2013-B 1112163

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

Instituto de Ingenieria

MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS E INGENIERIA

QIIIIII AUTONOMZ DE BAVA Ell-b;

877/~Z11V34 V1 HOd

“POTENCIAL DE CHLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE
COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS HIDROPONICOS DE TOMATE
(SOLANUM LYCOPERSICUM)”

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORENINGENIERTA
P R E S E N T A

DANIEL CORTES JIMENEZ

DIRECTOR: Dr. Froylan Mario Espinoza Escalante
CODIRECTOR: Dra. Gisela Montero Alpirez

MEXICALI, B. C. NOVIEMBRE DE 2013



El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de
Metabolismo Microbiano de la Universidad Auténoma de
Guadalajara a cargo del Dr. Froylan Mario Espinoza
Escalante, en conjunto con el Instituto de Ingenieria de la
Universidad Auténoma de Baja California. Con el apoyo del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).



Un poco de ciencia aleja de Dios, pero mucha ciencia devuelve a EL
Louis Pasteur



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por todo lo que soy, vivo y tengo.

A mi Director y Amigo Dr. Froylan Mario Espinoza Escalante, por la oportunidad, sus

conocimientos, su paciencia y su confianza.

A la Dra. Gisela Montero Alpirez por su valiosa colaboracién en la elaboracion y

revision de esta tesis.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo econdomico

otorgado para continuar con mi formaciéon académica.



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

INDICE DE CONTENIDO
Pagina
INDICE DE FIGURAS. ...ttt I
INDICE DE TABLAS. ...t e, VI
0 0S5 0 21 VIII
N 1 1 N IX
1. INTRODUCCION. ....uuiitiiiiiitiii et e 1
2. ANTECEDENTES
2.1 Azospirillum Spp.
a) Bacterias Promotoras del Crecimiento en Plantas (BPCP)............... 4
b) E1 Género Azospirillumi............c.cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeea 5
c) Efecto de Azospirilum sobre las plantas.................cooooiiin 7
d) Posibles mecanismos de accion.............coeuveviiiiiiiiiiiininiiinien.n. 9
e) Azospirillum brasilence y la sobreexpresion de Trehalosa............ 10
2.2 Microalgas:
a) Caracteristicas metabdlicas y subproductos.......................... 12
b) Chlorella sp. (Chlorophyceae)..............cccoovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinnne. 13
2.3 Simbiosis microalga-bacteria....................ocoiii 14
2.4 Biodiesel y Bioetanol a partir de microalgas............................. 19
2.5 Los microorganismos como fuente de biofertilizante..................... 21
2.6 Efecto de la salinidad en cultivo de plantas superiores................... 23
2.7 Tomate (Solanum Lycopersicum)............cccooevvuiiiiiiiiiininiiiiiiennn. 25
I 101551131 (07X @ (0 TP 27
T O 1] 8 1 1Y/ 28
5. HIPOTESIS. ... ittt 29

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

6. MATERIALES Y METODOS

I. Medios Empleados. ... .....c.ooiiuiiiiiiiiiiiiiiiii e 30
II. Microorganismos y Cultivo
) MICTOAIZAS. ..ottt 30
b) Bacteria Promotora del Crecimiento en Plantas (BPCP)........................ 31
c) Germinacion y establecimiento de las platas de tomate........................... 32

III. Disefio de Experimento

Celulas LiDres. ..........ccc.oiuiiuiiiiiiiiiii i 33
Co-inmovilizacion con microorganismos en alginato.......................o.ooo.e 35
Andlisis EStadistico...............cocooiiiiiiiiiiiiii 38

7. RESULTADOS
Células libres

Experimento I

7.1 Longitud del Tallo.........cccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
72 Longitud de la RAiz...............oooiiiiiiiiii 44
7.3 Generacion de HOJAS. ...............ccociviiiiiiiiiiiiiiiiiii, 46
7.4 Efecto del Medio...............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 49

Experimento I

7.5 Longitud del Tallo.........ccc.ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 53

7.6 Longitud de la RAiz................coooiiiiiiiii 56

7.7 Generacion de HOJAS. ................cocoeiiiiiiiiiiiiiiiiii, 58
Inmovilizados

Experimento III

7.8 Longitud del Tallo................ooooiiiiiiiiiiiiiiii 62
79 Longitud de la RAizZ.............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 67
7.10 Generacion de Hojas. ................ccooiiiiiiiiiiiii 72

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

8. DISCUSION. ...ttt e e 76
9. CONCLUSIONES. . . ettt e e e el 81
10. BIBLIOGRAFIA CITADA .. ..ttt et e e e e e e 83
ANEXOS
ATCXO L. oo e 103
ATCXO Ll 103
ANCXO ILL. ..o e 105
ATCXO LV . 105
OTROS PRODUCTOS ACADEMICOS ...ttt e e e e e e e, 106

a) Carta de aceptacion en el Brazilian Journal of Microbiology
b) Borrador del Articulo aceptado en el Brazilian Journal of Microbioloy (a publicar en

diciembre 2013.

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

+ INDICE DE FIGURAS

10.

Para el experimento se utilizaron plantulas de 10 dias de edad, debido a
que se observo que en esta etapa no genera hojas, y es facil evidenciar
SUAESAITOllo. .. .ueee e
Tubos conicos con plantulas en desarrollo...............coovviiiiiiiiinn,

Proceso de elaboracion de los cultivos co-inmovilizados en alginato de

Grafica de ANOVA donde se observa el desarrollo del tallo en funcion
del MICTOOTZANISINIO. ...\ttt ettt et
Grafica de ANOVA donde se observa la respuesta en la formacion de
tallo en relacion con la concentracion salina..............coovveiiiinini.
Grafica de Interaccion Microorganismo-Salinidad en cuanto a la
longitud del Tallo.......oouiieiii e

Gréfica de Interaccion Tiempo-Salinidad en relacion a la longitud del

Grafica de ANOVA donde se observa la respuesta en la formacion de
raiz en relacion con la concentracion salina..................coooeveiienn...
Grafica de interaccion sobre el efecto de la salinidad en el desarrollo de
laraiz através del tiempo..........c.ooviiiiiiii i
Grafica de ANOVA sobre generacion de hojas conforme al

MIiCroorganismo asOCIAd0. ......uiutit et e

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California

32

34

37

41

41

42

42

45

46

48



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Grafica de ANOVA sobre generacion de hojas con respecto a las
concentraciones de NaCl empleadas.................ocooiiiiiiiiiiiiian.
Gréfica de interaccion sobre la generacion de hojas en funcion de la
salinidad y €] tHemPO.......oeinei i
Imagen de los 4 tratamientos en medio MS (de derecha a izquierda)
Chlorella Vulgaris, Azospirillum brasilense BIF, Azospirillum
Brasilense CD y Control...........ccouiiiriiiiniiiii e
Grafica de interacciones para Medio-Microorganismos en la longitud
del tallo. ...

Grafica de interacciones para Medio-Microorganismos en la longitud de

Grafica de ANOVA para el promedio de longitud de tallo en plantas en
asociacion con diferentes microorganismos en medio hidroponico........
Gréfica de interacciones de longitud del tallo en plantas en relacion con
las concentraciones de NaCl utilizando diferentes asociaciones
microbianas en medio hidropOnico.............c.ovviiiiiiiiiiiiiien,
Grafica de interacciones de longitud del raiz en plantas en relacion con
las concentraciones de NaCl utilizando diferentes asociaciones

mlcrObla‘na‘S en medlo hldroponlco'))793773)73))”79))”779))"79)7”795)7977))7973)5)?9’79))

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California

49

49

50

51

51

52

54

55

57




POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Grafica de interacciones de longitud del raiz en plantas crecidas con
diferentes asociaciones microbianas en medio hidroponico durante los
tres periodos de tiempo contemplados en los experimentos................
Grafica de ANOVA para el promedio de nimero de hojas generadas en
plantas de tomate asociadas con diferentes microorganismos en medio
RIATOPONICOS. ...ttt
Grafica de interacciones de nimero de hojas generadas en plantas
crecidas con diferentes asociaciones microbianas en medio hidroponico
con 6 niveles de salinidad...............c.oooiii
Grafica de interacciones de numero de hojas generadas en plantas
crecidas con diferentes asociaciones microbianas en medio hidroponico
durante los tres periodos de tiempo contemplados en los experimentos...
Grafica de ANOVA para el promedio longitud de tallo en plantas de
tomate asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en
mMedio hidropONICO. ..ot
Grafica de ANOVA para el promedio longitud de tallo en los periodos
de tiempo MONItOTEAdOS. ... vvinti ittt eiae e aaaens
Grafica de interacciones para longitud de tallo en funcion de la
salinidad, donde se muestra la respuesta de los tratamientos con A.

brasilense BIF simple (AB) y en asociacion con C. vulgaris (ABCV)...

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California

III

58

60

60

61

64

64




POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Grafica de interacciones para longitud de tallo en funcion de la
salinidad, donde se muestra la respuesta de los tratamientos con A.
brasilense CD simple (AW) y en asociacion con C. vulgaris (AWCYV)...
Gréfica de interacciones para longitud de tallo en funciéon de la
salinidad, donde se muestra la respuesta de los tratamientos con el

microorganismo simple C. vulgaris (CV) en comparacion con el

Grafica de ANOVA para el promedio de longitud de raiz en plantas de
tomate asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en
medio hidropOniCo. .. .....c.ovuiiii i
Grafica de ANOVA para el promedio de longitud de raiz en plantas de
tomate asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en
medio hidropOniCo. .. ....cvviui i
Grafica de ANOVA para el promedio de longitud de raiz conforme al
nivel de salinidad en cultivos inmovilizados en medio hidropénico.......
Grafica de interacciones para el promedio de longitud de raiz en los
tratamientos con A. brasilense BIF simple y asociado con C. vulgaris,
con los diferentes niveles de NaCl...........coceeviiriiiiiiiiiniiiiiieeeeee
Grafica de interacciones para el promedio de longitud de raiz en los
tratamientos con A. brasilense Cd simple y asociado con C. vulgaris,

con los diferentes niveles de NaCl.........c.c.vveeiiiiiiiiiiii i,

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California

v

66

66

68

69

70

71

71




POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

34.

35.

36.

37.

Grafica de interacciones para el promedio de longitud de raiz en los
tratamientos con C. vulgaris, con los diferentes niveles de NaCl, en
comparacion con el control...............ooiiiiiiiii i,
Grafica de ANOVA para de nimero de hojas en plantas de tomate
asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en medio
RIArOPONICO. .. ettt e
Grafica de ANOVA para el promedio de numero de hojas generadas en
plantas de tomate a través de los periodos de tiempo muestreados.........
Grafica de interacciones de numero de hojas generadas en plantas
crecidas con diferentes asociaciones microbianas en inmovilizados

durante los tres periodos de tiempo contemplados en los experimentos.

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California

\Y

72

74

75

75




POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS VI
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

+ INDICE DE TABLAS

Pagina
1. Correlacion de salinidades como NaCl y conductividad eléctrica......... 33
2. Matriz de disefio experimental multifactorial 2x3xX6......................... 34

3. Disefio experimental multifactorial 5x6 para cultivos microbianos libres

e inmovilizados en medio hidropOnico................c.coevveueineiniinnn.., 36
4. Analisis de varianza para longitud del tallo (4 factores)..................... 40
5. Diseio experimental y resultados para longitud del tallo (4 factores)..... 40
6. Analisis de varianza para longitud de raiz (4 factores)...................... 44
7. Disefo experimental y resultados para longitud de raiz (4 factores)...... 45
8. Analisis de varianza para niimero de hojas (4 factores)..................... 47
9. Diseo experimental y resultados para nimero de hojas (4 factores)...... 47
10. Analisis de varianza para longitud de tallo (células libres).................. 53

11. Disefio experimental y resultados para longitud del tallo (células libres). 54
12. Andlisis de varianza para longitud de raiz (células libres).................. 56
13. Disefio experimental y resultados para longitud de raiz (células libres)... 57
14. Analisis de varianza para numero de hojas (c€lulas libres).................. 59
15. Diseno experimental y resultados para nimero de hojas (células libres).. 59
16. Analisis de varianza para longitud del tallo (cultivos

INMOVIIZAOS). .ottt 63
17. Disefio experimental y resultados para longitud del tallo (cultivos

INMOVIIZAOS). .ottt e 63

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS V][
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

18. Analisis de varianza para longitud de raiz (cultivos inmovilizados)....... 67
19. Disefio experimental y resultados para longitud de raiz (cultivos
INMOVIIZAAOS). ...t 68
20. Analisis de varianza para numero de hojas (cultivos inmovilizados)...... 73
21. Disefio experimental y resultados para nimero de hojas (cultivos

INMOVIIZAOS). .. cete et e 73

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS VT[T
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM) Y COMO BIOCOMBUSTIBLES

RESUMEN

Menos del 0.5% del total del agua del mundo esta disponible para el consumo humano y
la agricultura. La mayor parte del agua del planeta es salada. La salinidad del suelo
interfiere en la germinacion de semillas y el desarrollo posterior de la planta. El objetivo
de este trabajo fue determinar el efecto de tres microorganismos en plantas de Solanum
lycopersicum cultivadas en medio hidroponico o medio de Murashige y Skoog (MS).
Con el fin de aumentar la osmotolerancia de tomate se utilizaron bacterias de
Azospirillum brasilense Cd silvestres, Azospirillum brasilense Cd transformadas con un
plasmido que permite la biosintesis de trehalosa y Chlorella vulgaris. Se observd una
interaccion positiva entre la bacteria transformada de Azospirillum, Chlorella vulagris y
plantas de tomate. Las plantas de tomate mostraron una tolerancia a la concentracion de

sal, como cloruro de sodio, hasta de 200 mM.
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ABSTRACT

Less than 0.5% of total water in the world is available for human consumption and
agriculture. The major part of the world’s water is saline. Soil’s salinity interferes in
seeds’ germination and posterior development of the plant. The objective of this work
was to determine the effect of three microorganisms on Solanum lycopersicum plants
grown on saline hydroponic medium or Murashige and Skoog (MS) medium. In order to
increase the osmotolerance of tomato, Azospirillum brasilense Cd, Azospirillum
brasilense Cd transformed bacteria with a plasmid harboring a trehalose biosynthesis
gene-fusion and Chlorella vulgaris were used. A positive interaction between
transformed Azospirillum and Chlorella vulagris and tomato plants was observed.
Tomato plant’s showed a salt concentration tolerance, as sodium chloride, up to 200

mM.
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1. INTRODUCCION

La necesidad de sustituir los métodos agricolas convencionales por una agricultura
sostenible menos agresiva con el medio ambiente, ha llevado a la investigacion y
desarrollo de nuevas técnicas que sean biotecnologicamente viables con un impacto
minimo para el ecosistema y para la salud humana, permitiendo aumentar la calidad

nutricional y rendimientos de los cultivos.

La necesidad de incrementar la produccion de alimentos de origen vegetal, la restriccion
de tierras aptas para la produccion agricola, la escasez de agua o la mala calidad de ésta
para usarla en la agricultura, fueron algunas de las causas que estimularon a diversos
investigadores a buscar alternativas para el desarrollo de las plantas. Como resultado se

generd la hidroponia a nivel comercial.

La germinacion de las semillas es un proceso de gran trascendencia para el
establecimiento y sobrevivencia de las plantas en condiciones naturales. Después de que
una semilla ha germinado, las plantulas son extremadamente vulnerables a los cambios
ambientales y su destino depende de que las condiciones le sean propicias para llegar a
la madurez. El estrés salino es el mayor factor limitante de la productividad de los
cultivos agricolas, por lo que profundizar en el estudio de la tolerancia a la salinidad es

un objetivo prioritario de la agricultura sostenible.
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En las especies silvestres de tomate y en las cultivables se ha detectado variabilidad en la
respuesta a salinidad, siendo algunas mas tolerantes que otras, de modo que éstas pueden
utilizarse como fuente de genes para su mejora genética. Entre los tomates silvestres de
gran interés para el mejoramiento genético de las especies cultivadas se encuentran: S.
chilense, S. peruvianum, S. pennellii, S. cheesmanii y S. pimpinellifolium en las cuales se

han detectado accesiones con tolerancia a salinidad (Rick 1982).

La hidroponia es ampliamente usada en el mundo para la produccion de los cultivos mas
rentables. El tomate es una de las especies horticolas que mas se produce en hidroponia,
debido a su elevado potencial productivo (el cual no es explotado completamente en
campo), a su demanda nacional y mundial, asi como a su alto valor econdomico,
principalmente cuando se produce en los periodos en que no existe en campo (Lara,

1999).

Existen diversos estudios que confirman el potencial de varios microorganismos
potencializadores de crecimiento en plantas, entre los que se encuentran las bacterias
pertenecientes al género Azospirrilum y microalgas de agua dulce donde sobresale
Chlorella vulgaris como una las mas empleadas. Asimismo, existe evidencia de que la
asociacion de dichos microorganismos es benéfica ya que la bacteria actia como
ayudante de la microalga en su proceso de eliminacion de nitrégeno y fosforo, ademas
que potencializa el crecimiento de C. vulgaris tanto en términos de densidad poblacional

como en biomasa, y de manera reciproca la microalga produce exudados extracelulares

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS 3
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM)

que parece proveen a Azospirillum del carbono requerido para su crecimiento (De-

Bashan y col., 2002 y 2004; Lebsky et al. 2001;Nalewajko et al., 1980).

Los dos microorganismos son unicelulares, lo cual los hace de facil cultivo y
mantenimiento en el laboratorio, aun en los casos que solo se cuente con una
infraestructura basica. Las condiciones de cultivo para los dos microorganismos se han
conocido por décadas, son simples y pueden ser tanto autotréficas como heterotroficas.
Aunque en general los dos microorganismos consumen sales inorganicas similares, cada
uno puede consumir diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, lo cual crea numerosas

oportunidades para la investigacion (Bashan y Col., 2007).

El presente estudio tiene como finalidad determinar el potencial de Chlorella vulgaris y
Azospirillum brasilense como osmoprotectores de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) en cultivos hidropénicos a diferentes concentraciones de sal y tanto en
células libres como inmovilizadas. Y a su vez determinar el potencian de los

microorganismos para ser utilizados en la generacion de biodiesel y biofertilizante.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Azospirillum spp.

a) Bacteria Promotora del Crecimiento en Plantas (BPCP)

Las bacterias promotoras de crecimiento en plantas (BPCP) son un grupo de diferentes
especies de bacterias que pueden incrementar el crecimiento y productividad vegetal.
Entre los organismos mas conocidos estan las especies pertenecientes a los géneros
Rhizobium, Pseudomonas y Azospirillum. Las cuales pueden clasificarse en dos grupos:
(1) Bacterias promotoras de crecimiento en plantas, donde la bacteria afecta a las plantas
suprimiendo otros microorganismos. Los mecanismos que estas bacterias utilizan
pueden ser a través de su propio metabolismo (solubilizando fosfatos, produciendo
hormonas o fijando nitrogeno), afectando directamente el metabolismo de la planta
(incrementando la toma de agua y minerales), mejorando el desarrollo radicular,
incrementando la actividad enzimatica de la planta o “ayudando” a otros
microorganismos benéficos para que actien de mejor manera sobre las plantas (Bashan
y Holguin, 1998). (ii) Bacterias promotoras de crecimiento en plantas con capacidad de
control bioldgico, las cuales promueven el crecimiento de la planta al suprimir los

fitopatogenos (De-Bashan y col., 2007).

