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Resumen

Este proyecto de tesis responde, en parte, el porqué tres especies de cereales sobrevivieron
y completaron su ciclo de vida hasta el llenado de granos con un solo riego en un suelo
altamente salino. El estudio se realizo en la parcela agricola de la Estacion Experimental
Chapultepec del INIFAP, en el desierto del Valle de Mexicali. La zona se caracteriza por su
clima extremo y alta presencia de sales debido al Rio Colorado. Registros previos indican
una conductividad eléctrica del suelo entre 17 y 44 dS m™'. En esta parcela se estudiaron
tres especies vegetales de importancia agricola: Avena sativa (avena), Hordeum vulgare
(cebada capuchona) y Triticum sp. (trigo). El objetivo fue seleccionar microorganismos
promotores del crecimiento en plantas de un suelo agricola, bajo condiciones de salinidad y
estrés hidrico. A partir de las muestras de suelo de la rizosfera de las plantas, se determin6
el pH, y la conductividad eléctrica (C.E.), se realiz6 un andlisis microbioldgicos donde se
aislaron, y clasificaron las bacterias heterotrofas por tincion de Gram. Los hongos
filamentosos, se cuantificaron. Para la deteccion de hongos endofitos septados oscuros
(ESO) y hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se tifieron las raices con azul de tripano
para observar la simbiosis y cuantificar la colonizacion. Con los aislados bacterianos se
realizaron pruebas para determinar si son promotoras del crecimiento vegetal, se utilizaron
como indicadores: la prueba de fijacion de N, atmosférico y la prueba de produccion de
acido indol-3-acético. El suelo tuvo pH en un intervalo de 8.10 £ 0.04 a 8.33 = 0.22, no
existe diferencia significativa entre el suelo control (sin plantas) y el suelo rizosférico
(»>0.05); La C.E. disminuy6 significativamente (p<0.05) entre el suelo control (85.6) y las
especies vegetales (avena: 53; cebada: 17.35 y trigo: 17.82 mS/cm). Se determind mayor
cantidad de bacterias en el suelo control que en la rizosfera de avena; sin diferencia
significativa del control con las otras especies. Fue menor la cantidad de hongos
filamentosos en la rizosfera de los cultivos que en el control. Las UFC bacterianas fueron
significativamente predominantes en comparacion con los hongos filamentosos. La
morfologia recurrente fueron tipo cocos en el control, trigo y cebada, siendo excepcion la
avena con tipo bacilos; la tincion fue 60% Gram positiva (cebada y trigo) y 40% Gram
negativa (avena), el control estd de forma equitativa en ambos. No se encontraron HMA en
las raices de las plantas estudiadas pero se observo un porcentaje alto (entre 85y 92 %) de
colonizacion por hongos ESO, desconocemos su funcion. El porcentaje de bacterias
productoras de AIA fue: avena 42%, cebada 71%, trigo 37%, control 50%; el porcentaje de
fijadoras de N, fue: avena 75%, cebada 71%, trigo 100%, control 100%. Conclusiones: Las
especies vegetales estudiadas pudieron completar el llenado de grano beneficiadas, en
parte, por la asociacidn con microorganismos como bacterias productoras de AIA y
fijadoras de N, que permiten mejorar el crecimiento de las plantas. Se desconoce la funcion
de los hongos ESO en las raices de las plantas, pero al ser una colonizacion alta, superando
el 80 %, podria indicar una dependencia de las plantas con estos hongos, que posiblemente
les beneficia ante la salinidad y el estrés hidrico.



Introduccion

Se estudiaron especies vegetales de importancia agricola que crecieron de manera aislada
en un campo agricola con suelo salino, que completaron el llenado de granos con un solo
riego. Se presenta un analisis sobre la relacion entre los microorganismos rizosféricos
encontrados y su funcion en la tolerancia a la salinidad y el estrés hidrico en tres especies
de plantas agricolas del Valle de Mexicali: Avena sativa (avena), Hordeum vulgare (cebada
capuchona) y Triticum sp. (trigo).

Se estudiaron los microorganismos rizosféricos para entender su funcion en el crecimiento
de estas especies vegetales bajo condiciones extremas de temperatura, estrés hidrico y
salinidad.

En el suelo y en la rizosfera de las plantas se encontraron diversos microorganismos como
hongos y bacterias. Se realizaron pruebas con bacterias, para seleccionar a aquellas que
produjeran &cido indolacético y fijaran nitrégeno atmosférico. Ambas pruebas sirvieron
para seleccionar microorganismos promotores del crecimiento en plantas que sean ideales
para generar un inoculante microbiano que permita reducir el consumo de agua por ciclo
agricola en suelos salinos.



2.1.

2.2.

Marco tedrico

Valle de Mexicali, Baja California

El Valle de Mexicali (en adelante VMxI) es una region al sureste de la capital del estado de
Baja California, Mexicali. Esta localidad al ser un desierto se caracteriza por sus climas
extremos que pueden alcanzar hasta los 52° C en el verano y un promedio minimo de 7 °C
en invierno. Su estrecha relacion con el agua del rio colorado que se ha sido utilizada para
riego agricola, ha aumentado significativamente la salinidad de la zona a lo largo de los
afios.

