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crecimiento vegetal: rizobacterias que sintetizan la enzima ACC desaminasa y

hongos micorrizicos arbusculares

Figura 2.3 Colonizacién de raices por microorganismos.

Figura 2.3.2.2a Seguimiento del desarrollo de la micorriza arbuscular.

Figura 2.3.2.2b Crecimiento de diferentes hifas y sus estrategias de ramificacion en los HMA.
Figura 2.3.2.4 Arbusculo, estructura simbidtica caracteristica de la micorriza arbuscular.

Figura 2.5.1.1 Flujo metabdlico y transporte a larga distancia en la micorriza arbuscular (MA).
Figura 2.5.1.4 E|l P frecuentemente se encuentra en cantidades limitantes para el desarrollo
vegetal, por tanto muchas plantas se asocian con HMA (Myc) que mejoran la nutricién con P que
intercambia con la planta por C reducido.

Figura 2.6.1.1. Biosintesis de la auxina acido indol acético en plantas.

Figura 2.6.2.1. Biosintesis de citocininas en plantas.

Figura 2.6.3.1. Biosintesis del etileno en plantas y degradacion del ACC.

Figura 2.7 Desaminacion del 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor del etileno,
por accion de la enzima ACC desaminasa.

Figura 2.7.1 Representacion esquematica del modelo propuesto mediante el cual las PGPR
disminuyen los niveles de etileno en plantas (mecanismo de la enzima desaminasa del acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) o ACC desaminasa).

Capitulo IV. Efecto de Azospirillum en el crecimiento y produccidn de plantas de
jitomate (Solanum lycopersicum) fertilizadas con diferentes dosis de nitrégeno,
en un cultivo en invernadero

Figura 4.1 Esquema que muestra las medidas del invernadero y la distribucién de las unidades
experimentales.

Capitulo V. Efecto de la interaccidon Azospirillum — hongos micorrizicos
arbusculares en la etapa vegetativa del crecimiento de plantas de jitomate

(Solanum lycopersicum) fertilizadas con dosis reducidas de nitrégeno y fésforo
Figura 5.1 Espora de hongo micorrizico arbuscular del indculo silvestre empleado en el cultivo de
jitomate (Solanum lycopersicum, var Juanita), visto en un microscopio estereoscépico, con un
aumento de 40x.

Figura 5.2 Efecto de la interaccidn A. lipoferum (AZmS5) - hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en
la tasa relativa de crecimiento (TRC) en la etapa vegetativa de plantulas jitomate (17 a 32 dias
después de la siembra).

Figura 5.3 Porcentaje de colonizacidn micorrizica con (HMA+AZmS5) y sin inoculacién con la cepa
AZmb5 de A. lipoferum (HMA-AZm5).

Figura 5.4 Longitud de tallo a diferentes dias después de la siembra (dds) en plantas de jitomate
(Solanum lycopersicum, var. ACE VF55).
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Capitulo VI. Discusion general y conclusiones

Figura 6.1 Modelo hipotético propuesto por Van der Werf y Nagel (1996) que explica el efectoenel 148
crecimiento vegetal de un alto o bajo aporte de nitrégeno. Tomado de Lambers et al. (1998).

Figura 6.2 Modelo hipotético propuesto para explica el mecanismos de accidn que la cepa AZm5 de 150
Azospirillum lipoferum emplea para promover el crecimiento vegetal de jitomate.

Figura 6.3 Aspectos con los cuales los resultados del trabajo de tesis contribuye a la ciencia basica y 151
aplicada en el uso de inoculantes microbianos para el cultivo de jitomate.
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RESUMEN

El papel de Azospirillum y hongos micorrizicos arbusculares
en la produccion de jitomate y su mecanismo de accién

Uno de los graves problemas ambientales por los que atraviesa el campo mexicano y el de otros
paises del mundo, es el uso de fertilizantes quimicos, los cuales son aplicados al suelo
indiscriminadamente para obtener el mayor rendimiento de los cultivos. Ante esta situacion, 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 micorrizicos
arbusculares (HMA)- para ayudar a reducir el uso de estos agroquimicos en cultivos como el jitomate, la
hortaliza de mayor exportacién de México. Esta situacidon presenta dos opciones para la ciencia: a nivel
basico y aplicado. Respecto a la primera, los mecanismos de acciéon que se han reconocido en Azospirillum
son la fijacidn de nitrégeno y la produccién de fitohormonas; sin embargo, no se ha evaluado la actividad
de la enzima ACC desaminasa, ni su gen (acdS). La enzima interviene en la biosintesis de etileno en
plantas, donde evita su sobreproduccion cuando éstas se encuentran en condiciones adversas (calor, frio,
sequia, inundacidn, contaminacidon por metales pesados). Este mecanismo de accion se identifico por
primera vez en una levadura en 1978; no obstante, a partir de 1998 la enzima ACC desaminasa se ha
identificado en sélo 36 géneros bacterianos, y no fue sino hasta el afio 2006 que en Azospirillum, uno de
los géneros mas importantes como promotores del crecimiento vegetal, se identificd 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 relaciéon con el nivel de
fertilizacion de nitrégeno aplicado. De acuerdo con lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
estudiar el mecanismo de accidn de Azospirillum para promover el crecimiento y la produccion de plantas
de jitomate, asi como evaluar las dosis dptimas y subdptimas de nitrégeno recomendadas para su cultivo,
y su interaccién con los HMA.

Para cumplir con estos objetivos, se disefiaron tres experimentos: en el primero, se caracterizaron
cepas de Azospirillum en cuanto a la fijacion de nitrégeno, la produccién de fitohormonas (auxinas,
citocininas, etileno), la actividad de la enzima ACC desaminasa y la identificacién del gen acdS; asi como el
efecto de la inoculacién en plantulas de jitomate en condiciones subdptimas de nitrégeno respecto a la
dosis recomendada para su cultivo (340 kg N ha™). En el segundo, se evalud el efecto de Azospirillum en el
crecimiento de plantas y produccion de frutos de jitomate cultivadas en un sistema semi hidropdnico 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 nitrégeno, respecto a la dosis recomendada. En el tercero, se evalué el efecto de
HMA en el crecimiento de plantas de jitomate y su interaccidén con cepas de Azospirillum en un cultivo en
suelo fertilizado con 0% de fésforo y 50% de nitrégeno, 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 umol a—cetobutirato mg protel’na'1 h™), dato nunca antes
reportado, y cuya actividad resultd 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 identificd 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 ug
ml™ de medio de cultivo), una de las citocininas mds importantes de las plantas (responsables de
incrementar la expansion foliar y la capacidad fotosintética), y que sélo se habia reportado en cepas de A.
brasilense.

Por otro lado, la cepa AZm5 de A. lipoferum incrementa la expansion foliar de las plantas al ser
fertilizadas con el 50% de nitrégeno de la dosis recomendada, y un incremento significativo de la tasa de
asimilacién neta (NAR) y la tasa relativa de crecimiento (RGR) en plantas de jitomate a los 71 dias después
de la siembra (etapa vegetativa o de trasplante). La produccién de frutos en el primer corte, se tradujo en
un mayor peso y un mayor nimero de frutos de las plantas inoculadas en comparacion de aquellas plantas
no inoculadas. Adicionalmente, la cepa AZm5 incrementd significativamente la concentraciéon de potasio
en el fruto; no obstante, que no existen reportes respecto a este fendmeno, si se ha documentado que las
citocininas favorecen la absorcién de potasio en tejido vegetal. Los resultados de los experimentos con
HMA, sugieren que la colonizacion de plantulas 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 vdstago en la etapa
vegetativa de las plantulas. Al ser inoculadas las plantas con la cepa micorrizica Zac 19 favorece la
absorcion de N y P de las plantulas de jitomate fertilizadas con el 50% de nitrégeno y el 0% de fdsforo de
la dosis recomendada; no obstante, la co-inoculacién con la cepa AZm5 no presenta diferencias
significativas en el crecimiento de las plantulas de jitomate. El efecto de la cepa AZm5 en los diferentes
parametros del crecimiento vegetal podrian 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
nitrégeno en plantas de canola y trigo fertilizadas con dosis subdptimas de nitrégeno; asi mismo, su
interaccion con HMA como Glomus, muestran un efecto sinérgico en el crecimiento de plantulas de
pepino.

Por primera vez se reporta que el mecanismo de accidn que permite a la cepa AZm5 de
Azospirillum lipoferum promover el crecimiento vegetal en bajas dosis de fertilizacién, es la produccién de
citocininas y la actividad de la enzima ACC desaminasa, la cual se relaciona con el gen acdS identificado en
este estudio. Asi mismo, sugerimos que la dosis minima de fertilizante quimico nitrogenado necesaria para
ser empleada en combinacién con la inoculacién con cepas de Azospirillum o con HMA en plantas de
jitomate es de 170 kg N ha™ (50% N) para un cultivo en invernadero. Con base en lo anterior, este trabajo
aporta al conocimiento de los mecanismos de acciéon que emplea uno de los géneros mas importantes
reconocidos como promotores del crecimiento vegetal (PGPR): Azospirillum; y contribuye al conocimiento
de la simbiosis micorrizica y a la interaccion 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
Y. 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 AZmb5 strain of Azospirillum lipoferum presents a high ACC deaminase
activity (2.68 + 0.013 pmol a-ketobutyrate mg protein™ h™), 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 ug ml™ 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
AZmb5 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 AZmb5 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™ (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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Uno de los graves problemas ambientales por los que atraviesa la agricultura en México,
y el de otros paises del mundo, es el uso de fertilizantes quimicos 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 problematica ha sido necesario
incrementar investigaciones que ayuden a integrar los procesos bioldgicos y ecolégicos para
beneficiar la produccion de alimento y a minimizar el uso de recursos no renovables que causen
dano al ambiente o a la salud humana. En este sentido, lograr la sostenibilidad de los sistemas
agricolas implica la necesidad de desarrollar tecnologias y practicas alternas que no dependan
enteramente de la energia fésil, 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 nutricion vegetal (Lugthenberg et al., 2002;
Vessey, 2003; Morrissey et al., 2004; Berg, 2009; Lugtenberg y Kamilova, 2009).

En los ultimos afios, los inoculantes microbianos han sido una alternativa viable para
sustituir parcialmente y en algunos casos totalmente, el uso de fertilizantes nitrogenados y
fosfatados, asi 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, sequia, heladas, inundacién, contaminacion) y
proveen resistencia a las enfermedades, favorecen la disponibilidad y absorcién de agua y
nutrientes (Smith et al.,, 1999; Lugthenberg et al., 2002; Morrissey et al.,, 2004). Estos
inoculantes microbianos actian mediante mecanismos como la fijacion de nitrogeno, la
solubilizacion de fésforo y la produccién de fitohormonas, sideréforos, sustancias
antimicrobianas y de enzimas especificas (Glick, 1995; Glick, 2005), de las cuales, hace poco mas
de una década se propuso a la actividad de la enzima ACC desaminasa como uno de los
mecanismos de accidon mas importantes en la promocién del crecimiento vegetal de plantas
desarrolladas en condiciones de estrés (Glick et al., 1998).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) han sido empleados como inoculantes para mantener la fertilidad del suelo
y estimular el crecimiento de especies de uso agricola, principalmente (Artursson et al., 2006;
Bakker et al., 2007; Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2008).
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En comparacién con los pesticidas y fertilizantes sintetizados quimicamente, a los
inoculantes microbianos se les han atribuido las siguientes ventajas: muestran un dafio
ambiental reducido y potencialmente un menor riesgo a la salud humana, ya que no son
patégenos; muestran mucho mayor actividad especifica por lo que son efectivos en pequefias
cantidades; se multiplican a si mismos, pero son controlados por la planta misma; se
descomponen mas rapido que los pesticidas quimicos convencionales; y pueden ser también
usados en conjunto o integrados a sistemas de manejo de plagas (Adesemoye et al., 2009; Berg,
20009).

En este contexto, la presente tesis surge de la necesidad de buscar alternativas que
permitan reducir el uso de fertilizantes quimicos mediante el uso de microorganismos
benéficos; asi mismo, su meta es entender los mecanismos de accion de algunas cepas
bacterianas para promover el crecimiento de las plantas. De esta forma, se puede contribuir a la
incorporacion de nuevas especies microbianas para ser usadas como indculos para un mayor
numero 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 agricolas 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).
Asi, este estudio es producto del esfuerzo conjunto del conocimiento de la microbiologia
agricola y la fisiologia vegetal.

Por un lado, los resultados aqui descritos aportan informacién relevante acerca de cdmo
la interaccién microorganismo-planta puede mejorar el crecimiento vegetal aun en condiciones
desfavorables, por ejemplo cuando el suelo tiene deficiencias en nutrimentos minerales como el
nitréogeno y el fosforo. Y por otro lado, describen el mecanismo de accidon recientemente
descubierto en uno de los principales y mas importantes géneros bacterianos promotores del
crecimiento vegetal: la sintesis de la enzima ACC desaminasa por Azospirillum lipoferum.
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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 creaciéon, que surgié como
respuesta al preocupante deterioro ambiental ocasionado por la agricultura intensiva y al uso y
abuso de maquinaria y agroquimicos (Pretty, 2008). Esta alternativa contempla el problema
como un todo, en el que existe una dimensién social, ecoldgica, politica y econdémica 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
quimicos que, actualmente son usados ampliamente, que puedan no solo incrementar el
desarrollo vegetal, sino que puedan inhibir a fitopatégenos. Ante ello, una alternativa viable ha
sido el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y de hongos micorrizicos
arbusculares (Lugthenberg et al., 2002; Vessey, 2003; Cardenas-Navarro et al., 2004; Morrissey
et al., 2004; Planes-Leyva et al., 2004; Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006; Ferrera-Cerrato y
Alarcén, 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 paises alrededor del mundo para su uso en la agricultura, la horticultura,
la silvicultura y en la biorremediacion ambiental (Reed y Glick, 2004; Fravel 2005). Una razén
por la limitacidn 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 afios
recientes se ha manifestado un considerable progreso en el conocimiento de los mecanismos de
accién que las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y los hongos micorrizicos
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; Cardenas-Navarro et al., 2004).
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1.1.1 Fertilizantes de origen bioldgico

Los avances biotecnoldgicos actuales y la necesidad de reciclar desechos y subproductos
organicos para solventar problemas ambientales, han generado el desarrollo de una serie de
alternativas tecnoldgicas para la produccion de abonos organicos de alta calidad
(biofertilizantes, bioestimuladores, bionutrientes, bioactivadores, rizoremediadores) a partir del
proceso de descomposiciéon de desechos sdlidos (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 orgdnico que provee a las plantas
de los nutrimentos esenciales, y que es producto de la fermentacion de un sustrato organico
(animal o vegetal) por medio de la actividad de microorganismos vivos, y que ademds contienen
microorganismos con efectos positivos sobre algunos procesos de descomposicidén y sintesis
qgue ocurren en el suelo (Restrepo, 2001; Matheus 2004; Bizzozzero, 2006; Traxco, 2010). Para la
comunidad cientifica, el biofertilizante es un inoculante microbiano, cultivos de uno o varios
microorganismos que pueden ser un sustituto parcial o total de la fertilizacién quimica, ya que
transforman los nutrimentos del suelo en sus formas disponibles para las plantas, tal es el caso
de Rhizobium, Azospirillum y hongos micorrizicos arbusculares (Vessey, 2003; Bashan, 2008;
Berg, 2009; Lugtenberg y Kamilova, 2009). Por tanto, el término “biofertilizante” es comun
entre los agricultores, e “inoculante microbiano” es comun en la literatura cientifica.

1.1.2 Inoculantes microbianos

El inoculante microbiano es una formulacion que contiene una o mas cepas (o especies)
de microorganismos benéficos en un acarreador (organico, inorganico o sintético) de facil uso y
econoémico, de esta forma el inoculante es el medio de transporte microbiano desde el sitio de
produccién hasta la planta (Bashan, 2008).

Los microorganismos que se emplean en la elaboracion de los inoculantes microbianos
son promotores del crecimiento vegetal (rizobacterias u hongos micorrizicos o ambos) que
originalmente viven en el suelo, aunque en bajas concentraciones, y son capaces, entre otros
beneficios, de poner a disposiciéon de las plantas una parte importante de los elementos
nutritivos que éstas necesitan para su desarrollo sin afectar el equilibrio biolégico del suelo. Por
ejemplo, los inoculantes se elaboran a partir de microorganismos fijadores de nitrégeno,
solubilizadores de fdsforo, productores de fitohormonas y de aquellos promotores de la
elongacion radical que incrementa el area 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 mas
viables y mas 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 micorrizicos 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 mas
efectivos y mejor caracterizados como rizobacteria promotora del crecimiento vegetal
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000), capaz de influir en el crecimiento y produccién de
numerosas especies vegetales, de importancia agricola, medicinal y ecoldgica (Bashan y
Levanony, 1990; Puente y Bashan, 1993; Bashan et al., 2004; Hartmann y Bashan, 2009).
Durante los afios 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-Gonzélez, 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 mas hacia la investigacion
basica. En el cuadro 1.2.1 se muestran algunos ejemplos del efecto de la inoculacién con cepas
de Azospirillum sp. en diferentes cultivos.

Se ha reportado que el desarrollo de plantas inoculadas con Azospirillum mejora en
presencia de dosis éptimas 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 raiz,
numero de hojas, didmetro 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 inoculacion con cepas de Azospirillum sp. en diferentes cultivos.

Cepa

Cultivo

Efecto

Referencia

A. lipoferum
(34H)

Arroz (Oryza sativa)

Reduce la longitud de la raiz y peso seco y fresco de
la parte aérea. Incrementa significativamente la
absorcién del i6n PO, cuando se incrementa el idn
NH,.

Murty y Ladha, 1988

Azospirillum Arroz (Oryza sativa) y Incrementa el peso seco de la planta entera (14.7%), Pereira et al., 1988
spp. sorgo (Sorghum y N total en granos de sorgo (2.14%). Sin efecto en

bicolor) el rendimiento de granos de arroz.
A. lipoferum Cacahuate (Arachis  Incrementa el peso seco de los nddulos (31%-70%), Raverkar y Konde,
(Icm 1001) hypogaea) contenido de N (10.4%-13%) y el rendimiento de 1988

vainas (23.5%-24.6%).

A. lipoferum

Maiz (Zea mays)

Incrementa el desarrollo del sistema radical.

Arsac et al., 1990

A. brasilense  Garbanzo (Cicer Promueve el crecimiento de la raiz y parte aérea. Del Gallo y Fabbri,
(Cd) arietinum) 1990
A. brasilense Sorgo (Sorghum  Incrementa la biomasa seca, crecimiento del area Sarigetal., 1988
bicolor) foliar y rendimiento en grano; demora la
senescencia de las plantas.
Azospirillum Trigo (Triticum  Cinco cepas incrementaron la produccién de Villarreal-Romero,
spp. aestivum cv. Mercurio)  materia seca en parte aérea (35%-65.8%) y raiz 1990

(45.45%-63.63%).

A. lipoferum Girasol (Helianthus  Incrementa el crecimiento vegetal. Fagesy Arsac, 1991
annuus)
Azospirillum Espinaca (Spinacia  Promueve el desarrollo de raices y de hojas. Gamoy Ahn, 1991
spp. oleracea), Col de china Aunque la promocién del desarrollo de raices y
(Brassica chinensis), hojas fue insignificante.
Pepino (Cucumis  Incrementa el peso fresco de hojas y tallos.
sativus)
A. brasilense  Pino australiano Incrementa la produccidn de biomasa de la planta  Rodriguez-Barrueco
(Az39-INTA) (Casuarina completa (18%), parte aérea (18%) y raiz (17.7%), etal., 1991
cunninghamiana) y el contenido de N total de parte aérea.
A. brasilense Carddn  (Pachycereus La cepa Cd inhibe la germinacién de las semillas, Puente y Bashan,
(Cd y Sp245) pringlei) Sp245 incrementa significativamente la 1993
germinacién. Ambas cepas promovieron la altura,
didmetro, volumen vy relacion volumen/superficie
de la parte aérea.
A. lipoferum Maiz (Zea mays) Produce el doble de semillas por espiga, Fulchieri y Frioni,
incrementa el peso seco de la semilla del 59%, 1994

promueve el crecimiento de la raiz

A. brasilense

Maiz (Zea mays)

Incrementa el rendimiento de maiz del 11% al
14%, de fertilizante
nitrogenado.

empleando bajas dosis

Fallik y Okon, 1996

A. brasilense

Haba (Vicia faba)

Incrementa significativamente el contenido total
de N en la etapa de floracién, la acumulacion de
materia seca de raiz (>30%) y parte aérea, asi
como la actividad de la nitrogenasa en nédulos.

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

Cepa Cultivo Efecto Referencia
Azospirillum Flor de tipo anual y Incrementa el contenido de N de las plantas con Gadagi et al., 2004
spp. perenne (Gaillardia  una fertilizacion media de N (150 kg N ha'l)
(OAD-2) pulchella)
A. brasilense  Garbanzo (Cicer Incrementa el peso seco de nddulos (90%) y el Hamaoui et al., 2001
(Cd) arietinum) rendimiento de semillas (99%).
A. brasilense Jitomate (Solanum  Incrementa la longitud, peso fresco y seco del tallo  Urzta, 1997; Urzda,
(VS9) lycopersicum) y la raiz, acelera la aparicidn de racimos florales. 2001
A. brasilense Jitomate (Solanum  Promueve el crecimiento de la parte aérea, a los Esquivel-Cote, 1997;
(VS9) lycopersicum) 70 dias después de la siembra, en un cultivo Esquivel-Cote, 2002
hidropdnico.
A. lipoferum Jitomate (Solanum  Incrementa la produccién de frutos (16%), Esquivel-Cote et al.,
(VS1) lycopersicum) respecto al testigo, en un cultivo en campo, con la 2004
reduccién del 50% del fertilizante quimico
nitrogenado.
A. brasilense  Trigo (Triticum Incrementa la cantidad de varios los pigmentos Bashan et al., 2005
(Cd) aestivum) fotosintéticos y fotoprotectivos
A. brasilense  Trigo (Triticum  Induce el incremento de fosfolipidos en la raiz, lo  Pereyra et al., 2006
(Sp245) aestivum) que contribuyé a la proteccién de las plantas

contra el estrés hidrico.

Azospirillum
spp.(B510)

Arroz (Oryza sativa)

Induce la resistencia a enfermedades provocadas
por fitopatégenos 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 hipocétilos, e incrementé el flujo de
agua apoplastica, lo que provocd incrementos

significativos en el crecimiento de las plantas

Pereyra et al., 2010

A. brasilense

Orégano (Origanum x
majoricum)

Induce la sintesis de monoterpenos (aceite
esencial) y el incremento en la produccién de

biomasa y en el peso seco de la raiz.

Banchio et al., 2010
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1.2.2 Hongos micorrizicos arbusculares

La mayoria de las plantas de interés agrondmico como el cacao, café, coco, algoddn,
cebolla, ajo, yuca, papa, citricos, todas las leguminosas y gran en parte de los cereales forman
simbiosis micorrizica. 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
micorrizica tienen menores sistemas radicales, menor plasticidad en la relacién raiz-vastago 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 metabdlico para desarrollar sistemas
radicales magnoloides, que son menos capaces de absorber nutrimentos y de este modo crean
alta dependencia a la simbiosis micorrizica (Alarcén, 2007, Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2008).

Es indispensable que en la produccidén de inoculantes micorrizicos, la calidad de éste se
evalle constantemente con el fin de evitar microorganismos patdégenos y de monitorear su
capacidad infectiva y efectiva de diferentes hospederos. Los hongos micorrizicos 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 asi junto con otros microorganismos, a la adquisicién de nutrientes
como Ny P, y al control de hongos fitopatdgenos, tales como Aphanomyces, Cylindrocladium,
Fusarium, Macrophomina, Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinium, Verticillium y
Thielaviopsis, y varios nematodos (Harrier y Watson, 2004; Alarcén 2007; Ferrera-Cerrato y
Alarcén 2008; Adesemoye et al., 2009).

1.2.3 Co-inoculacién con Azospirillum y hongos micorrizicos arbusculares

El uso combinado de Azospirillum y hongos micorrizicos arbusculares ha mostrado en
varios cultivos de interés agricola que incrementan significativamente el crecimiento vegetal y el
contenido de C, P y N total de la planta; resultados que han motivado la sustitucion de
fertilizantes parcial e incluso totalmente por la biofertilizacién con estos microorganismos
(Linderman, 1992; Veeraswamy et al., 1992). Asi mismo, se ha documentado que el efecto
sinérgico de Azospirillum y hongos micorrizicos 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-inoculacién de plantas con hongos
micorrizicos arbusculares y cepas de Azospirillum sp., y en algunos casos, la incorporacion de
otro microorganismo.
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Microorganismos Cultivo Efecto Referencia

Azospirillum spp. Maiz (Zea Incrementan el contenido de N y P en la biomasa Bareaetal., 1983

Glomus spp. mays) total de la planta

Azospirillum brasilense  Jitomate Incrementan la biomasa total de la planta y la Gonzalez-

Glomus intraradix (Solanum longitud de la raiz. Salmoran, 2001
lycopersicum)

A. brasilense Palmorosa Incrementan la biomasa total de la planta, el Rattietal, 2001

Bacillus polymyxa (Cymbopogon contenido de P y el porcentaje de colonizacién

Glomus aggregatum martinii) micorrizica.

A. brasilense
Glomus intraradix

Tomate verde
(Physalis
ixocarpa)

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

Velasco et al., 2001

Azospirillum brasilense

Papaya (Carica

Incrementan la biomasa total de la planta, el area

Alarcén et al., 2002

(VS7) papaya) foliar, el porcentaje de colonizacion del HMA y en la
Glomus claroideum actividad de las fosfatasas acidas. Sin embargo, no
modificaron los contenidos de clorofila en hojas.

Azospirillum brasilense,  Jitomate Mejoran el estado nutricional de las plantas, Terryetal., 2005
Glomus clarum (Solanum incrementan la producciéon de frutos con buena

lycopersicum) calidad bromatoldgica.
Azospirillum brasilense,  Maiz (Zea  Favorecen la altura, area foliar y rendimiento en Uribe y Dzib, 2006
Glomus intraradice mays) plantas fertilizadas con dosis minimas de N, P, K.
Azospirillum brasilense,  Melina Incrementaron germinacién de esporas de los HMA  Zambrano y Diaz,
Glomus manihotis, (Gmelina y la colonizacién micorrizica, asi como la altura de la 2008
Glomus occultum arbdrea) planta.
Azospirillum brasilense, ~ Sorgo Incrementan la altura de la planta y rendimiento de  Diaz-Franco et al.,
Glomus intraradices (Sorghum grano. 2008

bicolor)
Azospirillum lipoferum Lechuga Incrementan el contenido de potasio, fosforo y agua  Alguacil et al., 2009

Pseudomonas
mendocina Palleroni
Glomus intraradices

(Lactuca sativa)

foliar en condiciones sequia y con altas

concentraciones de CO,.
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1.3 Importancia econémica 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 mas 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 domesticacion del cultivo al ser
utilizado como alimento cotidiano dentro de la dieta de sus habitantes (Esquinas-Alcazar y
Nuez, 1995). La comercializacién y difusién 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 produccién en el mundo. La produccién mundial de jitomate (tanto fresco como
procesado) alcanzé 108 millones de toneladas en al afio 2002. La mayor parte de la produccion
se concentré en Asia, regidon que contribuyé con el 50% de la produccion del 2002 (FAS/USDA,
2003). Los principales paises productores (millones de toneladas) de jitomate son: China (20),
Estados Unidos (10), India (8), Turquia (7), Egipto (7), Italia (6), Espafia (5), Brasil (3), Iran (3) y
Meéxico (2) (USDA/FAS, 2007).

