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l. INTRODUCCION

El jitomate es uno de los productos horticola mas importantes en México. Lo
anterior debido al gran consumo de productos procesados a partir de él (Bautista,
2001). Durante el periodo de enero a junio de 2010, México exportd 1,180 mil
toneladas de jitomate en comparaciéon al mismo periodo en el afio anterior, donde
se registrd un volumen de 794 mil toneladas (SAGARPA, 2010). Por su alto valor
comercial, el jitomate ha representado tradicionalmente un ingreso de divisas muy
importante para nuestro pais.

Uno de los principales problemas que este cultivo enfrenta es el uso
excesivo de algunos agroquimicos para favorecer el crecimiento de las plantas,
como ocurre con los fertilizantes nitrogenados, los cuales son considerados como
contaminantes frecuentes del suelo y del agua (Medina-Morales y Cano-Rios,
2001). Como alternativa ante esta problematica se ha recurrido al uso de
biofertilizantes, inoculantes elaborados a base de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal combinados con elementos minerales y sustancias organicas
en un soporte, que son aplicados al suelo o a las semillas para favorecer el
crecimiento vegetal y la produccion agricola (Débbelaere et al., 2001).

Algunos estudios, reportan que el uso de los biofertilizantes ha llegado a
sustituir hasta un 50% de los fertilizantes quimicos nitrogenados aplicados a los

cultivos como en trigo, lenteja, maiz, garbanzo (Peralta, 2009).
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Se ha reportado que en cultivos de jitomate inoculados con cepas de
Azospirillum lipoferum, en condiciones de invernadero, la fertilizacion nitrogenada
se redujo en un 50% de la dosis completa (Esquivel-Cote et al., 2004).

Dentro de los microorganismos mas estudiados y empleados para la
elaboracién de los biofertilizantes se encuentran las rizobacterias (bacterias de la
rizosfera) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) o micorrizas. Los géneros
de rizobacterias mas importantes caracterizados como promotoras del crecimiento
vegetal son, entre otros: Azotobacter, Azospirilum, Bacillus, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Pseudomonas y Rhizobium (Bashan 1998; Nelson 2004), y de
los géneros de HMA: Endogone, Gigaspora y Glomus (Frey-Klett et al, .2007).

Las bacterias del género Azospirillum promueven el crecimiento vegetal a
través de diferentes mecanismos, tales como la fijacion de nitrégeno, la
produccion de enzimas y principalmente la produccion de fitohormonas (Caballero-
Mellado, 2005). Los HMA ayudan a mejorar el crecimiento de la planta mediante el
incremento en la absorcion de los elementos minerales a través de la elongacion
de raices y a proveer mayor resistencia ante enfermedades de la planta basada en
el antagonismo entre microorganismos (Blanco y Salas, 2004). Tanto Azospirillum
como los HMA han sido empleados con mucho éxito como biofertilizantes en el
cultivo de varias especies vegetales como lechuga, yuca dulce, kiwi, naranja y
cebolla (Pulido et al., 2003). Ambos microorganismos ayudan a la conservacion y

establecimientos de los sistemas agricolas sostenibles (Peralta, 2009).
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Respecto a los mecanismos empleados por las rizobacterias para promover
el crecimiento vegetal, actualmente se ha propuesto un mecanismo mediante el
cual las plantas disminuyen la produccion de etileno, una fitohormona que se
produce de forma natural y que en condiciones de estrés ambiental, tales como la
sequia, la inundacion, el frio o la falta de elementos nutritivos (N, P, Ca), provoca
el marchitamiento y muerte de las plantas (Abeles et al., 1992). EI mecanismo es
llevado a cabo por la enzima que desamina el &cido l1-amino-ciclopropano
carboxilico (ACC), precursor inmediato del etileno, también Illamada ACC
desaminasa (Glick et al., 1998).

La presencia de dicha enzima se ha reportado en un gran numero de
bacterias y hongos, y hasta antes de 2006 se creia que bacterias del género
Azospirillum no la producian (Kende, 1993; Holguin y Glick, 2001). Sin embargo,
en estudios recientes, se detecto la actividad de la enzima ACC desaminasa en la
cepa AZm5 de Azospirillum lipoferum (Esquivel-Cote, 2002; Camarillo, 2006;
Esquivel-Cote et al., 2010), cepa que pertenece a la coleccidon del Laboratorio de
Microbiologia Experimental (LME) de la Facultad de Quimica, UNAM.

Respecto a lo anterior, se ha reportado que la inoculacion de plantas de
pepino (Cucumis sativus L.) con la bacteria Pseudomonas putida (UW4)
productora de la enzima ACC desaminasa y del HMA Gigaspora rosea (BEG9)
incrementa el crecimiento vegetal en condiciones de estrés salino (Gamalero et

al., 2010).

Selene Lopez Goémez
Pagina 3



2011

Por otro lado, en investigaciones realizadas en el LME acerca de la
biofertilizacion con Azospirillum y HMA, se ha demostrado que la co-inoculacion de
plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) con cepas de Azospirillum
brasilense (VS9) y el consorcio micorrizico Zac 19 (G. claroideum, G. diaphanum,
G. albidum, Chamizo et al., 1998), aumenta la altura, el nimero de hojas, el
didmetro de tallo, el peso fresco y seco de parte aérea, el peso fresco de raiz, el
contenido de nitrégeno y de fésforo, y acelera la aparicion de racimos florales, en
un cultivo hidropénico (Gonzéalez-Salmoran, 2001). No obstante, no se ha
evaluado el efecto de la co-inoculacion Azospirillum-HMA en el crecimiento vegetal
de plantas de jitomate fertilizadas con dosis reducidas en nitrogeno y fésforo.

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo se evaluo el efecto
de la co-inoculacion de plantas de jitomate (Var. ACEVF 55) con la cepa AZm5 de
Azospirillum lipoferum productora de la enzima ACC desaminasa y con el in6culo
micorrizico Zac 19, en un cultivo fertilizado con dosis bajas de nitrogeno y fésforo,

respecto a la dosis recomendada para el cultivo de jitomate bola.
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II. OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

Evaluar la capacidad colonizadora de la cepa AZm5 (Azospirillum
lipoferum) y del Hongo Micorrizico Arbuscular Zac 19, en raices de jitomate
bola (Var. ACE VF 55).

Evaluar el efecto de la cepa AZm5 (Azospirillum lipoferum) en el
crecimiento de plantulas de jitomate bola (Var. ACE VF 55) fertilizadas con
dosis bajas de nitrogeno y fésforo.

Evaluar la eficiencia de plantulas de jitomate bola (Var. ACE VF 55) co-
inoculadas con Azospirilum y Hongos Micorrizicos Arbusculares para
absorber nitrégeno y fosforo del sustrato y para producir biomasa vegetal.
Determinar la eficacia de la co-inoculacion de plantulas de jitomate bola
(var. ACE VF 55) con Azospirilum y Hongos Micorrizicos Arbusculares

para ser empleadas como biofertilizante.

HIPOTESIS

La cepa AZm5 de Azospirillum lipoferum con capacidad para sintetizar la

ACC desaminasa y del HMA Zac 19, promoveran el crecimiento de plantulas de

jitomate en la etapa vegetativa y estimularan la absorcion de nitrégeno y fosforo

del suelo, en cultivo hidropdnico fertilizado con dosis minimas de fertilizante

nitrogenado y fosfatado.
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[ll. MARCO TEORICO

3.1 El jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
3.1.1 Aspectos generales:

Origen: El jitomate es originario de América del Sur, de la region andina,
particularmente de Peru, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo, su domesticacion
fue llevada a cabo en México. El nombre de jitomate procede del nahuatl xictli,
ombligo y tomatl, tomate, que significa tomate de ombligo (Financiera rural, 2009).

Planta: El tomate rojo o jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es una
planta dicotiledonea perteneciente a la familia de las solanaceas, de crecimiento
determinado, tipo arbustivo puede desarrollarse de forma rastrera, semirecta o
erecta y el crecimiento esta limitado por la variedad; cultivo de tipo anual, se
caracteriza por la formacion de inflorescencias o ramas abortivas en el extremo del
apice y crece hasta alturas de 2 m o mas (Figura 1). Existen variedades de
crecimiento limitado (determinadas) e ilimitado (indeterminadas) (Chamarro,
1995).

Fruto: El fruto es una baya ovalada, redonda o periforme. Su tamafio va
desde pequefios frutos como el de una cereza, hasta frutos enormes de hasta 750

gramos.
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Figura 1. Planta de tomate rojo (Tomada de Canada, 2008)

3.1.2 Aspectos a considerar para su cultivo
En nuestro pais existen dos sistemas principales para el cultivo, por
siembra directa y por almacigo (SIEA, 2002):

e El método de siembra directa, se basa en colocar las semillas directamente
en el suelo del campo de siembra, en horadaciones hechas a mano o con
maquinaria, donde previamente el suelo es fertilizado y regado para el
cultivo.

e EIl método de almacigo, consiste en sembrar las semillas en charolas de

germinacién con suelo u otro tipo de soporte como turba (peat moss),
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agrolita o vermiculita. Una vez obtenidas las plantulas, se transplantan al

lugar en el que crecerdn hasta su madurez y produccién, ya sea en

macetas, en camas en campo o invernadero.