Microorganismos extremofilos

Los microorganismos pueden sobrevivir en condiciones extremas, aunque prefieren
ambientes mas moderados (extremotolerantes), mientras que otros necesitan
obligatoriamente dichos entornos extremos para vivir (extremofilos). De esta manera
podemos entender a los microorganismos extremofilos como organismos capaces de vivir y
desarrollarse en ambientes que normalmente se consideran inhospitos para la vida, como
zonas con temperaturas extremas, altos niveles de salinidad, acidez, presion o radiacion. Se
clasifican segun el tipo de condicion extrema que toleran o requieren, por ejemplo: los
termofilos (temperatura Optima superior a 45 °C), hipertermoéfilos (mas de 80 °C),
psicrofilos (menos de 10 °C), acidofilos (pH inferior a 5), alcalédfilos (pH superior a §),
haléfilos (altas concentraciones de sal entre S5y 30%), osmofilos (altas presiones
osmdticas), radidfilos (resistentes a la radiacion), metaldfilos (tolerantes a metales pesados)
y piezéfilos (también llamados baréfilos, toleran o requieren presiones hidrostaticas entre
40y 60 atm) (Oliart-Ros et al., 2016).

Estos seres abarcan desde microorganismos unicelulares hasta algunos pluricelulares, y se
han encontrado en todos los ecosistemas extremos estudiados. Su capacidad de adaptacion
se debe a la estabilidad de sus moléculas esenciales, lo que también les permite producir
enzimas resistentes de gran valor industrial.

2.2.1. Hongos tolerantes al estrés hidrico y a la salinidad.

El ambiente idoneo para la reproduccion de la mayoria de los hongos consta en una
fuente de humedad, un lugar oscuro con una temperatura adecuada (entre los 0 y
30°C) y de ser posible un sustrato orgéanico. Pero, existen varias especies termofilas
(por ejemplo, los hongos del género Aspergillus crecen a temperaturas cercanas a 50
°C), mientras que otras son psicrofilas y crecen a temperaturas relativamente bajas
(por debajo de 10 °C).



Por otro lado, los hongos prefieren medios 4cidos para su crecimiento; un pH de 6 es
el mas adecuado para la mayoria de las especies estudiadas. El rango de pH del
medio de crecimiento es relativamente amplio, pero en general, la tasa de
crecimiento en un medio inclinado a lo alcalino es mas lenta y las células son menos
robustas. (Bueno & Silva, 2014)

Debido a la gran variedad de especies fungicas que existen, algunas salen de la
norma y optan por desarrollarse en lugares desérticos, salinos, con un pH que tiende
a lo alcalino, como es el caso de dos especies altamente estudiadas por su capacidad
simbidtica con las raices de diversas plantas como son los: hongos endoéfitos
septados oscuros (ESO) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

2.2.1.1. Hongos endofitos septados oscuros (ESO)

Los endofitos septados oscuros son endoéfitos fingicos septados conidiales o
estériles, generalmente aislados de plantas sanas, que forman estructuras
melanizadas, incluyendo hifas intercelulares e intracelulares y
microesclerocios en las raices. Muestran baja especificidad del hospedador y
cubren un amplio rango geografico. Los endofitos septados oscuros han
demostrado una capacidad para mitigar y reducir los efectos nocivos del
cambio climatico en la agricultura, como la salinidad, la sequia y la menor
disponibilidad de nutrientes en el suelo. Los ESO no proporcionan tantos
beneficios como los hongos micorrizicos; sin embargo, muestran una mayor
tasa de colonizacion en condiciones de estrés abidtico. A pesar de esto, la
colonizacién de ESO en plantas disminuye bajo la ocurrencia simultanea de
alta temperatura y sequia; sin embargo, no conduce a la pérdida de
diversidad. Varios estudios muestran que su asociacion con las plantas ayuda
a reducir los efectos nocivos del estrés abidtico y aumenta la disponibilidad
de nutrientes, lo que permite que las plantas prosperen en condiciones
adversas. (Huertas et al., 2024)

2.2.1.2. Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos del
suelo que establecen relaciones simbidticas e incrementan la asimilacion de
nutrientes y la tolerancia a diversos tipos de estrés bidtico y abidtico en las
plantas. Por su parte, los hongos adquieren fotoasimilados de las plantas para
su mantenimiento (Smith y Read, 2008). Los HMA tienen un efecto en las
relaciones hidricas de la planta y del suelo en condiciones de estrés, que
modifican la conductividad estomatica, la tasa fotosintética y la transpiracion
en las plantas, mientras que los exudados fingicos promueven la cohesion de
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las particulas del suelo e incrementan la retencion de agua en el sustrato
(Rillig y Mummey, 2006). (Harris-Valle et al., 2009)

Gramineas (cereales)

Dentro de las diferentes tipos de cosechas que se realizan en la localidad, existe un grupo
muy importante que son las gramineas o coloquialmente conocidas como cereales, esta es
una familia diversa que comprende al arroz, maiz, sorgo, centeno, trigo, avena y cebada,
entre otros.