En México, el jitomate estd considerado dentro de las principales hortalizas que se
producen; ya que su produccién se extiende a un gran niumero de estados. Se estima que para
el afo agricola 2008 abarcé a un total de 27 entidades federativas, tanto del norte, centro y sur
de la nacion. Pese a esta enorme diversidad podemos sefialar que tan solo siete estados
concentraron mas del 60% tanto de produccion, de superficie cosechada y sembrada: Sinaloa,
Baja California, San Luis Potosi, Jalisco, Michoacan, Morelos y Nayarit, siendo el método de
siembra por almacigo el que predomina en todo el pais (SIAP, 2010). Es una de las especies
horticolas de gran importancia tanto econdmica como social; debido principalmente por un
lado, al valor que tiene la produccion (en 2008 se obtuvo una produccién de 2,936,773 de
toneladas, en un area 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 produccién de 75,000 ha de jitomate se
emplean alrededor de 172 mil trabajadores de campo (ASERCA, 1995).

En los ultimos tres afios, la exportacién anual de jitomate registré un crecimiento
promedio cercano al 10 por ciento; en 2009 se cultivaron 53 mil hectareas en las que se obtuvo
una produccién de 2.3 millones de toneladas, de las cuales el 50 por ciento se destiné al
mercado de exportacion. No obstante, la superficie total sembrada de jitomates en México ha
mostrado una tendencia a decrecer afio con afio, desde 85,000 hectareas en 1990 a 75,000 en
el 2000, y unas 58,300 en 2010. A pesar de ello, los rendimientos promedio de produccion se
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han incrementado debido a los avances tecnoldgicos y al uso de agricultura protegida, pasando
de 23 t/ha en 1990 a 39 t/ha en 2010. En México se estima una produccién de 2.2 millones de
toneladas para la temporada 2010/11, asumiendo condiciones meteoroldgicas favorables y
buenos precios internacionales. Por tanto, el jitomate es la hortaliza que genera la mayor
cantidad de divisas al pais con un promedio de mil 200 millones de ddlares anuales. El afio
pasado (2009), tal como ha ocurrido en los ultimos ciclos anuales, el crecimiento de la
produccién de esta hortaliza fue de alrededor del tres por ciento en relacién al afio anterior
(incluye cielo abierto y agricultura protegida); dada la tendencia observada en el mercado del
jitomate se espera que el aumento de la produccién continte (SIAP, 2010).

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

No obstante que el jitomate es uno de los cultivos mas importantes en todo el mundo,
para su cultivo intensivo, como muchos otros, los agricultores requieren de agroquimicos, y en
la mayoria de los casos en dosis excesivas, como pesticidas y fertilizantes quimicos, los cuales
han provocado: resistencia de las plantas a plagas y patégenos, contaminacion del ambiente y
riesgos a la salud humana (PRODUCE-Michoacan, 2009). En México el uso de estos agroquimicos
no esta regulado, por ejemplo, respecto a las dosis de fertilizante quimico nitrogenado, existe
una enorme variacion en las cantidades recomendadas, las cuales tienden a ser elevadas en el
norte del pais (Cuadro 1.3.1).

Cuadro 1.3.1 Dosis de fertilizante quimico empleado en el cultivo de jitomate, en la Republica Mexicana.

Estado N (kg ha'l) P (kg ha'l) K (kg ha'l) Referencia

Culiacan 450 150-400 200-225 Faxsa, 2003

Ensenada 300 n.d n.d Faxsa, 2003

Morelos 150 60 00 Morita y Galvan, 1999
Nayarit 150 50 50 FUPRONAY, 2008

San Luis Potosi 180 90 00 INIFAP-San Luis Potosi, 2010
Sonora 150 150 150 Morita y Galvan, 1999
Zacatecas 180 60 60 INIFAP-Zacatecas, 2008

n.d.=no determinado

1.4 Fertilizantes quimicos

Los fertilizantes quimicos son productos sintéticos desprovistos de materia orgdnica que
contienen en forma disponible uno o mas 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 quimicos

A la llegada de la “Revolucién Verde” (1940-1970) , se desarrollaron tecnologias
modernas para favorecer una mayor produccién de cereales en menor area, ya que los suelos
naturales eran y son incapaces de brindar la cantidad suficiente de nutrientes para sostener
cultivos intensivos y, en la mayoria de las veces, monocultivos. En México, la “Revolucién
Verde” se presentd como una via para la modernizacion del pais y en especifico del espacio
rural (Pichardo-Gonzalez, 2006). No obstante, esta nueva estrategia provocd una disminucion
en la fertilidad de los suelos, debido principalmente a las excesivas practicas de cultivo, como el
uso de maquinaria, y a la pérdida del suelo por erosion, es decir, pérdida de la cobertura vegetal
natural, y por la contaminacién ocasionada por el abuso en la aplicacion de agroquimicos, tales
como plaguicidas, fungicidas, herbicidas y fertilizantes quimicos, los cuales también generaron
estragos en la salud humana (Torres y Capote, 2004; Pepper et al., 2006).

1.4.2 Fertilizantes quimicos nitrogenados

En el campo, el nitrégeno (N) es aplicado al suelo principalmente en forma de fertilizante
amoniacal, el cual es producido por el proceso de Haber-Bosch, una reacciéon que
energéticamente es muy costosa, ya que se requieren 16 moléculas de ATP por cada molécula
de N, que es reducida a NHs3; comparativamente, la fijacién de una molécula de CO, consume
solo 3 moléculas de ATP (Marschner, 1995; Smil, 2001; Taiz y Zeiger, 2002; Mulvaney et al.,
2009).

A partir de la “Revolucion Verde” una enorme cantidad de fertilizante quimico
nitrogenado ha sido aplicado a los cultivos cada afio para alimentar a los cerca de 6.5 billones de
personas que existen actualmente en todo el mundo, donde, el consumo de estos agroquimicos
se ha incrementado dramaticamente de 11.6 Tg ha™ en 1961 a 104 Tg ha en 2006 por 4rea
cultivable (FAO, 2009). En 2007/2008 se usaron, aproximadamente, 128 millones de toneladas,
de los cuales el 65% fue utilizado para la produccion de cereales (FAO, 2006). La aplicacion de
fertilizantes nitrogenados al cultivo de los cereales asegura el incremento del rendimiento; sin
embargo, su uso es generalmente muy ineficiente, ya que sdlo 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 produccion 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 volatilizacién a la
atmosfera, por la desnitrificacion microbiana, y principalmente por lixiviacion en forma de
nitrato (NOs’). Una proporcién muy importante del N aplicado al suelo es perdida por esta
ultima causa. El NOs™ es un compuesto altamente soluble en agua, es de 10 a 100 veces mas
movil que el NH4", y regularmente se encuentra en concentraciones por arriba de lo permitido
(10 mg I'), seglin la Environmental Protection Agency, EPA (Malleville y Chambolle, 1990), lo
cual ha provocado serios problemas de salud, ambientales y econémicos.

De acuerdo con Estrada-Botello y colaboradores (2007), las pérdidas de N por lixiviacidén
varian ampliamente, de 4 a 138 kg ha™ afio™, lo cual depende de la dosis de fertilizante aplicado
y de la capacidad de drenaje que tenga el suelo. El NOs lixiviado es incorporado a aguas
subterrdneas, o bien, arrastrado hacia los cauces y reservorios superficiales, donde pueden
actuar como fertilizantes de la vegetacion acuatica, aunque si se concentran, puede originarse la
eutrofizacién del medio. En un medio eutrofizado, se produce la proliferacién de especies como
algas y otras plantas verdes que cubren la superficie. Esto trae como consecuencia un elevado
consumo de oxigeno y su reduccion en el medio acuatico, asi mismo dificulta la incidencia de la
radiacion solar por debajo de la superficie. Estos dos fenémenos producen una disminucién de
la capacidad depuradora del medio y provocan una disminucion en la capacidad fotosintética de
los organismos acuaticos (CICEANA, 2009). Asi mismo, los altos niveles de nitratos adicionados a
los acuiferos subterrdneos provocan problemas graves de salud si se consume agua rica en
nitratos, debido a su transformacidn en nitritos por participacion de bacterias existentes en el
estdmago y vejiga urinaria. A su vez los nitritos se transforman en compuestos carcinégenos
(nitrosaminas), que afectan al estémago e higado (Ward, 2009).

En el suelo, las tasas de mineralizacién del N se incrementan significativamente en suelos
fertilizados comparados con aquellos no fertilizados, lo que indica un cambio sustancial en la
composicion de microorganismos heterétrofos del suelo (Mulvaney et al., 2009), ademas el
incremento de la deposicion del N biolégicamente disponible, modifica la composicion de la
comunidad de las plantas, reduce la diversidad de los ecosistemas, altera las tasas y las rutas del
ciclo del N, y hace mads vulnerables a las plantas a las enfermedades por insectos y
fitopatdgenos (Eatough Jones et al., 2008).
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1.4.3 Fertilizantes quimicos fosfatados

En muchos ecosistemas, los niveles de fosforo (P) disponible para las plantas estan en
condiciones limitantes para su desarrollo, debido a que mds 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 fosféricas (fosforita en
forma de apatitas, Cas(PO4)30H principalmente, un recurso limitante (Fassbender y Bornemisza,
1987; Maathuis, 2009). Sin embargo, los fertilizantes fosfatados solubles son rapidamente
fijados al suelo, por lo que las dosis que se manejan para aplicar a los cultivos son excesivas,
incrementando asi el riesgo de acidificacidon y ensalitramiento del suelo (Arcand y Schneider,
2006).

1.5 Importancia del nitrégeno y fésforo en la nutricidon vegetal

Las plantas, ademas de la luz, el agua y el CO,, requieren de catorce elementos
esenciales o nutrimentos. La raiz es el drgano de la planta responsable, entre otras funciones,
de llevar a cabo la nutricion mineral, donde el xilema es la via principal por la cual los
nutrimentos son transportados hacia el vastago (parte aérea) de la planta. La cooperacién entre
xilema y floema son indispensables para asimilar los nutrimentos y cubrir las necesidades de la
planta (Jeschke y Hartung, 2000).

El nitrégeno (N), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), fésforo (P) y azufre (S) estan
presentes en el tejido vegetal en relativamente grandes cantidades (>0.1% de biomasa) por lo
gue se les considera macronutrimentos (Marschner, 1995), y usualmente, estan presentes en
pequeiias concentraciones en el suelo, por lo que necesitan ser acumulados en contra de
fuertes gradientes de concentracidn. En contraste, los micronutrimentos u oligoelementos: boro
(B), cloro (Cl), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), molibdeno (Mo), niquel (Ni) y zinc (Zn),
son requeridos por las plantas en cantidades muy pequenas 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 raices de las plantas a partir de las solucién del suelo
en formas idnicas con los metales Ca™?, Mg™ y K* presentes como cationes libres, el Py el S
como fosfato oxianidnico (PO4->) y sulfato (SO4-?) y el N como nitrato anidnico (NO3) o el catién
amonio (NH4") (Maathius, 2009).
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Los nutrientes se mueven a través de las particulas de suelo hacia la superficie de la raiz
mediante tres fendmenos: a) Intercepcion de la raiz: las raices proliferan a través del suelo,
moviéndose dentro de los espacios ocupados previamente por particulas de suelo, como las
arcillas, que contienen los nutrientes disponibles; b) Flujo de masa: de agua y nutrientes
disueltos hacia la superficie de la raiz, los cuales son impulsados por transpiracién; y c) Difusidn:
se basa en los coeficientes de difusion efectiva de los nutrientes, calculada entre la absorcion
total por las plantas y la suma de las cantidades suministradas por la intercepcién de la raiz
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).
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Figura 1.5 Representacidon esquematica del movimiento de elementos minerales hacia la superficie de la raiz de
plantas crecidas en suelo. (1) Intercepcion de la raiz: el volumen del suelo es reemplazado por el volumen de raiz;
(2) Flujo de masa: transporte de la solucién del suelo a lo largo del gradiente de potencial del agua (impulsados por
transpiracién); y (3) Difusion: el transporte de nutrientes a través de un gradiente de concentracién. e = Nutriente
disponible (Tomado de Marschner, 1995).

1.5.1 Nitrégeno

La cantidad de N en los suelos minerales es bastante pequefia, 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 precipitacion pluvial. El clima juega
un papel dominante en la determinacion del estado de nitrégeno de los suelos. En regiones de
condiciones de humedad uniforme y vegetacion comparable, el contenido promedio de N y de
materia organica del suelo decrece exponencialmente a medida que aumenta la temperatura
anual (Fassbender y Bornemisza, 1987).
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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 acidos y a condiciones reducidas del suelo absorben N en forma de NH;". En
suelos con pH alcalinos y en condiciones aerébicas el N es absorbido como NOs,, el cual es muy
movil en el suelo, en contraste con los compuestos organicos de N, como los aminoacidos, que
son muy poco maviles (Maathius, 2009).

1.5.1.1 Asimilacion y funciones bioldgicas

El N es el elemento nutritivo mas importante en la nutricién vegetal. Su funcién principal
es proveer de grupos amino y de nucledtidos para la sintesis de aminoacidos y de acidos
nucléicos, respectivamente, los cuales son constituyentes indispensables de las estructuras
celulares basicas de plantas y animales (Marschner, 1995; Taiz y Zeiger, 2002). Los nucledétidos
ademas, tienen muchas funciones importantes: a nivel celular participan en la homeostasis
energética, la sefalizacidon y regulacidon de proteinas. Por otro lado, el N es esencial en la
bioguimica 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 NO; sea convertido a amonio son: la
nitrato reductasa y la nitrito reductasa. La reduccion del nitrato puede tomar lugar tanto en las
raices como en el vastago de las plantas, sin embargo a nivel celular la reduccién se da
espacialmente por separado: la reduccién del nitrato se lleva a cabo en el citoplasma y la
reduccién 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
organicos 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 nitrégeno es absorbido por las plantas predominantemente en forma inorganica (NO5 y NH,"). Los
transportadores de NO; y de NH," son codificados por una serie de genes de las familias NRT y AMT,
respectivamente. Mucho de la reduccidon y asimilacion del NO;™ ocurre en la parte aérea. El primer paso reductivo
(1) ocurre en el citoplasma mediante la enzima nitrato reductasa (NR) y el NO, es posteriormente reducido a NH,"
dentro de los cloroplastos; (2) el N es asimilado en forma del aminodcido glutamato. El N excedente es almacenado
tipicamente en la vacuola central como NO3 (Tomado de Maathius, 2009).

1.5.1.2 Sintomas de deficiencia de N en plantas

La deficiencia de N en plantas inhibe rapidamente 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
jovenes pueden no tener sintomas 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 lefiosa y marcadamente delgados. Esta consistencia puede
deberse a un acumulacion excesiva de carbohidratos, que no fueran usados en el metabolismo
del N (sintesis de aminoacidos u otros compuestos nitrogenados) y los cuales pudieran ser
utilizados en la sintesis de antocianinas, permitiendo asi la acumulacién de estos pigmentos.
Esta condicidn se aprecia como una coloracion purpura en las hojas, peciolos y tallos de algunas
plantas deficientes de N, tal como ocurre con las plantas de jitomate y de maiz (Taiz y Zeiger,
2002; Urrestarazu, 2004).
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1.5.2 Fosforo

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

1.5.2.1 Asimilacion y funciones bioldgicas

El P es uno de los mayores macronutrientes de todos los organismos, se emplea en
multiples funciones, es un elemento estructural clave en acidos nucleicos, fosfolipidos y varias
enzimas y coenzimas. Esta involucrado en el metabolismo energético (formacién de puentes de
anhidrido éster en el ATP), en la activacion de intermediarios metabdlicos, en la cascada de
sefiales de transduccién y en la regulacién 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 4cido fosforico; no obstante, éste se encuentra en
cantidades muy pequefias en la solucién del suelo. De acuerdo con las constantes de disociacidn
del acido fosférico, en la solucidn del suelo, el P se encuentra como ortofosfatos (iones H,PO4),
entre pH de 2 y 7, y como iones HPO,*, entre pH de 7 y 12, por lo que en la mayor parte de los
suelos las plantas absorben el P de la solucidn del suelo en forma de H,PO4; sin embargo, tanto
los iones H,PO, como los HPO,* forman complejos (cristalinos o amorfos) con cationes, tales
como fosfato monocalcico (Ca(H,P0O,),), fosfato dicdlcico (CaHPQ,), fosfatos aluminicos (AIPO4
H,0), y fosfatos férricos o ferrosos (Fe3(PO4), H,O, FesPO, 2H,0), los cuales los hacen no
disponibles para las plantas, en un fendmeno llamado fijacidn del P. En moléculas organicas, el P
se encuentra principalmente unido a grupos hidroxilo de azucares y alcoholes, a través de una
esterificacion (Marschner, 1995); también como lecitina y fitato, éste Ultimo puede contar con
mas del 50% del P organico total del suelo (Fassbender y Bornemisza, 1987, Brinch-Pedersen et
al., 2002; Javot et al., 2007; Maathuis, 2009).

M. en C. Rosalba Esquivel-Cote m




CAPITULO |

Debido a lo anterior y a que las tasas de absorcion del P para el desarrollo de la raiz son
mucho mas altas que las tasas de difusién en el suelo, se crea una zona de reduccién de P a nivel
del sistema radical que, consecuentemente, limita la disponibilidad de P para las plantas
(Marschner, 1995; Smith y Read, 1997). Estas han desarrollado estrategias que involucran varias
modificaciones fisioldgicas para contrarrestar la escasez de P: a) incrementar la interfase raiz-
suelo para maximizar el acceso al Pi disponible. Varias especies de plantas forman las llamadas
raices protoides, en el caso de la deficiencia de P, y se caracterizan por la formacién de un grupo
de raices 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 acidos organicos, tales como acido malico y succinico, que compiten con complejos P-catidon
y disuelven asi los fosfatos de calcio solubles, los cuales también se consideran como otra
estrategia para incrementar la absorcion de P del suelo, y finalmente, c) las plantas forman
simbiosis con hongos micorrizicos arbusculares (Javot et al., 2007; Maathuis, 2009).

1.5.2.2 Sintomas de deficiencia de P en plantas

Para un desarrollo 6ptimo 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 liberacién 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 purpura caracteristicos, y posteriormente llegan a secarse. Ademas, el nimero de
brotes disminuye, formando tallos finos y cortos con hojas pequeiias, presentan una
disminuciéon en el desarrollo radicular y menor floracién y maduracién de los frutos
(Urrestarazu, 2004).
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CAPITULO II

Importancia agro-ecoldgica de microorganismos promotores
del crecimiento vegetal:

rizobacterias que sintetizan la enzima ACC desaminasa y
hongos micorrizicos arbusculares

2.1 Rizosfera

Lorenz Hiltner (1904), define por primera vez el término rizosfera, como el volumen de
suelo influenciado directamente por las raices 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 energia (Curl y Truelove, 1986). El carbono, es fijado por las plantas
mediante la fotosintesis, y posteriormente secretado principalmente en los exudados, y como
producto de la respiracion (Marschner, 1995).

La rizosfera es un sistema dinamico donde se detecta la maxima actividad microbiana, y
en el cual las interacciones y la comunicacion entre raiz 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 area
de la agro-biotecnologia, que tiene como objetivo principal incrementar la producciéon de
biomasa y rendimiento de las plantas con el uso minimo de agua, fertilizantes y agroquimicos
(Ortiz-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 organicos volatiles (COVs). Los
compuestos de bajo peso molecular representan la porcién formada por azlcares, aminodcidos,
acidos organicos, compuestos fendlicos, vitaminas y varios metabolitos secundarios; mientras
gue los de alto peso molecular son compuestos formados de mucigel y proteinas. El bidéxido de
carbono, ciertos metabolitos secundarios, alcoholes y aldehidos 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
liberacion por las raices. Varios factores pueden influir en la naturaleza y la velocidad de
exudacion, 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; Ortiz-Castro et al., 2009). Mas alla de su valor
nutricional en la comunidad de la rizosfera, los exudados son estudiados por su funcion como:

a) Quimioatrayentes, en la interaccién planta-microorganismo, donde actian como sefiales
guimicas para el inicio de la colonizacién de las raices, donde los microorganismos son
atraidos hacia la raiz. Al respecto una amplia variedad de compuestos exudados como
proteinas y polisacaridos, han sido reconocidos como adherentes que varias bacterias
utilizan para anclarse a las raices de las plantas. En exudados de raices de plantas de
jitomate se ha identificado compuestos como: acidos organicos (malico y citrico),
aminodacidos (1-leucina) y dacidos dicarboxilicos (Lugtenberg et al., 1999; 2001), que
actian como quimiotrayentes para la bacteria Pseudomonas fluorescens WCS365 (De
Weert et al., 2002).

b) Alelopdticos de plantas, donde las raices liberan sustancias que modifican las
propiedades quimicas y fisicas del suelo circundante y actian 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 expresién de genes especificos, tanto en los microorganismos como en
la raiz. Por ejemplo, los flavonoides secretados por las leguminosas activan los genes
responsables de la nodulacién en bacterias como Rhizobium meliloti, y participan
también en la secrecién de fitoalexinas, proteinas de defensa contra el ataque de
microorganismos patogenos (Griffith et al., 1999; Nardi et al., 2000; Walter et al., 2003).

La rizosfera es una zona abundante en bacterias principalmente, calculada en una
concentracién de 10 a 1000 veces mas 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 continuacion 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 micorrizicos arbusculares (HMA) (Davison, 1988;
Kloepper et al.,, 1989; Smith y Read, 1997; Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2007). Las PGPR
pertenecen a un amplio nUmero 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 geogréficas del mundo
(Bashan et al., 2004; Karthikeyan et al., 2008), abarcan ecosistemas costeros, tropicales,
subtropicales, templados y aridos, tanto en condiciones no perturbadas como en suelos
contaminados con petréleo (Ladha et al., 1987; Gunarto et al., 1999; Saleena et al., 2002; Young
et al., 2008). Asi mismo, han sido aisladas a partir de una gran variedad de especies vegetales, y
en algun caso se logrdé confirmar el aislamiento de A. brasilense y A. amazonense en semillas de
pasto esterilizadas superficialmente (Sundaram et al., 1988).

2.2.2 Caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas 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 identificacion rutinaria de este género se deben tomar las
siguientes caracteristicas microscépicas: células vibroides, gramnegativas, presencia de
pleomorfismo y movilidad en espiral (Débereiner, 1992). Las células contienen hasta el 50% de
su peso seco celular de poli-B-hidroxibutirato (PHB), las cuales se observan al microscopio como
abundantes granulos refringentes en células jévenes (Okon et al., 1976). En cultivos semisélidos
y solidos con mas de 24 horas de incubacién se presentan frecuentemente células refringentes
con forma ovoide y de paredes gruesas similares a quistes (Lamm y Neyra, 1981). Las
caracteristicas fenotipicas usadas ampliamente como criterio para el reconocimiento tentativo
del género Azospirillum son el desarrollo en diferentes medios de cultivo, y alternativamente, la
identificacion genotipica rutinaria se logra facilmente y en forma reproducible amplificando
mediante el uso de la reaccidén 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: definicion y caracteristicas

El término micorriza proviene de las palabras griegas myco “hongo” y rhiza “raiz” y
describe a diversas asociaciones raiz-hongo. Esta asociacion se caracteriza por establecer una
simbiosis biotréfica de tipo mutualista, de la cual el hongo depende enteramente para obtener
carbono. La simbiosis se produce espontaneamente 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: Cruciferae, 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 micorrizica: arbuscular, ectomicorriza,
ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide, ericoide y orquideoide (Smith y Read, 1997).

2.2.3.1 Hongos Micorrizicos Arbusculares

La micorriza arbuscular se caracteriza porque las hifas de los HMA penetran en las
células de la raiz, para establecer una simbiosis intracelular en la corteza de las raices; forma
estructuras que sodlo son visibles microscopicamente, extrarradicales, responsables de la
absorcion de nutrimentos, dispersién de la asociaciéon y la formacién 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
fotoautotréfico para completar su ciclo de vida y producir la nueva generacion de esporas
(Parniske 2008). Las esporas son estructuras que, en algunas especies son suficientemente
grandes para observarse a simple vista, son multinucleadas, presentan un tamafno aproximado
de 50 a 500 um de didmetro, mucho mdas 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 raiz. Las esporas se consideran como los principales
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propagulos de reproduccion y supervivencia cuando estdn expuestos a condiciones adversas.
Las hifas son de tipo aseptadas (no estan divididas en septos) y cenociticas, con cientos de
nucleos que comparten el mismo citoplasma. La reproduccién 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 Alarcén 2007, Parniske 2008).

Los HMA forman parte del phylum Glomeromycota (Cuadro 2.2.3.1). Se tiene evidencia
de que, este phylum se origind hace mds de 450 millones de afios, en el Devdnico reciente, por
lo que se le considera un fésil viviente (Bonfante y Genre, 2008).

Cuadro 2.2.3.1 Ubicacion taxondmica y géneros formadores de la micorriza arbuscular (Schibler et al., 2001;
Walker et al., 2004; Oehl y Sieverding, 2004; Schiibler y Walker, 2010).

Phylum Clase Orden Familias Géneros

Glomeromycota Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae Glomus
Funneliformis

Sclerocystis
Rhizophagus
Claroideoglomeraceae  Claroideoglomus
Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora
Scutellospora
Rococetra
Acaulosporaceae Acaulospora
Entrophosporaceae Entrophospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora
Otospora
Redeckera
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomu
Archaeosporales  Geosiphonaceae Geosipho
Ambisporaceae Ambispora
Archaeosporaceae Archaeospora
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2.3 Colonizacion microbiana de la raiz

La colonizacién de las raices por los microorganismos es un proceso complejo, en el cual
estan involucrados las células de la raiz, las células microbianas y sus respectivos genes, siendo
un evento clave para llevar a cabo la interaccion planta-microorganismo. La motilidad vy la
subsecuente quimiotaxis (fendmeno en el cual las bacterias dirigen sus movimientos de acuerdo
a la presencia de ciertas sustancias quimicas especificas exudadas por la planta) y electrotaxis
favorecen el reconocimiento planta-microorganismo, y dan inicio a la colonizacion de la raiz
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 raiz, siguiendo
diferentes patrones de colonizacidon (exofitica o endofitica), dependiendo del tipo de
microorganismo que se trate (Figura 2.3) (Sprend y de Faria, 1988). S6lo una pequefa parte de
la superficie de la raiz 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
raices laterales, donde los microorganismos son cubiertos, frecuentemente, por una capa de
mucigel (Somers et al., 2004).

En la colonizacion endofitica, los microorganismos residen dentro del tejido vegetal sin
causar dafio sustancial a su hospedero, y la estructura de su comunidad es afectada
fuertemente por la especie vegetal hospedera, algunas son muy especificas y otras pueden
colonizar varias especies vegetales. Por ejemplo, en el caso de bacterias, Azospirillum coloniza
especies de gramineas principalmente y algunas leguminosas; y cepas de Rhizobium colonizan
sélo ciertas especies de leguminosas. En el caso de hongos endéfitos 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 aplicacion de estos microorganismos promotores del crecimiento
vegetal para la inoculacion de plantas requiere de estudios preliminares que confirmen el
sinergismo entre los microorganismos endofitos y las especies vegetales requeridas (Badri et al.,
2009).
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Figura 2.3 Colonizacion de raices por microorganismos. La colonizacion de las raices de las plantas se lleva
a cabo en la rizosfera en cuatro procesos: 1) produccion de exudados, 2) quimiotraccion, 3)
reconocimiento y 4) acoplamiento; y puede ser de tipo exdgena (C.exo.) o enddgena (C.end.). La
colonizacién endofitica es caracteristica de microorganismos como Azospirillum (A), hongos micorrizicos
(B) y Rhizobium (C) (Disefiado por la autora para el presente trabajo).

