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RESUMEN

La bacteria nitrificante Azospirillum spp. ha sido muy estudiada debido a varias
caracteristicas que la clasifican como una rizobacteria promotora del crecimiento
vegetal (PGPR), entre las cuales la mas importante es la de fijacién de nitrégeno,
mediante la reduccién de nitrégeno ambiental a nitrato y amonio. Mediante este
estudio se plantea utilizar la bacteria para mejorar el desarrollo inicial de patrones
de rosa, debido a la importancia que tiene este cultivo en Ecuador. Para ello se
establecieron 4 concentraciones de la bacteria: 10%, 108, 10°y 102 UFC, y se las
comparoé con un control el cual consistio en fertilizacion quimica y un control sin
nitrogeno. El estudio tuvo 5 repeticiones de cada tratamiento y 3 réplicas
biol6gicas. La inoculacion de cada tratamiento de Azospirillum spp. se realiz6
con una cepa comercial, mediante aplicacion semanal al cultivo, tomando la
fertilizacion quimica como control y bajo condiciones de invernadero. Al final del
experimento se observé que el tratamiento E (1012 CFU), en las variables peso
seco de raiz y de parte aérea del patrén; (1.39 g y de 8.23 g, respectivamente) y
en el diferencial del tamafio radicular y de la parte aérea del patron, (3.87 cmy
de 18.42 cm, respectivamente) fueron los mayores registros que se generaron,
los cuales se ajustan a la tendencia expuesta en varios estudios. En las variables
amonio y nitrato en el suelo, el tratamiento D dio lugar a la mayor concentracion
(374 y 11.62 ppm, respectivamente), lo cual es relevante pues se obtuvo una
mayor concentraciéon en comparacion a estudios ya realizados. En el analisis del
N foliar, el tratamiento D obtuvo el mayor registro (3.19%), con lo cual podemos
corroborar lo citado en la bibliografia; que la bacteria tienen una actividad fijadora
de nitrdgeno y que ademds ayuda a una mejor absorcion de nutrientes, por lo
que, los tratamientos con la bacteria generaron los mejores resultados en las

variables estudiadas en la presente investigacion.



ABSTRACT

The nitrifying bacterium Azospirillum spp. has been well studied due to several
characteristics that classify it as a plant growth promoting rhizobacteria (PGPR),
among which the most important is nitrogen fixation, through the reduction of
environmental nitrogen to nitrate and ammonium. This study proposes to use the
bacterium to improve the initial development of rose patterns, due to the
importance of this crop in Ecuador. For this, 4 concentrations of the bacterium
were established: 10%, 106, 10° and 10%*? CFU, and were compared with a control
which consisted of chemical fertilization and a control without nitrogen. The study
had 5 replicates of each treatment and 3 biological replicates. The inoculation of
Azospirillum spp. was carried out with a commercial strain, by weekly application
to the crop, taking the chemical fertilization as control and under greenhouse
conditions. At the end of the experiment it was observed that the E treatment
(102 UFC), in the variables dry weight of root and aerial part of the pattern; (1.39
g and 8.23 g, respectively), and in the differential of the root size and the aerial
part of the pattern, (3.87 cm and 18.42 cm, respectively) were the largest records
that were generated, which conform to the exposed trend in several studies. In
the variables ammonium and nitrate in the soll, treatment D resulted in the highest
concentration (374 and 11.62 ppm, respectively), which is relevant because a
higher concentration was obtained in comparison to studies already performed.
In the analysis of foliar N, treatment D obtained the highest registry (3.19%), with
which we can corroborate the cited in the bibliography; that the bacteria have a
nitrogen fixing activity and that also helps a better absorption of nutrients, so that
the treatments with the bacteria generated the best results in the variables

studied in the present investigation.
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1. Capitulo I. Introduccién

