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RESUMEN
El suelo es un ambiente donde encontramos una gran diversidad de

microorganismos, dentro de esta diversidad existen bacterias diazotroficas de
vida libre y en simbiosis como Azospirillum y Rhizobium que realizan un proceso
llamado fijacion bioldgica del nitrdgeno, donde convierten el nitrégeno
atmosférico en amonio, nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de
plantas, los fertilizantes inorganicos son la fuente principal de nitrégeno en los
cultivos pero tiene impactos negativos en el ambiente. La cebolla, la acelga y el
papalo son hortalizas que se producen el México en grandes cantidades pues
son de importancia econdmica. En esta investigacion se evalud la influencia de
las bacterias fijadoras de nitrdgeno en la germinacion y crecimiento del Papalo
(Porophyllum ruderale) (Jacg.) Cass. var. macrocephalum), cebolla (Allium cepa
L.) y acelga (Beta vulgaris L. var. cicla). Se identificé una bacteria del género
Rhizobium en nédulos de planta de haba por medio de las pruebas de
identificacion Peptona Glucosa Agar (PGA) + verde de bromocresol y Levadura
Lactosa Agar (LLA) observacion a nivel colonia y tincibn de Gram. En el
porcentaje de germinacion Azospirillum alcanzo el maximo germinativo al tercer
dia con 53.33% de semillas germinadas en papalo y Rhizobium un 33.3%, las
semillas de acelga alcanzaron el maximo germinativo al cuarto dia, con un
porcentaje del 13.33% con Rhizobium y un 16.66 % con Azospirillum, en semillas
de cebolla se noté la presencia de un hongo del género Fusarium. En cuanto al
efecto de estas bacterias en el crecimiento de las plantas se observé que
Azospirillum tuvo una mayor influencia en la altura, peso de raiz, masa total en
hamedo, peso de hojas en himedo, tamafio de hojas, peso de raiz en seco, peso
de hojas en seco y masa total en seco en plantas de papalo, en comparacion
con la inoculacion con Rhizobium. En cuanto a las plantas de cebolla solo en la
altura, masa total en humedo y el peso de la hoja en humedo, se observo un
efecto positivo de Azospirillum, en las plantas de acelga no se observo un efecto
de la inoculacion de ambas bacterias. Se concluye que Azospirillum tuvo un
efecto significativamente mayor que la cepa de Rhizobium que fue aislada de la
planta de haba, en las variables evaluadas en el crecimiento de plantas de
papalo y cebolla, ambas cepas aceleraron la germinacién y Azospirillum

aumento del porcentaje de germinacion en las semillas de las hortalizas.



1. INTRODUCCION

1.1. Bacterias fijadoras de nitrégeno
El suelo es un ambiente donde encontramos una gran diversidad de

microorganismos, en estos ecosistemas existen eucariotas y procariotas en

mutua interaccidén que contribuyen en las caracteristicas del suelo (Duchen &

Torres, 2021).

En el siglo XVII a partir de estudios anatomicos de raices de leguminosas se
identificaron bacterias diazotroficas y actualmente se conocen mas de 19.000

especie con esta actividad (Cruz et al., 2021).

Las bacterias diazotroficas se clasifican en tres grupos: 1) Fijadoras de vida
libre, son bacterias fijadoras asimbidticas de nitrégeno, 2) En asociacion con
otros huéspedes (fijadoras asociativas), 3) Simbiontes de plantas, (son
bacterias fijadoras simbioticas). Aquellas que pueden realizar fijacion de N en
vida libre y las que forman una asociacion con otros huéspedes son

mayormente utilizadas en cultivos no leguminosos (Maheshwari et al., 2022).

Azospirillum es una bacteria que se relaciona con cultivos no leguminosos,
por lo que se clasifica como organismo simbionte asociativo (Maheshwari et
al., 2022), colonizan el interior y la superficie de las raices principalmente en
la zona de elongaciéon y los pelos radicales, asi como los espacios
intercelulares de la raiz, utiliza diferentes fuentes de nitrégeno como
amoniaco, nitritos y nitratos. La especie mas estudiada de este género es A.

brasilense. de la cual varios estudios demuestran que promueve el

crecimiento vegetal (Duarte et al., 2020).

Las bacterias de vida libre como Azotobacter sp. proporciona compuestos
nitrogenados como el amonio ademas de establecer las condiciones Optimas
para desarrollar una cubierta vegetal estable, se encuentran en casi todos los

habitats, como el suelo, el mar, fuentes de agua dulce y sedimentos

(Rodriguez et al., 2020).

Algunas especies de plantas establecen una relacion mutualista con

bacterias fijadoras de nitrdgeno que derivan en la formacién de nédulos en la
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raiz, proporcionando un ambiente adecuado para que estas bacterias
trasformen el dinitrogeno atmosférico en amoniaco (Biseeling & Geurts,
2020).

Los géneros como Rhizobium, Mesorhizobium,  Sinorhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium (grupo colectivo conocido como rhizobia) se
asocian con leguminosas. La simbiosis de leguminosa-rizobio se lleva a cabo
por sefiales moleculares a través la secrecidn de flavonoides por parte de las
raices de la planta que pueden inducir la transcripcion del gen nod. Los
rizobios perciben los flavonoides a través de la proteina NodD, los cuales se
encargan de activar los genes de nodulacion bacteriana (Figura 1) (Lima et
al., 2022).

El siguiente paso es la invasion de los rizobios, donde se segrega el factor
Nod, presentando cambios como la deformacion de los pelos de la raiz, la
despolarizacion de la membrana, las oscilaciones de calcio intracelular y el
inicio de la division de la corteza de la raiz, el pelo radicular deformado forma

una curva que atrapa bacterias adheridas (Bianco, 2020).

El tercer paso es la formacién del nédulos, las células corticales de la raiz
comienzan a dividirse teniendo como resultado una masa celular que
contiene el primordio del nédulo, la division celular se da antes de que el hilo
de infeccién alcance la base de la célula pilosa radicular, las células
corticales de la raiz son las primeras en recibir las bacterias intracelulares
gue se diferencian en bacteroides fijadores de nitrégeno, después las células
de la corteza media se dividen y forman el meristema del nédulo , la poblacién
de rizobios aumenta e ingresando al primordio del nédulo, por medio de la
endocitosis, los rizobios son liberados en bacteroides, la bacteria una vez
encerrada en la membrana vegetal se forma el simbiosoma. (Wewalwela
et al., 2021)

El nudoy el hilo de infeccion siguen creciendo, y va formando una red llamada
zona de infeccion, el simbiosoma esta compuesto por la membrana de este,
el bacteroide y el espacio del simbiosoma. La membrana del simbioma es

una interfaz estructural y funcional entre la leguminosa y la bacteria, esta se



encarga de los procesos del transporte, metabolismo, formacion de n6dulos

y sefalizacion (Wewalwela et al., 2021).
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2. ANTECEDENTES
2.1. Fijacion biologica del nitrégeno
El N2 (nitrogeno molecular o nitrégeno) es un elemento de los mas

abundantes en la naturaleza, pues se encuentra distribuido en la atmosfera,
representando del 78%. El N2 es relativamente inerte, aunque puede
reaccionar con otros compuestos y convertirse en productos que pueden ser
facil de asimilar para las plantas y otros organismos. La cantidad que se fija
va de 230 x 10® Tm por afio. Del cual el 13% se fija por oxidaciéon que es
originado por las descargas eléctricas de las tormentas, pues el N2 pasa a
acido nitrico en presencia de O? y vapor de agua, el 87% restante es fijado
por microorganismos cuyo proceso se le conoce como fijacion biologica del
N2 (Azcon-Bieto & Taldn, 2008).

La fijacion biologica del nitrégeno es la conversion de nitrégeno atmosférico
en amonio organico por medio de microorganismos que se encuentran en el

suelo (Jurgen Evert et al., 2010).

Aunque existen diferencias morfologicas y fisiolégicas entre los
microorganismos fijadores de nitrégeno, hay una similitud estructural de la

enzima nitrogenasa tanto en los simbiontes como en las bacterias de vida

libre, sin embargo, en los simbiontes hay una mayor eficiencia pues reciben
productos fotosintéticos de la planta huésped, estos productos proporcionan
ATP para el proceso de fijaciéon (Figura 2).

Nitrogenase enzyme complex :
Fe protein MoFe protein

2NH,, H,
Substrate

Figura 2. Representacion del flujo de electrones en la fijacion de nitrégeno. (Taiz &
Zeiger, 2006).

La nitrogenasa esta compuesta por dos proteinas llamadas componente | y

componente I, el componente | es también conocido como proteina FeMo o
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dinitrogenasa y el componente Il se conoce como proteina Fe o dinitrogenasa
reductasa. La dinitrogenasa (proteina FeMo) es la que lleva a cabo la
reduccion del sustrato contiene dos grupos metales unicos, el grupo P vy el
cofactor hierro-molibdeno (cofactor FeMo) este componente es menos
sensible al oxigeno (Ciencia y tecnologia,2016).

La proteina Fe o componente Il (dinitrogenasa reductasas) es el donante de
electrones dependiente de ATP de la dinitrogenasa, es un homodimero que
consta de subunidades, cada dimero contiene cuatro atomos de Fe y cuatro
de S labiles a las acidos denominados grupo [4Fe-4S] que se unen a dos
moléculas de MgATP dinitrogenasa reductasa ademas se requiere de la
dinitrogenasa reductasa para la correcta insercion del cofactor hierro-
molibdeno en la proteina dinitrogenasa y es extremadamente sensible al

oxigeno (Bahuguna et al., 2021).

El mecanismo de accion de la nitrogenasa es un ciclo redox entre la
dinitrogenasa reductasa (proteina Fe) y la dinitrogenasa (proteina MoFe) y el
ciclo de reduccién del sustrato, la dinitrogenasa reductasa proporciona
electrones a la dinitrogenasa a través de la hidrolisis de dos moléculas de
MgATP, los encargados de donar estos electrones son las ferredoxinas que
son proteinas de hierro y azufre mientras que las flavodoxinas son proteinas
gue contiene el grupo prostético, mononucleotido de flavina, la dinitrogenasa
reductasa reacciona con MgATP después de la aceptacion de los electrones
de ferredoxina o flavodoxina reducida, el ATP y la hidrolisis induciran un
cambio conformacional de la proteina MoFe requerida para la trasferencia de
electrones del par del grupo P al cofactor FeMo, cuando la dinitrogenasa ha
recolectado suficientes electrones de la dinitrogenasa reductasa se une con
el N2, este ciclo se debe repetir ocho veces para que la enzima nitrogenasa
pueda reducir el N2a dos moléculas amoniaco y una molécula de Hz (Figura
3) (Sahaetal., 2017).

N, + 8H* + 8¢~ + 16Mg ATP - 2NH; + H, + 16 MG ADP + 16P

Figura 3. Estequiometria de la fijacion biolégica del nitrégeno. (Wewalwela et al.,
2021)



2.2. Importancia del nitrégeno en las plantas.
El N2 es uno de los diecisiete elementos esenciales para el desarrollo y

crecimiento de las plantas pues se encuentra en una proporcion de 1 a 3 %
en materia seca dependiendo de la especie, su funcion tiene que ver con el
aspecto estructural ya que se relaciona con la sintesis de moléculas
principales para el crecimiento como &cidos nucleicos, aminoacidos,
proteinas, clorofilas y alcaloides (Cardenas-Navarro et al., 2004) ademas el
N2 ayuda a la produccion de componente quimicos, que protegen contra
parasitos y enfermedades a las plantas (Mufioz-Huerta et al., 2013). Otra de
las funciones importantes del N2 es su accion directa con el aumento de la
masa seca, favoreciendo el desarrollo del tallo, crecimiento del follaje y

aporta en la formacion de frutos y granos (Palomino et al., 2004).