Luz y temperatura: Requiere de clima templado-calido. Su temperatura
Optima es de 20°-24° C. Son auténticas plantas heli6filas y por tanto, necesitan de
mucho sol. No soportan el frio y las plantas mueren con las heladas. En las
regiones frescas hay que elegir un lugar soleado y célido (Infoacerca, 2008).

Humedad: En el cultivo de jitomate las humedades relativas del aire
inferiores al 90% son deseables, pues valores superiores favorecen el desarrollo
de enfermedades (Castilla, 1995).

Suelo: El jitomate crece mejor en suelos sueltos y profundos, aunque no es
necesario siempre y cuando estén bien drenados. La preparacion del terreno debe
facilitar una buena infiltracion de agua y una buena aireacion que permita un
desarrollo reticular adecuado en extension y profundidad. Aunque prefiere suelos
con textura areno-arcillosos ricos en materia organica; se recomienda hacer un
analisis previo del suelo (Castilla, 1995).

pH: El pH del suelo requerido para una éptima produccién del jitomate debe
estar entre 6.0 y 6.5, niveles diferentes a los anteriores se obstaculizar la
absorcion de algunos nutrimentos, los niveles debajo de este rango permiten la
absorcion excesiva de algunos nutrimentos, que conducen a niveles toxicos

(Infoacerca, 2008).
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Fertilizacion: La dosis de fertilizante empleada para el cultivo del jitomate
depende de la zona geogréfica donde se cultive, ya que en la Republica Mexicana
existe una enorme variacion en las cantidades recomendadas; por ejemplo,
respecto a las dosis de fertilizante nitrogenado: en plantaciones de Culiacan se
utilizan cerca de 450 kg/ha, mientras que en la region de Ensenada, las
aplicaciones van en orden de los 300 kg/ha, en San Luis Potosi de 180 kg/ha y en
el estado de Morelos de 150 kg/ha, por tanto las dosis que se emplean fluctdan
entre estos valores. La primera aplicacion incluye una tercera parte del nitrégeno
junto con todo el fosforo y el potasio. El nitrégeno restante es fraccionado durante
la época de desarrollo hasta que la planta forme frutos. Las aplicaciones se
realizan a intervalos de 3-4 semanas (Castilla, 1995).

Es importante mencionar que el uso excesivo de fertilizante nitrogenado
deriva en la perdida del mismo, ya que al disolverse en el agua de riego se pierde
por lixiviacion.

Fésforo (P): El acido fosforico es uno de los elementos fertilizantes mas
importantes para el agricultor. Como el nitrdgeno, el acido fosforico es un factor de
crecimiento muy importante, sobre todo durante la primera fase del crecimiento. El
desarrollo radicular, en particular, se ve favorecido por una buena alimentacion de
fésforo al principio del ciclo vegetativo. En suelos pobres se recomienda una dosis
de 150-400 kg/ha P,0s, toda la cantidad es aplicada con la primera fertilizacion del
nitrégeno; el nivel de P debe ser cuidadosamente monitoreado de manera

periddica (IPNI, 2010).
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Potasio (K): En las regiones del noroeste del pais se utilizan 200-225 kg/ha
de K;O, en el resto de las zonas se aplican 80 kg/ha, aplicados en una sola
ocasion junto con el fésforo y la tercera parte del nitrégeno (Faxsa, 2010).

Cultivo hidropodnico: El jitomate también se cultiva en hidroponia; en este
tipo de cultivos, las plantas crecen en el agua o en diferentes tipos de sustratos
inertes que no aportan ningun tipo de nutrimento, por ejemplo, agrolita, tezontle,
turba, vermiculita. El cultivo en hidropénia previene la erosion del suelo, asi como
la deforestacion y destruccion de ecosistemas; ademas permite incorporar el
cultivo en diferentes regiones del pais, que abarcan desde terrenos poco fértiles o
muy pequenos.

En un cultivo hidroponico se recomienda, el uso de solucidn nutritiva que es
una mezcla de agua y sales minerales (fertilizantes) necesarias para nutricion
vegetal. Se prepara tomando en cuenta los requerimientos de la planta y se disefia
de acuerdo a cualquiera de los 18 nutrimentos esenciales que la planta necesita
para desarrollarse correctamente. Es muy importante controlar el pH de la solucion
nutritiva para facilitar que las plantas puedan tomar los nutrimentos esenciales del
sustrato (Infoacerca, 2008).

Para el cultivo de jitomate, generalmente se recomienda que la solucion
nutritiva contenga como fuente de nitrégeno el nitrato de amonio o fosfo-nitrato
(33.5% de nitrégeno) y como fuente de fosforo, el &cido fosférico al 85%

(Infoacerca, 2008).
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Ferti-irrigacion: Con la ferti-irrigacion (combinacién de agua de riego con
fertilizantes) la solucién nutritiva se aplica directamente en las raices de los
cultivos. Consecuentemente no hay desperdicio como cuando se aplica el
fertilizante al suelo y se riega por gravedad. La ferti-irrigacion permite aplicar el
fertilizante durante todo el ciclo de los cultivos y de acuerdo a sus necesidades de

nutricion (Martinez, 2005).

3.1.3 Caracteristicas externas del fruto para ser consumido

Las caracteristicas externas o la calidad visual del fruto, se basan en la
forma, apariencia y ausencia de defectos de crecimiento y manejo. El tamafio no
es factor que defina el grado de calidad, pero influye en las expectativas de
calidad comercial. Segun Artes y col. (1999) y Trevor y col. (2006), algunas de las
caracteristicas que se buscan al adquirir el fruto dependiendo de la variedad son:
-Forma: redondo, globoso aplanado u ovalado.
-Color: uniforme de rojo a anaranjado
-Apariencia: lisa y con cicatrices de la punta floral y del pedunculo, con ausencia
de grietas de crecimiento, quemaduras de sol, dafios de insectos y/o mecéanicos
(magulladuras).

-Firmeza: al tacto no debe ser muy suave ni deformarse facilmente.
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3.1.4 Composicion nutrimental del fruto

La composicion nutrimental del fruto de jitomate se menciona en el Cuadro
1, la cual depende de factores como la variedad, grado de madurez y condiciones
ambientales de cultivo durante la época de crecimiento y produccion. La calidad
exterior, su valor nutritivo y sabor dependera de sus componentes quimicos
(Aguayo y Artes, 2004).

El color es tal vez el indice mas fiable e importante en la madurez del
jitomate (Campos et al., 1997). Las clorofilas a y b son los principales pigmentos
predominantes en el fruto hasta el estado verde maduro, el tipico color rojo de los
jitomates maduros se debe al licopeno (Nguyen y Schwart, 1999; Fernandez et al.,
2007). En el fruto verde maduro contiene solo alfa y beta carotenos (Meredith y

Purcell, 1996).
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Composicion nutrimental de frutos de jitomate (Tomado de Faxsa, 2010)
Nutrimento Valor nutricional medio por
cada 100 g
Agua 94.5¢
Proteinas 09g
Glucidos 2.8¢g
Lipidos 0.2¢
Provitamina A 0.38 mg
Vitamina B1 0.06 mg
Vitamina B2 0.04 mg
Vitamina B6 0.11 mg
Vitamina C 15 mg
Hierro 0.4 mg
Calcio 10 mg
Magnesio 10 mg
Fésforo 24 mg
Potasio 280 mg
Sodio 1.2mg
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3.1.5 Produccion del jitomate a nivel mundial

De acuerdo a las estadisticas de Agricultura de la FAO del 2008, los paises
que producen y exportan mas jitomate son: China, participa con un 36% de la
produccién total mundial, Estados Unidos con 14%; Turquia, 12%; India, 11%;

México, con 3% (Figura 2).
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Figura 2. Producciéon mundial de jitomate en el afio 2008 (10° toneladas métricas) (FAO,

2008).

3.1.6 Importancia econdémica del jitomate en México
La exportacion de jitomate representa para nuestro pais una importante
fuente de divisas al ser ubicado como el décimo lugar a nivel mundial. La mayoria

de las exportaciones tienen como destino los Estados Unidos de América.
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Si se considera que la mitad de la produccion mundial de hortalizas, la
constituyen la papa y el jitomate conjuntamente (SAGARPA 2005), podemos saber
la importancia que para la seguridad alimentaria de cualquier pais en el mundo
tienen estos cultivos. En el afio 2010 el promedio de la produccién de jitomate
registrada fue de 832,751 toneladas por aflo. Ademas, este cultivo representa una
fuente de empleos y de generacion de divisas (Banco de México, 2006).
Aproximadamente el 10% del producto se exporta y el resto es consumido por los
mexicanos, quienes lo han integrado a su dieta alimentaria en forma abundante
(SAGARPA, 2005).

Durante 2008, se produjeron en todo México 2.26 millones de toneladas de
jitomate, siendo el principal productor el estado de Sinaloa, cuya produccion
represento el 35% del total nacional, 3.8 veces mayor al producido por el segundo
lugar: Baja California, con 9%. Siguen en la lista los estados de Michoacan, San
Luis Potosi y Jalisco con 8%, 6% y 5%, respectivamente (SAGARPA, 2010). Con
base en lo anterior, México debe continuar exportando este producto, e incluso

incrementar los volimenes y mejorar sus técnicas de produccion.

