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RESUMEN

Algunas zonas aridas y semiaridas en nuestro pais México, han sido
perturbadas por la actividad del hombre para obtener un bien econémico como la
utilizacién de carbdn, lefia y expander tierras para uso agricola, por esta razén
se esta utilizando la reforestacién con la planta de mezquite para areas danadas;
la importancia ecologica del mezquite juega un papel importante en el medio
ambiente como planta fijadora de nitrégeno, enriquece el suelo a su alrededor,
promueve el crecimiento de matorrales asociados a ella y por tanto previene la
erosion del suelo; asi mismo, actia como planta nodriza de numerosas especies
de aves y roedores. Para esta investigacién, se propone la utilizacion del
mezquite chileno (Prosopis chilensis), con la interaccibn de Bacterias
Promotoras de Crecimiento de Plantas (BPCP); este tipo de microorganismos
rizosféricos son benéficos ya que dichas bacterias entre algunas propiedades,
pueden fijar el nitrdgeno atmosférico y otérgalo a las plantas. También sintetizan
fitohormonas que aprovechan las plantas y pueden fungir como biocontrol hacia
patdbgenos que danan a las plantas. Adicionalmente, hacen que la planta
adquiera tolerancia al estrés, tales como sequia, alta salinidad, metales toxicos y
pesticidas. La utilizacibn de BPCP, pueden ser utilizadas para reducir la
fertilizacion quimica, ya que la fertilizacion quimica, incrementa la salinidad y
viene ha danar el suelo, subsuelo y mantos acuiferos. En base a lo anterior, se
llevaron a cabo los siguientes objetivos: a) Aislar, purificar e identificar bacterias
promotoras de crecimiento de plantas (BPCP), asociadas a rizosfera del

mezquite sonorense (Prosopis glandulosa), en el desierto de Altar, Sonora. b)



Cuantificar la actividad enzimatica de la nitrogenasa responsable de la fijacién de
nitrégeno. c) Evaluar el efecto promotor del crecimiento de plantas de mezquite
(Prosopis chilensis) utilizando los aislados bacterianos nativos de P. glandulosa,
en experimentos de inoculacion en semilla y desarrollo de plantas in vitro, y en
invernadero. Bajo condiciones de laboratorio se evalu6é el porcentaje de
germinacién, tasa de germinacion, altura de plantula, longitud radicular, peso
fresco de plantula, numero de células bacterianas adheridas al sistema radicular.
Bajo condiciones de invernadero, las variables evaluadas fueron porcentaje de
emergencia, tasa de emergencia, altura de plantula y longitud radicular, peso
fresco y seco de planta, peso fresco y seco de raiz, numero de células
bacterianas adheridas al sistema radicular y analisis bromatologicos.

Se obtuvieron 19 aislados bacterianos, de los cuales se seleccionaron
cuatro, que presentaron mejor capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, los
cuales fueron identificados por el 16S rRNA: Bacillus amyloliquefaciens, Kocuria
polaris, Planococcus antarticus y Rhodococcus fascians, siendo Bacillus
amyloliquefaciens el microorganismo que resultd ser eficiente en la Fijacion de
nitrégeno, solubilizacién de fosfatos y crecimiento a baja y alta temperatura y de
salinidad. Los resultados indican que, al evaluar Bacillus amyloliquefaciens en
condiciones in vitro, comparada con el control Azospirillum halopraeferens, el
porcentaje y tasa de germinacidon disminuyé conforme la salinidad se
incrementa. Sin embargo, estas variables fueron favorecidas positivamente por
la inoculacion de A. halopraeferens 'y B. amyloliquefaciens; la altura de plantula y

longitud radicular fueron incrementadas con la bacteria B. amyloliquefaciens, en



las salinidades (0, 0.25 y 0.5 M de NaCl). Cabe indicar que lo anterior fue
mostrado considerando inmersiones de semilla en agua hirviente (100 °C)
durante 4 y 6 minutos. Por otra parte, los resultados obtenidos en invernadero,
muestran que las variables evaluadas como porcentaje y tasa de emergencia,
altura de plantula, longitud radicular, peso fresco y seco de plantula y raiz, fueron
incrementados en un 50% con la inoculacibn de A. halopraeferens y B.
amyloliquefaciens, siempre y cuando el periodo de escarificacion se de entre los
4 y 6 minutos. Un similar comportamiento al de in vitro, fue observado en
invernadero que las variables son reducidas conforme se incrementa la
concentracion salina. Por lo anterior, el presente estudio muestra y confirma que
la asociaciéon de bacterias benéficas asociadas a la rizésfera de Prosopis
glandulosa, es un aporte a la investigacién sobre la deteccidon de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal con posible potencial agricola-forestal, y
donde es necesario conocer la influencia positiva sobre las plantas.

Palabras clave: fijacion de nitr6geno, Bacillus amyloliquefasciens, Prosopis

chilensis, Azospirillum halopraeferens, salinidad.



ABSTRACT

Some dry and semi-arid zones in our Mexico country, have been disturbed
by the activity of the man to obtain economic beneficial from the use of coal,
firewood and expander earth for agricultural use, for above the use the
reforestation with the plants like a mesquite for damaged areas. The ecological
importance of mesquite, plays an important role on the environment due its
plants help to nitrogen fixing, also it enriches the ground to his around, promotes
the growth of scrubs associated to her and therefore prevents the erosion with
the ground; also it acts to help numerous species of birds and rodents. For this
research, the use of mesquite chileno (Prosopis chilensis), with the interaction of
Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB), due this kind of microorganisms are
beneficial because they synthesize phytohormones that take advantage of the
plants and can act like biocontrol towards pathogens that they damage to the
plants. The use of PGPB is for reducing the chemical fertilization, due the
chemical fertilization increases the salinity and it comes has to damage soil,
subsoil and the water-bearing ground. On the basis of the previous thing the
following objectives were carried out: a) To isolate, to purify and to identify Plant
Growth Promoting Bacteria, associated to rhizosphere of mesquite sonorense
(Prosopis glandulosa). b) To quantify the enzymatic activity of nitrogenase
responsible for the nitrogen fixation. ¢) To evaluate the promotional effect of the
growth of plants of mesquite (Prosopis chilensis) by means of these bacteria in
experiments of inoculation in seed and development of plants in vitro, and in

greenhouse. Under laboratory conditions was evaluated: germination



percentage, germination rate, height of seedling, root length, fresh weight of
plant. Under conditions of greenhouse, the evaluated variables were: percentage
of emergency, emergency rate, height and length to radicle, fresh and dry weight
of plant, fresh and dry weight by root, number of bacterial cells adhered to the
root system and bromatologics analyses.

19 bacterial aisolates were obtained, which them were selected four that
displayed better to fix nitrogen and those four isolated were identified by 16S
rRNA: Bacillus amyloliquefaciens, Kocuria polaris, Planococcus antarticus and
Rhodococcus fascians. Bacillus amyloliquefaciens was the best microorganism
to fix nitrogen and phosphates solubilizate and growth under high temperature
and salinity. To another hand, the results when Bacillus amyloliquefaciens was
evaluated in vitro conditions, compared with the control Azospirillum
halopraeferens, the germination percentage and germination was diminished as
the salinity increases. Nevertheless, these variables were favored positively by
the inoculation of A. halopraeferens and B. amyloliquefaciens; the heights of
seedling and root length were increased by B. amyloliquefaciens, in the
salinidades (0, 0.25 and 0.5 M of NaCl). Fit in mention that the previous thing
was considering the inmersion of seed in boiling water (100 °C) during 4 and 6
minutes. On the other hand, the results obtained in greenhouse, showed that the
variables evaluated as percentage and rate of emergency, height of seedling,
root lengh, fresh and dry weight of seedling and root were increased in 50 % by
the inoculation of A. halopraeferens and B. amyloliquefaciens, at 4 and 6 minutes

of escarification. A similar behavior in vitro, was observed in greenhouse where



the variables were reduced as the saline concentration was increased. For
above, the present study shows and confirms that the bacteria associated with
the rhizosphere of Prosopis glandulosa, is a contribution to the research about
the detection of plant growth promoting bacteria with possible agricultural- forest
potential, and where it is necessary to know the positive influence on the plants.

Key words: nitrogen fixing, Bacillus amyloliquefaciens, Prosopis chilensis,

Azospirillum halopraeferens, salinity.



1. INTRODUCCION

En la actualidad se estan perturbando comunidades de plantas naturales
por la accion del hombre, hay que tener una comprension cada vez mayor de los
mecanismos que funcionan en ecosistemas naturales para poder manejar areas
danadas y como también restaurar y estabilizar el medio ambiente. El estado de
Sonora y la peninsula de Baja California, son uno de los estados éaridos de
México, con 80 mm precipitacion anual, ademas de carecer de recursos hidricos
superficiales. La reproduccion y reforestacion son actividades que dependen de
agua subterrdnea y de pozos. Desafortunadamente, la extraccién de agua,
supera al indice de mantos acuiferos, y el uso inadecuado de fertilizantes ha
causado aumentos en la salinidad, que durante las dos décadas pasadas se
convirtid6 en un problema grave en la reproduccion de arboles tradicionales en
estas regiones (Garcia, 1988; Mas et al., 2002).

El interés ecolégico del mezquite (Prosopis spp), radica en el medio
ambiente como planta fijadora de nitrégeno, enriquece el suelo a su alrededor,
promueve el crecimiento de matorrales asociados a ella y por tanto previene la
erosion del suelo; asi mismo actia como planta nodriza de numerosas especies
de aves y roedores (Rzedowski, 1983; Heiseke, 1984; Golubov et al., 2001). Un
género representativo de reproduccion en zonas aridas es Prosopis L.
(Fabaceae) que constituye un recurso muy importante en muchas regiones
aridas y semiaridas del mundo. Estos arboles son potencialmente importantes ya
que se pueden incorporar dentro de viveros para reproducirlos, restaurar y

estabilizar areas afectadas por la salinidad y las zonas perturbadas por el ser



humano. En otras partes, realmente hay un interés cada vez mayor sobre los
efectos de la remediacion sobre una gama de niveles de sal en los suelos. En el
estado de Baja California y Sonora, Prosopis spp., tiene una distribucion amplia
(L6pez-Franco et al., 2006).

Se ha identificado este arbol como recurso para establecerlo en
comunidades del desierto del Sonora. Se considera un arbol de aplicaciones
multiples por que sus ramas y hojas son muy apetecidas por el ganado y
herbivoros silvestres, ya que poseen un alto valor nutritivo utilizandose como
complemento en la dieta, contienen entre 13.5-18.3% de proteinas, 19.9% de
fibras y alrededor del 10% de cenizas. Los frutos presentan los siguientes
contenidos organicos: 57.4% de sacarosa, 30.8% de mucilagos, 7.6-10.2% de
proteinas, 26% de fibras, 3.4-4.5% de cenizas, 1.65- 2% de rutina y quercitina
(flavonoides) (Medina y Cardemil, 1993; FAO, 1998). La fermentacién de 100 kg
de vainas proporcionan 27.2 litros de alcohol absoluto. Las semillas contienen
alrededor de 32% de proteinas, 2.5% de aminodcidos libres (metionina y
cisteina) y cenizas de calcio, fosforo, potasio y sodio. En estudios realizados en
India muestran que la semilla puede ser utilizada como fuente alternativa de
proteinas de consumo humano, eliminando los factores antinutricionales
mediante tratamiento de calor o coccién (FAO, 1998).

También sus hojas se utilizan en la medicina tradicional para la
inflamacion de ojos, la disenteria y de algunas enfermedades de la boca y de la
garganta; la madera se utiliza para la fabricacibn de muebles, construcciones

rurales y elaboracién de carbdn y la corteza y el corazdn del tronco contienen de



6 a 7 % de taninos que se aprovecha para curtir pieles (Solis y Espericueta,
2005; Lopez-Franco et al., 2006). El mezquite es un estabilizador de las dunas
del desierto ya que posee un sistema de radicular que ayuda a conservar la
humedad en el suelo y subsuelo.

Por otra parte P. chilensis es una especie representativa en su género,
ya que puede ser utilizado para reforestar escuelas de educacién primaria y
jardines de nifios situados en las comunidades de areas con escasa humedad y
alta salinidad del estado de Sonora; asimismo también ser utilizado como arbol
de ornato. Debido a su incapacidad de producir espinas (inerme), provoca
seguridad en estas escuelas. Sin embargo, para la reproduccion de P. chilensis,
este es limitado por una carencia del nitrogeno disponible en suelo. Esta
condicion afecta su potencial de crecimiento y de reproduccion.
Tradicionalmente los viveros bajo riego en condiciones de campo en el desierto
de Sonora, para reproducir mezquite aplican fertilizantes quimicos para
compensar la deficiencia de nitrégeno. Sin embargo, el uso indiscriminado de
este tipo de fertilizantes, puede aumentar la salinidad y dafar seriamente la
estructura y composicion de la microflora del suelo. Estudios relacionados con la
interaccién planta microorganismo en Prosopis spp., se limitan a estudios
unicamente con micorrizas. Sin embargo con relacién a bacterias promotoras de
crecimiento de plantas autéctonas de ambientes aridos-salinos se reducen a

unos pocos.



10

La hipotesis planteada en el siguiente estudio fue: existen en el mezquite
(Prosopis glandulosa) bacterias promotoras de crecimiento y estas a su vez
promuevan el crecimiento en mezquite chileno (Prosopis chilensis).

Por lo anterior el objetivo general del presente estudio consistié en,
obtener poblaciones bacterianas con capacidad de promover el crecimiento de
plantas de la rizosfera de plantas del desierto de Altar, Sonora como lo es el
Mezquite (Prosopis glandulosa), y demostrar su participacion en el crecimiento
de plantas con fines de reforestacion como es el Mezquite inerme Prosopis
chilensis. Asimismo, obtener material vegetativo de Prosopis chilensis haciendo
uso de las BPCP para su reforestacion. Los objetivos particulares fueron: aislar,
purificar e identificar bacterias promotoras de crecimiento de plantas (BPCP),
asociadas a rizésfera del mezquite sonorense (Prosopis glandulosa). Cuantificar
la actividad enzimatica de la nitrogenasa responsable de la fijacion de nitrégeno.
Evaluar el efecto promotor del crecimiento de plantas de mezquite (Prosopis
chilensis) por medio de estas bacterias en experimentos de inoculacién en

semilla y desarrollo de plantas, en forma liquida, in vitro, y en invernadero.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1. El género Prosopis spp.: el mezquite

Los mezquites son nativos de las regiones subtropicales y tropicales, y
abundan de forma especial desde el suroeste de Estados Unidos y México,
hasta América Central y la parte de América del Sur, asi como en Norte y Centro
de Africa y el Oeste de Asia. En México la mayor cantidad de mezquite se
localiza en los Estados del centro y norte del pais, entre los que sobresalen
Tamaulipas, Nuevo Leodn, Coahuila, Sonora, Baja California, San Luis Potosi y
Michoacan (FAO, 1998).

A nivel mundial, el género Prosopis tiene 44 especies, de las cuales 42 se
encuentran en el Continente americano en dos grandes centros; el
norteamericano (México-Texano) y el sudamericano (Argentina-Paraguayo-
Chileno) (INE, 1994). Segun Rzedowski (1988), el complejo norteamericano
cuenta con 10 especies, todas ellas presentes en la Republica mexicana, las
cuales tienen la siguiente localizacién:

Prosopis palmeri: endémica de Baja California.

P. reptans var. cinerascens: hal6fita subarbustiva que crece en el norte de
Tamaulipas y se extiende hacia el sur de Texas, en Estados Unidos de América.
P. pubescens: norte de Chihuahua y Baja California.

P. articulata: endemismo de la regiéon del Mar de Cortés, crece en areas

pequenas de Sonora y Baja California Sur.
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P. tamaulipana: especie endémica de la parte seca de La Huasteca, crece en los
limites entre los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi y Veracruz, donde
coexisten con P. laevigata y quiza no sea sino una variante de esta ultima.

P. velutina: se desarrolla en el estado de Sonora, hacia los bordes de su area de
distribucién, muestra influencia genética de P. glandulosa.

P. juliflora: esta especie crece en ambientes costeros del litoral del Pacifico,
desde Sinaloa hasta Panama. Esta es de las especies menos xerdfilas de
Prosopis, pues prospera en sitios con lluvias de hasta 1,500 mm anuales.

P. laevigata: se localiza en el centro y sur de México, en ambientes muy diversos
que van desde los subhumedos hasta areas con precipitaciones de 300 mm
anuales o menos; se encuentran en los estados de Guerrero, Querétaro, Estado
de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Veracruz,
Nuevo Leb6n, Aguascalientes, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco vy
Zacatecas; donde su distribucion hace contacto con P. glandulosa se observa
una amplia franja de coexistencia con arboles de caracteres intermedios.

P. glandulosa: es el mezquite dominante del norte de México, presenta dos
variedades bien diferenciadas:

P. glandulosa var. glandulosa: se localiza en los estados de Coahuila,
Chihuahua, Sonora, Nuevo Leén y norte de Tamaulipas.

P. glandulosa var. torreyana: crece en Baja California, Baja California Sur,
Chihuahua, Sinaloa, Coahuila, Nuevo Ledbn, Zacatecas y norte de San Luis

Potosi.
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2.1.1. Usos y propiedades

El mezquite tuvo una crucial importancia para los primeros pobladores de
las regiones aridas y semiaridas, por los usos que cada pueblo le dio. Los
pueblos cazadores-recolectores, casi todos ellos nébmadas, utilizaron al mezquite
principalmente como alimento, combustible, sombra, para la elaboracién de
juguetes y utensilios y como planta medicinal. En los anos 1800-1900, se le
encontraron diferentes usos, tales como: alimentacién del ganado doméstico,
elaboracién de carbon, lefia, flora para la explotacién de abejas, extraccion de
gomas y material de vivienda. En la actualidad, el mezquite sigue presentando
los mismos usos, por lo que es considerado como un recurso natural de
importancia en las zonas aridas y semiaridas de nuestro pais (INE, 1994; Solis y
Espericueta, 2005).

La lefia en México es el principal combustible utilizado en el medio rural.
Se estima que el uso de madera para energia (lefia y carbdén vegetal) es de 38
millones de metros cubicos al ano. La lefia aporta el 80% de la energia usada en
los hogares rurales, 10% del total de la energia primaria usada en el pais y
menos del 3% del total de emisiones de carbono (INE, 1994).

Segun el Inventario Nacional Forestal levantado en el afio 2000, alrededor
del 70% de la superficie total de la entidad de Sonora esta cubierta por tres
formaciones vegetales naturales (matorral, selva y bosque) y el resto la ocupan
cultivos, pastizal, vegetacion hidréfila y otros tipos de coberturas. Sonora cuenta
con alrededor de 13 millones de hectareas de zonas forestales con condiciones

de vegetacion y suelo apropiados para la produccion de madera y otros
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productos no maderables. Alrededor de 1.7 millones de hectareas de terrenos de
aptitud forestal son utilizadas a otros usos o estan en proceso de degradacion
por incendios, plagas, erosion que requieren de algun tipo de restauraciéon y un
poco mas de un millon de hectareas declaradas como areas naturales
protegidas. Existen 1,279,417 hectareas desmontadas en el estado de Sonora.
Aunque la mayoria de los desmontes se han realizado con fines pecuarios, en
matorrales y pastizales, una gran proporcion de los desmontes se han realizado
en zonas boscosas, y en areas sin uso aparente, 135,408 hectareas, estas
ultimas probablemente para obtencién de lefia y extraccidon de especies para
artesanias (Velazquez et al., 2002).

2.1.2. Descripcion botanica del mezquite (Prosopis spp.)

Reino: Plantas (plantae).

Filum: Espermatofitas (Spermatophyta).
Clase: Dicotiledéneas (Leguimosae).
Familia: Mimosaceas (Mimosaceae).
Género: Prosopis.

Especie: spp. (diversas).

Nombre: Prosopis spp.

El mezquite es un arbol o arbusto espinoso, perenne, que llega a medir
hasta 10 m de altura, de acuerdo con la profundidad del suelo.
Raiz. Su raiz principal puede alcanzar hasta 50 m de profundidad, para llegar al
manto freatico de agua subterranea; sus raices laterales se extienden en un

radio hasta de 15 m.
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Tronco; ramas. Tronco lefioso, de corteza oscura 0 negra; ramas tlexuosas,
formando una copa esférica o deprimida. Las ramas tiernas son espinosas y con
frecuencia carecen de hojas.

