado. A este respecto, se sabe que 
en  la  actualidad  uno  de  los  graves  problemas  ambientales  por  los  que  atraviesa  el  campo 
mexicano y el de otros países del mundo, es el uso  indiscriminado de  fertilizantes químicos al 
suelo para obtener el mayor rendimiento de los cultivos. Los fertilizantes químicos son sales que 
al ser aplicados excesiva y constantemente provocan  la erosión y pérdida de nutrimentos del 
suelo  (Fassbender  y Bornemisza, 1987; Pepper  et al., 2006). Por ejemplo, en  los  fertilizantes 
nitrogenados  aplicados  al  suelo,  el  nitrógeno  se  pierde  principalmente  por  volatilización  del 
amonio  a  la  atmósfera,  y  por  lixiviación  de  nitratos,  los  cuales  al  llegar  a  los  acuíferos 
subterráneos  se  reducen  a  nitritos,  compuestos  altamente  tóxicos  responsables  de  la 
contaminación del  agua. Por otro  lado,  el  fósforo de  los  fertilizantes  fosfatados,  se  fija  a  las 
partículas  tanto  de  suelos  ácidos  como  alcalinos,  dejándolo  no  disponible  para  la  planta 
(Malleville y Chambolle, 1990; Arcand y Schneider, 2006; Estrada‐Botello et al., 2007),  lo que 
provoca  que  cada  vez  se  apliquen  mayores  cantidades  de  fertilizante.  En  este  sentido  la 
sostenibilidad  de  los  sistemas  agrícolas  se  centra  en  la  necesidad  de  desarrollar  tecnologías 
alternas  que  no  dependan  enteramente  de  insumos  externos  no  renovables,  que  no  tengan 
efectos adversos en el ambiente, que  sean accesibles y efectivos para  los productores, y que 
permitan  mejorar  y  asegurar  la  productividad  agrícola  (Pretty,  2008).  Algunas  de  estas 
alternativas han sido la producción de inoculantes microbianos, que promueven el crecimiento 
y nutrición vegetal (Lugthenberg et al., 2002; Vessey, 2003; Morrissey et al., 2004; Berg, 2009; 
Lugtenberg y Kamilova, 2009). 

 
Acerca de  lo descrito  se ha  reportado que el biofertilizante “micorrizas” del  INIFAP, el 

cual para el cultivo de maíz en el estado de México se recomienda un kilo del biofertilizante por 
cada  45  kg  de  semilla, más  la mitad  de  la  dosis  de  fertilizante  químico  que  acostumbra  el 
productor,  registró en  Juchitepec un  rendimiento promedio en maíz blanco de 2 100 kg ha‐1, 
800 kg arriba de lo logrado sin inoculación. En Otumba, en maíz azul inoculado, se lograron en 
promedio  3  054.8  kg  ha‐1  contra  1  599.8  kg  ha‐1  en  promedio  con  fertilización  química 
únicamente  (Larqué‐Saavedra  et  al.,  2010).  Lo  anterior  proporciona  un  beneficio  económico 
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adicional muy  importante para el agricultor, ya que  las plantas requerirían de menor cantidad 
de fertilizantes para su nutrición, lo cual reduce los costos de producción. Por ejemplo, para el 
cultivo de maíz en Morelos, se requiere un costo de $6 000.00 y $8 000.00 para fertilizar el suelo 
de  una  hectárea,  dependiendo  del  tipo  y  la  dosis  del  fertilizante;  en  tanto  que,  el  costo  del 
biofertilizante para  inocular  las  semillas necesarias para una hectárea es de $250.00  con una 
reducción del 50% del fertilizante químico, lo cual trae una reducción de $2 750 a $3 750.00 por 
hectárea (Biofábrica, Siglo XXI, 2011). Razón por la cual, se ha motivado la sustitución parcial e 
incluso total de  fertilizantes químicos, tanto nitrogenados como  fosfatados, por  la  inoculación 
con estos microorganismos (Adesemoye y Kloepper, 2009; Adesemoye et al., 2009). 

 
Por otra parte, Hazera Seeds  Inc., es una empresa subsidiaria de Hazera Genetics Ltd., 

que promueve, comercializa y distribuye semillas de híbridos de diversas flores y vegetales en 
diversos  países  del  mundo,  incluido  México.  Además  de  las  semillas,  Hazera  Seeds  Inc., 
recomienda  las  condiciones  de  cultivo  y  fertilización  que  se  deben  llevar  a  cabo  durante  el 
desarrollo de los cultivos. Para los productores de hortalizas de Xochimilco, México, D.F., Hazera 
Seeds  Inc.  les  recomienda,  para  un máximo  rendimiento  del  cultivo  de  jitomate  bola,  una 
fertilización  de  340  kg N  ha‐1,  dosis  similar  a  la  que  se  emplea  en  el  norte  de  la  República 
Mexicana y en Estados Unidos. No obstante, y de acuerdo a nuestros resultados, es factible  la 
reducción de  la dosis  recomendada, ya que  la  inoculación de plantas de  jitomate con  la cepa 
AZm5de  A.  lipoferum  favorece  el  crecimiento  vegetal  y  la  producción  de  las  plantas  al  ser 
fertilizadas con el 50% de la dosis de nitrógeno recomendada, es decir 170 kg N ha‐1.  