1.1. Antecedentes

La rizésfera mantiene la proliferacién y la actividad de muchas bacterias de
distintos tipos, entre las cuales se encuentran varias que ayudan al crecimiento
vegetal, que se las conoce como rizobacterias promotoras del crecimiento
(PGPR de sus siglas en inglés Plant Growth-Promoting Rhizobacteria)
(Vacheron, et al., 2013). Las PGPR colonizan las raices de las plantas mono y
dicotiledoneas favoreciendo el crecimiento, directamente por medio de un mayor
nivel de absorcién de nutrientes y el incremento de las tasas de germinacion, asi
mismo como indirectamente debido a que inhiben el desarrollo de organismos
patogenos. Morfolégicamente en la planta, este grupo de bacterias modifica el
sistema radicular, especificamente en las ramificaciones permitiendo de esta
forma un mayor desarrollo de raices secundarias. (Vacheron, et al., 2013). Las
PGPR también son usadas en los cultivos porque permiten una mejor respuesta
de resistencia sistémica inducida (ISR de sus siglas en inglés Induced Systemic
Resistance), ya que se observd que las plantas con PGPR respondieron de
mejor manera al estrés biético (infeccidén con patégenos) y abiotico (estrés salino)

(Beneduzi, Ambrosini & Passaglia, 2012).

Azospirillum spp. es una rizobacteria perteneciente a las PGPR con
caracteristicas nitrificantes, por lo que se considera una especie de interés en el
campo agricola. La bacteria se encuentra en suelos no intervenidos y cerca de
las raices de las plantas autéctonas. Dicha especie fue considerada por mucho
tiempo como una subespecie de Spirillum lipoferum, sin embargo, estudios
posteriores permitieron establecer un nuevo género denominado Azospirillum, el
cual se puede dividir en dos grupos: el grupo | llamado Azospirillum brasilense
con un total de 46 cepas; y el grupo Il llamado Azospirillum lipoferum, el cual
tiene un total de 15 cepas. Un hecho relevante que permitio la identificacion de

este nuevo género fue la morfologia vibroide, con un diametro que alcanzaba



valores de 1 um cuando en el medio de cultivo se utilizaba sales con peptona y
succinato. Una caracteristica de las células que también llamo la atencion fue la
presencia de un flagelo polar en un medio basico, y la observacion de flagelos
laterales de longitud pequeiia al modificar la temperatura. Azospirillum brasilense
fue evaluado también frente a condiciones de estrés hidrico, lo que provoco que
la bacteria adquiera una forma de quiste, retomando la forma de vibrio cuando
se termind dicho estrés. De la misma manera se ha demostrado que altas
concentraciones de fosfatos reducen la tasa de crecimiento aerdbico de A.
brasilense. Asimismo, afadir la norepinefrina (hormona que funciona como
neurotransmisor) en el medio de cultivo, mejoro la absorcion de oxigeno (O) y la
concentracion de intermedios de la ruta del &cido tricarboxilico (Das & Mishra,
1984).

Como muchas PGPR nitrificantes, la fijacion en Azospirillum spp. se da mediante
la reduccion de N ambiental a nitrato y amonio. Los genes del complejo
nitrogenasa presentes en todas las bacterias nitrificantes son los encargados de
realizarla bajo condiciones especificas.

A diferencia de muchas PGPR, A. brasilense no establece una simbiosis con la
planta, pues la bacteria es de vida libre en la rizésfera, y la Gnica ventaja que
recibe por parte de la planta son los exudados de carbono (C) que los utiliza para
su metabolismo, lo que permite una adecuada colonizacion del suelo y el

desarrollo de su vida libre en la rizésfera (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

La flor ecuatoriana y particularmente la rosa es reconocida a nivel internacional
debido a su alta calidad. Esta alta calidad es producto de las condiciones
climaticas donde se desarrolla: cultivos sobre los 2000 m.s.n.m en la linea
ecuatorial con un numero de horas luz constante durante todo el afio
(ProEcuador, 2016a). Es el segundo cultivo mas importante del pais y que es
una importante fuente de ingresos. Este cultivo ocupa 3100 hectareas a nivel

nacional del cual el 75% se encuentra en la provincia de Pichincha, pero también



tiene presencia en otras provincias de la sierra ecuatoriana como Cotopaxi y

Tungurahua (ProEcuador, 2016a).