2.3.1 Colonizacidn radicular por Azospirillum

En el acoplamiento de células de Azospirillum participan proteinas y polisacaridos
especificos, y se lleva a cabo en dos pasos (Bashan y Holguin, 1997):

a) Proceso de adsorcion. Este primer paso es rapido, débil (alcanza un maximo de 2 hrs de
exposiciéon de la bacteria a la raiz) y reversible donde intervienen polisacaridos, lecitinas
y proteinas. Se ha documentado que los polisacaridos capsulares, los exopolisacaridos y
polisacaridos O-especificos identificados en las cepas Sp7 y Sp245 de A. brasilense son
responsables de la fuerte adhesion y agregacion de bacterias a la pared celular de las
raices (Michielis et al., 1991; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Matora et al., 2001). Asi
mismo se ha reportado que algunas proteinas actian como adhesinas favoreciendo la
adsorcion y la agregacion bacteriana en la raiz (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 interaccidon planta-bacteria, como la lectina del trigo WGA (wheat germ
agglutinin) que actia como sefial 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 polisacaridos extracelulares y biopolimeros 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 raiz. Se ha reportado que el material
de reserva como el poil-B-hidroxibutirato de A. brasilense juega un papel muy
importante en la colonizacién de la raiz de la planta hospedero (Kamnev et al., 2008).

El numero de células de Azospirillum que se anclan a la raiz incrementa con el aumento
en la concentracién del indculo y el tiempo de contacto. Llegan a colonizar pequeiias raices, y en
particular, la zona de los pelos radicales, donde las bacterias son mas numerosas y se localizan
en las depresiones entre las células epidérmicas de la raiz. Se ha reportado que las bacterias de
Azospirillum son capaces de deformar los pelos radicales de plantulas de trigo gracias a los
lipopolisacdridos excretados de su membrana celular (Bashan et al., 2004). Todas las especies
de Azospirillum colonizan el exterior de la punta meristémica de las raices en gran cantidad,
pero no todas las cepas de A. lipoferum y A. brasilense, especificamente, son capaces de
colonizar endofiticamente.

2.3.2 Colonizacién radicular por Hongos Micorrizicos Arbusculares: desarrollo de la
simbiosis micorrizica

La simbiosis micorrizica se origina en el momento mismo cuando ocurre la colonizacién
de plantas por HMA, donde existe previo al contacto fisico, un marcado intercambio de sefiales
quimicas entre la planta y el hongo. La identidad de estas sefiales son desconocidas
actualmente, sin embargo se sabe que son mas abundantes en los exudados de la raiz de
plantas desprovistas de fosforo (Harrison, 2005; Badri et al., 2009).

2.3.2.1 Seiiales producidas por la planta

Las plantas, via las raices, producen exudados que actuan como sefiales quimicas
(factores difusibles) para estimular la germinacion de esporas y la formacién de hifas de HMA,
tales como CO,, compuestos organicos volatiles, azlicares, aminoacidos, compuestos fendlicos,
y fitohormonas (estrigolactonas). Los compuestos fendlicos, particularmente los flavonoides,
son conocidos como sefalizadores clave en muchas interacciones planta-microbio, y son muy
abundantes en la rizosfera de plantas que crecen en suelos deficientes de fosforo (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 enddgenas y de sefializacion
externa. Se han encontrado principalmente en diversas angiospermas, y son responsables de la
ramificacion del tallo de las plantas. Son sustancias de vida corta, muy labiles en presencia del
agua de la rizosfera, ya que se hidrolizan facilmente. Estos compuestos efimeros forman un
gradiente de concentracion, decrecen a mayor distancia de la rizosfera, y son considerados los
principales estimuladores de la germinacion, tanto de algunas esporas de HMA, como de
semillas de plantas parasiticas (Striga sp. y Orobanche sp.), y de la formaciéon y ramificacion de
hifas (Harrison, 2005; Parniske, 2008; Badri et al., 2009; Alguacil-Martin, 2010; Akiyama et al.,
2010). Ademas de las estrigolactonas, algunos estudios han documentado que los iones de Ca**
actian como mensajeros intracelulares durante la sefializaciéon micorrizica (Navazio et al.,,
2007).

2.3.2.2 Etapa presimbidtica

La germinacién de las esporas de los HMA se estimula por la accién de las
estrigolactonas. A través del uso de triacilglicéridos y glicbgeno de reserva, las esporas
desarrollan un tubo o hifa germinal, el cual se extiende, a través del suelo, a pocos centimetros
de la espora (hifas exploratorias) en busca de raices de alguna planta hospedero (Bago et al.,
2000). En este momento es cuando se inicia la llamada etapa presimbidtica, la cual se
caracteriza por el desarrollo de hifas exploratorias (micelio extrarradical), su ramificacién vy el
incremento de la actividad fisioldgica (Figura 2.3.2.2a) (Parniske, 2008).

A medida que se acercan a las células de la raiz, las hifas exploratorias tienden a
ramificarse formando estructuras homodlogas a los arbusculos, denominadas como estructuras
ramificadas de absorcion (Bago et al., 1998 y 2000), lo que sugiere una deteccidon quimica de las
estrigolactonas exudadas por la raiz (Giovannetti et al., 1993; Buee et al., 2000). Los HMA
presentan diferentes patrones de desarrollo de las hifas: mediante anastomosis (fusién de una
hifa con el citoplasma de otra hifa) y por ramificacién (Figura 2.3.2.2b). Estas diferencias
probablemente reflejan diversas estrategias para ocupar un mayor nimero de nichos en el
suelo.
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Figura 2.3.2.2a Seguimiento del desarrollo de la micorriza arbuscular. Las raices de las plantas exudan
estrigogalactanas, las cuales inducen la germinacién de las esporas y la ramificacion de las hifas incrementando la
actividad fisiolégica de ambas. Las estrigogalactonas también inducen la germinacion de semillas de plantas
parasitas 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 raiz y activar los genes
relacionados con la simbiosis en la planta. Los HMA forman un tipo especial de apresorio llamado hifopodio, el cual
por definicidn se desarrolla a partir de la hifa madura y no a partir de los tubos de germinacion. Como consecuencia
de la estimulacién quimica y mecanica las células vegetales producen un aparato de penetracion (APP).
Subsecuentemente una hifa fungica se extiende a partir del hifopodio y entra al APP, el cual guia al hongo a través
de las células del cortex de la raiz. Aqui el hongo deja la célula de la raiz y entra al apoplasto, donde se ramifica y
crece lateralmente a lo largo del axis de la raiz. 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 arbusculos
(Tomado de Parniske, 2008).
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Figura 2.3.2.2b Crecimiento de diferentes hifas y sus estrategias de ramificacién en los HMA. Los HMA tienen
diferentes patrones de crecimiento de hifas, anastomosis y frecuencias de ramificacion. Estas diferencias
probablemente reflejan las diversas estrategias para ocupar varios nichos del suelo. Muchas especies de Glomus
forman tasas altas de ramificacién y redes de hifas que presentan anastomosis. Estas redes son mas 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 mas distantes del suelo (Tomado de Parniske, 2008).

2.3.2.3 Establecimiento de la simbiosis

Los hongos producen sefiales que inducen la simbiosis en la planta hospedero, tal como
las moléculas llamadas factores Myc (Figura 2.3.2.2a), andlogas 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 Ca," en las células epidérmicas
de las raices y de activar la accion transcripcional de los genes de las plantas relacionados con la
simbiosis (Kosuta et al., 2008; Bonfante y Anca, 2009; Mandal et al., 2010). Aun se desconoce si
la produccidn de factores Myc es también estimulada por las estrigolactanas.
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Recientemente, se establecié un nuevo paradigma que cambia la visién que se tenia de
la interaccién 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 infeccidn de las hifas
de los HMA (Genre et al., 2005). En este sentido, se ha reportado que varios de los acidos
fendlicos producidos por la planta activan en los HMA los genes GmGinl, responsables de
inducir el establecimiento de la simbiosis micorrizica (Mandal et al., 2010).

Una vez que el hongo y la raiz hacen contacto, la simbiosis se establece. El hongo forma
un aparato de penetracion (APP) sobre la superficie de la raiz que le permite colonizar las
células de la raiz (Figura 2.3.2.2a). El APP es una estructura subcelular, que se origina después
de 4 a 5 horas de la formacién de un apresorio fungico o hifopodium. El APP es un delgado
puente citoplasmatico que se forma a través de la vacuola de la célula de la planta, previo a la
infeccion del hongo. Posteriormente, los nicleos de las células vegetales migran hacia delante
del APP desarrollado y determinan la orientacidon del hongo a través de las células vegetales. El
APP contiene microtubulos citoesqueléticos y microfilamentos, los cuales, junto con el reticulo
endopldsmico denso forman un tubo hueco dentro del APP que conecta los nucleos delanteros
con el sitio de contacto del apresorio (Genre et al., 2005; 2008). Las sefiales que detonan la
formacién del APP aun son desconocidas.

2.3.2.4 Formacion de arbusculos

Los patrones de crecimiento dentro de la raiz, varian dependiendo de la especie fungica
que se trate. Existen dos tipos morfoldgicos: tipo Paris y tipo Arum, éste ultimo caracteriza a la
asociacion que establecen los HMA. En la asociacién tipo Arum el hongo se desarrolla
intracelularmente a través del cértex externo, en ocasiones una hifa puede atravesar una célula
directamente, y a veces llega a formar un rollo (serpentin) en la célula. Una vez dentro del
cortex interior, el hongo forma hifas arborecentes dicotomicas, llamadas arbusculos (del latin
arbusculum “pequefios arboles”). Los arbusculos 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 raices 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 apoplastica entre la membrana plasmatica 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 Arbusculo, estructura simbidtica caracteristica de la micorriza arbuscular. Cada ramifiacién del HMA
dentro de la célula vegetal es rodeado por la planta mediante una membrana periarbuscular (MPA) que se continda
con la membrana plasmatica de la célula vegetal y excluye al hongo del citoplasma de la planta. La interfase
apoplastica entre la membrana plasmaticas 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 colonizacion micorrizica

En condiciones naturales, los HMA interactian 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 raices
micorrizadas y los esporocarpos (Frey-Klett et al., 2007; Bonfante y Anca, 2009; Berg, 2009), y
asi mismo, con bacterias endosimbidticas 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 colonizacién, la ramificacion de las hifas y
las propiedades antifungicas (Bonfante y Anca, 2009; Hartman et al., 2009). Este grupo de
bacterias que favorecen la colonizacidon micorrizica 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 mds 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 vehiculo para la colonizacién de la rizosfera. De
este modo, favorecen la simbiosis micorrizica, gracias a que estimulan el desarrollo del micelio
extrarradical y la actividad metabdlica del hongo. Asi mismo, algunas especies son responsables
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de efectos ayudadores multiples, 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 exposicidon de la simbiosis micorrizica a una variedad de condiciones de estrés como la
sequia (Vivas et al., 2003b) y la contaminacién por metales pesados como plomo, zinc y cadmio
(Vivas et al., 2003a; Vivas et al., 2006; Kozdrdj 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 mayoria caracterizadas como fijadoras de N,
solubilizadoras de P inorgdnico, productores de fitohormonas y de sideréforos. El género
Glomus ha sido reportado como el mas estudiado de los HMA vy el principal beneficiado por las
MHB (Frey-Klett et al., 2007).

2.4 Interaccion planta-microorganismo promotor del crecimiento vegetal

La comunicacion que existe entre las plantas y los microorganismos durante las
diferentes etapas del desarrollo vegetal (embrionaria, germinacion, juvenil, adulta) es muy
extensa, en la cual las sefiales moleculares de ambos organismos, juegan un papel muy
importante para determinar el resultado final que tendrd la interaccidn, pudiendo ser de tipo
benéfico, patogénico o neutro. La interaccién planta-microorganismo promotor del crecimiento
vegetal induce cambios favorables en la modulacién 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 raices experimenta una considerable plasticidad en respuesta a las sefiales
endoégenas, microbianas y ambientales (Ivanchenko et al., 2008).

2.4.1 Plasticidad fenotipica

Debido a que las plantas estan expuestas continuamente a variaciones ambientales
pareciera légico 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, morfologia, fisiologia, 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 podria implicar que bajo un rango de diferentes ambientes la seleccién natural favorezca
distintos fenotipos mas que uno solo (Oyama, 1994, Huante, 1996).

2.5 Mecanismos de accion 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 combinacion de ambos. Se ha reportado que
una misma cepa bacteriana puede utilizar uno o varios de estos mecanismos de forma
simultdnea o en sucesidon para promover el desarrollo vegetal, ya sea bajo condiciones
ambientales dptimas o adversas (Bashan y Levanony, 1990).

Los mecanismos indirectos son aquellos que intervienen en la disminucion o eliminacién
de microorganismos fitopatdégenos presentes en la rizosfera, como hongos, bacterias y
nematodos; ya sea a través de la produccion de sustancias antimicrobianas (antibiéticos), de
cianuro de hidrogeno (HCN), de sideréforos, de enzimas liticas, o una combinacion de éstas. Asi
mismo, los microorganismos promotores del desarrollo vegetal (PGPR o HMA) pueden competir
con los fitopatégenos por nutrientes o por espacio en el nicho ecoldgico. No obstante, cabe
mencionar que la planta cuenta con una serie de mecanismos para evitar el ataque de
patégenos y herbivoros, 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 emisién
de compuestos organicos volatiles.

b) La resistencia sistémica adquirida (RSA), que incrementa la resistencia contra
subsecuentes ataques por un amplio rango de patdgenos y herbivoros, mediante la
produccién de sustancias como el metil-salicilato, los jasmonatos, el acido 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 nutriciéon (Glick, 1995;
Bashan, 1998). Como mecanismos directos, se consideran a la fijacién de nitrégeno, la sintesis
de fitohormonas (auxinas, giberelinas, citocininas), de vitaminas y de enzimas, la solubilizacion
de fésforo inorganico y la mineralizacion de fosfato orgdnico, la oxidacién de sulfuros, el
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incremento en la permeabilidad de la raiz, la produccién de nitritos, la acumulacién de nitratos,
la reduccidn de la toxicidad por metales pesados y la disminucién de la biosintesis de etileno
mediante la actividad de la enzima desaminasa del dcido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(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 produccién de fitohormonas), rizoremediadores (degradan compuestos
organicos contaminantes) y biopesticidas (controlan las enfermedades, principalmente por la
produccién de antibidticos o metabolitos antifungicos) (Vessey, 2003; Lucy et al., 2004; Somers
etal., 2004).

2.5.1 Mecanismos empleados por los HMA para promover el crecimiento vegetal

La simbiosis micorrizica arbuscular coloniza el sistema de la raiz de muchas especies de
plantas y modula el crecimiento vegetal incrementando la disponibilidad de nutrimentos,
principalmente fésforo y en algunos casos nitrégeno. 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 Ila
productividad primaria en los ecosistemas terrestres, asi como la ecologia, la evolucién y la
fisiologia de las plantas (Karandashov y Bucher, 2005; Govindarajulu et al., 2005; Ferrera-
Cerrato y Alarcén, 2007; Javot et al., 2007).

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

Las redes que forman las hifas extrarradicales de los HMA estan posicionadas idealmente
para tomar eficientemente los nutrientes y agua del suelo, pero solo pocos son los
transportadores que estan involucrados en este proceso, incluyendo aquellos que transportan
fosfatos, amonio y zinc (Harrison y Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza et al., 2001; Lopez-
Pedrosa, 2006; Gonzalez-Guerrero et al., 2005). Debido a que la difusion 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 raiz y hasta los hongos. El
carbono (C) proveniente de la planta es transportado al hongo a través de las dos membranas
de la interfase simbidtica (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 asi son tomadas por el hongo mediante transportadores de monosacaridos que se
encuentran en la membrana plasmatica del hongo. Dentro del citoplasma del hongo, las
hexosas son convertidas en granulos de glucdgeno y gotas de lipidos 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 Nitrégeno

A pesar de la importancia del nitrégeno (N) como nutriente, es muy poco lo que se
conoce acerca de como los HMA lo toman y lo transfieren a toda la planta hospedero. Si bien, el
papel del Pi en la simbiosis micorrizica ha sido un foco de atencién primario, muchos
experimentos sugieren que el N también puede jugar un papel muy importante en la interaccion
micorrizica. Se ha documentado que niveles significativos de N son transferidos del HMA a la
raiz, 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 aminoacidos 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, via la
vacuola, el N es transformado de arginina a urea y luego a amonio, y asi 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 aminoacido representa alrededor del
70-90% del total de aminodcidos presentes en las hifas extrarradicales (Govindarajulu et al.,
2005; Jin et al., 2005). Por otro lado, el HMA es capaz de acelerar la descomposicion de la
materia organica, para asi incrementar la disponibilidad de nitrato para la planta (Hodge et al.,
2001).
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Figura 2.5.1.1 Flujo metabdlico 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 simbidtica. 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 plasmatica del hongo.
Dentro del citoplasma del hongo, las hexosas son convertidas a granulos de glicégeno y gotas lipidicas 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 plasmatica del hongo, ser transportado largas distancias hacia la hifa
intrarradical (HIR), incluyendo los arbusculos, y subsecuentemente alcanzar el citoplasma de la planta cruzando la
membrana plasmatica del hongo y la membrana periarbuscular de la planta (MPA). El fésforo es importado por los
transportadores de fosfato que estan presentes en la hifa extrarradical (HER). El fosfato es transportado hacia la
raiz y la HIR en la forma de granulos de polifosfato, los cuales residen en vesiculas adjuntas a la membrana. La carga
negativa de estos granulos probablemente los hace vehiculos transportadores para iones metalicos y arginina. El
fosfato es liberado de granulos de polifosfato dentro de la HIR. El nitrégeno es absorbido como amonio, nitrato o
aminodcidos transportados en la HER. En las hifas de la MA, el nitrégeno es transportado principalmente como
arginina. Dentro de la HIR, el nitrégeno 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 Fosforo

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, actian como
componentes reguladores de la simbiosis micorrizica (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 mds largas que los pelos radiculares y que se
extienden mas alld de la zona de reduccién, pueden proporcionar mas 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).
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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 nutricién con P que intercambia con la planta por C
reducido. El P es tomado directamente como PO, inorganico (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 energia (1), y puentes de ester (2). Los grupos fosfato forman los componentes
lipofilicos de muchas membranas lipidicas (3) y son, por tanto, esenciales en la composicion e integridad de las
membranas. El P de los cloroplastos es necesario para la sintesis de puentes de alta energia en la fotosintesis (4) en
el intercambio por gliceraldehido-3-fostafo (G3P). En la reserva de los tejidos (5), el P es secuestrado en las reservas
de proteina en las vacuolas (PSV) como fitato junto con minerales (Tomado de Maathuis, 2009).
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La expresién de la alta y baja afinidad de transportadores de Pi depende grandemente
del aporte de P. La presencia de la simbiosis micorrizica también impacta la expresion de
transportadores especificos (Paszkowski et al., 2002). El P secuestrado en la vacuola es
particularmente importante durante el desarrollo de las semillas cuando grandes cantidades de
P vy otros minerales son almacenados en complejos de sales de mioinositol tales como fitato.
Estos estan contenidos en inclusiones de reserva como cuerpos globoides de proteina 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
accion que generalmente incrementan su rendimiento, y de los cuales se han reportado: la
fijacion de nitrégeno, emisién de sefiales moleculares, produccion de nitritos, incremento en la
absorcién de agua y minerales, y la produccién 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 agricola);
sin embargo, su principal mecanismo reportado como promotor del crecimiento vegetal sigue
siendo la produccién de fitohormonas como las auxinas (acido indol-3-acético, AlA; acido indol-
3-butirico, AIB), el acido abscisico, el acido giberélico y las citocininas (zeatina) (Bashan y
Holguin, 1997; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Dobbelaere et al., 2001; Martinez-Morales et
al., 2003; Perrig et al., 2007).

Se ha reportado que Azospirillum sintetiza AIA a partir del triptéfano a través de
diferentes rutas (Aguilar-Piedras et al., 2008). Cuantitativamente es la fitohormona mas
abundante secretada por este microorganismo, por lo que se le ha atribuido como el principal
mecanismo responsable de la estimulacién del crecimiento de la raiz y promocién del
crecimiento vegetal. Ademas, en cultivos puros de Azospirillum sp., se han identificado otros
compuestos inddlicos de interés, tales como el acido indol-butirico (IBA) (Costacurta et al.,
1995), indol lactico (Crozier et al., 1988), indol acetamida (Hartmann et al., 1983), indol
acetaldehido (Costacurta et al., 1995), indol etanol e indol metanol (Crozier et al., 1988),
triptamina, antranilato y otros compuestos inddlicos no caracterizados aun (Hartmann et al.,
1983). Recientemente, se reportd que especies de A. lipoferum presentaban el gen responsable
de la sintesis de la enzima ACC desaminasa (Blaha et al., 2006), sin que se confirmara su
actividad bioldgica. El tema del mecanismo de accidn de la ACC desaminasa lo abordaremos
ampliamente mas adelante (tema 2.7). Dichas cualidades le han conferido a Azospirillum un
papel trascendental en aplicaciones tecnoldgicas importantes para la formulacién de
inoculantes (Perrig et al., 2007).
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2.6 Importancia de las fitohormonas

El mantenimiento de la forma y la funcidon de un organismo multicelular no serian
posibles sin una comunicacién eficaz entre las células, los tejidos y los érganos. En las plantas
superiores, la regulacion y coordinacion del metabolismo, el crecimiento y la morfogénesis
suelen depender de sefales. Estas sefiales son moléculas llamadas fitohormonas, que tienen
efectos importantes en el desarrollo vegetal a concentraciones muy bajas (Taiz y Zeiger, 2002).
A continuacién, sélo 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 orientacién
del crecimiento de tallos y raices en respuesta a la luz y a la gravedad, diferenciacion de tejidos
vasculares, dominancia apical, estimulacién de la divisidon celular, elongacion de tallos y raices e
iniciacion de las raices laterales y adventicias (Ross et al., 2000), donde estimulan las células del
periciclo para iniciar la elongacidn de raices primarias y dan paso a la organogénesis de novo,
principalmente en el establecimiento de nuevos meristemos de las raices laterales (lvanchenco
et al., 2008). Estos procesos son iniciados y mediados a través de la regulacién de la expresion
de genes. Dos tipos de familias de factores transcripcionales son requeridas para controlar la
expresion de genes que codifican para la sintesis de auxinas: ARF (factores de respuesta) y
AuxRESs (elementos de respuesta) (Guilfoyle y Hagen, 2007). La arquitectura de raices es
modificada por: a) la produccién endégena de auxinas, grupo de compuestos quimicos
fitoreguladores que se caracterizan por su capacidad de inducir la elongacion celular del tallo en
la region subapical y que reproducen el efecto fisioldgico del acido indol-3-acético (AlA), y b) por
la estimulacion 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 produccion de auxinas
o con la solubilizacion de nutrimentos, los cuales afectan la iniciacion o el desarrollo de raices
laterales, o ambos, lo que incrementa la capacidad exploratoria de las raices (Lugtenberg y
Kamilova, 2009). Diversas especies de PGPR como Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas,
Rhizobium producen auxinas como parte de su metabolismo, incluyendo el acido indol acético
(AlA), el acido indol butirico (AIB) y sus precursores (Martinez-Morales et al., 2003; Spaepen et
al., 2007).
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2.6.1.1 Biosintesis de las auxinas en plantas

El metabolismo de las auxinas incluye la sintesis, degradacién y desactivacion del acido
indol-3-acético (AIA). EI AlA es sintetizado a partir del aminodcido triptéfano mediante varias
vias (Figura 2.6.1.1), las cuales involucran al acido indol-3-pirtdvico y a la tripamina para la
formacion del indol-3-acetaldehido (Taiz y Zeiger, 2002).
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Figura 2.6.1.1. Biosintesis de la auxina acido indol acético en plantas (Adaptado de Taiz y Zeiger, 2002).

2.6.2 Citocininas

Las citocininas son un grupo de fitohormonas mdviles producidas por plantas y
microorganismos. La produccién 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 inoculacién con bacterias capaces de producir citocininas puede
incrementar los niveles de citocininas en el tejido de la raiz (Ortiz-Castro et al., 2008).
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Las citocininas juegan un papel muy importante en el crecimiento y desarrollo vegetal.
Las fuentes de nitrégeno inorganicas, tales como los nitratos, son el mayor regulador en la
expresion de genes de la adenosina fosfato-isopentiltransferasa (IPT), una enzima clave en la
biosintesis de citocininas. La modulacién del IPT y la expresidén de genes involucrados en el
transporte de nutrimentos en respuesta a los nitratos, sulfatos y fosfatos, juegan un papel
critico en el balance de la adquisicion y distribucién de macronutrientes (Hirose et al., 2008). Las
citocininas regulan la senescencia y expansiéon foliar, dominancia apical, proliferacion de las
células de la raiz, el crecimiento de raices primarias y la formacidén de callos, la germinacion de
semillas, la acumulaciéon de clorofila, filotaxis, competencia reproductiva y sefalizacion
nutrimental, ademas 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; Garcia
de Salamone, 2001; Ortiz-Castro et al., 2008).

2.6.2.1 Biosintesis de las citocininas en plantas

La enzima clave de la biosintesis de las citocininas es la citocinina sintasa (EC 2.5.1.50),
qgue cataliza la transferencia de un grupo isopentenil a partir de pirofosfato isopentenil a el
nitrégeno N°® de monofosfato de adenosina (AMP) (Figura 2.6.2.1). El producto, i°AdoAMP
puede convertirse a la citocinina zeatina o i®Ade en muchos tejidos vegetales, las enzimas que
catalizan estas reacciones aun no han sido caracterizadas (Taiz y Zeiger, 2002).

2.6.3 Etileno

El etileno es una de las principales fitohormonas responsables de la regulacién vy la
coordinacion del metabolismo, desarrollo y morfogénesis vegetal. Regula la germinacion de las
semillas; la diferenciacion de tejidos; la formacidén del parénquima de raices y primordios en
tallos y el desarrollo de yemas laterales (Smalle y Van Der Straeten, 1997). También juega un
papel muy importante en la regulacién de la polinizacién, en la iniciacién de la floracion, en la
sintesis de antocianinas, en la produccién de compuestos organicos volatiles (responsables del
aroma de los frutos), en la hidrélisis de productos de almacén (almidén) y en la maduracion de
frutos (Taiz y Zeiger, 2002). Ademas, el etileno participa en las interacciones simbidticas planta-
microorganismo, como ocurre entre Rhizobium-leguminosas, donde el etileno inhibe Ia
colonizacion y la nodulacién por Rhizobium (Lynch y Brown, 1997; Spaink, 1997).
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Figura 2.6.2.1. Biosintesis de citocininas en plantas. Ver detalle en texto (Adaptado de Taiz y Zeiger, 2002).

El etileno es biolégicamente activo a muy bajas concentraciones, menos de 1 ppm.
Dependiendo de su concentracién, de la naturaleza de los procesos fisioldgicos 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 (sequia, anaerobiosis por
inundacién, calor, frio, ataque de fitopatdgenos, toxicidad por metales pesados, acumulaciéon
excesiva de amonio y potasio o la deficiencia de nutrimentos como el nitrégeno, el fésforo, el
calcio y el fierro), es incrementar la biosintesis de etileno; sin embargo, esto provoca efectos
adversos en la planta, como la inhibicién de la elongacién de la raiz e induccién la produccion y
elongacion de raices adventicias, acelerar la senescencia de flores, promover la abscision 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 Biosintesis del etileno en plantas

El sitio de sintesis y accidn del etileno esta localizado en cualquier tejido vegetal, de
donde es liberado facilmente y difundido a través de los espacios intercelulares y por fuera de
ellos, dada su naturaleza gaseosa (Marschner, 1995). Su produccién esta regulada por un amplio
numero de factores, en los que se incluyen la temperatura, la luz, la gravedad, la nutricion y
otras fitohormonas (Abeles et al., 1992).
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Figura 2.6.3.1. Biosintesis del etileno en plantas y degradacion del ACC. Ver detalle en el texto (Adaptado de Taiz y
Zeiger, 2002).