Desde su re-descubrimiento por Ddbereiner y col. (1976), las especies de Azospirillum
son las mas estudiadas. A pesar de muchos experimentos exitosos, tanto en condiciones
de invernadero como de campo, su aplicacion a gran escala no ha sido facil, debido a

problemas como la inconsistencia y lo poco previsible de los resultados obtenidos en
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campo, especialmente cuando los agricultores tienen poco tiempo o conocimiento acerca
de la inoculacion con bacterias (Okon y Labandera, 1994). Este hecho ha desanimado a
los cultivadores y a la industria. Sin embargo, durante los tultimos afios varios
inoculantes comerciales producidos a pequefia escala han entrado lentamente en el

mercado internacional, tanto en Europa como en Sur América (De-Bashan, 2007).

b) El Género Azospirillum

El género Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias (Young,
1992). Azospirillum spp. es una bacteria muy versatil, con amplia distribucion
geografica alrededor del mundo (Givaudan y Bally, 1991). Tienen en comtn la habilidad
para fijar nitrogeno atmosférico bajo condiciones microaerobicas pero la mayoria de
ellas también pueden desnitrificar cuando el oxigeno es limitado y a su vez, puede
asimilar NH4 +, NOs3 -, 0 NO2- (Hartman y Zimmer, 1994). El uso de fuentes de carbono
para la produccion de energia y biomasa oscila entre polimeros, acidos organicos y
azucares; incluso se ha reportado la quimioautotrofia (Hartmann y Zimmer, 1994).
Actualmente son reconocidas seis especies en el género Azospirillum. Las dos primeras
en ser descritas fueron A. lipoferum y A. brasilense, siendo éstas las mas ampliamente

estudiadas.

La primera especie de Azospirillum se aislo en Holanda por Beijerinck (1925) a partir de
suelos arenosos pobres en nitrogeno, y originalmente se llamo Spirillum lipoferum. Esta
bacteria posteriormente se aisloé de suelo adherido a pastos marinos secos en Indonesia
(Becking, 1982) y Débereiner y col. (Beijerinck, 1925) aislaron la bacteria, siendo los
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primeros en reportar su amplia distribucion en la rizosfera de diversos pastos tropicales.
Desde entonces, se han aislado cepas de Azospirillum a partir de la filosfera (superficie
de la planta que se encuentra expuesta al aire) (Agarwala, 1991; Becking, 1982; Singh,
1992) de raices de numerosos pastos (silvestres y cultivados), cereales y de plantas de
diversas familias, asi como de suelos tropicales, subtropicales, templados y articos

(Nosko y col., 1994; Penot y col., 1992; Rangel-Lucio y col., 1991).

Tarrand y col. (1978) propusieron a Azospirillum como género con base en diferencias
morfologicas y fisiologicas entre varias cepas y en experimentos sobre homologia del
ADN (Falk y col., 1986) distinguiendo dos especies: Azospirillum brasilense y A.
lipoferum. Después se describieron tres especies mas: A. amazonense (Falk y col., 1985;
Magalhaes y col., 1983), aislada de pastos en el area del Amazonas en Brasil; la especie
halo-tolerante A. halopraeferans, asociada exclusivamente a raices del pasto Kallar
(Reinhold y col., 1987) y la especie que degrada pectina, aislada a partir de raices de
arroz, (A. irakense) (Khammas y col., 1989; Khammas y Kaiser, 1991). Sin embargo, la
mayoria de cepas aisladas en los ultimos afios pertenecen a las especies A. brasilense o

A. lipoferum (Krieg y Ddbereiner, 1986).

La bibliografia en general considera a Azospirillum como uno de los géneros de
rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (BPCP) mas estudiados en la
actualidad debido a su capacidad de mejorar significativamente el crecimiento y
desarrollo, asi como el rendimiento de numerosas especies vegetales de interés agricola

(Strzelczyk y col., 1994).
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En los ultimos afios, la fijacion del nitrogeno por especies del género Azospirillum spp.
ha recibido considerable atencidn, por la capacidad de estos microorganismos de formar
una estrecha relacion con numerosas especies de plantas. La capacidad de Azospirillum
Sp. para estimular el crecimiento ha sido demostrada en decenas de experimentos, tanto
de campo como de invernadero. Varios son los mecanismos que se han sugerido como
responsables del efecto estimulatorio observado en las plantas inoculadas y en
numerosos estudios de inoculacion con esta bacteria., ademdas del mejor crecimiento de
las plantas, fueron observados incrementos en el contenido de aceites, principal materia
prima para la produccion de biodiesel (Bashan y col., 2003; Tien y col., 1979; Barea y

col., 1976; Cassan y col., 2003; Horemans y col., 1986).

c) Efecto de Azospirillum sobre las plantas

La inoculacion de plantas con Azospirillum puede dar como resultado un cambio
significativo en varios parametros de crecimiento, los cuales pueden afectar o no el
rendimiento de la cosecha. El (los) mecanismo(s) de accion de Azospirillum sobre las
plantas no ha(n) sido todavia elucidado(s). La mayoria de los estudios sobre la
asociacion Azospirillum-planta se han llevado a cabo en cereales y pastos (Patriquin y
col., 1983) y, en menor grado, en otras familias de plantas (Bashan y col., 1989;
Crossman y Hill, 1987; Dayakar y col., 1991; Puente y Bashan, 1993; Russel y Ifiorah,
1995). Los estudios han demostrado los siguientes resultados: i) incremento en peso seco
total, concentracion de nitrogeno en follaje y grano, nimero total de espigas, espigas
fértiles, y mazorcas; ii) floracion y aparicion de espigas mas temprana; iii) incremento
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en el numero de espigas y granos por espiga; iv) plantas mas altas e incremento en el * .
tamafio de la hoja y v) tasas de germinacion mads altas (Carrillo-Garcia y col. 2000;

Ozturk y col. 2003; Saubidet y col. 2002).

En algunos estudios de campo realizados con cereales se ha llegado a observar una
promocion del crecimiento vegetativo (Kapulnik y col., 1983). También se ha reportado
un efecto a simple vista sobre el crecimiento de varios vegetales como tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), berenjena (Solanum melongena L.), pimiento
(Capsicum annuum) y algodén (Gossypium barbadense) (Bashan y col.,1989).

El incremento en el rendimiento total de plantas crecidas en el campo por efecto de la
inoculacioén con Azospirillum, varié entre 10 y 30% (Fulchieri y Frion, 1994; Rao y col.,

1983; Watanabe y Lin, 1984).

También se ha observado un incremento en el desarrollo del sistema de raices, tanto en
longitud como en volumen (De-Bashan y col.,, 2007). Dos factores basicos que
contribuyen a la complejidad de la respuesta de la planta a la inoculacion son la variedad
de la planta cultivada, ya que cada una responde de distinta manera a la inoculacion

(Arsac y col., 1990; Bouton y Zuberer, 1979).

Los efectos mas sobresalientes de la inoculacion vegetal con Azospirillum son los
diversos cambios morfologicos que sufre el sistema radicular. Estos cambios se
encuentran directamente relacionados con la concentracion del inoculo; cuando éste es
superior a los niveles Optimos tiene efectos inhibitorios, mientras que dosis bajas no
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causan efecto. El nivel de inoculacién optimo en semillas y plantulas para muchos
cereales, y en vegetales y plantas de cultivo comerciales, se ha observado que es de
alrededor de 105-106 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) (Bashan,
1986; Bashan y Levanony, 1989; Smith y col., 1984), mientras que para el maiz es de
107 UFC/mL (Fallik y col., 1988). Una concentracion de indculo de 108-1010 UFC/mL
generalmente inhibe el desarrollo radicular (Barbieri y col., 1986; Bashan, 1986;
Bashan, 1990). Estos datos no han revelado cuantas células bacterianas por semilla o
pléntula se requieren para obtener una respuesta vegetal positiva.( tomado de De-Bashan

y col., 2007).

d) Posibles mecanismos de accidén

No se ha definido el mecanismo principal por medio del cual Azospirillum promueve el
crecimiento vegetal. Sin embargo, se han propuesto algunos mecanismos de accion: 1)
fijacion de nitrogeno, lo cual contribuye con nitrogeno a la planta; ii) efectos
hormonales, los cuales promueven el metabolismo y crecimiento vegetal; iii) incremento
en el crecimiento del sistema completo de raices, lo cual puede estar relacionado con
cambios hormonales y que origina una mayor capacidad de absorcion de agua y
minerales; iv) alteracion del funcionamiento de la membrana por medio de moléculas de
comunicacion celular (moléculas de este tipo de bajo peso molecular, pueden ser
responsables de alterar actividad y funciones de membrana relacionadas con la absorcion
de iones); y v) la hipdtesis aditiva, la cual propone la intervencion de todos los
mecanismos mencionados arriba. Se desconoce si estos mecanismos se expresan
dependiendo de la cepa de Azospirillum. Sin embargo, ya que se ha demostrado que, en
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la mayoria de los casos, las cepas alteran la proporcion brotes/raices (peso seco) de la «
planta; se propone que las bacterias de este género ejercen un efecto multiparamétrico

sobre la planta (Bashan y Dubrovsky, 1996; Bashan y Holguin, 1997).

Varios estudios refieren que el principal mecanismo que la promocion del crecimiento
vegetal, esta relacionado con la capacidad de este microorganismo para producir o
metabolizar compuestos de tipo fitohormonas, tales como &cido indol acético;
citocininas (Tien y col., 1979); giberalinas (Bottini y col., 1989) y etileno (Strzelczyk y
col., 1994), asi como de otras moléculas reguladoras del crecimiento vegetal, tales como
el acido abscisico (ABA) (Perring y col. 2007) y la diamina cadaverina (CAD) (Cassan y
col., 2003; Kapulnik y col., 1983; Canto y col., 2004). Recientemente, un tipo de cepa A.
brasilense se ha descubierto que es capaz de promover diversos parametros de
crecimiento en la microalga unicelular Chlorella spp., y cambia la citologia y la

produccion de lipidos y de pigmentos por la microalga (De-Bashan y col., 2004).

e) Azospirillum brasilence y la sobreexpresion de Trehalosa

La bacteria Azospirillum brasilense promueve el crecimiento de muchos cultivos de
importancia agricola debido a que sintetiza sustancias que son utiles para las plantas y
que promueven la elongacion de las raices, lo que hace mas eficiente la absorcion de

agua y nutrientes minerales.

Bajo exposicion a algin tipo de estrés, las plantas exhiben un amplio rango de
mecanismos adaptativos moleculares y bioquimicos. Estos comprenden cambios en la

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS 11
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM)

morfologia y desarrollo, tales como la inhibicién del crecimiento de la raiz y ajustes
metabolicos, entre otros, los cuales involucran la sintesis de solutos compatibles
(osmoprotectores) que contrarrestan la deshidratacion al proteger las membranas,
enzimas y otras estructuras subcelulares contra el dafo irreversible, desnaturalizacion y

agregacion de proteinas sin afectar las funciones fisiologicas.

Entre los diferentes osmoprotectores, la trehalosa es uno de los mas efectivos para
contrarrestar diversos tipos de estrés abiotico. La trehalosa (a-D-glucopiranosil-1,1-a-D-
glucopiranosido) es un disacarido no reductor presente en una amplia variedad de
organismos conocidos como anhidrobiontes, los cuales incluyen ciertas especies de
plantas, hongos, bacterias e invertebrados, que son capaces de “revivir” en presencia de
agua en unas cuantas horas después de haber estado completamente deshidratados por
meses o afios. Se conocen 5 vias para la biosintesis de la trehalosa, pero la mejor
caracterizada y presente en muchas bacterias y plantas consiste en la condensacion de
UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato mediante la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) para
formar trehalosa-6-fosfato, la cual es subsecuentemente defosforilada a trehalosa por la

trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) (Rodriguez-Salazar y col., 2009).

Es por lo anterior que se han realizado estudios en los cuales analizo el efecto en pruebas
de invernadero, de la inoculacion de plantas con la bacteria Azospirillum brasilense
silvestre (Cd) y modificada genéticamente para sobreproducir trehalosa (BIF), esto con
la finalidad de verificar la posible tolerancia al estrés. Algunos de estos estudios son los
efectuados por Zarazua y col. (2009) donde se concluydo que la inoculacion con
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Azospirillum brasilense en plantas de cana y maiz genera mayor peso y longitud; y el de

(Rodriguez-Salazar y col., 2009) donde reportan que las plantas de maiz inoculadas con
las diferentes cepas de A. brasilense se recuperaron mucho mejor que las plantas no
inoculadas y la relacion observada entre la acumulacion de trehalosa en A. brasilense y

el incremento significativo en la biomasa de las plantas.

2.2 Microalgas

a) _Caracteristicas metabodlicas y subproductos.

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos
unicelulares procariontes (cianobacterias) y eucariontes, que se localizan en habitats
diversos tales como aguas marinas, dulces, salobres, residuales o en el suelo, bajo un
amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes; se les considera
responsables de la produccion del 50% del oxigeno y de la fijacion del 50% del carbono
en el planeta. Su biodiversidad es enorme, se han identificado alrededor de 40,000
especies aunque se estima que existen mas de 100,000 de las cuales con frecuencia se
desconoce su composicion bioquimica y metabolismo. Las microalgas se clasifican de
acuerdo a varios parametros tales como pigmentacion, ciclo de vida, morfologia y
estructura celular. Las especies mas estudiadas para aplicaciones biotecnologicas
corresponden a las algas verdes y a las diatomeas (Arredondo y Vazquez-Dubhalt, 1991;

Sheehan y col., 1998; Hu y col., 2008).
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Desde la antigiiedad las microalgas se han usado como alimento humano, sin embargo
es hasta ahora que han atraido la atencion para la investigacion de su potencial
biotecnologico; recientemente, la atencion se ha enfocado a su alto valor quimico y
farmacéutico como son las ficobiliproteinas obtenidas de las algas rojas y cianobacterias,
agentes anticancerigenos de las cianobacterias, B-carotenos de la Dunaliella, xantofilas
de las algas verdes y diatomeas, acidos grasos poliinsaturados (por ejemplo acido
eicosapentaenoico, acido docosahexaenoico y acido araquidonico) de las diatomeas y

criptofitas y astaxantinas obtenidas de Heamatococcus (Chen., 1996; Ip y Chen, 2005).

b) Chlorella sp. (Chlorophyceae).

Chlorella sp. es una microalga acuatica, unicelular, no motil. Fue una de las primeras en
ser aisladas como cultivo puro por Beijerinck en 1890 (Oh-Hama y Miyachi, 1992). Ha
sido ampliamente utilizada en estudios de fotosintesis y respiracion. (Ilangovanet y col.
1998) y mucho del conocimiento en la produccion de carbohidratos por las microalgas
se ha obtenido de esta especie (Hosono y col. 1994; Ramazanov y Ramazanov 2006).
Desde finales de los afios 1940s, la atencion cientifica se ha encauzado hacia el potencial
del cultivo masivo esta microalga para la produccion de compuestos de alto valor
economico y bajo volumen, tales como pigmentos para la industria alimenticia y para el
mercado de productos para la salud (Richmond 1990), y su aplicacion en el tratamiento

de aguas residuales (Oswald 1992).

Recientes investigaciones han revelado que la microalga Chlorella spp., la cual crece

rapidamente y acumula cantidades significativas de caroteinoides secundarios en la
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oscuridad, es un candidato potencial para la produccion de astaxantinas a gran escala;
los carotenoides antioxidativos se producen con la finalidad de proteger a la célula
contra el dafio oxidativo; lo que implica que la luz no es un potencializador obligatorio
para la carotenogénesis, asi como para otros metabolitos, lo cual se ha demostrado en
diversos trabajos (Arredondo y Vazquez-Duhalt, 1991; Sheehan y col., 1998). El
quetocarotenoide rojo astaxantina es un fuerte antioxidante que puede ser empleado en
la prevencion de ciertos tipos de canceres, y mejora la capacidad reproductiva y el

sistema inmune (Ip y Chen, 2005).

Las microalgas con elevadas productividades lipidicas son deseables para la elaboracion
de biodiesel, razon por la cual la cantidad de lipidos contenidos en la biomasa y la
velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia metabodlica y la robustez del
microorganismo, son parametros relevantes para su seleccion, y entre ellas se encuentran
las microalgas de especies Diatomeas y Chlorellas (Chisti, 2007; Rosenberg y col.,
2008), de cuyas especies sobresale Chlorella vulgaris por ser un microrganismo

utilizado comunmente en varias aplicaciones industriales (De-Bashan y col., 2004).

2.3 Simbiosis microalga-bacteria.

En ambientes naturales, las microalgas estan siempre asociadas a bacterias (Mouget y
col., 1995). Se ha comprobado que muchas de estas bacterias son promotoras de
crecimiento en plantas, y como las microalgas se consideran plantas unicelulares, estas
bacterias podrian aumentar su crecimiento y su actividad metabolica (Arredondo y
Vazquez-Duhalt, 1991). En tal sentido, el uso de Azospirillum sp., una bacteria
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promotora del crecimiento de plantas (BPCP) de origen agricola, estd a la vanguardia de
este tipo de estudios. Azospirillum sp. es la BPCP mas estudiada, no es especifica de
alguna planta en particular y puede colonizar eficientemente raices sumergidas en
soluciones de crecimiento, y en consecuencia aumentar el crecimiento de las plantas

(Bashan y Holguin, 1997).

Los estudios basicos de las interacciones entre la bacteria promotora de crecimiento de
plantas Azospirillum y plantas (realizados principalmente con cereales) son dificiles
debido a las multiples funciones de los tejidos vegetales y a las numerosas posibles
interacciones. De esta manera, existe una significativa mayor cantidad de informacion
sobre la bacteria que sobre la interaccion misma (Steenhoudt y Vanderleyden 2000;

Spaepen y col. 2007).

De acuerdo a los estudios realizados, la microalga responde a la presencia de
Azospirillum de manera similar a las plantas superiores, aumentando su crecimiento y
cambiando su metabolismo (Mazur y col., 2001); esto se puede explicar debido a que la
definicion basica de plantas verdes es que tienen clorofila a y b, almidon como material
de almacenamiento dentro del cloroplasto y pared celular celulosica (Raven y col. 1992);
Como tal, las microalgas verdes cumplen con los requisitos basicos de una planta verde,
ademas hay entre un 70 a 98% de similitud genética entre las plantas superiores y las
algas(Devereux y col. 1990); en consecuencia, una planta unicelular puede considerarse
una planta; de igual forma, las mismas fitohormonas que afectan a las plantas afectan a
las microalgas (AIA, AIB, Acido jasmoénico, giberelinas, citocininas) (Dibb-Fuller y

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS 16
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM)

Morris 1992; Mazur y col. 2001; Oh-Hama y Miyachi 1992; Stirk y col. 2002);y uno de
los principales mecanismos propuestos en la actualidad para explicar la promocion del
crecimiento vegetal en plantas inoculadas con Azospirillum spp. se relaciona con su
capacidad de producir y metabolizar compuestos reguladores del crecimiento vegetal o

fitohormonas (Okon y Labandera-Gonzalez 1994), entre los que se encuentran:

Auxinas: Varias auxinas de ocurrencia vegetal han sido descritas en la literatura como
producto del metabolismo bacteriano. En cultivos puros de Azospirillum spp., ademas de
la forma principal, el 4cido indol-3-acético (AIA), se han identificado otros compuestos
indolicos de interés, tales como el acido indol-butirico (IBA) (Costacurta y col., 1994),
indol lactico (Crozier y col., 1988), indol acetamida (Hartmann y col., 1983), indol
acetaldehido (Costacurta y col.,, 1994), indol etanol e indol metano, triptamina,

antranilato y otros compuestos inddlicos no caracterizados atin (Crozier y col., 1988).