Hojas. Son compuestas (con el limbo subdividido), bipinnadas, con 12 a 15
pares de foliolos oblongos o lineares de 5 a 10 mm de largo, pero caducas en
invierno. Los renuevos nacen desde marzo hasta mayo y permanecen hasta
diciembre.

Flores. Son muy pequefias, de color amarillo verdoso, agrupadas en
inflorescencias en racimos en forma de espiga: producen un aroma y néctar
agradable que atrae a los polinizadores. Son hermafroditas, de simetria radiada
(actinomorfas), con cinco sépalos, cinco pétalos y diez estambres; ovario supero,
unilocular, unicarpelar y de placentacion parietal; el estigma es céncavo. Florece
durante un corto periodo que se inicia en febrero-marzo y termina en abril-mayo.
Fruto. Los frutos son vainas o legumbres alargadas; rectas o arqueadas, de 10 a
30 cm de longitud, de color paja a rojizo violaceo. El mesocarpio contiene una
pulpa gruesa y esponjosa de sabor dulce; contiene de 12 a 20 semillas. La
fructificacion se extiende de mayo a agosto y se cosecha entre agosto y octubre.
Semilla. Es de forma oblonga o aplastada, dura; su color varia de café claro a
oscuro. La diseminacién de las semillas es zodfila y endozoica, es decir, su
dispersion se hace por medio del tracto digestivo de animales (Burkarlt, 1952;

INE, 1994).
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3. Prosopis chilensis: mezquite chileno

Una especie importante del género Prosopis es el chilensis denominado
como mezquite chileno. La especie chilensis es originaria de Chile, aunque su
distribucién se ha extendido hasta algunas regiones aridas y semiaridas del
Norte, Centro y Sudamérica; también se ha propagado por Africa y Asia (Cordo
et al.,, 1987). Es un arbol muy exigente en cuanto a radiacion luminica,
especialmente en intensidad, resiste altas temperaturas, pero es algo sensible a
las heladas. Se recomienda no plantarlo bajo el dosel de otros arboles debido a
su intolerancia a la sombra. Adaptado a condiciones de estrés hidrico, presenta
un fuerte desarrollo radicular en profundidad, que ya revela en la etapa juvenil.
Prosopis chilensis al igual que Prosopis alba'y Prosopis flexuosa, son especies
subtropicales que pueden tolerar temperaturas de -5°C, pero son severamente
danadas con temperaturas de -12°C. P. chilensis tiene una gran plasticidad en
su habito de crecimiento, encontrandose en sus poblaciones naturales,
individuos arbustivos, subarbéreos y arbéreos, y con gran variabilidad en la
presencia y magnitud de las espinas y en los frutos. Especie freatoéfita, se han
registrado raices entre 10-20 m de profundidad. Esta caracteristica le permite
ocupar areas con precipitaciones muy inferiores a los requerimientos normales
de la especie (FAO, 1998).

3.1. La germinacion

La germinacién es el conjunto de fenédmenos por los cuales el embridn,
que se encuentra en estado de vida latente dentro de la semilla, reanuda su

crecimiento y se desarrolla para formar una plantula. Para que se produzca



17

deben darse condiciones favorables de oxigenacion, temperatura, luz, humedad
y salinidad (Besnier, 1988).

Proceso de germinacién. Camacho (1994) indica que la absorciéon de
agua por la semilla, desencadena una secuencia de cambios metabdlicos, que
incluyen la respiracion, la sintesis proteica y la movilizacion de reservas; a su
vez la division y el alargamiento celular en el embrién provocan la ruptura de las
cubiertas seminales, que generalmente se produce por la emergencia de la
radicula. Squires (1994) senala que no obstante lo anterior, las semillas de
muchas especies son incapaces de germinar, incluso cuando se encuentran en
condiciones favorables. Esto es debido a que las semillas se encuentran en
estado de latencia. Por ello, mientras no se den las condiciones adecuadas para
la germinacion, la semilla se mantendra latente durante un tiempo variable,
dependiendo de la especie, hasta que llegado un momento, pierda su capacidad
de germinar. Cuando una semilla germina, la primera estructura que emerge, de
la mayoria de las especies, después de la rehidratacidén de los diferentes tejidos
es la radicula.

En el proceso de germinacion se pueden distinguir tres fases acorde a
Ungar (1987a) y Salisbury y Ross (1994): 1) Fase de hidratacion: la absorcién de
agua es el primer paso de la germinacion, sin el cual el proceso no puede darse.
Durante esta fase se produce una intensa absorcion de agua por parte de los
distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompafnado de un
aumento proporcional en la actividad respiratoria; 2) Fase de germinacion:

representa el verdadero proceso de la germinacién. En ella se producen las



18

transformaciones metabdlicas, necesarias para el correcto desarrollo de la
plantula. En esta fase la absorcion de agua se reduce considerablemente,
llegando incluso a detenerse y, 3) Fase de crecimiento: es la ultima fase de la
germinacién y se asocia con la emergencia de la radicula (cambio morfolégico
visible). Esta fase se caracteriza porque la absorcibn de agua vuelve a
aumentar, asi como la actividad respiratoria. La duracion de cada una de estas
fases depende de ciertas propiedades de las semillas, como su contenido en
compuestos hidratables y la permeabilidad de las cubiertas al agua y al oxigeno.
Estas fases también estdn afectadas por las condiciones del medio, como el
nivel de humedad, las caracteristicas y composicion del sustrato, la temperatura,
etc. Otro aspecto interesante es la relacion de estas fases con el metabolismo de
la semilla. La primera fase se produce tanto en semillas vivas y muertas y, por
tanto, es independiente de la actividad metabdlica de la semilla. Sin embargo, en
las semillas viables, su metabolismo se activa por la hidratacion. La segunda
fase constituye un periodo de metabolismo activo previo a la germinacion en las
semillas viables o de inicio en las semillas muertas. La tercera fase se produce
sélo en las semillas que germinan y obviamente se asocia a una fuerte actividad
metabodlica que comprende el inicio del crecimiento de la plantula y la
movilizacion de las reservas. Por tanto los factores externos que activan el
metabolismo, como la salinidad, tienen un efecto estimulante en la dltima fase.
En las dos primeras fases de la germinacion, los procesos son reversibles, pero
a partir de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisioldgica

irreversible. La semilla que haya superado la fase de germinacion tendra que
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pasar a la fase de crecimiento y originar una plantula, o por el contrario morir
(Salisbury y Ross, 1994).

Comportamiento de las distintas partes del embrion. La radicula y el
hipocotilo presentan en el momento de la germinacion, cambios estructurales
sumamente importantes. En el caso de la radicula, éste 6rgano es observado
una vez que emerge por el micrdpilo, dando origen a la raiz primaria. Su
duracién es efimera en las monocotiledéneas que generalmente desarrollan
raices adventicias, mientras en gimnospermas y dicotiledéneas origina la raiz
principal que dura toda la vida de la planta. Respecto al hipocaétilo, su
crecimiento es importante en la germinacién epigea, eleva los cotiledones por
encima del suelo. El epispermo se rasga y los cotiledones, expuestos a la luz, se
vuelven los primeros érganos fotosintetizadores (Philipupiya y Ungar, 1984).

3.2. Problemas de la germinacion en halodfitas

Bajo condiciones de salinidad uno de los principales problemas es
obtener un porcentaje de germinacion adecuado. Estas condiciones deben
considerarse, ya que si el porcentaje de germinacion es bajo, el cultivo puede
fracasar. En estudios de laboratorio, se ha considerado el brotamiento de la
radicula y coledptilo de la semilla como un criterio para evaluar la germinacion.
Con este criterio se ha considerado que la germinacién ha ocurrido después del
dia de la siembra. Estas mismas consideraciones se han dado en pruebas de
germinacién para medir la tolerancia a las sales. Esto puede conducir a
resultados erroneos ya que desde el punto de vista agronémico la germinacion

se considera realizada cuando las plantas afloran a la superficie del suelo, lo
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cual a veces no ocurre en suelos con sales en los cuales las semillas producen
raices y parte del coledptilo nunca aparece en la superficie del suelo. La
tolerancia de los cultivos a las sales durante la germinacion, depende de la
especie, de la concentracion y del tipo de sales.

Existen tres etapas en el proceso de germinacién en las cuales las sales
pueden tener influencia. Estas etapas son: etapa heterotrofica, etapa de
transicion y etapa autotréfica. a) etapa heterotréfica: ocurre desde la imbibicién
de la semilla hasta la iniciacién de la fotosintesis; durante esta etapa la plantula
se alimenta de las reservas del endospermo de la semilla; b) etapa de transicion:
se inicia el desarrollo de la plantula, la cual se alimenta de compuestos
organicos complejos obtenidos del remanente del endospermo y productos
fotosintetizados y, c) etapa autotréfica: ocurre después de que la planta ha
consumido completamente el endospermo y su alimentacion depende
completamente de los productos fotosintetizados por ella misma. Las etapas en
las que las semillas son més sensibles a la salinidad son la heterotrofica y la
autotréfica, ya que en la primera puede inhibirse la imbibicién de agua por las
sales. Si esto ocurre no hay germinacion. En la segunda, es cuando la planta
consumio todas las reservas del endospermo y tiene que obtener nutrientes del
suelo conjuntamente con sales, las que pueden ocasionar su muerte. Un caso
tipico es el arroz, el cual germina aceptablemente en suelos con altos contenidos
de sales (hasta 8 mmhos/cm); sin embargo, en las etapas subsecuentes hasta

cuando aparece la cuarta hoja, es muy sensible. El caso contrario lo presenta la
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remolacha, la cual es muy sensible en la etapa de germinacion, pero después de
germinar tolera contenido de sales hasta de 18 mmhos/cm (Aceves, 1979).
4. Microorganismos benéficos para el crecimiento y desarrollo de las
plantas

Se distinguen tres grandes grupos: a) microorganismos fijadores de
nitrégeno, b) hongos micorrizicos, c) bacterias promotoras de crecimiento de
plantas.

4.1. Microorganismos fijadores de nitrogeno

Entre los microorganismos involucrados en la Fijacion Biolégica de
Nitrégeno se encuentran: bacterias, algas verde-azules (cianobacterias), los
cuales pueden fijar el nitrégeno viviendo libremente o formando asociaciones
(Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2001). Debido a que la rizésfera constituye toda la
zona de influencia de la raiz, es decir, la raiz y su ambiente suelo con todos los
microorganismos que en ella se desarrollan. Los microorganismos que se
desarrollan en la rizésfera dependen de los compuestos quimicos que alli se
contienen por incorporacién de los constituyentes organicos de las plantas
(celulosa 15-60%, hemicelulosa 10-30%, 5-30%, azucares-aminoacidos y acidos
alifdticos 5-30%, grasas, aceites, resinas, pigmentos, proteinas, minerales 1-
13%).

La cantidad y tipos de poblaciones microbianas estan relacionados con el
exudado radicular y varia de acuerdo a los factores ambientales que influyen en

la exudacién. La fluctuacion poblacional depende del efecto de la rizésfera, lo
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cual constituye al incrementar la distancia a la raiz. En suelo fértil hay alrededor
de 10° microorganismos por gramo.

Los principales microorganismos que se sustentan en la rizésfera son:

Microflora: bacterias, actinomicetos, hongos y algas.

Micro y mesofauna: protozoarios, nematodos, insectos.

Bacterias: Son los microorganismos mas abundantes del suelo entre 106-9/g
abarcan 4-10% del area radicular.

Actinomicetos: son los segundos en abundancia y la mayoria corresponde a
tres géneros: Streptomyces y Micromospera de Streptomycetaceae y Nocardia
de Actinomycetaceae.

4.2. Asociaciones ecoldgicas que se establecen entre los

microorganismos del suelo:

Neutralismo. Dos microorganismos independientes. Es probable que
ocurra cuando las densidades de las poblaciones son bajas, el aporte de
nutrientes abundantes son satisfechos los requerimientos para el desarrollo de
las poblaciones, de modo que no interactien para los nutrientes, el espacio, etc.,
pero cuando el ambiente comienza a modificarse por la actividad biolégica o
cuando el aporte de nutrientes comienza a disminuir, las especies comienzan a
interactuar.

Competencia. Lucha por un factor limitante. En ambientes naturales,
suelo, agua, los sustratos energéticos y los nutrientes son por lo general
limitantes como para mantener altas poblaciones microbianas. Estas interactuan

compitiendo por los sustratos: se habla de competencia nutricional. Si
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excepcionalmente, el ambiente es rico de nutrientes, la competencia puede
ejercerse por el espacio, la luz, etc. Este tipo de interaccién ejerce un profundo
impacto en la sucesion de microorganismos, en la seleccion natural y en la
composicion de las comunidades microbianas. Podemos hablar de competencia
interespecifica o intraespecifica, segun se realice entre organismos de la misma
o diferente especie.

Protocooperacion. Asociacién en beneficio mutuo, no obligatoria. Estas
relaciones involucran beneficio mutuo para dos o mas especies y presentan
caricter bastante laxo, es decir que la existencia de cada integrante de la
asociacién en un ambiente no requiere una especie particular, sino que muchos
integrantes de la poblacién pueden brindarle los requisitos para su crecimiento.
Los organismos que interactian bajo ciertas condiciones ambientales, pueden
proliferar independientemente, en otras condiciones. Se les denomina también
mutualismo no obligatorio o simbiosis nutricional.

Comensalismo. Constituye una interaccibn muy comun en la naturaleza,
en donde los procesos de degradacion de moléculas complejas son realizados
por lo general por poblaciones mixtas (cadenas alimenticias), cada una de las
cuales ofrece a las otras un sustrato més simple. El organismo que recibe el
beneficio se denomina comensal y la relacion es con frecuencia, pero no
necesariamente, casual, ya que gran numero de especies puede colaborar,
existiendo poca especializacion entre los asociados. Un organismo puede

proveer habitat favorable para su desarrollo a otro, el comensal, quien no
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perjudica ni beneficia al organismo que lo alberga (endocomensalismo). Estas
relaciones derivan ocasionalmente hacia el parasitismo.

Simbiosis. Involucran relaciones bastante duraderas en las cuales dos o
mas especies viven en inmediata proximidad y obtienen beneficios mutuos de su
interaccién. En un habitat dado, la simbiosis resulta casi siempre de caracter
obligatorio, para que los simbiontes realicen sus funciones vitales. Algunos
bidlogos emplean el término mutualismo para referirse a estas asociaciones y
reconocen la simbiosis mutualisticas, en donde ambos integrantes se benefician,
y las simbiosis parasitas, en las cuales un integrante se beneficia pero el otro no
se afecta, o a veces sufre dafio mas o menos severo. Ejemplo.

Liquenes. Algas (Fijan CO2), hongos (proteccion y humedad).

Bacterias. Protozoarios (algunos ciliados).

No6dulos. Rhyzobium (bacteria que fija N2), leguminosa (metaboliza CO2).

Micorrizas. Hongos (aumenta la absorcién), Raiz (Sintesis).

Amensalismo. Supresién de una especie, por toxinas o sustancias

inhibidoras. Ejemplo: produccién de antibiéticos como (estreptomicina,

cloranfenicol, clorotetraciclina, cicloheximida).

Parasitismo. Es un organismo que se nutre a partir de células, tejidos o
fluidos de otro organismo. Usualmente mayor, llamado hospedante, el que
generalmente es injuriado en el proceso. El parasito es dependiente en alto
grado del hospedante, a expensas del cual se nutre y con el que se mantiene en
contacto fisico y metabdlico intimo durante considerable fraccién de su vida. Muy

pocos organismos estan libres de ataque de parasitos microbianos. Numerosos
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parasitos mantienen contacto prolongado y se alimentan por largo periodo de su
hospedante y pueden atacar un rango estrecho de organismos.

Predacion. En este antagonismo el periodo de contacto es generalmente
corto y la presa es muerta y digerida rapidamente. El predator vive, por lo
general, libre, es mayor en tamafo que su presa y presenta menor especificidad
en sus habitos alimenticios. Constituye una de las mas draméaticas interacciones
entre microorganismos en la naturaleza. Las bacterias son los organismos mas
expuestas al ataque de predadores, sobre todo protozoos, algas y hongos
(Lopez, 1992; Frioni, 1999; Atlas y Bartha, 2002).

4.3. Fijacion de nitrogeno

Este es uno de los procesos bioquimicos que ocurren en el suelo donde
los microorganismos juegan uno de los papeles mas cruciales: la transformacion
del nitrégeno atmosférico (N2). Ya que es la reduccién del nitrégeno atmosférico
a amonio y es realizada por un selecto grupo de bacterias, entre ellas podemos
encontrar a las del género Azospirillum halopraeferens y Klebsiella pneumoniae.
A pesar de que el nitrébgeno es un elemento esencial para los seres vivos, la
mayoria de estos, incluyendo a las plantas y a los animales, son incapaces de
asimilarlo directamente de la atmésfera, en la que se encuentra en un 80% de
los gases que la componen. La fijacién bioldgica de nitrbgeno constituye el
principal aporte natural de nitrégeno hacia la biosfera. La adquisicion vy fijacion
del nitrégeno es fundamental para el crecimiento y desarrollo vegetal, superada

en importancia sélo por la fotosintesis (Rodriguez, 1982).
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Existe dos grupos de microorganismos que estan implicados en este
proceso: 1) microorganismos no simbidticos, que viven libres e
independientemente en el suelo y 2) microorganismos simbiéticos como los que
viven en las raices de las plantas leguminosas.

La fijacidon simbidtica del nitrégeno esta realizada por la asociacion de
bacterias del género Rhizobium con leguminosas. Antes que estas bacterias
puedan fijar nitrdgeno, deben establecerse en las células de los tejidos de la raiz
de la planta hospedadora (Pelczar y Chan, 1981).

4.4. Importancia de los microorganismos fijadores de nitrogeno

Estudios previos de interaccion planta-microorganismo en plantas del
desierto como el cardén (Pachycerus pringlei), indican que existe una respuesta
de un 35-45% en cuanto a biomasa y longitud radicular de la planta en
comparacién con aquellas plantas que no son inoculadas con la bacteria
Azospirillum brasilense (Carrillo, 2002).

Existen microorganismos capaces de fijar nitrbgeno atmosférico en la
mayoria de los habitats: en el suelo, en el mar, en las masas de agua dulce e
incluso en las fuentes termales. También hay que decir que la incorporacién de
este elemento debido a organismos libres probablemente es muy importante en
ecosistemas naturales, donde su requerimiento no es tan elevado como en los
campos cultivados. La relacion parece resultar obvia, una mayor cantidad de
microorganismos fijadores en el medio se correspondera con una mayor fijacién
de nitrégeno. La distribucion de las bacterias fijadoras en los distintos habitats es

muy variable (Pérez y Torralba, 1997).
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Kloepper et al. (1992), reportan diversos microorganismos con efecto
benéfico en las plantas que pueden tener un potencial considerable como
agentes biocontroladores y biofertilizantes.

5. Bacterias promotoras de crecimiento de plantas (BPCP)

En afos recientes, se ha retomado el interés de estudiar bacterias
promotoras de crecimiento en la produccién de cultivos, ya que al aplicarse en
semillas, tubérculos o raiz, son capaces de colonizar las raices de las plantas y
estimular el crecimiento y rendimiento de cultivos (Kloepper et al., 1992). Se
conoce un gran numero de este tipo de microorganismos, las cuales son
bacterias de vida libre o asociativas que fijan Ny, pero sélo algunas destacan por
su potencial como biofertilizantes o promotoras de crecimiento ya que al ser
inoculados en las plantas pueden tener un potencial considerable como agentes
biocontroladores y biofertilizantes (Kapulnik et al., 1981; Khammas et al., 1989;
Bashan y Holguin, 1997). Entre los géneros mas conocidos son: Azotobacter,
Beijerinckia, Derxia, Azospirillumy Klebsiella.

Jiménez et al. (2001), indican cuatro caracteristicas que diferencian a las
rizobacterias de las promotoras de crecimientos entre las que destacan que no
requieren de la invasion interna de tejidos en plantas; que tienen una elevada
densidad poblacional en la rizésfera después de su inoculacién; que presentan
capacidad de colonizacién efectiva en la superficie de la raiz y que no producen
dafo en el hombre ni a otros microorganismos.