La mayor parte del trigo en México se siembra en 457,419 hectareas, las cuales cuentan con
diferentes tipos de climas, suelos, problemas fitosanitarios y calidades de agua, esto se debe
a que se cultivan en territorio dentro de Baja California, Baja California Sur, Sonora y
Sinaloa representando el 63.18% de la produccion del trigo del pais. (Herndndez Vazquez
et al., 2011) La magnitud y extension de este cultivo demuestra el gran impacto que tiene
en nuestra sociedad, miles de productores agroindustriales requieren de estos cultivos todo
el tiempo bajo cualquier circunstancia, por consecuencia requieren de métodos efectivos y
constantes para cumplir con la demanda.

Rizosfera

El término conceptual "rizosfera" se usa cominmente para describir el volumen de suelo
influenciado por las raices, pero también puede extenderse para describir las interfaces
raiz-suelo que pueden separarse en ectorizosfera (suelo de la rizosfera), rizoplano
(superficie de la raiz) y endorizosfera (raiz interna). Las rizosferas son entornos complejos
y altamente dinamicos donde una inmensa cantidad de interacciones entre raices, minerales,
compuestos organicos, solutos, gases y microorganismos impulsan el ciclo biogeoquimico
de los elementos. (Oburger & Schmidt, 2016)

Auxinas

Las auxinas son hormonas de crecimiento de plantas, debido a su capacidad de estimular el
crecimiento diferencial en respuesta a estimulos de luz. Son las fitohormonas que juegan el
rol mas importante en el desarrollo de las plantas. Se han descrito cuatro auxinas naturales
sintetizadas por plantas: 4cido indolacético (AIA), acido indol-3-butirico (IBA), acido
4-cloroindol-3-acético (4-CIl-AIA) y acido fenilacético (PAA). Ensayos in vitro han
permitido determinar que el AIA es una de las principales auxinas que participan en el
desarrollo de las plantas.
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2.5.1. Produccion de acido indolacético (AIA)

El AIA es la principal auxina nativa de las plantas superiores. El AIA esta
involucrado en el crecimiento y desarrollo de las plantas, principalmente en una
serie de procesos fisiologicos que incluyen el alargamiento y division celular,
diferenciacion de tejido, fototropismo, gravitropismo y en respuestas defensivas,
destacando un importante rol en la formacion del xilema y la raiz.

La biosintesis de AIA no estd limitada a las plantas superiores. Organismos como
bacterias, hongos y algas son capaces de sintetizar AIA, lo que puede afectar el
crecimiento y el desarrollo de las plantas. En bacterias, la produccion de AIA es una
capacidad relevante, tanto de bacterias promotoras del crecimiento de las plantas,
por sus siglas en inglés: PGPBs, como de bacterias fitopatogenas. Las plantas
superiores exudan, entre otros componentes: el aminoécido triptéfano, que es el
principal precursor para la biosintesis de AIA microbiano.

Se ha propuesto que el 80 % de las bacterias de la rizosfera son capaces de producir
ATA. Se ha observado un alto grado de similitud en las vias de sintesis de AIA de
plantas y bacterias. Los microorganismos de rizésfera que interaccionan con las
plantas, interfieren con su desarrollo, mediante el desbalance de auxinas, de manera

que pueden afectar a la planta en forma positiva o negativa (Vega-Celedon et al.,
2016)

Fijadores de nitrogeno

Los fijadores de nitrogeno son microorganismos principalmente bacterias y cianobacterias,
que tienen la capacidad de convertir el nitrogeno atmosférico (N,) en amoniaco (NHj;), un
compuesto fundamental para el desarrollo de las plantas, ya que estos se caracterizan por
mejorar la fertilidad del suelo, aumentar la productividad de los cultivos, fortalecer la
sostenibilidad e impulsar la conservacion del medio ambiente.

Su aplicacion orgdnica constituye una opcion amigable con el medio ambiente. Algunos
ejemplos de fertilizantes nitrogenados utilizados por los productores son: el estiércol,
composta, esquilmos, abonos verdes, desechos agroindustriales y efluente de biodigestores.
(“Fijadores De Nitrogeno Y Su Impacto En La Fertilidad Del Suelo — Faros
Agroecologicos,” 2024)



Planteamiento del problema

Los suelos del Valle de Mexicali han estado contaminados por sales (NaCl, MgCl, y CaCl,)
desde 1961, dicha problematica se intensifica debido a los cambios ambientales que
provocan aumentos de temperatura anuales drasticos, lo que a su vez acelera la
acumulacion salina y la pérdida de cultivos (Fig 1) (Félix, 2024).

Figura 1. Campos agricolas del Valle de Mexicali afectados por la salinidad.