3.1.7 Problematica del cultivo de jitomate en México
Uno de los problemas que el cultivo de jitomate presenta, tanto en México
como en muchos paises del mundo, es el uso excesivo de agroquimicos que se

aplican para incrementar su produccion (Xoconostle y Medrano, 2002).
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En México, el deterioro ecologico causado por la agricultura tiene diversas
causas, dentro de las cuales estan: el manejo inadecuado de los recursos
naturales, uso intenso de agroquimicos, practicas agricolas mal empleadas y
fuerte dependencia de insumos externos (fertilizantes) (Ferrera-Cerrato y Alarcon,
2001). Por lo tanto, es necesario implementar técnicas de produccién enfocadas al
uso eficiente de los recursos que tiendan hacia la agricultura sostenible.

Existe la propuesta de relacionar la diversidad microbiana edéfica con la
agricultura y la biotecnologia sostenibles, esto es, un buen manejo integrado de un
cultivo que contemple: el uso de practicas adecuadas de manejo del suelo, la
seleccion de la planta, las caracteristicas del suelo y las demandas de agua y
nutrientes.

La biotecnologia sostenible deberia ser una biotecnologia ecoldgica que
considerara caracterizar extensivamente la microbiota presente en suelos
agricolas, ya que estos inciden, favorablemente en el crecimiento de la planta y la
proteccion contra parasitos y enfermedades (Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2001;
Xoconostle y Medrano, 2002).

En este sentido, se ha empleado la inoculacion de plantas con rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés: Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) y hongos micorrizicos arbusculares (HMA), los cuales
promueven una mejor absorcion de minerales y favorecen el incremento de

biomasa durante diferentes etapas del desarrollo de las plantas.
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Estos microorganismos son usados para la elaboracion de biofertilizantes,
abonos elaborados a base de elementos minerales, sustancias organicas y
microorganismos (Portugal y Aguilera, 1998). Esto ha sido una alternativa viable
en la produccion agricola sostenible (Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2001; Peralta,

2009).

3.2Bacterias del género Azospirillum sp.
3.2.1 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

La mayoria de los microorganismos que se encuentran en el suelo estan en
la rizosfera (region del suelo alrededor de la raiz de la planta), una caracteristicas
de esta zona es que existe la presencia de muchas sustancias organicas como los
aminoacidos, carbohidratos, acidos organicos, enzimas, acidos nucleicos, que
estimulan el crecimiento. En la rizosfera se establecen asociaciones entre plantas
y microorganismos, en las que el efecto puede ser benéfico o perjudicial para las
plantas (Lynch, 1990). Las rizobacterias capaces de estimular el crecimiento y
rendimiento de numerosas especies de plantas, de interés agricola y ecologico,
son consideradas PGPR (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Bashan et al., 2004).
Las PGPR de vida libre, segun Jiménez y colaboradores (2001) se caracterizan
porque:

¢ No invaden internamente los tejidos de las plantas, como ocurre con

los hongos micorrizicos, formando arbusculos.
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e Colonizan eficientemente la superficie de la raiz influyendo en el
crecimiento de manera positiva de la planta.

e Presentan una capacidad competitiva elevada, asegurando su
establecimiento en la rizosfera después de la inoculacion.

e No dafian al hombre ni a otros organismos.

Las PGPR favorecen el crecimiento de las plantas de forma directa e
indirecta. La forma directa repercute en la nutricion y crecimiento de la planta, por
ejemplo: la fijacion de nitrogeno, la sintesis de sideroforos, la solubilizacion de
minerales principalmente del fésforo, la produccion de fitohormonas y la sintesis
de enzimas que modulan el crecimiento o reducen los niveles de etileno en la
planta como el acido 1-aminocliclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminasa
(Ghosh et al., 2003).

En la forma indirecta las PGPR suprimen o inhiben el crecimiento de
microorganismos perjudiciales para el desarrollo de la planta, mediante la
produccion de antibioticos, de metabolitos antagonicos, de sideroforos, a través de
la accion de enzimas liticas (glucanasas, quitinasas) e induccion de mecanismos
de resistencia (Penrose y Glick, 2003).

Uno de los géneros bacterianos mejor caracterizados como PGPR es

Azospirillum (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Bashan et al., 2004).
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3.2.2 Caracteristicas generales de Azospirillum

En 1925 Beijerinck descubrié la bacteria Spirillum lipoferum, caracterizada
como una bacteria fijadora de nitrégeno de vida libre (Becking, 1982). Fue en 1973
que se inici6 el estudio intensivo de esta bacteria por la Dra. Dobereiner y
posteriormente se reclasificé en un nuevo género: Azospirillum (Tarrand et al.,
1978).

El género Azospirilum pertenece al Phylum Proteobacteria, Clase
alfaproteobacteria, Orden Rhodospirillales y Familia Rhodospirillaceae, siendo A.
lipoferum la especie tipo (Tarrand et al., 1978). Las bacterias del género
Azospirillum se caracterizan microscopicamente por ser vibroides o bacilos curvos,
miden de 0.9-1.2 um de largo; son Gram negativas (Figura 3); presentan
movimiento helicoidal o vibratorio en medio liquido, debido a su flagelo polar.

Para su cultivo en laboratorio, necesita una temperatura de 34 a 37°C para
su Optimo desarrollo, a un pH de 6.8-7.0, en medio de cultivo Agar Nutritivo las
colonias tipicas presentan un color rosado, con bordes crenados o dentados, de
aspecto seco (Figura 4). Es un microorganismo quimiorganotrofico; algunas cepas
son autotrofas facultativas (Tarrand et al., 1978).

Aun cuando las especies de Azospirillum difieren en su capacidad para
utilizar diferentes compuestos como fuentes de carbono y nitrégeno, estas
bacterias usan mono y disacaridos asi como alcoholes polihidroxilados, Yy
principalmente diversos acidos organicos tales como malico y succinico; y algunos

aminoéacidos (Dominguez, 2006).
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Figura 3. Morfologia microscépica Figura. 4. Colonia de Azospirillum
de Azospirillum vista con tincion en Agar Nutritivo. Foto de Dra. Ma.
Gram. Foto de Dra. Ma. del Carmen del Carmen Urzlia Hernandez.

Urzla Hernandez.

Actualmente se conocen 16 especies incluidas en el género Azospirillum,
incluyendo las dos especies originales, A. lipoferum y A. brasilense (Tarrand et al.,
1978). Las restantes han sido descritas en los dltimos 25 afios: 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), Azospirillum formosense

sp. (Lyn et al., 2011).

Selene Lopez Gomez
Pagina 20



2011

Azospirillum se encuentra en el suelo, viviendo de forma libre y asociada a
las raices de una gran variedad de plantas. Las bacterias de este género se
caracterizan por: carecer de efecto fitopatdégeno, fijar nitrdgeno atmosférico,
producir fitohormonas, sideroforos y bacteiocinas; colonizar la rizosfera y la
superficie e interior de las raices de diversos vegetales, producir sefiales
moleculares que activan diferentes funciones de las plantas, su actividad
guimiotactica elevada y su respuesta aereotactica (Jain y Patriquin, 1985. Fallik et
al., 1989. Tien et al., 1979).

A. brasilense se multiplica preferentemente a concentraciones baja de
oxigeno ya que esta bacteria fija el nitrbgeno con la enzima nitrogenasa en
condiciones de microaerofilia , se propone que la respuesta quimio y aerotactica
contribuyen al proceso de colonizacidén y asociacion con las raices de las plantas,
sin embargo la colonizacion de la rizosfera y de la superficie e interior de la raiz
sera determinada por las sustancias secretadas dando selectividad a la especie 0
cepa (Tarrand et al., 1978).

La produccidon de sideroforos (agentes quelantes del hierro) por algunas
cepas de A. brasilense da una ventaja competitiva a la cepa, siendo de vital
importancia para ayudarla a adaptarse al medio ambiente. Asimismo la produccién
de bacteriocinas (sustancias proteicas y antigénicas elaboradas por ciertas cepas
capaces de lisar otras cepas no virulentas) por algunas cepas como A. brasilense
y A. lipoferum, debido al efecto antagdnico que estos compuestos ejercen contra

otros miembros de la comunidad microbiana, incluyendo a microorganismos
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fitopatdgenos que sean sensibles a estas biomoleculas (Bashan y Carrillo, 1996;
Caballero-Mellado, 2005).

Las fitohormonas que principalmente produce Azospirillum son las auxinas,
de las cuales se han identificado: el &cido indol acético, acido indol piruvico, indol
lactico, indol acetamida, indol acetaldehido, indol etanol e indol metanol,
triptamina, antranilato y otros compuestos indolicos. De estos compuestos el mas
estudiado es el acido indol acético (AlA) ya que induce la aparicion temprana de
pelos radicales asi como un incremento de la longitud de las raices y el contenido
de fitohormonas de las plantas estimulando el crecimiento de las mismas (Aguilar-
Piedras et al., 2008). Tambien, se han identificado giberelinas y citocininas, ésta

Ultima en A. brasilense (Cassan et al., 2008).