1.2. Planteamiento del Problema

En Ecuador, una superficie de 1'699,135.54 ha son sometidas a una fertilizacién
quimica de las cuéles un 48% es del tipo nitrogenada especificamente,
convirtiéndose en una de las mayores aplicaciones de elementos quimicos en el
suelo. La aplicacion de N en cultivos de importancia nacional como los de
exportacion es imprescindible para los agricultores; por ejemplo, en el cultivo de
arroz se utiliza una cantidad de 22.2 Kg/TM de arroz producido (Cardenas
Reinoso & Touma Faytong, 2011). En lo que se refiere al cultivo de banano se
emplea entre 350 a 600 Kg N/ha/afio (Instituto Nacional de Estadistica y Censos,
2014). En el campo floricola por el contrario se aplica aproximadamente 180 Kg
N/ha/afio. Con dichos valores se puede verificar la magnitud de su utilizacion,
tomando en cuenta que, parte de este N no es disponible para la planta es un
factor de riesgo que puede generar impacto ambiental, ya que puede provocar
el aumento de la salinidad del suelo dificultando a la planta acceder a otro tipo

de nutrientes.

Es importante mencionar que en el cultivo de rosas en el Ecuador, el uso de
fertilizantes representa un gasto de aproximadamente el 12% de su costo de
produccion y, si solo se toma en cuenta a los fertilizantes nitrogenados es del
50% de este valor, por lo que se convierte en uno de los rubros que mayor

inversion representan (Marin, 2016).

El suelo es un ecosistema complejo el cual esta conformado por varias especies
de microorganismos y macroinvertebrados. Las poblaciones de estas especies
se han visto drasticamente afectadas por el uso de pesticidas y fertilizantes, por
el monocultivo y el incremento de la erosion, generando a largo plazo problemas

de desertificacion debido a la formacion de un sustrato inerte o sin vida.



Recientemente la desertificacion ha tomado mucho protagonismo y es

considerado un problema a nivel mundial.

El monocultivo extensivo de las rosas en el pais ha deteriorado el suelo, debido
principalmente al uso indiscriminado de fertilizantes que contienen N en forma
de nitrato (NOs) o amonio (NH4*). Estadisticas recientes indican que en el pais
se utilizaron aproximadamente 145.5 Kg/ha de fertilizantes basados en
nitrégeno, valor que se encuentra entre los mas altos del continente por debajo
de Chile y Colombia (256.6 Kg/ha y 390.9 Kg/ha, respectivamente), segun datos
de la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2015).

Los fertilizantes que aportan N al suelo son empleados frecuentemente para
mejorar la produccion y el rendimiento del cultivo de rosa, lo que favorece a que
su aplicacion sea excesiva. Asimismo, al no consumirse todo el N por parte del
cultivo, su sobreutilizacion representa un riesgo adicional para el medio
ambiente. El NO3z al ser un compuesto soluble en agua, posee mayor facilidad
de movimiento en el suelo por infiltracion, lo que provoca que el compuesto
pueda llegar a capas profundas del suelo y de esta manera convertirse en un
agente contaminante de aguas subterraneas (Arias, Pérez & Rueda, 2004).
Adicionalmente, estudios indican que el NH4* acidifica el suelo generando
problemas en la nutricion de las plantas, debido a que, conforme el pH cambia
también se modifica la tasa de absorcion de los distintos macro y micronutrientes
del suelo (Binkley & Vitousek, 1989). Los efectos criticos del exceso de N a nivel
edafico también incluyen la erosién y empobrecimiento, esto debido a que
aumenta la salinidad del suelo, dificultando la migracion de nutrientes, lo que
desencadena un aumento en el uso de los fertilizantes, creando circulos viciosos
nocivos para el medio ambiente (Martinez Gaspar, Ojeda Barrios, Hernandez
Rodriguez, Martinez Téllez & De La O Quezada, 2011). A largo plazo, esto puede
terminar en una desertificacion del suelo con la pérdida de la produccion y de las
tierras cultivables agravando el problema. Dado el caracter volatil de los

fertilizantes, también se evidencia problemas de contaminacion de aire con



gases de tipo invernadero como NHs y nitritos (NO2), los cuales ya han

provocado estragos en el clima y en la salud humana (Isermann, 1994).