El problema de la salinidad en el valle de Mexicali en Baja California cuenta con registros
desde 1961 a 1965 con repercusiones actuales (Ward, 2001). De 1960 a 1964 la salinidad en
la zona aumentd de 60 mil toneladas de sales a 1,244,081.6 toneladas. Las parcelas se han
convertido en incultivables debido a aguas vertidas desde EE.UU. Payne et al. (1979)
comprobaron que la contaminacion salina de la crisis de afios atrds siguid latente. La
clasificacion de los suelos del Valle de Mexicali corresponde a aridisoles (suelos de color
castaflo o gris que se encuentran en zonas aridas y semidridas)(Judkins y Myint (2012)), de
textura generalmente arenosa, con algunas zonas con mayor concentracion de arcilla.
Actualmente es preocupante la salinidad en los suelos del valle de Mexicali lo que ha
obligado a abandonar parcelas y buscar zonas que aun sean cultivables.
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Justificacion

Es necesario desarrollar un inoculante microbiano que se pueda utilizar como promotor del
crecimiento en cultivos de la region y recuperar suelos no cultivables debido a problemas
de salinidad o escasez de agua.

Un estudio previo ha demostrado mediante experimentos en maceta, utilizando arena como
sustrato y bajo condiciones de invernadero, que los hongos micorrizicos arbusculares
aislados de un ambiente salino ayudan a la supervivencia de zanahoria y lechuga cuando se
regaron con una solucion altamente salina de NaCl (60 y 120 mM de NaCl) (Félix et al.,
2023). Es importante investigar la aplicacion de un biofertilizante en los suelos impactados
por la salinidad y con los cultivos de interés de la region. Es necesario estudiar a los
microorganismos rizosféricos de ambientes salinos para seleccionarlos y generar un
biofertilizante que permita el crecimiento de plantas de interés agricola en ambientes
desérticos como el del Valle de Mexicali. Esto es vital debido a que la situacion del Valle de
Mexicali va evolucionando a una situacion de mayor acumulacion de sales.

11
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Objetivo general

Seleccionar microorganismos promotores del crecimiento en plantas de un suelo agricola,
bajo condiciones de salinidad y estrés hidrico.

5.1 Objetivos particulares

e Aislar diferentes tipos de microorganismos del suelo que sean potenciales
promotores del crecimiento en plantas.
e Identificar simbiosis de microorganismos en las raices de las plantas.

Hipotesis

Los microorganismos asociados a las especies vegetales estudiadas, les confieren
resistencia al estrés hidrico y salinidad.

12



7.1.

7.2.

Materiales y métodos

Sitio de muestreo

El sitio de muestreo correspondié a una parcela agricola de la Estacion Experimental
Chapultepec, perteneciente al campo experimental del Valle de Mexicali del INIFAP en el
Ejido Chapultepec, del Valle de Mexicali (Fig. 2). Esta parcela ha mostrado cambios en la
concentracion de sales a lo largo del tiempo. Registros previos indican una conductividad
eléctrica entre 17 y 44 dS m™ (informacion personal, M.C Jorge Ivan Alvarado Padilla-
INIFAP)
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M145M 13

L AR

Control
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Figura 2. Ubicacion de la parcela de estudio
Muestreo

Se recolectaron muestras de suelo rizosférico y no rizosférico. Para las muestras de suelo
rizosférico se consideraron tres especies vegetales, avena (Avena sativa), cebada capuchona
(Hordeum vulgare) y trigo (Triticum sp) (Fig. 3). Las muestras se recolectaron de la
rizosfera de cada especie vegetal, se colocaron en bolsas de plastico estériles y se
transportaron al laboratorio en una hielera a 4 °C para analisis microbioldgicos. Otra
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porcion de suelo, aproximadamente un kg, se recolect6 a una profundidad 0-20 cm con una
barrena de acero inoxidable tipo Riverside, para analisis fisicos y quimicos. Las muestras
de suelo control se recolectaron en zonas de la parcela sin crecimiento de plantas.

Figura 3. Muestreo de suelo no rizosférico y rizosférico. a) Suelo no rizosférico (control); b)
Muestreo de suelo rizosférico en plantas de avena,; c) Plantas de trigo, d) Plantas de cebada
capuchona.

Analisis fisicos y quimicos

Las muestras de suelo se secaron a la sombra y se tamizaron en una malla de tamafo de
poro < 2 mm. Se determinaron las variables pH en base a la NOM 021 RECNAT 2000 y
conductividad eléctrica (C.E.) por el método de la pasta saturada de Anderson e Ingram
(1990).

7.3.1. Cuantificacion de bacterias heterdtrofas cultivables

Se determiné la cantidad de bacterias heterdtrofas en todos los tratamientos, utilizando el
medio de cultivo R2A (Reasoner’s 2A agar) (Mendez et al., 2007; Solis-Dominguez et al.,
2012).

7.3.2. Cuantificacion de hongos filamentosos

Los hongos cultivables del suelo se determinaron utilizando el medio de cultivo PDA
adicionado con 200 ppm de estreptomicina, antibiotico que inhibe el crecimiento de las
bacterias para favorecer el de los hongos.