3.2.3 Asociacion planta-Azospirillum

La asociacion de Azospirillum con las raices de las plantas se desarrolla en
dos etapas completamente independientes. La primera consiste en una adsorcion
rapida, débil y reversible, la cual es dependiente de proteinas de la superficie
bacteriana del tipo de las adhesinas en conjunto con la participacién del flagelo
polar (Caballero-Mellado, 2005). La segunda fase consiste de un anclaje lento
pero firme e irreversible que alcanza su maximo nivel 16 horas después de la
inoculacion, la cual parece ser dependiente de un polisacérido extracelular de

Azospirillum. Se ha reportado la aparicion de material fibrilar que constituye el
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anclaje de Azospirillum a las raices de diversas plantas (Zaadyy y Okon, 1990;
Michiels et al., 1991).

La inoculacion de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que los
principales sitios de colonizacidon son las areas de elongacion celular y las bases
de los pelos radicales. Solo algunas células de Azospirillum llegan a adherirse a la

cofia o a los pelos radicales (Micheil et al., 1991).

3.2.4 Mecanismos de accion que promueven el crecimiento vegetal

El mecanismo de accion que emplea Azospirilum para promover el
desarrollo vegetal aun estad en discusion; sin embargo se ha reportado que se
atribuye a la fijacion de nitrogeno, y principalmente a la produccion de
fitohormonas, tales como:

a) Auxinas: las cuales estimulan el crecimiento de la radicula y raices
adventicias, previene la caida de flores y frutos, ademas de retrasar la
senescencia y el tropismo (Bartel, 1997; Patten y Glick, 1996).

b) Gliberelinas: que ocasionan la estimulacion del crecimiento del tallo,
activan la germinacion, la induccion de brotes (yemas) y el incremento
del desarrollo de los frutos (Rademacher, 1994).

c) Citocininas: que estimula la division celular, retraso en el envejecimiento
de los drganos vegetales, promueve la organogénesis en los callos
celulares, el desarrollo de los cloroplastos, entre otros (Rojas y Ramirez,

1993).
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La inoculacién de plantas con Azospirilum promueve tanto el desarrollo
radicular como la absorcion de agua y minerales, que eventualmente, se traduce
en muchos casos la productividad de la planta (Bashan et al., 2004).

En muchos paises desarrollados y subdesarrollados se ha empleado a
Azospirillum como el inoculante de elecciébn en muchos tipos de cultivos agricolas
como en cebolla, maiz, sorgo (Bashan et al., 2004). Dicho inoculo se aplica solo o
en combinacién con otros microorganismos, como PGPR (por ejemplo Rhizobium)

y hongos micorrizicos arbusculares (HMA),

3.3 Laenzima ACC desaminasa

En 1998 se propuso que muchas PGPR pueden estimular el desarrollo
vegetal a través del mecanismo de la enzima acido 1-amino-ciclopropano-1-
carboxilico (ACC) desaminasa. Esta enzima hidroliza el ACC, precursor inmediato
del etileno, produciendo amonio y a-cetobutirato (Glick et al., 1998; Collados,

2006) (Figura 5).
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Figura 5. Hidrolisis dela acido 1 —amino-cicliopropano-1-carboxilico (ACC) mediante

laintervencién de la enzima ACC desaminasa (ACCD) (Hontzeas et al., 2004).

3.3.1 Importancia del etileno en plantas

El etileno, es una de las fitohormonas de estructura mas simple, al ser un
hidrocarburo gaseoso, es muy diferente a otras hormonas vegetales naturales.
Deriva de los C3 y C, de la metionina, que pasa con gasto de ATP, a S-
adenosilmetionina (SAM), por accion de una enzima se transforma en ACC y por
oxidacion de éste y por la ACC oxidasa se forma etileno (Figura 6).

Una caracteristica de esta hormona es que posee accion autocatalitica,
esto se debe a que la presencia de etileno activa la accién del gen que codifica la
enzima que transforma ACC en etileno (Penrose y Glick, 2001). La
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminasa es una enzima que hidroliza
el ACC el cual es el principal precursor inmediato de la biosintesis de etileno en

plantas (Collados, 2006).
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El etileno inhibe la elongacion de las raices y posiblemente de la parte
aérea, provocando asi la disminucién del desarrollo vegetal, efecto que se
incrementa en condiciones de estrés ambiental (salinidad, anegamiento, presencia

de metales pesados, etc.) (Traut e Iglesias, 2006).
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Figura 6. Biosintesis de etileno en plantas
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3.3.2 Bacterias que sintetizan la enzima ACC desaminasa

Las bacterias del suelo que contienen a la enzima ACC desaminasa juegan
un papel muy importante en el desarrollo de plantas expuestas al estrés ambiental:
facilitan la absorcion de nutrimentos y agua, incrementan la biomasa (peso seco
de tejido vegetal) y el rendimiento de los cultivos (Belimov et al., 2002; Castro-
Sowinski et al., 2007). Ademas, promueven el crecimiento vegetal, no sélo por la
disminucién en el contenido de etileno, sino también por la producciéon de amonio
en la rizosfera a partir del ACC (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 nitrogeno.

La enzima ACC desaminasa es codificada por el gen acdS, el cual
actualmente, ha sido identificado en 36 géneros bacterianos (Esquivel-Cote et al.,
articulo en imprenta), entre los cuales se encuentra Azospirillum lipoferum. En el
Laboratorio de Microbiologia Experimental, en la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, se cuenta con una coleccion de cepas
de A. lipoferum capaces de sintetizar la enzima ACC desaminasa (Camarillo,
2006; Esquivel-Cote et al., 2010), entre las que destaca la cepa AZmb5, la cual ha
sido reportada como promotora del crecimiento de plantas de jitomate (Esquivel-

Cote 2002).
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3.4 Hongos Micorrizicos Arbusculares
3.4.1 Caracteristicas generales

El término micorriza (Mykes= Hongo y Rhiza= Raiz) fue utilizado por
primera vez en 1885 por el fitopatélogo aleman A. B. Frank y se refiere a la
asociacion de hongos con arboles y desde entonces se han descubierto que la
mayoria de las plantas superiores forman asociaciones simbidticas con estos
hongos (Moncayo, 2005); y se define como una asociacién de un grupo especifico
de hongos con las raices de las plantas y cuya funcion repercute en beneficios
nutrimentales y fisiologicos para ambos organismos; de esta forma se constituye
una simbiosis mutualista entre ambos componentes (Alfonso y Galan, 2006).

Los hongos que forman las micorrizas arbusculares pertenecen
principalmente a los géneros Acaulospora, Entrophospora, Gigospora, Glomus,
Sclerocystis y Scutellospora; se caracterizan por la formacion de hifas vesiculas y
arbusculos en el parénquima radical. EI género Glomus puede formar vesiculas
intra o extraradicalmente (Sieverding, 1991).

El nombre arbuscular se deriva de la estructura principal de intercambio
formada en la micorriza llama arbusculo, la cual se presenta en las células
corticales de las raices siendo esencial para el intercambio de nutrimentos. El
HMA tiene componentes importantes en su estructura, las intrarradicales como
son: esporas, vesiculas, micelio intramatrial, arbldsculos; también el micelio

extrarradial y las esporas exteriores formadas en este (Segura, 2008).
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Los HMA tienen como funcién principal incrementar la elongacion de las
raices en el suelo, lo que provoca un proceso de absorcibn mas eficiente,
especialmente en ambientes desfavorables ya que presentan una mayor
resistencia a la sequia, a altas temperaturas, a metales pesados, a la salinidad, a

toxinas y a la acidez del suelo (Cuenca et al., 2007).

3.4.2 Asociacién planta-HMA

Precolonizacion y colonizaciéon primaria: El proceso de simbiosis
comienza con la germinacion de las esporas de resistencia en el suelo, tras la
emision del tubo o tubos germinativos, el micelo del hongo crece hasta encontrar
una raiz hospedera donde forma una estructura similar a un apresorio y penetra
entre las células epidérmicas a través de los pelos radicales. Después comienza la
colonizacion del tejido parénquimatico de la raiz (Arroyo Avila, 2006).

Formacion de arbusculos y vesiculas: En la capa interna del tejido se
forman los arbusculos provenientes de una hifa produciéndose ramificaciones
bifurcadas de diametro menor a 1 micrometro que penetran la membrana celular
en una trama de invaginaciones de esta, provocando que los granulos de almidén
desaparezcan, el nudcleo aumente su tamafio y aumente la cantidad de
mitocondrias, reticulo endoplasmatico y proplastidos que viven de 4 a 15 dias y se

degeneran siendo digeridos por la célula del huésped (Guzman y Ferrera, 1990).
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Cuando los arbusculos aparecen, el micelo empieza a acumular reservas
de carbono y lipidos, por lo tanto estas estructuras incrementan la actividad
metabdlica de la célula del huésped, la cual es principalmente por la transferencia
bidireccional de metabolitos y nutrimentos desde y para el hongo (Arroyo-Avila,
2006).