 
El crecimiento vegetal se refiere al  incremento en peso seco, volumen,  longitud o área 

de una planta, y se expresa en términos de producción de biomasa y de su distribución en  los 
diferentes órganos de  la planta, de  acuerdo  a  la  adquisición de  recursos  (agua, nutrimentos, 
luz),  donde  la  tasa  relativa  de  crecimiento  (RGR)  y  la  tasa  de  asimilación  neta  (NAR)  son 
variables que expresan esta condición (Lambers et al., 1998; Larcher, 2003). A este respecto, se 
sabe que  la  inoculación de Azospirillum promueve el crecimiento de varias especies vegetales 
(Dobbelaere  et  al.,  2001).  No  obstante,  el  efecto  de  la  inoculación  en  estas  variables  de 
crecimiento vegetal ha  sido  reportado escasamente en algunas especies vegetales,  lo  cual es 
muy  importante  evaluar  porque  nos  podría  sugerir  que  la  inoculación microbiana  tiene  un 
efecto  funcional en  la planta,  la  cual depende de  las  condiciones  ambientales donde ésta  se 
desarrolle. 
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En este sentido,  los resultados obtenidos en este trabajo muestran que cuando plantas 
de jitomate de 42 días de desarrollo en un cultivo hidropónico,  inoculadas con  la cepa AZm5 y 
fertilizadas con 170 kg N ha‐1 (50% de la dosis completa recomendada), la biomasa total, la RGR 
y el contenido de nitrógeno en hojas se ven incrementadas. Estos resultados coindicen con la de 
algunos autores (Tahir et al., 2006; Shaharoona et al., 2008), quienes reportan que  las plantas 
que  son  inoculadas con PGPR’s con actividad de  la enzima ACC desaminasa y  fertilizadas con 
una fuente orgánica de nitrógeno, incrementan su contenido de nitrógeno en el tejido vegetal. 
De acuerdo al modelo hipotético propuesto por Van der Werf y Nagel (1996), que se representa 
en la figura 6.1, indica que cuando existe una baja disponibilidad de nitrógeno en el sustrato la 
planta  responde  con una baja producción de  citocininas,  reduciendo  la  traslocación de éstas 
hacia las hojas, lo que repercute en una baja tasa de expansión foliar (expresada en la variable 
SLA) y por  tanto, una disminución en  la capacidad  fotosintética de  la planta  (expresada en  la 
variable  NAR).  La  alta  producción  de  citocininas  por  la  cepa  AZm5  de  A.  lipoferum  puede 
explicar el incremento en la expansión foliar o una relación área foliar: peso forliar (SLA) alta, de 
las plantas  inoculadas con  la cepa AZm5 cuando se encuentran desprovistas de una fuente de 
nitrógeno. Así mismo, los frutos de las plantas inoculadas con AZm5 y fertilizadas con 255 Kg N 
ha‐1  presentaron mayor  contenido  de  K+,  el  cual  favorece  la  acidez,  firmeza  y  uniformizar  la 
maduración y el sabor, según lo reportado por Ho y Adams (1995). Al respecto, se ha reportado 
que las citocininas promueven la absorción de cationes como el K+ (Taiz y Zeiger, 2002), lo que 
supone que  las citocininas producidas por  la cepa AZm5 promovieron  la absorción de potasio 
del suelo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.1 Modelo hipotético propuesto por Van der Werf y Nagel (1996) que explica el efecto en el crecimiento 
vegetal de un alto o bajo aporte de nitrógeno. Tomado de Lambers et al. (1998). 
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Por  otro  lado,  y  de  acuerdo  con  los  resultados  obtenidos  en  el  presente  trabajo,  se 
observó que  la cepa AZm5  incrementó  la NAR y  la RGR de plántulas de  jitomate de 71 días de 
desarrollo  que  se  encontraban  en  almácigo  previo  al  trasplante,  en  un  sistema  de  cultivo 
intensivo semi hidropónico para fines comerciales. La variable RGR coincide con  los resultados 
obtenidos en el cultivo de 42 días, en cambio contradice  los  resultados  respecto a  la variable 
NAR.  A  este  respecto,  los  datos  sugieren  que  la  NAR  se  expresa  en  etapas  posteriores  del 
crecimiento  de  plantas  de  jitomate.  En  etapas  posteriores  al  trasplante,  el  efecto  de  la 
inoculación  no  es  significativo,  lo  cual  coincide  con  Larcher  (2003),  quién  reporta  que  las 
variables de crecimiento como NAR y RGR  son especialmente altos en etapas de crecimiento 
intensivo  de  la  planta,  como  lo  es  la  etapa  vegetativa.  El  efecto  de  la  cepa  AZm5  en  los 
diferentes parámetros del crecimiento vegetal podrían atribuirse a la actividad de la enzima ACC 
desaminasa, resultados que coinciden con  lo reportado en  la  literatura, donde mencionan que 
cepas  rizobacterias  que  sintetizan  ACC  desaminasa,  como  Pseudomonas,  incrementan  el 
crecimiento  vegetal  y el  contenido de nitrógeno en plantas de  canola  y  trigo  fertilizadas  con 
dosis subóptimas de nitrógeno (Belimov et al., 2002; 2005). 