En plantas superiores, el etileno es sintetizado a partir del aminoacido L-metionina
(figura 6.3.1), que se encuentra en los exudados de la raiz. La metionina es activada por el ATP
para formar S-adenosilmetionina (SAM) (2) a través de la reaccién 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 acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (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 (AlA), 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 ademas del etileno, también se producen
CO, y HCN (Ververidis y John, 1991). Esta reaccién es dependiente del oxigeno y su sintesis se
incrementa con el CO,. El fierro (Fe™) actiia como cofactor y el ascorbato como cosustrato. La
enzima ACC sintasa asi 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 iniciacién de primordios de raices laterales es
regulada por la interaccion del etileno y las auxinas. Un estudio con Arabidopsis thaliana reveld
gue, cuando se aplican bajas concentraciones de ACC, existe un incremento en la sintesis de
etileno y se promueve la iniciacion de primordios de raices laterales. Cuando se aplican dosis
altas de ACC se inhibe fuertemente la habilidad de las plantas para iniciar la formacién de
primordios de raices laterales, pero promueve la emergencia de los primordios de las raices
laterales ya existentes. Este efecto esta correlacionado con la disminucion en la longitud de las
células del periciclo y el incremento en el grosor de las células de los primordios de las raices
laterales (lvanchenko et al., 2008).

2.7 La enzima ACC desaminasa

En 1998 se sugirid que algunas rizobacterias promoven el crecimiento vegetal mediante
la disminucion de los niveles de etileno en plantas, a través de la accién de una enzima que
desamina al precursor inmediato del etileno, el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC):
la enzima ACC desaminasa (EC 3.5.99.7) (Figura 2.7) (Glick et al., 1998).

NHg* ACC
I>< +H,0 desaminasa co,
coo N

> + NH4"
a - cetobutirato

acido 1l-aminociclopropano-
1-carboxilico
(ACC)

Figura 2.7 Desaminacidn del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor del etileno, por accion de la
enzima ACC desaminasa (Tomado de Glick, 2005).
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2.7.1 Intervencion de la enzima ACC desaminasa en la biosintesis del etileno en plantas

Las rizobacterias con actividad de la enzima ACC desaminasa promueven el crecimiento
vegetal, no sélo por la disminucidn en el contenido de etileno, sino también por una generacién
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 nitrégeno. Por tanto, este mecanismo se ha propuesto como un
elemento clave en la asociacidn planta-microorganismo (Hontzeas et al., 2004).

2 RIZOSFERA
RAIZ

Trp  Adn

e

AlA 2

"

ACC Sintasa

I

ACC —» AcC
ACC AGE
oxidasa desaminasa

Etileno
Proliferacion

y elongacion ¢

celular

Figura 2.7.1 Representacidon esquematica del modelo propuesto mediante el cual las PGPR disminuyen los niveles
de etileno en plantas (mecanismo de la enzima desaminasa del dcido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) o
ACC desaminasa). El 4cido 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 sintesis de la ACC sintasa para producir el ACC, el cual es
transformado a etileno mediante la accion de la ACC oxidasa. Sin embargo, el ACC exudado por la planta es
utilizado por las PGPR para hidrolizarlo hasta a-cetobutirato (a-CB) y amonio (NH,") a través de la ACC desaminasa.
De esta forma se mantiene el equilibrio entre los niveles de ACC interno y externo, disminuyendo la biosintesis de
etileno en la planta. El amonio producido es utilizado por plantas y bacterias como una alternativa mas de fuente
de nitrogeno (Modificado de Glick et al., 1998 y Madhaiyan et al., 2006).
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2.7.2 Perfil bioquimico de la enzima ACC desaminasa

La enzima ACC desaminasa es una enzima multimérica, posiblemente en forma de
dimeros o trimeros 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 termodindmicamente estable, con una temperatura éptima de 30 a 35°C y un pH
Optimo de 8.0 a 8.5. Se han reportado valores de K,,, de la ACC desaminasa entre 1.5y 9.2 mM
para el ACC en diferentes microorganismos (Jacobson et al., 1994; Hontzeas et al., 2004).

La actividad enzimatica 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 formacién 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 K, de la desaminasa por el ACC, las concentraciones milimolares
fisioldgicas de su sustrato permiten una velocidad de la enzima proporcional a la magnitud de
los cambios de concentracion del ACC. Adicionalmente, la induccion de la sintesis de la enzima
por bajas concentraciones de ACC, garantiza la utilizaciéon eficiente de este sustrato. Sin
embargo, es importante considerar que los niveles de ACC desaminasa en diferentes
microorganismos varian considerablemente, lo cual implica diversas formas de regulacién de la
actividad de la enzima, ya sea a nivel de la enzima misma o de la expresidon 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 geograficas. Su expresion es co-regulada por las
proteinas 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 nucleétidos que forman el gen acdS no es muy
similar entre géneros bacterianos, ya que varia, 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 (Holguin y Glick, 2001; Blaha et al., 2006). Estas observaciones, y mediante un andlisis
filogenético de genes acdS conocidos llevado a cabo por Hontzeas y colaboradores (2005),
sugieren que estos genes podrian 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 plasmido (Glick et al., 2007).

Algunos de los genes acdS identificados en bacterias, han sido aislados y usados para la
transformacién genética, tanto de plantas como de bacterias (Holguin y Glick, 2003). En
bacterias, la transformacién se ha realizado para aumentar el nimero de mecanismos
promotores del crecimiento vegetal, lo que se ha logrado en cepas de Sinorhizobium meliloti,
Mesorhizobium lotti y Azospirillum brasilense (Holguin y Glick, 2001; Ma et al., 2004; Nukui et
al., 2006). En el caso de plantas, el gen acdS fue utilizado para la transformacién de a) jitomate
(Solanum lycopersicum, Solanaceae), a fin de disminuir el proceso de maduracion 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, niquel, 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 lepidépteros (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 accién (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
Gordoniaceae Gordonia sp. S2RP-17 n.d. Hong et al., 2010
Nocardiaceae Rhodococcus sp 4N-4 10.5+0.2 umol a—CB mg"1 proteina h? Belimov et al., 2001,
Belimov et al., 2005
Rhodococcus sp. Fp2 833 nmol NH," mg’1 proteina ht Belimov et al., 2001
Brevibacteriaceae Brevibacterium halotolerans Ps9 n.d. Sgroy et al., 2009
© 8 Brevibacterium epidermidis RS15 2.3740.48 umol a—CB mg'1 proteina h™ Siddikee et al., 2010
E % Brevibacterium iodinum RS16 4.134£1.05 pmol a—CB mg'1 proteina ht Siddikee et al., 2010
_‘.E E‘ Dermabacteraceae Brachybacterium saurashtrense JGO6T 0.22 umol a—CB ug’1 proteina h? Gontia et al., 2011
£ .g Microbacteriaceae Microbacterium sp. F10a 5.4+0.2 umol a—CB L? proteina h™ Sheng et al., 2009
< E Micrococcaceae Micrococcus sp. NII-0909 n.d. Dastager et al., 2010
Micrococcus yunnanensis RS222 0.82+0.09 umol a—CB pg ™ proteina h™ Siddikee et al., 2010
Streptomycetales Streptomyces albeovinaceus No. 41 296.26 nmol a—CB mg’1 proteina ht El-Tarabily, 2008
Streptomyces atrovirens No. 26 176.44 nmol a—CB mg’1 proteina h? El-Tarabily, 2008
Streptomyces filipinensis No. 15 388.57 nmol a—CB mg’1 proteina ht El-Tarabily, 2008
Streptomyces sp. No. 61 354.94 nmol a—CB mg™" proteina h™ El-Tarabily, 2008

0o—CB: a—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 Unica fuente de nitrégeno.
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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
Bacillaceae Bacillus pumilus Fpl 760 nmol NH," mg'1 proteina hT Belimov et al., 2001
Bacillus circulans DUC1 2.24x10°+4.64 x 10" nkat mg'1 proteina  Ghosh et al., 2003
— 8 Bacillus firmus DUC2 2.30x107°+5.57x10 ! nkat mg'1 proteina Ghosh et al., 2003
Tk_‘; _r=; Bacillus globisporus DuUC3 2.28x10°+5.10x10 ! nkat mg™ Ghosh et al., 2003
@ s Bacillus stratosphericus RS233 1.93+0.54 umol a—CB mg'1 proteina hT Siddikee et al., 2010
Lysinibacillus fusiformis Ps7 n.d. Sgroy et al., 2009
Paenibacillaceae Paenibacillus sp. RFNB4 130+1.25 nmol a—CB mg'1 proteina h't Islam et al., 2009

o—CB: a—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 Unica fuente de nitrégeno.
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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
Caulobacteraceae Brevundimonas sp. RFNB32 68.9+0.46 nmol a—CB mg’1 proteina h' Islam et al., 2009
B?g § % Brevundimonas sp. RFNB15 126%0.75 nmol a—CB mg’1 proteina h' Islam et al., 2010
Bradyrhizobiaceaae Bradyrhizobium japonicum USDA110 n. d. Wei et al., 2008
Methylobacteriaceae Methylobacterium oryzae CBMB20 94.48+6.83 nmol a—CB mg'1 proteina h' Madhaiyan et al., 2006;
2007
Methylobacterium sp CBMB110 24.74+4.12 nmol a—CB mg™ proteina h™ Madhaiyan et al., 2006
9 Phyllobacteriaceae Mesorhizobium lotti MAFF303099 n.d. Nukui et al., 2006
o 2 Rhizobiaceae Sinorhizobium meliloti Rm1021 n.d. Ma et al., 2004
g é’ Agrobacterium tumefaciens CBCEN26 75.5%3.18 nmol a—CB mg” proteina min™  Yim et al., 2009
.§ o Rhizobium gallicum PB2 82 nmol a—CB mg'1 proteina ht Duan et al., 2009
% Rhizobium leguminosarum 128C53K 1.06+0.17 umol o—CB mg'1 proteina h' Ma et al., 2003a; Ma et
= al., 2003b
‘% Xanthobacteraceae Azorhizobium sp. RFNB31 186.8+2.77 nmol a—CB mg'1 proteina h™t Islam et al., 2009
Rhodospirillaceae Azospirillum lipoferum CRT1 n.d. Blaha et al., 2006
é % Azospirillum lipoferum 4B n. d. Blaha et al., 2006
.E E_ Azospirillum lipoferum CN1 n. d. Blaha et al., 2006
Azospirillum lipoferum N4 n. d. Blaha et al., 2006
o % Sphingomonadaceae Sphingomonas sp. RFNB22 220.6%1.18 nmol a—CB mg'1 proteina h? Islam et al., 2009
£E.
-

o—CB: a—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 Unica fuente de nitrégeno.
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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
Alcaligenaceae Achromobacter piechaudii ARV8 n. d. Mayak et al., 2004a;
2004b
Achromobacter sp. GKA1 3.89+0.25 umol o—CB mg"1 proteina h? Govindasamy et al., 2008
Alcaligenes xylosoxidans Cm3 555 nmol NH," mg"1 proteina ht Belimov et al., 2001
Alcaligenes xylosoxidans Cm4 151 nmol NH," mg'1 proteina ht Belimov et al., 2001
Alcaligenes xylosoxidans Ep3 305 nmol NH," mg'1 proteina h? Belimov et al., 2001
% Alcaligenes sp. Cml 1172 nmol NH," mg'1 proteina ht Belimov et al., 2001
é Burkholderiaceae Burkholderia sp MSSP 0.451U ml™ después de 72 h Pandey et al., 2005
© E Burkholderia phyitofirmans PsIN 40324108 nmol NH,* mg ™ proteina h™ Sun et al., 2009
g g, Comamonadaceae Acidovorax facilis AY197008 0.710.1 umol a—CB mg’1 proteina hT Belimov et al., 2005
_rg“ Variovorax paradoxus 2C-1 6.20£0.10 umol o—CB mg’1 proteina h? Belimov et al, 2001;
% Belimov et al., 2005
!CTL Variovorax paradoxus 2P-1 6.40£0.10 umol o—CB mg'1 proteina h? Belimov et al., 2005
§ Variovorax paradoxus 3C-3 9.40+0.80 umol o—CB mg’1 proteina h? Belimov et al., 2005
Variovorax paradoxus Bm?2 209 nmol NH," mg"1 proteina h? Belimov et al., 2001
Oxalobacteraceae Herbaspirillum frisingense GSF30(T) n.d. Rothballer et al., 2008
Methylophilaceae Methylophilus rhizosphaerae CBMB127(T), n.d. Madhaiyan et al., 2009
3 CBMB145
% Methylophilus methylotrophus CBMB147 n.d. Madhaiyan et al., 2009
:
()
=

0o—CB: a—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 Unica fuente de nitrégeno.
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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
Enterobacteriaceae Enterobacter cloacae CAL2 4.1340.08 umol a—-CB mg'1 proteina h? Shah et al., 1998
Enterobacter cloacae uw4 2.4340.04 umol a—CB mg'1 proteina h™ Holguin y Glick, 2001; Li
2 etal., 2001
'E Escherichia coli pRKACC 1.74+0.06 umol a—CB mg’1 proteina h? Holguin y Glick, 2001
_ré’ Klebsiella oxytoca 10MKR7 n.d. Babalola et al., 2003
g Kluyvera ascorbata SuD165 26 nmol NH3 g’l biomasa h’l, 31.4 nmol Burd et al., 1998; 2000
E a—KB mg ™ proteina h™
Rahnella aquatilis NBRI K3 7.520.5 nmol a—-CB mg'1 proteina h? Kumar et al., 2009
Serratia proteamaculans M35 276116 nmol 0—CB mg'1 proteina h? Zahir et al., 2009
© Moraxellaceae Acinetobacter rhizosphaerae BIHB 723 n.d. Gulati et al., 2009
EJ Psychrobacter sp. SN9 19+2 Mmol a—CB mg” h* Ma et al., 2009
E Pseudomonadaceae Pseudomonas brassicacearum Am3 1073 nmol NH," mg’1 h™ Belimov et al., 2001
é " Pseudomonas entomophila PS-PJH 23.8+0.4 umol a—CB mg'1 proteina h™ Kamala-Kannan et al,
5 X 2010
E }E Pseudomonas fluorescens TDK1 n.d. Saravanakumar y
gv g Samiyappan, 2007
S Pseudomonas marginalis Dp1l 890 nmol NH," mg'1 proteina h? Belimov et al., 2001
E Pseudomonas oryzihabitans Ep4 537 nmol NH,* mg"1 proteina ht Belimov et al., 2001
Pseudomonas putida uw4 544 nmol NH," mg'1 proteina h? Belimov et al., 2001
Pseudomonas putida Am?2 380 nmol NH," mg’1 proteina ht Belimov et al., 2001
Pseudomonas putida Bm3 972 nmol NH," mg’1 proteina ht Belimov et al., 2001
Pseudomonas sp. Ep2 n.d. Belimov et al., 2001
» Xanthomonadaceae Xanthomonas sp. RFNB24 118.8+0.69 nmol a—CB mg’1 proteina h' Islam et al., 2009
5 2
-

0—CB: a—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 Unica fuente de nitrégeno.

11 071NLIdVO

4



910)-[aAINbs] eqlesoy D ua "\

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

Gandhi-Pragash et al.,

Flavobacteriaceae Chryseobacterium aquaticum PUPC1 n.d. 2009

Flavobacteria
Flavobacteriales

0—CB: a—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 Unica fuente de nitrégeno.
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A pesar de que el compuesto ACC ha sido identificado dentro de los exudados de la raiz,
la enzima ACC desaminasa no habia sido identificada en plantas; sin embargo, en 2009, se
reportd 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 Ultimas de efecto promotor del crecimiento o patogénico
para la planta (Blaha et al., 2006).

2.8.1 Importancia de la inoculacion 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 bidtico y abiético, ya que
facilitan la absorcion de nutrimentos y agua, incrementando asi 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 practicas agricolas (Morgan y Drew, 1997; Belimov et
al., 2002; Castro-Sowinski et al., 2007). A continuacidon se mencionan algunos efectos benéficos
de la inoculacién en plantas con algunas cepas PGPR-ACC desaminasa nativas o transformadas.

2.8.1.1 Estrés hidrico por salinidad

La bacteria Pseudomonas fluorescens TDK1, proporciona resistencia al estrés salino en
plantas de cacahuate (Arachis hypogea, Fabaceae), incrementando la produccién del cultivo
(Saravanakumar y Samiyappa, 2007).

La bacteria Achromobacter piechaudii ARV8 favorece la eficiencia del uso del agua, ya
gue reduce la produccion 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 recuperacién de las plantas de jitomate cuando el riego es restablecido
(Mavyak et al., 2004a; Mayak et al., 2004b).

2.8.1.2 Estrés anaerdbico

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 inundacidn o anaerdbico; promueven significativamente el
desarrollo vegetal, aumentan la cantidad de clorofila en las hojas y decrecen sustancialmente la
produccién foliar de etileno (Grichko y Glick, 2001a; Grichko y Glick, 2001b).
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2.8.1.3 Ataque de plantas por fitopatégenos

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

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

2.8.1.4 Contaminacion 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 niquel, 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 niquel en el suelo, ademdas de acumular este metal en el
tejido vegetal. La bacteria Enterobacter cloacae CAL2, facilita la promocion 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 niquel, incrementan significativamente su biomasa y favorecen la absorcion
de niquel en raices y follaje. De hecho, estos resultados han catalogado a la cepa HS-2 como una
candidata potencial para ser usada tanto en protocolos para biorremediacion como para
promover el desarrollo vegetal (Rodriguez et al., 2008).

La bacteria Pseudomonas asplenii AC, genéticamente transformada, incrementa la
germinacién y el desarrollo vegetal de plantas de carrizo (Phragmites australis, Poaceae) en
presencia de cobre e hidrocarburos aromaticos como la creosota, un hecho muy importante
para el area de la fitorremediacién 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 comparacion con las plantas no transgénicas (Grichko et al., 2000).
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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 germinacién de
plantulas de mostaza parda (Brassica juncea, Brassicaceae) y canola. Ademas, son tolerantes a la
toxicidad de cadmio y estimulan la elongacién de la raiz en plantulas de canola (Belimov et al.,
2001). Bacterias modificadas genéticamente para expresar la actividad ACC desaminasa
mejoran la degradacién de tolueno en plantas (Glick, 2004).

2.8.1.5 Deficiencia nutrimental y aplicacion de fertilizantes

Algunas PGPR que tienen la capacidad de sintetizar la enzima ACC desaminasa favorecen
la sobrevivencia de plantulas, 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 maiz (Zea mays, Poaceae) en presencia de fertilizante nitrogenado aplicado en
dosis éptimas (Saharoona et al., 2006).

Ha sido documentado que, en presencia de dosis éptimas o apropiadas de fertilizantes
nitrogenado, la inoculacion 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 inoculacién con PGPR-ACC desaminasa es
la reduccion en la aplicacidon de nitrégeno inorganico que requieren los sistemas agricolas.

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

El efecto producido por la inoculacién conjunta de bacterias ACC desaminasa y HMA ha
sido estudiado muy poco. Se ha reportado que la inoculaciéon 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 raiz, el area foliar y la actividad
fotosintética; ademas se demostré que Pseudomonas putida UW4 incrementa la colonizacion
de Gigaspora rosea BEG9 en raices (Gamalero et al., 2008). Este mismo efecto se observo al
someter a las plantas al estrés hidrico por salinidad (Gamalero et al., 2010). Lo anterior sugiere
gue existe un papel muy importante de la enzima ACC desaminasa en el establecimiento y
desarrollo de la simbiosis micorrizica.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL y METAS

JUSTIFICACION

Dentro de los mecanismos que los microorganismos benéficos utilizan para promover el
crecimiento vegetal, algunos como la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de fésforo, la
produccién de la auxina acido indol acético, la de sideréforos y la de sustancias antimicrobianas
han sido de las mds estudiadas. No obstante, existen ain muchas interrogantes acerca de cémo
estos microorganismos (rizobacterias u hongos micorrizicos) benefician el crecimiento de las
plantas. A este respecto, el estudio de la enzima ACC desaminasa ha sido muy relevante en los
ultimos afios, ya que es el mecanismo mediante el cual las rizobacterias disminuyen la
concentracién de etileno generado en plantas cultivadas en condiciones ambientales
desfavorables (salinidad, sequia, heladas, inundaciéon, contaminacién). El etileno, es una
fitohormona producida naturalmente por las plantas para su éptimo desarrollo, sin embargo, su
sobreproduccién provoca cambios tan importantes en su fisiologia 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 demostré la actividad bioldgica de la enzima.

Por otro lado, en las ultimas décadas, el uso constante y excesivo de los fertilizantes
guimicos en campo para favorecer el crecimiento vegetal y produccion de los cultivos, ha
generado severos problemas ambientales y econdmicos, 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 identificara el gen acdS, y se evaluara la
actividad enzimatica en el crecimiento de plantas cultivadas en sustratos fertilizados con dosis
reducidas de fertilizante nitrogenado, teniendo al respecto como Unico antecedente inmediato
el trabajo de Blaha y colaboradores (2006). Asi mismo, se evaluara el efecto sinérgico de A.
lipoferum (AZm5) con los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en el crecimiento de plantas
de jitomate.
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De acuerdo a lo anterior en este estudio se generd la siguiente hipdtesis, y se propuso el
siguiente objetivo:

HIPOTESIS

* La inoculacién de plantas de jitomate inoculadas con Azospirillum, incrementaran su
crecimiento y produccion, en condiciones reducidas de nitrégeno. Los mecanismos que
empleara Azospirillum para promover tal efecto serdn la fijaciéon de nitrégeno, la
produccién de fitohormonas vy la actividad de la enzima ACC desaminasa. Asi mismo el
efecto en el crecimiento de las plantas serd incrementado por la co-inoculaciéon de
Azospirillum y de HMA.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de Azospirillum y HMA en el crecimiento y la produccion de jitomate y
su mecanismo de accion.

METAS

e Aportar informacién acerca de los principales mecanismos de accidn que Azospirillum
utiliza para favorecen el crecimiento vegetal y su accién conjunta con los HMA.

e Contribuir a la produccidn sostenible de frutos de jitomate, con la sustitucién parcial del
uso de fertilizantes quimicos por el de inoculantes microbianos, a base de Azospirillum y
HMA.
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Abstract In this study we evaluated the ability of two
wild strains of Azespirillum, 4. lipoferum AZm5 and
A. brasilense V89, to produce ACC deaminase. We
tested the effects of a deficiency and medium doses of
nitrogenous fertilizers on the growth and physiology
of tomato plants (Lycopersicon esculentum Mill cv.
ACE VF55) inoculated with both 4zespirillum strains
independently. Tomato plants were evaluated by root
elongation assay and grown in pot soil culture with
different nitrogen levels (0 kg N ha™ and 170 kg N
ha'). The root:shoot ratio (R:S) and some ecophys-
iological traits were determined after 42 days of plant
growth. Results showed very different physiological
characteristics in both strains. We found three relevant
aspects related to the AZmS5 strain: it produces high
amounts of cytokinins, it contains the gene acdS,
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which encodes ACC deaminase, and it promotes plant
growth. We conclude that AZm5 maybe useful to
increase N uptake in N-deficient soil by production of
cytokinins and the promotion of ACC deaminase
activity, which favored leaf expansion and higher leaf
N investment. Therefore, for tomato culture, a
simultaneous biofertilization with AZm5 and a rela-
tively low fertilization with N (170 kg N ha ™y to
promote AZm3 activity could be advantageous.

Keywords ACC deaminase - Azospirillim -
Nitrogen - Tomato

Introduction

Azospirillum is one of the best-known plant-growth-
promoting rhizobacteria (PGPR) genera (Steenhoudt
and Vanderleyden 2000). Suitable for use as a
biofertilizer, this PGPR is capable of influencing the
growth and yield of numerous plants species, many of
which have agronomic and ecological significance
(Bashan et al. 2004; Hartmann and Bashan 2009).
The stimulatory effect of Azospirilium has been
attributed to several mechanisms that eventually
increase plant yield, including its ability to produce
various phytohormones (indole-3-acetic acid, zeatin,
gibberellic acid, abscisic acid, ethylene) and important
bioactive molecules (putrescine, spermine, spermidine,
cadaverine), to fix biological nitrogen, and to enhance
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water and mineral uptake by plants (Dobbelaere et al.
2001; Perrig et al 2007). Azospirillum inoculation
improves plant growth in the presence of optimum and
medium doses of nitrogenous fertilizers (Kapulnik et
al. 1981; Bhattarai and Hess 1998; Gadagi et al. 2004).
In tomato (Lycopersicon esculentum L.) plants inocu-
lated witle Azospiriffum, increases o leogth, volume
and biomass of root, number of leaves, stem diameter,
shoot height and plant biomass have been documented
(Bashan 1989; Terry et al. 2005; Ribaudo et al. 2006).
However, the mechanisms of Azaspirillum contribution
to plant growth promotion are still poorly understood.

In 1998 it was suggested that PGPR promote the
growth of plants and lower ethylene levels by the
action of the 1-amino-cyclopropane-1-carboxylic acid
(ACC) deaminase enzyme, which can cleave ACC,
the immediate precursor of ethylene (Glick et al
1998). Ethylene is imporntant for normal development
in plants as well as for their response to stress, for
example, extreme temperatures, high salinity, drought,
amelioration and pathogen infection (Glick et al
2007). Also, PGPR containing ACC deaminase may
enhance seedling survival, protecting plants against
the inhibitory effects of high or low concentrations of
nutrients (Abeles et al. 1992; Lynch and Brown 1997;
Shaharoona et al. 2008).

PGPR that contain ACC deaminase play a significant
role in phytoremediation of contaminated soils (Glick
2003). It has also been documented that, even in the
presence of optimum or appmopriate doses of nitroge-
nous fertilizers, inoculation with PGPR containing
ACC deaminase improves the growth and yield of
inoculated plants (Tahir et al. 2006; Shaharoona et al.
2006, 2008). An important effect of PGPR. inoculation
is a reduction in inorganic N application needed in
agricultural systems.

The enzyme ACC deaminase has been found in a
wide range of PGPR, such as the genera Aclromobacter,
Acidovorax, Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter,
Klebsiella, Methvlobacterium, Pseudomonas, Rhobi-
tm, and Farfovorar. In these bacteria, the aedS gene
has been associated with the presence of the enzyme
ACC deammase (Glick et al. 1995; Belimov et al
2001; Penrose and Glick 2001; Babalola et al. 2003;
Ma et al. 2003; Mayak et al. 2004; Belimov et al. 2005;
Madhaiyan et al. 2006). It has been previously
documented that some members of Azospirillian sp.
do not produce ACC deaminase gene (Kende 1993;
Holguin and Glick 2001). However, Blaha et al. (2006)
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reported the presence of the ACC deaminase gene
{acdS) in wild strains of A. {ipoferum isolated from soil
in Pakistan. In addition, our studies with soil of crops
from the Mezqguital Valley in Mexico detected ACC
deaminase activity in 4. fipoferum strains isolated from
the rhizosphere (Esquivel-Cote 2002); however, pres-
euce of e acdS gee was ol evaluatad.

In this study we evaluated the presence of the
ACC deaminase gene (acdS) in a wild strain of 4.
lipaferum, AZm3, isolated from a N-enriched crop
soil, and we tested the ability of this strain to
produce ACC deaminase. We also tested the effects
of a deficiency of and medium doses of nitrogenous
fertilizers on plant growth and physiology in tomato
plants inoculated with 4. lipeferum AZmS3.