7.3.3. Cuantificacion de hongos micorrizicos arbusculares y hongos septados oscuros

Las raices de cada especie vegetal muestreada en campo se separaron del suelo, se lavaron
con agua de la llave y posteriormente se clarearon y tifieron con azul tripano (Phillips &
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Hayman, 1970), posteriormente se determind el porcentaje de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) (McGonigle et al., 1990), se utilizd la misma técnica para determinar
hongos endofitos septados oscuros (ESO).

7.3.4. Bacterias productoras de acido indolacético (AIA)

Se prepar6 el reactivo Salkowsky (indicador a la presencia de AIA), adicionando 0.6 M
FeCl; y H,SO, 7.9 M (Glickmann & Dessaux, 1994). Una vez elaborado el reactivo los
aislados bacterianos se cultivaron en 50 ml de caldo R2A a 35°C en una incubadora
Thermo SCIENTIFIC, MAXQ 4000 a 100 rpm durante 72 h. Posteriormente, las células
bacterianas se separaron del medio de cultivo por centrifugacion a 4000 rpm durante 15
min. Después el sobrante se filtr en un sistema de filtracion VWR de 47 mm de diametro
(Scientific Products) y se emplearon filtros de celulosa de 47 mm de didmetro (Millipore)
con tamafio de poro de 22 um. Lo anterior se realizd con el proposito de tener los
metabolitos excretados en el medio de cultivo, libre de bacterias.

Del medio de cultivo filtrado y libre de células se tom6 1 mL de cada muestra y se coloco
en tubos de ensaye de 12x75 mm con tapa de rosca, posteriormente se adicioné 1 mL de
reactivo Salkowsky y se agitd vigorosamente durante 1 minuto, inmediatamente las
muestras se incubaron a temperatura ambiente en ausencia de luz durante 30 min. Pasado
este tiempo las muestras fueron comparadas visualmente con el control negativo (1 mL de
caldo R2A adicionado con 1 mL de reactivo Salkowsky) y el control positivo ( 1 mL de
acido indolacético [1 mg/mL] adicionado con 1 mL de reactivo Salkowsky).

La produccion de una coloracion roja indico positivo a produccion de acido indol-3-acético
(AIA, TAA), y una coloracién violeta intenso a purpura puede indicar la produccion de
indol-3-acetamida.

7.3.5. Bacterias fijadoras de nitréogeno

Los aislados bacterianos se cultivaron en 50 ml de caldo R2A a 35°C en una incubadora
Thermo SCIENTIFIC, MAXQ 4000 a 100 rpm durante 72 h. Posteriormente, las células
bacterianas se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 min, para separarlas del medio de
cultivo. El paquete celular se lavd dos veces con agua destilada estéril repitiendo el
procedimiento de centrifugacion y se ajusto la suspension celular en agua destilada con la
ayuda de un espectrofotometro BIO RAD, SmartSpec™ Plus hasta tener una densidad
celular de 1 de absorbancia equivalente a 1x10° células ml™'. Las muestras se leyeron a una
longitud de onda de 600 nm.

La actividad nitrogenasa se evaludé segun Croes et al., 2013. Se utiliz6 medio semisélido
malato-sacarosa adicionado con 3 ml de azul de bromotimol L' (indicador de pH), al cual
se le agregd 50 pL de pre inoculo bacteriano lavado. La actividad nitrogenasa anaerobia se
observo como un cambio de color de azul a amarillo comparadas visualmente con el control
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negativo (medio semisélido adicionado con 50 pL de caldo R2A). Se evaluardn los
resultados en relacion a la escala colorimétrica del pH para el Azul de bromotimol, donde:
pH < 6.0 vira a amarillo (altamente positivo), 6.0 > pH < 7.6 es un transcicion de azul a
amarillo pasando por verde (ligera y mediamente positivo) y un pH > 7.6 es azul (negativo)
(Vallejos, 2018).

7.3.6 Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un analisis de varianza para determinar
diferencias significativas entre los datos obtenidos en cada especie vegetal y el control. Se
realizd una comparacidon de medias por el método de Tukey para determinar el mejor efecto
en las variedades vegetales y el control (o = 0.05).
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Resultados y discusiones

8.1 Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo

El pH del suelo corresponde a un suelo alcalino en un intervalo de 8.10 + 0.04 a 8.33 +
0.22, sin que existiera diferencia significativa entre el suelo control y el suelo rizosférico de
las especies vegetales estudiadas. La conductividad eléctrica (C.E) disminuy6
significativamente entre el suelo control (85.6) y las especies vegetales estudiadas que
tuvieron los siguientes valores: avena 53; cebada 17.35 y trigo 17.82 mS/cm (Fig. 4)
(fuertemente salinos) NOM 021 RECNAT 2000.

8.60 - 140.00
850 1 120.00
8.40 -
830 . 100.00
E
- 8.20 - < 80.00
-9 1%}
8.10 E
o 60.00
8.00 | g
7.90 40.00
780 1 20,00
7.70 -
control avena cebada trigo 0.00

. control avena cebada trigo
Tipo de muestra .
Tipo de muestra

a) b)

Figura 4. a) Nivel de pH en los cultivos agricolas y en el suelo control. b) Conductividad eléctrica
(C.E.) en los cultivos agricolas y en el suelo control.