En cuanto al efecto positivo sobre el crecimiento por las plantas, las

BPCP pueden actuar de manera en que los metabolitos producidos de las BPCP
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pueden funcionar como determinantes antagdnicos, y cuando los metabolitos
son producidos por algunas cepas de las bacterias, éstos sean utilizados como
reguladores de crecimiento o precursores de estos por parte de la planta (Fallik
et al., 1988).

Para ser consideradas BPCP, estas bacterias deben poseer ciertas
propiedades que definen a este grupo. Competir con éxito con la microflora del
suelo. Por lo tanto deben sobrevivir adecuadamente sobre las semillas
inoculadas, multiplicarse en la regiéon que rodea a las semillas respondiendo a
los exudados de estas y pegarse a las raices. Deben colonizar efectivamente la
superficie de la raiz e influenciar el crecimiento de la planta. A pesar del
importante avance en la formulacion y desarrollo de los inoculantes, la respuesta
de los cultivos varia considerablemente. Estas dependen de una multitud de
factores entre los cuales destacan: el microorganismo, especie vegetal, tipo de
suelo densidad del inoculante, competitividad con otros microorganismos
autéctonos del suelo y las condiciones medio ambientales. En general, al poco
tiempo de introducir la bacteria en el suelo, la poblacién disminuye rapidamente
(Bashan y Levanony, 1987). Para que el microorganismo introducido sea
efectivo, debe establecerse en un elevado nimero en la rizésfera de la planta
inoculada y debera mantener los niveles de colonizacién durante la fase en la
que los microorganismos ejercen la accién para la cual fueron aplicados. Para
qgue el microorganismo llegue en el mejor estado al momento su aplicacién es
esencial un sustrato que mantenga las caracteristicas originales del inéculo el

mayor tiempo posible.
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Se ha avanzado mucho en la formulacion de inoculantes pero no se
puede hablar de un sustrato universal. Una caracteristica comun que todos
deben cumplir es ser capaces de liberar el nimero adecuado de células viables
en buenas condiciones fisiolégicas en el momento de la inoculacién (Fages,
1992; Smith, 1992).

5.1. Azospirillum spp.: un género bacteriano promotor del

crecimiento vegetal (Importancia, distribucion y aislamiento)

Azospirillum es la bacteria promotora de crecimiento mas estudiada, las
primeras inoculaciones con esta bacteria se dio en maiz en Europa y, en maiz y
trigo en Sudafrica (Dobbelaere et al., 2001).

Las bacterias del género Azospirillum poseen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico, lo cual proporciona a las plantas nitrégeno asimilable y
promueve la liberacién de hormonas, como acido indolacético y auxinas, lo que
da como resultado una estimulacién para la ramificacion de las raices y
desarrollo de pelos radiculares (33-40% adicionales). Ademas, se ha sugerido
qgue estan involucradas en una mejor absorcién de minerales y agua por parte de
la planta, lo que contribuye al crecimiento y aumento del rendimiento de las
plantas (Kapulnik et al., 1981; Khammas et al., 1989; Bashan y Holguin, 1997).

Actualmente son reconocidas seis especies en el género Azospirillum.
Las dos primeras en ser descritas fueron A. lipoferumy A. brasilense (Tarrand,
1978), siendo éstas las mas ampliamente estudiadas. Posteriormente fueron
descritas las especies A. amazonense (Magalhdes et al., 1983), A.

halopraeferens (Reinhold, et al., 1987), A. irakense (Khammas et al., 1989), y A.
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largomobile (Ben Dekhil et al., 1997), siendo el nombre de esta especie
corregido a A. largimobile (Sly y Stackebrandt, 1999). Pocos anos antes, ésta
especie fue considerada como un sinénimo de la especie A. lipoferum (Falk et
al., 1986). Recientemente, en honor de quien impulsara los estudios con este
género bacteriano y descubriera otros diazétrofos, se ha propuesto la especie
candidata A. doebereinera (Hartmann et al., 2000).

Azospirillum spp., fue aislada por primera vez por Beijerinck en 1925 en
Dinamarca, a partir de suelos arenosos pobres en N; inicialmente fue
denominada con el nombre de Spirillum lipoferum. Se ha detectado una amplia
distribucién en la rizésfera de varios pastos tropicales, silvestres y cultivados,
cereales y leguminosas, en suelos tropicales, subtropicales y templados de todo
el mundo. Estos microorganismos pueden encontrarse en la filosfera o en la
rizosfera, y se caracterizan por adherirse a la superficie de raiz y no formar
nédulos. También se les encuentra en las regiones frias y desérticas
(Beinjerinck, 1925; De Coninck et al., 1988; Ddbereiner et al., 1976; Haahtela et
al., 1981; Tyler et al., 1979). En las regiones templadas del sur de Brasil, los
Estados Unidos y Kenia la presencia de Azospirillum es menor al 10% en las
muestras analizadas (Ddbereiner et al., 1976).

Bacterias fijadoras de nitrbgeno de vida libre como el género de
Azospirillum han sido encontrados presentes en la rizésfera de muchas plantas
también han sido aislados de rizosfera de cactus la bacteria Azospirillum
lipoferum por ejemplo en la rizésfera de las especie Opuntia que se desarrollan

en la India (Rao and Venkateswarlu, 1982) y en México. Otras especies como
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Azospirillum brasilense podrian estar presentes en la rizésfera de Opuntia ficus-
indica, Stenocereus pruinosusy Stenocereus stellatus (Mascarua-Esparza et al.,
1988).

El género Azospirillum, aun cuando haya sido en la mayoria de los casos
identificado en las regiones tropicales, también se encuentra en las regiones
templadas del sur de Brasil, Estado Unidos y Kenia, la presencia de azospirillum
es menor a 10% en las muestras (Drozdowiez y Ferreira, 1987). El pH del suelo
desempefia un papel del género Azospirillum. Las especies de A. brasilense y A.
lipoferum se encuentra en mayor abundancia en suelos con valores de pH
cercanos a la neutralidad, aun cuando a pH bajo de 5 se les encuentra en forma
esporadica y no lograndose su aislamiento de suelos con pH menor a 4.5. Un
estudio en el que se evaluaron 23 tipos de suelos con caracteristicas diferentes
mostré que algunos factores abi6ticos, como porcentaje de arcilla, contenido de
materia organica, capacidad de retencion de agua y contenido de nitrégeno,
afectan de forma positiva la sobrevivencia de A. brasilense; en tanto que el
tamafno de las particulas de arena y, en especial, la alta concentracién de
carbono de calcio afectan de manera negativa a la sobrevivencia de esta
especie en ausencia de plantas. No obstante, la sobrevivencia de A. brasilense
en la rizésfera es idependiente de la aridez del suelo (Puente y Bashan, 1993).

Las bacterias del género Azospirillum poseen la capacidad de fijar N
atmosférico, lo cual proporciona a las plantas nitrégeno asimilable y de promover
la liberacién de hormonas, como &cido indolacético (AlIA) y auxinas, lo que da

como resultado una estimulacién para la ramificacién de las raices y desarrollo
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de pelos radiculares (33-40%) (Bashan et al.,, 2002), debido a que estan
involucradas en una mejor absorcion de minerales y agua por parte de la planta
lo que contribuye al crecimiento y aumento del rendimiento de las plantas
(Hartmann et al., 2000). El aislamiento de las bacterias del género Azospirillum
resulta en lo general muy simple, ya sea a partir de suelo rizosférico o de la
superficie de las raices de numerosas plantas hospederas. También se le aisla
del interior de las raices o tallos de algunas plantas. El medio de cultivo usado
por excelencia para el enriquecimiento de las especies de Azospirillum ha sido el
medio semigelificado "libre" de nitrdgeno y con malato como fuente de carbono
(Débereiner et al., 1976).

Las investigaciones realizadas en los ultimos 30 afios en diversos paises,
a través de experimentos hechos en campos agricolas, condiferentes plantas,
han incluido que las especies de este género son capaces de promover la
produccién agricola en diferentes suelos y condiciones de clima. La mayoria de
los estudios sobre la asociacion Azospirillum-planta se han llevado a cabo en
cereales, pastos, hortalizas y arboles (Bashan et al., 2004).

Los efectos méas sobresalientes de la inoculacion vegetal con Azospirillum
son los diversos cambios morfolégicos que sufre el sistema radicular. Estos
cambios se encuentran directamente relacionados con la concentraciéon del
indculo; cuando este es superior a los niveles éptimos tiene efectos inhibidores,
mientras que dosis bajas no causan efecto. Se ha observado que el nivel de
inoculacién éptimo en semillas y plantulas para muchos cereales, y en vegetales

y plantas de cultivo comerciales, es de alrededor de 10°-10° unidades
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formadoras de colonias (ufc/mL) (Bashan, 1986), mientras que para el maiz es
de 107 ufe/mL (Fallik et al., 1988). Una concentracién del inéculo de 108-10™
ufc/mL generalmente inhibe el desarrollo radicular, excepto para el tomate cuyo
nivel de inoculacién en condiciones in vitro es >10° ufc/mL. Estos datos no han
revelado cuantas células bacterianas por semilla o plantula se requieren para
obtener una respuesta vegetal positiva.

6. Rizosfera y filosfera

La riz6sfera es la region del suelo inmediata a la raiz; es una zona donde
la actividad microbiana suele ser de mayor intesidad. El rizoplano esta
constituido por la superficie de la raiz. El recuento de bacterias casi siempre es
superior en la rizésfera/rizoplano que en las regiones del suelo donde no hay
raices; a veces, puede ser muchas veces superior. Esto se debe al hecho de
que las raices excretan cantidades considerables de azucares, aminoacidos,
hormonas y vitaminas estimulando un crecimiento tan intenso de bacterias y
hongos que estos organismos a menudo forman microcolonias en la superficie
de las raices. Que favorece la presencia de bacterias nitrificantes, amonificantes
y desnitrificantes; la presencia de desechos como son capsulas, flamentos de
raices, células corticales y epidérmicas permiten el desarrollo de bacterias
degradadoras de almidén, celulosa, hemicelulosas, sustancias pécticas, etc. En
general, la abundancia de nutrimentos favorece la proliferacion de
microorganismos activos encargadas del reciclaje de la materia organica. La
filosfera es la superficie de la hoja de la planta y cuando la humedad es elevada,

como ocurre en los bosques humedos de las zonas templadas y tropicales, la
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microbiota de las hojas puede ser muy abundante, comprendiendo tanto hongos
como bacterias. Muchas bacterias que viven sobre las hojas fijan nitrégeno, y es
probable que este mecanismo ayude a estos organismos a desarrollarse con los
nutrientes que les proporcionan las hojas que son predominantes en

carbohidratos (Lopez, 1992; Madigan et al., 2006).
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7. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio Agricola “Dr. Félix
Ayala Chairez” de la Division de Ciencias Administrativas, Contables y
Agropecuarias de la Universidad de Sonora, Campus Santa Ana.

7.1. Muestreo de suelo y rizosfera de mezquite (Prosopis glandulosa)

Se colectaron muestras de 5 plantas de mezquite sonorense (Prosopis
glandulosa) en tres sitios de los siguientes crateres de volcan: El Elegante
(31°40" N 113°30' W), Cerro Colorado (31°30' N 113° 35" W) y EI MacDougal
(32°30'N 114°30'W), ubicados en la Reserva de la Biosfera el Pinacate y Gran
Desierto de Altar, que se ubica en el extremo noroeste del estado de Sonora,
México, entre los 113° 00 --114° 30 W y los 31° 30 --32° 30 N; de los arboles
identificados, se les extrajo una porcidn del sistema radical (50 g). Las muestras
fueron analizadas en el laboratorio agricola del Campus Santa Ana de la
Universidad de Sonora Unidad Regional Norte, en bolsas de polietileno dentro
de una hielera manteniéndose a 4 °C en refrigeracion hasta su procesamiento. Y
se transportaron al laboratorio agricola. Por su parte, las muestras de suelo
fueron conservadas en refrigeracién a 4 °C. Las muestras se colectaron el 28 de
febrero de 2007. La temperatura del suelo en los sitios de muestreo fue medida
usando un termémetro digital para pruebas de campo (Cole Plamer, type E,

model 8110-11, Chicago, IL, USA).
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7.2. Aislamiento de microorganismos asociados a la rizosfera de

Prosopis glandulosa

a) Sistema radicular

Las raices obtenidas de los arboles de mezquite, se cortaron en
segmentos de 0.5 - 1 cm de longitud. Cinco gramos de raices frescas de
Prosopis glandulosa se colocaron en 50 mL de agua destilada junto con 20
perlas de vidrio en un matraz Erlenmeyer (un matraz de 250 mL*especie), y
fueron agitadas constantemente a 200 rpm durante 15 min a 30 + 1 °C
(Incubadora con agitacion rotatoria serie 25, New Brinswick, Edison, N.J.).
Posteriormente, se prepararon medios de cultivos Rennie y OAB preparadas en
placas conteniendo 0, 0.25 (14.60 g/L), 0.50 (29.20 g/L) y 0.75 (43.60 g/L) M de
NaCl; las placas se incubaron a 30 + 1 °C durante 48 hrs. Esta prueba se
efectudé por triplicado. Los morfotipos coloniales se seleccionaron por sus
caracteristicas de: forma, color, borde, apariencia, consistencia y por su
morfologia celular; tincibn Gram, movimiento y pruebas bioquimicas. Todas
ellas, fueron purificadas en los mismos medios de manera convencional, y
utilizando glicerol al 10% (v/v) como crioprotector (Malik, 1988). Dado que el
medio de crecimiento no contuvo nitrégeno, todos los morfotipos obtenidos
presuntamente fueron fijadores de nitrégeno. Los morfotipos puros fueron
inoculados en viales conteniendo medio semisélido Rennie libre de nitrégeno e

incubados de la misma forma inicial.
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b) Suelo adherido

Para suelo adherido, se tomaron 4 g de suelo adherido a raices y se
diluyeron en agua destilada estéril en una proporcién de 1:100; posteriormente,
la solucién resultante fue diluida en serie en una proporcién 1:10 y de la quinta
dilucion se tomo6 0.1 mL para sembrar en medios so6lidos de OAB y Rennie
conteniendo 0, 0.25 (14.60 g/L), 0.50 (29.20 g/L) y 0.75 (43.60 g/L) M de NaCl.
Esta prueba se efectud por triplicado. Las placas fueron incubadas durante 48
horasa 30 +1 °C.

Posteriormente, los aislados bacterianos fueron purificados utilizando el
medio de cultivo Rennie, por la técnica de estriado.

7.3. Muestreo para analisis fisico-quimico de suelo fuera y dentro del

dosel de mezquite

En cada uno de los sitos donde se recolecto raiz y suelo: fuera del area
de la planta se realizé un muestreo de suelo, para ser comparados con el suelo
que se encuentra en la rizésfera de mezquite y ver el contenido de micro y
macro nutrientes en el suelo de la planta de mezquite. Se recolectaron un total
de 10 muestras de suelo para dichos andlisis, se llevaron a cabo muestreos de
suelo a 0-30 cm de profundidad, con la ayuda de una pala y pico; las muestras
fueron depositadas en bolsas de polietilieno de aproximadamente un kilogramo
por muestra y fueron transportadas al laboratorio agricola de la Universidad de
Sonora - Campus Santa Ana. A dichas muestras se les realiz6 los siguientes
analisis: Nitratos (método Kjeldahl), fésforo por (método Bray-p1), potasio

(método flamométrico), para cationes calcio, magnesio sodio y potasio (titulacion
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con EDTA (Aguilar et al., 1987). Conductividad eléctrica (medidor de
conductividad), pH (método electrométrico), C.l.C. (saturacion con amonio), %
de Saturacién (Universidad Autbnoma de Chiapas, 2001).

7.4. Determinacion de la capacidad de fijacion de nitrogeno por las

bacterias aisladas

Para identificar cepas fijadoras de N se realizaron pruebas de reduccién
de acetileno. Esta prueba se fundamenta en la capacidad de la enzima
nitrogenasa de reducir el acetileno a etileno el cual se cuantificé por
cromatografia de gases. La actividad de la enzima mencionada demuestra la
actividad de fijacion de nitrogeno atmosférico por parte de las bacterias. Para
llevar a cabo esta determinacion se obtuvieron raices de mezquite regional y las
raices se enjuagaron completamente con agua de la llave y Tween 20 al 2%
(Sigma) inmediatamente fueron tratadas con el detergente por 10 minutos para
remover cualquier tipo de polvo, después eliminar el detergente por enjuagues
abundantes con agua destilada estéril, se cortaron las raices con un bisturi
estéril en piezas pequenas (0.5 cm). Cinco piezas fueron colocadas en viales de
cultivo tapados con torunda de algodén y gasa conteniendo 20 mL de medio
semisolido Rennie (3.5 gr/L agar bacterioldgico) libre de nitrégeno (Rennie,
1981), y se incubaron durante 6 dias a 30 £ 1 °C sin movimiento. La pelicula
bacteriana que se formo en el medio de crecimiento fue separada y se realizaron
diluciones seriadas en solucion amortiguadora de fosfatos de Sorensen (PBS)
pH=7. Placas petri conteniendo medio Rennie (2% agar) fueron inoculadas e

incubadas por 48 hrs a 30 + 1 °C. Posteriormente, de cada botella se extrajo 1
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mL de aire con una jeringa y se inyecto la misma cantidad de acetileno, para ser
incubadas durante 48 h a la misma temperatura. La prueba se realiz6 por
quintuplicado comparandose conjuntamente con una cepa de AZzospirillum
halopraeferens Au4’™ DSM 3675 (Reinhold et al., 1987). En el cromatégrafo se
inyectaron 50 uL de acetileno y 50 uL de etileno y el tiempo de residencia de
cada valor maximo (pico) se utilizaron como estandar. El analisis de etileno se
realiz6 mediante cromatografia de gases utilizando el cromatégrafo Varian 6000
(Varian Instrument Group, Georgia, Atlanta, U.S.A), equipado con detector de
ionizacién de flama de hidrégeno (FID). Las condiciones operativas constaron de
una columna de acero inoxidable empacada con Porapak N, 80/100, 50x0.2 cm;
la temperatura de la columna fue de 60 °C, la temperatura del detector 200 °C, la
temperatura del inyector fue de 50 °C, la tasa de flujo del hidrogeno y nitrogeno
fue de 25 mL'min-1 y la tasa de flujo de aire fue de 300 mL'min-1 (Hardy et al.,
1968; Holguin et al., (1992). Todos los morfotipos cultivables y que resultaron
con alta fijacién de nitrégeno (alta actividad de reduccidén de acetileno) fueron
conservados en glicerol al 15% en viales criogénicos a temperatura de —40 °C.
Varias de las cepas cultivables y que resultaron con alta fijacién de nitrégeno
(alta actividad de reduccion de acetileno).

7.5. Caracterizacion por 16S rRNA de los potenciales aislados

bacterianos

De los aislados bacterianos que mostraron altos niveles de fijacion de
nitrogeno y aquellos de mayor frecuencia en base a color, se seleccionaron

cuatro por su capacidad fijadora de nitrégeno, para desarrollar las subsecuentes
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evaluaciones, los cuales se enviaron para su identificacion a Accugenix (Newark,
De,USA) a nivel molecular por secuenciacién del 16S rRNA.

7.6. Cinética bacteriana de aislados bacterianos potenciales bajo

condiciones de salinidad y temperatura

Los cuatro aislados potenciales, fueron crecidos en vasos Erlen Meyer
con medio liquido libre de fuente de nitrbgeno “Rennie”, bajo diferentes
concentraciones de salinidad (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl) y expuestos los
medios a dos diferentes temperaturas: 30 y 50 °C, durante 20 hrs.
Posteriormente, se procedié a concer la cinética bacteriana empleando un
espectrofotometro (espectro maestro FISHER SCIENTIFIC 415) de acuerdo a
Carrillo et al. (1998) y de manera triplicada.