También es importante mencionar que otra parte del problema de la
contaminacion que provoca la fertilizacion inorgénica es la huella de carbono que
deja su sintesis, para la cual se obtuvo valores de emisiones de 1916 gCOze/Kg
fertilizante para la urea y de 2676 gCO2e/Kg fertilizante para el nitrato de amonio
(Hierro, Atxaerandio & Garcia, 2015). Pero ademas también en su uso en campo,
en el representa la mayor cantidad de emisiones de éxido de nitrégeno (N20), se
calcula que al menos el 1% de la fertilizacion nitrogenada aportada al suelo se
pierde en forma de N20 (Vallejo Garcia, Abalos Rodriguez, Téllez del Rio &
Guardia, 2013).

Por lo tanto, el uso de Azospirillum spp. en una aplicacion al suelo en otro tipo
de zona climética se convierte en un estudio de interés para lograr una alternativa
amigable con el ambiente evitando asi los impactos del N excesivo y que ademas

sea econdmicamente atractiva.

1.3. Objetivo general

Evaluar la fijacion de nitrégeno y su influencia en el crecimiento foliar y radicular

de Rosa spp. mediante la interaccion de la bacteria nitrificante Azospirillum spp.

1.4.Objetivos especificos

e Evaluar el crecimiento foliar y radicular de Rosa spp. mediante medicion
de tamafio y peso seco.

e Determinar el contenido de nitrégeno en el suelo y foliar.



1.5. Justificacion de la Investigacion

Azospirillum spp. ha sido caracterizado por su capacidad de fijacion de nitrégeno
(N) atmosférico. Se han realizado algunas investigaciones con cereales
particularmente con trigo (Triticum aestivum) donde se evidenci6 un incremento
del 45% al 68% en la concentracion de N comparado con los controles sin
bacteria (Kapulnik, Okon & Henis, 1987). No obstante, la mayoria de las
investigaciones han usado A. brasilense con modificaciones genéticas en los que
se ha tratado de potenciar sus efectos benéficos. Estos transformantes
(entiéndase a transformantes como Organismos Genéticamente Modificados)
fueron realizados tomando en cuenta los estudios sobre los genes relacionados
con la actividad nitrificante (nif), los cuales son muy conservados entre todas las
bacterias nitrificantes y en todas las especies diazotroficas que pertenecen al

orden de las proteobacterias.

Mediante la inoculacion de Azospirillum spp. como bioestimulante debido a su
actividad fijadora de N, permitiria disminuir la cantidad de fertilizante mineral
utilizado en el campo floricola. Ademés, que al disminuir la cantidad de
fertilizante aplicado a suelo se mejoraria el transporte y absorcion de los
nutrientes. Asimismo, indirectamente se obtendria un proceso de repoblacién de
este microorganismo en el suelo, y que, por su capacidad de fijacion de N, se
convierte en una forma de enriquecimiento natural permitiendo asi disminuir la
presion ejercida sobre el suelo y los impactos ambientales asociados, como la

erosion, potenciando asi la relacion suelo- planta.

Azospirillum spp. es muy reconocida por las ventajas que proporciona y se la
observa como un medio para tratar el problema anteriormente citado. Sin
embargo, la mayoria de estudios realizados con la bacteria se lo ha hecho en
zonas tropicales y aplicando la bacteria desde la germinacion, donde se ha
buscado una forma de mejorar el desarrollo, produccion y rendimiento de las

plantas (especialmente en trigo) (Triticum aestivum y Triticum durum).



Con la ejecucion del presente proyecto, se fomenta la investigacion
biotecnoldgica en el pais, ya que busca usar la biodiversidad nacional como un
punto de desarrollo para nuevos productos de aplicacion en el campo agricola,
que reduzcan el uso de productos sintéticos y representen una alternativa
econdmica a los productores floricolas. Por ello, este proyecto se basa en la
evaluacion de un microorganismo con un potencial uso como biofertilizante; lo
cual se enmarca dentro del Plan Nacional del Buen Vivir, el cual busca el
desarrollo de industrias que basen su produccion e investigacion en productos

como los biofertilizantes agricolas (Secretaria Nacional de Planificacion, 2013).