Extension del hongo en la raiz y la rizosfera: Durante la extension del
hongo existen tres fases: 1) Fase inicial durante la cual se lleva a cabo la
colonizacion primaria; 2) Fase exponencial en donde el hongo crece y se expande
rapidamente en la raiz, desarrollandose tanto intra como extracelularmente
especialmente en las raices finas y 3) Fase de reposo donde la raiz y el hongo
crecen a la misma velocidad (Genre et al., 2008).

Extension del hongo en el suelo: Cuando la interaccidn interna esta bien
establecida, las hifas del hongo pueden crecer externamente desde la raiz de la
planta hacia el suelo (micello exterior: en este se llevan a cabo la absorcién de
nutrientes y desarrollo de estructuras reproductivas) y explorar un volumen del
suelo inaccesibles a las raices, con ello la planta aumenta considerablemente la
superficie de absorcion de 100 a 1000 veces (Gil,1995) y por tanto su capacidad
de captacion de nutrientes y de agua, permitiendo un mecanismo alterno para su
nutricion.

Los HMA no producen cambios visibles en la morfologia de la raiz de sus
hospederos. Su presencia puede ser detectada mediante observaciones al

microscopio 6ptico. Los HMA producen normalmente esporas a partir del micelio
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externo y también en algunos casos, las forman en el interior de la raiz a partir del
micelio externo. Las esporas de resistencia pueden permanecer inalteradas en el
suelo por mucho tiempo, mientras que las hifas del hongo se colapsan tras una
permanencia en el suelo de 2 a 4 semanas si no encuentra una raiz hospedera
(Bolan y Aboott, 1983).

También el hongo al extender el &rea radical, facilita que la planta
incremente su capacidad de sostenerse fisicamente en el suelo, mejorando su
resistencia y adaptabilidad, a cambio el hongo recibe hidratos de carbono que
necesita para su alimentacion provenientes de la fotosintesis de la planta; asi, se
ven favorecidos el crecimiento y desarrollo de la planta y del hongo (Alarcon et al.,
2002).

3.4.3 Beneficios de la simbiosis micorrizica para la planta

Los beneficios que recibe la planta de la micorriza es que tiene una mejor
asimilacion de los nutrientes, mayor tolerancia a factores de estrés, mayor
resistencia frente a microorganismos patdégenos, mayor desarrollo vegetal, se
presenta un incremento en los proceso de absorcion y translocacion de nutrientes
como N, P, K, Ca, Mg, S, Zn, Cu entre otros (Cuenca y Caceres, 2007). Los
beneficios que una planta recibe al establecer una asociacion conjunta con hongos
micorrizico arbusculares y bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico:
incrementan la eficiencia de absorcion de nutrientes, especialmente de Ny P

(Holguin y Bashan, 2003).
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También se produce un aumento en el contenido de agua, debido a un
aumento de la conductividad hidrica de la planta 0 a una disminucion de la
resistencia al flujo de agua a través de ella. La planta hace mejor uso del agua y
es capaz de recuperarse mas rapidamente en caso de estrés hidrico (Cooper,
1984).

Los HMA alteran el nivel de sustancias reguladoras del crecimiento en los
tejidos de las plantas y su transporte de unos tejidos a otros. Parece existir un
efecto hormonal, pero es extremadamente dificil diferenciar los efectos producidos
por las hormonas del hongo y los producidos por las hormonas vegetales y los
producidos indirectamente por el estado nutricional de las plantas como
consecuencia de la micorrizacion (Allen et al., 1982).

3.4.4 Beneficios de la simbiosis micorrizica para el agricultor

Beneficios de la simbiosis micorrizica para el agricultor: Los cultivos
requieren menor adicion de fertilizantes ya que se aprovechan mejor los nutrientes
del suelo; en promedio se reduce la adicion de fertilizantes en 25% y de fésforo en
50%. La reducciéon del uso de fungicidas y bactericidas es también importante,
considerando que la planta es menos susceptible a infecciones. En cuanto a la
calidad y cantidad de flores o frutos, ésta es mayor, ya que la planta ha tenido una
induccion en su crecimiento (Xoconostle y Ruiz, 2002).

Los niveles de etileno que estimulan el desarrollo de los HMA pueden estar
relacionados con la resistencia de la planta hospedadora a factores de estrés del

suelo, bajos niveles de etileno producido por estrés en la planta, parecen inhibir
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temporalmente el crecimiento de las raices, pero al mismo tiempo se promueve la
actividad de HMA en la rizosfera con lo que se minimiza el efecto estresante sobre
la planta. La consecuencia del hongo es una alteracion positiva del equilibrio
hormonal de la planta que favorece su estado fisioldgico y nutricional (Ishii y

Kayoya, 1994).

3.5 Interaccion de Azospirillum y HMA

La micorrizosfera es la rizosfera de una planta micorrizada y es en ella
donde se producen las siguientes interacciones: interacciones con
microorganismos beneficiosos y funciones especificas e interacciones con
patogenos (Smith y Read, 1997).

La relacion entre el HMA y la rizobacteria promotora del crecimiento vegetal
no esta bien definida, aunque se sabe que la inoculacion de Azospirillum sp en
combinacién con hongo HMA, producen un incremento significativo en el
crecimiento de algunos cultivos, especificamente cereales, pero el mecanismo
responsable no se define con exactitud (Alfonso y Galan, 2006). Algunos
incrementos sobre el desarrollo ocurren sin la evidencia de incrementos en la
fijacion de nitrégeno en las plantas, y se puede relacionar con la produccién de

sustancias reguladoras del crecimiento vegetal (Blanco y Salas, 2004).
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DIAGRAMA DE TRABAJO:

Inéculo micorrizico (Zac 19) Azospirillum (cepa
AZm5)

Control de calidad del Preparacion del indculo
indculo bacteriano

Desinfeccidn de
semillas de jitomate
bola var. ACEVF 55 e

inoculacidn

Inoculacién de
unidades
experimentales*

Riego con Solucidn - -
Nutritiva (0% y 50% Cuidados del cultivo en

. invernadero
de N de la dosis
recomendada)

Registro de variables de
respuesta

Andlisis estadistico: ANOVA y
comparacién multiple de
Tukey.**

*Sustrato: mezcla de agrolita (sustrato de origen mineral a partir de perlita expendida) y suelo estéril (2:1)

**Disefio experimental: Factorial totalmente aleatorizado (p<0.05)
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IV. MATERIAL Y METODO:

4.1 Obtencion de inéculos:

Inoculante bacteriano: Azospirillum lipoferum cepa AZm5

El inoculante se obtuvo en la fase logaritmica del cultivo. Se prepar6 de
acuerdo a los siguientes pasos:
a) Activacion de cepa AZmb5: se realizé la siembra en medio Nfb semisélido (ver
anexo) a 34 °C por 72 horas.
b) Adaptacion: se incub6 la cepa en Medio Minimo (MM) (ver anexo) con 50 mL,
de ACC (300 mM) como unica fuente de nitrégeno, en agitacion a 200 rpm a 34°C
por 48 horas.
c) Propagacion: se transfirid6 1 mL del cultivo de adaptacion a un matraz
Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de MM y se incubd con las condiciones
anteriores durante 24 horas.
d) Ajuste del In6culo: Se ajustd la poblacion a una D.O = 0.02 (Asesonm) Mmediante la
adicion de MM estéril, utilizando un espectrofotdmetro Pharmacia Ultrospec
modelo 3000. Como blanco se us6 el Medio Minimo estéril sin inocular.

Control de calidad del inéculo:

Se determinaron las UFC por mililitro de inéculo, mediante la técnica de
dilucion y vertido en placa, empleando como medio de cultivo Gelosa Nutritiva, a

una temperatura de 34°C por 72 horas.
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Inoculante micorrizico:

El in6éculo micorrizico Zac19 fue donado por el Dr. Ronald Ferrera-Cerrato
del Area de Microbiologia del Colegio de Posgraduados Campus Montecillo,
México, con la caracteristica de tener aproximadamente 1800+136 esporas / g.
Dicho inoculo fue adicionado al sustrato previo a la siembra, colocando 10 g para

cada unidad experimental.

4.2 Desinfeccion, inoculacion y siembra de semillas

Desinfeccion de semillas:

Se utilizaron semillas de jitomate bola de crecimiento indeterminado,
variedad ACEVF 55, lote 434 4132, con 85% de germinacion y 99% de pureza;
marca Westar Seed International Inc. California, EU. Las semillas se desinfectaron
con 10 mL de alcohol etilico 96% por 10 min en agitacion. Se drenaron y se les
adicion6 5 mL de hipoclorito de sodio al 3%, se drenaron nuevamente y se lavaron
7 veces con 10 mL de agua estéril en cada ocasion; el ultimo lavado fue con 10
mL de MgSO,4, H,0 (0.3 M).

Inoculacion de semillas:

Las semillas, ya desinfectadas, se sumergieron en 10 mL del in6culo
bacteriano en medio minimo estéril (testigo), por una hora a temperatura

ambiente.
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Siembra de semillas:

En condiciones de asepsia se tomaron 6 semillas para cada tratamiento y
se colocaron en cajas Petri estériles con papel filtro himedo; estas se incubaron
bajo condiciones de luz natural y temperatura ambiente (28-30°C) por 5-6 dias. Se
realizé el transplante de 4 semillas por unidad experimental correspondiente y se

colocaron en invernadero (10/45°C Min/Max), por un periodo de 6-7 semanas.