Las auxinas de origen microbiano y en particular, las producidas por Azospirillum spp.
podrian tener un interés significativo para la industria agricola. Estos compuestos
producidos en forma continua en baja concentracion en el exterior de las raices o en el
interior de la planta proveen una dosis hormonal constante que resulta suplementaria y
beneficiosa para el crecimiento vegetal y un sistema mejorador a la aplicacion exdgena

de formas sintéticas en el suelo cultivado (Cassan y col., 2003).
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Giberalinas: Se han determinaron la capacidad de varias cepas de Azospirillum de
producir compuestos tipo GA1, GAs, i1s0-GA3, GAs, GAg, GA19 y GA20 (Piccolli y

Bonitti., 1996; Piccolli y col., 1998).

Citocininas: Son compuestos que en presencia de concentraciones de auxinas, inducen
la division celular en cultivos o tejidos vegetales; por lo que esto nos lleva a la
conclusion de que atribuir el fendmeno promotor del crecimiento solo a una sustancia
por parte del microorganismo, resulta un tanto simplista, sobre todo considerando la
variabilidad de la respuesta y las numerosas especies que responden positivamente a la

inoculacion (Cassan y col., 2007).

Muchos de los organismos de la rizosfera, entre los que se detallan bacterias son capaces
de sintetizar citocininas. Berea y col. (1976) encontraron que al menos el 90% de las
bacterias aisladas de la rizosfera de cultivos de interes agronémico, pueden producir
compuestos tipo-citocininas. En particular, la produccion de citocininas por Azospirillum
ha sido mayormente estudiada en A. brasilense, donde se ha determinado su capacidad
para producir moléculas tipo-citocininas, entre las que se encuentran iP, (9R) iP y Z

(Cacciari y col., 1989; Horemans y col., 1986).

Etileno: Junto con auxinas, giberalinas y citocininas, el eltileno es una hormona muy
importante en el crecimiento desarrollo de las plantas (Burg, 1962). Existe muy poca
informacion disponible, relacionada a la produccion de etileno por Azospirillum y su
efecto sobre el crecimiento vegetal. Trabajos de Primrose y Dilworth (1976)
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determinaron la capacidad de Azospirillum de producir etileno en medio de cultivo
quimicamente definido, y posteriormente Strzelczyk y col. (1994) comprobd la
capacidad de este microorganismo para producir este compuesto in vitro sobre diferentes
fuentes carbonatadas. Los resultados determinaron que la bacteria podia sintetizar

etileno.

Acido Abcisico (ABA): Es una hormona vegetal, involucrada en diferentes procesos
fisiologicos del crecimiento y desarrollo de la planta, como la dormicion de las yemas y
semillas, la maduracion de los frutos y en situaciones de estrés ambiental desfavorables
como déficit hidricos o estrés salinos; el ABA favorece la economia del agua dentro de
la planta, por su efecto regulador sobre la apertura y cierre de estomas a nivel de las

hojas (Davies, 1995).

Es muy escasa la informacién documentada sobre la identificacion de ABA en cultivos
in vitro de Azospirillum y su correlacion al crecimiento de la planta. Algunos trabajos
como el de Kolb y Martin (1985) y Rahman y col. (2002) reportan la produccion de
ABA por A. brasilense; y otros como reportan un aumento en la produccion de etileno
significativamente superior a los controles, al evaluar la respuesta en el crecimiento de

plantulas de tomate inoculadas con A. brasilense.

Por otro lado, recientes estudios han demostrado que la co-inmovilizacion de Chorella
vulgaris con Azospirillum brasilense incrementa el crecimiento y prolonga el periodo de
vida de la microalga, aunque los cambios mas profundos ocurren a un nivel celular con
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una acumulacioén de lipidos, los cuales contienen una gran variedad de 4cidos grasos; las
células se multiplican mas rapidamente, creando poblaciones de microalgas
significativamente mas grandes. También aumenta la concentracion de pigmentos de la
microalga, caracteristica importante para los organismos fotosintetizadores que derivan
su energia de la luz, y el nivel de lipidos, permitiendo una mayor supervivencia de la
microalga en el agua (Bashan y col., 2003; Gonzalez y Bashan 2000; Lebsky y col.

2001).

Algunos estudios como el de Lebsky y col. (2001) reportan que en presencia de A.
brasilense la microalga permaneci6 en fase de crecimiento exponencial. Al parecer, hay

interacciones comensalisticas entre la microalga y la BPCP.

La idea de utilizar BPCP para mejorar el crecimiento de microorganismos acudticos de
uso econdmico es relativamente nueva e inexplorada. La forma en que las BPCP afectan
el crecimiento de estos microorganismos es aun desconocida. (De-Bashan y Bashan,

2007).

2.4 Biodiesel y Bioetanol a partir de microalgas.
Segun Campbell (2008), el biodiesel es un combustible que consiste de ésteres
monoalquilicos que son derivados de aceites orgédnicos, plantas o animales, a través del
proceso de transesterificacion. La reaccion de transesterificacion del biodiesel es muy
simple:
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Catalizador

Triglicérido+3 Metanol +“—> Glicerina + 3 Metil éster (Biodiesel)

El triglicérido es una molécula muy compleja que las plantas y animales usan para

almacenar energia (Campbell, 2008).

La sustentabilidad de la industria del biodiesel requiere de materias primas alternas que
permitan operar continuamente y a gran escala (Liu y Zhao, 2007); por ello, una

alternativa prometedora es la obtencion de aceites a partir de cultivos de microalgas.

Los lipidos comprendidos en las microalgas por lo general constituyen del 20 al 50% de
su peso seco, sin embargo se han reportado valores en un rango del 1 al 80%, o incluso
superiores (Arredondo y Véazquez-Duhalt, 1991; Chisti, 2007). El contenido oleaginoso
y el perfil de composicion lipidica de las microalgas, puede ser controlado en funcién de
las condiciones de cultivo, principalmente mediante la limitacion de nutrientes (Hu y

col., 2008; Schenk y col., 2008).

La produccion de biodiesel a partir de microalgas es un proceso conformado, en
términos generales, por las etapas elementales de produccion de biomasa rica en lipidos,
recuperacion o cosecha de la biomasa, extraccion de lipidos y transesterificacion (Chisti,
2008; Schenk y col., 2008). Adicionalmente, existe la posibilidad de obtener
subproductos (proteina, carbohidratos, biopolimeros, pigmentos, biogas, etc.) a partir de
la biomasa microalgal residual una vez que los lipidos han sido extraidos (Gouveia y
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Oliveira, 2009). Inclusive, resulta factible el empleo de algunos de estos residuos en la * .
alimentacion humana o animal y en la produccion de fertilizantes o de otros

biocombustibles (Arredondo y Vazquez-Duhalt, 1991).

La ventaja competitiva mas importante del biodiesel de microalgas, consiste en los
rendimientos lipidicos por unidad de area considerablemente superiores a los obtenidos
con plantas oleaginosas (Li y col., 2007; Williams, 2007; Dismukes y col., 2008; Hu y
col., 2008; Rittmann, 2008; Schenk y col., 2008; Meng y col., 2009; Rodolfi y col.,

2009; Waltz, 2009).

2.5 Los microorganismos como fuente de biofertilizante.

Ante el uso indiscriminado de los fertilizantes quimicos que ha ocasionado tierras
improductivas o con altos niveles de contaminacion y sin potencial agricola; se plantea
el uso de biofertilizantes que no contaminan ni degradan la capacidad productiva del
suelo, son regeneradores de su poblacion microbiana y tienen una funcion protectora del

sistema radicular de la planta contra microorganismos patégenos.

Los biofertilizantes son preparados de microorganismos aplicados al suelo y/o planta
con el fin de sustituir parcial o totalmente la fertilizacion sintética asi como disminuir la
contaminacion generada por los agroquimicos. Los microorganismos utilizados en los
biofertilizantes son clasificados dentro de dos grupos: El primer grupo incluye
microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar substancias que promueven el

crecimiento de la planta, fijando nitrogeno atmosférico, solubilizando hierro y fosforo
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inorganico y mejorando la tolerancia al stress por sequia, salinidad, metales toxicos y ‘\».-./’
exceso de pesticidas, por parte de la planta. El segundo grupo incluye microorganismos
los cuales son capaces de disminuir o prevenir los efectos de deterioro de
microorganismos patdogenos (Bashan y Holguin, 1998; Lucy y col., 2004). Puede haber
microorganismos que puedan estar en los dos grupos, que ademas de promover el
crecimiento de la planta, inhiba los efectos de microorganismos patogenos (Kloepper y

col., 1980).

Son utilizados especialmente en cultivos de agricultura intensiva; no es mas que la
mezcla de microorganismo, agua y enzimas. Dicha mezcla se calienta y, al alcanzar una
determinada temperatura, los microorganismos se rompen y liberan los aminoacidos.
Cuando se suministra este abono sobre los cultivos, la planta absorbe los aminoacidos y

evitandose que esta los genere y siendo su crecimiento mucho mas rapido.

Estos nuevos “biofertilizantes”, al ser de origen natural, mejoran la resistencia de las
plantas y su calidad sin hacerles dafio. Esto es posible porque los microorganismos
contienen una alta concentracion de aminoacidos, fitohormonas, oligoelementos,
antioxidantes y polisacaridos y, por lo tanto, es un complemento biologico excelente

(Arshad y Frankenberger, 1991).

Para la elaboracion de los biofertilizantes generalmente se extraen todas las sustancias a

través de procedimientos respetuosos del medio ambiente y, por ende, el resultado es un
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producto muy natural. Todas estas sustancias actuan sobre las células en el crecimiento
de las plantas, sobre el tejido radicular secundario, sobre la multiplicacion de los nuevos

brotes, sobre las flores y obtienen frutos mucho mas consistentes y uniformes.

Existen antecedentes de biofertilizantes elaborados con la bacteria Azospirillum

brasilense, los cuales lograron incrementar hasta en 30 por ciento la produccion de

gramineas, mediante la estimulacion del crecimiento de las plantas agricolas.

Por lo anterior se considera, como uno de los objetivos de este trabajo, determinar el
potencial de los microorganismos empleados (Azospirillum brasilense y Chlorella vulgaris)

en los cultivos hidropdnicos como biofertilizantes.

2.6 Efecto de la salinidad en cultivo de plantas superiores

El impacto negativo de la salinidad en el crecimiento de las plantas en zonas de regadio
y en regiones aridas del mundo sigue siendo un problema importante (Meloni y col.,
2008; Nasr y col., 2012; Rios-Gomez y col., 2010; Velardey col., 2003). La salinizacién
es un proceso de enriquecimiento del suelo con sales mas solubles que el sulfato de
calcio, que son por lo general cloruros y sulfatos de sodio y magnesio. Esto ocasiona que
los valores de la presion osmoética del suelo se incrementen, con evidentes repercusiones
sobre la vegetacion, lo que interfiere con el crecimiento de la mayoria de los cultivos

(Porta y col., 1999).
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Las plantas desarrollan una gran cantidad de mecanismos bioquimicos y moleculares

para hacer frente al estrés salino. Estos procesos incluyen: compartimentacion de solutos
compatibles, el cambio en la ruta fotosintética, y la alteracion en la estructura de la
membrana, la induccién de enzimas antioxidantes y la induccion de hormonas de las
plantas (Abd- El y col., 2008) y muchas otras plantas hacen redirigir su crecimiento
cuando se exponen a estrés. La hipotesis es que esas respuestas morfogenéticas son parte
de una estrategia general de aclimatacion que constituye una respuesta de «defensa» de
las plantas (Potters y col., 2007). Los efectos iniciales de aumento de la salinidad del
suelo son muy similares a las observadas cuando las plantas estan expuestas a la sequia.
Las reducciones en el potencial hidrico foliar reducirdn la conductancia estomatica vy,

finalmente, inhiben el metabolismo fotosintético (Zribi y col., 2009).

Numerosos estudios han argumentado que en ambientes salinos, la adaptacion a la
salinidad durante la germinacion y las primeras etapas de crecimiento de las plantulas,
son fundamentales para determinar el éxito del establecimiento. Incluso en las ultimas
etapas de desarrollo, la salinidad puede afectar a la distribucion de plantas en ciertas
especies (Tobe y col., 2000). Los requisitos térmicos y agua para la germinacion varian
entre las especies, y que es el punto que determina cuando y donde comienza el
crecimiento de las plantas (Gutterman, 1993). Ademas, la etapa de plantula es el mas
vulnerable en el ciclo de vida de las plantas, de acuerdo con esto, la respuesta de la
germinacion de las diferentes especies a los parametros ambientales, determinar su
distribucion en ambientes salinos. El efecto de la salinidad sobre la germinacion de
semillas en muchas especies es no s6lo en la disminucion del porcentaje de germinacion,
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sino también en el aumento de tiempo requerido para la germinaciéon completa (Ayers y

col., 1952).

La salinidad en los suelos para cultivo se ha visto incrementada debido a las aguas de
riego empleadas, a la excesiva fertilizacion y al proceso de desertificacion, por lo que es
necesario desarrollar estrategias que incluyan tanto cultivos resistentes como técnicas

para disminuir el estrés ocasionado por la salinidad (Bacilio y col., 2004).

2.7 Tomate (Solanum Lycopersicum)

El tomate es la hortaliza mas cultivada en el mundo, con una superficie total de cultivo
que ronda los 2,5 millones de hectareas y representa uno de los componentes mas
frecuentes de la dieta alimenticia Mexicana. Basta revisar los anuarios estadisticos para
constatar que es mundialmente consumido y apreciado. Su empleo esta generalizado en
el arte culinario por su color, aroma y sabor. Por su apetencia y alto nivel de consumo se
considera una de las principales fuentes de vitaminas y minerales de muchos paises

(Santiago y col., 1998).

La produccion de tomate en México representa una derrama econdémica muy importante,
misma que arrojo una produccion total en el afio 2012 de 2'838,369.87 toneladas,
equivalente a un valor de produccion de $13°146,384.35 de miles de pesos,

sobresaliendo en su produccion el estado de Sinaloa (1°039,367.64 tons), seguido en
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importancia los estados de Baja California (189,635.96 tons), Michoacan (171,038.52

tons), Jalisco (156,660.03 tons) y Zacatecas (139,131.08 tons) (SAGARPA, 2013).

Diversos estudios hidropdnicos han demostrado que el desarrollo de tomate se ve poco
afectado por la salinidad. En contraste, los datos derivados de las plantas que crecen en
suelos salinos pueden mostrar que inducen reducciones de hasta el 50% en la longitud de
las raices (Cortés y Saavedra, 2007). El potencial de la salinidad para inhibir la
extension de la raiz estd demostrado por la evidencia de que la salinidad puede reducir
directamente la extensibilidad de la parel celular, ademas que algunos andlisis
anatomicos y bioquimicos del tejido de la raiz han demostrado que la salinidad y el

estrés osmotico acelera el proceso de maduracion (Snapp y Shennan, 1992).

Dentro de los nimeros factores que determinan el desarrollo y produccion del tomate, la
nutricién es uno de los fundamentales. El cultivo es exigente en niveles de nutricion
mineral apropiados debido al gran volumen de frutos producidos por unidad de
superficie. La cantidad de nutrientes encontrados en los frutos cosechados es
relativamente superior cuando se les compara con otras hortalizas, especialmente en

potasio (Menezes Dos Santos, 1992).
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3. JUSTIFICACION

La salinidad del suelo como resultado del empleo excesivo de pesticidas, monocultivos y
la utilizacion de aguas residuales, aunado con la creciente escases de agua dulce para
consumo humano y para la agricultura, exige la busqueda de técnicas alternativas que
permitan el uso de sustratos con altas concentraciones de sales y que a su vez promuevan

el desarrollo de las plantas aumentando su osmotolerancia.

Dichas técnicas deben proporcionar soluciones amigables con el medio ambiente, y en
este sentido la utilizacion de microorganismos cuya presencia es natural en una variedad
de habitats como es el caso de Azospirillum brasilence y Chlorella vulgaris, ofrecen un
alternativa cuyo potencial abarca no solo la promocién del crecimiento de las plantas
superiores, sino también un efecto colateral benéfico: el posible incremento en la

generacion de aceite de origen microalgal.
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4. OBJETIVOS

Determinar el potencial de Chlorella vulgaris y Azospirillum brasilense como
osmoprotectores de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) en cultivos hidroponicos

a diferentes concentraciones de sal.

Objetivos Particulares

- Determinar el efecto de Azospirillum brasilense Cd silvestre y modificada
genéticamente en las caracteristicas morfologicas de las plantas de tomate
crecidas en diferentes concentraciones de sal.

- Evaluar el efecto de Chlorella vulgaris en las caracteristicas morfologicas de las
plantas de tomate crecidas en diferentes concentraciones de sal.

- Comparar el efecto de los microorganismos libres e inmovilizados en las
caracteristicas morfologicas de las plantas de tomate crecidas en diferentes
concentraciones de sal.

- Establecer si el tipo de medio de cultivo: Murashige y Skoog o hidropénico tiene

un efecto en el desarrollo vegetal.
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5. HIPOTESIS

La asociacion microbiana, Chlorella vulgaris o Azospirillum brasilense Cd, tiene un

efecto positivo en cultivos hidropdnicos salinos de tomate (Solanum lycopersicum).
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6. MATERIALES Y METODOS

Medios empleados: El experimento se realizd utilizando dos tipos de medio
frecuentemente utilizados en el cultivo vegetal: MS (Murashige y Skoog, 1962) e
Hidroponico (Jensen y Malter, 1995), esto con la finalidad de realizar una
comparacion y determinar el mayor desarrollo (planta/microorganismo), ver anexos I

y II.

. Microrganismos y Cultivo

Microalgas. Previo al montaje de los experimentos, los cultivos de la microalga
Chlorella vulgaris (UTEX 2714) (Cv) fueron purificados de sus bacterias asociadas

de la siguiente manera (Gonzalez y Bashan, 2000):

Se tomdé 1mL del cultivo y se centrifugd a 10,300g por dos minutos. El pellet
resultante fue suspendido en 1 mL de Medio Basal Bold (Stein, 1973), ver anexo III,
suplementado con una mezcla de 300 pg/mL de una mezcla de antibidticos:
ampicilina, penicilina y tetraciclina, sigma®, St. Louis, Mo., e incubado en oscuridad

por 72 horas.