Otro de los beneficios que se obtendrian serian los nichos de mercado que se
podrian generar para la exportacién y venta de rosas. En los ultimos afios el
comercio de ornamentales producidas bajo certificaciones de produccién
organica ha ganado fuerza; de esta manera, el proyecto se convierte en una
alternativa para una produccién floricola amigable con el ambiente lo que

permitiria el acceso a nuevos mercados que prefieren los productos organicos.

2. Capitulo Il. Marco Teorico

2.1.Importancia econdmica de las Rosas en el Ecuador

Por muchos afios Ecuador ha sido reconocido por la calidad de sus flores y su
produccion cubre una gran parte de la demanda mundial. En la economia
nacional las rosas representan un 5.35% de las exportaciones no petroleras
nacionales hasta el 2013 como se puede apreciar en la Tabla 1 (Direccion de

Inteligencia Comercial e Inversiones, 2014):



Tabla 1

Principales Productos No Petroleras Exportados Por Ecuador.
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Adaptada de (ProEcuador, 2016b)

Por tanto, la produccién de rosas es un rubro muy importante en la economia
ecuatoriana. En relacion con el 2014, las exportaciones en el 2015 crecieron en
un 2.7% (Figura. 1), a pesar de tener algunas desventajas frente a productores

como Colombia y Kenia que son de los méas importantes del mundo.

ECUADOR: EXPORTACIONES TOTALES DE FLORES

Primer Trimestre
I Toneladas e S D Miles
50,000 350,000
45,000 286,818
| 286,818 s00000
40,000
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25000
20,000 150,000
15,000 100,000
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50,000
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Fuente: BCE A EWECRORES
Elaborado por: Expoflores ‘.ﬁ :)?dlﬁu

Figura 1: Exportaciones en toneladas y precios de flores desde el 2010 al 2015
Tomado de (ExpoFlores, 2017).

Estados Unidos es el principal mercado al cual se exportan las rosas
ecuatorianas con un 44% de participacion, seguido de los paises de la Union
Europea. También es importante destacar al mercado ruso como se puede
apreciar en la Figura 2 (ProEcuador, 2016b).



Participacion del mercado 2015
J EEUU | Rusia | UE(Z8 | Otros

20

Figura 2: Principales productos y destinos de las rosas ecuatorianas.
Tomado de (ProEcuador, 2016a)

Sudamérica también es un nicho de mercado importante también. A lo largo de
los afios ha habido varios cambios en el destino de las exportaciones, sin
embargo; Chile sigue siendo nuestro principal socio comercial ya que adquiere
el 46.7% de las flores ecuatorianas que son destinadas a Sudamérica, lo que se
puede apreciar en la Figura 3 (ProEcuador, 2016b).
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Ecuador: Participacion del mercado sudamericano (2015)

1 Argentina I Brasi 1 Chile I Colombia J Peri I Los demas

0,3

10,5

Figura 3: Participacion de las rosas ecuatorianas en el mercado sudamericano.
Tomado de (ProEcuador, 2016a)

El sector floricola también es importante por la cantidad de empleos directos e
indirectos que genera, segun datos de ExpoFlores (2013 para el 2011 el sector
generaba 48.000 plazas de trabajo directas (de las cuales el 51% son mujeres)
y 55.000 plazas indirectas lo que da un total de 420.000 personas que dependen
del sector, estas cifras lo convierte en la mayor fuente de empleos en la Sierra
ecuatoriana y también como el mayor generador de empleos y de divisas por

cada hectéarea productiva (ExpoFlores, 2013).

2.2.Impacto Ambiental del cultivo de Rosas

Actualmente uno de los mayores contaminadores del ambiente es la produccion
floricola debido al uso excesivo de productos quimicos, especialmente de
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fertilizantes nitrogenados. La contaminacion producida por la utilizacion de este
tipo de compuestos en la produccion de flores es evidente, en su mayoria, en el
suelo y en el agua (ACCION ECOLOGICA, 2000).