8.2 Cuantificacion de bacterias y hongos

Se observd mayor cantidad de bacterias en el suelo control que en la rizosfera de avena,
mientras que en cebada capuchona y trigo no hubo diferencia significativa con el control.
En el caso de los hongos filamentosos hubo menor cantidad en la rizosfera de los cultivos
que en el control, sin que hubiera diferencia entre la cantidad de hongos entre los cultivos
agricolas (Fig. 5). Las bacterias fueron significativamente predominantes en relaciéon con
los hongos filamentosos.
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Figura 5. Bacterias y hongos filamentosos en la rizosfera de los cultivos agricolas y en el suelo
control.

Se encontraron 6 morfotipos de bacterias en la rizésfera de avena predominando los bacilos
seguidos de estreptococos y estafilococos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Morfologia macroscopica y microscopica de las bacterias asociadas a las raices de
avena y su clasificacion segun la tincion de Gram.

Nombre Morfologia macroscopica Morfologia microscopica

Muestra L.

Forma: pequefio, | \ /
circular, no pigmentado. 2 .

al Elevacién: convexa, o ‘\\W’ < Bacilos Gram
suave. S (g A J negativos
Margen: entero, liso, J LES - A
transparente. \s {

Avena Forma: Puntiforme, i —

circular, amarillo. | & s Estreptococos
Elevacion: convexa, y

A2 suave Gram
Margen: entero, liso, TR : negaﬁVOS
opaco.




Forma: Puntiforme, .
irregular, no pigmentado. Qs 48 b4 .
A3 Elevacion: plana, LR // e Bacilos Gram
o, W
membranosa o dura. Ve i) ) ” pOSitiVOS
Margen: entero, rugoso, p=
transparente.
Forma: grande, o e
. . \ - .
Eegular, amarillo. 1 SR Ty T Bacilos
evacion: monticular, i o
a3 . B Gram
membranoso o dura. ) ALY i
Margen: ondulada, . v e negativos
- 2]
rugosa, opaca. - A
Forma: grande, circular,
no pigmentado. Estreptococos
Elevacién: umbilicada,
A4 : : Gram
viscosa o mucoide. ]
Margen: entero, liso, negativos
transparente.
Forma: grande, circular, - -
. -
no pigmentado. ik ¥§ Estafilococos
Elevacion: convexa, & e/
A6 . ) S Gram
viscosa o mucoide. ” o
Margen: entero, liso, positivos
transparente.
Forma: Puntiforme,
circular, no pigmentado. Cocos
Elevacién: convexa,
A8 Gram
suave. ]
Margen: entero, rugoso, negativos
transparente.

En la rizosfera de cebada se encontraron 7 morfotipos de bacterias asociadas a las raices,
predominando los de forma microscépica de cocos (Cuadro 2)

Cuadro 2. Morfologia macroscopica y microscopica de las bacterias asociadas a las raices de
cebada y su clasificacion segun la tincion de Gram.

Morfologia macroscopica Morfologia microscopica

Aislamiento Descripcion Tincion Gram Resultado
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Cebada
capuchona

B2

Forma: mediano,
irregular, no
pigmentado.
Elevacion: monticular,
membranoso o dura.
Margen: ondulada,
rugosa, transparente.

Cocos Gram
positivo

b2

Forma: pequefio,
circular, no
pigmentado.
Elevacién: plana,
suave.

Margen: entero,
rugoso, transparente.

Bacilos Gram
negativos

b3

Forma: Puntiforme,
circular, blanco.
Elevacion: convexa,
viscosa o mucoide.
Margen: entero, liso,
transparente.

Estafilococos
Gram
negativos

B3

Forma: grande,
fusiforme, no
pigmentado.
Elevacion: monticular,
suave.

Margen: entero,
rugoso, opaco.

Cocos Gram
positivo

b5

Forma: Puntiforme,
circular, blanco.
Elevacion: monticular,
suave.

Margen: entero,
rugoso, opaco.

Bacilos Gram
positivos

B5

Forma: Puntiforme,
circular, blanco.
Elevacion: convexa,
viscosa o mucoide.
Margen: entero, liso,
opaco.

Cocos Gram
positivo

B6

Forma: Puntiforme,
circular, naranja.
Elevacién: convexa,
viscosa o mucoide.
Margen: entero, liso,
opaco.

Cocos Gram
negativos

En la rizésfera del trigo se encontraron 8 morfotipos de bacterias (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Morfologia macroscopica y microscopica de las bacterias asociadas a las raices de
trigo y su clasificacion segun la tincion de Gram.

Morfologia macroscopica Morfologia microscopica
Nombre

. Aislamient Tincio
/codigo (N;Z;;uli;:) Descripcion él:;ll(r)ln Resultado

Muestra

Forma: pequefio, B~
irregular, naranja. Vbt
Elevacion: clevada, ; e Cocos Gram
membranosa o dura. Y e negativo
Margen: ondulada, B oo e Y

D1

rugosa, transparente.