Este procedimiento fue repetido 3 veces hasta que no se presentd ningun crecimiento
bacterial asociado con la microalga (la actividad antibidtica no inhibe la capacidad de
crecimiento microalgal, e incluso la poblacion microalgal se incrementa durante el
proceso de purificacion, evitando que ésta se vuelva endofita con las posibles

bacterias presentes).
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b)

Posteriormente se efectud el lavado de las colonias con el mismo medio estéril y por
ultimo se agregaron 40mL de medio Basal Bold estéril dejandolas en crecimiento
exponencial en matraces Erlenmeyer por un periodo de 14 dias (2000 lux, 16/8 horas
luz/oscuridad 30+2°C), hasta alcanzar una concentracion de 1 x 10° cel/mL, misma
que fue verificada mediante conteo en cdmara Neubauer o por espectrofotometria a

una longitud de onda de 550 nm.

Bacteria Promotora del Crecimiento en Plantas (BPCP): Las bacterias
Azospirillum brasilense Cd cepas silvestre DSMZ-1843 (AW) y modificada con el
plasmido pPBBR1IM:BIF (AB), obtenidas del CEIB-UAEM, se crecieron a 2000 lux y
30°C por 72 horas en medio rojo Congo (Rodriguez-Caceres, 1982), ver anexo IV,
solido y liquido suplementado con ampicilina (400 pl/l de una solucion a 40 mg/ml) y
gentamicina (380 pl/l de una solucion a 40 mg/ml), este ultimo para asegurar la
expresion del gen ReOtsA presente en la cepa modificada, y el cual permite la
acumulacion de trehalosa en exceso (Rodriguez-Salazar y col., 2009; Wang y col.,
2004). Posteriormente las cepas fueron probadas en placas de agar Rojo Congo. La
concentracion celular fue ajustada a 1x10° cels/mL a 30+2°C. antes de su uso como

inoculante.
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c) Germinacion y establecimiento de las plantas de Tomate: Las semillas de
Solanum Lycopersicum var. Cherry fueron desinfectadas y germinadas con previa
eliminacion de la cubierta o testa; estas se sumergieron en agua desionizada estéril,
con cloro (1/3 parte) y una gota de jabon por 15 minutos; posteriormente se realizaron

enjuagues con 3 bafios de agua desionizada estéril (10 min., Smin. y 1 min.).

Una vez realizada la desinfeccion de las semillas se procedio a colocarlas en cajas de
Petri plasticas estériles con medio MS estéril por 10 dias a 2000 lux en periodos de
luz/oscuridad 16/8 h, ya que es el lapso en el que se observo la germinacion del

embrion y el inicio de la formacion de estructuras como raiz y hojas (Figura 1).

Figura 1: Para el experimento se utilizaron plantulas de 10 dias de edad,
debido a que se observd que en esta etapa no genera hojas, y es facil
evidenciar su desarrollo.
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I11. Disefio del Experimento:

Células Libres: Se realizaron tres grupos de disefios experimentales. El primero fue un
disefio multifactorial 2x3x6 con dos tipos de medio de cultivo (Murashige y Skoog e
Hidropoénico), tres microorganismos [Chlorella vulgaris (CV), Azospirillum brasilense
Cd (AW) y Azospirillum brasilense BIF (AB)] y seis salinidades como cloruro de sodio
(0, 50, 100, 150, 200 y 250 mM), ver Tabla 1. En esta etapa las células microbianas se
cultivaron de manera libre en el medio. Para determinar el efecto de los parametros
anteriores en el medio de cultivo, se utilizaron cuatro plantulas de tomate Cherry de 10

dias de germinadas en cada tratamiento (Tabla 2).

Cada unidad experimental estuvo compuesta por un tubo cénico con cuatro plantulas

(Figura 2), 13.5 mL del medio correspondiente (MS o Medio Basal Bold) con el nivel de

concentracion salina y 1.5 mL del microrganismo en cuestion (Cv o Azb).

TABLA 1: Correlacion de salinidades como NaCl y conductividad eléctrica

Salinidad (mM) | NaCl (gr/100 mL) Cond(‘:rfg;’ [eEe
I 0 0 4.96
I 50 02925 6.85
T 100 0.585 1332
i 150 0.8775 18.56
Ts 200 117 226
To 250 1.4625 28.3
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TABLA 2: Matriz de disefio experimental multifactorial 2x3x6

Medio Salinidad Microorganismo
0 Azb-Cd Azb-BIF CV
50 Azb-Cd Azb-BIF CV
MS 100 Azb-Cd Azb-BIF CV
150 Azb-Cd Azb-BIF CvV
200 Azb-Cd Azb-BIF CV
250 Azb-Cd Azb-BIF (6}
0 Azb-Cd Azb-BIF CvV
50 Azb-Cd Azb-BIF (6%
Hidrop6nico 100 Azb-Cd Azb-BIF CvV
150 Azb-Cd Azb-BIF (6%
200 Azb-Cd Azb-BIF (6%
250 Azb-Cd Azb-BIF (6%

Los experimentos fueron montados en tubos conicos estériles de 50 mL (Figura 2).

Figura 2: Tubos conicos con plantulas en desarrollo.

Los experimentos fueron colocados a temperatura ambiente y 2000 lux 16/8 horas
luz/oscuridad, mismos que fueron monitoreados a los 10, 20 y 30 dias, en cuyos
periodos se sacrificd cada repeticion para registrar las caracteristicas morfoldgicas de la
planta en cuanto a longitud del tallo, longitud y numero de raices y longitud y nimero de
hojas. Los tubos conicos con los microrganismos fueron congelados a -18 °C para
posteriormente recuperar la biomasa y determinar las diferencias de antes y después de

montado el experimento.
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En un segundo grupo de experimentos se realizd también en células libres con un
factorial 5x6; se utilizd solamente el medio hidroponico ya que fue el que arrojé los
mejores resultados experimentales en cuanto a desarrollo vegetal. Para realizar este
experimento se probaron nuevamente seis salinidades (0, 50, 100, 150, 200 y 250 mM
como NaCl) y cinco tratamientos microbianos (Chlorella vulgaris, Azospirillum
brasilense Cd, Azospirillum brasilense BIF y las combinaciones Chlorella vulgaris +
Azospirillum brasilense Cd y Chlorella vulgaris Azospirillum brasilense BIF) y el

monitoreo se efectud en los mismos periodos de tiempo (10, 20 y 30 dias, ver Tabla 3.

El tercer grupo de experimentos consistio en un factorial 5x6 igual al anterior, solamente
que esta vez los microorganismos se inmovilizaron en perlas de alginato de calcio como

se indica a continuacion, ver Tabla 3.

Co-Inmovilizacion de microrganismos con alginato (De-Bashan y col., 2004).

Con la finalidad de realizar un comparativo entre cultivos con células libres e
inmovilizadas en cuanto al crecimiento de plantulas de tomate, se repitieron los
tratamientos utilizados para células libres, pero incluyendo tratamientos extras en los

que se emplearon la combinacion de los microorganismos, ver Tabla 3.
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TABLA3
Disefio experimental multifactorial 5x6 para cultivos microbianos libres e inmovilizados

en medio hidropdnico

Salinidad Microorganismo

0 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

o . 50 Azb-Cd Azb-BIF CV CV+Azb | CV4BIF
=g 100 Azb-Cd Azb-BIF cv CV+Azb | CV+BIF
8 = 150 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF
200 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

250 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CVHBIF

2 0 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

S 50 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

i 100 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

3 150 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

£ 200 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

= 250 Azb-Cd Azb-BIF CcV CV+Azb | CV+BIF

Los co-inmovilizados en alginato de sodio se realizaron de la siguiente manera:

Se calentaron 200 ml de agua a 60°C y se agregaron 3g de alginato de sodio, solucion
que se utilizé para inmovilizar. La solucioén de alginato se esterilizd y se agregaron 20
mL de la solucion del(los) microorganismo(s) axenizado(s) correspondiente(s),
manteniendo en agitacion constante por 5 minutos para homogenizar la mezcla.
Posteriormente se goted la solucion anterior en una solucidn estéril de CaClz al 0.1 M
utilizando una jeringa estéril para formar las esferas de inmovilizacion (de
aproximadamente 2mm de diametro) dentro de la campana de flujo laminar (Figura 3a).
Las esferas se reposaron 60 minutos (Figura 3b) y se lavaron cuatro veces con agua

destilada estéril para eliminar los iones de calcio en exceso.
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Alginato
d)

Figura 3: Proceso de elaboracion de los cultivos co-inmovilizados en alginato de sodio.

Después se tomaron 13.5 ml de esferas con los microorganismos inmovilizados y se
agregaron a los tubos conicos (50 ml de capacidad) previamente esterilizados con 2.5 ml
de medio hidroponico con la concentracion salina mencionada en la Tabla 3. A cada
tubo conico con las esferas y el medio se le colocaron 4 plantulas de tomate (Figura 3c¢);

esto represento la unidad experimental (Ver Figura 3d).

Al igual que con células libres, los experimentos con inmovilizados contemplaron el
monitoreo a los 10, 20 y 30 dias en las mismas condiciones de desarrollo
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(luz/temperatura), en cuyos periodos se sacrifico cada repeticion para registrar las

caracteristicas morfologicas de la planta en cuanto a longitud del tallo, longitud y
nimero de raices, longitud y numero de hojas. Los tubos conicos con los
microrganismos fueron congelados a -18 °C para posteriormente recuperar la biomasa y

proceder con el andlisis de lipidos.

a. Analisis Estadistico:

Los datos fueron analizados utilizando un ANOVA y la minima diferencia estadistica
(LSD) a un nivel de confianza de 0.05 para cada uno de los disefios experimentales
considerando como variables de respuesta las caracteristicas morfologicas de las plantas
de tomate: longitud del tallo, longitud de la raiz y nimero de hojas. En el primer disefio
experimental se analiz6 el efecto del medio de cultivo, la concentracion de sal, el
microorganismo asociado y el tiempo transcurrido en interaccion. En el segundo y tercer

disefio experimental se evaluaron los mismos factores exceptuando el medio de cultivo.
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7. RESULTADOS

CELULAS LIBRES:

Dos conjuntos de experimentos fueron efectuados. En el primer grupo, fueron analizados
dos medios (Hidroponico y Murashige and Skoog), tres periodos de tiempo (10, 20 y 30
dias), seis concentraciones de NaCl (0 a 250mM) y tres microorganismos A. brasilense
Cd (AW), A. brasilense Cd-BIF (AB) y C. Vulgaris (CV). En el segundo grupo, basado
en los resultados del primero, solo el medio hidropdénico fue utilizado y se analiz6 la

asociacion microbial tanto en células individuales como combinadas.

Experimento 1.

7.1 Longitud del Tallo. El analisis ANOVA indica que los efectos que mostraron ser
estadisticamente significativos son Microorganismo, Tiempo y Salinidad, lo que
implica que el tipo de medio no representa un factor importante en los resultados
obtenidos (Tabla 4 y 5). Es notorio que conforme se incrementd la concentracion de
NaCl de 0 a 250mM la longitud del tallo disminuyd, en cualquier caso A. brasilense
BIF promovié tallos mas largos en las plantas. C. vulgaris tuvo los segundos

mejores resultados en su medicion (Figura 4).

En lo referente a la salinidad, se observaron dos grupos claramente diferenciados,
Grupo I: concentraciones de NaCl 0, 50 y 100 mM con promedios en las longitudes
de tallo de 22.7+0.6mm y Grupo II: concentraciones de NaCl 150, 200 y 250 mM

con promedios en las longitudes de tallo de 17.8+0.6mm (Figura 5 y 6).
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TABLA 4

Andlisis de Varianza para Longitud de Tallo (mm) - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Medio 123.032 1 123.032 1.65 0.1994
B:Microorganismo 816.284 3 272.095 3.65 0.0125
C:Tiempo (d) 2507.08 2 1253.54 16.82 0.0000
D:Salinidad (mM) 3225.35 5 645.07 8.65 0.0000
INTERACCIONES
AB 1622.35 3 540.782 7.25 0.0001
AC 874.577 2 437.288 5.87 0.0030
AD 203.654 5 40.7308 0.55 0.7411
BC 2396.98 6 399.496 5.36 0.0000
BD 1541.21 15 102.747 1.38 0.1523
CD 2943.12 10 294.312 3.95 0.0000
RESIDUOS 40997.7 550 74.5413
TOTAL (CORREGIDO) 58917.4 602

TABLA 5

Disefio Experimental y Resultados para longitud del tallo (mm).

- - Tiempo Salinidad (mM)

Medio Tratamiento (d) 0 50 100 150 200 250
Control 10 26.5+£0.25 | 21.7+£0.29 23.7+0.35 20.3+0.45 9.3+0.15 22.5+0.35

Azb 10 38.3+0.29 15.0+0.58 ND ND ND ND

Azb-BIF 10 25.£0.50 42.5+0.50 33.8+0.25 27.5+0.35 ND ND

Cv 10 22.5+¢0.29 | 41.7£0.29 34.0+0.17 15.5+¢0.10 | 15.0+0.41 ND
Control 20 12.5+0.50 | 17.5+0.50 15.0+0.87 16.3£0.48 | 17.5+0.50 | 20.0+0.41
%) Azb 20 17.5+0.65 | 16.3+0.48 21.7+0.29 13.8+0.25 | 15.0+0.41 | 18.8+0.25
2 Azb-BIF 20 17.5+0.65 | 25.0+0.41 22.5+0.65 22.5+£0.29 | 22.5+0.29 | 22.5+0.29
Cv 20 23.3+0.29 | 23.8+0.48 17.5+0.50 18.0+0.81 | 20.0+£0.00 | 20.0+0.00
Control 30 23.8+¢0.75 | 17.5+£0.50 11.3+£0.25 10.0+£0.00 | 16.7+0.29 6.3+0.75
Azb 30 27.5+£0.65 | 27.5+0.29 27.5+0.29 20.0+£0.91 13.3+0.29 | 13.84£0.48
Azb-BIF 30 23.840.48 | 18.8+0.63 16.3+0.48 13.8+0.25 | 13.3£0.29 | 15.0+0.50
Cv 30 23.3+0.29 | 15.0+0.41 17.5+£0.65 18.3£0.29 | 21.7+0.29 | 15.0+0.41
Control 10 27.5+¢0.75 | 30.0+0.38 28.8+0.62 18.1£0.59 | 14.2+1.07 | 16.9£0.70
Azb 10 21.3£0.25 | 16.7+0.76 20.0+£0.00 18.8+0.63 15.0£0.50 | 15.0+0.71
Azb-BIF 10 22.5+0.65 | 26.7+1.04 26.3+0.75 23.840.48 | 20.0+0.41 | 23.8+0.75
o Cv 10 20.0+0.41 11.7£0.29 25.0+1.41 16.7+£0.76 15.0£0.41 | 22.5+0.29
= Control 20 16.3+0.48 | 25.7+1.10 21.4+0.90 15.7+£0.53 15.0+£0.61 19.2+1.03
§_ Azb 20 17.5£0.65 | 16.3+0.48 18.8+0.63 13.8£0.25 | 15.0+0.41 18.8+0.25
= Azb-BIF 20 17.5+0.65 | 25.0+0.41 22.5+0.65 22.5¢0.29 | 22.5+£0.29 | 22.5+0.29
f Cv 20 23.3+0.29 | 23.8+0.48 | 20.0+£00.00 18.0+0.81 | 20.0+£0.00 | 20.0+0.00
Control 30 30.0+£0.53 | 26.9+0.59 17.5+0.53 14.4+0.42 | 20.0+£0.58 | 20.0+0.71
Azb 30 27.5+£0.65 | 27.5+0.29 27.5+£0.29 20.0+0.91 13.3+0.29 | 13.84£0.48
Azb-BIF 30 23.8+0.48 | 18.8+0.63 16.3+0.48 13.840.25 | 13.3£0.29 | 18.8+0.85
Cv 30 16.9+0.70 | 15.0+0.41 17.5+0.65 18.3+0.29 | 21.7+£0.29 | 13.840.25
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Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 4: Grafica de ANOVA donde se observa el desarrollo
del tallo en funcién del microorganismo.
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Figura 5: Grafica de ANOVA donde se observa la respuesta en la formacion de
tallo en relacion con la concentracion salina.
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Gréfico de Interacciones
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Figura 6: Grafica de Interaccion Microorganismo-Salinidad
en cuanto a la longitud del Tallo.

Al considerar el tiempo como un segundo factor, es evidente que conforme al tiempo
paso las plantas fueron menos tolerantes a la salinidad, y presentaron longitudes de tallo
mas cortas ~15 y 20 mm en comparacion con los primeros 10 dias donde la longitud del

tallo estuvo en el rango de 25 a 28 mm (Figura 7).

Interacciones y 95.0% Intervalos de Confianza
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Figura 7: Grafica de Interaccion Tiempo-Salinidad en
relacion a la longitud del Tallo.
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En general, aquellas plantas que crecieron con cualquier microorganismo asociado
presentaron tallos mas largos en comparacion con el control, donde no se utilizé ningun
microorganismo, lo que implica que la tolerancia a la salinidad es favorecida por la

asociacion de la planta con el microorganismo.

Considerando el promedio de elongacion a través de los tres periodos de tiempo, A.
brasilense BIF mostr6 la mayor elongacion de los tallos (21.8+0.07mm) en comparacion
con los otros tratamientos microbianos [lo que no es de sorprender, debido a la
resistencia que el plasmido confiere a la bacteria modificada, y a una posible generacion
de fitohormonas], seguido de Chlorella vulgaris (CV) (20.5£0.7mm), con quien forma
un grupo homogéneo sin presentar una diferencia estadistica significativa. Sin embargo,
al final del periodo de 30 dias los tallos fueron mas cortos que aquellos observados a los
10 dias, y esto se presentd en casi todos los casos, excepto para A. brasilense Cd donde
las longitudes de los tallos (22.3+0.12mm) fueron significativamente mas largos

(p<0.05) que los otros tratamientos después de los 30 dias (Figura 7).
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7.2 Longitud de la Raiz. Al contrario que con la longitud del tallo, la asociaci(')n-
microbiana no tuvo diferencia estadistica (p<0.05), sin embargo el tipo de medio, el
tiempo y la salinidad mostraron tener un efecto significativo en el desarrollo de la
raiz (Tabla 6). Las plantas que se desarrollaron en medio MS presentaron un
promedio de longitud de raiz mayor (12.9+0.03 mm) en comparacion con aquellas

plantas que crecieron en medio hidroponico (11.3+£0.03 mm), ver tabla 7.

En lo referente a la salinidad, se observaron los mismos grupos homogéneos que en
el caso del desarrollo del tallo (Figura 8), donde aquellas plantas crecidas a
concentraciones de NaCl de 50 y 100 mM mostraron raices mas largas, 13.0+0.05 y
14.0+0.05mm respectivamente, en comparacion con el resto de los tratamientos. En
los primeros 10 dias, se observd que los tratamientos con 50 y 100 mM de NaCl
promovieron raices mas largas y su patron de crecimiento fue consistente para los
siguientes 10 dias posteriormente el tamafio se vio disminuido y esta tendencia
continu6 hasta los 30 dias (Figura 9).