7.7. Pruebas de degradacion mineral y solubilizacion de fosfatos

inorganicos por bacterias de rizoplano

La degradacién mineral se evaluo cualitativamente por observacion visible
y medicion del halo de solubilizacién; para ello cada una de las cuatro cepas
aisladas fueron inoculadas en placas conteniendo medio SRSM (Sundara Rao y
Siha, 1963) medio modificado por Vazquez et al. (2000): la siembra se realiz6 en
placa por extensidén en superficie e incubadas a 30 y 50 °C. La observacion del
crecimiento bacteriano y la medicién del halo a producirse (evidenciado por la
clarificacion del medio ocasionada por la solubilizacién de mineral) se realiz6 a
las 24 hrs. La capacidad de las bacterias aisladas para disolver fosfatos también

fue cuantificada siguiendo la metodologia reportada por Vazquez et al., (2000).
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7.8. Produccion de acidos organicos por Bacillus amyloliquefaciens

aislada de rizosfera de mezquite (Prosopis glandulosa)

Para la determinacion de produccién de acidos organicos volatiles y no
volatiles se siguid la metodologia reportada en el péarrafo anterior, pero con un
tiempo de incubacién de 14 dias y esta prueba se realiz6 Unicamente a la
bacteria B. amyloliquefaciens. El andlisis de los &acidos producidos fue
determinado por cromatografia de gases (Varian 6000 GC, Varian Instrument
Group, Sunnyvale, CA, USA) siguiendo la metodologia citada por Vazquez et al.
(2000). La determinacion se desarrollé por Accugenix (Newark, De., USA)

8. Estudio in vitro

8.1. Colecta de la semilla de Prosopis glandulosa

Durante el verano (junio-julio) de 2006 se colectaron vainas maduras de
un arbol de mezquite chileno (Prosopis chilensis), ubicado en la Escuela
Secundaria-Colegio América en la ciudad de Santa Ana, Sonora (paralelo 30°33'
latitud norte y 111°07' longitud oeste del meridiano Greenwich, 548 m de altura
sobre el nivel del mar). Posteriormente las vainas se depositaron en un
recipiente térmico o hielera a 4 °C, para evitar que las semillas se infectaran por
enfermedades y/o fueran consumidas por insectos. Se obtuvo la semilla
cortando con tijeras la cuticula de la vaina y se procedié a extraerla de su lugar y
limpiarla de impurezas, separando la semilla de los restos de las vainas. Las
semillas se homogenizaron en base a tamano y apariencia. Con el propésito de
determinar la viabilidad de las semillas, se lavaron en agua potable siguiendo el

criterio de flotabilidad, desechando aquellas que flotaron. Posteriormente se
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desecho el agua y se adiciono un desinfectante denominado Tween 20, al 2% y
se mantuvo asi durante 10 minutos en agitacién constante a una velocidad de
150 revoluciones por minuto (rpm) utilizando una agitadora marca EBERBACH.

Después se desecho el desinfectante Tween 20 con agua destilada estéril
para eliminar los excesos del mismo. Enseguida se adiciono hipoclorito de sodio
(NaClOs3) al 3% y se mantuvo asi durante cinco minutos en agitacion constante a
una velocidad de 150 revoluciones por minuto en la misma agitadora. Por ultimo
se decanto el hipoclorito de sodio y se lavaron las semillas cinco veces con agua
destilada estéril para eliminar los excedentes del hipoclorito (Carrillo et al., 1998).

8.2. Pruebas de germinacion

Se preparé el cultivo de la bacteria, que presenté una fase de crecimiento
exponencial (15 h); se realizd un ajuste en los cultivos bacterianos empleando un
espectrofotometro (espectro maestro FISHER SCIENTIFIC 415). La forma en
que lo anterior se realizé fue acorde a Carrillo et al. (1998). Posteriormente se
depositaron 5 semillas en cada una de las cajas Petri, agregando 20 mL de la
solucién salina correspondiente (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl). Los tratamientos
se colocaron en una camara de germinacion en condiciones de luz blanca-
continua, 27 °C = 0.5 °C y a 35% * 1% de humedad relativa. Se aplicaron
volumenes apropiados de 20 mL de agua destilada estéril, asi como también de
la solucién salina, a los tratamientos correspondientes (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de
NaCl) cada 4 dias a cada una de las cajas Petri. Un total de 1500 semillas de
mezquite chileno fueron tratadas por escarificacion en agua hirviendo expuestas

a los siguientes tiempos (0, 2, 4, 6 y 8 minutos) donde se utilizaron 300 semillas



43

para cada uno de los tratamientos de tiempo de la escarificacion; se utilizé la
bacteria Azospirillum halopraeferens Au4" DSM 3675" y la bacteria identificada
de raiz y suelo de mezquite (Prosopis glandulosa) y un control sin inocular se
usaron un total de 300 cajas petri, utilizando cinco cajas por repeticion en los
tratamientos de salinidad. El estudio de germinacion se desarrollé durante siete
dias.

El porcentaje de germinacion fue evaluado mediante la observacion de la
emergencia de la radicula (2 mm de longitud). El nimero de semillas germinadas
se realiz6 mediante lecturas diarias (tasa de germinacion) y finalmente el
porcentaje de germinacion fue determinado a los 7 dias. La tasa de germinacion
fue calculada de acuerdo a Maguire (1962) con la ecuacion:

M =n1/A1 + n2A2 +...n7/t7
Donde n1, n2,.... n7 representan el numero de semillas germinadas en el tiempo
t1, t2, ... t7 (en dias). El diseio experimental que se emple6 fue un
completamente al azar con 12 tratamientos, con un arreglo trifactorial 3X4X5; (2
bacterias y un control, 4 niveles de salinidad y 5 tiempos de escarificacion).
Utilizando este mismo disefio, se realizaron analisis de varianza del porcentaje
de germinacion transformando previamente los valores con arcoseno (Sokal y
James, 1988). La tasa de germinacidn, que es la suma de semillas germinadas
contadas por dia también fue analizada. Cuando se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos, se utilizé la prueba de Rango Mudltiple de
Duncan (P < 0.05), utilizando el programa de computo estadistico SAS Versién

6.12 (SAS, 2001).
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8.3. Longitud radicular y altura de plantula

El periodo de observacién se llevé a cabo siete dias después de que
culmino el estudio y se obtuvieron un total de 60 plantulas (5 plantulas por
tratamiento de 12 tratamientos). Aquellas plantulas obtenidas, fueron medidas
con un vernier (General, 143, General Tools, Manufacturing Co., Inc. New York,
USA), procediéndose a la anotacién correspondiente de las plantulas de cada
tratamiento, cabe indicar que la altura de la plantula fue considerada a partir del
cuello hasta el dpice de la misma.

8.4. Peso fresco de plantula de mezquite chileno (Prosopis chilensis)

La observacion se llevé a cabo después de los siete dias y se obtuvieron
48 plantulas (4 plantulas por tratamiento de 12 tratamientos). La obtencion de
peso fresco, se realizé mediante el uso de una balanza analitica Mettler-Toledo
GmbH.

8.5. Cuantificacion de células bacterianas (Unidades Formadoras de

Colonias (UFC/mL) adheridas al sistema radicular de plantas de P.

chilensis

Esta prueba se llevo a cabo al finalizar el estudio (7 dias después); para
ello se tomaron de cada tratamiento y por separado, tres plantas, se lavaron con
agua destilada estéril y posteriormente se introdujeron a un tubo Eppendorf con
agua estéril. Se agitaron con la ayuda de un Vortex durante un minuto lo que
permitié el desprendimiento de las bacterias adheridas a la raiz. Posteriormente
de ésta solucion se tomaron directamente 100 yL y se sembraron por dispersion

en placa en medio Rennie y/o OAB libre de nitrogeno (Rennie, 1981; Reinhold et
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al., 1987). Las cajas de Petri sembradas se incubaron a 30 y 50 °C durante 24 h
para cuantificar las unidades formadoras de colonia (UFC/mL). Esta prueba se
realizd por triplicado.
9. Estudio en invernadero

Para la preparacién de los cultivos bacterianos se desarrollé el mismo
procedimiento indicado en el estudio in vitro. Los tratamientos evaluados fueron
A. halopraeferens Au4’ DSM 3675, B. amyloliquefaciens y un control sin
inocular, sometiéndose a cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M
de NaCl); para la siembra se utilizaron cinco vasos de unicel por repeticién en
los 12 tratamientos de salinidad, arrojando un total de 60 vasos; se utiliz6 el
sustrato peat-moss (Sunshine, Sun Gro Horticulture Canada, Ltd.); la semilla fue
obtenida y seleccionada conforme a lo indicado en este paso bajo condiciones in
vitro; para la inoculacion, en cada uno de los cultivos bacterianos se colocaron
las semillas de cada tratamiento y en un matraz Kitazato de 250 mL, se
sometieron por infiltracién al vacio a 600 mm Hg por 5 Minutos (Carrillo et al.,
1998). Posteriormente los tratamientos se sometieron a cuatro concentraciones
salinas (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl); cinco vasos por repeticidbn en los
tratamientos de salinidad, arrojando un total de 60 vasos con cinco semillas cada
repeticion. Cada una de las semillas se sembr6 a una profundidad de 0.5 a 1 cm.
Se agregaron 200 mL de la solucion salina correspondiente (0, 0.25, 0.5y 0.75
M de NaCl), con una concentracién del inoculante en liquido, se agregé 1x10®
UFC/mL. Los tratamientos fueron ubicados en invernadero, a una temperatura

de 35 °C con una humedad relativa de 20%. Se aplicaron volumenes de 200 mL
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de agua destilada estéril, asi como también de la solucion salina, a los
tratamientos correspondientes (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl) cerciorandose de
la existencia de un escurrimiento para evitar el incremento de salinidad; en el
sustrato de los vasos; las aplicaciones fueron efectuadas cada tres dias en cada
uno de los vasos.

Las variables evaluadas fueron: porcentaje y tasa de emergencia, las
cuales se desarrollaron tomando como criterio el rompimiento del sustrato. El
namero de semillas emergidas se realiz6 mediante lecturas diarias (tasa de
emergencia) y finalmente el porcentaje de emergencia fue determinado a los 30
dias. La tasa de emergencia fue calculada de acuerdo a Maguire (1962) con la
ecuacion:

M = n1/t1 + n2/t2 +...n30/t30
Donde n1, n2, ... n30 representan el numero de semillas emergidas en el tiempo
t1, t2, ... t30 (en dias). El disefio experimental que se emple6 fue un
completamente al azar con 12 tratamientos con un arreglo trifactorial de 3x4x5 (2
bacterias y un control x 4 niveles de salinidad y el tiempo de escarificacién de 0,
2, 4, 6 y 8 minutos). Utilizando este mismo disefio, se realizaron analisis de
varianza del porcentaje de emergencia transformando previamente los valores
con arcoseno (Sokal y James, 1988). La tasa de emergencia, que es la suma de
semillas emergidas contadas por dia también fue analizada. Cuando se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, se utilizé la prueba de
Rango Multiple de Duncan (P < 0.05). Los analisis se realizaron conel programa

de cdmputo SAS (SAS, 2001).
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9.1. Longitud radicular de plantula y altura de planta

La observacion se llevo a cabo 30 dias después, evaluandose 60 plantas
(5 plantas por tratamiento de 12 tratamientos), que fueron medidas con un
vernier (General, 143, General Tools, Manufacturing Co., Inc. New York, USA) y
se procedié a la anotacion de longitud radicular y altura de planta de cada
tratamiento, cabe indicar que la altura de la planta fue considerada a partir del
cuello hasta el dpice de la misma.

9.2. Peso fresco y Peso seco de plantula

Se evaluaron 60 plantas (5 plantas por tratamiento), para determinar el
peso de fresco de planta, incluyendo raiz, y fue mediante el uso de una balanza
analitica Mettler-Toledo GmbH.

Para el caso de peso seco, se evaluaron 60 plantas, considerando 5
plantas por repeticion. Para obtener esta variable, las plantas se sometieron a
calor en una estufa marca Shel lab modelo 1380 FM, depositdndose en platos de
frigolit con la finalidad de facilitar el manejo de las plantas, las mismas que se
mantuvieron a una temperatura de 110 °C por espacio de 24 horas. Al término
de este periodo de secado, se pesaron y se registraron los datos.

9.3. Cuantificacion de células bacterianas adheridas al sistema

radicular de plantas de P. chilensis

Esta prueba se llevo a cabo al finalizar el estudio (30 dias después); se

desarrollé la misma metodologia indicada in vitro.
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9.4. Analisis bromatoldgicos

Las variables evaluadas fueron: contenido de proteinas, lipidos totales y
cenizas. La técnica para obtener proteinas se desarrollo por el método micro-
kjeldajl; para cenizas por diferencia de peso, calcinando la muestra a 500 °C por
24 h y con relacion a los lipidos totales se emplearon la técnica de Barnes y

Blachstocks (1973).



10.1. Aislamiento de microorganismos asociados a la rizosfera de

Prosopis glandulosa

a) Sistema radicular

De acuerdo a los aislamientos desarrollados en raiz de la planta de
mezquite (Prosopis glandulosa), se lograron aislamientos de la rizésfera de
mezquite, sobresaliendo a 0, 0.25 y 0.5 M de NaCl la colonia blanca; un limitado
crecimiento fue visualizado a 0.75 M (Cuadro 1).

Cuadro 1. Colonias bacterianas aisladas de rizésfera de mezquite (Prosopis

10. RESULTADOS

glandulosa) bajo cuatro concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5y 0.75 M).

0.25 M de 0.75 M de
M1-R 0 M de NaCl NaCl 0.5 M de NaCl NaCl
Rennie 400 c. blancas 400 c. blancas 500 c. amarilla 30 c. blancas
6 c. amarillas 8 amarillas 50 rosas
1 c. naranja
OAB 220 c. blancas 400 c. blancas 60 c. blancas 30 c. blancas
4 c. rosas 1c.rosa
2 hongos
M2-R
Rennie 200 blancas 20 c. verde 400 c. blancas 7 c. rosas
2 c. rosas 5 c. amarillas
4 c.rosa 40 c. blancas
OAB 400 c. blancas 800 c. blancas 40 c. blanca 100 c. blanca
M3-R
Rennie Mancha blanca Mancha blanca 440 c. blancas 30 c. blancas
1 c. naranja
OAB 400 c. blancas 303 c. blancas No crecimiento 200 c. blancas
M4-R
Rennie 300 c. blanca Mancha blanca 600 c. blancas 2 amarillas
1 hongo verde 30 blancas
OAB 600 c. blancas 800 c. blanca 10 c. blanca No crecimiento
M5-R
Rennie Mancha blanca 200 c. blancas 210 c. blancas 10 c. amarilla
10 c. blanca
1c.rosa
OAB 310 c. blancas 600 c. blancas No crecimiento  No cecimiento

c: colonias bacterianas.
M1, 2, 3, 4 y 5-R: muestras de raiz.
OAB y RENNIE: medios de cultivo libres de nitrégeno,



50

Se desarroll6 una segunda repeticion de los aislamientos de rizésfera de
mezquite (Prosopis glandulosa), y se aprecio que las colonias blancas tuvieron
un crecimiento a las cuatro salinidades expuestas, comparadas con aquellas de
color amarillo, rosa y cristalino. La colonia blanca en el segundo ensayo, mostré
un similar comportamiento al primero (ler ensayo) de bajo crecimiento a
unasalinidad de 0.75 M de NaCl (Cuadro 2).

Cuadro 2. Colonias bacterianas aisladas de rizésfera de mezquite (Prosopis

glandulosa) bajo cuatro concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5y 0.75 M).

0.25 M de 0.75 M de
- NaCl SM NacCl
M1-R 0 M de NaC NaCl 0.5 M de NaC NaCl
Rennie 100 C. blancas 7 c. naranjas 203 c. blancas 2 c. amarillas
6 c. cremas 100 c. amarillas 20 c. blancas
400 c. blancas
2 c. amarillas
OAB 106 c. blancas 200 c. cristalinas 120 c. blancas 30 c. blancas
3 c. rosas 100 c. blancas
M2-R
Rennie 300 c. blancas 140 c. blancas 300 c. blancas 10c.amarillas
2 c. amarillas 30 c. blancas
OAB 200 c. blancas 500 c. blancas No crecimiento No crecimiento
Cristalinas
OAB Poco crecimiento 200 c. blancas No crecimiento No crecimiento
de c. blancas Cristalinas
M3-R
Rennie 350 c. blancas 260 c. blancas 430 c. blancas 30 c. blancas
OAB 200 c. blancas 600 c. blancas No crecimiento No crecimiento
M4-R
Rennie 600 c. blancas 50 c. blancas 500 c. blancas 3 c. amarillas
2 c. amarilla 30 blancas
OAB 300 c. blancas 600 c. blancas No crecimiento No crecimiento
Cristalinas
M5-R
Rennie 400 c. blancas 200 c. blancas 210 c. blanca No crecimiento
30 c. amarillas
OAB 300 c. blancas 300 c. blanca 300 c. blancas No crecimiento
Cristalinas Cristalina

c: colonias bacterianas.
M1, 2, 3, 4 y 5-R: muestras de raiz.
OAB y RENNIE: medios de cultivo libres de nitrégeno,



b) Suelo adherido

Se realizaron dos ensayos de aislamiento de bacterias de suelo y se
contaron las colonias presentes. Siendo la colonia blanca, la que presenté un
desarrollo favorable en las cuatro salinidades. Sin embargo, en la salinidad de

0.75 M de NaCl, se present6 una disminucién de crecimiento y presencia de la

colonia blanca (Cuadro 3).

Cuadro 3. Colonias bacterianas aisladas de suelo de mezquite (Prosopis

glandulosa) bajo cuatro concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5y 0.75 M.

0.25 M de 0.5 M de 0.75 M de
M1-S 0 M de NaCl NaCl NaCl NaCl
Rennie Mancha c. Mancha c. 40 c. blancas 40 c.
blanca blanca blancas
OAB No 100 c. No No
crecimiento blancas crecimiento crecimiento
M2-S
Rennie 10 c. blancas Mancha 80 c. blancas 120 c.
1 ¢. amarilla c.blanca blancas
M3-S
Rennie Mancha c. Mancha c. No 200 c.
blanca blanca crecimiento blancas
1 ¢. amarilla
OAB Mancha c. No No No
blanca crecimiento crecimiento crecimiento
M4-S
Rennie 200 c. Mancha c. 300 c. 300 c.
blancas blanca blancas blancas
OAB No No No No
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento

c: colonias bacterianas.
M1, 2, 3, 4 y 5-S: muestras de suelo.
OAB y RENNIE: medios de cultivo libres de nitrégeno,
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10.2. Conservacion y preservacion de los aislados bacterianos de

raiz y suelo de mezquite (Prosopis glandulosa)

Las colonias aisladas se depositaron en conservacién en tubos utilizando
como medio de preservacion el agua destilada estéril, glicerol 15% y en solucion
salina al 0.85% (Cuadros 1 y 2), utilizando tubos de ensayo y tapones con
algodon. Se utilizaron 41 tubos para los aislados bacterianos de raiz y 33 tubos
para aquellos aislados de suelo. Las colonias bacterianas fueron almacenadas
en los tubos de acuerdo a la salinidad donde se desarrollaron (Cuadro 4).

Cuadro 4. Colonias bacterianas de suelo y rizésfera puestas en conservacion,
bajo condiciones de NaCl (0, 0.25, 0.5y 0.75 M).

Suelo
0 M de NaCl | 0.25MdeNaCl | 05MdeNaCl | 0.75Mde NaCl
1 c. blanca 1 c. blanca 1 c. blanca 1 c. blanca
2 c. amarilla 2 c. crema 2 c. amarilla 2 c.rosa
3 c.rosa 3 c.rosa
Rizésfera
OMdeNaCl | 0.25MdeNaCl | 05MdeNaCl | 0.75Mde NaCl
1 c. blanca 1 c. blanca 1 c. blanca 1 c. blanca
2 c. amarilla 2 c. amarilla 2 c. amarilla 2 c. amarilla
3 c. naranja 3 c. naranja 3 c. naranja
4 c.rosa

c: colonias bacterianas.
10.3. Muestreo para anadlisis de suelo fuera del dosel de mezquite
Conforme a los estudios fisico-quimicos de suelo, donde se desarrolla el
mezquite P. glandulosa en los crateres de volcanes presentes en la zona del
pinacate, estos indican de nula a baja presencia de fuente de nitrogeno en las
muestras 1, 3, 4 y 6 (Cuadro 5); cabe indicar que dichas muestras, fueron

obtenidas fuera del dosel de los mezquites P. glandulosa. Por su parte muestras
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2 y 5 que fueron extraidas de dentro del dosel de los mezquites, los niveles de
nitrégeno en ppm fueron superiores en comparacion de aquellas que fueron
colectadas fuera del dosel. De igual forma en el cuadro 5, se muestran los
resultados de analisis, donde el fésforo de las muestras 2 y 5 indica niveles
superiores con respecto a las muestras 1, 3, 4 y 6. Respecto al calcio, los
resultados en las muestras 1, 2, 3 y 5 indican altos niveles en comparacién con
las muestras 4 y 6. El Mg por su parte, presentd altos niveles en la muestras 3.
Acorde al factor sodio todas las muestras presentaron similares resultados,
mientras que con el elemento potasio sobresalieron las muestras 2, 3 y 5
(Cuadro 5).