4.3 Labores del invernadero:

Preparacion de unidades experimentales:

Se utilizaron vasos de unicel de 250 m de capacidad, los cuales fueron
llenados con el siguiente sustrato: suelo y agrolita estériles en una relacion de 2:1.
Las caracteristicas del suelo antes de mezclar fueron: pH 6.5, materia organica
6.3%, nitrégeno total 0.03%, fosforo total 1.61 mg/kg y calcio 1447 mg/ kg (el
analisis de suelo se realizd en el Laboratorio de Analisis Quimicos de Suelo y
Material Vegetal de la Universidad Autonoma Chapingo). El sustrato se humedeci6
con la solucién nutritiva estéril previo al trasplante.

Preparacion de solucién nutritiva:

La solucién nutritiva se preparé de acuerdo con la formulacion de Hazera
Seeds M? (Cuadro 2), la cual nos proporciona una concentraciéon al 100% de 350

kg N/ ha.
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Limpieza y acondicionamiento del invernadero:

Se emple6 un invernadero

rdstico perteneciente al

2011

laboratorio de

Microbiologia Experimental de la Facultad de Quimica, con cubierta de plastico

nuevo, y se acondicion6 con una malla sombra de color verde. Antes de colocar

las unidades experimentales se realizo la limpieza y desinfeccion con QRY (1%).

Riego:

Después de la siembra, a todas las unidades experimentales se les controld

la humedad mediante la adicion de la solucion nutritiva correspondiente. El riego

se realiz6 con 40-80 mL de solucion nutritiva cada dos o tres dias (segun las

necesidades del cultivo). Para evitar la concentracion de sales, cada 15 dias se

procedio al riego con 80 mL de agua corriente estéril.

Cuadro 2. Composicion de solucidon nutritiva de acuerdo a la formulacion de Hazera Seeds

MR (1)y una concentracién al 50% de Nitrégeno y 0% de Fésforo (0 kg P/ha),

Fertilizante 50%N 100%
Nitrato de Potasio 0.075¢ 0.15¢
Nitrato de Calcio 0.425¢ 0.85¢
Fosfato mono aménico 0.02g 0.04 g
Sulfato de potasio 0.25¢g 05¢
Sulfato de magnesio 7 H,0 0.4¢ 0.8¢g
Sulfato de amonio 0.0125¢ 0.025¢g
Sulfato Ferroso 0.0075¢ 0.015¢
Sulfato de manganeso 0.0015¢ 0.003 g
Acido Fosforico 0g 1g

El pH de las soluciones se ajusté a 6.8 + 0.2, empleando HCI (1N) o KOH (1N)
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4.4 Registro de variables de respuesta

Evaluacion de altura

La altura de las plantas fue monitoreada a las dos, cuatro y seis semanas
después de la siembra (15 dias, 30 dias y 45 dias después del transplante,
respectivamente). Se midié con una regla de 30 cm a partir de la base del tallo y
hasta el meristemo apical’.

Colonizacion de Azospirillum lipoferum (AZmb5) en raices:

A las 6 semanas de desarrollo, bajo condiciones de asepsia, se extrajo el
sistema de la raiz, se elimind el exceso de agrolita y se tomd una muestra de 1 g,
el cual se macer6 en un tubo de ensayo (16x150 mm) con solucién salina
isotonica estéril. Se realizaron diluciones por triplicado de acuerdo al método del
NGmero Mas Probable (NMP). Se utilizaron las diluciones 107%, 10* y 10°, de
donde se tomd 1 mL y se sembraron en tubos de ensayo (16x150 mm) con medio
Nfb semisélido y se incubaron a 34°C por 1 a 3 dias. Se consideraron como tubos
positivos aquellos que presentaran vire del indicador y la formacion de una
pelicula blanca en la zona microaerofilica del medio (Doébereiner et al., 1976;

Tarrand et al., 1978).

! El meristemo apical del tallo, situado en el apice de las plantas, es la zona de divisién y expansion
celular.
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Evaluacion de peso seco de parte aérea (biomasa) y peso fresco de raiz:

Al término de las 6 semanas se evalud el peso seco de parte aérea y peso
fresco de la raiz. La raiz fresca y libre del exceso del sustrato se pesé
directamente en una balanza analitica (Zurich Mettler H31AR, D=0.1 mg). Para
obtener el peso seco de la parte aérea o biomasa, se separoé el tallo y las hojas de
la planta, se colocaron en bolsas de papel kraftin y se secaron en una estufa a
60°C por 48 h o0 hasta peso constante; el peso se registré en una balanza analitica
(Zurich Mettler H31AR, D=0.1 mg).

Determinacion de nitrégeno en plantulas por método de Kjeldhal:

Se pesaron en papel Kraft entre 10 y 100 mg de la plantula seca y molida y
se depositaron en el tubo de digestion, se agregaron 0.5 g de sulfato de potasio y
8 mL de mezcla digestiva (3 g de CuSO4 5 H,O en 20 mL de agua destilada se
agregaron 50 mL de H3PO,4 y 430 mL de H, SO, concentrado) se coloco en el
digestor a un temperatura de 320°C durante 15 min. Se dej0 enfriar y se le
agregaron 3 mL de H,0, al 30 %. Nuevamente colocamos el tubo en el digestor a
370°C hasta el término de la digestion (el liquido debe quedar translucido, incoloro
o verde azuloso) se dejo enfriar el tubo antes de destilar. Destilacion: Se diluyé la
muestra digerida con 10 mL de agua destilada, colocando el tubo en el destilador,
se descargo la solucion de NaOH al 36% hasta que viro a un color verde obscuro,
inmediatamente se inicid la corriente de vapor para destilar el amoniaco generado,
gue se atrapa en la solucion de acido bérico. Se continud la destilacion hasta tener

aproximadamente un volumen de 100 mL.
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Titulacion: ElI amoniaco atrapado en la solucion de H3BOs se titulé con
solucién de HCI 0.01 N hasta el vire el indicador a un tono rosado (Alcantara-
Gonzalez y Sandoval-Villa, 1999).

Determinacién de fésforo por el método del Vanadato- Molibdato:

Se transfirieron de 10-100 mg de muestra seca a un matraz volumétrico de
100 mL; se adicionaron unas gotas de solucion de amoniaco (0.88) y se acidifico
con &cido nitrico (1:2). Se agregaron 25 mL del reactivo de vanadato-molibdato, se
diluyé hasta la marca con agua destilada y se mezcld. Se dejo en reposo por 10
min y se midio la densidad oOptica a 470 nm en una celda de 2.5 mm (Alcantara-
Gonzalez y Sandoval-Villa, 1999).

Disefio experimental y analisis estadistico:

Se empled un disefio factorial 2x2x7, de 2 factores (2 indculos bacterianos:
AZm5 y control), 2 niveles de fertilizacion micorrizica (con y sin inocular), con 7
repeticiones por tratamiento, para un total de 28 unidades experimentales.
Posteriormente se realizé6 un analisis de varianza (ANOVA) con un a=0.05. Las
medias fueron comparadas mediante una comparacion mudltiple de Tukey,
empleando el paquete estadistico Statistica versién 8 (StatSoft, Inc. (2006), New

York, EU).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Control de calidad del inoculante bacteriano:

El inéculo empleado en este estudio presentd una concentracion de 7.5 x
10° células / mL de inéculo a una densidad 6ptica (Asgo) de 0.02. Efectos benéficos
de bacterias de Azospirillum en el desarrollo de plantas de jitomate han sido
reportados con una concentraciéon 6ptima de 10° a 10° células / mL de in6culo
causando un efecto benéfico en las plantas. En tanto que, se ha reportado que la
inoculacion con 10% a 10° células / mL causan la inhibicién del crecimiento de la
planta (Urzua, 2001; Esquivel-Cote, 2002; Terry et al., 2005; Garcia-Olivares et al.,

2006).

5.2 Registro de variables de respuesta

5.2.1 Altura de la parte aérea

El efecto de la co-inoculacion con Azospirillum lipoferum (AZm5) y el in6culo
micorrizico Zac 19, se evidencié en la altura de la parte aérea de las plantas de
jitomate a los 45 dias después del transplante, donde observamos diferencias
estadisticamente significativas, respecto a los tratamientos inoculados con soélo
Azospirillum lipoferum (AZm5) o con sélo el inéculo micorrizico Zac 19 y al

tratamiento sin inocular (Figura 6).
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Asi mismo, se observo que la presencia de la micorriza favorecio la altura
de las plantas independientemente del indculo bacteriano. Estos resultados

coinciden con lo reportado por otros autores en jitomate y otros cultivos.
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Figura 6. Efecto de Azospirillum lipoferum (AZm5) y la micorriza Zac 19 (M) en la altura de
plantas de jitomate a diferentes dias de desarrollo (15, 30 y 45 dias después del
transplante), fertilizadas con el 50% de N y el 0% de P de la dosis recomendada. Las

barras representan el error estandar.