El exceso o la deficiencia de N2 tiene consecuencias, si hay una deficiencia,
puede presentar atrofia del crecimiento, coloracion foliar, que va desde hojas
verdes palidas hasta amarrillas y que son pequefias o0 caida temprana de
hojas. Por otro lado, si se presenta un exceso, el color de las hojas es un
verde oscuro ademas de presentar debilidad en los tejidos y crecimiento
vegetativo suculento, también se encuentra el retraso o la ausencia de la
floracién o frutos, pero todos estos aspectos dependeran de cada tipo de
planta o cultivo, pues cada una tienes necesidades diferentes de este
elemento (Gordon & Barden, 1979).

Las fuentes de N2 para los cultivos son los fertilizantes organicos e
inorganicos de N2y la fijacion simbidtica de Nz, si bien el N2 de la atmosfera
puede ser una fuente infinita de N2 para la elaboracién de fertilizantes, este
proceso industrial requiere grandes cantidades de energia por esto, la
fabricacion industrial de fertilizantes minerales no puede considerarse un
recurso renovable debido a que depende de un consumo elevado de energia
gue se obtiene a partir de recursos no renovables; ademas de que estos
tienen impacto negativos en el ambiente como la contaminacion del agua
(contaminacion por nitratos) y la atmosfera (emision de gases de efecto

invernadero) (Quemada et al., 2017).



2.3. Generalidades de las especies
México es el centro de origen y domesticacion de muchas plantas incluyendo

las hortalizas. Las hortalizas, son un alimento fundamental por su alto
contenido nutricional ya que contienen agua, fibra, minerales y vitaminas,
ademas de que tienen una baja densidad de calorias y carecen de grasas
formando parte esencial de la dieta de los humanos (CEDRSSA, 2020). Las
hortalizas son plantas herbaceas anules o perennes y segun la especie, se
pueden consumir de forma cruda o cocida. Se clasifican en tres grupos ya sea
la parte comestible de la planta: hortalizas de hoja y flor, de fruto, de bulbo y
raiz (Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y

alimentacion, 2016).

2.3.1. Acelga (Beta vulgaris L. var. cicla)
Tabla 1. Clasificacion taxonémica de la acelga (USDA Plants Database, s. f.-a)

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Divisiéon Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Caryophylidae

Orden Caryophyllales

Familia Chenopodiaceae
Genero Beta

Especie Beta vulgaris
Subespecie Beta vulgaris L. var. cicla

Existen datos de este cultivo desde el siglo V a.C en Grecia y desde entonces
ha sido un alimento base en la nutricion desde hace mucho tiempo y
actualmente. Las hojas se utilizan crudas en una ensalada o cocidas junto con
los tallos, es rica en fitopigmentos, flavonoides y minerales con propiedades
antioxidantes e inmunomoduladoras, también contiene acido alfa-lipoico, esta
relaciona con niveles bajos de glucosa y una mayor sensibilidad a la insulina
(Gamba et al., 2020).



Esta planta destaca por sus grandes hojas de color verde brillante y sus
nervios marcados, los tallos puedes ser blancos amarillos o rojos, esto
depende de la variedad de acelga, las mas conocidas son la amarilla de Lyon,
se caracteriza por grandes hojas de color verde amarillo muy claro con tallos
de color blanco y una anchura de sus hojas de 10 cm y la variedad verde con
tallo blanco Bressane, pues tiene hojas muy onduladas de color verde oscuro
con un tamafo de hasta 15 cm (Agricultura y Desarrollo Rural, 2018). Crece
mejor en climas templados, en suelos ricos en materia organica, es tolerante

a las heladas y la alta humedad favorece a la planta (FAO, 2011).

En México en el 2020, se produjeron alrededor de 12 mil toneladas de acelga,
siendo Puebla el estado con mayor produccion de esta hortaliza en el pais
(Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

2.3.2. Cebolla (Allium cepa L.)
Tabla 2. Clasificacion taxondmica de la cebolla (USDA Plants Database, s. f.-b)

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta
Superdivicion Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Lilidea

Orden Liliales

Familia Liliaceae
Genero Allium

Especie Allium cepa L.

La palabra cebolla proviene del latin “unié” que significa “uno” o “Unico” pues esta
planta produce un solo bulbo y es una de las verduras mas antiguas ya que se
hace mencién en varias escrituras antiguas, debido a su importancia es
demandada por todo el afio, eso la convierte en el tercer cultivo mas esencial en
el mundo después de la papa y el tomate (Teshika et al., 2018).

Su origen viene de Asia central por las regiones de Afganistan, Iran y
Turkmenistan. La cebolla es una planta bienal de estacion fria que tolera las
heladas, se desarrolla mejor en temperaturas que van de los 12.8 °C a los 20°C.
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Sus raices son adventicias y fibrosas, el tallo real es reducido en la base,
contiene de 3 a 8 hojas alternas que son disticas, es decir, que las hojas salen
en ambos lados del tallo formando dos hileras en lados opuestos, que se
producen desde el apice del tallo, la lamina de las hojas es cilindrica que se
vuelve hueca. El bulbo est4 conformado por escamas, a poca distancia por
encima del tallo, el bulbo maduro es globoso ovoide o alargado, de tamafio
variable. Sus flores son estrelladas a campanuladas de 3-7 mm; tépalos mas o
menos extendidos, de color blanco a rosado; estambres exertos; anteras

blancas: polen blanco (Lim, 2014).

La cebolla tiene muchas acciones que son beneficiosas, cuando se consume,
pues se sabe que contiene muchas vitaminas, minerales, aminoacidos
azufrados, flavonoides y fitoesteroles, aunque también se utiliza para aliviar
ciertos dolores incluyendo problemas digestivos, enfermedades en la piel,
enfermedades metabdlicas, picaduras de insectos entre otros, su gran actividad
antimicrobiana se ha puesto a prueba pues muchas bacterias, hongos y virus
son susceptibles a diferentes extractos de solventes (Teshika et al., 2018)

En México es la tercera hortaliza que mas se produce y a nivel mundial
ocupamos el puesto 16 en la produccién de cebolla, en el 2023 se produjeron
296 mil 271 toneladas de esta hortaliza donde Chihuahua fue el estado con

mayor produccion. (Agricultura y Desarrollo Rural, 2023).

2.3.3. P4palo (Porophyllum ruderale) (Jacg.) Cass. var. macrocephalum
Tabla 3. Clasificacion taxonémica del papalo (Lara et al., 2011)

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliposida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Tribu Heliantheae
Subtribu Pectidinae
Género Porophyllum
Especie Porophyllum ruderale
Variedad Macrocephalum




Los quelites son un grupo de plantas herbaceas como lefiosas, cuyas partes
vegetativas (hojas, tallos y ramas modificada), son consumidas de diferentes
formas, el nombre quelite viene del término nahuatl “quilit”, haciendo referencia
a una planta tierna comestible (Mera-Ovando et al., 2011), dentro de estos
destaca el papalo o papaloquelite, pues esta planta es de origen mexicano y se
extiende hasta Sudamérica, ha sido utilizado como verdura desde épocas
prehispanicas ya que era consumido en crudo, en estado fresco acompafado de
otros alimentos como se hace actualmente, donde a la planta se le realizaban

podas en las ramas tiernas antes de que floreciera (Lara et al., 2011).

Esta hierba tiene un sabor fuerte y Gnico, su uso no solo es gastronémico, sino
también medicinal, pues se utiliza para cerrar heridas y aliviar dolor en general
(Conde-Hernandez & Guerrero-Beltran, 2014).

En cuanto a su descripcion morfoldgica, es una planta que puede medir hasta
1.5 m de alto, con un tallo ramificado con hojas opuestas a alternas ovaladas con
un tamafio de 5 cm de largo, redondas del apice y con el margen ondulado,
inflorescencia de cabezuelas, en cuanto al fruto es seco e indehiscente, contiene
una semilla de forma cilindrica y larga de color negro de un tamafio de 1 a 1.5
cm de largo, en el apice, se encuentra el vilano conformado por estructuras
largas y delgadas de color café claro (Hanan y Mondragdén, 2009). Tiene un mejor
desarrollo en climas calido-humedo o subhumedos, necesita de suelos francos
a arcillosos con presencia de materia organicas, requiere de sol directo o sombra
ligera (SIAP, 2022).

De acuerdo con (Agricultura y Desarrollo Rural, 2021) la produccion de papalo
en México crecio un 21%, los principales productores fueron Guerrero con 4597

toneladas, Morelos 1210 y Puebla con 1008 toneladas.
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2.4. Investigaciones previas.
Se han realizado investigaciones de microorganismos que son favorables en el

crecimiento de plantas de importancia comercial, ya que son una buena opcién
para sustituir a los fertilizantes quimicos tal es el caso de Venegas-Gonzalez
et al. (2019) que evaluaron el efecto de dos cepas de Bacillus subtilis (A1 y
CH90_3T), Thichoderma harziamun (Th_C2) y en combinacién con sustratos
organicos en el crecimiento de la acelga (Beta vulgaris. cicla), en la produccién
de biomasa fresca y seca en tres cosechas con una sola inoculacion. Sus
resultado muestran que, en la segunda cosecha, el tratamiento de la cepa
CH90_3T tuvo un mayor rendimiento del 27% en masa fresca con respecto al
testigo,y la combinacioén de las cepas A1+ CH90_3T presentd un 38% menos en
rendimiento que el testigo. Para la tercera cosecha, el peso fresco fue de 750.1g
de la inoculacién de la cepa CH90_3T mientras que la combinacion de CH90 3T
+ Th_C2 presento un peso fresco de 220.46 g. Los pesos totales muestran que
la cepa CH90_3T y Al fueron favorable sobre la biomasa fresca de acelga.

En cuanto a la biomasa seca de la acelga los efectos se muestran desde la
primera cosecha pues las combinaciones de las cepas A1 + Th _C2, Al +
CH90 3T y CH90_3T + Th_C2 y CH90 3T + Th_C2+Al y el tratamiento Al
mostraron diferencias estadisticas significativas, en la segunda cosecha los
tratamientos CH90_ 3T, Al, Th_C2, A1 + Th_C2 el peso seco se vio favorecido,
pero en la tercera cosecha no hubo diferencias significativas. Concluyen que la
bacteria B. subtilis tuvo una influencia positiva en la produccién de materia fresca

y seca de la acelga.