We hypothesized that 4. lipoferum AZmS5 contain-
ing ACC deaminase activity would improve the
growth and physiology of tomato (Lycopersicon
esculentum Mill.) plants under a deficiency of and
medium doses of nitrogenous fertilizers. This im-
provement is relevant for the production of tomato,
which is one of the most popular and widely grown
vegetables in the world (USDA 2008) and one of the
most economically important horticultural vegetables
in Mexico (SIAP 2009). Tomato plants require the
addition of high doses of nitrogenous fertilizers (150—
450 kg ha™ "), which may have toxic effects in soil and
water.

Material and methods
Bacterial strains

Some of the Azospiriffum strains were mnitially
isolated from the rhizosphere of several crops grow-
ing under different environmental condifions in
Mexico. The 4. lipoferum strain AZm5 was isolated
from maize (Zea mays L.) plants cultivated in soils
contaminated by irmigation with wastewater enriched
with N fertilizers in Valle del Mezquital, State of
Hidalgo. The 4. brasilense strain VS9 was isolated
from sorghum (Sorghum sp.) plants cultivated in non-
contaminated soils in Valle de Santiago, State of
Guanajuato (Esquivel-Cote 2002). After isolation, the
bacteria were grown in 100 ml NFB liquid medium
(Débereiner et al. 1976) supplemented with NH,C1
(lg "), The flasks were incubated on a rotary shaker
at 150 rpm at 34+2°C for 48 h.

M. en C. Rosalba Esquivel-Cote m



CAPITULO Il

Plant Soil (2010) 337:65-75

67

Physiological chamcteristics of Azospiriflum strains

Production of indole acetic acid (IAA), indole butyric
acid (IBA), giberellic acid (GA), trans-zeatin (t-Z)
and frans-zeatin riboside (+-ZR) was determined after
bacteria were incubated for 48 h, according to the
protocol described by Tien et al. (1979). IAA, IBA,
GA, +Z and -ZR production was determined by
HPLC as follows: IAA, IBA, GA, -7 and -ZR were
separated on a Zotbax 300 Cyg reverse phase column
of 46 mm=15 cm (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) using a liquid chromatograph
(Waters 600E system, Milford, MA, USA). Samples
were analyzed under isocratic conditions using meth-
anol:formic acid (35:65 1/ as separation solvent, at a
flow rate of 1 ml min™". Eluates were detected by
spectrophotometry at 274 nm (Waters 996, Milford,
MA, USA). 1AA, IBA, GA, r-Z and r-ZR were
quantified by reference to the peak area obtained for
the IAA standard (100 pg mli™) (Sigma, St. Louis,
MO, USA), IBA standard (100 pg mI™'; Sigma), GA
standard (100 pg m!™"': Sigma), t-Z standard
(40 pg mI™"; Sigma) and +ZR standard (40 pg mI™';
Sigma), respectively. All standards were dissolved in
methanol (HPLC grade). Nitrogenase activity was
quantified using the acetylene-reduction assay. The
bacterial suspension was inoculated into 5 ml of
semisolid NFB medium contained in 10-ml sterile
glass vials. Control vials were maintained without
bacterial samples. Once visible growth was observed
as a film on the surface of the medium, the cotton
plugs, which allowed air exchange, were replaced
with mubber stoppers. From these bottles, 10% of the
gaseous phase was removed with an insulin syringe,
and the same volume of acetylene gas was injected.
After 12 h of incubation, the concentration of
ethylene produced was analyzed by gas chromatog-
raphy (3300 Varian, Inc, Palo Alto, CA, USA) with a
flame ionizing detector. A stainless steel column
containing Porapak-T column 3 and 3.1-mm (80—
100 mesh; Waters and Associates, Inc., Milford, MA,
USA) was used at an ignition temperature of 105°C.
Each strain was analyzed in triplicate.

Bacterial ethylene production was determined as
described by Arshad and Frankenberger (1989). One
milliliter of bacterial suspension grown in NFB liquid
medium supplemented with L-methionine (1 g I'') as
a sole source of nitrogen was moculated nto each of
three sterile glass wials (50 ml) containing 20 ml of

the same medium, covered with septum mbber and
incubated on a rotary shaker at 150 rpm at 34+2°C
for 48 h. Control vials were maintained without the
addition of bacteria. After incubation, the ethylene
concentration was determined by gas chromatograph
{see above).

The ACC deaminase activity was determined in
cell-free extracts by estimating the production of «
keto-butyrate generated by the enzymatic hydrolysis
of ACC following the method of Honma and
Shimomura (1978). The protein concentration in cell
suspensions and in cells labilized by toluene (5% w/'v)
was determined by the method described by Bradford
(1976).

Inoculum

Bacteria were incubated in a nutritive broth medium
(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) on a rotary
shaker at 150 rpm at 34+2°C for 24 h. Cultures were
harvested, and cell pellets were washed twice with a
sterile isotonic saline solution (0.85% NaCl). Cell pellets
were resuspended in NFB liguid medium supplemented
with 3.0 mM ACC (Calbiochem-Novobiochem Corp.,
La Jolla, CA, USA) or 3.0mM NH,CL, pH 6.8. Bacteria
cells were incubated on a rotary shaker at 150 rpm at
34+2°C for 20 h Produced bacterial cells were used to
determine ACC deaminase activity, gnotobiotic root
elongation and pot experiment with soil culture (see
below).

PCR amplification of acd$ (encoding ACC
deaminase) genes

DNAwas extracted following the manufacturer’s instruc-
tions (AquaPure Genomic DNA Kit BIO-RAD®) from
cells cultured on nufritive agar medium. Polymerase
chain reaction (PCR) was camed out (95°C 5 min;
35 cycles of 95°C 30 5, 50°C 30s, 72°C | min; and 72°C
5 min) using the primers F1937(F) / F1938(R) (Blaha
et al. 2006). PCR products were electrophoresed in 1%
agarose containing TBE buffer in 10 pg ml™ ethidium
bromide. The comect-size band was purified with the
High Pure Plasmid Isolation Kit® (Roche Applied
Science 2004 ).

The gel-punfied PCR products were cloned into the
vector pCR2.1 3.9 kb (TA Cloning® Kit Invitrogen Ver
\ 2004). Escherichia coli DHS e cells were transformed
with the ligation mixture and cultured on solid mediom
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containing isopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) and
5-bromo-4-chloro-3-indole- p-D-galactopyranoside
(X(3al). Plasmid was isolated from white colonies and
then digested with Neol and Salf to release the insert.
The acdS gene sequences were determined at Centro de
Ciencias Genomicas (CCG), UNAM (Mexico) and
compared with similar sequences in the databases using
the BLAST analysis at NCBL

The tree topology was inferred by the neighbor-
joining method, and distance matrix analyses were
performed according to Jukes and Cantor, using the
program MEGA Ver. 4 (Kumar et al. 2008). The acd¥
gene sequences of the AZm3 strain have been
submitted to the GenBank databases under the
accession number GU727865.

Root elongation assay on tomato plants

The root elongation assay was conducted using a
muodification of the method described by Penrose and
Glick (2003). The ACC utilizing bacterial cell pellet
(see above) was resuspended in 0.5 ml of sterile
300 mM MgS0Oy and placed on ice. A 0.5 ml sample
was removed from the cell suspension and diluted in
300 mM MgS0,. The bacterial suspension of A
brasilense VSY (the non-ACC-utilizing strain) was
cultivated on salt medium with NH4Cl (1 g "y as
sole nitrogen source. Tomato seeds (Lycopersicon
esculentum Mill cv. ACE VF55 from Westar Seeds
International Inc., CA, USA) were sterilized by
soaking for 3 min in 70% ethanol and 5 min in 3%
sodium hypochlorite and then rinsed thoroughly with
sterile distilled water. The disinfected seeds were
incubated for 1 h at room temperature, either in a
bacterial suspension in 300 mM MgSO,, approxi-
mately 10° colony forming mnits (cfu) per ml, or in
sterile 300 mM MgS80, as a control. Seed germina-
tion and seedling growth were conducted in seed-pack
growth pouches (15x20 cm, Mega International
CYG, MN, USA). The pouches were arranged upright
n a plastic tray and filled with a sufficient amount of
water to cover the bottom and maintain the humidity.
The trays were covered with transparent Saran
Wrap®.

In one gnotobiotic experiment. the effect of
Azospirillum strains on the elongation of tomato roots
was evaluated. Twelve tomato seeds were placed in
one growth pouch (previously autoclaved at 121°C
for 20 min) and then moistened with 10 ml of distilled
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water and incubated at 25°C for 6 days. There were
six replicates (pouches) per treatment with three
treatments, for a total of 1% pouches. In another
gnotobiotic experiment, the effect of the Azospirillum
strains on the elongation of tomato root and shoot
under different nitrogen levels was assessed. Each of
eight tomato seeds was placed in a previously
autoclaved seed-pack growth pouch and moistened
with 10 ml of the nutrient solution recommended by
Hazera Seeds, Inc. (FL, USA). Seeds were incubated
for 10 days. Three treatments with different levels of
nitrogen in the nutrient solution were applied {0 kg
N ha™, 170 kg N ha™ and 340 kg N ha'). The
experiment contained six replicates (pouches) per
treatment with three treatments and three levels of
nitrogen, for a total of 54 pouches incubated in a
growth chamber (Conviron E15, Winnipeg, Canada
with Sylvania F72T12/CW/VHO/LT fluorescent
lamps) a 12-h photoperiod, a photon flux of
1.2 pymol m™ s ' in the first experiment and
450 pmol m™ s~ in the second experiment, and a
25:20°C light/dark temperature cycle. Following
incubation, the pouches were opened and seedling
root and shoot length were measured.

Pot experiment with soil culture under different levels
of mitrogen

A pot experiment was performed to test the effect of
ACC deaminase on plant growth under two nitrogen
levels. Plants were grown in plastic bags (one
seedling per bag; seven bags per treatment) contain-
ing 320 g of non-sterile soil:agrolite mixture (1:5 vA).
The soil had the following characteristics: pH 6.35;
organic matter 6.27%; cation exchange capacity
212 cmol kg™'. The following mutrients (in mg kg™’
per soil): total N (2900); available P (1.62); Ca
(1447.33). Bags filled with non-sterile soil:agrolite
mixture were moistened up to 60% of the field
capacity through the addition of 90 ml nutrient
solution. Two treatments with different levels of
nitrogen in the nutrient solution were applied
(Okg Nha'and 170 kg N ha ).

Seeds were surface sterilized and inoculated as
described above, sown in pots with previously
washed, dried, and autoclaved (121°C for 60 min)
quartz sand. After 5 days, the germinated seeds were
inoculated with 1 ml of bacterial suspension {approx-
imately 10° cfu ml™). Control seeds were treated with

M. en C. Rosalba Esquivel-Cote ﬂ



CAPITULO Il

Plant Soil (2010) 337:65-75

69

sterile 300 mM MgSQ,. Ten days after inoculation,
plants of uniform size were transplanted and placed in
bags (one plant per bag). Bags were incubated for
27 days in a growth chamber (Conviron E15,
Winnipeg, Canada with Sylvania F72T12/CW/VHO/
LT fluorescent lamps) a 12-h photoperiod, a photon
flux of 450 pmol m 2 ' and a 25:20°C light/dark
temperature cycle. Plants were harvested two times (t)
when seedlings were 15 days old (1, at transplanting
moment) and 42 days old (2, after transplanting).
There were six replicates (pots) per treatment with
three treatments and two levels of nitrogen, for a total
of 36 pots.

At each harvest time, the shoot was separated into
leaves and stem. Leaf area was measured using a
Delta-T Area Meter videocamera (Delta-T Devices
Ltd., Cambridge, England) with a JVC (TK5310EG).
Seedlings were dried at 60°C in an oven. The dry
weight (DW) of the different parts of the seedlings
(leaves, stem and roots) was determined to calculate
total biomass, root:shoot (R:S) ratio, leaf:mass ratio
(LMR = leaf DW / total DW), stem:mass ratio (SMR =
steam DW / total DW), root:mass ratio (RMR = root
DW / total DW), specific leaf area (SLA = leaf area /
leaf mass), leat'mass ratio (LMR = leaf mass / total
mass), leaf area ratio (LAR = SLA x LMR), net
assimilation rate (NAR = (DW2 - DWI / &2 - t])
(InLAZ -InLA1/LA2-LAL1)), and relative growth rate
(RGR = LAR = NAR). The percentage of nitrogen in
the leaves (LN%) was determined using an elemental
analyser (NA 2500, Thermo Quest S.PA., Rosanao,
Milan, ltaly). The equipment was calibrated with a

Table I Physiclogical characteristics of Azospwrilhom strains
used. Letters indicate a statistically significant difference
between inoculated samples and unmoculated control, according

standard curve obtained with sulphanilamide (C,
41.84%; H, 4.68%: N, 1627%; O, 18.58% and 8,
18.62%) (CE Elantech, Inc., Lakewood, N.J., USA).
There were three replicates per analysis and per
species.

Statistical analysis

Data were analyzed by analysis of wvariance
(ANOVA/MANOVA) using the statistical analysis
software StatGraphics Centurion XV (2006,
Statpoint Technologies Inc., VA, USA). Means
were compared using the Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. Significance levels
were within confidence limits of 0.05.

Results
Physiological characteristics

There were no significant differences in nitrogenase
activity between AZm5 and V89 and the control
(F,4=4.33; P=0.1058). AZm5 induced significant
differences in other physiological traits (Table 1). 4.
lipoferum strain, AZm5, showed ACC deaminase
enzyme activity, produced a higher amount of zeatin
than the V59 strain (F, 4=788.91; P=0.00001), and
did not synthesize IAA in presence of 10 mg
L-tryptophan 100 mI™" in NFB liquid medium. In
contrast, 4. brasilense, V89, produced high amounts
of the phytohormones IAA (F, ,=226.99; P=0.0001)

to Fisher’s least significant difference (LSD) pocedure (P<0.05).
Data are presented as meantstandard error of three replicates

Strain Nitrogenase IAAP IBA GA +-Z -ZR  Ethylene® ACC deaminase
activity” production  activity®
A fipoferum 11449 a (658 0b 0 0002 b (0.0)  149a(3.06) 0O 0 2.68 a (0.013)
AZmS5
A. brasilense  175.75a(156) 4436a(1.69) 0O 2877 a (1.47) 0b 0 0 0b
Vs9

* Nirogenase activity measured in nmol C;H, per hour

"Ph)'mhnnnones (indole acetic acid (I44), indole butyric acid (/BA), giberellic acid (GA), rrans-zeatin (i-Z), trans-zeatin nboside

(r-ZR)) measured in wg ml' of culture
® Fthylene production measured in pg C,H, ml '

41 -ammocyclopropane- -carboxylic acid (ACC) deaminase acovity measured i pmol o keto-butyrate per milligram protemn per hour
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and GA (F, 4=126.09: P=0.00036), but it did not
synthesize cytokinins (neither zeatin nor zeatin
riboside). Neither strain produced ethylene from
L-methionine.

PCR amplification of acdS (encoding ACC
deaminase) genes

Amplification of the ACC deaminase (acdS) gene was
performed using a set of degenerative primers (F1937
(F) / F1938(R)}); the 780-bp DNA product was cloned
and sequenced (Fig. 1). The BLASTN search per-
formed for the nucleotide sequence showed a 639-bp
fragment with 100% homology to the complete
sequence ACC-deaminase (acdS) gene of A [lip-
oferwm strain 4B (DQ125242) (Blaha et al. 2006;
Prigent-Combaret et al. 2008).

M VS99 AZm5 C-

~800bp

Fig. 1 Agarose gel of genomic DNA of wild type Azaspirillum
strain AZm35 and V89 was probed with the acdS gene using the
primer 1937(F)/1938(R) (Blaha ct al. 2006). Lane M, molecular
weight marker (1 kb); Lane 2, Strmin VS9 Azospirillum
brasilense; Lane 3, Smain AZmS Azospirillum lipoferum; Lane
4, negative control (C-)

&) Springer

Root elongation assay on tomato plants

In the first gnotobiotic assay, 4. [ipoferum AZm35
significantly promoted the root elongation of 6-day-
old tomato cv. ACE VF55 seedlings grown in absence
N and under 1.2 umol m™~ s™' of photon flux. Root
length increased 38.77% more than the control and
55.61% more than seedlings inoculated with A
brasilense V89 (F; 40=31.229; P=0.0001; Fig. 2).

In the second gnotobiotic assay, inoculation with
Azospirillum by itself did not produce significant
differences in the root:shoot ratio in 10-day-old
tomato cv. ACE VF535 seedlings (Table 2). The
addition of N significantly reduced the rootshoot
ratio. In the control, and in interaction with 4.
brasilense V89, 340 kg N ha™' showed the lowest
root:shoot ratio.

Effect of different levels of nitrogen on seedlings
growing in pots

After transplantation to pots, in 42-day-old seedlings
170 kg N ha™' reduced the mot:shoot ratio only in the
control treatment (Table 3). The addition of 170 kg N
ha™ also resulted in significant differences in all other
evaluated variables, except specific leaf area and net
assimilation rate, and the interaction between factors,
except in leafimass ratio, where the interaction was
marginal. In the control treatments, the addition of N
led an increase in leafmass ratio, stem:mass ratio,
leafiarea ratio, relative growth rate and LN%; no
effect on specific leaf area and net assimilation ratio;
and a significant reduction in root:mass ratio. In the
seedlings inoculated with 4 lipoferum AZm35, the
addition of 170 kg N ha™' produced an increase in
leafimass ratio, relative growth rate and LN%, but it
had no effect on any other evaluated traits. Inocula-
tion with 4. brasilense V89 increased specific leaf
area, leaf area ratio, relative growth rate and LN%,
decreased net assimilation rate NAR and had no
significant effect on any other traits.

Comparing all treatments, control plants fertilized
with N had the highest stem:mass ratio and non
fertilized plants the lowest LN% values. In similar
way, the inoculation of tomato seedlings with 4.
lipoferum AZmS and without nitrogen presented the
highest relative growth rate, specific leaf area and
leafiarea ratio values but resulted in the lowest net
assimilation rate value. In contrast, inoculation with
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Fig. 2 Root length of 85
tomato cv. ACE VF55
seedlings (6 days-old) "0 5
inoculated with
Azaspirillum sirains in iL
absence N and exposed to %
light intensity of
].lu.rrtnlmls'{ﬂw ‘E‘_m
average data of three E
experiments performed on E 65
gnotobiatic culturc). 2
Vertical lines denote D e
standard ermors. Lemters § b
indicate a statistically T g5
sigmificant difference b
between moculated samples i
and uninoculated control,
according to Fisher's least
significant difference (LSD) 4
procedure (P=0.05)

40

Control AZmMS5 Vsa

A. bragilense VS9 resulted in the highest leafimass
ratio and net assimilation rate values; however,
inoculation with A. brasilense V59 resulted in the
lowest values for specific leaf area and leaf:area ratio.

Discussion

In this work we found three relevant characteristics of
the strain AZmS3: it produces high amounts of

Table 2 RootShoot (R:5) ratio of tomato cv. ACE VF53
seedlmps (10 days-old) inoculated with Azospirilfum strains
(experiments performed on gnotobiotic culture). Letters mdi-
cate a statistically significant difference between imoculated
samples and uninoculated control, according to Fisher's least
significant difference (LSD) procedure (P<0.05). Data are
presented as meandstandard error of three replicates

Treatment kg N ha ' R:S matio

Control 0 1.3566 (0.0377) a
170 0.8308 (0.0377) de
340 0.7804 {0.0384) fo

A. lipoferum AZmS 0 1.1802 (0.0371) b
170 0.8742 {0,0300) de
340 0.9059 (0.0390) d

A, brasilense VS9 0 1.2339 (0.0398) ab
170 1.0382 (0.0384) ¢
340 0.6054 (0.0390) f

cytokining, it contains the gene acdS, which encodes
ACC deaminase, and it promotes plant growth.
Azospirillum species are known for their ability to
produce plant hormones, mainly IAA, and gibberellins,
which play a major role in the promotion of plant
growth (Bashan et al. 2004). In comparison with A.
brasilense V89, 4. lipoferum AZmS5 produced a high
level of cytokinins, but it did not produce IAA. The
production of cytokinins by A. brasilense and other
PGPRs is common (Tien et al. 1979; Greene 1980;
Horemans et al. 1986; Caccian et al. 1989; Taller and
Wong 1989; Timmusk et al. 1999; Garcia de Salamone
et al. 2001) and this phenomenon is less frequently
reported for 4. fipoferum (Bashan et al. 2004).
However, although we tested for it twice, we did not
observe the production of cytokinins in V89, On the
other hand, 4. lipaferum AZmS5 is capable of produc-
ing others substances like AlA (Esquivel-Cote 2002)
but it did not produce specifically AlA and IBA.
Therefore. the production of indole pyruvic acid,
mdole lactic acid, indole acetamide, indole acetalde-
hyde, indole ethanol and indole methanol, which are
similar to IAA (Crozer et al. 1988), needs to be tested.

AZmS3 produced high concentrations of ACC deam-
inase 2.68=+0.16 (in umol x keto-butyrate mg protein
per h), in relation to those produced by Enternbacter
cloacae UW4 (2.43+0.04), Escherichia coli pRKACC
(1.74£0.06), Rhizobium leguminosarum 128C53K
Biovar viciae (1.0620.17) and Acidovorar facilis

4 springer
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mass matio); SMR (steam mass ratio); RMRE (root mass ratio); SLA (specific leaf area); LAR (leaf area ratio); NAR (net assimilation rate); RGR (relative growth rate); LN% (content
leaves nitrogen). Letters indicate a statistically significant difference between inoculated samples and uninoculated control, according to Fisher's least significant difference (LSD)

Table 3 Growth of tomato cv. ACE VF55 seedlings (42 days-old) moculated with Azospirillum sirains (expenments performed on soil culture). Root:Shoot (R:8) ratio; LMR (leaf
procedure (P<0.05), Data are presented as meandstandard emor of three replicates

=
g
£

LN%

RGR (mg g Tday )

RMR {gg) SLA(an®g!) LAR M kg)  NAR fgm* day ")

SMR (g )

LMR (g g )

RS ratio

Total biomass {g)

kg N ha!

Treatment

0151 d 23874

00007 ¢

21840 b

0366 ab 654,75 ¢

0.291 b

0.349 b

6 a

0314 e
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{0.099)

{0.002)
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{0,00005)
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i
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0.009)
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0387 d
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131 h

0209 a

0316 a

0,397 a

170
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2166 d

{0.002)
0174 ¢

(000005 )

00005 d

{21.38)
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{62.73)

(0012
0381 a

(0L008)
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{00097

0.335h

(00124
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0,355 d

13200 a

1
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{0.099)
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0214a
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(0.012)
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(0008

(0009}
0.270 be

0377 a
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{0057

193 b

AZmS

10,0006 cd

(1548 abe

170

{0.099)

2380 d

{000 )

00013 a

(21.38)

19l ¢

(62.73)
296.62 ¢

{0.012)

033 b

{0.008)

0,290 be

{0.00%9)
0381 a

(0.024)
0508 c

(0057
0428 ¢

He

i,

L]

A. brasilense

{0.0499)

3275 ¢

(.0K12)
9 h

(000005

(23.42)
18310 b

(6RTI)
4R340 d

(0.012)

0,352 ab

{0,009

0,265 ¢

{001

0383 a

(0L027)
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1.400 4
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170
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01,002

o
2

(0.013) (6R71) (2

{0,008
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(0.027)

(0063

AY 197008 (0.7+0.1) (Holguin and Glick 2001; Ma et
al. 2003, Belimov et al. 2005). This finding coincides
with the presence of the acd§ gene, which encodes
ACC deaminase, in AZm5 and also with the root
elongation observed in tomato seedlings grown under
1.2 umol m = s " of light; root elongation is promoted
by the intemuption of ethylene synthesis from ACC
(Glick et al. 1998). It was previously reported that
tomato seedling root elongation is promoted by ACC
deaminase (Grichko and Glick 2001). We also found a
639-bp DNA fragment in AZm5 which corresponds to
the acdS gene. Has been proposed that more than one
type of ACC deaminase gene may exist (Shah et al
1998), based on the fact that nonspecific acdS bands
whose nucleotide sequences did not match with the
sequences found for other acdS-positive isolates have
been reported (Shah et al. 1998; Blaha et al. 2006;
Govindasany et al. 2008).

This results, clearly confirmed the presence of ACC
deaminase enzyme in bacteria from, soik polluted with
sewage sludge in the Mezquital Valley, Mexico, at least
as result of the presence of A. lipoferum AZm5. The
presence of PGPR containing ACC deaminase has also
been reported in bacteria from soils long-standing
sewage shidge contaminated with heavy metals in
Russia (Belimov et al. 2001), and other areas with
similar contamination (Arshad et al 2007; Rodriguez
et al. 2008; Sheng et al. 2008), which suggests the
presence of bacteria with a similar activity to AZm5.

It is known that biofertilization with Azospirillum
strains promotes plant growth (Dobbelaere et al. 2001).
However, the effect of this treatment on the variables
of plant growth may suggest its functional effect on
plants, has not been reported. In tomato plants grown
in low N concentrations, AZm5 promoted RGR and an
increase in specific leaf area and leafiarea ratio, which
resulted in an increase in photosynthetic surface.
However, net assimilation rate did not increase,
indicating a relatively low photosynthetic efficiency
due to the low LN% found i these plants, as occurs in
other plants (Lambers et al. 1998); this result did not
occur when soil inoculated with AZm5 was also
fertilized with nitrates and ammonum (N 170). The
effect of this combination match with the increasing
the investment of N in leaves found in the tomato
seedlings. In conftrast, treatment with V59 had a
positive effect on net assimilation ratio in fertilized
and unfertilized soils, but in N-fertilized soils, bioferti-
lization with AZm5 was more advantageous for LN%
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than using V589, which coincide with previous inves-
tigations where the following were reported: 1) the
combination of Azespirillum strains and medium
fertilizer N dose improved N uptake by plants
(Bhattarai and Hess 1998; Gadagi et al. 2004) and 2)
under low fertilizer application, the ACC deaminase
activity of PGPR improved the effectiveness of
nitrogen organic fertilization in tomato plants (Tahir
et al. 2006; Shaharcona et al. 2008).

According to the hypothetical model proposed by Van
der Werf and Nagel (1996), low availability of nitrogen
induces low root cytokinin production; a reduction in
the production of cytokinins leads to a reduction in their
translocation to leaves, thereby dimmishing the photo-
synthetic capacity and rate of leaf expansion. The high
production of cytokinins by AZm5 may explain the
increase in leaf expansion in inoculated plants com-
pared with controls or V&9-inoculated plants.