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) que indicaron los analisis
mostraron que la muestra 3 sobresalié de las restantes muestras. Sin embargo
la muestra 6 fue la que resulté con el nivel mas bajo (Cuadro 5).

En el % de cationes intercambiables la muestra 3, es la que presentd
niveles adecuados de Calcio, en comparacién con las demas muestras. Por su
parte el Magnesio todas las muestras indicaron niveles bajos considerando el
rango de niveles adecuados de un suelo arable (Cuadro 5). Acorde al elemento
Sodio (Na) en % de cationes intercambiables las muestras muestran valores
altos; un similar comportamiento fue observado en el elemento Potasio, donde
ligeramente la muestra procedente de “cerro colorado” y la muestra 5

sobrepasan el valor minimo de Potasio intercambiable en un suelo arable.
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En el % SAT (porcentaje de saturacién) las muestras 2, 3, 5y 6
estuvieron dentro de los niveles permitidos en comparacién con las demas
muestras.

Respecto al pH los resultados indican que solo la muestra 2, mostré un
pH por debajo de 7; no obstante ello, la muestra 3 y 6 sobrepasan el pH
adecuado, considerando el nivel éptimo en que un suelo agricola debe tener
(Cuadro 5).

De igual forma, el andlisis correspondiente a la conductividad eléctrica (C.
E.) las muestras 2 y 5 presentaron una alta C. E. Respecto al nivel adecuado de
un suelo arable; el resto de las muestras analizadas indicaron niveles permitidos

de C. E. (Cuadro 5).



Cuadro 5. Andlisis fisico quimico del suelo obtenido en mezquite (Prosopis glandulosa) dentro y fuera del dosel del
mezquite.

ANALISIS DE SUELO

ppm (mg/Kg suelo) C.l.C. % Cationes Intercambiables

MUESTRA N-NO3 P Ca Mg Na K mEqg/100gm Ca Mg Na K
1) 0 — 30 afuera del mezquite
(399 7.0 1225 2523 107 3266 238 28.31 4454 314 50.15 2.15
2) 0 — 30 primer mezquite. 98.0 40.60 2520 240 1902 426 23.96 52.62 8.34 34.47 454
3) 0 — 30 cerro colorado. 6.5 11.50 10,000 402 1887 1426 65.20 76.68 5.13 1257 5.59
4) 0 — 30 suelo volcanico. 3.0 10.15 1484 109 2765 108 20.62 3598 4.00 5853 1.35
5) 0 — 30 segundo mezquite. 100.0 61.25 2854 237 2446 571 28.33 50.37 6.95 3752 5.15
6) 0-03 primera capa suelo
volcanico 25 12.60 963 121 2367 62 16.27 2956 6.20 63.20 0.98
*Niveles adecuados 30 30 2000 350 <250 350 20-40 70-80 1020 <5 5-10

MUESTRA % SAT  pH C.E.
1) 0 — 30 afuera del mezquite
(399 17.0 7.89 1.26
2) 0 — 30 primer mezquite. 26.0 6.86 5.07
3) 0 — 30 cerro Colorado. 28.0 8.10 0.59
4) 0 — 30 suelo Volcanico. 19.25 7.94 1.03
5) 0 — 30 m1 segundo
mezquite. 30.51 7.37 14.0
6) 0-03 Primera capa suelo
volcanico 37.33 8.35 0.47
*Niveles adecuados 20-40 7.00 1.5

*Niveles de referencia para suelos de utilizacién agricola (Aguilar et al., 1987; Universidad autonoma de Chiapas, 2001)

Gg
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10.4. Determinacion de la capacidad de fijacion de nitrogeno por las

bacterias aisladas

Del total de aislados bacterianos que fueron obtenidos de raiz y suelo. 19
colonias aisladas fueron sometidas a la prueba de reduccion de acetileno, lo
anterior a caracteristicas morfolégicas coloniales y morfologia celular (color,
consistencia, apariencia, superficie, elevacién, crecimiento, motilidad, tincion
Gram y forma) acorde a Manovsky (1982).

En los resultados de la prueba de reduccién de acetileno se observo que
sélo cuatro de las colonias mostraron un alto pico de produccién de etileno, las
cuales fueron seleccionadas para llevar a cabo la identificacién del 16S
Ribosomal. El cromatograma (Figura 1) muestra la actividad de reduccién de
acetileno de cepas asociadas a P. glandulosa, que se desarrollan en los crateres
de volcanes de la Reserva de la Biosfera el Pinacate y Gran Desierto de Altar,

comparandola con el control Azospirillum halopraeferens (Figura 1).
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A. halopraeferens Cepa asociada con alta actividad

Figura 1. Cromatograma mostrando la actividad de reduccion de acetileno de la

bacteria asociada a Prosopis glandulosa comparandola con AZzospirillum
halopraeferens.

10.5. Caracterizacion de los potenciales aislados bacterianos
mediante 16S rRNA

De los asilados bacterianos que mostraron altos niveles de fijacién de

nitrogeno y aquellos de mayor frecuencia en base a color, cuatro aislados

bacterianos fueron seleccionados, para desarrollar las subsecuentes

evaluaciones.
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Los cuatro aislados bacterianos fueron caracterizados mediante 16S
ribosomal, mostrando los siguientes resultados:
1. Bacillus amyloliquefasciens; colonia blanca (Figura 2).
2. Kocuria polaris; colonia rosa (Figura 3).
3. Planococcus antarticus colonia naranja (Figura 4).

4. Rhodococcus fascians colonia amarilla (Figura 5).

a)

N Join: 0962%
C230957
Bacillus amyloliguefaciens

Bacillus atrophaeus
Bacillus licheniformis

Bacillus pumilus
Bacillus pseudofirmus
Bacillus vietnamensis

— Bacillus oleronius

—Bacillus subtilis subtilis
IEacillus mojavensis
Bacillus subtilis spizizenii

Figura 2. Identificacion del 16S rRNA de la bacteria fijadora de nitrégeno aislada

de la rizésfera de Prosopis glandulosa que present6é una colonia blanca.
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b)
N Join: 0975%
C230958
Kocuria polaris
J Kocuria rosea

Kocuria palustris

$Kocuria rhizophila

Kocuria marina

Arthrobacter crystallopoietes
L——Arthrobacter globiformis
Arthrobacter histidinolovorans
Arthrobacter ramosus
Arthrobacter pascens

Figura 3. Identificacion del 16S rRNA de la bacteria fijadora de nitrégeno aislada

de la rizésfera de Prosopis glandulosa que presenté una colonia rosa.

c)

N Join: 0972%

C230959
- r Planococcus citreus
' Planococcus maitriensis
_(——Planococous antarcticus
Planococcus maritimus
Planococcus kocurii
Planomicrobium koreense
Planomicrobium psychrophilum
Planococcus stackebrandtii

Planomicrobium okeanokoites
Planomicrobium mecmeekinii

Figura 4. Identificacion del 16S rRNA de la bacteria fijadora de nitrégeno aislada

de la rizésfera de Prosopis glandulosa que present6é una colonia naranja.
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d)

N Join: 0862%

—C230960 ‘
IRhodococcus fascians
Nocardia farcinica
Nocardia vinacea
—Nocardia nova _
L Nocardia veterana

Rhodococcus globerulus

Rhodococcus erythropolis

Rhodococcus tukisamuensis
Rhodococcus opacus
Rhodococcus wratislaviensis

Figura 5. Identificacién del 16S rRNA de la bacteria fijadora de nitrégeno aislada

de la rizésfera de Prosopis glandulosa que presenté una colonia amarilla.

10.6. Cinética bacteriana de aislados potenciales bajo condiciones

de salinidad y temperatura

Los resultados obtenidos en esta prueba, indican que B.
amyloliquefaciens mostr6é un similar crecimiento en las dos temperatura (30 y 50
°C) y cuatro concentraciones salinas de (0 M, 0.25 M, 0.5 My 0.75 M de NaCl)
utilizadas (Cuadro 6).

Respecto a K. polaris este microorganismo se desarroll6 a una
temperatura de 30 °C y con una salinidad de 0 y 0.25 M de NaCl; a 50 °C solo
tuvo presencia a 0 M de NaCl.

Un similar comportamiento a K. polaris lo tuvo P. antarcticus, arrojando un
resultado de crecimiento a 30 °C a una salinidad de 0.25y 0.75 M de NaCl a 50
°C (Cuadro 6).

La bacteria R. fascinas tuvo un crecimiento a una temperatura de 30 °C

en todas las salinidades probadas, mostrando diferencia significativa en UFC/mL
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a 0.25 M de NaCl. A una temperatura de 50 °C, unicamente tuvo crecimiento a 0

y 0.25 M de NaCl (Cuadro 6).

Cuadro 6. Bacillus amyloliquefaciens, Kocuria polaris, Planococcus antarcticus y
Rhodococcus fascians sometidas a dos pruebas de temperatura y cuatro
concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5y 0.75 M).

Salinidad Lo .
Temperatura M de NaCl UFCg/lr?:L Bacteria
30°C 0 96 f Bacillus
30°C 0.25 106 ¢ Bacillus
30°C 0.5 12 Bacillus
30°C 0.75 11 Bacillus
50°C 0 172 d Bacillus
50°C 0.25 582 b Bacillus
50°C 0.5 47 g Bacillus
50°C 0.75 1] Bacillus
30°C 0 Ok Kocuria
30°C 0.25 480 ¢ Kocuria
30°C 0.5 1583 a Kocuria
30°C 0.75 Ok Kocuria
50°C 0 33 h Kocuria
50°C 0.25 Ok Kocuria
50°C 0.5 Ok Kocuria
50°C 0.75 Ok Kocuria
30°C 0 1] Planococcus
30°C 0.25 29 Planococcus
30°C 0.5 0k Planococcus
30°C 0.75 39 Planococcus
50°C 0 Ok Planococcus
50°C 0.25 0k Planococcus
50°C 0.5 0k Planococcus
50°C 0.75 Ok Planococcus
30°C 0 297 d Rhodococcus
30°C 0.25 4600 a Rhodococcus
30°C 0.5 4267 b Rhodococcus
30°C 0.75 3667 ¢ Rhodococcus
50°C 0 67 f Rhodococcus
50°C 0.25 100 e Rhodococcus
50°C 0.5 0k Rhodococcus
50°C 0.75 0k Rhodococcus

Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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10.7. Pruebas de degradacion mineral y solubilizacion de fosfatos

inorganicos por bacterias de rizoplano

En las pruebas de solubilizacién a temperatura de 30 y 50 °C, se evalu6
cualitativamente por observacién visible y de manera cuantitativa por medicion
del halo de solubilizacién. El género Bacillus en ambas temperaturas mostré
halos que midieron en promedio 4 mm en medio sélido Henderson y Duff, a una
salinidad de 0 y 0.25 M de NaCl, valores que conforme se incrementd la
salinidad en los medios, se vieron disminuidos (Figura 6). La observacion del
crecimiento bacteriano y la medicion del halo que se produjo, se marco como
positiva la bacteria para solubilizar fosfatos (evidenciado por la clarificacion del
medio ocasionada por la solubilizacién de mineral) (Figura 7). También se utiliz6
el medio especifico llamado SRSM (Sundara Rao y Sinha, 1963) modificado por
(Vazquez et al., 2000), donde se aprecio perfectamente la solubilizacion de
fosfatos por la B. amyloliquefaciens (Figura 7) ya que en el medio se presenté un

cambio de color donde nos indica que la bacteria es solubilizadora de fosfatos.
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Figura 6. Solubilizacién de fosfatos de aislamientos bacterianos de rizosfera de

Prosopis glandulosa sobre medio Henderson y Duff (1963).

Figura 7. Solubilizacién de fosfatos de aislamientos bacterianos de rizosfera de

Prosopis glandulosa sobre medio SRSM donde se ve el cambio de color, que

indica el incrmento de solubilizacion de fosfatos.
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La bacteria R. fascians, solamente mostré una diferencia significativa de
solubilizacién de fosfatos cuando fue sometida a una temperatura de 30 °C en
una salinidad de 0.5 M de NaCl. Por su parte las dos restantes bacterias K.
polaris y P. artarticus, mostraron valores inferiores en comparacién de B.

amyloliquefaciens R. fascians en ambas temperaturas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Solubilizacibn de fosfatos de Bacillus amyloliquefaciens,
Rhodococcus fascinas, Kocuria polaris y Planococcus artarcticus, en medio de
cultivo SRSM, bajo condiciones de salinidad (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl) y
dos temperaturas (30 y 50° C).

SALINIDAD
BACTERIA 0 0.25 05 0.75
Temperatura y medida de halos (mm)
30° 50° 30° 50° 30° 50° 30° 50°
Bacillus 400a 367a 400a 200a 067c 1.00b 187a 167a
amyloliquefaciens
Rhodococcus 1.00d 167c 130d 133d 200a 033c 1.00b 1.33b
fascians
Kocuria polaris 1.33¢c 3.33b 1.67c 167b 133b 1.00b 0.33c 1.00c
Planococcus 233b 167c 267b 133c 067c 1.33a 000d 1.33b
artarcticus

Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).

10.8. Produccion de acidos organicos por bacterias aisladas de

rizosfera de mezquite (Prosopis glandulosa)

La bacteria B. amyloliquefaciens produjo los siguientes acidos organicos
volatiles: &cido acético, acido isobutirico, acido isovalérico: los resultados en

acidos organicos no volatiles se detectaron el acido lactico y acido succinico.
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11. Estudio in vitro

11.1. Germinacion in vitro a un tiempo de escatrificacion de 0 minutos

De acuerdo a los resultados obtenidos considerando cero minutos de
escarificacion, se observd que el mejor % de germinacién lo tuvo el tratamiento
con la bacteria B. amyloliquefaciens y el tratamiento control de mezquite chileno
a una salinidad de 0.25 M de NaCl (40% y 38% respectivamente), presentando
diferencias significativas en comparacion de los restantes tratamientos. Cuando
los tratamientos se vieron sujetos a una salinidad de 0.5 M de NaCl tuvieron un
menor porcentaje de germinacion; a 0.75 M de NaCl se inhibi6 la germinacién de

la semilla de mezquite chileno en todos los tratamientos (Figura 8).

11.2. Tasa de germinacion a un tiempo de escarificacion de 0

minutos

Los resultados obtenidos del tratamiento control en la tasa de germinacién
a 0 minutos de escarificacién, considerando las 4 concentraciones salinas (0,
0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl), la Figura 9, muestra como a una salinidad de 0.25
supera numéricamente a las demas salinidades; un resultado significativo con P
< 0.05 fue con las salinidades de 0.5 y 0.75 M de NaCl (Figura 9).

Acorde a la tasa de germinacién considerando el tratamiento de A.
halopraeferens a 0 minutos y con las cuatro salinidades se logrdé observar que
este tratamiento es favorecido cuando la semilla de mezquite es sujeta a una

salinidad de 0.5 M de NaCl (Figura 9).
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Por su parte el tratamiento donde se considera a la inoculacion de B.
amyloliquefaciens, la tasa de germinacion mostr6 diferencia significativa en los
tratamientos a una salinidad de 0 y 0.5 M de NaCl en comparacion con las

salinidades de 0.25 y 0.75 M de NaCl (Figura 9).
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11.3. Longitud radicular y altura de plantula a un tiempo de

escatrificacion de 0 minutos

Los resultados de altura y longitud radicular con un tiempo de
escarificacion de 0 minutos y cuatro salinidades de (0 M, 0.25 M, 0.5 My 0.75 M
de NaCl), se obtuvo que el tratamiento control mostré valores significativos en la
variable altura a una salinidad de 0 M de NaCl, en comparacién con los demas
tratamientos. Sin embargo, conforme se incrementd la salinidad, la misma
variable altura se favorece con la inoculacién de B. amyloliquefaciens. En la
variable longitud radicular, de igual forma el tratamiento inoculado con B.

amyloliquefaciens mostré valores significativos a 0 y 0.25 M de NaCl (Cuadro 8).

11.4. Peso fresco de plantula de mezquite chileno (Prosopis

chilensis) a un tiempo de escarificacion de 0 minutos

Bajo las cuatro concentraciones de salinidad probadas con A.
halopraeferens y B. amyloliquefaciens mostraron igualdad con P < 0.05, a una

salinidad de 0 M de NaCl en comparacion con el control (Cuadro 8).

11.5. Cuantificacion de células bacterianas (Unidades Formadoras de

Colonias (UFC/mL) adheridas al sistema radicular de plantas de P.

chilensis con un tiempo de escarificacion de 0 minutos

Los resultados muestran que a un tiempo de escarificacion de 0 minutos
las dos bacterias muestran afinidad a la planta de mezquite chileno, esto ultimo

debido a la presencia de bacterias adheridas al sistema radicular de las plantulas
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de mezquite chileno. Se pudo observar mayor numero de UFC/mL con diferencia

significativa en los tratamientos sujetos a una salinidad de 0 M de NaCl en

comparacién de las restantes concentraciones salinas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de la inoculacién de Azospirillum halopraeferens=AH 'y Bacillus
amyloliquefaciens=BA, y su respectivo control=C sin inoculante en plantulas de
Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de
NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis chilensis de

cero minutos.

M Altura de Longitud Peso
Inoculante NaCl plantula radicular fresco UFC/mL
(cm) (cm) (mg)
C 0 10.80 a 3.90c 0.37c 0
C 0.25 8.80b 420c 0.44b 0
C 0.5 3.78 ¢ 1.70d 0.32c¢c 0
C 0.75 0.00 e 0.00 f 0.00d 0
AH 0 7.90c 6.10b 0.55a 3700 a
AH 0.25 2.10d 0.36 e 0.17c 3300 b
AH 0.5 2.88d 0.96 e 0.33c¢c 3000 b
AH 0.75 0.00 e 0.00 f 0.00d 2067 ¢
BA 0 9.40b 8.58 a 0.56a 3700a
BA 0.25 8.90 e 6.10b 0.35c¢c 3467 b
BA 0.5 3.78 ¢ 1.36d 0.31c 2800 ¢
BA 0.75 0.00 e 0.00 f 0.00d 2512 ¢

Altura de plantula, longitud radicular, peso fresco de plantula.
UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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12. Germinacion in vitro a un tiempo de escarificacion de 2 minutos

Acorde a los resultados obtenidos a un tiempo de escarificacién de 2
minutos, el tratamiento sin inoculante presenté el maximo valor en la variable %
de germinacioén a 0 M de NaCl (72%). No obstante ello, conforme la salinidad se
incrementd, los tratamientos inoculados con la bacteria A. halopraeferens
resultaron ser mejores en comparacidon de los restantes tratamientos

considerando salinidad e inoculante (Figura 10).

12.1. Tasa de germinacion a un tiempo de escarificacion de 2

minutos

La figura 11 indica que la tasa de germinacion considerando un tiempo de
escarificacion de 2 minutos y las cuatro salinidades, en el tratamiento control
mostré un resultado significativo cuando fue tratado en ausencia de NaCl.
Conforme se incrementa la salinidad, la tasa de germinacién es afectada
negativamente (Figura 11).

Por su parte la tasa de germinacién en un tiempo de escarificacién de 2
minutos con la inoculacién de la bacteria A. halopraeferens, los resultados
indican que esta variable (tasa de germinacion) no mostré6 resultados
significativos a 0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl (Figura 11).