TABLA 6

Andlisis de Varianza para Longitud de Raiz (mm) - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Medio 327.38 1 327.38 12.00 0.0006
B:Microorganismo 39.631 3 13.2103 0.48 0.6934
C:Tiempo (d) 1323.4 2 661.7 24.25 0.0000
D:Salinidad (mM) 602.291 5 120.458 441 0.0006
INTERACCIONES

AB 15.5871 3 5.19569 0.19 0.9029
AC 492.756 2 246.378 9.03 0.0001
AD 48.4882 5 9.69763 0.36 0.8788
BC 1708.04 6 284.674 10.43 0.0000
BD 488.164 15 32.5443 1.19 0.2726
CD 578.008 10 57.8008 2.12 0.0215
RESIDUOS 15007.4 550 ]27.2862

TOTAL (CORREGIDO) 21197.2 602
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TABLA 7

Disefio Experimental y Resultados para longitud del raiz (mm).

- . Tiempo Salinidad (mM)

Medio | Tratamiento (d) 0 50 100 150 200 250
Control 10 14.5+0.17 | 15.8+0.30 | 20.0+0.00 | 21.3+0.25 | 16.3+£0.48 10.0+0.00

Azb 10 13.8+0.25 17.5+0.87 ND ND ND ND

Azb-BIF 10 15.0+£0.41 | 20.0+0.41 16.3+£0.25 | 17.5+0.65 ND ND

Cv 10 17.5£0.29 | 27.5£1.32 | 20.0+£0.00 | 12.5+0.29 | 15.0+0.41 ND
Control 20 12.5+£0.29 | 10.0+0.00 | 18.8+0.85 | 13.8+1.11 17.5+0.65 | 23.8+0.85
) Azb 20 8.80+0.25 | 10.0+0.00 | 11.3+£0.25 | 6.30+0.25 | 8.80+0.48 12.5+0.29
= Azb-BIF 20 13.8+0.25 | 16.3+0.25 | 11.8+0.24 | 11.3+0.25 | 11.3+0.25 10.0+£0.00
Cv 20 10.0+0.71 13.840.25 | 16.3+0.48 | 11.3+0.48 | 10.0+0.00 10.0+£0.00
Control 30 7.50+0.29 7.840.15 4.50+0.10 | 5.00+£0.58 | 5.00£1.00 | 5.00£1.00
Azb 30 15.0+0.41 10.0+£0.00 | 20.0+£0.00 | 15.0+£0.00 | 12.5+0.50 10.0+0.00
Azb-BIF 30 13.8+0.25 | 10.0+0.00 | 8.80+0.25 | 10.0+£0.00 | 6.30+0.48 11.3+£0.25
Cv 30 ND 10.0+£0.00 | 10.0+£0.00 | 8.80+0.63 | 10.0+0.00 10.0+£0.00
Control 10 14.6£0.66 | 17.5£0.93 | 12.5+0.71 15.6£0.94 | 9.30+0.53 11.9+0.46
Azb 10 11.3+£0.25 | 10.0+0.00 | 10.0+£0.00 | 8.80+0.48 | 6.30+0.12 12.5+0.35
Azb-BIF 10 11.3+0.25 | 10.0£0.00 | 22.5+0.50 | 11.8+0.24 | 11.3+0.63 12.5+0.50
- Cv 10 12.5£0.29 | 8.80+0.48 | 17.5+£1.06 | 6.70+0.29 | 11.3+0.63 17.5+£0.29
‘E’ Control 20 9.00+£0.42 | 9.60+0.49 | 11.3x0.99 | 9.90+0.84 | 11.9+0.75 15.1+£1.08
2 Azb 20 8.80+0.25 | 10.0+£0.00 | 11.3£0.25 | 6.30+£0.25 | 8.80+0.48 12.5+0.29
_g Azb-BIF 20 13.8+0.25 | 16.3+0.25 | 11.8+0.24 | 11.3£0.25 | 11.3+0.25 10.0+0.00
:|>:~ Cv 20 10.0+0.71 13.8+0.25 | 16.3£0.48 | 1.30+0.48 | 10.0+0.00 10.0+0.00
Control 30 10.0+£0.00 | 7.60+0.21 | 6.60+0.29 | 12.0+£0.68 | 14.0+0.42 11.0+0.65
Azb 30 10.0+£0.00 | 10.0+0.00 | 20.0+0.00 | 15.0+£0.00 | 12.5+0.50 10.0+0.00
Azb-BIF 30 15.0£0.41 | 10.0+0.00 | 8.80+0.25 | 10.0+£0.00 | 6.30+0.48 11.3+0.25
Cv 30 13.8+0.25 | 10.0+0.00 | 10.0+0.00 | 8.80+0.63 | 10.0+0.00 10.0+0.00

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 8: Grafica de ANOVA donde se observa la respuesta en la formacion de
raiz en relacion con la concentracion salina.
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Figura 9: Grafica de interaccion sobre el efecto de la salinidad en el desarrollo de
la raiz a través del tiempo.

7.3 Generacion de hojas. Se determiné que el desarrollo de las estructuras superiores de
la planta se ve influenciado tanto por el microorganismo empleado, como por la
salinidad y el tiempo, esto conforme al analisis ANOVA obtenido (p < 0.05),
mostrando que el medio no representan diferencia significativa en cuanto al nimero

de hojas generadas, ver tabla 8 y 9.
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TABLA 8

Anadlisis de Varianza para Numero de Hojas - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Medio 0.978205 1 0.978205 2.14 0.1442
B:Microorganismo 37.0566 3 12.3522 27.01 0.0000
C:Tiempo (d) 5.17051 2 2.58525 5.65 0.0037
D:Salinidad (mM) 16.5715 5 3.31431 7.25 0.0000
INTERACCIONES
AB 1.67486 3 0.558285 1.22 0.3014
AC 5.28989 2 2.64495 5.78 0.0033
AD 1.68851 5 0.337703 0.74 0.5949
BC 22.548 6 3.758 8.22 0.0000
BD 33.7662 15 2.25108 4,92 0.0000
CD 40.9093 10 4.09093 8.94 0.0000
RESIDUOS 251.097 549 0.457371
TOTAL (CORREGIDO) 415.196 601
TABLA 9

Disefio Experimental y Resultados para Numero de Hojas.

. . Tiempo Salinidad (mM)

Medio | Tratamiento (d) 0 50 100 150 200 250
Control 10 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00£0.00 | 0.05+1.00 | 0.00+£0.00 | 0.00+0.00

Azb 10 1.50£1.00 | 2.50+0.50 | 2.00+0.00 ND ND ND
Azb-BIF 10 2.00£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 ND 2.00+0.00

Cv 10 2.00£0.00 | 1.75+£0.50 | 2.00+£0.00 | 0.00+0.00 | 0.25+0.50 ND
Control 20 1.00£1.54 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 | 1.50+1.00 | 1.50+1.00 | 2.00+0.00
%) Azb 20 1.00+1.54 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 1.50+1.00
= Azb-BIF 20 1.50+£1.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.0040.00
Cv 20 1.50+£1.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 1.00+1.54 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00
Control 30 1.50+0.57 | 0.50+£1.00 | 0.50£1.00 | 0.50+0.57 | 0.25+0.50 | 0.124+0.25
Azb 30 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 1.50+1.00
Azb-BIF 30 2.00+£0.00 | 1.50£1.00 | 1.50£1.00 | 2.00+0.00 | 1.00£1.54 | 2.00+0.00
Cv 30 ND 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 1.50+1.00 | 2.00+0.00 1.50+1.00
Control 10 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00
Azb 10 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00
Azb-BIF 10 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00£0.00 | 2.00+0.00 | 0.50£1.00 | 2.00+0.00
o Cv 10 2.00+£0.00 | 0.50£1.00 | 1.00£1.41 | 0.50+1.00 | 0.50£1.00 | 2.00+0.00
s Control 20 1.00+1.54 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 1.50+1.00 | 1.50£1.00 | 2.00+0.00
§_ Azb 20 1.00+1.54 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+£0.00 | 1.50+1.00
s Azb-BIF 20 1.50+1.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00
:|>:‘ Cv 20 1.50+£1.00 | 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 1.00+1.54 | 2.00+£0.00 | 2.00+0.00
Control 30 2.00+£0.00 | 0.50£1.00 | 0.50£1.00 | 0.50+0.57 | 0.25+£0.50 | 0.12+0.25
Azb 30 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00£0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+£0.00 | 1.50+1.00
Azb-BIF 30 2.00+0.00 | 1.50+1.00 | 0.50£1.00 | 2.00+£0.00 | 1.00+1.54 | 2.00+0.00
Cv 30 2.00+£0.00 | 2.00+£0.00 | 2.00£0.00 | 1.50+1.00 | 2.00+£0.00 | 1.50+1.00
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Se observd que la generacion de hojas fue mayor en todos los tratamientos en los
que se emplearon microorganismos, sobresaliendo la asociacion con A. brasilense
en cualquiera de sus cepas (silvestre o modificada), con una media de 1.77394 +
0.05 y 1.73376+0.06 hojas respectivamente, mismas que formaron un grupo
homogéneo, seguido de C. vulgaris (1.61759 + 0.06) y por ultimo el Control con el

menor numero de hojas desarrolladas por planta (1.17251+0.04), ver figura 10.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

IR :

15

L
111

|

No. de Hojas
{ L
l L1 1

T T
111

|

13

I

T T
111

1

11 —
AB AW Cc Ccv
Microorganismo

Figura 10: Gréafica de ANOVA sobre generacion de hojas conforme al
microorganismo asociado.

En lo referente a la salinidad, se siguié observando la misma tendencia en cuanto a la
formacion de dos grupos, donde aquellas plantas crecidas a concentraciones de NaCl
de 50 y 100 mM mostraron un mayor numero de hojas, 1.69502+0.06 y
1.75956+0.07 respectivamente, en comparaciéon con el resto de los tratamientos
(Figura 11y 12).
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18- E E E i
E 1

1.2 —
0 50 100 150 200 250
Salinidad (mM)

No. de Hojas

Figura 11: Grafica de ANOVA sobre generacion de hojas con respecto a las
concentraciones de NaCl empleadas.
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Figura 12: Gréfica de interaccion sobre la generacion de hojas en funcion de la
salinidad y el tiempo.

7.4 Efecto del Medio. En lo relacionado al tipo de medio empleado, se observo una
decoloracion muy notoria a partir de 100 mM en el medio MS, sobretodo en el
control (quizas debida al choque osmotico), lo que indica que cualquiera de los
organismos confiere cierta resistencia a la salinidad a diferencia de aquellas plantas
con ausencia de estos. De igual manera, se observo un alto indice de contaminacion
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en este medio sobre todo en los tratamientos con Chlorella vulgaris, esto debido
quizas al hecho de las microalgas no cuentan con las enzimas requeridas para
asimilar los altos indices de sacarosa presente en el medio, dando como resultado la

desintegracion celular (ver figura 13).

Figura 13: Imagen de los 4 tratamientos en medio MS (de derecha a
izquierda) Chlorella Vulgaris, Azospirillum brasilense BIF, Azospirillum
Brasilense CD y Control.

Sin embargo, al realizar la comparacion en cuanto a los medios empleados y el
microorganismo, se observo que los tratamientos con medio MS presentan un efecto
superior a aquellos en medio hidropénico (20.6+£0.5 y 19.6+£0.4mm, en longitud de
tallo y para longitud de raiz 12.9+0.3 y 11.34+0.2mm, respectivamente),
sobresaliendo los tratamientos con los microorganismos Azospirillum brasilense
BIF (AB) y Chlorella vulgaris (CV), mismos que no presentaron diferencias
significativas en cuanto al desarrollo de la planta, seguidos de Azospirillum

brasilense CD (AW) y Control (C), los cuales forman otro grupo homogéneo. Los
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tratamientos en medio Hidroponico, presentaron una respuesta mas constante en

comparacion con aquellos en que se utilizo el medio MS (Figura 14 y 15).

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 14: Grafica de interacciones para Medio-Microorganismos en la longitud del
tallo.
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Figura 15: Gréfica de interacciones para Medio-Microorganismos en la longitud de la
raiz.
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Como se puede observar en las graficas de interaccion, el medio MS presenta mayor

fluctuacion en cuanto a sus tratamientos y su efecto es mas notorio debido a las altas

concentraciones salinas en su composicion, a diferencia del Hidropdnico.

En relacion a la generacion de hojas, se present6d una tendencia muy similar en los dos
medios, presentdndose una media ligeramente mayor en los tratamientos con medio
Hidroponico) sobre el medio MS (1.61751+0.03 y 1.53138+0.04, respectivamente), ver

figura 16.
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Figura 16: Gréfica de interacciones para Medio-Microorganismos en el numero de
hojas.
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Experimento I1.

7.5 Longitud del Tallo. En el segundo conjunto de experimentos se analizd la
combinacion de microorganismos y de acuerdo con el analisis ANOVA (Tabla 10y
11), donde el tiempo no tuvo un efecto significativo, la combinacion de A.
brasilense Cd y C. vulgaris (AWCV) tuvo un mayor impacto en el crecimiento del
tallo (25.3+0.7 mm) seguido por la asociacion de A. brasilense BIF y C. vulgaris

(ABCYV) (23.3+0.8 mm) (Figura 17).

Los tallos mas grandes se observaron a los 20 dias de desarrollo en aquellas plantas
asociadas con A. brasilense Cd y C. vulgaris (AWCV) (29.8+1.3 mm), mostrando
incluso mayores resultados a concentraciones por debajo de 100 mM (mas de
30.6+1.7 mm), pero al igual que en los experimentos anteriores, en general la
tendencia de crecimiento del tallo fue a decrecer en tamafno conforme la
concentracion de NaCl se veia incrementada. Sin embargo, las plantas asociadas con
ABCV mostraron tallos mas grandes que cualquier otro tratamiento a 250 mM de

NaCl (25.7+3.3 mm) (Figura 18).

TABLA 10

Andlisis de Varianza para Longitud de Tallo (mm) - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Microorganismos 649.549 5 129.91 2.25 0.0487
B:Tiempo (dias) 140.321 2 70.16 1.21 0.2978
C:Salinidad (mM) 2178.01 5 435.602 7.54 0.0000
INTERACCIONES
AB 1433.61 10 143.361 2.48 0.0067
AC 2367.36 25 94.6944 1.64 0.0280
BC 101.392 10 10.1392 1.76 0.0667
RESIDUOS 24487.5 424 [57.7536
TOTAL (CORREGIDO) 33364.1 481
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TABLA 11

Disefio Experimental y Resultados para longitud de tallo.

0 50 100 150 200 250
Control 31.24+0.85 32.5+0.28 27.5+0.28 2.12+1.21 23.3+0.57 22.5+0.28
O AW 21.240.25 16.6+0.76 20.0£0.00 1.87+0.62 15.0+£0.50 15.0+0.70
g AB 22.5+0.64 22.5+1.19 26.2+0.75 2.37+£0.47 20.0+£0.40 23.7+0.75
O CVv 20.0+0.40 16.2+0.94 25.0+1.41 1.66+0.76 15.0+£0.40 22.5+0.28
8 AWCV 28.7+0.25 19.2+1.37 20.0+0.40 2.21+0.85 13.0+0.67 12.5+0.86

a ABCV 22.5+1.04 21.2+0.25 20.0+0.40 1.62+0.25 28.75+0.75 ND
g Control 16.2+0.94 32.5+0.86 23.7+1.03 2.25+0.86 23.7+1.10 25.0+£0.91
o AW 17.5+0.64 16.2+0.47 18.7+0.62 1.37£0.25 15.0+£0.40 18.7+0.25
g AB 17.5+0.64 25.0+0.40 22.5+0.64 2.25+0.28 22.5+£0.28 22.5+0.28
z CVv 17.5+1.19 23.7+£0.47 17.5+0.50 1.80+0.81 20.0+0.00 20.0+0.00
n AWCV 32.5+1.19 27.5+1.19 16.2+1.88 2.12+1.43 11.2+1.62 16.2+0.47

% ABCV 21.24+0.85 25.0+0.40 27.5+0.28 2.50+0.40 20.0+0.00 ND
5 Control 31.24+0.25 22.5+0.50 13.7+0.25 1.25+0.28 15.0+1.08 07.5+0.95
2 AW 27.5+0.64 27.5+0.28 2.75+0.28 2.00+0.91 17.5+0.86 13.7+0.47
5 AB 23.7+0.47 18.7+0.62 16.2+0.47 1.37£0.25 10.0+0.70 18.7+0.85
= CVv 11.2+0.47 15.0+0.40 17.5+0.64 1.37+£0.94 16.2+1.10 13.7+0.25
O AWCV 26.2+0.47 23.7+0.94 20.0+1.77 2.37£0.25 16.2+1.25 12.5+0.50
ABCV 23.7+1.03 22.5+0.50 22.5+0.28 2.00+0.81 13.7+0.47 20.0+0.81

Medias y 95 % Intervalos de Confianza
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Figura 17: Gréafica de ANOVA para el promedio de longitud de tallo en plantas en
asociacion con diferentes microorganismos en medio hidropoénico.
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Medias y 95 % Intervalos de Confianza
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Figura 18: Grafica de interacciones de longitud del tallo en plantas en relacién con
las concentraciones de NaCl utilizando diferentes asociaciones microbianas en medio
hidropoénico.

Las plantas en medio hidroponico presentan una respuesta mas homogénea en el
desarrollo del tallo en aquellos tratamientos con Azospirillum brasilense (sea CD o BIF)
6 Chlorella vulgaris (CV) a 100 mM, donde incluso se presentaron plantas con
resistencia hasta 250 mM en el tratamiento combinado con Azospirillum brasilense BIF

y Chlorella vulgaris (ABCV) a los 30 dias de establecimiento.
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7.6 Longitud de la Raiz. En el segundo conjunto de experimentos donde se empled
unicamente el medio hidropoénico, el tiempo no tuvo un efecto significativo en el
desarrollo de la raiz, a diferencia de los microorganismos asociados y la salinidad,
que si presentaron diferencias significativas (Tabla 12 y 13). De acuerdo con el
analisis de varianza, aquellas plantas asociadas con C. vulgaris fueron diferentes al
control obteniendo raices mas largas (12+0.4 mm) (Figura 19). Incluso cuando los
efectos de la concentracion de NaCl no se pueden diferenciar en grupos tan
facilmente como en el caso del tallo, en el desarrollo de raiz es notable la influencia
de la concentracion de 100 mM de NaCl en el desarrollo de raices mas grandes

(12.6+0.4 mm).

Concomitantemente, AW tuvo un efecto marcado en la elongacion de la raiz
después de 30 dias (13.2+0.7 mm), similar a lo observado para CV al final del
periodo de 10 dias (13.2+0.08 mm) con el control, mostrando raices mas cortas

después de los 20 y 30 dias de tratamiento (Figura 20).

TABLA 12

Andlisis de Varianza para Longitud de Raiz (mm) - Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  |Raz6n-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Microorganismos 136.578 5 27.3155 1.70 0.0317
B:Tiempo (dias) 5.9548 2 2.9774 248 0.7633
C:Salinidad (mM) 229.184 5 45.8329 2.30 0.0011
INTERACCIONES

AB 737.614 10 73.7614 3.61 0

AC 531.986 25 21.2795 0.80 0.0053
BC 412.965 10 41.2965 1.01 0.0001
RESIDUOS 3888.76 353 ]11.0163

TOTAL (CORREGIDO) 5785.52 410
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TABLA 13

Disefio Experimental y Resultados para longitud de raiz (mm).