Por otro lado, Martinez et al. (2013), aislaron e identificaron cuatro rizobacterias
de genero Bacilius que fueron evaluadas en la germinacion y crecimiento de
plantulas en el tomate (Lycopersicum esculentum) y el pimiento (Capsicum
annunm L.) cuyas bacterias se denominaron MAO4, MA06, MA12 y MA17.
Ademas, evaluaron los efectos de la inoculacién de las bacterias en la semilla
del tomate y observaron que MAO4 y MA17 aumentaron el porcentaje de
germinacion entre en 5 y 6%, mientras que en las plantulas después de los 30
dias de iniciar las pruebas, las cepas MAO6 y MA12 aumentaron de manera
significativa el diametro del tallo, el peso fresco y seco del vastago de las

plantulas aumentado la biomasa entre el 17 y 20%, ninguna cepa tuvo efecto
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significativo en el peso de la raiz. En las semillas del pimiento la cepa MAO6
mejoro la germinacion en un 7%, con la cepa MA12 hubo incrementos en las
variables evaluadas aumentado un 37% la biomasa de la planta y con la cepa
MAZ17 solo mejoro el peso fresco del vdstago aumentando la biomasa un 16%,
por lo que MA12 fue la que presentd un mejor efecto sobre las plantulas de

tomate y pimiento.

Quishpe et al. (2021) evaluaron la efectividad de microorganismos de diferentes
suelos andinos de cultivos de amaranto (Amaranthus quitensis Kunth), mora
(Rubus glaucus Bentham), zanahoria blanca (Arracacia xanthorriza Bancr.) y
mashua (Tropaeolum tuberosum) en la germinacion y crecimiento de plantulas
de tomate y lechuga, midieron los dias de la germinacion, altura de la planta,
namero de hojas. Seleccionaron 12 cepas para la evaluacion, las bacterias se
asemejaban al género Azotobacter sp., Para los dias de germinaciéon en las
semillas del cultivo de lechuga no se encontraron diferencias significativas , sin
embargo en los cultivos del tomate se observo diferencia significativas con los
tratamientos de dos cepas aisladas en el amaranto (AR2, AS2) y una cepa del
mora ( MR1) pues se observo un adelanto en el tiempo de germinacion de 3-4
dias en comparacion al control sin inocular. En cuanto al crecimiento de las
plantas la mayoria de las cepas tuvieron efectos significativos en la altura y
numero de hojas de las plantas de tomate y lechuga en el caso de la lechuga los
efectos se observaron a los 28 dias de la germinacion donde, 9 cepas
aumentaron el crecimiento en un rango del 45-125%, con respecto a las plantas
de tomate sin inocular se observaron los mismos resultados, la cepa MR4 fue la

que produjo un mayor aumento.

Otro de los trabajos realizados por Lépez-Alcocer et al. (2020) observaron la
eficiencia en fijacion biologica de nitrogeno de 27 cepas de Rhizobium spp.,
utilizaron la variedad de frijol cuarentefio y evaluaron la longitud de vastago y de
la raiz, peso seco de vastago y de raiz, numero de nédulos y peso seco de
nodulos. Obtenieron una altura en promedio del vastago de 37.2 cm con la cepa
Rhizojal SA3, sobresaliendo al testigo con una altura de 28.1 cm y al testigo
fertilizado con 32.1 cm, aunque 5 cepas iguales a Rhizojal SA3 mostraron alturas
superiores de los 35 cm. En cuanto a la longitud de la raiz no se observo algan
efecto de las cepas sobre esta variable. Sin embargo, en el peso seco de vastago
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la cepa Rhizojal ZCB3 y Rhizojal TP3 con un peso del.25 g, sobrepasaron al
testigo con un peso de 0.97 g mientras que en el peso seco de la raiz la cepa
Rhizojal BH3 con un peso de 0.86g superd al testigo con 0.48g y al testigo
fertilizado con 0.47g. En el nimero de nddulos seis cepas superaron al testigo
que contenia un total de 162 nddulos, destacando Rhizojal VC3, Rhizojal ZGZ3
y Rhizojal ZCB3 con mas de 340 nddulos por planta, en el peso seco de nédulos
la cepa Rhizojal ZCB3 presenté 137 mg superando al testigo fertilizado con 65
mg; otras cepas iguales a Rhizojal ZCB3 como Rhizojal VC3, Rhizojal ZAT1 y
Rhizojal TP2 tuvieron valores altos.

Hernandez-Chontal etal. (2020) analizaron y evaluaron la efectividad de
Azospirillum spp sobre el contenido nutrimental de la moringa (Moringa
oleifera Lam.), aislaron la bacteria de suelo rizosférico de cacahuate forrajero
(Arachis pintoi), en cantidades diferentes (0.5, 1, 1.5 ml) a una concentracion de
9.8 x 10°ml, evaluaron peso seco en hojas y tallo, proteina cruda, macro y
micronutrientes, no se encontraron diferencias significativas en el peso seco de
hojas y tallo al igual que en el contenido de proteina, en cuanto al contenido
nutrimental de las hojas se encontraron diferencias significativas en el contenido
de K, pues los tratamientos Ti1AZ (0.5 ml de suspension) y T:AZ (1 ml de
suspensién) fueron los que mostraron mejores resultados por otra parte en el
tallo de la moringa se encontraron diferencias significativas para el contenido de
Ca, Nay Fe, pues el tratamiento control fue el mejor para el contenido de Ca
para el Na fueron los tres tratamiento de Azospirillum y para el Fe el mejor fue
T1AZ.

Granda Mora et al. (2016,) determinaron el efecto de la inoculacion de cepas de
Rhizobium, sobre Phaseolus vulgaris cv Mantequilla evaluaron los parametros
de nodulacién, biomasa, fijacion de nitrégeno y la eficiencia de la simbiosis en
un lapso de 30 dias después de la siembra, comprobaron que las cepas (CB1,
RC2, PNI1, COL6, NAM1, VP1 y CNPAF512) formaron nddulos en la plantas
pero no todas las plantas tenian el mismo nimero de ndédulos, las cepas R.
mesoamericanum NAM1, R. leguminosarum COL6 y R. etli bv. mimosae VP1
mostraron altos valores en el nimero de nddulos. Con respecto a la biomasa
nodular (masa fresca y seca) se observaron diferencias entre cepas, Rhizobium
tropici RC2 a pesar de no tener el mayor numero de nddulos la biomasa nodular
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alcanz¢ valores muy altos en la masa fresca y sin diferencias significativas con
Rhizobium mesoamericanum NAML1 con respecto a la masa seca, en cuanto a
la fijacion de nitrdgeno se encontré una correlacién positiva con el numero de
nédulos y las cepas R. mesoamericanum NAM1, R. leguminosarum bv. viciae
COL6 y R. etli. PIN1 mostraron valores de nitrégeno fijado = 0.5 con indices de
efectividad de inoculacién arriba del 60%, para la biomasa foliar no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos. La cepa R. etli PIN1
mostro diferencias significativas en cuanto a la biomasa radical con respecto a

los demas tratamientos.

Las cepas NAM1, COL6 y PIN1 mostraron resultados favorables en cuanto a la
masa seca de la raiz, la masa del follaje y el porcentaje de nitrégeno total en el
follaje con respecto al indice de efectividad de inoculacion.
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3. JUSTIFICACION
Las bacterias fijadoras de nitrdgeno tienen la cualidad de convertir el nitrogeno

atmosférico en moléculas que las plantas pueden absorber y utilizar. Debido a
que la poblacién ha incrementado en los ultimos afios y hay una alta demanda
de consumo de hortalizas que tiene una gran importancia econémica, la Gnica
manera de cubrir esta demanda es por medio de fertilizantes quimicos, pero
estos generan impactos negativos en el medio ambiente. Es por esto, que en la
actualidad se sigue buscando alternativas como el uso de bacterias fijadoras de
nitrégeno, que puedan asociarse con diferentes especies de hortalizas pues no
solo aceleran el proceso y la capacidad de produccion de los cultivos, sino que
también, reducen la utilizacién de fertilizantes quimicos, asimismo, ayudan a
disminuir la contaminacion de suelos y del agua, a su vez, ayudan a mitigar las
emisiones de gases de efecto invernadero. Debido a esto, el presente estudio,
se enfocO en reportar el aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno
provenientes de plantas de haba vy frijol, y la evaluacién de su inoculacion en la

germinacion y el crecimiento de plantas de papalo, cebolla y acelga.
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4. HIPOTESIS.

El uso de bacterias fijjadoras de nitrégeno como Rhizobium sp. que es un
simbionte de leguminosas y Azospirillum sp. que es una bacteria de vida libre,
influird en la germinacién de semillas y desarrollo de plantas de papalo, cebolla
y acelga.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la influencia de las bacterias fijadoras de nitrégeno en la germinacion y
el crecimiento en tres tipos de hortaliza (papalo, cebolla y acelga)

5.2. Objetivos particulares

- Aislar e identificar el género de los microorganismos bacterianos que se
encuentran en los nddulos de las raices del haba y del frijol.

- Evaluar la germinacion de semillas de hortalizas mediante la inoculacion
de bacterias fijadoras de nitrogeno.

- Evaluar la efectividad de las bacterias fijadoras de nitrogeno en el
crecimiento de las plantas de papalo, cebolla, y acelga.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Origen del material microbiolégico
Las bacterias se obtuvieron en el estado de Puebla, en la comunidad de San

Francisco Cuautlancingo municipio de Chalchicomula de Sesma, se aislaron
de cultivos de haba (Vicia faba L.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) la parcela
agricola ubicada en las coordenadas (18°59°36” y 18°59°28” de latitud norte
y entre los 97°22°57” y 97°23°56” longitud oeste)(Figura 4), se seleccionaron
las plantas con presencia de nddulos bacterianos en las raices y extrayendo
la planta completa desde la raiz anotando el tipo de suelo, la altitud y lugar
donde se encontraba la planta, posteriormente, se retird toda la tierra con
abundante agua para después mantenerlas himedas envueltas en papel y
poniéndolas en una bolsa de plastico para su traslado. La cepa de

Azospirillum fue comprada en Microbiologia de suelos (BIOFERTI-BUAP).
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Figura 4.Ubicacién de la zona de muestreo. (INEGI, 2010) (Modificada: Aislin C.H.)
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6.2. Aislamiento de las bacterias
Se seleccionaron al azar 4 nodulos bacterianos de las raices de ambas

plantas, después se lavaron con abundante agua hasta retirar todo el exceso
de tierra posteriormente, en una campana de flujo laminar se desinfectaron
los nddulos con alcohol al 70% y fueron macerados con la ayuda de un asa
bacterioldgica, se tomo una porcion del macerado para sembrar en las cajas

Petri con agar Luria Bertani (LBA) para incubarse a 27 °C durante 3 dias.

6.3. Caracterizacion morfolégica y bioquimica de las bacterias.
Las bacterias se caracterizaron mediante la observacion de las colonias en

la placa y después se observaron en el microscopio con la tincion de Gram.

Las pruebas bioquimicas que se emplearon para la identificacién de rizobios

fueron:
Cultivo en medio Peptona Glucosa Agar (PGA) mas verde de bromocresol.

Se preparé el medio de cultivo conforme a las instrucciones generales y se
empled verde de bromocresol en lugar de purpura de bromocresol. El medio
se verti6 en cajas de Petri hasta que gelificd, se sembré el cultivo por
duplicado y se incub6 a 28°C por 5 dias.

Cultivo en medio Levadura Lactosa Agar (LLA) + reactivo de Benedict.

Se preparé medio de cultivo (LLA) se verti6é en cajas de Petri, sembrando por
duplicado el cultivo y se incubo a 28°C por 5 dias, al observar crecimiento
bacteriano se agragarén 5 ml del reactivo de Benedict durante 10 minutos, si
se observaba un cambio de coloracion amarillo después de la aplicacion,
indica la presencia de Agrobacterium. (CIAT (Centro Internacional de
Agricultura Tropical, 1988).