Un similar comportamiento en tasa de germinacién a una escarificacion
de 2 minutos con aquellos tratados con la bacterias B. amyloliquefaciens (Figura

11).
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12.2. Longitud radicular y altura de plantula a un tiempo de

escarificacion de 2 minutos

Los resultados obtenidos en altura y longitud radicular a un tiempo de
escarificacion de 2 minutos con las salinidades de 0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl
y con las bacterias A. halopraeferensy B. amyloliquefaciens, en la variable altura
el tratamiento con B. amyloliquefaciens mostr6 el valor mas alto, seguido del
tratamiento control y A. halopraeferens (13.22, 12.20 y 10.33 respectivamente).
En longitud radicular a una salinidad de 0 M, el control presenté diferencia
significativa en comparacién con los demas tratamientos (Cuadro 9).

12.3. Peso fresco de plantula de mezquite chileno (Prosopis

chilensis) a un tiempo de escarificacion de 2 minutos

El cuadro 9, indica que el tratamiento que mostr6 diferencia significativa
fue aquel inoculado con A. halopraeferens a un salinidad de 0 M de NacCl,
siguiéndole en segundo orden, el inoculado con B. amyloliquefaciens y el control
(0.52, 0.47 y 0.46 respectivamente). Conforme se incremento la salinidad el peso
fresco disminuyé (Cuadro 9).

12.4. Cuantificacion de células bacterianas (Unidades Formadoras de

Colonias (UFC/mL) adheridas al sistema radicular de plantas de P.

chilensis con un tiempo de escarificacion de 2 minutos

A una salinidad de 0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl la bacteria A.
halopraeferens present6 diferencia significativa en comparacion del tratamiento
B. amyloliquefaciens (Cuadro 9); a una salinidad de 0 M de NaCl, ambas

bacterias mostraron igualdad con P < 0.05.
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Cuadro 9. Efecto de la inoculacién de Azospirillum halopraeferens=AH 'y Bacillus
amyloliquefaciens=BA, y su respectivo control=C sin inoculante en plantulas de
Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de
NaCl), con un tiempo de escarificacién de la semilla de Prosopis chilensis de dos

minutos.
M Altura de Longitud Peso
Inoculante NaCl plantula radicular fresco UFC/mL
(cm) (cm) (mg)
C 0 12.20 a 9.06 a 0.46 b 0
C 0.25 6.10c 2.50c 0.39c 0
C 0.5 3.78 ¢ 0.76d 0.28d 0
C 0.75 0.00d 0.00d 0.00e 0
AH 0 10.30 a 5.10b 0.52a 3900 a
AH 0.25 8.50b 1.38 ¢ 0.49b 3800a
AH 0.5 2.88¢c 0.98d 0.27d 3513 a
AH 0.75 0.00d 0.00d 0.00e 2825b
BA 0 13.20 a 5.40b 0.47b 4000 a
BA 0.25 7.60b 1.90¢c 0.33c 2898b
BA 0.5 3.76 ¢ 1.04 c 0.25d 2615b
BA 0.75 0.00d 0.00d 0.00e 2778Db

Altura de plantula, longitud radicular, peso fresco de plantula.
UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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13. Germinacion in vitro a un tiempo de escarificacion de 4 minutos

Al comparar los diferentes tratamientos evaluados (control sin inoculantes,
A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens) a diferentes concentraciones salinas
(0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl), los resultados indican que a una escarificacion
de 4 minutos los tratamientos B. amyloliquefaciens, control sin inoculante y A.
halopraeferens, presentaron igualdad con P < 0.05. Se observé que al
incrementar la salinidad el % de germinacién fue reducido en todos los

tratamientos (Figura 12).

13.1. Tasa de germinacion a un tiempo de escarificacion de 4

minutos

La tasa de germinacion obtenida por el tratamiento control a una
escarificacion de 4 minutos con las salinidades evaluadas mostréo que a 0 y 0.25
M de NaCl a los 5 dias el tratamiento control presenta un valor superior al
compararlo con los demas tratamientos salinos. Sin embargo, al séptimo dia la
tasa de germinacion es favorecida a una salinidad de 0.25 M de NaCl (Figura
13).

Con respecto al tratamiento inoculado con A. halopraeferens expuesto a
diferentes salinidades, en la (Figura 13). Se puede observar que a una salinidad
de 0.5 M de NaCl, fue el que sobresalié numéricamente en comparacion de las
demas salinidades, sin embargo es importante notar que no hubo diferencia

significativa con 0 y 0.25 M de NaCl.
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Respecto al inoculante B. amyloliquefaciens en semilla de mezquite
chileno y escarificada por 4 minutos y expuesta a las diferentes salinidades, se
puede observar que aquellos a una salinidad de 0, 0.25 y 0.5 M de NaCl
presentaron diferencia significativa en comparacién con el tratamiento de 0.75 M
de NaCl con la bacteria B. amyloliquefaciens (Figura 13). No obstante ello, el
tratamiento B. amyloliquefaciens a 0 salinidad, numéricamente sobrepasa en
tasa de germinacion a los tratados de manera separada (B. amyloliquefaciens +
0; separada B. amyloliquefaciens + 0.25 y separada B. amyloliquefaciens + 0.5

M de NaCl).



100 -

a a
80 T a b
b b

)
c 60 -
0
o
8 I d 64 72 o

20 aa e 32 e S 323 e

= - -
0 A 0 P 0 R 0
CHI+CONT | CHCONT | CHI+CONT | CHLCONT | CHWAH | CH+AH | CH4AH | CHWAH | CH4BA | CHWBA | CHWBA | CHWBA
OMDE | 0.25MDE | 0.5 MDE | 0.75MDE | OMDE | 025MDE | 0.5MDE | 0.75MDE | OMDE | 025MDE | 0.5MDE | 0.75 MDE
NACL NACL NACL NACL NACL NACL NACL NACL NACL NACL NACL NACL
4 MINUTOS

Figura 12. Porcentaje de germinacion (%) de Prosopis chilensis con tiempo de escarificacion de 4 minutos, (CHI= semilla

de mezquite chileno, CONT=control, inoculantes AH= Azospirillum halopraeferens, BA= Bacillus amyloliquefaciens), bajo

cuatro concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5y 0.75 M), las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).

8.



80

a a a
a
/ a a
a
< 60 P a
X
c ////
9
(8]
(1]
£
£ 40
Q /
()]
[}
e}
b
S 20 b
C
0

5

Control

A. halopraeferens B. amyloliquefanciens

\ —@—0Mde NaCl —a—0.25 M de NaCl —— 0.5 M de NaCl —x— 0.75 M de NaCl

Figura 13. Efecto de la Tasa de germinacion (%) de Prosopis chilensis, por Azospirillum halopraeferens y Bacillus

amyloliquefaciens, con su respectivo control sin inoculante bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de

NaCl), a un tiempo de escarificacion de cuatro minutos; las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).

~
©



80

13.2. Longitud radicular y altura de plantula a un tiempo de

escarificacion de 4 minutos

Los resultados obtenidos a un tiempo de escarificacion de 4 minutos con
cuatro salinidades y las dos bacterias en estudio (A. halopraeferens y B.
amyloliquefaciens), en altura de plantula el tratamiento B. amyloliquefaciens a
una salinidad de 0 M de NaCl, sobresalié significativamente en comparacion con
las demas tratamientos a las salinidades, quedando en segundo orden el
tratamiento inoculado por A. halopraeferens a una concentracién salina de 0 M
de NaCl. En longitud de raiz, el Cuadro 10 muestra un similar comportamiento a
una altura de plantula; se puede observar que el tratamiento con la bacteria B.
amyloliquefaciens a una salinidad de 0 M de NaCl presenté diferencia
significativa en comparacion con los demds tratamientos; aquel tratamiento con
el inoculante A. halopraeferens sujeto a 0 salinidad, mostré6 una igualdad
significativa con el control sin inoculantes a 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl (Cuadro

10).

13.3. Peso fresco de plantula de mezquite chileno (Prosopis

chilensis) a un tiempo de escarificacion de 4 minutos

Los resultados obtenidos en los tratamientos de semilla de mezquite
chileno con un tiempo de escarificacion de 4 minutos, los resultados obtenidos
se indican en el Cuadro 10, donde se puede observar que el inoculado con B.
amyloliquefaciens a una salinidad de 0 M de NaCl, presenté diferencia

significativa en comparacién con los demas tratamientos y salinidades,
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siguiéndole en segundo orden aque inoculado con A. halopraeferens a una
salinidad de 0.25 M de NaCl. Los tratamientos control sin inoculantes se

mostraron inferiores en comparacion de los demas tratamientos (Cuadro 10).

13.4. Cuantificacion de células bacterianas (Unidades Formadoras de

Colonias (UFC/mL) adheridas al sistema radicular de plantas de P.

chilensis con un tiempo de escarificacion de 4 minutos

Los resultados muestran que bajo cuatro minutos de escarificacién de la
semilla de mezquite chileno y diferente exposicion salina, las dos bacterias en
estudio se mostraron adheridas al sistema radicular de las plantulas. EI Cuadro
10 muestra como a cero salinidad, el numero de UFC/mL muestran igualdad con
P < 0.05. Sin embargo conforme la salinidad se incrementa, se ve afectado el
namero de células bacterianas de B. amyloliquefaciens adheridas al sistema

radicular en comparacion de la bacteria A. halopraeferens (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Efecto de la inoculacidon de AZzospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens=BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de cuatro minutos.

M Altura de Longitud Peso
Inoculante NaCl plantula radicular fresco UFC/mL
(cm) (cm) (mg)
C 0 11.30 c 3.60c 0.31c 0
C 0.25 448 e 1.06 e 0.27 cd 0
C 0.5 2.76 g 0.76 f 0.19d 0
C 0.75 0.00 h 0.00 h 0.00e 0
AH 0 14.34 b 6.50 b 0.36¢c 3817 a
AH 0.25 530e 1.56 d 043b 3392b
AH 0.5 3.78 f 1.26 de 0.19d 2333c
AH 0.75 0.00 h 0.00 h 0.00e 3420b
BA 0 16.80 a 7.90 a 0.66a 3900a
BA 0.25 7.90d 1.96 d 0.33c 2467c
BA 0.5 3.80 f 1.26 de 0.24cd 2063e
BA 0.75 0.00 h 0.00 h 0.00e 2217d

Altura de plantula, longitud radicular, peso fresco de plantula.
UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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14. Germinacion in vitro a un tiempo de escarificacion de 6 minutos

Los resultados obtenidos en la germinacién de P. chilensis en un tiempo
de escarificacibn de 6 minutos, indican que a cero salinidad, se destacan
significativamente los tratamientos control y el de B. amyloliquefaciens. Por su
parte a 0.25 M de NaCl, sobresalen el inoculado con A. halopraeferens y el
control. Se pudo observar que los tratamientos fueron afectados por la salinidad
(Figura 14).

14.1. Tasa de germinacion a un tiempo de escarificacion de 6

minutos

La Figura 15 muestra como la tasa de germinacion a un tiempo de
escarificacion de 6 minutos, y en las salinidades expuestas, a 0 y 0.25 M de
NaCl no hubo diferencia significativa. Sin embargo, a 0.5 y 0.75 M la tasa de
germinacién fue afectada significativamente (Figura 15).

Respecto a los tratamientos inoculados con A. halopraeferens, la tasa de
germinacién en semilla escarificada por 6 minutos a 0.25 M de NaCl se ve
favorecida significativamente en comparacion del resto de los tratamientos. No
obstante ello, es importante indicar que entre 0, 0.5 y 0.75 M de salinidad, sobre
sale aquel tratamiento ausente de NaCl (Figura 15).

Los resultados obtenidos a un tiempo de escarificacion de 6 minutos con
las concentraciones salinas y la bacteria B. amyloliquefaciens fue el siguiente: el
tratamiento de 0 M de NaCl presenté diferencia significativa en comparaciéon con
los tratamientos de 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl con la bacteria B.

amyloliquefaciens (Figura 15).
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14.2. Longitud radicular y altura de plantula a un tiempo de

escarificacion de 6 minutos

Los resultados obtenidos en altura de plantula y longitud radicular, a un
tiempo de escarificacion de 6 minutos, la inoculacion por separado de A.
halopraeferens y B. amyloliquefaciens bajo las diferentes concentraciones de
salinidad (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl), el tratamiento con la bacteria A.
halopraeferens a una salinidad de 0 M de NaCl present6 diferencia significativa
(P < 0.05) en comparacion con las demas salinidades 0.25. 0.5 y 0.75 M de
NaCl. Se observé que el aumento de la salinidad afect6 la altura. Acorde a la
longitud de raiz, los tratamientos evaluados tuvieron un comportamiento similar
entre ellos, destacando significativamente con P < 0.05 A. halopraeferens y B.

amyloliquefaciens y el control a una salinidad de 0 M de NaCl (Cuadro 11).

14.3. Peso fresco de plantula de mezquite chileno (Prosopis

chilensis) a un tiempo de escarificacion de 6 minutos

Sobre la variable peso fresco de plantula de mezquite chileno, los
resultados indican que los efectos de las bacterias fijadoras de N, muestran los
valores mas altos con relacién al control (no inoculado). Se observdé que

conforme aumenta la salinidad, el peso fresco es afectado (Cuadro 11).
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14.4. Cuantificacion de células bacterianas (Unidades Formadoras de

Colonias (UFC/mL) adheridas al sistema radicular de plantas de P.

chilensis con un tiempo de escatrificacion de 6 minutos

Al contabilizar el nimero de células bacterianas adheridas a la raiz de
mezquite chileno, se observo diferencias insignificativas entre las dos bacterias

en estudio a 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl (Cuadro 11).

Cuadro 11. Efecto de la inoculacidbn de Azospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens=BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de seis minutos.

M Altura de Longitud Peso
Inoculante NaCl plantula radicular fresco UFC/mL
(cm) (cm) (mg)
C 0 6.70 c 8.40 a 0.49b 0
C 0.25 4.00c 1.50 b 0.27c 0
C 0.5 2.88d 0.96 c 0.21c 0
C 0.75 0.00 f 0.00d 0.00e 0
AH 0 16.00 a 7.70 a 0.68a 2920b
AH 0.25 6.48 c 1.76 b 0.39b 3533a
AH 0.5 3.88d 1.46 b 0.17d 3429 a
AH 0.75 1.08 e 0.36 c 0.01e 3467 a
BA 0 9.40b 7.20 a 0.38b 2333b
BA 0.25 6.08 c 1.76 b 0.34b 1558 ¢
BA 0.5 2.88d 0.96 c 0.19d 1727¢c
BA 0.75 0.90e 0.90e 0.06e 2353b

Altura de plantula, longitud radicular, peso fresco de plantula.
UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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15. Germinacion in vitro a un tiempo de escarificacion de 8 minutos

Se encontré diferencia significativa (P < 0.05) entre el control sin
inoculantes, las bacterias en estudio y entre las salinidades. Se observé que el
control sobresale a 0 y 0.25 M de NaCl. Sin embargo conforme se incrementa la
salinidad, los tratamientos inoculados superan al control sin inoculante. Cabe
indicar que A. halopraeferens ligeramente es superior a B. amyloliquefaciens en
las cuatro salinidades (Figura 16).

15.1. Tasa de germinacion a un tiempo de escarificacion de 8

minutos

Los resultados obtenidos en la tasa de germinacion (Figura 17) sin
considerar la inoculacién de A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens, destacan
aquellos que son expuestos a 0 y 0.25 M de NaCl.

Por su parte, los tratamientos donde se inoculé6 Unicamente A.
halopraeferens, los resultados obtenidos indican que a 0 M de NaCl, la tasa de
germinacién es favorecida de manera significativa con P < 0.05. En comparacion
con las demas salinidades (Figura 17).

Los resultados obtenidos en semilla escarificada durante 8 minutos e
inoculada posteriormente con la bacteria B. amyloliquefaciens, se muestra que
entre salinidades existi6 diferencia significativa, sobresaliendo la de 0 M de NaCl
(P < 0.05). Los resultados indicaron que conforme la salinidad aumenta, el efecto

en la tasa de germinacion, se ve afectada negativamente (Figura 17).
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(P < 0.05).
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15.2. Longitud radicular y altura de plantula a un tiempo de

escatrificacion de 8 minutos

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). En
la Cuadro 12 se observa que la respuesta de la variable altura, fue similar al de
la raiz, donde A. halopraeferens muestra los valores mas altos seguida de B.
amyloliquefaciens. Asimismo, se confirmoé que esta variable disminuye conforme

aumenta la salinidad.

15.3. Peso fresco de plantula de mezquite chileno (Prosopis

chilensis) a un tiempo de escarificacion de 8 minutos

El efecto de A. halopraeferens en el peso fresco a concentraciones de 0,
0.25 y 0.5 M de NaCl, mostré un efecto positivo con respecto a los demas
tratamientos. Sin embargo, B. amyloliquefaciens fue mejor a salinidades de 0.25

y 0.5 M, en contraste con el control que mostré resultados opuestos (Cuadro 12).

15.4. Cuantificacion de células bacterianas (Unidades Formadoras de

Colonias (UFC/mL) adheridas al sistema radicular de plantas de P.

chilensis con un tiempo de escarificacion de 8 minutos

Respecto al numero de células adheridas al sistema radicular entre
ambos inoculantes, en mezquite chileno y en cada una de las concentraciones
salinas (Cuadro 12), se observo un ligero decenso con el aumento de NaCl por

Azospirillum a 0.25 M, mientras que Bacillus lo mostré a 0.5y 0.75 M de NaCl.
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Cuadro 12. Efecto de la inoculacidbn de AZzospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens=BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de ocho minutos.

M Altura de Longitud Peso
Inoculante NaCl plantula radicular fresco UFC/mL
(cm) (cm) (mg)
C 0 9.30 a 5.70b 0.48 a 0
C 0.25 3.78 ¢c 1.26 c 0.19b 0
C 0.5 3.78 ¢ 1.16 ¢ 0.18b 0
C 0.75 0.90d 0.30d 0.06 ¢ 0
AH 0 10.50 a 8.10a 040a 3700a
AH 0.25 6.98 b 1.96 ¢ 0.40a 3491b
AH 0.5 3.78 ¢ 1.26 ¢ 0.199b 3700 a
AH 0.75 0.00 e 0.00 e 0.00c 3823a
BA 0 10.50 a 4.60b 0.42a 3700a
BA 0.25 6.70 b 2.00c 0.46a 3700a
BA 0.5 3.78 ¢ 1.26 C 0.18 b 604 d
BA 0.75 0.00 e 0.00 e 0.00c 1130c

Altura de plantula, longitud radicular, peso fresco de plantula.
UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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16. Estudio en invernadero

16.1. Pruebas de emergencia a un tiempo de escarificacion de 0

minutos

La emergencia de P. chilensis mostrd un porcentaje significativo con P <
0.05, cuando fue expuesta a la inoculacion de A. halopraeferens y B.
amyloliquefaciens. El efecto positivo fue favorecido a 0 y 0.25 M de NaCl en

comparacioén al tratamiento control sin inoculantes (Figura 18).

16.2. Tasa de emergencia a un tiempo de escarificacion de 0 minutos
Se encontraron diferencias significativas en la tasa de emergencia,
cuando la semilla sin tratamiento de escarificacion fue inoculada con A.
halopraeferens y B. amyloliquefaciens. Sin embargo, es importante notar que a
0.5y 0.75 M de NaCl, los tratamientos inoculados no mostraron diferencia con P

< 0.05 con respecto al control (Figura 19).
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16.3. Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso

seco de planta, peso fresco y seco de raiz; unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) a un tiempo de escarificacion de 0 minutos

Los resultados obtenidos a un tiempo de escarificacién de cero minutos
en altura de planta, longitud radicular y peso fresco, sobresalieron los
tratamientos inoculados con las dos bacterias en estudio (A. halopraeferensy B.
amyloliquefaciens) en comparacion con el control (Cuadro 13). De igual forma en
el Cuadro 13, se pueden observar que el peso seco de planta y en peso fresco y
seco de raiz se observan valores donde los tres tratamientos (control; A.
halopraeferens y B. amyloliquefaciens), bajo dos condiciones de salinidad (0 y
0.25 M de NaCl), no hubo diferencia significativa con P < 0.05. Sin embargo, a
0.5 M, sobresale significativamente B. amyloliquefaciens encomparacién del
resto de los tratamientos. Respecto a las UFC/mL no fueron afectadas por las
salinidades (0, 0.25, 0.5 M de NaCl) como lo fue en 0.75 M para ambos

inoculantes (Cuadro 13).