0 50 100 150 200 250
Control 17.5+0.86 25.0+0.70 16.2+0.75 22.5+0.86 16.2+0.25 15.0+0.40
O AW 11.2+0.25 10.0£0.00 10.0+0.00 8.7£0.47 8.5+0.44 12.5+0.35
% AB 11.2.025 10.0+0.00 22.5+0.50 11.7£0.23 11.2+0.62 12.5+0.50
o CVv 12.5+0.28 8.7£0.47 17.5+1.06 6.6+0.28 11.2+0.62 17.5+0.28
8 AWCV 11.7+0.23 9.2+0.43 9.7+0.20 11.2+0.25 7.5+0.28 7.5+0.28

a ABCV 11.2+0.25 11.2+0.25 11.2+0.25 8.7+0.25 13.7+0.47 ND
g Control 12.5+0.28 13.7+0.25 18.7£0.85 13.7£1.10 17.5+0.64 23.7+0.85
o AW 8.7+0.25 10.0+0.00 11.24+0.25 6.2+0.25 8.7+0.47 12.5+0.28
g AB 13.7+0.25 16.2+0.25 11.7+0.23 11.2+0.25 11.2+0.25 10.0+0.00
z CVv 10.0+0.70 13.7+0.25 16.2+0.47 11.2+0.47 10.0+0.00 10.0+0.00
n AWCV 11.2+0.25 10.5+0.42 5.5+0.64 8.5+0.57 6.2+0.75 10.5+0.42

Iéé ABCV 11.2+0.25 12.5+0.28 13.7+0.25 10.0+0.00 10.5+0.10 ND
5 Control 10.0+0.00 7.7£0.15 4.5+0.10 10.0+1.15 5.0+0.00 5.0£1.00
2 AW 15.0+0.40 10.0+0.00 20.0+0.00 15.0+0.00 12.5+0.50 10.0+0.00
5 AB 13.7+0.25 10.0+0.00 8.7+0.25 10.0+0.00 6.2+0.47 11.2+0.25
o CVv ND 10.0+0.00 10.0+0.00 8.7£0.62 10.0+0.00 10.0+0.00
© AWCV 11.2+0.20 11.7+0.47 8.7+0.75 10.5+0.42 10.0+0.81 8.7+0.25
ABCV 10.0+0.40 8.7+0.25 10.5+0.10 10.0+0.40 8.7+0.25 11.2+0.25
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Figura 19: Gréfica de interacciones de longitud del raiz en plantas en relacion con
las concentraciones de NaCl utilizando diferentes asociaciones microbianas en
medio hidropoénico.
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Figura 20: Gréafica de interacciones de longitud del raiz en plantas crecidas con
diferentes asociaciones microbianas en medio hidropdnico durante los tres
periodos de tiempo contemplados en los experimentos.

7.7 Generacion de Hojas. Al igual que en el caso de longitud de tallo y raiz, el analisis
ANOVA indica que el tiempo no representd un efecto significativo para la
generacion de hojas, y se observd la misma tendencia, mostrando que los
tratamientos con A. brasilense Cd (AW), BIF (AB) y C. vulgaris (CV) presentaron

el mayor nimero de hojas (ver tablas 14 y 15).

Es notoria la formacion de dos grupos homogéneos, el primero conformado por

AW, AB y CV, con medias de 1.88+0.09, 1.77+£0.09 y 1.56+0.10 mm,
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respectivamente, y el segundo, el cual incluye los tratamientos con los
microorganismos combinados mismos que originaron un niamero inferior de hojas,
lo que no represento significancia estadistica importante (AWCV 11.3+£0.09 y

ABCYV 0.940.11 mm) junto con el control (1.2+0.06 mm) (ver figura 21 y 22).

TABLA 14

Andlisis de Varianza para NUmero de Hojas - Suma de Cuadrados Tipo Il1

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  |Raz6n-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Microorganismos 47.685 5 9.53701 14.86 0.0000
B:Tiempo (dias) 2.12534 2 1.06267 1.66 0.1922
C:Salinidad (mM) 8.01442 5 1.60288 2.50 0.0303
INTERACCIONES
AB 20.7583 10 2.07583 3.23 0.0005
AC 31.4271 25 1.25708 1.96 0.0042
BC 14.1563 10 1.41563 2.21 0.0167
RESIDUOS 272.758 425 10.641784
TOTAL (CORREGIDO) 405.641 482

TABLA 15

Disefio Experimental y Resultados para numero de hojas.

0 50 100 150 200 250
Control 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00
8 AW 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00
= AB 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 0.50+1.00 2.00+0.00
‘8 CV 2.00+0.00 0.50+1.00 1.00+1.41 0.00+0.00 0.50+1.00 2.00+0.00
8 AWCV 2.00+0.00 1.00+1.15 2.00+0.00 1.00+1.50 1.00+1.54 0.12+0.25

a ABCV 0.50+1.00 0.00+0.00 1.50+1.00 0.00+0.00 0.00+0.00 ND
g Control 1.00+1.54 2.00-+0.00 2.00+0.00 1.50+1.00 1.50+1.00 1.50+1.00
=) AW 1.00+1.54 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00
"'EJ AB 1.50+1.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00
E CV 1.50+1.00 2.00+0.00 2.00+0.00 1.00+1.54 1.00+1.15 2.00+0.00
@ AWCV 1.50+1.00 1.00+1.15 1.00+1.15 1.50+1.00 0.25+0.50 0.00+0.00

Qn: ABCV 1.00+1.15 0.50+1.00 0.50+1.00 1.00+1.15 1.00+1.15 ND
3 Control 2.00+0.00 0.50+1.00 0.50+1.00 0.50+0.57 0.25+0.50 0.12+0.25
2 AW 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 1.50+1.00
5' AB 2.00+0.00 1.50+1.00 1.50+1.00 2.00+0.00 1.00+1.15 2.00+0.00
d CVv ND 2.00+0.00 2.00+0.00 1.50+1.00 2.00+0.00 1.50+1.00
© AWCV 1.50+1.00 1.50+1.00 1.00+1.15 1.00+1.15 1.00+1.15 1.50+1.00
ABCV 0.50+1.00 1.00+1.15 1.50+1.00 1.00+1.15 1.50+1.00 1.50+1.00
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Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 21: Gréafica de ANOVA para el promedio de numero de hojas generadas
en plantas de tomate asociadas con diferentes microorganismos en medio
hidropoénico.
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Figura 22: Grafica de interacciones de nimero de hojas generadas en plantas
crecidas con diferentes asociaciones microbianas en medio hidropénico con 6
niveles de salinidad.
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En la figura 22 se observa claramente una respuesta homogénea en todos los
tratamientos con 100 mM de NaCl en cuanto a la generacion de namero hojas resultante,
con media de 15.5+£0.09; asimismo, el mayor nimero de estructuras se presentd en el

periodo de 30 dias (15.0+£0.06), ver figura 23.
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Figura 23: Gréfica de interacciones de nimero de hojas generadas en plantas
crecidas con diferentes asociaciones microbianas en medio hidropdnico durante
los tres periodos de tiempo contemplados en los experimentos.
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CULTIVOS CO-INMOVILIZADOS:

Experimento I11.

7.8 Longitud del tallo: Debido a que en general se observéd un decremento del tamaio de las
plantulas a través del tiempo en los cultivos con células libres, cuestion que puede ser
atribuida al efecto de la inmersion prolongada de la planta completa en medio salino, se
procedio a la realizacion de experimentos en cultivos co-inmovilizados en medio

hidropoénico.

Los tratamientos con co-inmovilizados contemplaron las mismas condiciones de los
experimentos en células libres [tres periodos de tiempo (10, 20 y 30), seis
concentraciones de NaCl (0 a 250 mM) y los tres microorganismos A. brasilense Cd
(AW), A. brasilense BIF (AB) y C. vulgaris (CV)]. De igual forma, se analiz6 la
asociacion microbial, asi como las caracteristicas morfologicas de las plantulas en

dichos tratamientos.

El andlisis de varianza indica que tanto el microorganismo como el tiempo y la salinidad
tuvieron un efecto significativo en el desarrollo del tallo (Ver tabla 16 y 17), indicando
que los mejores tratamientos son aquellos en los que se emplearon los microorganismos
simples Azospirillum brasilense BIF (AB) y Chlorella vulgaris (CV), con promedios en
la longitud del tallo de 48.28+0.98 y 40.27+0.98mm, respectivamente; seguidos de la

combinacion A. brasilense CD y C. vulgaris (AWCV, 37.35+1.01lmm).
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Los tratamientos con la combinacion A. brasilense BIF y Chlorella vulgaris (ABCV),
junto con A. brasilense CD simple (AW) mostraron resultados por debajo del control,

con medias de 31.23+1.04 y 31.47+0.99mm, respectivamente (Figura 24).

TABLA 16

Andlisis de Varianza para Longitud del tallo (mm) - Suma de Cuadrados Tipo |11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Microorganism(s) 29493.2 5 5898.64 40.50 0.0000
B:Time (d) 215867. 2 107933. 741.01 0.0000
C:Salinity (mM) 20011.4 5 4002.29 27.48 0.0000
INTERACCIONES
AB 89110.2 10 8911.02 61.18 0.0000
AC 104459. 25 4178.38 28.69 0.0000
BC 32309.7 10 3230.97 22.18 0.0000
ABC 130496. 50 2609.91 17.92 0.0000
RESIDUOS 134296. 922 145.658
TOTAL (CORREGIDO) 814323. 1029

TABLA 17

Disefio Experimental y Resultados para longitud del tallo.

0 50 100 150 200 250

Control 12.30+3.88 17.30+£5.63 10.71£5.13 11.11+£5.46 7.70£2.90 12.08+3.96
8 CVv 16.254+16.66 6.60£2.58 6.87£2.58 17.50+4.18 31.25+11.87 11.66+7.07
= AW 7.14+£3.93 43.75+17.06 9.37+£5.62 15.71+£6.34 11.25£7.90 24.2849.32
O AB 12.50+4.62 51.42+10.69 25.62+6.23 15.71+£5.34 2.05+£9.55 18.00+8.12
8 AWCV 26.36£19.11 12.85+4.87 11.42+43.77 56.66+8.16 10.00+0.00 10.00+0.00
a ABCV 5.00+0.00 6.42+2.43 64.28+12.72 5.00+0.00 5.83+£2.04 35.00+18.40
é Control 48.33+£16.89 | 45.27£12.65 18.00+7.74 59.61£7.76 14.44+12.93 | 18.57+10.08
o CVv 70.09+12.21 | 72.85+11.12 | 30.00+33.70 65.55+8.81 67.77+8.33 65.71+7.86
g AW 59.44+8.07 27.91£20.16 2.00+7.07 7.50£2.73 41.66+7.52 47.77£12.01
z AB 79.00+7.37 72.50+4.62 60.00+8.94 56.00+£10.74 | 25.55+12.36 | 54.44+17.40
1% AWCV 27.72+28.13 28.75+8.34 67.50+10.35 11.66+4.08 10.00+0.00 11.42+3.77
8 ABCV 10.00+£13.22 4.28+5.34 16.66+8.16 2.50£2.67 10.00+0.00 48.75+£16.42
ﬁ Control 72.22+17.33 | 58.05£12.96 | 69.54+16.75 | 68.94£14.10 | 62.50+18.02 | 52.35+17.05
2 Cv 65.55+£12.36 | 49.44+11.02 51.1149.27 53.88+4.85 16.25+18.46 | 25.71£11.33
8 AW 67.50+9.65 55.00+5.00 28.33+£27.57 | 47.85+17.76 52.22+7.94 0.00+0.00
% AB 78.75+12.46 70.00+9.21 71.00+9.94 43.33£13.66 5.55+15.09 59.16+11.14
= AWCV 71.11+12.69 11.4243.77 78.88+9.27 65.00+5.34 82.50+6.21 79.00+11.00

ABCV 73.33+8.16 10.00+0.00 83.75+5.17 82.50+7.07 10.00+0.00 88.88+9.27
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Figura 24: Grafica de ANOVA para el promedio longitud de tallo en plantas de
tomate asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en medio
hidropénico.

Los tratamientos en inmovilizados presentaron un incremento en la longitud del tallo a
traves del tiempo [caso contrario a lo observado en los experimentos anteriores (I y I)],
donde los tallos con mayor tamafio se presentaron a los 30 dias de desarrollo con un

promedio de 55.83+0.66mm (Ver figura 25).
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Figura 25: Gréafica de ANOVA para el promedio longitud de tallo en los
periodos de tiempo monitoreados.
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Los tratamientos en inmovilizados presentaron mayor variacion en la respuesta
observada con las combinaciones de microorganismos (ABCV y AWCV) y con A.
brasilense CD simple (AW), al contrario de los tratamientos con A. brasilense BIF (AB)
y C. vulgaris (CV). En general el mayor desarrollo se detectd en la concetracion de 100
mM (40.17£0.93 mm) arrojando promedios incluso mayores a los referidos en los
experimentos con medio hidroponico en celulas libres (30.6=1.7 mm); sin embargo los
tratamientos donde se expuso al microorganismo A. brasilense BIF de manera simple o
asociada (AB 6 ABCV) presentaron una mayor resistencia a la salinidad, con plantas
que presentaron desarrollo hasta en la concentracion de 250 mM, con un promedio en la

longitud de tallo de 50.70+2.41 mm (Ver figuas 26-28).

Interacciones y 95% de Fisher LSD
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Figura 26: Gréfica de interacciones para longitud de tallo en funcion de la
salinidad, donde se muestra la respuesta de los tratamientos con A. brasilense
BIF simple (AB) y en asociacion con C. vulgaris (ABCV).
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Figura 27: Gréfica de interacciones para longitud de tallo en funcion de la
salinidad, donde se muestra la respuesta de los tratamientos con A. brasilense
CD simple (AW) y en asociacion con C. vulgaris (AWCYV).
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Figura 28: Gréafica de interacciones para longitud de tallo en funcion de la
salinidad, donde se muestra la respuesta de los tratamientos con el
microorganismo simple C. vulgaris (CV) en comparacion con el control.
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7.9 Longitud de Raiz: Los resultados de los tratamientos donde se emplearon los
microorganismos inmovilizados indican que el desarrollo de la raiz se ve influenciado
tanto por el tiempo como por los microorganismos asociados y la concentracion de NaCl
en cuestion (Ver tabla 18); y al igual que en el caso del desarrollo del tallo, los mejores
tratamientos resultaron ser aquellos con el microorganismo A. brasilense BIF simple
(AB) con promedio en las longitudes de raiz de 24.11+0.60mm, seguido de y C. vulgaris
simple (CV) 20.77+0.62mm y los demas tratamientos (AW, AWCV y ABCV) que

tuvieron desarrollos inferiores a los indicados por el Control (Ver tabla 19 y Figura 29).

TABLA 18

Analisis de Varianza para Longitud de raiz (mm) - Suma de Cuadrados Tipo I11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Time 25495.0 2 12747.5 224.90 0.0000
B:Microorganism(s) 10755.8 5 2151.16 37.95 0.0000
C:Salinity (mM) 655.556 5 131.111 2.31 0.0420
INTERACCIONES

AB 20780.0 10 2078.0 36.66 0.0000
AC 5592.02 10 559.202 9.87 0.0000
BC 11683.4 25 467.336 8.24 0.0000
ABC 26929.9 50 538.598 9.50 0.0000
RESIDUOS 58608.9 1034 156.6818

TOTAL (CORREGIDO) 166294. 1141
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TABLA 19

Disefio Experimental y Resultados para longitud de Raiz.

AW

AWCV

Microorganismo(s)

0 50 100 150 200 250
Control 10.47+6.30 16.94+6.67 | 18.43+10.91 | 13.94+6.78 9.37+5.73 11.3145.22
o) CcV 12.22+47.12 | 17.00+10.59 | 5.62+1.76 12.77+7.12 18.33+9.01 7.1442.67
‘E’ AW 13.33+5.00 22.77+6.66 3.5742.43 11.87+2.58 12.50+9.50 15.91+9.20
O AB 13.33+5.00 17.90+7.68 12.00+4.21 14.72+5.08 21.11+7.81 16.66+5.00
o AWCV 13.33+5.00 13334429 | 12.22+4.40 | 20.00+8.52 14.16+6.68 12.50+6.21
o ABCV 5.55+1.66 6.66+2.50 22.22+8.33 10.83+6.68 22.14+9.06 17.14+9.51
g Control 19.75+6.97 26.87+4.78 | 14.06+5.83 | 26.13+14.30 | 16.47+4.92 13.15+6.71
= CV 25.36+5.04 27.00+4.83 2.8512.67 24.44+527 22.50+7.07 21.25+9.91
4 AW 25.55+5.27 11.54+6.34 | 17.00+9.48 13.88+7.40 14.37+7.76 31.25+8.34
z AB 34.44+12.36 | 40.00+8.66 | 35.00+547 | 26.66+7.07 12.50+4.62 | 28.00+11.35
o« AWCV 13.00+4.87 17.00+4.83 17.50+7.53 | 20.90+9.43 14.00+5.16 11.25+3.53
= ABCV 2.14+2.67 17.14+4.87 | 13.33+6.61 4.54+4.15 11.81+4.04 15.00+5.27
3 Control 20.06+12.14 | 30.83+8.08 | 33.33+7.66 | 30.52+8.48 40.52+7.05 30.3147.40
3 CV 33.57+4.75 28.75+6.40 | 31.25+3.53 | 28.23+5.28 31.66+7.52 25.71+5.34
- AW 14.25+3.01 15.25+5.11 6.81+7.83 6.36+6.36 11.66+2.50 0.00+0.00
2 AB 29.00+13.70 | 27.14+4.87 | 40.83+8.01 | 27.14+9.51 | 26.20+12.38 | 12.77+14.60
= AWCV 23.00+9.48 | 17.27+10.09 | 25.00+9.25 | 41.81+14.01 | 38.00+4.21 35.00+8.49
ABCV 48.57+13.45 | 10.00+0.00 | 24.44+8.81 | 42.50+10.35 | 10.00+0.00 32.50+4.62
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Figura 29: Grafica de ANOVA para el promedio de longitud de raiz en plantas
de tomate asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en medio
hidropoénico.

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California




POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS 69
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM)

El desarrollo de la raiz siguié la misma tendencia que en el tallo, observandose que el
mayor tamafio se alcanzé al final de experimento, con un promedio de elongacion
equivalente a 26.01+0.41mm e incluso se observaron plantulas tolerantes a la
concentracion de 250 mM de NaCl en el periodo de 30 dias, como es el caso de todos los
tratamientos en los que asocido A. brasilense BIF de forma simple o combinada (AB,

19.1481+£1.42 mm y ABCV, 21.54+1.52 mm); ver figura 30.
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Figura 30: Gréafica de ANOVA para el promedio de longitud de raiz en plantas
de tomate asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en medio
hidropodnico.