Selene Lopez Goémez
Pagina 43



2011

Gonzélez-Salmordn (2001) reporta que la co-inoculacién de Azospirillum
brasilense (VS9) y Glomus intraradices incrementa la altura de plantas de jitomate.
Pulido y colaboradores (2003), reportan que la co-inoculacion con Azospirillum
brasilense, Glomus clarum y G. fasciculatum favorecen el crecimiento de jitomate
en la altura de la planta. Uribe (2006), reporta que la co-inoculacion con
Azospirillum brasilense y Glomus intraradices favorece la altura y el area foliar de
plantas de maiz (Zea mays L.). Diaz-Franco y colaboradores (2008), reportan que
la co-inoculacion con Azospirillum brasilense y Glomus intraradices favorece la

altura y el rendimiento de plantas de sorgo (Sorghum bicolor L.).

5.2.2 Evaluacion del peso seco de parte aérea (biomasa) y peso fresco
de raiz

En el Cuadro 3 observamos que las plantas de jitomate co-inoculadas con
Azospirillum lipoferum AZmb5 y la cepa micorrizica Zac 19, y fertilizadas con el 50%
de Ny 0% de P de la dosis recomendada, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en el peso seco de la parte aérea, ni en el peso
fresco de raiz. A este respecto se ha reportado que, los hongos micorrizicos
arbusculares favorecen a las plantas al producir mayor biomasa gracias a un
mejor aprovechamiento del agua y nutrientes del suelo, ya que las hifas
extrarradicales incrementan la zona de captacion de agua (Ferrera-Cerrato y

Alarcén, 2007; Gianinazzi et al., 2010).
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Cuadro 3. Respuesta de plantulas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) var.

ACEVF 55 a la co-inoculaciéon de la cepa AZm5 de A. lipoferum y a la cepa micorrizica

Zac 19 en el crecimiento vegetal, en un cultivo de 52 dias de desarrollo (45 dias

después del transplante), fertilizado con el 50% de nitrogeno y el 0% de fosforo de la

dosis completa recomendada. Los valores entre paréntesis (x) indican el error

estandar de la media de siete réplicas.

Colonizacié
n Colonizacién micorrizica
3 Peso seco de )
In6culos ) Peso fresco | N en parte P en parte bacteriana
) . parte aérea o . . i 6
microbianos ] de raiz (g) aérea (%) | aérea (ppm) (10° NMP
biomasa (9) ] H* (%) VI (%) | A" (%)
células g
raiz)
96.66 a
2.623 0.2266 1.817a 0.512a 5.6a 100 a (16817 100 a
AZm5 | Zac 19 (0.0472) (0.0336) (0.1089) | (0.00005) (0.7815) (0.0) ' ) (0.0)
0b
2.533 0.185 1.428b 0.508 b 5.16 a 0b Oc
AZm5 - (1.6817
(0.0498) (0.0336) (0.1089) (0.00005) (0.8561) (0.0 ) (0.0
95.95a
2.541 0.190 1.817b 0.511a Ob 100 a 100 a
- Zac 19 (1.6817
(0.0472) (0.0336) (0.1089) (0.00005) (0.7815) (0.0 ) (0.0
0b
2.525 0.2067 0.0c 0.506 b Ob Ob (16817 Oc
i i (0.0498) (0.0336) (0.1089) (0.0005) (0.7815) (0.0 ' ) (0.0

Los datos que comparten letras no presentan diferencias estadisticamente significaticas de

acuerdo al analisis estadistico

! H=hifas, V=vesiculas, A=arblsculo

Selene Lopez Goémez

Pagina 45




2011

Sin embargo, en este estudio no se evidencio tal efecto en la produccién de
biomasa, debido probablemente a que en las plantas con menor altura hayan
absorbido mayor contenido de agua (peso fresco).

De acuerdo a lo anterior, Esquivel-Cote y colaboradores (2010) reportaron
que la inoculacion de plantas de jitomate con AZm5 de Azospirillum lipoferum y
HMA incrementaron la altura de las plantas y no asi la biomasa. Por otro lado,
estos mismos autores reportaron que este tratamiento favorecio el area foliar
(cantidad de superficie de hoja) de la parte aérea de las plantas y no la biomasa
de las hojas, lo cual puede ser atribuido a la capacidad de la cepa AZm5 para
producir las fitohormonas citocininas (Esquivel-Cote et al., 2010), las cuales
contribuyen en la expansion foliar de las hojas (Taiz y Zeiger, 2002).

Cabe mencionar que cuando las plantas se encuentran en condiciones de
estrés ambiental como es la limitacion de nutrientes elevan la biosintesis de
etileno (Abeles et al., 1992; Lynch y Brown, 1997); no obstante, la accion de la
enzima ACC desaminasa de las bacterias permite reducir las concentraciones de
etileno e incrementar el crecimiento vegetal, como ocurre posiblemente con el
incremento en la altura de las plantas de jitomate inoculadas con la cepa AZm5,
ademas de que aquellas planta inoculadas con HMA mejoran la absorcion de agua
(peso fresco). Lo anterior, puede ser una condicion importante para las plantas en
etapas mas avanzadas de su desarrollo, ya que plantas con mayor altura son
ecolégicamente mas competitivas (ejemplo captacién de luz) respecto a otras

menos altas (Lambers et al., 2008).
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5.2.3 Determinacion de nitrogeno y fésforo en parte aérea

Las plantas de jitomate co-inoculadas con Azospirillum lipoferum AZm5 y la
cepa micorrizica Zac 19, y fertilizadas con el 50% de N y 0% de P de la dosis
recomendada, presentaron diferencias significativas en el contenido de nitrégeno y
fésforo en parte aérea, respecto a las plantas no inoculadas (Cuadro 3).

En la literatura se encuentra que los hongos micorrizicos arbusculares que
estan presentes en las raices, incrementan la movilizacion del nitrogeno presente
en los residuos organicos en descomposicion siendo de gran importancia también
en la recirculacion del nitrégeno en el suelo (Atul-Nayyar et al., 2009).

Por otra parte, se ha reportado que las plantulas inoculadas con
Azospirillum, presentan un mayor contenido en nitrégeno foliar respecto a plantas
no inoculadas (Pereira et al., 1988; Raverker y Konde, 1988; Bashan y Levanony,
1990; Rodriguez-Barrueco et al., 1991; Rodelas et al., 1996; Hernandez-Bautista,
2001; Gadagi et al., 2004; Esquivel-Cote et al., 2010).

Asi mismo, se ha reportado que los HMA juegan un papel muy importante
en el crecimiento vegetal y en el incremento de fosforo foliar en plantas (Smith y
Read, 1997), y que este efecto es mas significativo cuando poco fosfato esta
presente en el suelo (Harley y Smith, 1983). Tal efecto se diferencio en este
estudio, donde observamos que las plantas inoculadas con la cepa micorrizica Zac
19 presentaron significativamente los valores mas altos en el contenido de P foliar

respecto a aquellas plantas no inoculadas con este microorganismo (Cuadro 3).
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Aunque existen reportes donde indican que Azospirilum es capaz de
solubilizar fésforo (Rodriguez et al., 2004), lo cierto es que en este estudio la
inoculacion con Azospirillum lipoferum AZm5 no contribuye a la absorcion de P del

suelo.

5.2.4 Colonizacion microbiana (Azospirillum lipoferum AZm5 y hongo
micorrizico arbuscular Zac 19) en raiz

Las raices de jitomate fueron colonizadas por las células de Azospirillum en
una poblacién de 6.080x10%+1.5073 células / g raiz, en los tratamientos inoculados
con hongos micorrizicos, y de 5.160x10°+2.8986 células / g raiz, en los
tratamientos sin hongos micorrizicos. Nuestros resultados confirman la capacidad
de Azospirillum lipoferum AZm5 para colonizar endofiticamente plantas de jitomate
(var. ACEVF 55), en presencia o no de otros microorganismos. En cuanto a la
colonizacion micorrizica, observamos que las raices de jitomate fueron
colonizadas significativamente por la cepa Zac 19, donde se logré obsevar la
presencia tanto de hifas, arbusculos y vesiculas en mas del 95% de los segmentos
observados. La presencia de la cepa AZm5 no influyé significativamente la
colonizacion micorrizica de las raices de jitomate. Estos resultados confirman que
el efecto que se observo en las plantas co-inoculadas fue producto del efecto de

los inéculos microbianos empleados en este estudio.
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A este respecto, se ha reportado que algunas bacterias tiene la funcién de
“ayudar” a la germinacion, desarrollo y colonizacion de los hongos micorrizicos,
por lo que se les considera bacterias ayudadoras de micorriza (MHA, mycorrhiza
helper bacteria) (Garbaye, 1994; Frey-Klett, 2007). Existen reportes donde
exponen que algunas cepas de Azospirillum son consideradas MHA de algunos
hongos micorrizicos, tales como el género Glomus sp.

En la Figura 7 se muestra la presencia de los hongos micorrizicos
arbusculares, Zac 19, en algunas de las raices de las plantulas jitomate a las 6

semanas de desarrollo.
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Figura 7. Raiz de jitomate bola (var. ACEVF 55), inoculada con Azospirillum lipoferum AZm5
y la cepa micorrizica Zac 19, donde se muestra la presencia de hifas (a) vesiculas (b).
Imagenes observadas con un aumento de 10x. En ¢ y d, se muestra un detalle de estas

vesiculas, indicadas con la flecha. Imagenes observadas con un aumento de 40x.