In conclusion, our results suggest that AZm3 may be
useful to increase N uptake by the production of
cytokinins and promotion of ACC deaminase activity;
both favored leaf expansion and leaf N investment,
which might promote NAR in the subsequent steps of
growth under AZmS5 inoculation and low N fertilization
{170 kg N ha™"). Inoculation with AZm35 alone or in
combination did not modify the root:shoot ratio,
suggesting that seedlings only increased photosynthetic
surface to increase the capture of resources. These
results indicate the plasticity of tomato plants in
capturing nutrients by their roots. In consequence, to
increase crop yield, simultaneous biofertilization with
AZm5 and a relatively low concentration of N in
comparison to the concentrations recommended for
tomato culture (150-400 kg ha™', SAGARPA-INIFAP
2009) may be recommended.
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CAPITULO IV

CAPITULO IV

Efecto de Azospirillum en el crecimiento y produccion de
plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) fertilizadas con
diferentes dosis de nitrégeno, 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 nitrégeno (170 y
255 kg N ha™). Se llevé a cabo un anélisis de crecimiento y se evalud la produccion de frutos del
primer corte. Los resultados mostraron que con una concentracién del indculo de 108 células g-
raiz?, las raices de jitomate son colonizadas por las diferentes cepas de Azospirillum
endofiticamente en un orden de 10° células g raiz™. 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 incrementé el contenido de K™ en frutos de plantas de
jitomate fertilizadas con 170 kg N ha™. Este estudio mostré que la dosis de 170 kg N ha™ de
fertilizante quimico nitrogenado fue suficiente para ser empleada en combinaciéon con la
inoculacidn 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: andlisis de crecimiento, Azospirillum, jitomate, nitréogeno
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CAPITULO IV

INTRODUCCION

Uno de los graves problemas ambientales por los que atraviesa el campo agricola en México y
en otros paises del mundo, es el uso y abuso de los fertilizantes quimicos, 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 acuiferos subterraneos provocando,
entre otros, problemas graves de salud por la ingesta de nitratos y nitritos (Ward, 2009). Ante
esta situacidon, se han propuesto alternativas viables para reducir el uso de fertilizantes
guimicos, especialmente en cultivos con un alto valor econdmico, como ocurre con el jitomate,
la hortaliza de mayor exportacion de México (SIAP-SAGARPA, 2009), a cuyo cultivo se llegan a
aplicar desde 150 hasta 450 kg N ha™ en forma de fertilizante.

Ante esta situacion, una de las estrategias mds empleadas en todo el mundo ha sido la
aplicacién 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 agricola y ecoldgico (Bashan et al., 2004; Hartmann y Bashan, 2009). Se ha reportado
gue la inoculacion de plantas con Azospirillum incrementa el crecimiento vegetal en presencia
de dosis completas o reducidas de nitrégeno 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 produccion de especies horticolas, para las que
uno de los retos agroecolégicos y econdmicamente importantes a cumplir es obtener la mayor
produccion de frutos con el menor insumo de agroquimicos (pesticidas y fertilizantes) (Pretty,
2008), y en las que el uso de las PGPR ha sido una alternativa prometedora (Ferrera-Cerrato y
Alarcén, 2001). Con base en lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la inoculacién de Azospirillum en el crecimiento y produccién de plantas de jitomate
(Solanum lycopersicum) fertilizadas con dosis reducidas de nitrégeno.

M. en C. Rosalba Esquivel-Cote




CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia
Experimental de la Facultad de Quimica, UNAM, y del Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal del
Instituto de Ecologia, UNAM. El trabajo de invernadero se realizd 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 Fermin Jiménez Flores.

Cultivo de plantas de jitomate e invernadero

La técnica seleccionada para el cultivo de las plantas de jitomate incluyd la germinacién en
almdcigo y trasplante en un sistema semi hidropdnico llevandose a cabo de marzo a octubre de
2004. El cultivo se realizé en un invernadero de 240.25 m? (Figura 4.1, ver Anexo 1), con
cubierta plastica que dejaba pasar el 90% de luz, y con las siguientes condiciones ambientales:
35-40°C/10-15°C (dia/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.
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Figura 4.1 Esquema que muestra las medidas del invernadero y la distribucion de las unidades experimentales.
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Preparacion del almacigo y de unidades experimentales

El almdcigo se preparé 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 proporcién de 10:1, el
cual se humedeci6 a saturacién con una solucién de dos fungicidas (Terrazan 75 PH* y Ridomil
Gold Bravo 76.5 PH?, Agroo LC S.A de C.V., OAX, MEX), con objeto de prevenir la infeccién por
hongos (situacion muy comun entre los cultivos de esta zona), ambos en una concentracion de 1
g I'. Previamente a la aplicacién de estos dos fungicidas, se realizé una prueba de sensibilidad
(Concentracién Minima Inhibitoria y Difusidn en Placa) para las cepas de Azospirillum, en la que
se verificd que los fungicidas no afectaban el desarrollo de las cepas y por tanto el resultado del
experimento. Para el trasplante se prepararon bolsas de plastico negro (unidades
experimentales), perforadas en la base para favorecer el drenaje, con 21.5 kg de sustrato, el que
se prepard con tezontle rojo (5 mm de diametro) y suelo no estéril, en una proporcion de 3:1. El
sustrato fue humedecido con agua corriente previamente al trasplante (Anexo 1). La densidad
de plantas fue de seis plantas m™.

Analisis fisico, quimico y microbiolégico del suelo

El suelo que se utilizé como parte del sustrato fue analizado de acuerdo a sus caracteristicas
fisicas y quimicas, como: textura, densidad aparente, pH, materia orgdnica (%), nitrogeno total
(%), fosforo total (ppm), potasio (ppm) y calcio (ppm). Asi mismo, se realizd un andlisis
microbioldgico del sustrato. En dicho analisis se llevd a cabo la cuantificacién por la técnica de
dilucién y vertido en placa, con los siguientes medios de cultivo y condiciones de incubacién:
para bacterias meséfilas aerobias, se usé 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 dias. La técnica del nimero mas probable (NMP) se realizd
para cuantificar el nimero de bacterias del género Azospirillum, en medio NFB semisélido (NFB-
ss), a 34+2°C por 48 h, registrandose como tubos positivos aquellos que presentaron las
caracteristicas tipicas de Azospirillum: formacién de una pelicula blanca bien definida en el area
microaerofilca acompafiada de la alcalinizacién del medio de cultivo (Tarrand et al., 1978;
Dobereiner et al., 1976) (ver Anexo 1).

! Quintozeno-(Pentacloronitrobenceno). Equiv. a 750 g I.A./kg
? Metalaxil-M:(R)-2((2,6 dimetilfenil)metoxiacetilamonio)-acido propiénico metil. Equiv. a 45 g de .A./kg y
Clorotalonil: Tetracloroisoftalonitrato. Equiv. a 720 g de I.A./kg.
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Cepas y produccion del inoculante bacteriano

Se evaluaron tres cepas de Azospirillum de la coleccién del Laboratorio de Microbiologia
Experimental de la Facultad de Quimica (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; Urzua, 1997; Urzua, 2001). A partir de los cultivos activos en medio de
cultivo NFB-ss (Tarrand et al., 1978; Dbbereiner et al., 1976), de cada cepa se transfirid una
asada a un matraz Erlenmeyer (250 ml) con 100 ml de medio de cultivo NFB liquido (NFB-I), se
incubd en agitacion a 150 rpm a 34+2°C por 48 h; posteriormente con 1 ml de esta suspensién
se inoculdé otro matraz con 100 ml del mismo medio de cultivo y se incubé en agitacion a 150
rom a 34+2°C por 24 h. Finalmente, la poblacién microbiana se ajusté a una densidad o6ptica
(560 nm) de aproximadamente 0.01, en un espectrofotometro Pharmacia Ultrospec 3000. La
concentracidn bacteriana de cada inéculo se muestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 4.1 Poblacidn de células de Azospirillum presente en los indculos.

Cepa Origen Especie Densidad Optica Inéculo
(560nm) (células mI™)
AMs3? Rizosfera de alfalfa Azospirillum sp. 0.013 >1x10°

(Medicago sativum L.),
Valle del Mezquital, Hgo.
AZmS5® Rizosfera de maiz (Zea A. lipoferum 0.013 >1x10°
mays L.), Valle del
Mezquital, Hgo.
VS9 Rizosfera de sorgo A. brasilense 0.014 1x10°
(Sorghum sp. L.) Valle de
Santiago, Gto.

®Esquivel-Cote, 2002; bFIores-AyaIa, 1985

Siembra, inoculacién y trasplante

Se utilizd 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
almdcigo (una por cavidad) y cubiertas con este mismo. Los almacigos se regaron a saturacion
por aspersion con agua corriente. Quince dias después de la siembra (dds) se realizé la
inoculacién (200 pl de indculo en la base de cada plantula). A los 71 dds, se llevé a cabo el
trasplante, donde se seleccionaron plantulas uniformes de cada tratamiento, posteriormente la
raiz fue sumergida en la solucién de fungicidas, ya mencionados, y trasplantadas, una plantula
por cada unidad experimental (ver Anexo 1).
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Cuadro 4.2 Caracteristicas de la variedad Juanita (832, Hazera Seeds, Inc., FL, EU).

Caracteristica

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 Si, verdes

Fertilizacion y riego

El fertilizante se administré como solucidn nutritiva, la cual se prepardé de acuerdo a la
formulacion 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
fertilizacién nitrogenada: 170 y 255 kg N ha™; correspondientes al 50% y 75% respectivamente,
de la dosis completa recomendada. La solucién se aplicé en el riego (ver Anexo 1), el cual se
realizé 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 acumulacién de sales. La concentracién de amonio (ppm) y
de nitrato (ppm) en el sustrato fue medido a los 90 y 200 dias después del trasplante, de
acuerdo a la técnica descrita en Jackson (1976).

Cuadro 4.3 Solucién nutritiva recomendada para el cultivo hidropdnico de jitomate (Solanum lycopersicum),
recomendada por Hazera Seeds, Inc. (FL, EU).

Nutriente® kg N ha "

0 170 255 340
KNO3 0 25 37.5 50
Ca(NO;),*4H,0 0 475 712.5 950
NH4H,PO, 0 20 30 40
(NH,),SO, 0 25 37.5 50
H,PO, 100 100 100 100
K,SO4 500 500 500 500
MgS0O,¢7H,0 800 800 800 800
Fe,SO, 15 15 15 15
MnSO, 3 3 3
Na,B,0,¢10H,0 5 5 5
CuS0O, 0.5 0.5 0.5 0.5
ZnS0O, 0.5 0.5 0.5 0.5

°Los nutrientes estan expresados en mg | de agua. El pH final fue de 6.010.2.
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Cuantificacién endofitica de Azospirillum en las raices de jitomate

La poblacién de cada una de las cepas se cuantificé en el medio de cultivo NFB-ss, a los 71
(trasplante) y 200 dds, mediante la técnica del NMP con tres repeticiones.

Analisis de crecimiento vegetal y produccién

El analisis se llevd a cabo a los 71 y 122 dds (trasplante y cosecha). La planta fue separada de las
hojas, del tallo y la raiz. El drea foliar (AF) fue medida usando un medidor de area (Delta-T
Devices Ltd., Cambridge, England). Las plantulas se secaron a 70+2°C en una estufa (Boekel
Industries Inc. Mod. 107801) y el peso seco (PS) se determind en las diferentes partes de las
plantas (hojas, tallo y raiz). Posteriormente se calculd la biomasa total (BT), la relaciéon
raiz:vastago (R:V) y las variables de crecimiento de acuerdo a Hunt (1990), descritas en el
Cuadro 4.4. La produccién de frutos se consideré a los 122 dds, al corte de los frutos
provenientes de los cuatro primeros racimos florales. El peso fresco de cada fruto se registré
empleando una balanza analitica Sartorius BP310P (Sartorius AG, Goettingen, GER). (ver Anexo
1).

Cuadro 4.4 Variables evaluadas para el andlisis de crecimiento vegetal de plantas de jitomate (Solanum

lycopersicum).

Variable® Definicién Férmula

LMR hoja:biomasa PS hoja / PS total

SMR tallo:biomasa PS tallo / PS total

RMR raiz:biomasa PS raiz / PS total

SLA area foliar especifica AF / PS hoja

LAR PS total:area foliar SLA x LMR

NAR tasa de asimilacion neta (PS2 - PS1/t2-1t1) (InAF2 - InAF1 / AF2 - AF1)
RGR tasa relativa de crecimiento LAR x NAR

®De 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.

Analisis Quimico Proximal (AQP) de frutos

Un AQP (AOAC, 2005) se aplicé 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 analisis se realizé
en el Departamento de Nutricién de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, y
consistio en el cdlculo de: materia seca, humedad, proteina cruda (Nx6.25), extracto etéreo,
cenizas, fibra cruda, extracto libre de nitrégeno, potasio, y pH (1:1).
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Disefio experimental

El disefio del experimento fue factorial 4x2x6, considerando 4 tratamientos (3 indculos de
Azospirillum y un control); 2 niveles de fertilizacion con nitrégeno (255 Kg ha™y 170 Kg ha™ , 75y
50% de la dosis recomendada respectivamente) y 6 repeticiones por tratamiento y por nivel;
distribuidos en tres bloques al azar.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un anadlisis de varianza de dos vias 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 minima
significativa (LSD, least significant difference) de Fisher (p<0.05).

RESULTADOS
Andlisis fisico, quimico y microbioldgico del suelo

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo se presentan en el Cuadro 4.5, en el que se
muestra que las caracteristicas fisicas 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 mas basicos como los de suelos
calizos.

De acuerdo a los resultados del analisis quimico, el suelo presentd un buen porcentaje de
materia orgdnica, y no presentd deficiencias en cuanto a nitrégeno, fosforo, potasio y calcio
(Fassbender y Bornemisza, 1987).

Cuadro 4.5 Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo empleado en el cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).

Textura Densidad pH Materia N total Ptotal K (ppm) Ca
arena limo arcilla  Aparente Organica (%) (ppm) (ppm)
(%) (%) (%) (gec) (%)
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 andlisis microbiolégico realizado en los sustratos
empleados en el cultivo de jitomate (turba-agrolita y suelo), donde observamos que el sustrato
turba-agrolita presentd una concentracion menor a 10 células bacterianas g sustrato™ (limite
inferior de diluciones que se manejaron en el analisis). 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 podriamos suponer la ausencia total, tanto
de hongos, como de Azospirillum. Estos resultados nos podrian asegurar que, el efecto en el
crecimiento de las plantulas a los 71 dds, se debid a la presencia o ausencia de los inéculos
evaluados en este experimento.

Cuadro 4.6 Resultados del andlisis microbioldgico realizado en los sustratos empleados en el cultivo de jitomate
(Solanum lycopersicum), turba-agrolita (almacigo) y suelo (trasplante).

Hongos levaduriformes (células Hongos filamentosos Bacterias mesofilas Azospirillum
g sustrato™) (células g sustrato™) aerobias (células g sustrato™)
(células g sustrato™)
turba-agrolita turba- turba- turba-
suelo . suelo . suelo . suelo
agrolita agrolita agrolita
<1x10° 42x10° <1x10° <1x10°  2.5x10" 2x10° <1x10° <1x10°

Respecto al suelo, éste presentd una poblacién microbiana normal (Atlas y Bartha, 2001), donde
verificamos que la cantidad de células de Azospirillum g sustrato™ no representaban un riesgo
para el experimento, debido a dos factores principalmente: primero, las raices de las plantulas
gue se trasplantaron a suelo se debian encontrar colonizadas previamente por las células de los
indculos de Azospirillum evaluados en este estudio, y como lo veremos mas adelante; y
segundo, la cantidad de células de Azospirillum debid disminuir al diluir el suelo con tezontle
para preparar las unidades experimentales, por lo que la cantidad de células con posibilidad de
colonizar las raices de jitomate fueron minimas. Al respecto se ha reportado que la adhesién de
células de Azospirillum a las de la raiz es esencial para el establecimiento de la simbiosis con la
planta hospedero; sin embargo, las posibilidades de adhesién y posterior agregacion en la raiz
disminuyen debido a que las células compiten con la microbiota predadora del suelo y la
establecida primeramente (Burdman et al., 2000).

Fertilizacion 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 concentracién de nitrato presente en el sustrato de los
tratamientos fertilizados con 255 kg N ha™ fue diez veces mayor que los fertilizados con 170 kg
N ha™ a los 90 dds; sin embargo, esta proporcién disminuyd notablemente a los 200 dds.
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La cantidad de amonio presente en el sustrato fertilizado con 255 kg N ha™ fue del doble
respecto a lo registrado con los tratamientos de fertilizacién con 170 kg N ha™*, tanto a los 90
como a los 200 dds. Asi mismo en este estudio, observamos que en el sustrato utilizado, la
concentracion de nitratos fue mayor a la de amonio, en una proporciéon de 1:1000, con ambas
dosis de fertilizacion (170 y 255 kg N ha™) a los 90 y 200 dds.

Cuadro 4.7 Concentracion de amonio y nitrato, presente en el sustrato, monitoreado a diferentes dias de después
de la siembra (dds) del cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).

Tratamiento 90 dds 200 dds

kg N ha™ NH," (ppm) NO; (ppm) NH," (ppm) NO; (ppm)
170 0.322 2.245 0.940 43.44

255 0.614 24.205 2.268 56.77

Cuantificacién endofitica de Azospirillum en las raices de jitomate

La poblacion de células de Azospirillum presente endofiticamente en las raices de las plantas
inoculadas fue de 1x10° células g raiz’?, a los 71 dds (Cuadro 4.8). El desarrollo de las bacterias
en el medio de cultivo NFB-ss fue tipico para el género Azospirillum de acuerdo a lo reportado
por DoObereiner y colaboradores (1976), y Tarrand y colaboradores (1978). En tanto que, las
raices de las plantas no inoculados, a pesar de que presentaron una poblacién de 5x10° células
de Azospirillum g raiz”*, el desarrollo no fue totalmente caracteristico, ya que presentaban una
pelicula blanca difusa en la zona microaerofilica del medio de cultivo. Estos resultados nos
permitirian asegurar que esta poblacion bacteriana no influyd en el crecimiento de las plantas
de jitomate durante su cultivo después del trasplante. Al final del cultivo (200 dds) la poblacion
de células de Azospirillum disminuyd en la mayoria de los tratamientos inoculados.

Cuadro 4.8 Poblacién de células de Azospirillum presente en raices de jitomate Var. Juanita, a diferentes dias
después de la siembra (dds) del cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum).

Inéculo kg N ha™ células g raiz™
71 dds 200 dds
AMs3 170 7x10° 1x10°
255 7x10° 1x10*
AZm5 170 7x10° 1.4x10°
255 7x10° 7.2x10*
VS9 170 1x10° 1.1 x 10
255 1x10° 4x10°
Control 170 5x 10° <1x10°
255 5x 10° <1x10°
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Andlisis de crecimiento vegetal y produccién

A los 71 dds, las plantas inoculadas con Azospirillum, asignaron significativamente mayor
biomasa al tallo (SMR) (F=11.31, P=0.0001) en comparacion con aquellas no inoculadas (Cuadro
4.9). Las plantas inoculadas con la cepa AMs3 y con la AZm5 incrementaron significativamente
la tasa de asimilacion 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 estadisticamente significativas respecto a
la relacion R:V, biomasa asignada a hojas (LMR), area foliar especifica (SLA) y la relacidn entre el
area foliar especifica respecto a la biomasa total de la planta (LAR).

En el Cuadro 4.10, se muestran los resultados del andlisis de crecimiento en plantas de jitomate
inoculadas con Azospirillum y fertilizadas con diferentes dosis de nitrégeno. Se observa que las
plantas inoculadas con la cepa AMs3, AZm5 vy fertilizadas con 170 kg N ha™ incrementaron
significativamente la relacién R:V (F=3.36, p=0.0084) y la biomasa asignada a raiz (RMR) (F=3.29,
p=0.0094) respecto a las plantas no inoculadas y fertilizadas con 170 kg N ha™. No obstante, que
no se presentaron diferencias significativas, las plantas inoculadas con la cepa AMs3 y
fertilizadas con 170 kg N ha™ presentaron los valores mas altos en el area foliar especifica (SLA)
y la relacién entre el peso foliar y la biomasa total de la planta (LAR) y respecto a los demas
tratamientos. En tanto que, las plantas inoculadas con la cepa AMs3 vy fertilizadas con 255 kg N
ha™ presentaron los valores mas altos en la tasa de asimilacién neta (NAR) (F=1.09, p=0.3916)
respecto a las inoculadas con la cepa VS9 vy fertilizadas con 255 kg N ha™. Es importante
mencionar que, comparativamente, las plantas no inoculadas y fertilizadas con presentaron los
valores mas altos en la relacién R:V, la biomasa asignada a tallo (SMR) y a raiz (RMR).

La produccion de frutos de los primeros cuatro racimos florales, se vié estadisticamente
incrementada por efecto de la fertilizacién nitrogenada (F=2, 198; p=0.00067), siendo las
plantas fertilizadas con el 50% de la dosis de N recomendada (170 kg N ha™) las que tuvieron
una mayor produccién (1500 g de fruto planta™), en comparacién con aquellas plantas
fertilizadas con el 75% de la dosis de N recomendada (255 kg N ha) (1330 g de fruto planta™).
La inoculacion bacteriana no influyd en la produccion de frutos. No obstante, la interaccion de
ambos factores mostrd que las plantas inoculadas con la cepa AMs3 y fertilizadas con 170 kg N
ha™ favorecieron la produccién de frutos (Cuadro 4.11). De acuerdo a Hazera Seeds, Inc. (FL,
EU), el peso caracteristico 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 registré en las plantas fertilizadas con 170 kg N ha’. En tanto que las plantas que
produjeron una mayor cantidad de frutos menores a 150 g fueron las fertilizadas con 255 kg N
ha™.
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Cuadro 4.9 Anilisis de crecimiento de plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum) (71 dias 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 nitrégeno. Relacion Raiz:Vastago (R:V); LMR (relacion hoja

biomasa); SMR (relacién tallo biomasa); RMR (relacion raiz biomasa); SLA (area foliar especifica); LAR (relacién hoja area foliar); NAR (tasa neta de asimilacion);

RGR (tasa relativa de crecimiento). Las letras indican la diferencia estadisticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control, de acuerdo al

método de Fisher (LSD, least significant difference) con un limite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis () representan el error estandar de la media de

cinco réplicas.

Tratamiento Relaciéon LMR SMR RMR SLA LAR NAR RGR
R:V (587) (gg”) ) (cm’g’)  (m’kg”) (gmTdia’) (mggdia’)
Azospirillum sp. AMs3 0.3276 0.4107 0.3444 a 0.2448 b 396.244 162.389 0.00055 a 0.0855 a
(0.043) (0.014) (0.012) (0.022) (21.758) (9.265) (0.00004) (0.0032)
A. lipoferum AZm5 0.3611 0.4149 0.3237 a 0.2613 ab 377.791 156.290 0.00056 a 0.0866 a
(0.043) (0.014) (0.012) (0.022) (21.758) (9.265) (0.00004) (0.0032)
A. brasilense VS9 0.3987 0.4000 0.3218 a 0.2781 ab 410.485 163.881 0.00045 ab 0.0731b
(0.043) (0.014) (0.012) (0.022) (21.758) (9.265) (0.00004) (0.0032)
Control 0.4565 0.4333 0.2539b 0.3127 a 402.056 173.619 0.00040 b 0.0693 b
(0.043) (0.014) (0.012) (0.022) (21.758) (9.265) (0.00004) (0.0032)
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Cuadro 4.10 Analisis de crecimiento de plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum) (122 dias después de la siembra) inoculadas con cepas de Azospirillum
(experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo) y fertilizadas con diferentes dosis de nitrégeno. Relacién Raiz:Vastago (R:V); LMR (relacion hoja biomasa);
SMR (relacidn tallo biomasa); RMR (relacidn raiz biomasa); SLA (area foliar especifica); LAR (relacidn hoja drea foliar); NAR (tasa neta de asimilacion); RGR (tasa
relativa de crecimiento). Las letras indican la diferencia estadisticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher

(LSD, least significant difference) con un limite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis () representan el error estandar de la media de seis réplicas.

Tratamiento kg N ha™ Relacién R:V LMR SMR RMR SLA LAR NAR RGR
(gg7) (887 (gg™) (em’g™) (m’kg™)  (gm~dia’) (mgg dia’)

Azospirillum sp. 170 0.149 a 0.333ab 0.368 ab 0.129 a 269.58 a 89.879a 0.00073 b 0.0623 ab
AMs3 (0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)
255 0.109 ¢ 0.300 ¢ 0.352 b 0.098 ¢ 213.73 b 65.230 b 0.00100 a 0.0602 b
(0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)

A. lipoferum 170 0.147 ab 0.367 ab 0.379 ab 0.128 ab 208.79b 76.855 ab 0.00082 ab 0.0623 ab
AZm5 (0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)
255 0.101c 0.312 bc 0.352b 0.091c 250.49 ab 76.908 ab 0.00085 ab 0.0626 a
(0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)

A. brasilense 170 0.111 bc 0.334 abc 0.385ab 0.099 bc 252.90 ab 84.287 ab 0.00075 b 0.0623 ab
VS9 (0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)
255 0.129 abc 0.394 a 0.388 ab 0.114 abc 223.14 ab 87.199 ab 0.00074 b 0.0626 a
(0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)

Control 170 0.105c 0.333 abc 0.0.374 ab 0.094 c 219.28 ab 73.082 ab 0.00087 ab 0.0615 ab
(0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)

255 0.163 a 0.353 abc 0.422 a 0.140a 209.64 b 74.073 ab 0.00082 ab 0.0606 ab
(0.013) (0.021) (0.022) (0.010) (18.93) (7.811) (0.00008) (0.0008)
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CAPITULO IV

Cuadro 4.11 Produccidn de frutos en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum). (122 dias después de la siembra)
inoculadas con cepas de Azospirillum (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo) y fertilizadas con
diferentes dosis de nitrégeno. Las letras indican la diferencia estadisticamente significativa entre las muestras
inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher (LSD, least significant difference) con un limite de confianza
de 0.05. Los datos en paréntesis (+) representan el error estandar de la media de ocho réplicas.

Tratamiento kg N ha " Produccion Numero de % de frutos % de frutos % de frutos
de frutos (g frutos <150g 150-250g >250g
planta™) planta™
Azospirillum sp. 170 1700.09 a 16.96 82.38 16.89 0
AMs3 (122.181)
255 13155b 14.73 88.77 11.03 0
(122.181)
A. lipoferum 170 1439.8 ab 15.24 82.72 16.78 0.48
AZm5 (124.6)
255 1199.89b 16.48 9491 4.83 0.24
(124.6)
A. brasilense 170 1355.83 b 15.61 88.80 11.18 0
VS9 (122.181)
255 1483.67 ab 17.33 88.14 11.65 0.21
(119.897)
Control 170 1506.75 ab 15.96 81.88 18.12 0
(122.181)
255 1324.16 b 16.73 93.28 6.70 0
(122.181)

Analisis Quimico Proximal (AQP) de frutos

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la mayoria 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™ 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 vy fertilizadas con 255 kg N ha™
presentaron significativamente los niveles mas altos en el porcentaje de potasio (F=16.547,
p=0.0001).
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Cuadro 4.12 Andlisis Quimico Proximal de frutos en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum), del primer corte, a los 122 dias de desarrollo. Las letras indican
la diferencia estadisticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher (LSD, least significant difference) con un

limite de confianza de 0.05.

Inéculo kg N ha™ Materia Humedad Proteina Extracto Cenizas Fibra Extracto Potasio pH
seca (%) (%) cruda etéreo (%) cruda libre de (%) (1:1)
Nx6.25 (%) nitrégeno
(%) (%)

AMs3 170 96.49 3.51 19.06 3.96 11.15b 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 451

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

VS9 170 97.28 2.71 17.37 2.14 1237 b 11.56 56.59 344c 4.51
255 97.96 2.04 19.69 3.50 17.03 a 11.19 48.67 3.63 bc 448

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 13.11b 17.26 48.53 3.98 bc 4.50
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CAPITULO IV

DISCUSION

Uno de los factores que afectan la respuesta de la planta a la inoculacién es la falta de una
colonizacion microbiana de las células de la raiz en el momento preciso requerido por la planta
(Bashan, 1998; Lugtenberg y Kamilova, 2009). Con base en lo anterior, se ha reportado que un
indculo con una concentracion de 1x10°® células de Azospirillum por ml™ medio de cultivo, es
necesario para que se lleve a cabo la colonizacién bacteriana en raices de diferentes especies
vegetales como maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), trigo (Triticum aestivum) y jitomate
(Solanum lycopersicum) (Esquivel-Cote, 2002; Terry et al., 2005; Abril et al., 2006; Garcia-
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 raices de jitomate (Solanum lycopersicum)
var. Juanita, a una concentracién menor (1x10° células, mI™ de medio de cultivo) de inéculo. A
este respecto se ha reportado que, algunas células de Azospirillum son capaces de formar
floculos para agregarse en las raices y de esta forma colonizar y establecer una asociacidn
eficiente con la planta hospedero hasta en condiciones ambientales desfavorables (Burdman et
al., 2000), caracteristica que probablemente se presente con la cepa VS9 de A. brasilense.