6.4. Preparaciony conteo de indculos bacterianos
Para la produccion de inéculo liquido, se utiliz6 Caldo Levadura manitol y

Caldo Luria Bertnani, se inocularon con 2 a 3 asadas del cultivo
correspondiente y se metieron en la incubadora orbital a 30°C por 5 dias a

una agitacion de 100 rpm. Se hizo el conteo por cuenta viable, tomando en
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cuenta una concentracion de 108 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
ml* (Marquina et al., 2018).

6.5. Disefio experimental

Tabla 4. Tratamientos de germinacion de semillas en dias y crecimiento de
plantas de cebolla, acelga y papalo.

Tratamientos de germinacion de semillas en dias y crecimiento de

plantas de cebolla, acelgay papalo

Rhizobium sp. Azospirillum sp Control sin inocular

Se colocaron 30 semillas de cada hortaliza en una caja de Petri, teniendo un
total de 270 semillas, se observaron las semillas germinadas a lo largo de 15
dias. Para obtener el porcentaje de germinacién (PG) se calcul6 con la
formula PG = [(N° semillas germinadas) / (N° semillas sembradas)] x 100
(Caroca et al., 2016).

Para las plantas en invernadero se utilizé un disefio experimental al azar, 54
plantas por tratamiento y 54 plantas del control,18 por cada hortaliza,
teniendo un total de 162 plantas de las cuales se cosecharon 6 plantas por

tratamiento.

6.6. Desinfeccion e inoculacién de semilla en placa
Se utilizaron semillas de papalo y acelga de la marca Eterno, la semilla de

cebolla es de cosecha reciente donada por él Dr. Daniel Shiuanca, las fueron
lavadas con abundante agua destilada estéril (ADE) hasta eliminar restos de
fungicidas., posteriormente, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1.5%
por 15 min, después se lavaron varias veces con ADE hasta estar totalmente
enjuagadas y se colocaron 30 semillas de cada hortaliza en cajas de Petri,
con dos circulos de papel filtro, separados con una capa de algodon
humedecida con ADE. Cada semilla se inocul6 con 10 pL. (108 UFC) de los
cultivos bacterianos correspondientes y un control sin inocular, todo esto se

realizo en un ambiente estéril (Marquina et al., 2018).
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6.7.

Siembra de péapalo, cebolla y acelga y preparacion del sustrato.
Se sembraron un total de 66 semillas de cada hortaliza dando un total de 198
plantas en un semillero, las plantulas crecieron por tres semanas y

posteriormente se trasplantaron a bolsas con tierra.

Se prepard un sustrato con tierra de hoja encino (materia organica), arena y
tepezil (roca volcanica ligera) en proporciones iguales, posteriormente se
mezclaron y se llenaron 90 bolsas para invernadero que fueron etiquetadas

de acuerdo con los tratamientos correspondientes y el nimero de réplica.

6.8. Inoculacién de plantas de papalo, cebolla y acelga en invernadero.
El experimento se realizé en los invernaderos de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas ubicado en la parte sur del campus de Cuidad Universitaria de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla, para el papalo y la cebolla, se
colocaron tres plantas por bolsa y para la acelga una planta por bolsa, la
inoculacién de las bacterias fue en forma liquida agregando 3 ml del medio a
una concentracion de 3.27 x 108 UFC ml a cada una de las plantas con las

bacterias correspondientes a cada tratamiento.

6.9. Evaluaciones.
Para evaluar la evolucion de los diferentes tratamientos en las plantas de

cebolla, papalo y acelga, se monitoreo la altura (cm), peso total (g), peso de
raiz y peso de hojas en humedo, tamafio de hojas, peso de raiz, hojas y peso
total de la planta en seco (g), en tres cortes de cada 15 dias a partir del
momento de la inoculacion, ademas se calculo el indice de efectividad de la
inoculacion (IEl) expresado en porcentaje IEI= [Trat Inoculacion — Control sin
inocular / Control sin inocular] x 100 (Santillana et al., 2005), el material se
colocé en bolsas de papel previamente rotuladas y llevadas a un horno de
secado a una temperatura de 46 °C por 24 horas para la determinacién del

peso en seco y pesandose en una balanza analitica marca OHAUS.
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6.10. Analisis estadistico
En el andlisis de los resultados, se realiz6 una ANOVA multifactorial con un

valor de significancia p<0.05, donde el valor de a era menor, se tomaba como
diferencia significativa en nuestros analisis. Después del analisis ANOVA, se
realizd una prueba de rangos multiples de Tukey para ver los grupos
diferentes y ubicar los mejores tratamientos en las diferentes variables
examinadas. Se utilizo el programa STATGRAPHICS version centurién XVI.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas morfologicas y pruebas bioquimicas.
Se aislaron dos cepas de bacterias a partir de nddulos recolectados en campo.

Las caracteristicas morfoldgicas a nivel colonia se observan en la figura 5, donde
pueden distinguir colonias de color blanco con forma circular, convexas, semi
traslucidas y mucilaginosas tanto en la cepa del haba como la del frijol. Por otro
lado, en la placa de las bacterias obtenidas del nédulo del frijol, se observaron

colonias pequeiias, lisas y de un color amarillo opaco.

Figura 5. Cultivos de bacterias aisladas de nddulos bacterianos A)
planta de haba y B) frijol.

A nivel microscopico, no se puedo distinguir ninguna caracteristica en las
colonias amarillas. Sin embargo, las colonias blancas se sometieron a tincion de
Gram para ser observadas al microscopio, revelando bacilos Gramnegativos
moviles de tamafio corto como se muestra en la figura 6.

Figura 6. Tincién de Gram de bacterias, vista al microscopio en 40x:
frijol A) y haba B) 23



Para la identificacion de las bacterias mediante dos pruebas bioquimicas, la
primera consistio en un medio PGA+ VBC en el cual después de cinco dias de
incubacion (figura 7), no se observo crecimiento bacteriano en el cultivo de las
bacterias aisladas de los nédulos del haba, por lo que, esto confirmo la presencia
de rizobios, sin embargo, en la cepa de frijol denoto un cambio en el pHy en el
crecimiento, provocando que el medio cambiara a un color verdoso, indicativo de

descarte de rizobios.

Figura 7. Pruebas de identificacion en cepas de frijol A) y haba B) PGA
+VB.

Debido a que la cepa del frijol no fue un rizobio, se descarté para la prueba del

medio LLA -+ RB. No obstante, este medio se aplicé para la cepa del haba, de
igual manera, se incubo cinco dias el medio, una vez que se observo crecimiento
bacteriano se agrego el reactivo de Benedict, dejando pasar diez minutos, una
vez pasado el tiempo no se observé ningun cambio de coloracion a amarillo,

confirmando la presencia de Rhizobium (figura 8).

Figura 8. Prueba de identificacién en cepa de haba
LLA+RB
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7.2. Efecto de Rhizobium y Azospirillum sobre la germinacion de semillas
de papalo, acelga y cebolla.

El porcentaje de germinacion (figura 9) mostré que las semillas de papalo que
fueron inoculadas con Azospirillum alcanzaron el maximo germinativo al tercer
dia, siendo un 53.33% de las semillas germinadas, al igual que el control sin
inocular con un porcentaje del 53.33%, por otro lado, las semillas que se
inocularon con Rhizobium, aunque su maximo germinativo también fue al tercer

dia el porcentaje de germinacién solo fue del 33.33%.

Papalo

% de germinacion
= N w H Ul (o))
o o o o o o

o
)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias
Rhizobium Control e Azospirillum

Figura 9. Porcentaje de germinacion de semillas de papalo
inoculadas con cepas de Rhizobium, Azospirillum y control sin
inocular.

Con respecto a la semilla de acelga (figura 10) como podemos observar, aquellas
semillas que fueron inoculas con Rhizobium alcanzaron el maximo germinativo
al cuarto dia, con un porcentaje del 13.33% al mismo tiempo que las semillas
gue fueron inoculadas con Azospirillum con un porcentaje de germinacion del
16.66 %, con respecto al control sin inocular ya que su maximo germinativo fue

al quinto dia con un 10%.
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Figura 10. Porcentaje de germinacion de semillas de acelga
inoculadas con cepas de Rhizobium, Azospirillum y control sin
inocular.

Referente a las semillas de cebolla, si bien estas tuvieron los mismos
tratamientos y estuvieron bajo las mismas condiciones, a medida que avanzaba
el experimento, se observaron cambios notables en las muestras. En lugar de
algun indicio de germinacion, se comenz6 a notar la presencia de un hongo

patégeno en las semillas.

Las caracteristicas morfologicas de las colonias del hongo eran de un micelio
velloso de color blanco y debajo de las semillas, el papel filtro que contenia la
caja tomo un color purpura, se tomé una muestra de este hongo y se observo
bajo el microscopio revelando microconidios delgados, ligeramente curveados o
rectos que contenian de tres a cuatro septos con esporas ovales (figura 11). De

acuerdo con la caracteristica fue identificado como Fusarium.
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Figura 11. Semillas de cebolla infectadas con Fusarium en placa con tratamiento de
Rhizobium y Azospirillum A) y B); vista microscépica de esporas de Fusarium en 40x en
semillas de cebolla C) y D).
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7.3. Efecto de Rhizobium y Azospirillum sobre el crecimiento de plantas de
papalo, cebolla y acelga.

El analisis realizado a cada una de las variables mostro diferencias significativas
entre los tratamientos (tabla 5).
Tabla 5. Medias de altura, peso de raiz, masa total en humedo, peso de hojas

en humedo, numero de hojas e indice de efectividad de inoculacién de plantas
de papalo, cebolla y acelga inoculadas con cepas de Rhizobium y Azospirillum.

Papalo IEI (%) Cebolla IEI (%) Acelga IEI* (%)

Tratamientos Altura Tallo (cm)

Azospirillum 27.15%3.24a* 42 20.75%1.50a 20 19.9+2 974 -

Rhizobium 22.61+4.06ab =0.01 18 16.83+3.50b a =0.04 - 19.55+2.112 a =093 -

Testigo 19.1+9.82b* - 19.73+2.27ab - 20.25+4.132 -
Peso de Raiz (g)

Azospirillum 0.416+0.11a 127 0.156+0.17a - 0.48+0.11b -

Rhizobium 0.266+£0.10b ¢ =0.008 45 0.031+0.03ab a =0.07 - 0.55+0.16ab a =0.005 -

Testigo 0.183+0.11b - 0.031+0.01b - 0.9+0.45a -
M totalen H (g)

Azospirillum 4.23+1.26a 106 0.51+0.09 a 20 6.18333+0.89b -

Rhizobium 2.45+1.03b a=0.013 19 0.243+0.09b a =0.009 - 5.86667+1.71b  ¢=0.0053 -

Testigo 2.05%1.23b 0.425+0.17a - 12.3667+5.29a -

Peso hojas en H (g)

Azospirillum 2.55+0.72a 107 0.436+0.07a 22 0.48+0.62b -

Rhizobium 1.46+0.58b a=0.009 18 0.123+0.06b a =0.001 - 0.55+1.18ab a =0.005 -

Testigo 1.23+0.72b 0.355+0.17a - 0.9+3.442 -

*Letrqs diferentes indica diferencia estadistica en los tratamientos
*|El: Indice de efectividad de inoculaciéon

Empezando por la altura que presento diferencias estadisticas pues se observo
que en las plantas de papalo inoculadas con Azospirillum (a=0.01) tuvieron una
mayor altura (27.15 cm), aumentando un 42% en comparacion con las que
fueron inoculadas con Rhizobium (22.61 cm), con un 18% aunque ambos

tratamientos superaron al testigo (figura 12).