Selene Lopez Gomez
Pagina 50



2011

En este estudio se observé que, la concentracion microbiana de cada uno
de los in6culos fue la adecuada para lograr la colonizacién de las raices de
jitomate (var. ACEVF 55), en un cultivo de 6 semanas de desarrollo.

La co-inoculacion con Azospirillum lipoferum AZm5 y la micorriza Zac 19
favorece el crecimiento y nutricion vegetal de plantas de jitomate (var. ACEVF 55),
ya que incrementé la altura, el nitrégeno vy el fésforo foliar, en un cultivo fertilizado
con sélo el 50% de nitrégeno y el 0% de fésforo de la dosis completa
recomendada. Los resultados coinciden con Guerra-Sierra (2008) quienes
reportan que PGPR y HMA estimulan positivamente el crecimiento de las plantas,
y contribuyen al mejoramiento del estado nutricional de las mismas, generando
incrementos en el rendimiento y en la eficiencia de la fertilizacion nitrogenada.

En la Figura 8 se observa un aspecto de las plantas co-inoculadas con

Azospirillum lipoferum AZmS5 y la cepa micorrizica Zac 19.
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Figura 8. Aspecto de las plantulas de jitomate bola (var. ACEVF 55) inoculada con
Azospirillum lipoferum AZm5 y con la cepa micorrizica Zac 19, fertilizadas con 0% de
nitrogeno (AZm5+0+M) e Inoculada s6lo con Azospirillum lipoferum AZmb5, fertilizadas con

0% de nitrégeno (AZm5+0)

Los resultados de este trabajo sugieren que la co-inoculacién favorecio el
crecimiento de plantas de jitomate (var. ACEVF 55), debido a que:

a) La presencia de Azospirillum produce fitohormonas como las auxinas, las
cuales tienen un papel muy importante en la elongacion celular vegetal (Bashan et
al., 2004; Aguilar-Piedra et al., 2008), ademas la cepa AZm5 produce la enzima
ACC desaminasa, la cual pudo ser el mecanismo para incrementar el contenido de
nitrégeno foliar en las plantas que se encontraban en condiciones nutrimentales
desfavorables, en este estudio limitante en el contenido de nitrégeno en el suelo,

lo cual coincide con lo reportado por Esquivel-Cote y colaboradores (2010)
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b) La presencia de hongos micorrizicos arbusculares en el suelo son muy
importantes por su asociacion con las plantas que se encuentran en ambientes
desfavorables (Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2007), ademas la cepa micorrizica Zac
19 ha sido empleada exitosamente como promotor del crecimiento vegetal de una
gran variedad de cultivos horticolas y frutales, debido entre otras causas, a que,
favorece la absorcion de fésforo del suelo (Gardezi et al., 1999; Gonzalez-Chavez
y Ferrara-Cerrato, 2000).

Adicional a lo anterior, se ha documentado que el efecto sinérgico de
Azospirillum y hongos micorrizicos arbusculares en el incremento del crecimiento
vegetal, incrementa cuando éstos microorganismos se aplican en consorcio con

otros microorganismos promotores del desarrollo vegetal (Berg, 2009).
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VI. CONCLUSIONES

La cepa AZm5 de Azospirillum lipoferum es capaz de colonizar las raices de
jitomate bola (var. ACE VF 55), empleando un in6culo con una
concentracion de 7.57x10” UFC/mL inéculo.

El in6culo Zac 19 de Glomus sp coloniza, con una eficiencia del mas del
95%, formando estructuras vesiculares, en las raices de jitomate bola (var.
ACE VF 55).

La co-inoculacion con Azospirillum lipoferum (AZm5) y la cepa micorrizica
Zac 19, favorece la altura e incrementa el contenido de nitrogeno y fosforo
foliar en plantas de jitomate bola (var. ACE VF 55), en un cultivo fertilizado
con el 50% de nitrégeno y el 0% de fosforo de la dosis completa
recomendada, a las 6 semanas de desarrollo.

El indculo bacteriano (Azospirillum lipoferum AZm5) y el micorrizico (Zac
19) se proponen para la biofertilizacion de plantas de jitomate bola (var.
ACE VF 55), en un cultivo fertilizado con el 50% de nitrégeno y el 0% de

fésforo de la dosis completa recomendada,
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Evaluar el efecto en el crecimiento vegetal de la co-inoculacion con la cepa
AZm5 de Azospirillum lipoferum y el in6culo micorrizico Zac 19, de plantas
de jitomate fertilizadas con dosis mas bajas al 50% de nitr6geno, respecto a

la dosis al 100% recomendada.

2. Evaluar el efecto en las caracteristicas morfologicas y nutrimentales de los
frutos de plantas de jitomate co-inoculadas con la cepa AZm5 de
Azospirillum lipoferum y el inéculo micorrizico Zac 19, fertilizadas con el

50% de la dosis de N, respecto a la dosis al 100% recomedada.

3. Evaluar el efecto en el crecimiento vegetal de otras variedades de jitomate y
otras hortalizas de importancia econémica como pepino, chile serrano y
calabacita, co-inoculadas con la cepa AZm5 de Azospirillum lipoferum vy y el

inéculo micorrizico Zac 19, tanto en hidroponia como en suelo y en campo.
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Medios de Cult

1) Medio Nfb semisélido

ivo

2) Medio Minimo (Medio Malato Sales )

Formulacién 1000 mL
Acido succinico 10g
K,HPO, (10%) 10 mL
MgSO, 7H,0 (4%) 10 mL
NaCl (2%) 10 mL
CaCl (1%) 4 mL
Na,MoO, 2 H,0O 0.002 g
FeCl; (4%) 0.002g
Biotina (0.01%) 2mL
Azul de bromotimol (0.5%) 4 mL
Agar 1.8¢
pH 7.0

Formulacion 1000 mL
Acido malico 10g
K,HPO, (10%) 10 mL

MgSO, 7H,0 (4%) 10 mL
NaCl (2%) 10 mL
CaCl (1%) 4 mL

Na,MoO, 2 H,O 0.002 g
FeCl; (4%) 0.002g
Biotina (0.01%) 2mL
NH,CI 1g
pH 7.0

3) Gelosa Nutritiva

Formulacion 1000 mL
Extracto de res 39
Peptona de carne 59
Grenetina 120 g

Selene Lopez Goémez

Pagina 70




Anexo 2

2011

Analisis estadistico

Curva Patron para determinar el contenido de fésforo (ppm) en parte aérea

ppm fésforo Absorbancia (470nm)
1 0,21
1,5 0,27
2 0,33
2,5 0,46
3 0,49
3,5 0,65

Absorbancia (470 nM)

Curva patron (H,PO,)

y = 0,0093x - 0,0033

R? = 0,9411

3 4
ppm de fosforo

Tukey HSD test; variable ppm P / g tjido vegetal (Analisis estadistico Ny P en
tejido vegetal) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS =
.00000, df = 4.0000

Tratamiento {1} - .05070 {2} - .05121

1T-M 0.010628
2 T+M 0.010628

3 |AZm5-M 0.199090 0.057207
4 | AZm5+M |0.006503 0.789274

{3} - .05090
0.199090
0.057207

0.028262

{4} - .05129
0.006503
0.789274
0.028262

Los datos en el cuadro sombreado indican diferencia estadisticamente significativa.
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Tukey HSD test; variable %N / g tejido vegetal (Analisis estadistico Ny P en
tejido vegetal) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS =
.02372, df = 4.0000

Tratamiento {1} - 0.0000 {2} - 1.8170 {3} - 1.4280 |{4} - 2.4550

1 T-M 0.001218 0.002785 0.000527
2 T+M 0.001218 0.194011 0.047367
3 |/AZm5-M 0.002785 0.194011 0.009188
4 \AZm5 + M 0.000527 0.047367 0.009188

Los datos en el cuadro sombreado indican diferencia estadisticamente significativa.

Tukey HSD test; variable ppm P / g tjido vegetal (Analisis estadistico Ny P en
tejido vegetal) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS
=.00000, df = 4.0000

Tratamiento [{1} - .05070  [{2} -.05121  [{3}-.05090 {4} - .05129

1T-M 0.010628 0.199090 0.006503
2 T+M 0.010628 0.057207 0.789274
3 |AZm5 - M 0.199090 0.057207 0.028262
4 /AZm5+M |0.006503 0.789274 0.028262

Los datos en el cuadro sombreado indican diferencia estadisticamente significativa.

Tukey HSD test; variable %N / g tejido vegetal (Analisis estadistico Ny P en
tejido vegetal) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS
=.02372, df = 4.0000

Tratamiento {1} - 0.0000 {2} -1.8170 {3} - 1.4280 {4} - 2.4550

1 T-M 0.001218 0.002785 0.000527
2 T+M 0.001218 0.194011 0.047367
3 |AZm5-M 0.002785 0.194011 0.009188
4 |AZm5+ M 0.000527 0.047367 0.009188

Los datos en el cuadro sombreado indican diferencia estadisticamente significativa.
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