97

Cuadro 13. Efecto de la inoculacidon de Azospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens=BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de cero minutos.

Altura Peso Peso

Inoculante NgnCI plgﬁ ta Ir-:c(;:l:%:t:)llg: glea Sn(;g pslgﬁ?a Llr::%?; s%;}e UFC/mL
(cm) (mg) (mg)

C 0 1.12b 1.79¢ 0.09c 0.02b 0.06 b 0.01 a 0
C 0.25 0.89b 1.51¢ 0.23 a 0.05a 0.15a 0.02 a 0
C 0.5 0.00c 0.00 e 0.00d 0.00c 0.00d 0.00b 0
C 0.75 0.00c 0.00 e 0.00d 0.00¢c 0.00d 0.00 b 0
AH 0 2.84 a 3.62a 0.19b 0.04 a 0.12a 0.02 a 3,700 a
AH 0.25 2.35a 2.93Db 0.21a 0.04 a 0.14a 0.02 a 3,300 b
AH 0.5 0.29b 0.57d 0.04c 0.01b 0.03b 0.00 b 3,000 b
AH 0.75 0.00c 0.00 e 0.00d 0.00c 0.00d 0.00 b 2,067 ¢
BA 0 290 a 344 a 0.19b 0.04 a 0.13a 0.02 a 3,700 a
BA 0.25 2.19a 2.83b 0.18b 0.04 a 0.12a 0.02 a 3,467 b
BA 0.5 0.39b 0.57d 0.08¢c 0.02b 0.05b 0.01 a 2,800 ¢
BA 0.75 0.00c 0.00 e 0.00d 0.00c 0.00d 0.00 b 2,512¢

Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso seco de planta,
peso fresco y seco de raiz.

UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.

Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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17. Prueba de emergencia a un tiempo de escarificacion de 2

minutos

Al evaluar el porcentaje de emergencia en semilla de mezquite chileno por
efecto de A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens en semilla escarificada por
dos minutos, los resultados indican que a una salinidad de 0 y 0.25 M de NaCl,
la inoculacién favorecié significativamente con P < 0.05 en comparacién del
tratamiento control (Figura 20). Se pudo observar que la salinidad (0.5 y 0.75 M

de NaCl) afecta el porcentaje de germinacion en los tratamientos evaluados.

17.1. Tasa de emergencia a un tiempo de escarificacion de 2 minutos
Los resultados obtenidos para la tasa de germinacién, indican que a un
tiempo de escarificacion de dos minutos de la semilla de P. chilensis, los
tratamientos con las dos bacterias (Azospirillum halopraeferens y Bacillus
amyloliquefaciens), sobresalieron a una salinidad de 0, 0.25 y 0.5 M de NaCl, en

comparacién con el control (Figura 21).
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Figura 20. Efecto ejercido en el porcentaje de emergencia final (%) por Azospirillum halopraeferens=AH y Bacillus
amyloliquefaciens=BA, con su respectivo control=CONT sin inoculante, bajo condiciones de invernadero y con cuatro
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de dos minutos, literales muestran diferencia significativa (P < 0.05).
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17.2. Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso

seco de planta, peso fresco y seco de raiz; unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) a un tiempo de escarificacion de 2 minutos

En altura de planta de P. chilensis, los resultados indican que los
tratamientos con las dos bacterias A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens
mostraron valores significativos a 0 M de NaCl en comparacién del control; en
longitud radicular y peso fresco de planta los dos tratamientos inoculados y el
control mostraron igualdad con P < 0.05; un similar comportamiento fue
observado en peso seco de planta, peso fresco de raiz y peso seco de raiz por
los tres tratamientos evaluados con excepcién de que a 0.25 M de NaCl,

sobresalieron aquellos inoculados en comparacion con el control (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Efecto de la inoculacidon de Azospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens=BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de dos minutos.

M Alél;ra Longitud fl::sscoo z:zg Peso Peso
Inoculante radicular fresco seco UFC/mL
NaCl planta (cm) planta planta deraiz  de raiz
(cm) (mg) (mg)

C 0 3.66b 429a 0.21a 0.04 a 0.13a 0.02 a 0
C 0.25 1.76 ¢ 1.94c¢c 0.11b 0.02b 0.07b 0.01 a 0
C 0.5 0.35¢ 0.45¢c 0.04 b 0.01b 0.02b 0.00b 0
C 0.75 0.00d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00¢c 0.00 b 0
AH 0 461a 448 a 0.22 a 0.04 a 0.14 a 0.02 a 3,900 a
AH 0.25 4.09 a 3.79b 0.25a 0.05a 0.16 a 0.02 a 3,800a
AH 0.5 1.10¢c 1.29¢ 0.07b 0.01b 0.04 b 0.01a 3,513 a
AH 0.75 0.00d 0.00d 0.00¢c 0.00c 0.00c 0.00 b 2,825b
BA 0 464 a 430 a 0.23 a 0.05a 0.15a 0.02 a 4,000 a
BA 0.25 3.93b 3.69b 0.22 a 0.04 a 0.14 a 0.02a 2,898 b
BA 0.5 1.49c¢c 1.39¢c 0.09b 0.02b 0.06 b 0.01 a 2,615b
BA 0.75 0.00d 0.00d 0.00c 0.00c 0.00c 0.00 b 2,778 b

Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso seco de planta,
peso fresco y seco de raiz.

UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.

Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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18. Pruebas de emergencia a un tiempo de escarificacion de 4

minutos

Los resultados obtenidos en el porcentaje de emergencia indican un
100% en aquellos inoculados por A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens vy
sujetos a 0 M de NaCl. Sin embargo al incrementar la salinidad, los tratamientos
inoculados y el control fueron afectados significativamente con P < 0.05 (Figura
22).

18.1. Tasa de emergencia a un tiempo de escarificacion de 4 minutos

Se encontr6 diferencia significativa (P < 0.05) entre las bacterias en
estudio y entre las salinidades. Se observd que en la interaccion, el tratamiento
con A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens presentaron las tasas de
mergencia mayores con respecto a los demas tratamientos a 0 y 0.25 M de
NaCl. Sin embargo a 0.5 0.75 M, la tasa de germinacién fue decrementada
significativamente en los tres tratamientos evaluados (A. halopraeferens y B.

amyloliquefaciens y el control (Figura 23).
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Figura 22. Efecto ejercido en el porcentaje de emergencia final (%) por Azospirillum halopraeferens=AH y Bacillus
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de cuatro minutos, literales muestran diferencia significativa (P < 0.05).
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Figura 23. Efecto de la Tasa de germinacion (%) de Prosopis chilensis, por

Azospirillum halopraeferens y Bacillus
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NaCl), a un tiempo de escarificacion de cuatro minutos; las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).

GOl



106

18.2. Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso

seco de planta, peso fresco y seco de raiz; unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) a un tiempo de escarificacion de 4 minutos

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). En
el Cuadro 15, se observa que la respuesta de la variable altura, los tratamientos
con A. halopraeferens 'y B. amyloliquefaciens sobresalieron en comparacién con
el control a 0 M de NaCl. Un similar comportamiento fue observado en esta
misma variable a 0.25 M de NaCl donde Unicamente sobresalid
significativamente con P < 0.05. B. amyloliquefaciens. Se observd que la
salinidad en todos los tratamientos afecta la altura de plantula. En longitud
radicular, peso fresco y seco de plantula, peso seco y fresco de raiz, los
resultados mostraron un similar comportamiento, mostrandose los tres
tratamientos con un resultado significativo a una salinidad de 0 y 0.25 en

comparacién de 0.5y 0.75 M de NaCl (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Efecto de la inoculacidon de AZzospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens =BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de cuatro minutos.

M Altura de Longitud fl::ss:o z::g Peso Peso
Inoculante NaCl planta radicular lanta lanta fresco seco de UFC/mL
(cm) (cm) P P de raiz raiz
(mg) (mg)
C 0 4.88b 5.38a 0.30 a 0.06 a 0.20 a 0.03a 0
C 0.25 426 b 436b 0.33a 0.07 a 0.21a 0.03 a 0
C 0.5 1.28¢c 1.35d 0.07 ¢ 0.01 bc 0.05¢ 0.01¢c 0
C 0.75 0.09d 0.03 e 0.01e 0.00d 0.01d 0.00d 0
AH 0 6.00 a 5.57 a 0.32a 0.06 a 0.21a 0.03a 3,817 a
AH 0.25 5.48 a 4.88b 0.35a 0.07 a 0.23a 0.03 a 3,392 b
AH 0.5 230c 1.82d 0.17b 0.03b 0.11b 0.02b 2,333 ¢
AH 0.75 0.35d 0.11e 0.04 c 0.01 bc 0.03 ¢ 0.00d 3,420 b
BA 0 6.03 a 5.39a 0.33a 0.07 a 0.21a 0.03 a 3,900 a
BA 0.25 5.32a 4.78 b 0.32a 0.06 a 0.20 a 0.03 a 2,467 c
BA 0.5 3.06 b 224c 0.17b 0.03b 0.11b 0.02b 2,063 ¢
BA 0.75 0.20d 0.05e 0.02d 0d 0.01c 0.00d 2,217 ¢

Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso seco de planta,
peso fresco y seco de raiz.

UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Literales muestran diferencia significativa (P < 0.05).
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18.3. Analisis bromatologicos a un tiempo de escarificacion de 4

minutos

Acorde a proteinas y lipidos, los analisis de varianza mostraron
diferencias significativas en cuanto a su proporcién. Se encontr6é que las plantas
inoculadas con las bacterias fijadoras de N, resultaron en un incremento de
biomasa, reflejandose en valores superiores en comparacion con plantulas de P.

chilensis del tratamiento control (Cuadro 16).

Cuadro 16. Efecto de Bacillus amyloliquefaciens'y Azospirillum halopraeferens
en contenidos totales de lipidos, proteinas y ceniza en plantas de Prosopis
chilensis bajo cuatro concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5y 0.75 M).

Inoculante Salinidad
(Bacteria) M NaCl
Lipidos (mg) PI‘((::I(;I')I‘I a C((:rr:;z)a
control 0 0.09 b 10.52 ab 0.82 bc
control 0.25 0.08 b 10.32¢c 0.78 c
control 0.5 0.04 ¢ 4.53 e 0.40 d
control 0.75 0.01d 231 g 0.13f
A. halopraeferens 0 0.11a 10.55 ab 0.88 a
A. halopraeferens 0.25 0.11a 10.54 ab 0.82 bc
A. halopraeferens 0.5 0.05c 5.06 d 0.44d
A. halopraeferens 0.75 0.02d 2439 0.19e
B. amyloliquefaciens 0 0.12a 10.68 a 0.88 a
B. amyloliquefaciens 0.25 0.11a 10.55 ab 0.84b
B. amyloliquefaciens 0.5 0.05c 5.33d 0.42d
B. amyloliquefaciens 0.75 0.02d 2.69f 0.22 e

Las letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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19. Pruebas de emergencia a un tiempo de escarificacion de 6

minutos

Los resultados obtenidos en el porcentaje de emergencia indican que a
una salinidad de 0, 0.25 los tratamientos inoculados con A. halopraeferens y B.
amyloliquefaciens, arrojaron altos valores significativos en comparacién con el
control (P < 0.05). Se observé que la salinidad a 0.5 y 0.75 M de NaCl, los

tratamientos son afectados significativamente (Figura 24).

19.1. Tasa de emergencia a un tiempo de escatrificacion de 6 minutos
Se encontr6 diferencia significativa (P < 0.05) entre las bacterias en
estudio y el control, considerando las salinidades evaluadas. Se observé que en
la interaccién, los tratamientos con A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens a 0
y 0.25 M de NaCl sobresalen de aquellos a salinidades de 0.5y 0.75 M de NaCl

(Figura 25).
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Figura 24. Efecto ejercido en el porcentaje de emergencia final (%) por Azospirillum halopraeferens=AH y Bacillus
amyloliquefaciens=BA, con su respectivo control=CONT sin inoculante, bajo condiciones de invernadero y con cuatro
concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl). A un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis chilensis

de seis minutos; literales muestran diferencia significativa (P < 0.05).
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19.2. Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso

seco de planta, peso fresco y seco de raiz; unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) a un tiempo de escarificacion de 6 minutos

Los resultados de altura de planta presentaron valores superiores en el
tratamiento con las dos bacterias A. halopareferens y B. amyloliquefaciens, en
comparacién con el control. En longitud radicular a una salinidad de 0 M de
NaCl, en los tres tratamientos (control, A. halopareferens y B. amyloliquefaciens)
presentaron valores similares. A una salinidad de 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl,
sobresalieron los tratamientos con las dos bacterias A. halopareferens y B.
amyloliquefaciens, en comparacion con el control. En peso fresco y seco de
planta, peso fresco y seco de raiz a una salinidad de 0 y 0.25 M de NaCl, los tres

tratamientos se comportaron de manera similar (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Efecto de la inoculacidon de AZzospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens =BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de seis minutos.

M Alturade Longitud fr:::o z:zg Peso Peso
Inoculante planta radicular fresco  seco de UFC/mL
NaCl — “em) (cm) planta . planta ;"5 iz
(mg) (mg)
C 0 421b 476 a 0.21a 0.04b 0.13¢ 0.02a 0
C 0.25 3.59c¢ 3.74b 0.23a 0.05a 0.15a 0.02 a 0
C 0.5 1.01d 1.11c 0.07 ¢ 0.01¢c 0.05d 0.01b 0
C 0.75 0.08 e 0.02d 0.01c 0.00 e 0.01f 0.00c 0
AH 0 5.33a 4.95a 0.22a 0.04b 0.14Db 0.02 a 3,817 a
AH 0.25 481b 4.26 a 0.25a 0.05a 0.16a 0.02 a 3,492b
AH 0.5 1.90d 1.45b 0.11b 0.02¢c 0.07d 0.01b 3,333 b
AH 0.75 0.34e 0.11c 0.06 ¢ 0.01c 0.04 e 0.01b 3,420 b
BA 0 5.36 a 4.77 a 0.23a 0.05a 0.15a 0.02 a 3,900 a
BA 0.25 465b 416 a 0.22a 0.04b 0.14b 0.02a 2,467 c
BA 0.5 2.66 ¢ 1.87b 0.13b 0.03¢ 0.08d 0.01b 2,063 ¢
BA 0.75 0.34e 0.11c 0.06 ¢ 0.01c 0.04 e 0.01b 2,417 ¢

Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso seco de planta,
peso fresco y seco de raiz.

UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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20. Pruebas de emergencia a un tiempo de escarificacion de 8
minutos

El resultado obtenido en el porcentaje de emergencia a un tiempo de

escarificacion de la semilla de P. chilensis de ocho minutos, a una salinidad de 0

M de NaCl, el tratamiento control a unas salinidad de 0 M de NaCl present6

diferencia significativa en comparacion con el tratamiento con la dos bacterias

(Azospirillum halopraeferens y Bacillus amyloliquefaciens) a la misma salinidad

(Figura 26).

20.1. Tasa de emergencia a un tiempo de escarificacion de 8 minutos
El efecto de A. halopraeferensy B. amyloliquefaciens, fue superado por el
tratamiento control a una salinidad de 0 M de NaCl. Sin embargo conforme se
incremento la salinidad a 0. 25 M, la tasa de germinacion fue superada por los
tratamientos inoculados. Un comportamiento similar fue observado por los tres

tratamientos a salinidades de 0.5 y 0.75 M de NaCl (Figura 27).
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Figura 26. Efecto ejercido en el porcentaje de emergencia final (%) por Azospirillum halopraeferens=AH y Bacillus
amyloliquefaciens=BA, con su respectivo control=CONT sin inoculante, bajo condiciones de invernadero y con cuatro
concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl). A un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis chilensis

de ocho minutos, literales muestran diferencia significativa (P < 0.05).
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20.2. Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso

seco de planta, peso fresco y seco de raiz; unidades formadoras de

colonias (UFC/mL) a un tiempo de escarificacion de 8 minutos

Los resultados obtenidos en altura de planta, longitud radicular, peso
fresco de planta, sobresalieron los tratamientos con las dos bacterias en
comparacién con el control cuando son sujetos a 0 y 0.25 M de NaCl. En peso
seco de planta, los valores altos son generados a una salinidad de 0.25 M de
NaCl por los tratamientos inoculados, mientras que en peso fresco de raiz
sobresalen los tratamientos A halopraeferens de manera significativa con P <

0.05 a 0.25 M de NaCl (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Efecto de la inoculacidon de AZzospirillum halopraeferens=AH y
Bacillus amyloliquefaciens =BA, y su respectivo control=C sin inoculante en
plantulas de Prosopis chilensis, bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl), con un tiempo de escarificacion de la semilla de Prosopis
chilensis de ocho minutos.

Altura Peso Peso

Inoculante NQACI plgsta Ir-:t(:ll:f(?:‘;)ll;c: glea Sn(;g psl(aefl?a Llr::%?; s%zt;}e UFC/mL
(cm) (mg) (mg)
C 0 2.04b 3.89b 0.16 b 0.03b 0.10c 0.02a 0
C 0.25 0.73d 1.55¢ 0.10c¢c 0.02¢c 0.07d 0.01b 0
C 0.5 0.06 e 0.37 ¢ 0.03¢c 0.01d 0.02 f 0.00c 0
C 0.75 0.00 f 0.00 f 0.00d 0.00e 0.00g 0.00¢c 0
AH 0 3.16 a 4.08 a 0.17b 0.03 b 0.11c 0.02 a 3,700 a
AH 0.25 2.64Db 3.39b 0.20 a 0.04 a 0.13a 0.02a 3,491 b
AH 0.5 0.52¢ 0.75d 0.05¢ 0.01d 0.04 e 0.01b 3,700 a
AH 0.75 0.00 f 0.00 f 0.00d 0.00 e 0.00g 0.00c 3,823 a
BA 0 3.19a 3.90 b 0.18 b 0.04 a 0.12b 0.02 a 3,700 a
BA 0.25 2.48Db 3.29b 0.17b 0.03b 0.11c 0.02a 3,700 a
BA 0.5 0.93c¢c 0.95d 0.07c 0.01d 0.04 e 0.01b 604 d
BA 0.75 0.00 f 0.00 f 0.00d 0.00 e 0.00g 0.00c 1,130 ¢

Altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso seco de planta,
peso fresco y seco de raiz.

UFC/mL: Unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular.
Letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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21. DISCUSION

Aislamiento de microorganismos fijadores de nitrogeno de rizosfera de
Prosopis glandulosa

Debido a factores adversos (bi6ticos y abidticos) a los que estan
expuestas las plantas de ambientes aridos, las haléfitas para fines de
reforestacion en &reas salinas son los recursos bioldgicos mas promisorios (Lieth
y Masoom, 1993). El género Prosopis, una haléfita que se desarrolla en el
desierto sonorense, se vislumbra para el futuro inmediato como una opcion de
reforestacion. Aunado a lo anterior, los microorganismos con efecto benéfico en
las plantas, juegan un papel potencial y considerable como agentes de
biofertilizantes (Bidwell, 1979; Devlin, 1980; Arsac, 1990; Parke, 1991; Sacon,
1993). Sin embargo, las investigaciones referentes a bacterias promotoras de
crecimiento y el género Prosopis son escasas (Reinhold et al., 1987; Hamdi,
1999; Ungar, 2000; Rojas et al.,, 2001), algunos estudios (Booth et al., 1988;
Goodfriend et al., 2000; Hilderbrandt et al., 2000; Bagwell et al., 2001). Sobre
este tipo de vegetales y el medio ambiente que les rodea con la finalidad de
ampliar la gama de bacterias fijadoras de nitrogeno endémicas, conocimiento de
la densidad de indculo, fisiologia de cepas promotoras, su inoculacién en
diferentes cultivos, ecologia a nivel de rizésfera entre otros aspectos.