Se ha reportado que la principal fisiopatia en los jitomates cultivados en hidroponia es la
podredumbre apical negra del fruto, ocasionada por deficiencias de calcio en el sustrato
(Esquinas-Alcazar y Nuez, 1995), por lo que las féormulas empleadas para fertilizar el cultivo,
ademas de nitrégeno, contienen grandes cantidades de calcio. En este estudio, las fuentes de
nitrégeno que se aplicaron en la solucidn 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
adiciono 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 volatilizacion de amonio es una de las
principales causa de pérdida de la mayor cantidad de nitrégeno aplicado al suelo mediante la
fertilizacion (Pepper et al., 2006). Nuestros resultados sugiere que el sistema de cultivo
empleado en este experimento (semi hidropdnico) favorecié la acumulacion de nitratos, ya que
al comparar estos resultados con la concentracién de nitratos presentes en el suelo de un
cultivo en campo, simultdneo a nuestro experimento, fertilizado con 340 kg N ha*(100% de la
dosis al recomendada por Hazera Seeds, Inc. FL, EU), se observd que la concentracién 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
simultaneo, 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 fijacion de nitrégeno, ya que ésta se inhibe ante la presencia de nitréogeno
en el medio (Fassbender y Bornemisza, 1987; Dobbelaere et al., 2001).
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En este estudio, se observd que las plantas de jitomate inoculadas con las diferentes cepas de
Azospirillum favorecen la asignacién de biomasa a tallos a los 71 dds (etapa de trasplante),
debido probablemente a la produccidn de auxinas de las cepas de Azospirillum. Se ha reportado
qgue la produccién de fitohormonas, principalmente auxinas, es uno de los mecanismos mas
caracteristicos del género Azospirillum (Okon y Vanderleyden, 1987). Las auxinas son las
fitohormonas responsables de la elongacion de tallos y coledptilos (Marschner, 1995; Taiz y
Zeiger, 2002). Comparativamente, las plantas no inoculadas incrementaron significativamente la
asignacion de recursos a la raiz, lo cual puede deberse a una estrategia de la planta que, en
ausencia del simbionte, el cual le genera un gasto de carbono, asigna mas energia a la raiz para
la busqueda de recursos (Larcher, 2003).

Asi mismo, las cepas AMs3 de Azospirillum sp. y AZm5 de A. lipoferum favorecieron la
produccién de biomasa por unidad de area foliar en las plantas de jitomate, ya que presentaron
un incremento significativo en la tasa de asimilacion neta (NAR). Este aspecto es
ecolégicamente muy importante, ya que una mayor biomasa alcanzada en un tiempo corto, le
confiere a las plantas ventajas, como la captaciéon de mas 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 plantulas de jitomate en
etapa de trasplante son econdmicamente 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 asi el tiempo y el esfuerzo invertido en el manejo de la semilla, la siembra, la
preparacion de almdcigos, la instalacién de lugares que aseguren el control de temperatura y
humedad para la germinacién, y el control de plagas, tanto de insectos como de bacterias u
hongos fitopatogenos.

Uno de los sintomas mas evidentes que presentan las plantas cuando crecen en condiciones
limitantes de nitrégeno, 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™
(50% de la dosis completa recomendada), como con 255 Kg N ha™ (75% de la dosis completa
recomendada) no mostraron estos sintomas. Ademas, de acuerdo a los resultados del andlisis
de crecimiento, no hubo un efecto significativo de la fertilizacién 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 minima de nitrégeno
gue se puede aplicar al cultivo de jitomate var. Juanita para un dptimo crecimiento, y en este
caso especifico, bajo las condiciones de la mini empresa productora y comercializadora de
jitomate, JITOSAN SPR de RL, ya que el objetivo comercial de esta organizacién es la mayor
produccién con el minimo de insumos y que esta produccion tenga calidad de exportacion. A
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este respecto, observamos que las plantas que presentaron la mayor produccién 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™. Contrariamente, la mayor produccién de frutos con
pesos menores a 150 g se dio en las plantas fertilizadas con 255 Kg N ha™.

Es importante aclarar que en el primer corte de la cosecha (26 agosto) del primer racimo, la
mayor produccién de frutos se registré en las plantas inoculadas con la cepa AZm5 vy fertilizadas
con 255 Kg N ha™, y las plantas inoculadas con la cepa VS9 y fertilizadas con 170 Kg N ha™
(datos no publicados). En tanto que, en las plantas no inoculadas, fertilizadas con 170 Kg N ha™
y 255 Kg N ha™, la mayor produccién se obtuvo hasta el quinto corte (3 octubre). Lo anterior nos
permite sugerir una dosis de 170 Kg N ha y la inoculacién con las cepas de Azospirillum sp.,
para favorecer el crecimiento del cultivo y la produccién de frutos de jitomate variedad Juanita,
lo cual beneficiaria al agricultor porque comercializaria su producto mds tempranamente en el
mercado.

La fertilizacidn nitrogenada influyé en el crecimiento vegetal de las plantas de jitomate a los 122
dds, y afectdé la produccidn de frutos de mayor peso. A pesar de que la inoculacién bacteriana
no tuvo un efecto significativo en la produccion de frutos, si presentd 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 vy fertilizadas con 255 Kg de N ha™, 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 acumulacién es proporcional a la materia
seca (Chamarro, 1995). Ademas, el contenido de K" en el fruto es una caracteristica muy
importante ya que incrementa la acidez, firmeza, uniforma la maduracion y logra un mejor
sabor en el fruto (Ho y Adams, 1995). No obstante, que no se ha documentado que Azospirillum
favorezca la absorcién de K* en tejido vegetal o en fruto, via la absorcién de nitrégeno, si ha sido
documentado que las citocininas promueven la absorcién de K* (Taiz y Zeiger, 2002). A este
respecto se ha reportado que Azospirillum incrementa la longitud de la raiz y la formacién de
raices 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 mas importantes de las plantas.
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CONCLUSIONES

La inoculacion de plantulas de jitomate var. Juanita con Azospirillum durante el almacigo,
favorecen el crecimiento vegetal de las plantulas a los 71 dias 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
asimilacion neta (NAR) y la tasa relativa de crecimiento (RGR).

La fertilizacion de plantas de jitomate var. Juanita con las dosis de 170 Kg N ha™y 255 Kg N ha™
tienen el mismo efecto en el crecimiento vegetal a los 122 dias después de la siembra, en la
etapa del primer corte de frutos.

La fertilizacién de plantas de jitomate var. Juanita con la dosis de 170 Kg N ha™ incrementa la
produccién de frutos de 150-250 g, a los 122 dias después de la siembra, en la etapa del primer
corte. En tanto que la fertilizacién con la dosis de 255 Kg N ha incrementa la produccién de
frutos con un peso menor a 150 g.

La inoculacién de plantas de jitomate var. Juanita con la cepa la AMs3 de Azospirillum sp., y
fertilizadas con 170 Kg N ha™ incrementa la produccién de frutos, a los 122 dias después de la
siembra, en la etapa del primer corte.

La inoculacion de plantas de jitomate var. Juanita con la cepa la AZm5 de Azospirillum lipoferum,
y fertilizadas con 255 Kg N ha™ incrementa el contenido de K* de los frutos, a los 122 dias
después de la siembra, en la etapa del primer corte.
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CAPITULO V

Efecto de la interaccidon Azospirillum — hongos micorrizicos
arbusculares en la etapa vegetativa del crecimiento de plantas
de jitomate (Solanum lycopersicum) fertilizadas con dosis
reducidas de nitrégeno y fésforo

RESUMEN

En el presente trabajo se evalud el efecto en el crecimiento vegetativo de plantas de jitomate
(Solanum lycopersicum) co-inoculadas con Azospirillum y hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), y la reduccidn en la fertilizacidn quimica nitrogenada y fosfatada. Para ello se llevaron a
cabo dos experimentos en suelo donde se utilizaron dos variedades de jitomate: en el primero
se empled la variedad Juanita, la cepa bacteriana AZm5 de A. lipoferum y un inéculo micorrizico
silvestre en un suelo sin fertilizar; en el segundo se empled la variedad ACE VF55 y se evaluaron
dos cepas de Azospirillum (AZm5 y VS9 de A. brasilense) y el indculo micorrizico Zac 19 en un
suelo fertilizado con el 50% de nitrégeno y 0% de fésforo de la dosis recomendada. La co-
inoculacién con la cepa AZm5 de A. lipoferum y el inéculo micorrizico silvestre favorecieron la
tasa relativa de crecimiento (TRC) de plantas de jitomate (var. Juanita) a los 32 dias 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 micorrizica Zac 19, incrementaron la
longitud de tallo y contenido de N y P en tejido vegetal a los 52 dias de desarrollo, en un cultivo
en suelo fertilizado con el 50% de nitrégeno y 0% de fésforo de la dosis recomendada.

Palabras clave: Azospirillum, jitomate, micorriza
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INTRODUCCION

El uso desmedido y constante de fertilizantes quimicos para mejorar e incrementar el
rendimiento de los cultivos agricolas, han causado severos problemas ambientales, como la
contaminacién 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 agricola y
disminuir el efecto nocivo en el ambiente que provoca el uso de los fertilizantes quimicos. 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
micorrizicos arbusculares (HMA) vy las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)
(Azcon, 2000).

Los HMA vy algunas rizobacterias, pueden interactuar sinérgicamente para estimular el
crecimiento de una gran variedad de especies vegetales. Esta interacciéon juega un papel
fundamental en el desarrollo sostenible de los sistemas agricolas, ya que favorece la
disminuciéon del uso de agroquimicos 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, fdsforo y nitrégeno total en varios cultivos de interés agricola,
principalmente cereales, lo que ha motivado la sustitucién parcial e incluso total de fertilizantes
quimicos por la inoculacidn 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 aplicacion de dosis reducidas de fertilizantes
guimicos en otros cultivos de importancia econdmica, como el jitomate (Solanum lycopersicum).
Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del la co-
inoculacion 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
guimico nitrogenado y fosfatado.

MATERIALES Y METODOS

Los siguientes experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Ecofisiologia Vegetal del Instituto de Ecologia, UNAM y del Laboratorio de Microbiologia
Experimental de la Facultad de Quimica, UNAM.
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Experimento 1. Efecto de la co-inoculacidon con Azospirillum lipoferum (AZm5) y un indculo
micorrizico silvestre en plantas de jitomate en la etapa vegetativa del crecimiento.

Inéculo micorrizico

El indculo micorrizico se prepard con esporas y raices colonizadas de hongos micorrizicos
arbusculares silvestres presentes en un suelo rizosférico de plantas de pasto de jardin
(Xochimilco, México D. F.); para ello se llevé a cabo la cuantificacion de esporas presentes en
este suelo rizosférico y la determinacién del porcentaje de colonizacion micorrizica que
presentaban las raices de pasto. El indculo micorrizico consistio de 1 g de raices de pasto
colonizadas mas 10 g de suelo. Esta cantidad se mezcld con el sustrato de las unidades
experimentales al momento del trasplante.

Cuantificacién de esporas de hongos micorrizicos.

Para llevar a cabo la cuantificacion de esporas, primero se realizd su extraccion mediante la
técnica de gradientes de concentracion 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
agregd agua, y se agitd mecanica y vigorosamente por 5 min para romper los agregados. Las
muestras se filtraron a través de una serie de tamices (1410 pm, 590 um, 149 um y 38 um) y se
lavaron con abundante agua. Las fracciones retenidas en los dos ultimos tamices (149 um y 38
pum) se colocaron en tubos Nalgene (NALGENE® Labware, MIA, EU) de polipropileno para
centrifuga (50 ml), uno por cada fraccion, el volumen se aforé a 25 ml con agua de la llave. A
continuacion, a cada tubo, se le agregaron 15 ml de sacarosa al 60% y 10 ml de sacarosa al 20%,
posteriormente se mezcld bien con el suelo cuidando de no romper el gradiente formado entre
las dos concentraciones de sacarosa. Los tubos se colocaron en una centrifuga (IEC HN SII, GMI,
Inc., EU) y se centrifugaron por 10 min a 2000 rpm. El sobrenadante se filtré y se lavé a través
de un sistema de filtracidon a vacié con membrana Millipore de 45 um, donde se retuvieron las
esporas, las cuales se observaron y se cuantificaron en un microscopio estereoscépico (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 observacién de las esporas (Figura 5.1), éstas se extrajeron con una aguja de diseccién y
se colocaron sobre un portaobjetos, donde se montaron con alcohol polivinilico-glicerol
(Schenck y Pérez, 1990).
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Figura 5.1 Espora de hongo micorrizico arbuscular del inéculo silvestre empleado en el cultivo de jitomate
(Solanum lycopersicum, var Juanita), visto en un microscopio estereoscépico, con un aumento de 40x.

Porcentaje de colonizacidn micorrizica de raices de pasto

El porcentaje de colonizacién micorrizica de las raices se realizé mediante la tincién de Phillips-
Hayman (1970), la cual consistié de los siguientes pasos: a) clareo con KOH al 10 %, b) blanqueo
con H,0; al 3%, c) acidificacion con HCl al 10%, d) tincidn con azul de tripano al 0.5 % en
lactoglicerol, en cada uno de los anteriores pasos se llevé a cabo un calentamiento por 10 min, y
e) decoloracion con lactoglicerol, el cual se dejé actuar por 10 min. Posterior a la decoloracion,
las raices se montaron en un portaobjetos, 10 segmentos de 1 cm cada uno, y con la ayuda de
un microscopio 6ptico (Olympus América de México S.A. de C.V.) y un aumento de 40x, se
cuantificd la presencia o ausencia de hifas, vesiculas y arbusculos por cada segmento. Se
considerd una raiz colonizada por hongos micorrizicos cuando presentaba dos o mds de estas
estructuras. El porcentaje de colonizacion se calculé mediante la siguiente férmula:

(Numero de segmentos colonizados) x 100

% de colonizacion =
Numero de segmentos totales

Inéculo bacteriano

Se evalud la cepa AZm5 de A. lipoferum, de la coleccién del Laboratorio de Microbiologia
Experimental de la Facultad de Quimica (UNAM), aislada de cultivos de maiz (Zea mays) del
Valle del Mezquital (Hidalgo, México), la cual ha sido reportada como promotora del
crecimiento de jitomate (Esquivel-Cote, 2002).
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A partir del cultivo activo en medio de cultivo NFB semisdlido (NFB-ss) (Tarrand et al., 1978;
Dobereiner et al., 1976) se transfirié una asada a un matraz Erlenmeyer (250 ml) con 100 ml de
medio de cultivo NFB liquido (NFB-I), se incubd en agitacién a 150 rpm a 34+2°C por 48 h;
posteriormente con 1 ml de esta suspension se inoculd otro matraz con 100 ml del mismo
medio de cultivo y se incubd en agitaciéon a 150 rpm y a 34+2°C por 24 h. Finalmente la
poblacién bacteriana se ajustd6 a una densidad Optica (560 nm) de 0.010, en un
espectrofotémetro (Pharmacia Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, RU), para obtener una
poblacién de 1x10® células mlI™ de indculo.

Siembra, inoculacién y trasplante de plantas

Se empled semilla certificada de jitomate bola (Solanum lycopersicum), variedad Juanita (832,
Hazera Seeds, Inc., FL, EU). Las semillas se sembraron en charolas de germinaciéon con arena
silica como sustrato, la cual fue lavada, secada y esterilizada (121°C, 1.1 kg m™, por 1 h) en
autoclave. Las charolas se colocaron en camaras de crecimiento (Conviron E15, Winnipeg,
Canada con lamparas fluorescentes Sylvania F72T12/CW/VHO/LT), a 25+2°C, por 12 dias, con un
ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h, y un flujo foténico de 450 pumol m2s . Cinco dias después de
la siembra (dds), las plantulas fueron inoculadas con 200 ul del inéculo bacteriano (AZm5), en la
base de cada plantula; las plantulas control se humedecieron con el medio de cultivo estéril.

A los 12 dds, se eligieron plantulas de tamafio uniforme y se trasplantaron en bolsas negras
(unidades experimentales) que contenian 5 litros de sustrato, el cual fue preparado con una
mezcla de suelo estéril (autoclave a 121°C, 1.1 kg m™, por 2 h) y agrolita, en una relacién 1:2 v/v.
El indculo micorrizico (ver arriba) se mezcld en los primeros 5 cm del sustrato dentro de cada
una de las respectivas unidades experimentales, previo al trasplante para posteriormente
colocar una plantula por cada bolsa. Las bolsas con las plantulas se colocaron en las camaras de
crecimiento durante 20 dias mas, bajo las mismas condiciones. El cultivo fue regado con solo
agua, tres veces a la semana.

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™

Disefio experimental

El disefio del experimento fue factorial 2x2x7, considerando 2 tratamientos inoculados con
Azospirillum (AZm5): con indculo y sin indculo; con 2 niveles de inoculacidon con HMA para cada
tratamiento bacteriano: con indculo y sin indculo, 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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Analisis de crecimiento

Se realizaron dos cosechas, la primera cinco dias después del trasplante (t1 = 17 dds) y la
segunda veinte dias después (t2 = 32 dds). En cada cosecha, el vastago de la planta fue separado
en hojas, tallo y raiz, y fueron puestos a secar a 70+2°C en una estufa (Boekel Industries Inc.
Mod. 107801). Se determind la longitud del tallo, el peso fresco y seco de tallo y hojas, y la tasa
relativa de crecimiento (TRC): InW2-InW1/t2-t1; W2= biomasa (peso seco) en el tiempo t2 y
W1=biomasa en el tiempo t1, de acuerdo con Hunt (1990).

Determinacion del porcentaje de colonizacién micorrizica y cuantificacion endofitica de
Azospirillum, en raices de jitomate

El porcentaje de colonizacién micorrizica en las raices, se determind mediante la tincidn de
Phillips y Hayman (1970), de acuerdo a lo descrito previamente. La cuantificacidon endofitica de
Azospirillum, se llevd a cabo empleando el medio de cultivo NFB-ss, mediante la técnica del
Numero Mas Probable (NMP) (Oblinger y Koburger, 1975), con tres repeticiones. Ambas
determinaciones se realizaron al final del experimento.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza de 2 vias y 2 niveles por via, 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 minima significativa (LSD, least significant difference) de Fisher (p<0.05).

Experimento 2. Efecto de la co-inoculacion con cepas de Azospirillum y el inéculo micorrizico
Zac 19 en plantas de jitomate fertilizadas con una dosis media de nitrégeno y sin fertilizante
fosfatado, en la etapa vegetativa del crecimiento.

Inéculos microbianos
Se evaluaron las cepas bacterianas AZm5 de A. lipoferum y la cepa VS9 de A. brasilense, de la

coleccion del Laboratorio de Microbiologia Experimental de la Facultad de Quimica (UNAM),
reportadas como promotoras del crecimiento de jitomate (Urzta 2001; Esquivel-Cote, 2002).
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El indculo micorrizico utilizado fue el consorcio Zac 19: mezcla de Glomus claroideum, G.
diaphanumy G. albidum (Chamizo et al., 1998), proporcionada por el Dr. Ronald Ferrera-Cerrato
del Area de Microbiologia, del Postgrado de Edafologia del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, México.

Siembra, inoculacién y trasplante de plantas

Se empled 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
etilico (95%) por 10 min en agitacién 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 ocasién; y
finalmente con 10 ml de MgSQO,4 H,0 (0.3 M). Una vez desinfectadas, las semillas se sumergieron
en 10 ml de cada uno de los indculos 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 himedo;
estas se germinaron en una incubadora a 28+2°C por 5-7 dias.

Siete dias después de la siembra (dds), se eligieron plantulas de tamafio uniforme y se
trasplantaron en vasos de unicel (unidad experimental) que contenian 500 g de sustrato, el cual
fue preparado con una mezcla de suelo estéril (autoclave a 121°C, 1.1 kg m™, por 2 h) y agrolita
(1:2 v/v), donde se empled el mismo suelo del Experimento 1. Se trasplantd una plantula por
unidad experimental. Previamente al trasplante, el sustrato se humedecié con solucién nutritiva
estéril y de acuerdo al tratamiento, se mezclé con 10 g del inéculo micorrizico Zac 19 (esporas y
raicillas mezcladas en tezontle). Las unidades experimentales se incubaron por 45 dias, 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.

Fertilizacion y riego

El fertilizante se administré como solucién nutritiva, donde se administraron 170 kg N ha™y 0 kg
P ha?, 50% de N, y 0% de P de la dosis al 100%, de acuerdo a la formulacién recomendada por
Hazera Seeds, Inc. (FL, EU) (Cuadro 5.1) para el cultivo de jitomate bola. La solucién se aplicé
mediante el riego, el cual se realizd tres veces por semana, y un riego con solo agua, una vez
cada dos semanas para evitar la concentracién de sales.
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Cuadro 5.1 Solucion nutritiva recomendada por Hazera Seeds, Inc. (FL, EU), para el cultivo hidropdnico de jitomate
(Solanum lycopersicum), donde 170 kg N ha™ (dosis de N al 50%) y 340 kg N ha™ (dosis de N al 100%).

Nutriente® kg N ha™

170 340
KNO; 25 50
Ca(NO;),*4H,0 475 950
NH;4H,PO, 20 40
(NH,),S0, 25 50
H,PO, 0 100
K,SO,4 500 500
MgS0O,4e7H,0 800 800
Fe,SO, 15 15
MnSO, 3 3
Na,B,0,¢10H,0 5 5
CuSO, 0.5 0.5
ZnSO, 0.5 0.5

®Los nutrientes estan expresados en mg ™" de agua. El pH final fue de 6.0£0.2.

Disefio experimental

El disefio experimental fue factorial 3x2x7, considerando 3 tratamientos inoculados con
Azospirillum: un inéculo de Azospirillum lipoferum (AZm5), un inéculo de Azospirillum brasilense
(VS9) y uno sin inocular; con 2 niveles de inoculacion con el HMA Zac 19 para cada tratamiento
bacteriano: con inéculo y sin indculo, el tratamiento control no fue inoculado; con 7
repeticiones por tratamiento y por nivel, para un total de 35 unidades experimentales.

Analisis de crecimiento

Alos 22,37 y 52 dds se midid la longitud del tallo de cada planta. Se realizé una cosecha a los 52
dds, en la cual el vastago de la planta fue separado de la raiz. Se determiné el peso seco del
vastago, el peso fresco de la raiz, y el contenido de nitrégeno y fésforo en el vastago, los cuales
se cuantificaron por el método de Kjeldahl y el del Vanadato-Molibdato Amarillo (Alcantar-
Gonzalez y Sandoval-Villa, 1999), respectivamente. El porcentaje de colonizacidon micorrizica y la
cuantificacion endofitica de Azospirillum se determind de acuerdo con lo descrito previamente,
en el Experimento 1.
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CAPITULO V

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza de 2 vias (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 minima significativa (LSD, least
significant difference) de Fisher’s (p<. 0.05).

RESULTADOS

Experimento 1. Efecto de la co-inoculacidon con Azospirillum lipoferum (AZm5) y un indculo
micorrizico silvestre en plantas de jitomate en la etapa vegetativa del crecimiento.

Control de calidad del in6culo micorrizico

El suelo empleado como fuente de inéculo micorrizico presenté un promedio de 19081167
esporas por 50 g de suelo. El porcentaje de colonizacidn de las raices de pasto, que se
emplearon también como indculo micorrizico, fue de 74.66 %.

Analisis de crecimiento

A los 17 dds, observamos que las plantas co-inoculadas con la cepa AZm5 de A. lipoferum y un
inéculo 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), asi como el peso fresco total del vastago (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-inoculacién favorecid 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 vastago, respecto a las
plantulas inoculadas con sélo el inéculo bacteriano o micorrizico y las no inoculadas.
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Cuadro 5.2a Analisis de crecimiento en pldntulas de jitomate (Solanum lycopersicum) var. Juanita, a los 17 y 32 dias después de la siembra (dds), inoculadas con
la cepa AZm5 de A. lipoferum y un indculo micorrizico silvestre (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo no fertilizado). Las letras indican la diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control (sin ambos indculos), 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 limite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis () representan el error estandar de la media
de siete réplicas.

Tratamiento Tratamiento Longitud de tallo Peso fresco de tallo Peso fresco de hoja Peso fresco total
Bacteria Micorriza (cm) (8) (g) (8)

17 dds 32dds 17 dds 32dds 17 dds 32dds 17 dds 32dds
A. lipoferum HMA 5.44a* 7.78a* 0.1092a* 0.2414a* 0.0512a* 0.3593a* 0.2047a* 0.6007a*
AZm5 (0.1039) (0.3878) (0.0066) (0.0389) (0.0098) (0.0214) (0.0114) (0.0435)

Sin inocular 4.46b * 538b * 0.0367c  0.0986b  0.0306c* 0.0931c* 0.0673b* 0.1918b*
(0.1039)  (0.3878)  (0.0066)  (0.0389) (0.0098)  (0.0214) (0.0114) (0.0435)

Sin inocular HMA 46b 52b 0.0450 ¢ 0.0601 b 0.1092a* 0.1895b* 0.1542b* 0.2497b*
(0.1039) (0.3878) (0.0066) (0.0389) (0.0098) (0.0214) (0.0114) (0.0435)

Sin inocular 34c* 54b* 0.0653 b 0.1259 ab 0.0955 ab 0.0863 c 0.1326 ¢ 0.0212 b
(0.1039) (0.3878) (0.0066) (0.0389) (0.0098) (0.0214) (0.0114) (0.0435)

Valor de F 19.37 5.59 36.96 25.60
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Cuadro 5.2b Analisis de crecimiento en plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum) var. Juanita, a los 17 y 32 dias después de la siembra (dds), inoculadas con
la cepa AZm5 de A. lipoferum y un indculo micorrizico silvestre (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo no fertilizado). Las letras indican la diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control (sin ambos indculos), 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 limite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis () representan el error estandar de la media
de siete réplicas.

Tratamiento Tratamiento Peso seco tallo Peso seco hoja Peso seco total
Bacteria Micorriza (g) (g) (g)
17 dds 32dds 17 dds 32dds 17 dds 32dds
A. lipoferum  HMA 0.0172b * 0.0355 * 0.0185b * 0.0797 a * 0.0358 b * 0.1153a *
AZm5 (0.0032) (0.0024) ((0.0035) (0.0035) (0.0053) (0.0001)
Sin inocular 0.0029 ¢ * 0.0294 * 0.0277 ab 0.0355 b 0.0306 b * 0.0650 b *
(0.0032) (0.0024) (0.0035) (0.0035) (0.0053) (0.0001)
Sin inocular HMA 0.0350 a 0.0350 0.0195 b 0.0251 b 0.0545 a 0.0602 b
(0.0032) (0.0024) (0.0035) (0.0035) (0.0053) (0.0001)
Sin inocular 0.0219b * 0.0321 * 0.0313 a 0.0322 b 0.0533 a 0.0643 b
(0.0032) (0.0024) (0.0035) (0.0035) (0.0053) (0.0001)
Valor de F 15.94 17.43 19.84
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CAPITULO V

Las plantulas inoculadas con la cepa AZm5 de A. lipoferum, con el indculo silvestre de HMA y
con la combinacién 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 dias después de la siembra). No
obstante, el tratamiento co-inoculado (AZm5+HMA) incrementd la TRC respecto a el
tratamiento no inoculado o control (137.86%), el inoculado con el inéculo silvestre de HMA
(32.68%) y el tratamiento inoculado con la cepa AZm5 de A. lipoferum (13.68%) (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Efecto de la interaccion A. lipoferum (AZm5) - hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en la tasa relativa
de crecimiento (TRC) en la etapa vegetativa de plantulas jitomate (17 a 32 dias después de la siembra). Las barras
indican el error estandar de la media de siete réplicas.