En cuanto a las plantas de cebolla que se inocularon con Azospirillum hubo un
aumento de la altura, un 20% con respecto al testigo (20.75 cm), sin embargo, el
testigo superd a aquellas plantas que fueron inoculadas con Rhizobium (19.73
cm) (a=0.04). Respecto a las plantas de acelga no se encontraron diferencias

estadisticas entre los tratamientos (figura 13).
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Figura 12. Efecto de Azospirillum (izq.) y Rhizobium (dcha.)
en el crecimiento del papalo.

En el peso de la raiz en humedo, se muestran diferencias estadisticas (a=0.008)
entre tratamientos pues las plantas de pépalo inoculadas con Azospirillum
presentan un promedio mas alto en masa de la raiz en humedo (0.416 @),
aumentando un 127% el peso con respecto a las plantas que fueron inoculadas
con Rhizobium (0.266 g) con 45%, no obstante, ambos tratamientos superan al
testigo sin inocular (0.183 g). Acerca de las plantas de acelga el testigo sin
inocular obtuvo una mayor masa (0.9 g), por lo que superé a ambos tratamientos
(a=0.005), por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en plantas
de cebolla con respecto a esta variable.

Con relacion a la masa total en hiumedo, se encontraron diferencias estadisticas
(a =0.013) ya que las plantas de papalo inoculadas con Azospirillum aumentaron
un 106% su masa total (4.23 g) que el testigo, pero también aquellas que fueron
inoculadas con Rhizobium (2.45 g) donde un hubo un aumento del 19%
rebasando ligeramente al testigo sin inocular (2.05 g). En las plantas de cebolla
que fueron inoculadas con Azospirillum se encontré un aumento del 20% en la
masa total (0.51 g) que el testigo (a=0.009), pero el testigo supero (0.425 Q)
aquellas plantas que estuvieron inoculadas con Rhizobium (0.243 g). Sin
embargo, en las plantas de acelga el tratamiento que tuvo una cantidad mayor
en la masa total fue el testigo (a= 0.0053) (12.36 g) superando

considerablemente a ambos tratamientos.
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Figura 13. Efecto de Azospirillum (dcha..) y Rhizobium (izq.) en
el crecimiento de la acelga.

Por otro lado, en el peso de las hojas en humedo se encontraron diferencias
estadisticas (a =0.009) en las plantas de papalo pues las plantas inoculadas con
Azospirillum pues se obtuvo un aumento del 107% en el peso de las hojas (2.55
g), dejando en segundo lugar a Rhizobium con un 18% (1.46 g) y ambos
tratamientos sobrepasaron al testigo. En plantas de cebolla (a=0.001) el
tratamiento con Azospirillum tuvo un incremento del peso de un 22% (0.436 Q)
en las hojas rebasando al testigo (0.355 g) pero a su vez este rebaso al
tratamiento con Rhizobium (0.123 g), mientras que en las plantas de acelga

(a=0.005) el testigo supero a ambos tratamientos (0.9 g).

Por otra parte en el tamafio de las hojas también se encontraron diferencias
estadisticas (a=0.006) (tabla 6), pues el tratamiento con Azospirillum aumento el
tamafio de las hojas de papalo en un 42% (3.9 cm) que el testigo (2.73 cm),
aunque también Rhizobium super6 ligeramente al testigo pues aumento el
tamafo en un 6% (2.9 cm), en cuanto a las hojas de cebolla el tratamiento con
Azospirillum tuvo un incremento solo del 2% (14.45 cm) que el testigo (14.08 cm)
y este quedd en segundo lugar, superando a las plantas que se inocularon con
Rhizobium (10.91 cm) (a=0.004), mientras tanto el testigo obtuvo hojas mas
grandes (8.55 cm) en las plantas de acelga superando levemente a los

tratamientos con las bacterias inoculadas(a=0.05).
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En cuanto a la variable del peso de la raiz en seco, se encontraron diferencias
estadisticas (a=0.0065) ya que las plantas de papalo inoculadas con Azospirillum
incremento un 112% el peso en seco (0.0728 g) con respecto al testigo (0.0343
g), mientras que las que fueron inoculadas con Rhizobium incremento solo un
8% (0.0371 g) superando ligeramente al testigo. En cuanto a las plantas de
cebolla y de acelga no existio diferencias estadisticas entre los tratamientos con

respecto a esta variable.

Sobre la variable del peso en seco de las hojas, se encontraron diferencias
estadisticas (a=0.05) en plantas de papalo, pues las que fueron inoculadas con
Azospirillum obtuvieron un incremento del 174% en el peso seco de las hojas
(0.406 g), no obstante, aquellas que fueron inoculadas con Rhizobium tuvieron
un incremento en el peso de un 72% (0.256 g), ambos tratamientos superando
al testigo sin inocular (0.148 g). Mientras tanto con las plantas de acelga (a=0.01)
resulté que aquellas plantas que formaron parte del testigo obtuvieron un mayor
peso (0.683 g) que las plantas inoculadas con Azospirillum y Rhizobium (0.418
g y 0.333 g), por ultimo, no se encontraron diferencias estadisticas en los

tratamientos en peso de las hojas de cebolla.

Acerca de la variable masa total en seco, hubo diferencias estadisticas
(p=0.0002), donde las plantas de papalo inoculadas con Azospirillum obtuvieron
un incremento del 156% (0.618 g) que las plantas inoculadas con Rhizobium con
un incremento del 11% (0.268 g) pero, ambos tratamientos rebasaron al testigo
(0.241 g). En el caso de las plantas de acelga (a=0.02) el testigo sobrepasé a
ambos tratamientos teniendo un mayor peso (0.911 g), referente a las plantas de
cebolla no existi6 diferencias estadisticas entre los tratamientos. Con respecto al
namero de hojas no se encontraron diferencias estadisticas entre los

tratamientos.
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Tabla 6. Medias de tamafio de hojas, peso de raiz en seco, peso de hojas es
seco masa total en seco e indice de efectividad de inoculacién de plantas de
papalo, cebolla y acelga inoculadas con cepas de Rhizobium y Azospirillum.

Papalo IEI (%) Cebolla IEI (%) Acelga IEl (%)
Tamaiio de hojas (cm)
Azospirillum  3.9+0.41a 42 14.45+0.97a 2 7.05+0.97ab -
Rhizobium 2.9+0.31ab a =0.006 6 10.9167+1,68b a=0.004 - 6.55+0.90b a=0.05 -
Testigo 2.73+1.35b - 14.0833+2.16a - 8.55+1.89a )
PesoraizenS (g)
Azospirillum  0.0728+0.02a 112 0.006+0.003a - 0.085+0.02b -
Rhizobium 0.0371+0.01b «=0.0065 8 0.004+0.002a o =031 - 0.078+0.02ab ¢ =0.06 -
Testigo 0.0343+0.02b - 0.004+0.002a - 0.136+0.06a _
Peso de hojas S (g)
Azospirillum  0.406+0.21a 174 0.0460.02+a - 0.418+0.07b -
Rhizobium 0.256+0.18ab o =0.05 72 0.027+0.01a a=024 - 0.333:0.09 ¢ =0.01 -
Testigo 0.148+0.08 b - 0.0305+0.01a - 0.683+0.31a _
Masa totalen S (g)
Azospirillum  0.618+a 156 0.040+0.03a - 0.618+0.12ab -
Rhizobium 0.268+b a=0.0002 11 0.034+0.01a a=079 - 0.458+0.14b ¢ =0.02 -
Testigo 0.241+b 0.043+0.02a - 0.911+0.40a _
Num. De hojas
Azospirillum 115 +2.16a a =027 32 2.8+0.51a - 5.83x1.16a -
Rhizobium 11.0+1.89a 27 2.1+0.75a a=0.1 - 6.83£1.32a a =0.25 -
Testigo 8.66+4.54a - 2.6x0.51a - 6.66+0.51a -

*Letras diferentes indica diferencia estadistica en los tratamientos
*1El: Indice de efectividad de inoculacién
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8. DISCUCION
De acuerdo con lo reportado en esta investigacion, las caracteristicas

morfologicas presentes en las cepas aisladas de las plantas de frijol y haba son
similares a lo reportado por Lopez-Alcocer et al., (2017), donde aislaron cepas
de Rhizobium en plantas de frijol, describiendo cepas de color blanco, de forma
circular, convexas y lisas, estas caracteristicas que también coinciden con las
descritas por Valenzuela (2018), incluso la observacion microscopica con la
presencia de bacilos Gram negativos. Por otro lado, Granda-Mora et al., (2013)
encontraron las mismas caracteristicas a nivel colonia describiendo colonias
lisas de color blanco y nivel microscépico observando bacilos cortos Gram

negativos caracteristicas referentes al género Rhizobium.

Aunque solo se manejaron dos cepas para el medio PGA + VB, Matos et al.
(2007) citado por Mulford et al., (2012) plantean que la fermentacion de la
glucosa no es una fuente de carbono preferida por los rizobios por lo que, no es
tipico para el género Rhizobium, por lo que no se tomé en cuenta la cepa que

tuvo el cambio de coloracion en la placa.

Aguilar et al., (2021) nos menciona que dentro de las leguminosas (familia
Fabaceae) las especies mas conocidas de hortalizas son Phaseolus vulgaris L.
(frijol), Vicia faba L. (Haba), Medicago sativa L. (Alfalfa), Lens culinaris Medik
(lenteja), entre otros. Esta familia es de importancia en los agroecosistemas pues
incrementan la fertilidad de los suelos a través de la fijacion simbiotica del
nitrégeno a través de la simbiosis Rhizobium- leguminosa segun Lopez-Ortiz et
al., (2012). Por lo que en los nodulos de las plantas que se recolectaron se

encontré a Rhizobium una bacteria que se asocia en este tipo de plantas.

Las semillas que se inocularon con Rhizobium y Azospirillum alcanzaron su
maximo germinativo entre el tercer y cuarto dia, teniendo un porcentaje de
germinacion entre el 33% y 53% para las semillas de papalo y un 10% al 20%
en semillas de acelga, resultados similares a los obtenidos por Blanco et al.,
(2018), que con una cepa de Rhizobium registraron al cuarto dia de la
germinacion de semillas de pimienton, teniendo un porcentaje de germinacion
del 47% con respecto al control, caso contrario para las semillas de lechuga pues
no hubo efecto promotor en la germinacién con ninguna de las cepas utilizadas

en este estudio. Mientras que Reyes et al.,, (2008) describe que obtuvieron
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incrementos en la germinaciéon del pimentén cercanos al 10% con aislados de
rizobios con la cepa 25 de Rhizobium sp., aunque esta cepa no incremento la
germinacion del maiz, fue mas sensible a la inoculacion de la cepa 23 de
Azospirillum sp. con un incremento del 20%. La calidad de la semilla es una
combinacion de factores que determinan la capacidad de siembra que incluye
atributos fisicos, fisiolégicos, genéticos y de salud que pueden verse afectados
directamente por las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (RPCP)
o (PGPR, por sus siglas en inglés), son microorganismos valiosos que pueden
inducir la segregacion de fitohormonas, como auxinas, acido gilberélico, acido
abcisico, y citoquinas que tienen un papel importante en el crecimiento de las
plantas. Las giberelinas son fitohormonas que influyen en algunos procesos de
desarrollo de plantas como la germinacion, ya que actian desde la ruptura de
latencia, el crecimiento de los embriones hasta la emergencia de la plantula
Sayyed y Gavicho Uarrota (2022).