Forma: Puntiforme, .
circular, amarillo. 7 ? '\ B8 |
Elevacion: convexa, | SR 4| Bacilos Gram
viscosa o mucoide. i | positivos
Margen: entero, liso, :

transparente.

D2

Forma: Puntiforme,
circular, naranja. i‘ o 0

Elevacion: monticular, | Cocos Gram

d2

membranoso o dura.

% ~9 positivos
Margen: entero, liso, | Y

opaco.

Forma: Puntiforme,
irregular, no b2 %
pigmentado.

Elevacion: monticular,

Trigo
Cocos Gram

B

D3 .
suave. A negativos
Margen: rizado, &

rugoso, opaco.

Forma: mediano,
fusiforme, no p
pigmentado. AL

Elevacién: y < Bacilos Gram
D4

umbilicada, viscosa o ne gativos
mucoide. oA e
Margen: entero, lisa, A

transparente.

Forma: Puntiforme, =y

circular, no pigmentado. oY )
Elevacion: elevada, & Bacilos Gram

suave. 7 negativos
Margen: entero, rugoso,

doé

transparente.
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D7

Forma: Puntiforme,
circular, no pigmentado.
Elevacion: convexa,
viscosa o mucoide.
Margen: entero, liso,
transparente.

w

Estreptobacilos
Gram
negativos

D8

Forma: Puntiforme,
circular, blanco.
Elevacion: elevada,
viscosa 0 mucoide.
Margen: entero, liso,
transparente.

Cocos Gram
positiva

El suelo sin plantas (control) tuvo 10 morfotipos de bacterias predominando la forma
microscopica de cocos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Morfologia macroscdopica y microscopica de las bacterias en el suelo libre de plantas
(control) y su clasificacion segun la tincion de Gram.

Morfologia macroscopica Morfologia microscopica
Nombre

Tincion

Muestra .
/codigo Resultado

Aislamiento Descripcion

Control
(Suelo)

C1

Forma: grande,

irregular, no pigmentado.
Elevacion: plana, suave.

Margen: lobulado, liso,
opaco.

Gram

Bacilos Gram
negativos

c2

Forma: grande,

irregular, no pigmentado.
Elevacién: plana, suave.

Margen: rizoidea, lisa,
transparente.

Cocos Gram
negativos

C3

Forma: mediano,

irregular, no pigmentado.

Elevacion: monticular,
membranoso o dura.
Margen: lobulado,
rugoso, transparente.

Estafilococos
Gram positivos

C4

Forma: mediano,
circular, no pigmentado.
Elevacion: convexa,
suave.

Margen: entero, lisa,
transparente.

Bacilos Gram
negativos
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c4

Forma: Puntiforme,
irregular, blanco.
Elevacion: umbilicada,
suave.

Margen: rizado, rugoso,
opaco.

Bacilos Gram
negativos

C5

Forma: grande, circular,
no pigmentado.
Elevacion: umbeliforme,
viscosa 0 mucoide.
Margen: entero, rugoso,
transparente.

Estafilococos
Gram
positivos

c5

Forma: Puntiforme,
circular, blanco.
Elevacién: convexa,
suave.

Margen: entero, liso,
transparente.

Estreptobacilos
Gram
negativos

c6

Forma: mediano,
irregular, no pigmentado.
Elevacion: elevada,
membranosa o dura.
Margen: lobulado, liso,
opaco.

Diplobacilos
Gram
negativos

c7

Forma: mediano,
irregular, no pigmentado.
Elevacion: monticular,
suave.

Margen: lobulado,
rugoso, transparente.

v

Estafilococos
Gram positivos

c8

Forma: grande, circular,
no pigmentado.
Elevacion: convexa,
viscosa o mucoide.
Margen: entero, liso,
transparente.

Estafilococos
Gram positivos

En cuanto a hongos septados oscuros, las raices se tifieron con la técnica para hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), sin embargo no se encontraron HMA en las raices de las
plantas estudiadas pero si se observd un porcentaje alto de colonizacion por hongos
endofitos septados oscuros (ESO) de los que desconocemos su funcion (Fig. 6). El
porcentaje de colonizacion de las raices por ESO estuvo entre 85 y 92 % (Fig. 7). El
elevado porcentaje de colonizacion de las raices por éstos hongos puede reflejar una
dependencia entre ambos organismos para su supervivencia ante condiciones ambientales

extremas.
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Figura 6. Hongos septados oscuros en las raices de las especies vegetales estudiadas.
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20.00%
10.00% A
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Porcentaje de ESO
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capuchona

Especie vegetal

Figura 7. Porcentaje de colonizacion de hongos endofitos septados oscuros por especie vegetal.

8.3 Bacterias productoras de acido indolacético (AIA)

Se evalud por colorimetria la producciéon de acido indolacético y se dio una escala
cualitativa para determinar cudles cepas producen mds AIA que otras, donde: (-) =

negativo, (+) = ligeramente positivo, (++) = medianamente positivo, (+++) = altamente
positivo.

Se compar6 con los controles tanto positivo como negativo (Fig. 8), algunos ejemplos de
las pruebas se muestran a continuacion (Fig. 9).
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Figura 9. Resultado de la prueba para produccion de dacido indolacético, a) positivas, b) negativas.