Determinacion del porcentaje de colonizacién micorrizica y cuantificacion endofitica de
Azospirillum, en raices de jitomate

En las plantulas co-inoculadas con la cepa AZm5 de A. lipoferum y un inéculo silvestre de HMA
se registré una colonizacion micorrizica del 98% (Figura 5.3), mientras que las plantulas
inoculadas con sdlo el indculo micorrizico (HMA) registré un 84% de colonizacién micorrizica.
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Figura 5.3 Porcentaje de colonizacidn micorrizica con (HMA+AZm5) y sin inoculacién con la cepa AZm5 de A.
lipoferum (HMA-AZmS5). Las barras indican el error estandar de la media de cinco réplicas. Las letras indican la
diferencia estadisticamente significativa entre las muestras inoculadas y el control, de acuerdo al método de Fisher
(LSD, least significant difference) con un limite de confianza de 0.05.

Experimento 2. Efecto de la co-inoculacion con cepas de Azospirillum y el indculo micorrizico
Zac 19 en plantas de jitomate fertilizadas con una dosis media de nitrégeno y sin fertilizante
fosfatado, en la etapa vegetativa del crecimiento.

Analisis de crecimiento

Las plantas co-inoculadas con la cepa AZm5 de A. lipoferum y el consorcio micorrizico 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 indculos
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 dias después de la siembra (dds) en plantas de jitomate (Solanum
lycopersicum, var. ACE VF55). Las barras indican el error estandar de la media de siete réplicas. EL asterisco sencillo
indica el tratamiento que presentd diferencias estadisticamente significativas respecto a todos los tratamientos a
los 37 dds, y el asterisco doble indica el tratamiento que presenté diferencias estadisticamente 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
micorrizica Zac 19 incrementaron significativamente la longitud del tallo, independientemente
del inéculo bacteriano.

El contenido de nitrégeno y fésforo en el vastago 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 nitrégeno en vastago de plantas no inoculadas se debe a que en el andlisis la
muestra vird débilmente a un color no caracteristico y diferente del resto de las muestras, por
tanto se consideré como 0.00.
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CAPITULO V

Cuadro 5.3 Efecto en el crecimiento de plantulas de jitomate var. ACE VF55 (52 dds) inoculadas con cepa AZm5 de
A. lipoferum, la cepa VS9 de A. brasilense y el indculo micorrizico Zac19 (experimento llevado a cabo en un cultivo
en suelo, fertilizado con 170 kg N ha™ y 0 kg P ha™). Las letras indican la diferencia estadisticamente significativa
entre las muestras inoculadas y el control (sin ambos indculos), de acuerdo al método de Fisher (LSD, least
significant difference) con un limite de confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (+) representan el error estandar
de la media de siete réplicas para la longitud del tallo, peso seco de vdastago y peso fresco de la raiz; y de dos
réplicas para Ny P.

Tratamiento Tratamiento Longitudde Peso seco Peso frescode Nen P en vastago
Bacteria Micorriza tallo de vastago la raiz vastago (ppm)
Zac 19 (cm) (g) (g) (%)
A. lipoferum HMA 13.48 a 2.623 0.2266 2.455a 22.007 a
AZm5 (0.394) (0.0395) (0.0346) (0.0975) (0.1792)
Sin inocular 11.10 bc 2.533 0.185 1.428 ¢ 16.452 b
(0.415) (0.0416) (0.0346) (0.0975) (1.4336)
A. brasilense  HMA 12.20b 2.555 0.2500 2.005b 11.792 ¢
VS9 (0.394) (0.0394) (0.0346) (0.0975) (0.3583)
Sin inocular 1093 ¢ 2.550 0.2283 1.276 ¢ 13.047 bc
(0.471) (0.0472) (0.0346) (0.0975) (0.1792)
Sininocular HMA 12.17b 2.541 0.190 1.817 b 20.932 a
(0.394) (0.0395) (0.0346) (0.0975) (0.1792)
Sininocular  10.61c 2.525 0.2067 0.000 d* 13.584 bc
(0.415) (0.0416) (0.0346) (0.7167)

*Muestra que no reacciono de forma caracteristica al analisis quimico.

Determinacion del porcentaje de colonizacion micorrizica y cuantificacion endofitica de
Azospirillum, en raices de jitomate

En el Cuadro 5.4 se registraron los resultados obtenidos en la cuantificacion de la colonizacién
bacteriana y micorrizica en raices de jitomate bola var. ACE VF 55, a los 52 dds. La poblacién
bacteriana de la cepa AZm5 de A. lipoferum fue de 5x10° NMP células g raiz”, sin diferencia
estadistica con la poblacién de la cepa VS9 de A. brasilense que fue de 4 x10° NMP células g raiz’
! Respecto a la colonizacion micorrizica, se observé que las raices de jitomate, inoculadas con el
indculo Zac 19, fueron colonizadas en un 100% con hifas y arbusculos, y mas de 90% con
vesiculas, independientemente de la presencia del indculo bacteriano (AZm5 o VS9).
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Cuadro 5.4 Colonizacién microbiana de plantulas de jitomate var. ACE VF55 (52 dds) inoculadas con cepas de
Azospirillum y la cepa micorrizica Zac19 (experimento llevado a cabo en un cultivo en suelo, fertilizado con 170 kg N
ha™y 0 kg P ha™). Las letras indican la diferencia estadisticamente significativa entre las muestras inoculadas v el
control (sin ambos indculos), de acuerdo al método de Fisher (LSD, least significant difference) con un limite de
confianza de 0.05. Los datos en paréntesis (+) representan el error estandar de la media de seis replicas.

Tratamiento Tratamiento Colonizacion Colonizacién micorrizica
Bacteria Micorriza Zac bacteriana
19 (10° NMP Hifas Vesiculas Arbusculos
célulasgraiz’) (%) (%) (%)
A. lipoferum AZm5 HMA 5.60 a 100 a 96.66 a 100 a
(0.7815) (1.3944) (2.5159) (2.1082)
Sin inocular 5.16 a Ob Ob Oc
(0.8561) (1.3944) (2.5159) (2.1082)
A. brasilense VS9 HMA 4.88a 95b 90a 90 b
(0.7815) (1.3944) (2.5159) (2.1082)
Sin inocular 412 a Ob Ob Oc
(0.9571) (1.3944) (2.5159) (2.1082)
Sin inocular HMA Ob 100 a 95.95a 100 a
(0.7815) (1.3944) (2.5159) (2.1082)
Sin inocular Ob Ob Ob Oc
(0.7815) (1.3944) (2.5159) (2.1082)
DISCUSION

El desarrollo de la agricultura industrial, las labores de campo y el uso de agroquimicos han
modificado el ecosistema de los campos agricolas, los cuales son cada vez mas dependientes de
grandes cantidades de energia y de productos quimicos necesarios para mantener su
produccién (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 agricolas (Jeffries et al.,, 2003; Adesemoye et al., 2008). Al
respecto existen reportes para varias especies agricolas, como cereales, frutales y crasulaceas
cuando se inoculan con HMA (Gonzalez-Chavez et al., 1998; Meyer y Linderman 1986; Sawers et
al., 2007; Zambrano y Diaz, 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 inoculacién es la falta de una
colonizacion microbiana de la raiz en el momento preciso requerido por la raiz (Bashan, 1998;
Lugtenberg y Kamilova, 2009). A este respecto observamos que la cepa AZm5 de A. lipoferum
favorecio la colonizacion de raices de jitomate (var. Juanita) con el inéculo silvestre, lo que
podria evidenciar una complementariedad funcional; en tanto que no presentd ningun efecto
en la colonizacién con el indculo Zac 19 en raices de jitomate (var. ACE VF 55).
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Algunas bacterias del género Azospirillum han sido consideradas como microorganismos
estimuladores de la colonizacion micorrizica, 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 formacion y el desarrollo de la simbiosis micorrizica en una diversa gama de
plantas (Costacurta y Vanderleyden, 1995).

Los hongos micorrizicos arbusculares tienen un impacto favorable en las plantas al permitir un
mayor absorcién de nutrimentos y agua del suelo, ya que las hifas extrarradicales incrementan
la zona de captacion de agua y permiten una continuidad del liquido en la interfase del suelo y
la raiz (Guadarrama et al., 2004; Ferrera-Cerrato y Alarcon, 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 indculo micorrizico silvestre
incrementaron la absorcién de agua en hojas y la produccion 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 micorrizica Zac 19 incrementaron la cantidad de nitrégeno y fésforo en
tejido vegetal. El efecto de la co-inoculacion se manifestd desde los 17 dds y permanecio hasta
etapas posteriores del desarrollo. Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores,
gue indican que la co-inoculacidn 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-inoculacién 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 nitrégeno y fésforo en plantas de maiz inoculadas
con Azospirillum brasilense y Glomus mosseae. Asi mismo, la diferencia en el crecimiento
vegetativo observado en las plantulas 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 pldntulas para trasplante a nivel
de campo o invernadero, lo cual representa una ventaja econémica muy importante para el
agricultor.

Los resultados sugieren que la presencia de la cepa AZm5 de A. lipoferum y la de ambos indculos
(silvestre y Zac 19) beneficié el crecimiento de plantulas de jitomate durante la etapa
vegetativa, en un cultivo con suelo no fertilizado o fertilizado con dosis reducidas de nitrégeno.
Varios autores mencionan que algunos inoculantes, como las PGPR y las micorrizas, pueden
favorecer el uso eficiente de los fertilizantes quimicos aplicados y de los abonos (Guerra-Sierra
2008; Adesemoye y Kloepper, 2009; Adesemoye et al., 2009).
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Ademas, se ha reportado que una alta fertilizacion (N, P, K) del suelo y practicas constantes de
cultivos intensivos, disminuyen la colonizacién micorrizica, impidiendo la formacién simbiética e
incluso la extincion de especies micorrizicas arbusculares en el suelo (Gianinazzi 1994).

Los resultados obtenidos en estos estudios apoyan el uso de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal y una reduccion en las dosis de fertilizantes para el cultivo de especies
agricolas en suelos poco fértiles.

CONCLUSIONES

La colonizaciéon de plantulas de jitomate con un indculo micorrizico silvestre es favorecida en la
longitud de tallo por la presencia de la cepa AZm5 de Azospirillum lipoferum.

El indculo micorrizico silvestre incrementa el contenido de agua y la biomasa total en vastago en
la etapa vegetativa de plantulas de jitomate bola variedad Juanita.

Las plantulas inoculadas con la cepa micorrizica Zac 19 favorecen la absorcion de N y P por
plantulas de jitomate bola variedad ACE VF55 fertilizadas con el 50% de nitrégeno y el 0% de
fésforo de la dosis recomendada.

La interaccién Azospirillum lipoferum (AZm5) y hongos micorrizicos (silvestre y Zac19), muestra
un efecto sinérgico en el crecimiento vegetal de plantulas de jitomate en la etapa vegetativa del
cultivo.
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Discusion 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
micorrizicos arbusculares (HMA), los cuales utilizan diferentes mecanismos de accidon para
estimular dicho crecimiento (Davison, 1988; Kloepper et al., 1989; Smith y Read, 1997; Ferrera-
Cerrato y Alarcén, 2007).

Una de las rizobacterias mds importantes y mejor caracterizadas como PGPR es
Azospirillum. Su efecto promotor del crecimiento vegetal ha sido atribuido principalmente,
entre otros mecanismos, a la fijacion de nitrégeno y a la produccion de fitohormonas (Crozier et
al., 1988; Strzelczyk et al., 1994; Bashan y Holguin, 1997; Steenhoudt y Vanderleyden, 2000;
Dobbelaere et al., 2001; Martinez-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 diazdtrofas,
es decir a través del sistema enzimatico de la nitrogenasa, reducen el dinitrégeno 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
nitrégeno, 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 Produccion  Produccion  Produccion Produccion Produccion Actividad
nitrogenasa de auxinas de auxinas de de de dela
(acidoindol  (acidoindol  giberelinas citocininas citocininas  enzima ACC
acético) butirico) (acido (trans- (trans- desaminasa
giberélico) zeatina) zeatina
ribosida)
AZm5 + - - - + - +
A. lipoferum
Vs9 + + + + - - -

A. brasilense
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Asi mismo, Azospirillum se ha distinguido por la produccién 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 acido indol-3-acético (AlA) y
acido indol-3-butirico (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 AlA ni AlB.

El AIA es la auxina mas 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 raices 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 raiz 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 inddlicas parecidas al
AIA (Esquivel-Cote, 2002), las cuales podrian tener actividad bioldgica en las plantas, como el
acido indol piravico, el acido indol lactico, el indol acetamida, el indol acetaldheido, el indol
etanol y el indol metanol (Crozier et al., 1988). La produccion de sustancias inddlicas,
particularmente el AIA, juega un papel muy importante en el crecimiento de la raiz; no
obstante, es probable que otras fitohormonas, como las citocininas o la interaccion 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 produccién de citocininas, se conoce que en A. brasilense y en otras
PGPR’s como Azotobacter, Bacillus, Paenibacillus y Pseudomonas es una caracteristica comun
(Tien et al., 1979; Greene, 1980; Cacciari et al., 1989; Horemans et al., 1986; Nieto y
Frankenberger, 1990; Timmusk et al., 1999; Garcia de Salamone et al., 2001; Ortiz-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 produccion 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 (Holguin y
Glick, 2001; Ma et al., 2003, Belimov et al., 2005), en comparacidén con la cepa VS9 de A.
brasilense, que no presenta actividad de la enzima ACC desaminasa. Adicionalmente, en la cepa
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AZmS5 se identificé un fragmento de ADN de 639 pb (GU727865) que corresponde al gen acds, el
cual codifica para la enzima ACC desaminasa, y que presentd una homologia del 100% con la
secuencia de nucledtidos del gen acdS de la cepa 4B de A. lipoferum reportado por Blaha y
colaboradores (2006). Por otro lado, se observd la promocidn significativa de la elongacion de
raices de plantulas de jitomate, mediante el bioensayo gnotobidtico; resultados que evidencian
la actividad de la enzima ACC desaminasa. Lo anterior, sugiere que A. lipoferum podria
presentar una mayor capacidad de respuesta a cambios en el ambiente (por ejemplo, los que se
generan en el suelo debido a la contaminacion por aguas negras o metales pesados), donde el
gen acdsS jugaria un papel importante en la adaptacion y tolerancia a ambientes cambiantes de
las bacterias, es decir, A. lipoferum podria tener una mayor respuesta a variaciones en
condiciones ambientales.

Azospirillum puede participar en la regulacién hormonal de las plantas; al respecto
Bashan y colaboradores (1996), supusieron que la produccién de fitohormonas por parte de
Azospirillum podria intervenir en el balance hormonal de la planta e influenciar su desarrollo, sin
embargo proponian necesarios mas estudios al respecto. Los resultados de esta tesis sugieren,
por un lado, una diversidad metabdlica en el género Azospirillum mayor a la que se habia
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 raices de casi el 90% de todas las especies vegetales existentes en el planeta
(Smith y Read 1997), y que emplean como principales mecanismos de accidn la absorcion de
agua y fdsforo soluble del suelo para promover el crecimiento vegetal (Smith y Read, 1997;
Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2007, Javot et al., 2007). No obstante que autores como Linderman
(1992), Veeraswamy y colaboradores (1992) y Berg (2009), sefialan que la co-inoculacién de
plantas con Azospirillum y HMA incrementa significativamente el crecimiento vegetal de varios
cultivos de interés agricola, la informacion que existe acerca del efecto de esta co-inoculacién
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-inoculacion 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, nitrégeno y fdsforo, lo cual puede deberse a una

M. en C. Rosalba Esquivel-Cote m



CAPITULO VI

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 metabdlica (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
econdmicamente mads importantes que se producen en México (FAO, 2010; SIAP, 2010). No
obstante, para su cultivo intensivo, como en muchos otros, los agricultores requieren aplicar
agroquimicos (pesticidas y fertilizantes quimicos), en la mayoria de los casos, en dosis excesivas,
y donde desafortunadamente en México su uso no esta 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 paises del mundo, es el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos al
suelo para obtener el mayor rendimiento de los cultivos. Los fertilizantes quimicos son sales que
al ser aplicados excesiva y constantemente provocan la erosiéon y pérdida de nutrimentos del
suelo (Fassbender y Bornemisza, 1987; Pepper et al., 2006). Por ejemplo, en los fertilizantes
nitrogenados aplicados al suelo, el nitrégeno se pierde principalmente por volatilizacién del
amonio a la atmodsfera, y por lixiviacion de nitratos, los cuales al llegar a los acuiferos
subterraneos se reducen a nitritos, compuestos altamente téxicos responsables de la
contaminacién del agua. Por otro lado, el fésforo de los fertilizantes fosfatados, se fija a las
particulas tanto de suelos acidos como alcalinos, dejandolo 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 agricolas se centra en la necesidad de desarrollar tecnologias
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 agricola (Pretty, 2008). Algunas de estas
alternativas han sido la produccion de inoculantes microbianos, que promueven el crecimiento
y nutricidn 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 maiz en el estado de México se recomienda un kilo del biofertilizante por
cada 45 kg de semilla, mas la mitad de la dosis de fertilizante quimico que acostumbra el
productor, registré en Juchitepec un rendimiento promedio en maiz blanco de 2 100 kg ha™,
800 kg arriba de lo logrado sin inoculacién. En Otumba, en maiz azul inoculado, se lograron en
promedio 3 054.8 kg ha™ contra 1 599.8 kg ha’ en promedio con fertilizacién quimica
Unicamente (Larqué-Saavedra et al., 2010). Lo anterior proporciona un beneficio econémico
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adicional muy importante para el agricultor, ya que las plantas requeririan de menor cantidad
de fertilizantes para su nutricién, lo cual reduce los costos de produccion. Por ejemplo, para el
cultivo de maiz en Morelos, se requiere un costo de $6 000.00 y S8 000.00 para fertilizar el suelo
de una hectarea, dependiendo del tipo y la dosis del fertilizante; en tanto que, el costo del
biofertilizante para inocular las semillas necesarias para una hectdrea es de $250.00 con una
reduccion del 50% del fertilizante quimico, lo cual trae una reduccion de $2 750 a $3 750.00 por
hectdrea (Biofdbrica, Siglo XXI, 2011). Razén por la cual, se ha motivado la sustitucion parcial e
incluso total de fertilizantes quimicos, tanto nitrogenados como fosfatados, por la inoculacién
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 hibridos de diversas flores y vegetales en
diversos paises del mundo, incluido México. Ademas de las semillas, Hazera Seeds Inc.,
recomienda las condiciones de cultivo y fertilizacion 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 maximo rendimiento del cultivo de jitomate bola, una
fertilizacién de 340 kg N ha™, dosis similar a la que se emplea en el norte de la Republica
Mexicana y en Estados Unidos. No obstante, y de acuerdo a nuestros resultados, es factible la
reduccion de la dosis recomendada, ya que la inoculacién de plantas de jitomate con la cepa
AZm5de A. lipoferum favorece el crecimiento vegetal y la produccidon de las plantas al ser
fertilizadas con el 50% de la dosis de nitrégeno recomendada, es decir 170 kg N ha™.

El crecimiento vegetal se refiere al incremento en peso seco, volumen, longitud o area
de una planta, y se expresa en términos de produccién de biomasa y de su distribucién en los
diferentes 6rganos de la planta, de acuerdo a la adquisicion de recursos (agua, nutrimentos,
luz), donde la tasa relativa de crecimiento (RGR) y la tasa de asimilacion neta (NAR) son
variables que expresan esta condicidon (Lambers et al., 1998; Larcher, 2003). A este respecto, se
sabe que la inoculacion de Azospirillum promueve el crecimiento de varias especies vegetales
(Dobbelaere et al., 2001). No obstante, el efecto de la inoculacién en estas variables de
crecimiento vegetal ha sido reportado escasamente en algunas especies vegetales, lo cual es
muy importante evaluar porque nos podria sugerir que la inoculacion microbiana tiene un
efecto funcional en la planta, la cual depende de las condiciones ambientales donde ésta se
desarrolle.

M. en C. Rosalba Esquivel-Cote



CAPITULO VI

En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que cuando plantas
de jitomate de 42 dias de desarrollo en un cultivo hidropdnico, inoculadas con la cepa AZm5 y
fertilizadas con 170 kg N ha™ (50% de la dosis completa recomendada), la biomasa total, la RGR
y el contenido de nitrégeno 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
gue son inoculadas con PGPR’s con actividad de la enzima ACC desaminasa y fertilizadas con
una fuente orgdnica de nitrégeno, incrementan su contenido de nitrégeno 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 nitrégeno en el sustrato la
planta responde con una baja produccién de citocininas, reduciendo la traslocacion de éstas
hacia las hojas, lo que repercute en una baja tasa de expansion foliar (expresada en la variable
SLA) y por tanto, una disminucién en la capacidad fotosintética de la planta (expresada en la
variable NAR). La alta producciéon de citocininas por la cepa AZm5 de A. lipoferum puede
explicar el incremento en la expansion foliar o una relacién area foliar: peso forliar (SLA) alta, de
las plantas inoculadas con la cepa AZm5 cuando se encuentran desprovistas de una fuente de
nitrégeno. Asi mismo, los frutos de las plantas inoculadas con AZm5 vy fertilizadas con 255 Kg N
ha™ presentaron mayor contenido de K*, el cual favorece la acidez, firmeza y uniformizar la
maduracion y el sabor, segun lo reportado por Ho y Adams (1995). Al respecto, se ha reportado
que las citocininas promueven la absorcién de cationes como el K* (Taiz y Zeiger, 2002), lo que
supone que las citocininas producidas por la cepa AZm5 promovieron la absorcién de potasio
del suelo.
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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 nitrégeno. 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
observé que la cepa AZm5 incrementd la NAR y la RGR de plantulas de jitomate de 71 dias de
desarrollo que se encontraban en almacigo previo al trasplante, en un sistema de cultivo
intensivo semi hidropdnico para fines comerciales. La variable RGR coincide con los resultados
obtenidos en el cultivo de 42 dias, 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
inoculacién 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 parametros del crecimiento vegetal podrian 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 nitréogeno en plantas de canola y trigo fertilizadas con
dosis subodptimas de nitréogeno (Belimov et al., 2002; 2005).

De acuerdo con los resultados expuestos en este trabajo de tesis, se disefid 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 gue en un sustrato con bajas concentraciones de nitréogeno disponible, la biosintesis y
traslocacion de citocininas en tejido vegetal disminuyen, generando una reduccion en la
expansion 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 biosintesis de citocininas la compensa la produccién de la propia
cepa, por tanto la traslocacion no disminuye, lo que favorece la expansion foliar y el crecimiento
vegetal, asi mismo, las citocininas estimulan la absorcion de potasio, cation que se presenta en
la formacion del fruto. Sumado a lo anterior, la actividad de la enzima ACC desaminasa favorece
el incremento de nitrégeno en la planta, posiblemente a la producciéon de amonio que resulta
del desdoblamiento del compuesto ACC durante la biosintesis de etileno en plantas.
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Fruto

Promocidn de la
expansidn foliar

ACC
desaminasa

AZmS

Bajo suministro de
nitrégeno

Figura 6.2 Modelo hipotético propuesto para explica el mecanismos de accién que la cepa AZm5 de Azospirillum
lipoferum emplea para promover el crecimiento vegetal de jitomate. ACC=acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico, 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
reduccion del uso de fertilizantes para el cultivo de jitomate, desde el punto de vista de la
ciencia basica y aplicada (Figura 6.3) son:

a) La cepa AZm5 de A. lipoferum, es capaz de sintetizar la enzima que desamina el acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (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 produccién 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 inéculo Zac 19 o ambos, favorecen el crecimiento vegetal o la produccién del
cultivo del jitomate.
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Por tanto, el género Azospirillum presenta un abanico diverso de herramientas para promover
el crecimiento vegetal.

CIENCIA

APLICADA
_| Desarrollo sostenible |

del campo agricola

Microorganismos . | |
[ >
»  promotores del ] noculantes

crecimiento vegetal

—
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Cultivo y produccion
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accién
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Contaminacion de
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Figura 6.3 Aspectos con los cuales los resultados del trabajo de tesis contribuye a la ciencia basica 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 reduccién del
uso de fertilizantes quimicos, 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), Ortiz-Castro y colaboradores (2009), Rashedul y
colaboradores (2009), Artursson y colaboradores (2006), y Rosenblueth y Martinez-Romero
(2006)., ya que el uso excesivo de estos agroquimicos, se ha convertido en uno de los problemas
ambientales mds importantes a resolver, debido a la contaminacion del suelo y agua por
nitratos y nitritos.
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Anexo 1
CAPITULO IV

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

Cultivo de plantas de jitomate e invernadero

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

Preparacidon del almacigo y de unidades experimentales

L . / TS ~.w." H
Fungicidas: Terrazan 75 PH y Ridomil Preparacién del sustrato para el almacigo: mezcla de
Gold Bravo 76.5 PH, Agroo LC S.A de fungicidas mas turba canadiense (Lambert Peat Moss
C.V., OAX, MEX). Inc., Riviere-Ouelle, QC, CAN) y agrolita (Minerales

Expandidos, S.A. de C.V., MEX, MEX) (10:1).
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a) y b) Preparacion del almacigo: extendido y llenado de las charolas con sustrato.

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

Desarrollo caracteristico de Azospirillum en medio
de cultivo NFB semisélido (NFB-ss), incubado a
34+2°C por 48 h.
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Siembra, inoculacién y trasplante

Siembra de semillas en almdcigo. Una por Aspecto del almacigo después de la siembra de las
cavidad. semillas cubiertas el sustrato.

Aspecto del riego del almacigo después de Ia

Plantulas de jitomate a los 15 dias después de la
siembra.

siembra, listas para la inoculacion.

i3

A B
»

Detalle de la inoculacién de las plantulas de
jitomate.

Comparacién del aspecto de las plantulas de
jitomate inoculadas con la cepa AMs3
(Azospirillum sp.) y las plantulas no inoculadas, a
los 71 dias después de la siembra.
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. v

Comparacién del aspecto de las plantulas de Comparacién del aspecto de las plantulas de
jitomate inoculadas con la cepa AZm5 jitomate inoculadas con la cepa VS9 (Azospirillum
(Azospirillum lipoferum) y las plantulas no brasilense) y las plantulas no inoculadas, a los 71
inoculadas, a los 71 dias después de la siembra. dias después de la siembra.

Dra. Pilar Huante y el productor Fermin Jiménez en Aspecto de las plantulas al final del trasplante en
el trasplante de plantulas a unidades experimentales las unidades experimentales en el invernadero.

Variedad Juanita (832, Hazera Seeds, Inc., FL, USA):
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Fertilizacion y Riego

Aspecto de las mangueras de riego, sistema Detalle del riego del sustrato, de la manguera a las
mediante el cual se aplicé la solucidn nutritiva. unidades experimentales.

Anadlisis de Crecimiento Vegetal y Produccion

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

M. en C. Rosalba Esquivel-Cote




ANEXO 1 (CAPITULO IV)

&5 " o

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

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

Aspecto de los diferentes estados de Aspecto de frutos maduros de jitomate
maduracion de los frutos de jitomate en desarrollados en un mismo racimo floral,
un mismo racimo floral (verde, tuning, listos para su cosecha.

rojo).
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