 
De acuerdo con  los resultados expuestos en este trabajo de tesis, se diseñó un modelo 

(Figura  6.2) para  explicar  el mecanismo que  la  cepa AZm5 de Azospirillum  lipoferum  emplea 
para promover el crecimiento vegetal de plantas de jitomate (Solanum  lycopersicum), y el cual 
expone que en un sustrato con bajas concentraciones de nitrógeno disponible,  la biosíntesis y 
traslocación  de  citocininas  en  tejido  vegetal  disminuyen,  generando  una  reducción  en  la 
expansión  foliar de  las hojas, aspecto que  influye en el  crecimiento vegetal. Sin embargo, en 
estas mismas condiciones del sustrato, cuando las plantas son inoculadas con la cepa AZm5 (A. 
lipoferum), la deficiencia en la biosíntesis de citocininas la compensa la producción de la propia 
cepa, por tanto la traslocación no disminuye, lo que favorece la expansión foliar y el crecimiento 
vegetal, así mismo, las citocininas estimulan la absorción de potasio, catión que se presenta en 
la formación del fruto. Sumado a lo anterior, la actividad de la enzima ACC desaminasa favorece 
el  incremento de nitrógeno en  la planta, posiblemente a  la producción de amonio que resulta 
del desdoblamiento del compuesto ACC durante la biosíntesis de etileno en plantas.  
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Figura 6.2 Modelo hipotético propuesto para explica el mecanismos de acción que  la cepa AZm5 de Azospirillum 
lipoferum  emplea  para  promover  el  crecimiento  vegetal  de  jitomate.  ACC=ácido  1‐aminociclopropano‐1‐
carboxílico, K+=potasio, Z=citocininas. 

 
 
Como  conclusiones  inéditas  y  relevantes  reportadas  en  este  trabajo  de  tesis  y  que 

aportan  al  conocimiento  del  uso  de  inoculantes  microbianos  como  una  alternativa  a  la 
reducción  del  uso  de  fertilizantes  para  el  cultivo  de  jitomate,  desde  el  punto  de  vista  de  la 
ciencia básica y aplicada (Figura 6.3) son: 

 
a) La cepa AZm5 de A. lipoferum, es capaz de sintetizar la enzima que desamina el ácido 1‐

aminociclopropano‐1‐carboxílico  (ACC,  compuesto  precursor  del  etileno)  o  ACC 
desaminasa, la cual presenta una alta actividad que se relaciona con la presencia del gen 
acdS; produce altas concentraciones de la citocinina trans‐zeatina, en un cultivo in vitro; 
y que  los mecanismos que emplea para promover el crecimiento vegetal de plantas de 
jitomate  (Solanum  lycopersicum)  son  la  producción  de  citocininas  y  la  actividad  de  la 
enzima ACC desaminasa. 

b) El  uso  de  inoculantes,  elaborados  con  la  cepa  AZm5  de  Azospirillum  lipoferum, HMA 
como el  inóculo Zac 19 o ambos,  favorecen el crecimiento vegetal o  la producción del 
cultivo del jitomate.  
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Por tanto, el género Azospirillum presenta un abanico diverso de herramientas para promover 
el crecimiento vegetal. 

 
 

 
Figura 6.3 Aspectos con los cuales los resultados del trabajo de tesis contribuye a la ciencia básica y aplicada en el 
uso de inoculantes microbianos para el cultivo de jitomate. 