Con relacion a las semillas de cebolla, no se observo un efecto de las bacterias
en la germinacion, algunos estudios han reportado que hay una sensibilidad en
las semillas ante diferentes sustancias inductoras por las rizobacterias, tal es el
caso de HukutmHa et al., (2004) que dependiendo de las concentraciones de
lectina producidas por Azospirillum sp. estimulan o inhiben la germinaciéon en
semillas de cebolla y trigo. Sin embargo, se presenté la aparicién de un hongo
en las semillas, de acuerdo con las caracteristicas que se observaron
concuerdan con lo descrito por Renteria-Martinez etal., (2018), quienes
describen algunas especies de Fusarium, coincidentes con la especie Fusaryum
oxypurum; las semillas que presentaron este hongo tenian un aspecto velloso
blanquecino y pintaron de color purpura el lugar donde se encontraba la semilla.
Esto puede deberse a que se encuentra una microflora en la semilla y que puede
desarrollarse mejor en semillas con altos contenidos de humedad, ademas de
tener temperaturas favorables que pueden provocar el crecimiento de hongos
(Doria, 2010).

Son escasos los estudios sobre los efectos de baterias fijadoras de nitrégeno en
plantas como el papalo, cebolla y acelga. Sin embargo, cabe mencionar que, Si
bien no se utilizaron las mismas especies vegetales para ese experimento, se

utilizaron los mismos géneros bacterianos. Picazevicz et al., (2017) reportaron
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que las plantas de maiz inoculadas con Azospirillum brasilense aumentaron la
masa seca de la raiz y la masa seca total en un 33%, por otra parte, mencionan
gue tuvieron un reduccion de la altura y de la materia seca aérea del maiz con
inoculacién de Rhizobium tropici, por lo que, en este trabajo se obtuvieron
resultados similares pues Azospirillum sp. presento una mayor estimulacion en
el crecimiento de plantas de papalo pues hubo un incremento del 40% al 160%
en la mayoria de las variables evaluadas, como sefialan Goswami et al., (2016),
las plantas responden a cualquier fitohormona de la rizosfera que haya sido
complementadas por la flora microbiana o que haya sido producida por la flora
externa. Estas fitohormonas que son producidas por las RPCP que incluyen a
Rhizobium y Azospirillum, pueden afectar procesos que incluyen el alargamiento,
la divisidén y la extension de las células vegetales en raices simbidticas y no
simbidticas. El &cido indol-3-acético (IAA) es una fitohormona importante, ya que
regula varias etapas del crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo el
alargamiento, la divisién celular, la diferenciacion de tejidos y ayudan en la
dominancia apical, de igual modo las citoquinas también participan en estas
respuestas fisiol6gicas, ademas tiene un impacto significativo en el crecimiento
de las hojas, la ramificacion, la produccion de clorofila, la promocién de la

germinacion de las semillas y el retraso de la senescencia.

Por otro lado, Santillana et al., (2005) obtuvieron un incremento del 64% al 70%
en la materia seca total en plantas de tomate con tres cepas de Rhizobium,
ademas de un incremento del 159% en la materia seca de la raiz, por lo contario
no encontraron diferencias significativas en la variable de la altura, esto difiere
con lo encontrado en esta investigacion, ya que en la plantas de papalo el
tratamiento de Rhizobium sp. fue inferior al tratamiento con Azospirillum sp.
teniendo solo un incremento del 10% al 70% en la mayoria de la variables, siendo
superior al tratamiento testigo. Con respecto a las plantas de cebolla, solo en las
variables de la altura, masa total en himedo y el peso de la hoja en humedo, se
observd un efecto de Azospirillum sp. ya que aumento la biomasa en un 20%.
Por otro lado, el estudio de Cruz Romero et al., (2016), reportan la altura de
plantas de cebolla de 21.35 cm y un peso seco de 0.09 g inoculadas con

Azospirillum sp. valores superiores a los obtenidos en este trabajo (20.75 cm y
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0.040 g), ademéas el tratamiento testigo rebaso a las plantas de cebolla que

estaban inoculadas con Rhizobium sp.

No se detectd un efecto de la inoculacion de Rhizobium y Azospirillum en las
plantas de acelga, ya que el testigo supero a ambos tratamientos en todas las
variables. Valery & Reyes (2013) mencionan que la diversidad de respuestas
gue se obtienen con los inoculantes puede depender de varios factores, entre
ellos las propiedades de la planta hospedera y los microorganismos inoculados,
los cuales establecen competencia entre ellos por los exudados radicales de la

planta, y los nutrientes del suelo.

Segun Pereg etal., (2015) las especies de Azospirillum tienen un impacto
positivo en 113 especies de plantas, de las cuales 14 son gramineas y el resto
de ellas se encuentran 34 familias botanicas, incluyendo a la familia Asteraceae
a la que pertenece el papalo. La afinidad de Azospirillum a diferentes plantas
puede deberse a que la conforman diferentes especies y cepas, también puede
presentar otros mecanismos, sin una fijacion segura a la planta, la lluvia o el riego
pueden mover las bacterias del rizoplano y dejar que mueran en el suelo al
carecer de nutrientes, también mencionan que la relacion entre Azospirillum y la
planta es un mutualista una posible especificidad del huésped que involucra las
células adheridas de Azospirillum y el huésped en cualquier nivel, ya sea genero,

especie o cepas.

Otra de las razones por las que Rhizobium no fue tan efectivo en el crecimiento
de las plantas, puede deberse a la concentracion del inoculo, pues se utilizé una
concentracion de 3.27 x 10° UFC, es posible que a menor concentracion de
bacterias menos posibilidades existan de infectar a la planta hospedera. De
acuerdo con Chipana et al. (2017) las concentraciones de Rhizobium etli en la
inoculacion de frijol, debe ser de 2.5 x10° cel/ml, generando una efectividad del
84.02 % en la generacion de nodulos, al igual que un mayor rendimiento de la
planta. Por otra parte Lambers et al., (2008) mencionan que la especificidad entre
huésped-rizobio esta determinada por el tipo de flavonoide que libera el huésped
y la sensibilidad del rizobio para un tipo determinado de flavonoide, aunque esta
es una opcién, también la especificad huésped- Rhizobium, se deba a la
interaccién de las lectinas del pelo de la raiz con carbohidratos especificos de la
superficie bacteriana, por otra parte entre el 1 y 5% de todos los pelos
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radiculares se infecta y solo el 20% de estas infecciones provoca nodulos, esto
se debe a la produccion de quitinasas, en una fase temprana de la infeccion, el
huésped produce una quitininasa que descompone los factores Nod de las
especie de Rhizobium, de esta manera impide la entrada de bacterias que no
puedan constituir una simbiosis, por lo tanto este es otro factor que atribuye a
esta especificidad. Debido a que en cada una de las variables evaluadas el
testigo supero al tratamiento con Rhizobium en las plantas de cebolla y acelga
en las no hubo un efecto en el desarrollo, por ende no se logré establecer una

simbiosis entre Rhizobium y estas plantas.
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9. CONCLUSIONES

En base a los hallazgos obtenidos en este estudio de investigacion, se presentan
las siguientes conclusiones:

Se identific que el microorganismo aislado de los nédulos de la Vicia faba
corresponde al género Rhizobium sp.

Rhizobium sp. y Azospirillum sp. aceleraron la germinacion reduciendo los
dias, mientras que Azospirillum sp. aumento el porcentaje de germinacion

en semillas de papalo y acelga.

Azospirillum sp. tuvo mayor efectividad en la mayoria de las variables
evaluadas en plantas de pépalo, mientras que en la cebolla solo en la
altura, masa total en humedo y peso de hojas en humedo.

La acelga es una hortaliza que no es compatible con las bacterias
Rhizobium sp. y Azospirillum sp. por ende no se observé un efecto en el
crecimiento de las plantas.

Seguir realizando estudios con bacterias fijadoras de nitrégeno con
plantas que sean de consumo humano, ya que estas bacterias son una
herramienta fundamental para lograr una produccion de calidad en los
alimentos y reducir los costos de produccién, ademas de la conservacion

del medio ambiente al reducir el uso de fertilizantes nitrogenados.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de los datos recolectados de las pruebas en invernadero

con respecto a las variables de las plantan en el primer corte.