De los aislados bacterianos asociados a las raices de avena, el 42% produce acido
indolacético (AIA) que funciona como hormona de crecimiento vegetal (Cuadro 5).

Cuadro 5. Aislados bacterianos en avena
productores de AIA (+).

Muestra | Nombre/codigo | Resultado

Avena al -
A2 +
A3 -
a3 -
A4 +
A6 -
A8 +
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En el caso de la cebada capuchona, el 71% de los aislados bacterianos asociados a sus
raices producen AIA. (Cuadro 6)

Cuadro 6. Aislados bacterianos asociados a
las raices de cebada capuchona productores

de AIA (+).

Muestra | Nombre/codigo |Resultado
Cebada B2 +
capuchona b2 _

B3 +
b3 -
b5 +
B5 +
B6 +

En el trigo tuvo 37% de aislados bacterianos productores de AIA asociado a sus raices
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Aislados bacterianos
productores de AIA (+) asociados a las
raices de trigo.

Muestra | Nombre/codigo | Resultado
Trigo Dl +
D2 -
d2 -
D3 -
D4 +
dé6 -
D7 -
D8 +

En el suelo control (sin plantas), el 50% de los aislados bacterianos produjeron AIA
(Cuadro 8). Al ser una parcela agricola donde anteriormente se han cultivado plantas es
comun encontrar microorganismos como las bacterias que producen AIA.
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Cuadro 8. Aislados bacterianos
productores de AIA (+) en el suelo control

Muestra | Nombre/codigo | Resultado

Control Cl +
(suelo) o2 4

C3 -
C4 +
c4 -
Cs5 -
c5
c6
c7 -
c8 -

8.4 Bacterias fijadoras de nitrogeno

Se evalué por colorimetria la fijaciéon de nitrégeno y se dio una escala cualitativa para
determinar cuales bacterias fijan mas que otras, donde: (-) = negativo, (+) = ligeramente
positivo, (++) = medianamente positivo, (+++) = altamente positivo.

De los 8 morfotipos de bacterias asociadas a las raices de la avena, el 75% de ellas fueron
positivas a la prueba de fijacion de nitrogeno (Cuadro 9). Se destacan 3 bacterias por ser
significativamente mas positivas que las demas.

Cuadro 9. Resultado de la prueba para bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico
asociadas a las raices de avena.

Fot i
Muestra Nombre/codigo otogralia . Resultado
(control/bacteria)
by al

al -
Avena G
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Para las bacterias asociadas a la cebada se encontrd un 71% de cepas positivas a la prueba
de fijacion de nitrégeno (cuadro 10).

Cuadro 10. Resultado de la prueba para bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico
asociadas a las raices de cebada capuchona.

Fotografia
Muestra Nombre/cédigo > . Resultado
(control/bacteria)

- “c -'
1
H
B2 +
b2 +
"'ET'
M
IO
19
B3 =
Cebada
capuchona
b3 =
b5 -
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rom4E

%]
B5 -
:3-]!
' B
%
B6 +

En el caso del trigo el 100% de las bacterias dan positiva a la prueba, en mayor o menor
medida (cuadro 11).

Cuadro 11. Resultado de la prueba para bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico
asociadas a las raices de trigo.

Fot i
Muestra Nombre/cédigo otografia . Resultado
(control/bacteria)

=t W
(]

ro@» 4%

DY

DI +++

’
N ™

DL
D2 ++

"
T

d2 ++

com4

Trigo
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i
i D3
4
D3 +
D4 +
de +
D7 +
D8 +

Finalmente, el 100% de las bacterias encontradas en el suelo control dieron positivo a la

prueba de fijacion de nitrégeno, de la cual solo una destaca por ser significativamente mas
fijadora que el resto (cuadro 12).
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Cuadro 12. Resultado de la prueba para bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico
asociadas al suelo control.

Fotografia
Muestra Nombre/codigo s . Resultado
(control/bacteria)

i s
Cl +
c2 +
Control C3 +
(Suelo)
C4 +
c4 +




C5 +
c5 +++
c6 +
c7 +
c8 +
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Conclusiones

Las especies vegetales estudiadas pudieron completar el llenado de grano beneficiadas, en
parte, por la asociacidbn con microorganismos como bacterias productoras de acido
indolacético y bacterias fijadoras de nitrégeno que permiten mejorar el crecimiento de las
plantas. A pesar que se desconoce la funcion de los hongos endofitos oscuros en las raices
de las plantas, el porcentaje de colonizacion es alta, superando el 80 % de colonizacion, lo
cual podria indicar una dependencia de las plantas por éste tipo de hongos que
posiblemente les beneficia ante la salinidad y el estrés hidrico.

En investigaciones futuras se busca trabajar con los microorganismos seleccionados para
desarrollar un inoculante microbiano para utilizarse como promotor del crecimiento en
cultivos de la region con el fin de recuperar suelos no cultivables debido a problemas de
salinidad y escasez de agua de riego.
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