Lo anterior difiere de los resultados obtenidos en los experimentos con medio
hidropdnico en células libres, donde se observd que su mayor desarrollo se alcanzo a los
10 dias (el tiempo no represento un efecto considerable), y cuyo promedio fue inferior al
obtenido en inmovilizados en el mismo periodo de tiempo (con promedios de 11.7+0.04

para células libres y 13.864+0.39mm en inmovilizados).
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En lo referente a la salinidad se observaron dos grupos homogéneos bien definidos, el
primero compuesto por las concentraciones de 0, 50 y 150 mg, el cual presenta el
promedio de elongacion de raiz més elevado (20.41+1.68mm); y el segundo conformado
por los tratamientos con 100, 200 y 250 mM de NaCl mismos que arrojan resultados
inferiores en el desarrollo de la raiz (18.91+£0.57mm). Es notorio que el tratamiento con
A. brasilense BIF (AB) sobresale en lo referente al tamano de la raiz generada (Ver

figura 31-34).
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Figura 31: Grafica de ANOVA para el promedio de longitud de raiz conforme al
nivel de salinidad en cultivos inmovilizados en medio hidroponico.
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Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 32: Grafica de interacciones para el promedio de longitud de raiz en los
tratamientos con A. brasilense BIF simple y asociado con C. vulgaris, con los
diferentes niveles de NaCl.

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 33: Grafica de interacciones para el promedio de longitud de raiz en los
tratamientos con A. brasilense Cd simple y asociado con C. vulgaris, con los
diferentes niveles de NaCl.
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Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 34: Grafica de interacciones para el promedio de longitud de raiz en los
tratamientos con C. vulgaris, con los diferentes niveles de NaCl, en comparacion
con el control.

7.10 Generacion de hojas: E1 ANOVA indica que, a diferencia de los resultados obtenidos en
el desarrollo del tallo y raiz, para el caso de numero de hojas generadas la salinidad no
represento un factor significativo, como lo indica la tabla 20, lo que implica que solo el
tipo de microorganismo empleado y el tiempo intervinieron en el niimero de hojas
obtenidas en cada tratamiento. Asimismo, los resultados arrojados indican la formacion de
tres grupos homogéneos, el primero conformado por el tratamiento con A. brasilense BIF
(AB) con el mayor promedio (2.25+0.07); el segundo grupo, conformado por los
tratamientos con C. vulgaris y A. Brasilense BIF simples y asociados (CV, AW, AWCV),
junto con el control, presentando un promedio de hojas generadas del.60+0.06; y el
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ultimo grupo compuesto por el tratamiento de A. brasilense BIF asociado a C. vulgaris
(ABCV), el cual presento el menor numero de hojas, aun por debajo del control

(1.2540.07); ver tabla 21 y figura 35.

TABLA 20

Analisis de Varianza para Numero de hojas - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio  [Razén-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Microorganismo 116.515 5 23.303 18.23 0.0000
B:Tiempo 154.709 2 77.3544 60.51 0.0000
C:Salinidad 13.1021 5 2.62041 2.05 0.0691
INTERACCIONES
AB 83.6409 10 8.36409 6.54 0.0000
AC 113.618 25 4.54472 3.56 0.0000
BC 52.3978 10 5.23978 4.10 0.0000
RESIDUOS 1858.78 1454 11.27839
TOTAL (CORREGIDO) 2425.21 1511

TABLA 21

Disefio Experimental y Resultados para Numero de hojas

0 50 100 150 200 250

Control 0.95+1.19 1.62+0.87 1.00+1.02 1.20+1.17 1.00+1.02 1.29+0.95
(o} (% 1.41+1.37 1.45+1.09 1.00+1.04 1.50+0.90 1.50+0.90 1.00+1.04
% AW 1.75+0.62 1.33+0.98 0.83+1.33 1.00+1.34 1.33+1.49 1.33+0.98
O AB 1.75+0.86 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00 2.00+0.00
8 AWCV 1.16+1.02 1.33+0.98 1.00+1.04 1.33+0.98 0.66+0.98 0.66+0.98
a ABCV 0.83+1.26 0.75+0.96 1.54+1.12 1.07+1.25 1.00+1.12 1.50+1.38
(ID Control 1.87+1.15 1.83+0.81 0.91+1.05 1.29+0.95 0.91+1.01 0.95+0.99
a (% 2.50+1.31 2.00+1.27 1.00+1.27 2.33+0.88 2.08+1.08 1.83+1.46
g AW 3.25+0.75 1.16+1.11 1.25+1.13 0.83+1.02 1.58+1.44 2.00+1.34
z AB 2.58+1.08 2.58+0.99 2.66+0.49 2.91+0.51 1.58+1.31 2.00+1.27
»n AWCV 1.08+1.44 2.00+0.73 1.58+1.24 1.25+1.13 1.33+0.98 0.83+1.02
8 ABCV 0.83+1.02 0.83+1.02 0.83+1.02 1.16+0.57 0.33+0.77 1.33+0.98
ﬁ Control 1.87+1.42 2.29+0.99 2.75+0.94 2.29+1.16 2.54+0.97 1.79+1.31
J (8\% 2.41+1.16 1.66+1.07 1.58+0.79 1.41+1.31 1.41+1.08 1.58+0.99
8 AW 2.66+1.07 2.50+0.90 2.25+2.41 1.16+1.46 2.41+1.16 0.66+0.98
; AB 1.83+1.40 2.58+0.90 2.91+0.99 2.33+1.49 3.25+0.45 1.58+1.92
= AWCV 2.16+1.40 1.25+1.54 2.75+0.96 2.91+0.28 2.75+0.45 2.58+0.90

ABCV 2.00+1.80 1.16+1.74 2.75+0.96 2.25+1.35 0.83+1.26 2.50+1.56
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Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 35: Gréafica de ANOVA para de nimero de hojas en plantas de tomate
asociadas con diferentes microorganismos inmovilizados en medio hidropoénico.

Los resultados mencionados coinciden con los obtenidos en las mediciones de longitud
de tallo y raiz analizados anteriormente, donde el tratamiento con A. brasilense BIF
(AB) fue el mas efectivo en los tratamientos con inmovilizados; y de igual forma, la
generacion de hojas se vio incrementada a través del tiempo, alcanzando el mayor
nimero a los 30 dias (2.10£0.05), cuestion que difiere de lo observado en los
experimentos con células libres, en los cuales el mismo tratamiento AB presento un

promedio inferior en la generacion de hojas de ~0.48 (ver figuras 36 y 37).
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Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 36: Grafica de ANOVA para el promedio de nimero de hojas generadas
en plantas de tomate a través de los periodos de tiempo muestreados.
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Figura 37: Grafica de interacciones de numero de hojas generadas en plantas
crecidas con diferentes asociaciones microbianas en inmovilizados durante los
tres periodos de tiempo contemplados en los experimentos.
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8. DISCUSION

De acuerdo con los resultados observados, Azospirillum basilense BIF seguido por
Chlorella vulgaris mostraron el mejor efecto en plantas, promoviendo el desarrollo de
tallos mas largos con resultados incluso a 250 mM de NaCl. Dado que las asociaciones
microbianas mostraron en general mejores resultados para la elongacion de tallos y las
raices, asi como el nimero de hojas generadas en las plantas de tomate en comparacion
con el control, esto podria implicar que las plantas podrian ser irrigadas con agua de
mar, al menos parcialmente, cuando se encuentren asociadas a cualquiera de estos
microorganismos, ya que ademas de disminuir el uso de agua dulce, el riego con aguas
salobres puede tener efectos positivos en los frutos de tomate, esto es, un aumento de los
solidos solubles, solidos totales, carotenoides y acidez. Algunos de estos factores, como
los so6lidos solubles y carotenoides, al encontrarse en mayores niveles constituyen un
atributo de interés o deseable para la agroindustria procesadora de esta hortaliza, dado
que se reducirian costos de produccion y a la vez la calidad de los productos se

optimizaria (Vitelo y col., 2007).

Por otro lado, en otros estudios efectuados dentro del Laboratorio de Metabolismo
Microbiano de la Universidad Autonoma de Guadalajara con microalgas del género
Dunaliella en células libres, empleando ambos medios y ambos microorganismos pero
con agua de mar en lugar de los niveles de salinidad establecidos, se observaron
resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo, donde Azospirillum brasilense

BIF presentd los mejores resultados, con promedios de longitud de tallo y de raiz
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similares a los reportados, lo que implica que el rango de salinidad probado corresponde

con la salinidad del agua de mar (datos no publicados).

Conforme a lo observado, si la concentracion de NaCl se aumenta para aquellos plantas
crecidas en medio hidroponico, el efecto de A. brasilense BIF sera mejor; mientras que
la triple asociacion entre A. brasilense Cd, C. vulgaris y las plantas parece ser sensible a
los incrementos de NaCl. Estos resultados estan de acuerdo con los trabajos reportados
previamente sobre Azospirillum brasilense BIF creciendo a concentraciones de hasta
200 mM de NaCl, donde no se observo ningiin descenso en la tasa de crecimiento de
bacterias, pero cuando se aumentd la concentracion a 300 mM de NaCl, la tasa de
crecimiento disminuyd en 66% (Rivarola y col., 1998). En nuestros resultados, A.
brasilense Cd mostro casi el mismo comportamiento creciente, sin embargo suponemos

que A. brasilense BIF podria crecer sin problemas incluso hasta 300 mM.

En trabajos anteriores con plantas de Zea mays bajo estrés osmotico, Rodriguez-Salazar
y col. (2009) observaron un aumento de la biomasa, es decir, las raices mas gruesas, de
esas plantas cultivadas en asociacion con A. brasilense BIF. Otros trabajos con el maiz y
el trigo reportan un fendmeno osmoadaptativo en las células vegetales asociadas con A.
brasilense (Abd El-Samad y col. (2004), Nagarajan y col. (2007)]. Algunos otros
ejemplos en el trigo y la cebada sugieren que la asociacion planta-microorganismo es
beneficiosa para la tolerancia a la sal de la planta debido a un aumento en su capacidad

de crecimiento [Caballero-Mellado J (2006), Zawoznik y col. (2011)].
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Por otro lado, Hiremath y Mathad (2010) demostraron que en Chlorella vulgaris se
estimuld positivamente por hasta 200 mM de NaCl la produccion de clorofila y prolina,
pero cuando la concentracion de la salinidad se incrementd hasta 300 mM se observo
una reduccion en la clorofila. Diaz y col. (1999) y Gill y col. (2002) reportaron que la
prolina se acumula en las plantas en respuesta al aumento de la salinidad del medio
ambiente, lo que podria explicar la mayor eficacia en los resultados de los tratamientos
en medio MS; asimismo, Szekely (2004) refiere que en las plantas superiores se
considera que la prolina desempefia un papel importante en el mecanismo de defensa de
las células estresadas que proporcionan fuente de carbono, nitrogeno y energia después
de un estrés por la degradacion; esto apoya la evidencia mostrada aqui referente a C.
vulgaris y su efecto sobre la tolerancia de las plantas como se menciond anteriormente,
donde aquellos tratamientos de C. vulgaris presentaron el segundo efecto marcado en
tolerancia a la salinidad en plantas de tomate, ya que de acuerdo con Hong et al. (2000)
el aumento de la resistencia al estrés oxidativo es debido a la acumulacion de prolina y
otros metabolitos (Parida y col., 2008; Hooijdonk y col., 2010; Sanchez-Rodriguez y

col., 2012).

En general, las longitudes de los tallos y las raices en células libres disminuyeron con el
tiempo, a pesar del tratamiento aplicado y esto podria deberse a la inmersion prolongada
de las plantas en las soluciones nutritivas, donde légicamente el numero de hojas
desarrolladas en los tratamientos fueron inferiores a aquellas plantas establecidas en
inmovilizados, debido a que todos los drganos de la parte aérea de las plantas de tomate

se alteran con la salinidad. Los tallos alcanzan menor altura, las hojas disminuyen en
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numero, el area foliar igualmente se reduce y en los frutos se registra un menor niumero

y peso. Al compararse estos resultados con cultivares de L. esculentum se detecté una
gran heterogeneidad en la respuesta a este estrés, puesto que algunos cultivares fueron
extremadamente sensibles y otros mas tolerantes, incluso uno presentd un mejor
comportamiento en la produccion de frutos en estado de estrés, conforme a lo

mencionado por Vitelio y col. (2007).

La inmovilizacion de los dos microorganismos dentro de la matriz de alginato, el cual es
inocuo y no toxico, provee un sostén necesario para las plantas gracias al cual emergen
del medio, ademas que asegura el establecimiento de esta asociacion artificial y el efecto
mutuo, debido a que los microorganismos estan atrapados dentro del gel, el movimiento
de A. brasilense y C. vulgaris se ve limitado y los metabolitos generados, como es el
caso de la trehalosa y 4cido indolacético, quedan concentrados en las cavidades donde
las raices de las plantas establecidas tienen un contacto directo, aunado al hecho de que
los nutrientes en el medio circundante se difunden libremente dentro del gel poroso esto
conforme a lo reportado por Bashan y col., 2007, ventajas que se vieron reflejadas en los

resultados obtenidos al compararlo con los tratamientos en células libres.

Después de observar los resultados de los tres experimentos, es obvia la utilidad de los
experimentos para los estudios bésicos de la compleja interaccion que ocurre entre
plantas y microorganismos potencializadores del desarrollo. El experimento presentado
de la interaccion entre los microorganismos, atrapados en una matriz de gel fue efectivo

para el establecimiento de las plantas, generando un mayor tamafio y un desarrollo mas

DOCTORADO EN INGENIERIA
Instituto de Ingenieria
Universidad Auténoma de Baja California



POTENCIAL DE CLORELLA VULGARIS Y AZOSPIRILLUM BRASILENSE COMO BIOFERTILIZANTES EN CULTIVOS 80
HIDROPONICOS DE TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM)

efectivo de las mismas conforme paso el tiempo y hasta el final de los periodos

contemplados (30 dias).

Conforme a lo mencionado anteriormente, el uso de cultivos inmovilizados no se
restringe a la interaccion Chlorella vulgaris-Azospirillum brasilense que engloba la
mayoria de estudios hechos hasta ahora. Estas opciones abren la puerta a infinitas
combinaciones de microalgas-PGPB considerando que hay numerosas especies de

microalgas y PGPB para escoger (De-Bashan y col., 2007).

Por ultimo cabe mencionar que todos los componentes son de bajo costo, los dos
microorganismos son facilmente cultivables y para su analisis se utilizan técnicas
estandar de microbiologia y es un sistema libre de suelo. La reproducibilidad es muy alta
y una réplica es simplemente un tubo conico de S50mL, lo que permite tener en un
espacio reducido tantas réplicas como sean necesarias. Al analizar varios cientos de
unidades experimentales, encontramos que el error estdndar es muy bajo permitiendo de
esta manera detectar efectos minimos que ocurren entre los tres componentes

(microorganismos, plantas y medio) durante la interaccion.
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9. CONCLUSIONES

& A partir de los resultados obtenidos con células libres se concluye que el tratamiento con
Azospirillum brasilense BIF (AB), seguido por Chlorella vulgaris (CV) presentaron los
mejores resultados en el desarrollo de tallo, raiz e incluso generacion de hojas, con una
salinidad de 100 mM en el periodo de 10 dias, periodo después del cual se observé un
decremento en el desarrollo de las plantas, derivando en oxidacién y desintegracion

celular.

B Por lo anterior, se deduce que para conseguir una curva estable de crecimiento de la
planta, seria conveniente utilizar los tratamientos de Azb. BIF y Cv a 100 mM hasta el
periodo de 10 dias, tiempo requerido por la planta para “aclimatarse a la salinidad del
medio”, después del cual se podrian trasladar al medio hidropénico con una
concentracion de hasta 200 mM, con lo que se cree las plantulas continuarian su
desarrollo sin problemas hasta los 30 dias, a diferencia de los tratamientos
microorganismos inmovilizados, los cuales presentaron desarrollo exponencial continuo

hasta el final de los periodos establecidos.

» Los tratamientos con inmovilizados presentaron también los mejores resultados en A.
brasilense BIF (AB), seguido por Chlorella vulgaris (CV) a 100mM, sin embargo el
crecimiento de las plantas en esta variante fue exponencial hasta el final del experimento

(30 dias), observandose que los parametros evaluados (elongacion de tallo y raiz, y
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numero de hojas generadas) presentaron un desarrollo mas acelerado, mayor tamafio y

turgencia, ademas que se observaron plantas con tolerancia hasta 250mM.

B Nuestros resultados arrojan tolerancia por encima de 100mM (5.8 g/L) lo que sugieren
que el uso de A. brasilense BIF y C. vulgaris es un enfoque viable para aumentar la
tolerancia a la sal en plantas, su biomasa y la posible utilizacioén parcial de agua de mar

para el riego de plantas horticolas.
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ANEXOS

ANEXO I: MEDIO MS (Murashige y Skoog, 1962)

Concentracion de la Volumen de la

Constituyente solucién madre solucién madre
(g/L) por litro de medio
Macros
NH4NO; 16,5
KNO3 19
CaCl,.2H,0 44 100 mi
MgS04.7H0 3.7
KH,PO4 1.7
Micros
MnS04.H:0 1,69
ZnS04.7H;0 0,86
HiBO3 0,62
Kl 0.083
NazMoO4.2H70 0.025 10ml
CuSQ,4.5H,0
10 ml de solucén 25 mg/100ml
CoCl;.6H,0

10 ml de solucién 25 mg/100ml
Fuente de hierro

FeS04.7H.O 0.00556 10 ml
Na;EDTA.2H,0 0.00746

Vitaminas

Inositol 10

Nicotinico 0,05 10 ml
HCI-Piridoxina 0,05

Glicina 0,2

HCI-Tiamina 0,01

Adicionar al medio 3% de sacarosa y 0.7% de agar.

ANEXO 11: MEDIO HIDROPONICO (Jensen y Malter, 1995)

Composicion en g/l: MgS04.7H20, 0.5; K2HPOs, 0.27; KNOs, 0.2; K2SO4, 0.1;
Ca(NOs3)2, 0.5; EDTA, 0.25; 250 pl de minerales traza.

Minerales traza
Composicion en g/l: HsBOs, 16.6; MgClz, 15.0; CuClz, 0.82; MoOs3, 0.33.
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ANEXO I1I: MEDIO BASAL DE BOLD (BBM, Stein, 1973).
Recomendado para algas de agua dulce, especialmente: Chlorella sp., Volvox sp. y
Scenedesmus sp.

Formula:

* Soluciones Patrones de Macronutrientes.
Nitrato de Sodio........cecevvevveeiennnennne. 10g
Cloruro de Calcio Dihidratado............... lg
Sulfato de Magnesio Heptahidratado... 3 g
Fosfato de Potasio, dibasico................. 7¢g
Fosfato de Potasio, monobasico............ 3g
Cloruro de Sodio.......cccceevveenveeniieniens lg

Metodo de preparacion:
1) Disolver cada una de las sales en 400 mL de agua destilada o desmineralizada.
2) Almacenar las 6 soluciones en frascos color ambar y en refrigeracion.

* Solucidn patron de Micronutrientes

Etilendiamintetracético........................ 50g

Hidroéxido de Potasio........cccceeeveennenne 31g

AUt 1000 mL

* Acido BOrico......cceevveecvieeiieennenn. 1142 ¢

Agua destilada.........cccooeveeiiennenn. 1000 mL

* Sulfato de Hierro Heptahidratado

Agua Acidificada.........c.ccoceeeeennene 1000 mL (1 mL de Acido Sulfurico por cada litro
de agua).