N. cosecha T Altura (cm) M total en H (g) Peso de raizH Peso hiojas en H Num. De hojas Peso del bulbo Tamano de hojas cm Peso raizen S Peso de hojas S Masa total en S
1|R-P 16 0.8 0.1 0.5 8| 2.2,1.1,23,25,25,2.5,2.7,2.6 0.018] 0.067| 0.1
1[R-P 13.5 0.5 0.1 0.1 8| 25,2517,17,24,2.4,1.8, 1.8 0.02 0.041 0.06
1|R-P 4.5 0.2 0.01] 0.01 3 0.6,0.7,0.7 0.001] 0.001 0.004
1|R-P 18| 11 0.2] 0.7] 10) 1.8,18,1.2,12,3,3,33,21,15,15 0.021] 0.09] 0.134
1[R-P 12.7 0.3 0.01] 0.2 8| 2.1,19,15,152,23,23,06 0.013] 0.029] 0.045
1|R-P 8| 0.1 0.001] 0.02 3 1.4,0.9,1.3 0.003] 0.008] 0.015
1[R-C 15 0.1 0.001] 0.01 2 33,12 0.002] 0.008] 0.009
1|R-C 13 0.048 0.005 0.03 2] 8,10 0.001 0.009 0.01
1[R-C 8| 0.035] 0.006] 0.031 2 75,13 0.001] 0.004] 0.006
1[R-C 10 0.044] 0.11] 0.036] 1 11 0.002] 0.006] 0.008
1|R-C 14 0.172 0.24 0.156 2] 14.8, 8.5 0.004 0.015 0.017
1[R-C 0) 0 0) 0) 0) 0 0) 0
1|R-A 10) 1.8 0.1] 13 4 5.2,5.2,4.9,5.5 0.025 0.106 0.136
1[R-A 11.8 1.5 0.1 11 7 53,5.1,43,52,24,3,51 0.02 0.086| 0.114
1[R-A 10.8 1.4 0.1 1 6) 4.7,5.2,,4.7,4,35,3.8, 0.025] 0.078] 0.1
1[R-A 11 2.8 03 2 8| 6.5,6.5,5.9,3.6,3.9,2.8,3.3,3.3 0.038) 0.15 0.186
1[R-A 16.5 2 0.1 1.4 5 4.8,4.8,5.4,3.4,33 0.016] 0.103 0.142
1[R-A 10.5 2.1 0.1 1.7 5 5.1,34,52,558 0.017] 0.121 0.145
1{T-P 13.5 0.6 0.01] 0.3 3 22,183, 0.009] 0.051 0.075
1T-P 9.1 0.3 0.01 0.1 6) 23,17,19,18,17,1.8 0.003] 0.022 0.032
1|T-P 13 0.4 0.01 0.2 10) 2.2,2.2,1.8,1.8,1.8,1.8,0.7,0.7, 1.6, 1.6 0 0.041 0.091
1{T-P 12 0.2 0.01] 0.1 8| 2.9,29,16,16,18,18,17,1.7 0.025] 0.022 0.034
1T-P 12.5 0.2 0.01 0.1 4 24,24,2.2,09 0.013] 0.032 0.046
1{T-P 13.5 0.3 0.01] 0.1 5 24,19,21,16,14 0.019] 0.033 0.043
1y1-C 13 0.071] 0.02 0.56} 2 12,11 0.002] 0.003 0.025
1yT-C 14 0.093] 0.2 0.84] 2 13,5 0.002] 0.008] 0.009
1yT-C 17.5 0.075] 0.1 0.57] 1 14.5 0.001] 0.004] 0.006
1y1-C 13 0.56) 0.013 0.43 2 115,10 0.002] 0.004] 0.005
1|T-C 13 0.078] 0.12] 0.61 2 11,4 0.002] 0.005 0.006
1{1-C 12 0.04] 0.006] 0.027] 1 10 0.001] 0.005 0.006
1[T-A 10.5 3 0.2 2.1 7 2.8,3.1,26,3943,69,7.7 0.024) 0.16] 0.21
1[T-A 14 31 0.2 2.3 6) 24,48,72,78,48,2 0.028] 0.16] 0.21
1[1-A 113 2 0.2] 15 5 2.2,5.8,4.6,53, 6.1 0.032) 0.11 0.14
1[T-A 13.5 1.8 0.2 1.2 7 2.9,3,3.6,55,33,59,6.7 0.02 0.1 0.13
1[T-A 11.5 1.2 0.1 0.9 6) 4.4,4.9,2.2,2.1,2.6,1.1 0.016] 0.055 0.074
1|7-A 12 1.4 0.1 0.9 5 6.1,6.1,59,3.4,2 0.014 0.079 0.1
1[|A-P 12.5 0.6 0.1 0.3 5 2.8,0.8,18,25,2.6, 0.027] 0.052 0.073
1|A-P 19 13 0.2] 0.7} 5 3,21,28 27,24 0.033 0.025 0.18
1[A-P 12.5 0.5 0.09] 0.3 4 23,2,14,0.8 0.019] 0.38] 0.055
1|A-P 11.5 1.1 0.2 0.6 5 1.4,2.7,3.4,2.9,2 0.031] 0.09] 0.13
1|A-P 11.5 0.4 0.09 0.2 4 2.9,1,0.8,2 0.0009; 0.041 0.057
1[A-P 15.5 0.8 0.09] 0.5 5 247,2.8,24,12,28 0.012] 0.071 0.104
1]A-C 18| 0.192 0.019 0.177 2] 16.5,9.3 0.009 0.035 0.036
1[A-C 16 0.178] 0.039] 0.162 2 15,16 0.005] 0.048] 0.051
1|A-C 14 0.152] 0.038] 0.126] 2 12,85 0.007] 0.03 0.032
1]A-C 15.5 0.148 0.022 0.129 1 14.7 0.004 0.035 0.036
1[A-C 17 0.17] 0.021] 0.137] 2 15.5,7.5 0.005] 0.025 0.03
1|A-C 15 0.098] 0.025 0.084] 2 14,4.9 0.007] 0.019] 0.031
1|A-A 13 2.8 0.4 2.2 7 6.9,7.9,46,44,3,2, 0.042] 0.16| 0.21
1|A-A 10 1.3 0.2 1 6) 4.4,4.4,3.9,4.1,34,23 0.023] 0.086] 0.1
1|A-A 13.5 2 0.1] 13 6| 4.7,5.5,4.6,1.6,3.4, 2.6, 0.015) 0.12 0.17
1|A-A 14.5 31 0.2 2.3 5 59.77, 63.75, 70.51, 75.43, 26.02 0.026] 0.18] 0.24
1|A-A 12 2.3 0.1 1.8 5 34,43,65,73,3 0.017] 0.12 0.15
1|A-A 14 2 0.1 15 5 3.8,3856,5935 0.013] 0.12 0.15
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Anexo 2. Tabla de los datos recolectados de las pruebas en invernadero con

respecto a las variables de las plantan en el segundo corte.

N. cosecha |Ti M total en H|Peso de raizH |Peso hojas en H |Num. De hojas|Peso del bulbo |Tamano de hojas cm Peso del bulbo en seco|PesoraizenS |Peso de hojas S|Masa total en ¢
2[R-P 23 3 0.3 1.9 10 4.7,4.7,4.4,4.4,3.2,3.5,2.7,2.7, 1.1, 2.7 0.043 0.24 0.4
2|R-P 17.1 1 0.1 0.7 8 3.5,35,3.3,3,2.1,2.1, 25,25 0.013 0.62] 0.1
2|R-P 23.9 3.3 0.4 2 13| 3.5,35,5,5,3.3,3.3,3.6,3.2,15,059, 25 0.057 0.22] 0.34
2|R-P 26.3] 2.5 0.3 1.3 11 4.5,4.9,35,3.1,2.9,3,3,33,25,2,2 0.033 0.14 0.25
2|R-P 27 3.5 0.3 2 13 4.9,5,5.7.3.2,3,2.9,4,25,25,15,15,1.1,0.8 0.048 0.22 0.37
2[R-P 18.4| 1.4 0.2 0.9 11 3.9,4,3,3,3.6,3.619,19, 11, 13,09 0.029 0.1 0.15
2|R-C 19 0.3 0.1 0.1 3 0.026(17.4, 5.5, 12 0.004 0.006 0.046 0.055
2|R-C 20 0.25/ 0.025 0.2 2 0.013(17.6, 10.5 0.003 0.009 0.041 0.049
2|R-C 11.5 0.13 0.013] 0.11 2 0.052(10.5, 10.5 0.005! 0.004 0.018] 0.022
2|R-C 16.5 0.3 0.03! 0.21] 1 0.019|10 0.005 0.002 0.025 0.036
2|R-C 14| 0.12] 0.009 0.095 2 0.023(10.7, 9.5 0.002 0.003 0.008 0.012
2|R-C 20 0.36| 0.012 0.028 3 0.04{17.5, 1.5, 8.9 0.002 0.002 0.024 0.031
2[R-A 18.8) 5.6 0.7 4.2 6 6,10.2,4.6,3,6.2,10.7 0.095 0.31 0.42
2|R-A 18.5 6.1 0.7 4.5 6 11,11.5,8.3,6.5,4.1,5.5 0.095 0.35/ 0.47
2|R-A 18.8 5.9 0.6 4.3 6 9.7,8.7,8.9,5.5,4.5,4.2 0.093 0.36! 0.48
2|R-A 22.7 6.9 0.4 4.5 8 11.7,10,10,4.6,5.2,4.9,2.2,3.8 0.048 0.39] 0.58
2|R-A 17 2.8 0.3 2 6 3.9,2.5,8,5.5,6.5,3.8 0.043 0.15] 0.20
2|R-A 21.5] 7.9 0.6| 5.6 9 12.5,12.2,8.5,6.4,4.3,7,2.3,3,1.9 0.099 0.44 0.60
2|T-P 19.5 1.9 0.1 1.2 9 2.9,2.9,4.5,45,23,2.3,3.3,3316 0.031 0.15/ 0.23
2|T-P 24.5] 3.4 0.3 2.1 12 4.5,4.5,3.8,3.8,3,3,5,5,25,25,23,2.3 0.062 0.24 0.41
2|T-P 25.5] 2.8 0.2 1.6 11 4.3,4.3,4.6,4.6,2.3,23,2.7,2.7,2,2,2,2 0.039 0.21] 0.34
2|T-P 26 2.8 0.3 1.6 12 4.5,4.5,3.2,3.2,4.5,4.5,2.6,2.6,2.4,2.4,2.2,2.2 0.044 0.18] 0.31
21-p 19.1] 1.4 0.2 0.9 3 4.2,4.2,3.9,3.9,2.3,2.3,2.2,2.2,15, 15 0.03 0.11 0.16
2|T-P 0 0| 0| 0 0 0 0| 0
2|T-C 19.5 0.21] 0.012 0.16] 2 0.024(16.5, 6.4 0.002 0.001 0.016 0.022
2|T-C 19.5 0.49 0.028| 0.4 3 0.035|14, 15.4, 17.1 0.003 0.003 0.032 0.04
2|T-C 15.7 0.23] 0.023 0.18] 3 0.031{12.5, 7.5, 13.6, 0.002 0.004 0.015 0.021
2|T-C 21 0.41] 0.035 0.31] 3 0.04(17., 17.5, 11.5 0.004 0.005 0.02! 0.033
2|T-C 22.5] 0.67' 0.051 0.63] 3 0.03(4.5, 20, 21.5 0.004 0.007 0.05! 0.09
2|T-C 20.2] 0.54 0.037 0.45] 2 0.033|19, 15, 13.5 0.004 0.005 0.05! 0.057
2[7-A 14] 5.1 0.3 3.6 7 10,9, 6.5, 6.2,3.2, 2.4, 2.4 0.042 0.25 0.33
2|T-A 21 14.7 1.3 11.5 7 152, 14,9.8,11.5,6.2,5.5 0.21] 1 1.27
2|T-A 24.5] 14.8 1.4 9.5 7 14.7,13.2,12,10.5,6.5, 6, 6 0.17] 0.79! 1.08
2|T-A 22 17.8 1.2 11.1 7 12.5, 13, 12,10, 6.2,.6.2, 3.1 0.2 0.95 1.22
2[7-A 16.5, 6.3 0.6 4.2 6 10, 8.5, 9.1, 5.7, 5.8, 4.5, 0.11 0.33 0.48
2|T-A 23.5] 15.5 0.6 9.3 6 14.5,15.7,12.4,7.7.5,8.4 0.086 0.78] 1.09
2|A-P 29 5.4 0.6 3.3 13| 5.5,55,5,5,4,4,3,3,55,55,2.2,2.2, 25 0.11] 0.79! 0.67
2|A-P 29.4] 5.3 0.5 3.2 12 6,6,4,4,45,45,5,5,3.1,3.1, 25,25, 0.081 0.46! 0.6
2[A-p 30.4 5.1 0.4 2.9 14 5,5,5.1,5.1,3.6,3.6,4.6,4.6,3,3,2, 2, 2.5, 2.5 0.073 0.41 0.41
2|A-p 26.6 3.6 0.3 2.2 10 5.5,5.5,3.5,3.5,4.7,4.7,5.4,5.4, 4,3, 1.5 0.054 0.28 0.73
2|A-P 26 3.8 0.4 2.3 12| 4.5,4.5,5.5,5.5,4.4,4.4,2.4,2.4,2.5,2.5,2.2,2.2 0.072 0.32] 0.57
2|A-P 21.5] 2.2 0.3 1.4 8 4.5,4.5,5,5,3,3,2,2 0.047 0.18] 0.73
2|A-C 21.5] 0.52] 0.076| 0.44] 2 0.036(6, 16, 19.7 0.004 0.009 0.079 0.087
2|A-C 21.5] 0.56) 0.066| 0.52] 3 0.055(20.5, 6.5, 17.5 0.009 0.01/ 0.01/ 0.011
2|A-C 21.5] 0.54] 0.45 0.43] 3 0.042(19.5, 17, 6.5 0.005 0.006 0.052 0.063
2|A-C 22 0.61/ 0.28| 0.47] 3 0.09(19.5, 15.5, 12.5 0.024 0.004 0.081 0.01
2|A-C 18 0.32] 0.011 0.3 3 0.029(9, 14, 16.5 0.004 0.002 0.024 0.033
2|A-C 20 0.51/ 0.055 0.46/ 3 0.04(19, 12, 15 0.004 0.007 0.035 0.041
2|A-A 16 5.1 0.7 3.7 4 9.5,9.8,6,4 0.12] 0.45] 0.67
2|A-A 18.9 6.7 0.5 5 6 8.5,3,4,85,12.3,11 0.091 0.44 0.6
2|A-A 17.5 5.1 0.4 3.8 5 7,9.5,9,5.2,5, 0.072 0.3 0.41
2[A-A 21 6.9 0.4 5, 6 13, 6.8, 5.7, 4.9, 6.8, 10.5 0.063 0.44 0.73
2[A-A 22 6.2 0.4 4 7 11, 10.5, 10, 3, 7.7, 4.5, 2.4, 0.065 0.37 0.57
2|A-A 24 7.1 0.5 4.9 7 5.5,55,3,4.7,15,8,83 0.091 0.51/ 0.73
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Anexo 3. Tabla de los datos recolectados de las pruebas en invernadero con

respecto a las variables de las plantan en el tercer corte.