 
 
Finalmente,  esta  tesis  apoya  el  uso  de microorganismos  promotores  del  crecimiento 

vegetal en la agricultura para mejorar el crecimiento de los cultivos y favorecer la reducción del 
uso  de  fertilizantes  químicos,  principalmente  los  nitrogenados,  tal  como  lo  indican  autores 
como Adesemoye y Kloepper (2009), Adesemoye y colaboradores (2009), Berg (2009), Bonfante 
y Anca  (2009), Lugtenberg y Kamilova  (2009), Ortíz‐Castro y colaboradores  (2009), Rashedul y 
colaboradores  (2009),  Artursson  y  colaboradores  (2006),  y  Rosenblueth  y Martínez‐Romero 
(2006)., ya que el uso excesivo de estos agroquímicos, se ha convertido en uno de los problemas 
ambientales  más  importantes  a  resolver,  debido  a  la  contaminación  del  suelo  y  agua  por 
nitratos y nitritos. 
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Anexo 1 
 

CAPÍTULO IV 
 

Efecto de Azospirillum en el crecimiento y producción de 
plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) fertilizadas con 
diferentes dosis de nitrógeno, en un cultivo en invernadero 

 
Cultivo de plantas de jitomate e invernadero 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Preparación del almácigo y de unidades experimentales 

 
 

Aspecto  del  invernadero  para  el  cultivo  de 
jitomate  (Solanum  lycopersicum)  Var. 
Juanita 832, Hazera Seeds, Inc., FL, USA).

Fungicidas:  Terrazan  75  PH  y  Ridomil 
Gold  Bravo  76.5  PH,  Agroo  LC  S.A  de 
C.V., OAX, MEX). 

Preparación del sustrato para el almácigo: mezcla de 
fungicidas más turba canadiense (Lambert Peat Moss 
Inc.,  Riviere‐Ouelle,  QC,  CAN)  y  agrolita  (Minerales 
Expandidos, S.A. de C.V., MEX, MEX) (10:1). 
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Análisis físico, químico y microbiológico del suelo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

a) y b) Preparación del almácigo: extendido y llenado de las charolas con sustrato. 

a b

Desarrollo  característico de Azospirillum en medio 
de  cultivo  NFB  semisólido  (NFB‐ss),  incubado  a 
34±2°C por 48 h.

Preparación del  sustrato  (tezontle  rojo  y  suelo no 
estéril,  3:1)  y  llenado  de  las  unidades 
experimentales. 
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Siembra, inoculación y trasplante 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

Siembra  de  semillas  en  almácigo.  Una  por 
cavidad. 

Aspecto  del  almácigo  después  de  la  siembra  de  las 
semillas cubiertas el sustrato.

Aspecto  del  riego  del  almácigo  después  de  la 
siembra. 

Plántulas de jitomate a los 15 días después de la 
siembra, listas para la inoculación. 

Detalle  de  la  inoculación  de  las  plántulas  de 
jitomate. 

Comparación  del  aspecto  de  las  plántulas  de 
jitomate  inoculadas  con  la  cepa  AMs3 
(Azospirillum sp.) y  las plántulas no  inoculadas, a 
los 71 días después de la siembra. 
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Variedad Juanita (832, Hazera Seeds, Inc., FL, USA): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Comparación  del  aspecto  de  las  plántulas  de 
jitomate  inoculadas  con  la  cepa  AZm5 
(Azospirillum  lipoferum)  y  las  plántulas  no 
inoculadas, a los 71 días después de la siembra. 

Comparación  del  aspecto  de  las  plántulas  de 
jitomate  inoculadas  con  la  cepa VS9  (Azospirillum 
brasilense) y  las plántulas no  inoculadas, a  los 71 
días después de la siembra. 

Dra. Pilar Huante y el productor Fermín  Jiménez en 
el trasplante de plántulas a unidades experimentales 

Aspecto de las plántulas al final del trasplante en 
las unidades experimentales en el invernadero. 
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Fertilización y Riego 
 

 
 
 
Análisis de Crecimiento Vegetal y Producción 
 

 
 
 
 
 

Aspecto  de  las  mangueras  de  riego,  sistema 
mediante el cual se aplicó la solución nutritiva. 

Detalle del  riego del sustrato, de  la manguera a  las 
unidades experimentales. 

Detalle  de  los  frutos  desarrollados  en  los 
racimos florales en las plantas de jitomate a los 
95 días después de la siembra. 

Aspecto de las plantas de jitomate a los 95 días 
después de la siembra. 
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Aspecto  de  las  plantas  de  jitomate  a  los  122 
días después de la siembra (primer corte).

Registro  del  tamaño  (a)  y 
peso  (b)  de  los  frutos  de 
jitomate. 

a 

b 

Aspecto  de  los  diferentes  estados  de 
maduración de los frutos de jitomate en 
un mismo  racimo  floral  (verde,  tuning, 
rojo). 

Aspecto  de  frutos  maduros  de  jitomate 
desarrollados  en  un  mismo  racimo  floral, 
listos para su cosecha.
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