* Sulfato de Zinc Heptahidratado.......... 882¢g
Cloruro de Manganeso Dihidratado......1.44 g
Tridoxido de Molibdeno...........cccceveeneeen. 071 g
Sulfato de Cobre Pentahidratado......... 1.57 g
Nitrato de Cobalto Hexahidratado........ 049 ¢
AUt 1000 mL

Meétodo de preparacion:

1) A 900 mL de agua destilada agregar 10 mL de cada una de las soluciones de
macronutrientes y 1 mL de las soluciones de micronutrientes.

2) Ajustar el pH a 6.8-7.2

3) Esterilizar durante 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
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ANEXO IV: ROJO CONGO (Rodriguez-Caceres, 1982)

Composicion (g/l): K2HPO4, 1.5; MgSO0s4, 0.2; NaCl, 0.2; Fe2Cla, 0.15; extracto de
levadura, 0.5, acido malico, 5; KOH, 4.8; Agar, 15.

Después de esterilizar se agregaron 15 ml de solucion rojo congo 1:400 y se ajusto el pH
entre 6.8 y 7.0.
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Abstract

Less than 0.5% of total water in the world is available for human consumption and agriculture.
The major part of the world’s water is saline and salinity in soils interferes in germination of
seeds and the posterior development of the plant. In order to increase the osmotolerance of
tomato, seedlings were associated with Azospirillum brasilense Cd, Azospirillum brasilense Cd
transformed bacteria with a plasmid harboring a trehalose biosynthesis gene-fusion or

Chlorella vulgaris. Two plant culture media: Hydroponic and Murashige and Skoog were
tested. In the first set of studies seedlings were associated to single free cells meanwhile in a
second set single and combined free cells were studied. A positive interaction between
transformed Azospirillum and Chlorella vulagris and tomato plants was observed, this
interaction was even more positive when alginate-immobilized cells were used. Seedlings
showed a salt concentration tolerance, as sodium chloride, up to 200 mM. According to our
results, the association of plants with A. brasilense Cd-BIF and C. vulgaris is a viable approach

to increase their salt tolerance and biomass, as consequence the possible use of sea water to

irrigate horticultural plants.
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Abbreviations:

AW, Azospirillum brasilense Cd (wild type)

AB, Azospirillum brasilense Cd with plasmid pPBBR1M:BIF

PGPB, Plant Growth Promoting Bacteria

CV, Chlorella vulgaris

1. Introduction

The negative impact of salinity on plant growth in irrigated and non-irrigated areas of the
world’s arid regions is a major problem for agriculture (17, 14, 21, 28). Salinization is a process
of soil enrichment with salts more soluble than calcium sulfate, usually chlorides and sulfates
of sodium and magnesium. This causes osmotic stress and plant intoxication, thus interfering
with the growth of most crops (19). Plants develop a plethora of biochemical and molecular
mechanisms to cope with salt stress. These processes include compartmentalization of
compatible solutes, change in photosynthetic pathway, alteration in membrane structure,
induction of antioxidative enzymes and plant hormones and as a consequence plants redirect
their growth when exposed to stress (1). It is hypothesized that such morphogenic responses are
part of a general acclimation strategy that constitutes the ‘flight’ response of plants (20). The
initial effects of increasing soil salinity are very similar to those observed when plants are
exposed to drought. Reductions in leaf water potential will reduce stomatal conductance and

eventually inhibit photosynthetic metabolism (30).
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Numerous studies have shown that in saline environments, adaptation to salinity during
germination and early stages of seedling growth are crucial in determining the success of the
establishment. Even in the late stages of development salinity may affect the distribution of

plants in certain species (26).

Salinity tolerance and other adverse conditions in soils are currently overcome with an excess
of irrigation water, thus given the increasingly shortage of fresh water at global level, it is
necessary to develop strategies that include both salt-resistant crops and techniques to reduce
stress injury (3). A major effort in research has been dedicated to organic fertilization or use of
biofertilizers to increase plant development. Biofertilizers are best described as microbial
communities that add, preserve and mobilize soil nutrients. Azospirillum is considered one of
the most studied plant growth promoting bacteria (PGPB) given its ability to significantly
increase not only plant growth development, but also the yield of numerous agricultural crops
(9, 25). Azospirillum brasilense promotes growth due to the accumulation and transport of
indole-3-acetic acid to the plant (27, 10) and other plant growth regulation molecules such as

absicic acid (ABA) and diamine cadaverine (CAD) (6, 18).

Azospirillum spp. colonizes the roots of a wide range of crops and can efficiently colonize roots
submerged in growth solutions, and thus increase plant growth. The ability of Azospirillum spp.
to stimulate plant growth has been widely demonstrated in experiments both field and
greenhouse. Several mechanisms have been suggested to be responsible for the stimulatory

effect observed in the inoculated plants in numerous studies and inoculation with Azospirillum

spp.
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In the last decade it has been demonstrated that Azospirillum brasilense increases the growth
parameters not only of superior plants but unicellular microalgae Chlorella spp. by changing its
cytology and metabolic parameters (7). This phenomena is also associated with the potential of
Azospirillium spp. to produce plant growth regulators, because the microalga responds to the
presence of Azospirillum similarly to higher plants, increasing their growth and changing its

metabolism, due to the green microalgae meet the basic requirements of a higher plant (13, 24).

Recently, it has been shown that a recombinant Azospirillum brasilsence Cd strain expressing
the omoprotectant trehalose is able to grow in salt stress conditions (23). The aim of this study
is to find out if Chlorella vulgaris, Azospirillum brasilsence Cd and Azospirillum brasilense

Cd-BIF, could increase the salt tolerance of tomato in hydroponic cultures.

2. Material and Methods

2.1 Microalgae and Bacteria

2.1.1 Microalgae. Chlorella vulgaris (UTEX 2714) was grown in axenic cultures of Basal Bold
Medium (4) at 2000 lux illumination with light/dark periods of 16/8 h for 14 days prior to its
use. The cell concentration was adjusted to 1x10° cells/ml prior to its use as inoculant.

2.1.2 Bacteria. Azospirillum brasilense Cd was grown in nutrient broth with ampicillin at 30 °C
for 72 h prior to its use; Azospirillum basilense Cd-BIF which enables the accumulation of
trehalose in excess (23) was grown in nutrient broth supplied with ampicillin and gentamycin at
30 °C for 72 h prior to its use. The viability of the strains was tested on Congo Red agar plates.

The cell concentration was adjusted to 1x10° cells/ml prior to its use as inoculant.
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2.2 In vitro hydroponic culture

2.2.1 Hydroponic media composition. Hydroponic media was modified from (12). Composition
in g/l: MgS04.7H,0, 0.5; K;HPOy4, 0.27; KNO3, 0.2; K;SO4, 0.1; Ca(NOs),, 0.5; EDTA, 0.25;
250 pl of trace minerals. Trace minerals composition in g/l: H;BOs, 16.6; MgCl,, 15.0; CuCl,,
0.82; MoOs3, 0.33.

2.2.2 Tomato seeds germination. Seeds of Solanum lycopersicum var. cherry were germinated

in sterile Petri dishes with hydroponic media for 10 days under light/dark periods of 16/8 h.

2.2.3 Plant growth and development. Tomato plants where placed axenically in plastic conical
tubes in groups of five under different sodium chloride concentrations: 0, 50, 100, 150, 200 y
250 mM using hydroponic medium (12) or Murashige and Skoog (MS) medium (15) as base.
Each group of treatments was supplied with one of the following free cells cultures: AW, AB,
CV, AWCV, ABCYV, including a control treatment without microorganisms; note: combined
microbial treatments were tested only in hydroponic culture in a second set of experiments.
Tomato plants were placed in 13.5 ml of the corresponding media and 1.5 ml of the
corresponding microbial culture (Table 1). Plant growth and development was monitored after

10, 20 and 30 days of culture; every period stem and root length were measured.

2.3 Experimental Design and Statistical Analysis
2.3.1 In order to compare the effect of media composition, time of culture and salt
concentration in stem and root elongation, a multifactorial design was used. Data was analyzed

using the ANOVA and Least Significant Difference (LSD) analysis at level 0.05 of confidence.
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3. Results

Two sets of experiments were planned. In a first group, two mediums (Hydroponic and
Murashige and Skoog), three periods of time (10, 20 and 30 days), six NaCl concentrations (0
to 250 mM) and three single cells 4. brasilense Cd (AW), A. brasilense Cd-BIF (AB) and C.
vulgaris (CV) were analyzed. In a second group, based on the results of group one, only
hydroponic medium was used given its simplicity and microbial associations were tested with

single or combined free cells.

3.1 Stem length. The ANOVA analysis of the first set of experiments showed that the
associated microorganism, elapsed time and salinity were the only significant factors for plant
growth, despite of the used medium (MS or hydroponic), (Table 1). It is remarkable that as
long as NaCl increased in concentration form 0 to 250 mM the stem length diminished, in any
case A. brasilense Cd-BIF promoted longer stems in the seedlings. C. vulgaris had the second
better results in this measure (Figure 1a). Regarding salinity, two groups are clearly
differentiated, Group I: NaCl concentrations 0, 50 and 100 mM with stem lengths average of
22.74+0.6 mm and Group II: NaCl concentrations 150, 200 and 250 with stem lengths average
of 17.8+0.6 mm. When considering time as a second factor, it can be seen that as long as time
passed the seedlings were less tolerant to salt, as stem lengths were shorter ~15 and 20 mm in
comparison to the first ten days were stem lengths were in the range of 25 to 26 mm (Figure
1b). In general, those seedlings growing with any microorganism associated showed longer
stems in comparison to the control, where no microbial association was used, which means that

salt tolerance is favored by plant microbial associations.
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151  Table 1. Analysis of Variance for Stem Length (mm) for two growing media and simple free cells

Source SS df MsS F-ratio p-Value

MAIN EFFECTS
A: Microbial
Association 919.315

B:Time (d) 1075.01

12 C:Salinity (mM) 3148.09

13 D:Medium 39.7511

14 INTERACTIONS

16 AB 1628.29 6  271.381 9.46 0.0000

17 AC 1199.53 15  79.9689 2.79 0.0004

18 AD 538.267 3 179.422 6.26 0.0004
BC 2292.38 10 229.238 7.99 0.0000

21 BD 570.949 2 285475 9.96 0.0001

22 cD 35.2102 5 7.04204 0.25 0.9419

23 RESIDUALS 13562.9 473  28.6743

25 Total (Corrected) 25775.8 525

26 152

©CoO~NOUTA,WNPE

306.438 10.69 0.0000
537.505 18.75 0.0000
629.618 21.96 0.0000
39.7511 1.39 0.2396

= U NN W

28 153  If the average of stem elongation through the three periods of time is considered, 4. brasilense
31 154  Cd-BIF showed the major elongation in the stems (21.8+0.07 mm) in comparison to the other
33 155  microbial treatments. However, at the end of 30 days period the stems were shorter than those
35 156  observed at 10 days, and this was true for almost all cases, except for 4. brasilense Cd where
38 157  the longitudes of the stems (22.3+0.12 mm) were significantly larger (p < 0.05) than other

40 158  treatments after 30 days (Figure 1b).

159
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28 Time (d)
—e— 10
—%— 20

—e— 30

26
24
22

20

Stem Length (mm)
I|||||||||||I|||||||||||I
Lova o bvaa b bvaalonl

AB AW cv N
Association

Figure 1. a) Stem lengths for seedlings in relation to NaCl concentrations using different microbial
associations for MS and hydroponic media. b) Stem lengths for seedlings growing in different microbial
associations in three periods of time.

For the second set of experiments, where combined microorganisms were tested, according to
the ANOVA analysis (Table 2) the combination of A. brasilense Cd and C. vulgaris (AWCV)
had a better impact on stem growth (25.3 &= 0.7 mm) followed by the associated 4. brasilense
Cd-BIF and C. vulgaris (ABCV) (23.3 £ 0.8 mm) (Figure 2a). Longer stems were observed at
20 days in those seedlings associated to A. brasilense Cd and C. vulgaris (AWCV) (29.8 £1.3
mm), showing even higher results at NaCl concentrations below 100 mM (up to 30.6 + 1.7
mm), but as before, in general the tendency of stems was to decrease in size as long as NaCl
concentration increased; nonetheless, seedlings associated with ABCV showed longer stems

than any other treatment at 250 mM of NaCl (25.7 + 3.3 mM) (Figure 2b).
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181  Table 2. Analysis of Variance for Stem Length (mm) for hydroponic media and simple and combined
182 cells

Source SS df Ms F-ratio p-Value
MAIN EFFECTS

A: Microbial

11 Association 1839.61 5 367.922 13.75 0.0000
12 B:Time (d) 73.1129 2 36.5565 1.37 0.2565
13 C:Salinity (mM) 1873.94 5 374.789 14.01 0.0000
INTERACTIONS

16 AB 1878.47 10 187.847 7.02 0.0000
17 AC 2076.13 25 83.0454 3.1 0.0000
18 BC 602.975 10 60.2975 2.25 0.0147
RESIDUALS 9419.46 352 26.7598

21 Total (Corrected) 18329.9 409
22 183

©CoO~NOUTA,WNPE

24 184

29 27

25
23
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w
w
Stem Length (mm)
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17
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187 Figure 2. a) Confidence intervals (a=0.05) for averaged stem lengths for seedlings growing in
56 188 association with different microorganisms in hydroponic medium. b) Stem lengths for seedlings in
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relation to NaCl concentrations using different microbial associations for hydroponic media in the
second set of experiments.

3.2 Root length. Conversely with stem length, the microbial association had no statistical
significant differences (p < 0.05) in root length but growing medium (Table 3). Those seedlings
grown in MS medium averaged longer roots (1.2940.03 mM) in contrast to those seedlings
grown in hydroponic medium (1.13+0.03 mM). Time and salinity also were significant factors

for root length; though, salinity effects cannot be grouped in two as before (Figure 3a).

Table 3. Analysis of Variance for Root Length (mm) for two growing media

Source SS df Ms F-ratio p-Value
MAIN EFFECTS
A:

Association 136.578 5 27.3155 2.48 0.0317
B:Time (d) 5.9548 2 2.9774 0.27 0.7633
C:Salinity (mM) 229.184 5 45.8369 4.16 0.0011
INTERACTIONS
AB 737.614 10 73.7614 6.7 0
AC 531.986 25 21.2795 1.93 0.0053
BC 412.965 10 41.2965 3.75 0.0001
RESIDUALS 3888.76 353 11.0163
Total (Corrected) 5785.52 410

Regarding salinity, those seedlings grown in 50 and 100 mM NaCl showed the longer roots, 1.3
+ 0.05 and 1.4 &+ 0.05 mm respectively, in comparison with the rest of the treatments. In the
first 10 days, it can be observed that 50 and 100 mM of NaCl promoted longer roots and this
growth pattern was consistent for the next 10 days but showing shorter roots and this is true

until 30 days (Figure 3b).

10
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33 211 Figure 3. a) Confidence intervals (a=0.05) for averaged stem lengths for seedlings growing at different
35 212 NaCl concentrations in MS and hydroponic media. b) Effect of salinity concentration on root length
36 213 through the time for MS and hydroponic media.

38 214

215  In the second set of experiments where hydroponic medium was the only one used, time had no
43 216  statistical effect on root length, but associated microorganisms and salinity (Figure 4).

45 217  According to the analysis of variance, those seedlings associated with C. vulgaris where

48 218  different to control having longer roots (12 + 0.4 mm) (Figure 4a). Even when the effects of

50 219  NaCl concentration are not differentiated in groups as easily as with stems, in roots is

o2 220  noteworthy the influence of 100 mM of NaCl with longer roots (12.6 &+ 0.4 mm).

55 221

60 11
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Concomitantly, AW had a marked effect on root elongation after 30 days (13.2 £ 0.7 mm),
similar to that observed for CV at the end of the first 10 days (13.2 = 0.8 mm) with control

showing the shorter roots after 20 and 30 days of treatment (Figure 4b).

15.6 Salinity (mM)
0

—x— 50

—e— 100

—+— 150

—o— 200

—x— 250

13.6

11.6

Root Length (mm)

9.6

76

AB ABCV AW AWCV cv N
Association

133 Time (d)
—e— 10
—%— 20
—o— 30

123
113

103

Root Length (mm)

93

83

AB ABCV AW AWCV cv N
Association

Figure 4. a) Root lengths for seedlings in relation to NaCl concentrations using different microbial
associations for hydroponic media in the second set of experiments. b) Root lengths for seedlings
growing in different microbial associations for three periods of time in hydroponic media in the second
set of experiments.

4. Discussion

Hydroponic culture of plants with sea water or even salted water and the use of biofertilizers is
a promising technology in order to mitigate the salinity effect on food crops. In the present
work we planned to analyze the effects of Azospirillum brasilense Cd wild type, A. brasilense

Cd-BIF able to over accumulate the osmoprotectant trehalose and Chlorella vulgaris in the

12
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growth of tomato seedlings using two different culture media and two different microbial

association forms, free and alginate-immobilized cells.

According to the observed results, Azospirillum basilense Cd-BIF followed by Chlorella
vulgaris showed the better influence in seedlings promoting longer stems, with good results
even at 250 mM of NaCl. Given that microbial associations showed in general better results for
stem and roots elongation in tomato seedlings, this could imply that these plants could be
irrigated with sea water at least partially when associated to any of this microorganisms.
Seemingly, if the concentration of NaCl is increased for those seedlings growing in hydroponic
medium, the effect of 4. brasilense Cd-BIF will be better; meanwhile the triple association of
A. brasilense Cd, C. vulgaris plus seedlings appears to be sensitive to NaCl increments. These
results are in agreement with those works reported previously about Azospirillum brasilense
growing up to 200 mM of NaCl, where no drop in bacterial growth rate was observed, but
when 300 mM of NaCl was used, the growth rate diminished in 66% (22). In our results, A.
brasilense Cd showed almost the same growing behavior, however we assume that 4.

brasilense Cd-BIF could grow with no problems even up to 300 mM.

In previous works with plants of Zea mayz under osmotic stress, Rodriguez-Salazar ef al. (23)
observed an increased biomass, namely thicker roots, of those plants grown in association with
A. brasilense Cd-BIF. Other works with maize and wheat report an osmoadaptative phenomena
for those plant cells associated with A. brasilense (2, 16). Some other examples in wheat and
barley suggest that the association plant-microorganism are beneficial for plant’s salt tolerance

due to an increase in its growing capacity (5, 29).
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On the other hand, Hiremath and Mathad et a/l. (11) demonstrated that Chlorella vulgaris was
positively stimulated by up to 200 mM of NacCl for chlorophyll and proline production, but
when salinity concentration was increased up to 300 mM a reduction on chlorophyll was
observed. Diaz et al. (8) reported that proline accumulates in plants in response to increased
environmental salinity. These supports the evidence showed here regarding C. vulgaris and its
effect on plant tolerance as mentioned above, where C. vulgaris had the second marked effect

on salt tolerance over the seedlings of tomato.

In general, stems and roots lengths decreased with time, despite of the applied treatment and
this could be a cause of the prolonged immersion time of the seedlings in the nutritive
solutions, thus is advisable to add some kind of support for the plant. This is why for a future
work we are planning to evaluate the effect of these microbial species in seedlings growing in
alginate beads supports. As our results suggests, the use of A. brasilense Cd-BIF and C.
vulgaris is a viable approach to increase the salt tolerance in plants and their biomass and the

possible use of sea water to irrigate horticultural plants.
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