N. cosecha |Tratamiento |Altura (cm) __<_ total en H (g) |Peso de raizH |Peso hojas en H [Num. De hojas |Peso del bulbo|Tamano de hojas cm Peso del bulbo en S|PesoraizenS |Pesode hojasS |Masatotal enS
3|R-P 38 8.5 0.9 5 19 5,5,5,4.5,3.6,3.6,4.3,2.6,2.6,2,3.4,3.3,3.3,5.8,5.5,3.2,2,1,1 0.16] 0.61] 1.123
3|R-P 38.5 8.2 1.3 4.7 19 5.1,5.1,6,6,4.6,4.6,4,5.3,2.8,2.1,2.1,2.1,1.8,3.3,3.3,3.3,3.3,2,8 0.19 0.57 1.100)
3|R-P 40 9.4 1.4 5.6 17 6.4,4.2,5.7,5.7,4.6,4.6,5,4.4,4.4,3.7,3,3,2.9,1.7,1.5,1.5 0.26] 0.71] 1.360
3|R-P 39.5 7.9 1.3 4.4 18| 4.6,4.6,5,5,2.1,1.1,1.6,1.6,2.6,4.5,5.5,5.5,3.3,3.3,6,2.5,3,0.5 0.2 0.57 1.085
3[R-P 37.7 6.6 1.4 3.8 28] 4.5,4.5,4.1,4.1,3.2,3.5,4,4,3.5,3.5,2,2,3,1.6,2,2,2.5,2.5,2.5,3,3,3,3,2,2.7,1.4,1.4 0.15 0.43 0.806
3|R-P 0| 0| 0 0| 0 0 0 0| 0
3|R-C 20 0.4 0.054 0.3 3 0.07(16,5,12 0.005 0.005 0.023 0.030
3|R-C 22.5 0.7 0.034 0.5 3 0.1/9,11.5,20 0.007 0.007 0.039 0.050
3|R-C 24.5 1.1 0.060 0.9 4 0]9,20,6,22.5 0.008 0.004 0.097 0.112
3|R-C 18.5 0.8 0.1 0.6 3 0.1|9,16.9,16.9 0.013 0.013 0.071 0.091
3|R-C 24.3 1.2 0.45] 0.9 4 0.1)13,15,21.5,22 0.009 0.008 0.087 0.101
3|R-C 21.5 0.7 0.32] 0.6 3 0|17.5,20,14 0.002 0.007 0.045 0.054
3|R-A 22.5 13 1.1 8.2 9 12.5,10.2,9,5,9.3,5,3.5,7,5.6 0.25] 0.76! 1.21
3|R-A 23 12.2] 1.6 7.7 9 16,13,12,6,9,7,7,4.5,8 0.30] 0.67 1.08
3|R-A 17 17.5 1.5 10.6 7 9.8.5,9.5,8.5,5.5,6.5,9 0.27] 0.98 1.53
3[R-A 18.5 9 1.9 6.3 7 10,9,9,9.5,7,7.5,4.4 0.358 0.62. 0.93
3|R-A 19 6.6 0.9 4.6 6 7,5,10,5,6,9.5 0.15] 0.4 0.57]
3|R-A 18 6.1 1.1 4.5 5 8.5,9,4,6.58.3 0.21] 0.41] 0.59
3|T-P 30 6 0.6 3.4 14 5.5,5.5,3,3,5,5,5,5,3.5,2,2.1,2,3,2 0.15] 0.50) 0.93
3|T-P 36.5 8.9 1.4 5.3 20 4.5,4,4,4.2,4.2,4,7,7,5.5,5.5,1.5,3,3,3,5.5,5.5,4.5,4.5,2,3 0.24] 0.65! 1.23
3|7-P 34 7.8 0.9 4.6 18 4,4,4.5,4.5,5,5.5,5.5,4,4,3.9,2,6,3.6,1,2,1.7,3 0.19 0.60| 1.08
3|T-P 35.5 7.8 0.7 4.5 16 5.5,5.5,6,6,4.5,4.5,3,5,3.2,3.2,3.2,3.2,4,1.5,1.5,2.5 0.14] 0.55/ 1.07
3(T-p 35 7.4 0.9 4.3 13 5.5,5.5,4.8,4.8,4.5,2.2,2.2,4,4,4.8,3,2.7,2.5 0.19 0.54 1.06
3|T-P 0| 0| 0 0| 0 0 0 0.00) 0
3|T-C 23 1.1 0.050 1 3 0.025|14,19.5,21 0.006 0.008 0.062 0.070
3|T-C 26 0.9 0.1 0.7 3 0.039|9,20,24.5 0.007 0.012 0.095 0.1
3|T-C 26.4] 1.2 0.1 1.1 4 0.19,18,20,24.3 0.009 0.014 0.0847 0.1
3|T-C 30) 1.9 0.039 1.7 4 0.1]6,23,26,24 0.01] 0.007 0.24] 0.026
3|T-C 30 1.7 0.021 1.5 3 0.1)21,25,25 0.007 0.006 0.20) 0.22
3|T-C 23 1 0.054 0.7 3 0.035|16,21,21 0.007 0.008 0.078 0.092
3|T-A 18 17.3 2.5 11.1 6 8.2,12.2,12.5,10.5,6.3,4 0.55] 1.17 1.75
3|T-A 19.8 10.5 0.9 7.7 6 9,10,10.3,8.5,8.1,4 0.22] 0.71] 0.98|
3[T-A 19 7.5 0.8] 5.2 5 10.7,9.2,10.2,3,8.3 0.13 0.46 63
3|T-A 24.9 19.1 3.6 13.4 6 14.6,13.8,11,11,13,7.5 0.71] 1.12 1.77
3|T-A 21 12.7 1.7, 8.2 7 11,11.5,7,10.7,11.5,8,5.5 0.33 0.84] 1.28
3|T-A 15 8.2 2.2 5.9 6 7.5,9.5,5,6,7.5,5 0.46] 0.51] 0.73
3(A-P 29.5 6.1 1.2 3.9 17 5.2,5.2,5,5,4,4,5,5,4,4,3,3,1,2.3,2.7,1.7,2.1 0.20 0.50 0.88|
3|A-P 33 6.9 1.4 4.3 16 5.1,5.1,5.2,4.5,4.5,4.1,4.1,3.3,3.3,3,3,3,1.7,2,2,1.5 0.23 0.56! 1.05
3|A-P 34 7.1 0.9 4.4 16, 5.3,5.3,4.3,4.3,2.8,2.8,3.6,5,5,5.5,5.5,4.4,4.4,2,2.5,2.5 0.16] 0.57 1.01
3|A-P 36 7.2 0.7 4.6 17 6,6,5.5,5.5,4.5,4.5,3.2,3,3,2.7,2,2,3,3,4,4.6,2 0.15 0.61 1.08
3|A-P 36.1 9 1.3 5.4 19 5.5,5.5,5,5,6,6,5.6,5.6,6,6,3,3,4.2,4.2,2.6,2.6,3,1.6,2 0.22] 0.71] 1.30
3|A-P 42 10.2 1.9 6.1 20 6.2,6.2,5.5,5.5,3.5,3.5,5,5,2.5,2.5,2.2,2.2,4,4,1.8,1.8,2,3,2,2 0.32 0.83 1.41
3|A-C 28 2.2 0.3 1.8 4 0.2|16.6,21,21.5,26.5 0.023 0.031 0.17 0.20]
3|A-C 25 1.8 0.1 1.4 3 0.2|20.5,23.2,23.5 0.017 0.019 0.20| 0.23
3|A-C 25 1.5 0.3 13 3 0.2|117.9,19.6,23.5 0.012 0.026 0.11] 0.13
3|A-C 19.5 0.7 0.1 0.6 3 0.1/10.1,4.5,18 0.007 0.021 0.045 0.62
3|A-C 20.3 1.1 0.2 0.9 3 0.2|14.5,18.5,19 0.023 0.026 0.081 0.11
3|A-C 20 0.9 0.045 0.6 3 0.2|12,16,17 0.016 0.007 0.092 0.18]
3|A-A 23 13.3 3.6 8.8 6 10.5,10.5,10.7,9,5.7,11.5 0.78] 1.09! 1.63
3|A-A 20) 11.2 0.7 7.7 5 11.3,8.2,6,7.4,9.8 0.16] 0.79 1.18
3(A-A 22 10.3 13 6.9 7 10,7.5,11.7,11,4.5,7.5,6.5 0.31, 0.75 1.20
3|A-A 21 13.9 1.2 6.6 7 11.7,6,9.8,9.5,6,6.5,9.8 0.27] 0.84 1.41
3|A-A 19 13.7 2.8 10.3 7 11,7.7,10,9,5.3,7.7,11.7 0.58] 1.12 1.7
3(A-A 19 8.2 1.9 5.8 4 9.5,8.3,8.5,12 0.34 0.57 0.81
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Anexo 4. Medios de cultivo para laidentificacion de rizobios.

Peptona Glucosa Agar (PGA)
0.25g de glucosa

0.5g de peptona

0.75g de agar bacteriolégico
0.5ml de verde de bromocresol

Los reactivos de diluyeron en 49.5 ml de agua destilada. Se calcularon estas

cantidades para preparar 50 ml del medio.

Levadura Lactosa Agar (LLA)

0.5 g de D-lactosa

0.25g de levadura

0.75g de agar bacteriolégico

0.25g de K2HPO (fosfato dipotésico)

0.0005g de MgSo4 7H20 (sulfato de magnesio heptahidratado)
0.01g de NaCl (Cloruro de sodio)

0.5 microlitros de FeCls 6H20 (cloruro férrico sexta hidratado)

0.75 g de CaCl (cloruro de calcio)

Los reactivos de diluyeron en 50ml de agua destilada. Se calcularon estas

cantidades para preparar 50 ml del medio.

Reactivo de Benedict

Solucién A

Se diluyeron 8.65g citrato de sodio en 30 ml de agua destilada mas 5.5g
de carbonato de sodio.

Solucion B

Se diluyeron 0.875 g de sulfato de cobre en 5 ml de agua destilada.

Estas dos soluciones de aguardaron por separado, y se mezclan al momento

de usarlas; el volumen de la mezcla se completé a 50 ml con agua destilada.
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