Debido a que en la presente investigacién, se detectaron microorganismos
fijadores de nitrdgeno (19 aislados), el actual trabajo muestra y confirma que la
asociacion de bacterias benéficas asociadas a la rizésfera de la haléfita P.

glandulosa en el desierto Sonorense, lo cual es un aporte a la investigacion sobre
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la deteccion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal con posible
potencial agricola, y donde es necesario conocer la influencia positiva sobre las
plantas; ya que estudios previos concernientes a la reproduccion de arboles (Mc
Graw y Ungar 1981; Ungar, 2000), la productividad de este tipo de plantas esta
limitada a la disponibilidad de nitrdgeno en biomasa, entre otros aspectos.
Ademas de que una de las actividades agricolas que se realizan para solucionar
la deficiencia de nitrégeno es el uso de fertilizantes sintéticos, lo cual
frecuentemente cae en un uso indiscriminado, afectando principalmente la
microflora del suelo, entre ellos los microorganismos benéficos (Martinez, 1996).
De igual forma, los resultados indican que la obtencion de bacterias
fijadoras de nitrbgeno mediante técnicas de cultivo libres de una fuente de
nitrégeno a una concentracién de 0.5 M de NaCl, resultd ser apropiada para
determinar la presencia de este tipo de microorganismos, ya que se lograron
obtener 19 aislamientos en los puntos de muestreo de Prosopis glandulosa. Lo
anterior indica que las especies microbianas no pueden existir aisladas en la
naturaleza, originando posibilidades de interacciones que pueden ser benéficas o
perjudiciales, antagdnicas o sinérgicas (Brock et al., 1987). El antagonismo
estaria dado por el dano existente para uno o ambos organismos y el sinergismo
por las interacciones entre bacterias que puedan efectuarse por medio del
intercambio de nutrimentos, por la remocién de algunos productos inhibitorios o
por medio de mecanismos fisicos y quimicos, tales como en la concentracion de

oxigeno o en el potencial 6xido-reduccidén (Bashan y Holguin, 1997). Este ultimo
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aspecto reviste un marcado interés para utilizarlas como biofertilizantes ya sea
de manera aislada o utilizadas en co-inoculacién (Khammas y Kaiser, 1992).

Por otra parte, en el estudio de reducccién de acetileno de los 19
aislamientos, la bacteria halotolerante B. amyloliquefaciens, fue la unica que
mostré una alta actividad comparada con el control halotolerante Azospirillum
halopraeferens. Lo anterior es indicativo para inferir que en estudios de bacterias
por separado, las mismas pueden disminuir su capacidad para reducir el
acetileno. Dicha aseveracion pudo deberse a que la ausencia de la interaccién de
estas bacterias fijadoras de N, con otros microorganismos diazotréficos, al
parecer promueven o inhiben su actividad, lo cual es comun entre
microorganismos (Drodowiez y Ferreira, 1987; Will y Sylvia, 1990; Isopi et
al.,1995; Halsall y Gibson, 1989; Holguin et al., 1992, Holguin y Bashan, 1996;
Roénkkd et al., 1993; Rojas et al., 2001).

Los analisis de identificacién y caracterizacion de la bacteria con alta
actividad reductora de acetileno mostraron que se trata del género-especie
Bacillus amyloliquefaciens, la cual se ha encontrado en forma natural en suelo y
agua asi como también asociada a plantas de manera enddfita (Ladha et al.,
1983; Das, 1991; Shloter y Hartmann, 1998; Chelius y Triplett, 2000). Sin
embargo, en ambientes salinos, en especial para P. glandulosa, el presente

estudio, es el primer reporte que se tiene de dicho microorganismo.
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Prueba in vitro en germinacion y en emergencia de P. chilensis en
invernadero

Los resultados in vitro y de invernadero con las cuatro concentraciones
salinas de 0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl arrojaron, que el porcentaje de
germinacién y de emergencia se redujo por el efecto de la salinidad,
coincidiendo con numerosos estudios como los de Khan et al. (1976); Mc Graw y
Ungar (1981); Felker et al. (1981); Philipupiya y Ungar (1984), excepto para
aquellos inoculados con las bacterias del estudio a una molaridad de 0 a 0.25 M
de NaCl. Se pudo observar que por arriba del 5% de NaCl (0.856 M), inducen a
las semillas a un estado de latencia, aspecto que concuerda con Khan et al.
(1976); Mc Graw y Ungar (1981); Felker et al. (1981); Philipupiya y Ungar (1984);
Velarde et al. (2003); Meloni et al. (2004); Villagra y Cavagnaro (2005); Sosa et
al. (2005). Sin embargo, dicho efecto (% emergencia) en condiciones de NaCl,
se vio mitigado por la inoculacion de las bacterias (0 y 0.25 M), las cuales
favorecen diversos procesos fisiolégicos de las plantas debido a la produccién
de hormonas, capaces de influir en la velocidad del metabolismo, asi como en la
respiracion de la semilla y posterior desarrollo de la raiz hospedada segun
Kozyrovskaya et al. (1990); Haahtela et al. (1990); Conrad et al. (1992); Zexun y
Wei (2000). Estudios previos demuestran que B. amyloliquefaciens produce la
hormona &acido indolacético (AlA), y que puede actuar en el desarrollo fisiolégico

de plantas (Choong-Min et al., 2005; Idris et al., 2007).
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Tasa de germinacion in vitro y emergencia de P. chilensis en invernadero
En la presente investigacion, se realizaron estudios para evaluar el efecto
de A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens (éste ultimo microorganismo
indigena de rizosfera de mezquite que se desarrolla en la zona del desierto de
Altar Sonora, (Villegas-Espinoza et al., 2008), en condiciones in vitro e
invernadero en las etapas de germinacion y de plantula. Una primera etapa para
la generacién de una nueva planta es la germinacién-emergencia, estudios
relacionados con la germinacidon de haldfitas, el porcentaje maximo de
germinacién se realiza conforme el contenido de sales disminuye (Breen et al.,
1977; Ungar, 1977; Ungar 1982; Ayala y O’Leary, 1995; Zalba y Peinemann,
1998; Villagra y Cavagnaro, 2005). Un comportamiento similar lo presentan
también las semillas de glicofitas (Murillo-Amador et al., 2000). Los resultados
del presente estudio mostraron que al evaluar la germinacién-emergencia en
Prosopis chilensis, el porcentaje de germinacion se redujo por el efecto de la
salinidad, coincidiendo con numerosos estudios, donde arriba del 5% de NaCl
(0.856 M), inducen a las semillas a un estado de latencia (Khan et al., 1976; Mc
Graw y Ungar, 1981; Philipupiya y Ungar, 1984; Villagra y Cavagnaro, 2005). Sin
embargo, dicho efecto (% germinacién) en presencia de NaCl, se vio mitigado
por la inoculacién de las bacterias, las cuales favorecen diversos procesos
fisiolégicos de las plantas debido a la produccién de hormonas, capaces de
influir en la velocidad del metabolismo, asi como en la respiracion de la semilla y
posterior desarrollo de la raiz hospedada segun Conrad et al.,, (1992);

Kozyrovskaya et al., (1990); Zexun y Wei, (2000) y Haahtela et al., (1990).
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Acorde a la variable tasa de emergencia, sobresalieron las dos bacterias
A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens en comparacion con el control, a una
salinidad de 0, 0.25 y 0.5 M NaCl. Se pudo observar que en aquellos
tratamientos con bacterias, se alcanz6 una tasa de emergencia maxima del 80%
a 0y 0.25 M de NaCl con A. halopraeferens en el sexto dia; un 80% con la
bacteria B. amyloliquefaciens en el noveno dia (0 M de NaCl) y un 84% al
décimo dia (0.25 M de NaCl), mientras que un 30% de emergencia final maximo
fue alcanzado por el testigo (0 M de NaCl), al sexto dia. Asimismo fue detectado
qgue una salinidad por arriba de 0.5 M de NaCl, reduce la tasa de emergencia en
tratamientos de ambos inoculantes. Estos resultados coinciden con otra
investigacién llevada a cabo con especies de Acacia, donde se evalu6
germinacién y emergencia (Brown et al., 2003).

De igual forma, respecto a las variables de longitud radicular, altura de
planta, peso fresco y seco, fueron positivos debido a la inoculacién de las
bacterias en estudio, como también en la tasa de germinacion y emergencia
(Cuadro 10, 11 y 17, Figuras 15 y 25) comparadas con los tratamientos no
inoculados. De la misma manera se reporta, que un grupo importante de
reguladores como son las giberelinas, estimula la germinacién en haléfitas al
igual que en glicofitas bajo condiciones de salinidad (NaCl), produciendo efectos
positivos como la interrupcion de latencia y el incremento de biomasa (Khan,
1971; Ungar, 1987a; Ungar, 1987b; Ungar, 1982; Ondarza, 1996, Ungar, 2000;
Bacilio et al., 2006). Asimismo por que B. amyloliquefaciens ha sido aislada de

plantas costeras (Vazquez et al., 2000), la cual también tiene la capacidad de
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solubilizar fosfatos. También se han realizado estudios donde B.
amyloliquefaciens tiene la capacidad de ser antagonista para hongos y bacterias
causantes de algun tipo de enfermedad para diversos cultivos (Yoshida et al.,
2001).

Altura de planta, Longitud radicular de planta, Peso fresco y seco de
planta, Peso fresco y seco de raiz y Unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) en estudio in vitro y de emergencia en invernadero

En altura de planta, a 0 M de NaCl, se observd que el control disminuy6
su altura en comparacién con los dos tratamiento inoculados (A. halopraeferens
y B. amyloliquefaciens) los cuales presentaron un 39.43% mas de altura (Cuadro
14). De igual forma, la variable del porcentaje de emergencia, la altura fue
afectada negativamente conforme la salinidad se incremento.

Los tratamientos con las bacterias A halopraeferens y B.
amyloliquefaciens, sobresalen en comparacién con el control. La elongacién de
la raiz a partir de una salinidad de 0.25 a 0.5 M de NaCl es afectada por la
presencia de NaCl, pudiéndose deber a que la salinidad provoca estrés en la
planta segun Esashi (1991); Glick et al. (1999) ya que este tipo de stress
ambiental puede promover una alta presencia de etileno en la planta (Holguin et
al., 2003).

Acorde a la variable peso fresco, los resultados de los tratamientos
estudiados a una salinidad de 0 M de NaCl presentaron valores similares (sin
diferencia significativa); Lo contrario fue observado (P < 0.05) a una salinidad de

0.25 y 0.5 M de NaCl con las dos bacterias en estudio (A. halopraeferens y B.
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amyloliquefaciens) en comparacién con el control. Estos resultados coinciden
con investigaciones donde se estimulo, el crecimiento utilizando como inoculante
una cepa (R1B) (no identificada), la cual incrementd el peso fresco en 277% en
lechuga (Pefia y Reyes, 2007). Por otra parte, en peso seco de planta, los
resultados indican que no existe diferencia significativa con las dos bacterias A.
halopraeferens y B. amyloliquefaciens en comparacién con el control, ya que
presentaron valores parecidos a las cuatro salinidades de 0, 0.25, 0.5y 0.75 M
de NaCl.

En base a lo anterior, respecto a las variables de longitud radicular, altura
de planta, peso fresco y seco, los resultados evidencian que los efectos por la
inoculacién de las bacterias en estudio fueron positivos comparado con el
tratamiento no inoculado. Esto principalmente, a un grupo importante de
reguladores que son producidas por los inoculantes, como son las giberelinas,
que estimulan la germinacién en haléfitas al igual que en glicéfitas bajo
condiciones de salinidad (NaCl), produciendo efectos positivos como la
interrupcidon de latencia y el incremento de biomasa (Khan, 1971; Ungar, 1982;
Ungar, 1987a; Ungar, 1987b; Ondarza, 1996, Ungar, 2000; Bacilio et al., 2006).
Asimismo por que B. amyloliquefaciens ha sido aislada de plantas costeras
(Vazquez et al., 2000), la cual también tiene la capacidad de solubilizar fosfatos.
También se han realizado estudios donde esta bacteria B. amyloliquefaciens
tiene la capacidad de ser antagonista para hongos y bacterias causantes de
algun tipo de enfermedad para diversos cultivos (Murphy et al., 2000; Yoshida et

al., 2001; San-Lang et al., 2002).
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El nimero de células adheridas al sistema radicular de las plantas de
mezquite chileno fue apreciado de manera significativa con la bacteria B.
amyloliquefaciens, en comparacion con la bacteria A. halopraeferens en las
diferentes concentraciones estudiadas. No obstante lo anterior, de igual forma la
salinidad repercutié con una tendencia de disminucion de células bacterianas
adheridas al sistema radicular (UFC/g de raiz). Sin embargo, la interaccién de
bacterias con Prosopis chilensis, mostré6 que B. amilolyquefasciens no era tan
afectado comparado con A. halopraeferens. Esta posible especificidad de
asociacion planta-bacteria hasta la fecha es discutible de acuerdo con hallazgos
publicados por Arsac et al. (1990); Baldani y Dobereiner (1980); Diaz et al.
(2001), quienes indican que este tipo de resultados pueden depender de
moléculas organicas secretadas en el proceso de germinacion y emergencia asi
como del tipo de especie de microorganismo. Tal es el caso del estudio realizado
en soya donde se demostré que B. amyloliquefaciens fue afin a la colonizacion

debido a los exudados de dicha planta segun Yaryura et al. (2008).
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22. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados, en este trabajo se logré
determinar la presencia de 19 aislados bacterianos de raiz y suelo de mezquite
P. glandulosa.

De los aislados bacterianos se consideraron cuatro, debido a su alta
capacidad de reduccidén de acetileno (prueba indirecta de fijacién de nitrégeno,
presencia sobre medios de cultivo libre de fuente de nitrégeno, crecimiento bajo
diferentes condiciones de salinidad y temperatura y solubilizacion de fosfatos).

Lo anterior indica que existe un nivel de diversidad bacteriana in situ.
Asimismo, se confirmé que son una fuente de nitrégeno para la planta debido a
la suma de interacciones entre diferentes miembros de la comunidad microbiana
de la rizosfera existentes en mezquite.

El aislamiento y caracterizacion de B. amyloliquefaciens y otras especies
identificadas asociadas a la rizésfera de mezquite son el primer reporte en P.
glandulosa; es de esperarse que las interacciones in situ seran mucho mas
complejas debido a la gran diversidad microbiana que existe en la rizdsfera de la
planta de P. glandulosa.

El efecto de la salinidad en la germinacién de P. chilensis es afectado
negativamente. Sin embargo, la inoculacion de las bacterias B.
amyloliquefaciens y A. halopraeferans mitigan ese efecto negativo, promoviendo
la germinacién in vitro y emergencia en invernadero de P. chilensis.

Bajo condiciones in vitro y de invernadero, la bacteria B.

amyloliquefaciens y A. halopraeferens resultaron tener compatibilidad para el
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genotipo P. chilensis, constatdndose con diferencias significativas (P < 0.05)
para las variables de germinacién, emergencia y en la tasa de germinacién, tasa
de emergencia, peso fresco y seco y en los analisis bromatolégicos.

El tiempo de escarificacidon que resulté ser el apropiado en la germinacién
de P.chilensis e interaccion con B. amyloliquefaciens'y A. halopraeferens fueron
4 y 6 minutos.

El presente estudio muestra y confirma que la asociacién de bacterias
benéficas asociadas a la rizésfera de Prosopis glandulosa, es un aporte a la
investigacién sobre la deteccidén de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
con posible potencial agricola-forestal, y donde es necesario conocer la influencia
positiva sobre las plantas.

Finalmente, es importante mencionar que este tipo de trabajo
experimental, contribuye a ampliar el conocimiento en las posibles alternativas
de produccién de plantas forestales como lo es el mezquite chileno y, efectos en
la aplicacién de biofertilizantes de interés socio-econémico, para regiones con
problemas de disponibilidad de agua de buena calidad, como es el caso de los

estados de Sonora y la Peninsula de Baja California, en el Noroeste de México.
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INTRODUCTION RESULTS AND CONCLUSIONS

Bacteria with the ability to
grow on nitrogen-free media
and with nitrogenase activity
under microaerobic conditions
were isolated from mesquite
(Prosopis glandulosa) roots
and soil collected, which it
growth in craters of volcanoes
of Sonora desert, and revealed
for first time.

MATERIAL AND METHODS

Five areas in and around the
volcanoes of the Sonora desert,
were sampled to detect nitrogen- .
fixing bacteria associated with g - N
mesquite. Sampled of Prosopis spp rhizosphere,
which are growth on Volcans were
obtained in Sonora desert and Isolated of

RESULTS AND CONCLUSIONS Piant growth promoting bacteria was
carried out.

from these, 16 colonies were

isolated. Only one showed high

acetylene reduction activity and

capacity to solubilize fosfatos.

This bacterium was identified as

Bacillus amyloliquefasciens.
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code: 74592 del Dr. Bernardo Murillo Amador from CIBNOR.

Our results suggest that Bacillus
isolate have a particular affinity to
growth at 0.0 to 0.75 M of NaCl and 30 to
55<C. The effects of Bacillus
amyloliquefasciens were evaluated at
the germination stage of P. chilensis, as
an alternative unarmed tree to reforest
kinder-gardens child schools located in
communities of dry and saline’s areas of
the Sonora desert in México. This
bacterium, in conjunction with
Azospirillum halopraeferens, was tested
for growth-promoting ability when
inoculated on P. chilensis under various
saline concentration conditions. During
germination stage B.
amyloliquefasciens, showed high
specificity for the P. chilensis. This is
the first report of B. amyloliquefasciens
as a nitrogen-fixing bacterium
associated with the halophyte P. juliflora
which it growth in craters of volcanic
zone of Sonora desert. A reliable
biological method, based on beneficial
bacteria, is suggested to help maintain
or improve the fertility of soils to
reproduce Prosopis spp. as an
important resource in many arid and
semiarid regions of the world.
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RESUMEN

Las Bacterias Promotoras de Crecimiento de Plantas
(BPCP), son microorganismos fijadores de nitrégeno
atmosférico y a su vez producen hormonas que
aprovechan las plantas para llevar a cabo su desarrollo.
Es importante la utilizaciéon de microorganismos
benéficos para reducir la fertilizacion quimica. La
investigacion cientifica ha incrementado la busqueda y
aislamiento de BPCP de regiones especificas como son
las zonas aridas, va que estos microorganismos estan
adaptados a ambientes extremos. La espeeie Prosopis
chilensis esta siendo utilizada para reforestacion de
escuelas, parques y también como ornato; para
reproducir esta planta se esta utilizando fertilizantes
quimicos que son dafiinos al medio ambiente. EI
objetivo de la presente investigacion. consistio en
analizar el efleclo de las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal Bacillus amyloliquefaciens vy
Azospirillum  halopraeferens en la germinacion y
emergencia del mezquite chileno (P. chilensis) bajo
cuatro concentraciones salinas (0, 0.25. 0.5 y 0.75 M
de NaCl). Se obtuvieron semillas de mezquite chileno
de la regién de Santa Ana. Sonora. México. Bajo
condiciones de laboratorio se evalud el porcentaje de
germinacion. tasa de germinacion. altura, longitud
radicular de plantula, peso fresco de plantula nimero
de células bacterianas adheridas al sistema radicular.
Bajo condiciones de invernadero, las variables
cevaluadas fueron porcentaje de emergencia, tasa de
emergencia, altura y longitud radicular, peso fresco y
seco de planta. peso fresco y seco de raiz, nimero de

celulas bacterianas adheridas al sistema radicular. Los
resultados indican que. en condiciones in vitro, el
porcentaje y tasa de germinacion disminuyd conforme
la salinidad se incrementa. Sin embargo, estas
variables cambiaron positivamente por A
halopraeferens y B, amyloliquefuciens; la altura de
plantula y longitud radicular fueron incrementadas con
la bacteria B. amyvloliquefaciens, en las salinidades (0,
0.25 y 0.5 M de NaCl). Los resultados obtenidos en
invernadero, muestran que. el porcentaje v tasa de
emergencia. [ueron afectados positivamente por las
dos bacterias (. halopraeferens y B.
amyloliguefaciens) en P. chilensis, como también se
presento un buen desarrollo en altura de planta,
longitud radicular, peso fresco y seco. Sin embargo es
importante hacer notar que bajo condiciones de
invernadero. se logrd obtener que los inoculantes
resultasen  ser mas electivos en las wvariables
estudiadas.

Palabras clave: [jjacion de nitrégeno: Bacillus
amyloliquefasciens, Prosopis chilensis: Azospiriffum

halopraeferens, salinidad.,
SUMMARY

The Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) are
microorganisms atmospheric nitrogen fixing and
produce hormones that take advantage of the plants to
carry out their development. The use of beneficial
microorganisms is important to reduce the chemical
fertilization. The scientific research has been
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