En lo que se refiere a contaminacién acuifera esta se produce por la aplicacion
de fertilizantes a nivel foliar y en el suelo, donde el excedente que no es
aprovechado por la planta es susceptible de lixiviacion llegando a contaminar
capas freaticas. Al aumentar la concentracion de NO2 o NOs en cuerpos de agua,
se promueve el crecimiento de algas, y plantas acuaticas que consumen el O,
generando impactos en la biota como la mortalidad en peces u otras especies
acuaticas, y por lo tanto la pérdida de la biodiversidad (Martinez Gaspar, et al.,
2011). Adicionalmente, se reduce la incidencia de radiacion, debido a que la luz
no sobrepasa la superficie debido al crecimiento de plantas acuaticas, lo que
disminuye la capacidad autodepuradora del ecosistema acuatico (Martinez
Gaspar, et al., 2011).

La contaminacién de las fuentes de agua afectan a los pobladores que se
encuentra en la zona de los cultivos, debido a que el consumo de agua
contaminada con altos niveles de NOs’, puede provocar problemas de salud
como la metahemoglobinemia (especialmente en lactantes) y el linfoma de no-
Hodgkin (Martinez Gaspar, et al., 2011).

El NOs™ es la forma de N que genera un mayor nivel de contaminacion difusa de
aguas superficiales y subterraneas, y su control es complejo debido a que hay
muchos puntos de entrada del N en el terreno, y la dificultad que supone
encontrar el punto por donde ingresa el contaminante. Este fendmeno es
importante considerando que el 50% de la contaminacion en cuencas

hidrogréficas corresponde a la difusa (Martinez Gaspar, et al., 2011).
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El NOs™ es altamente soluble en agua, lo que favorece su lixiviacion hacia aguas
subterraneas. Ademas, el N se puede acumular en el subsuelo incrementando
de esta forma el riesgo de contaminacion de aguas subterraneas, cauces y
reservorios. La cantidad de NOsz que se lixivie depende del régimen de
pluviosidad y del tipo de suelo, donde un suelo de textura gruesa permite un
mayor movimiento del N. Una gran parte de los suelos contienen particulas
coloidales cargadas negativamente, por lo que repeleran a los aniones como el

NO2 y NOs", acelerando aun mas su lixiviacion (Martinez Gaspar, et al., 2011).

La contaminacién de suelo es algo evidente cuando se refiere a la produccion
floricola, aunque todavia existe una carencia en cuanto a las investigaciones
relacionadas con el tema. Sin embargo, es importante mencionar que el impacto
en el suelo se relaciona con la pérdida de la microbiota natural; debido al uso de
pesticidas, y su composicion organica generando empobrecimiento de la calidad
del suelo; ya que cada vez hay menos nutrientes disponibles, lo que reduce el
nivel su nivel de produccion(ACCION ECOLOGICA, 2000). El agricultor, al notar
que el cultivo no tiene el mismo rendimiento, aplica cada vez una cantidad mayor
de fertilizantes, incrementando de esta forma el impacto de dicho componente
en el ambiente (ACCION ECOLOGICA, 2000).

2.3.Azospirillum spp.

El género Azospirillum ha sido conocido durante muchos afios por ser parte de
las PGPR (del inglés Plant Growth Promoting Bacteria). Este género ha sido
aislado de la rizosfera de varios tipos de pastos y cereales alrededor del mundo,
tanto en climas templados como tropicales. Se ha observado que, tanto en
suelos tratados con quimicos para sembrios como en suelos virgenes, estas
bacterias han ayudado a un mejor desarrollo y produccion de los cultivos.
Actualmente se han identificado 5 especies: Azospirillum lipoferum, Azospirillum
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brasilense, Azospirillum amazonense, Azospirillum halopraeferens y Azospirillum
irakense (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Este género esta formado por bacterias Gram negativas, de vida libre y que son
fijadoras de N. Muestran un metabolismo versatil, es decir facilmente adaptable,
de Cy N, lo que les permite adaptarse y establecerse en la rizésfera. Entre las
fuentes de N mas comunes podemos nombrar al amonio (NHa4), NOs, NOz,
aminoacidos y N molecular. En condiciones no favorables, como desecacion y
limitacion de nutrientes, producen endosporas; este cambio morfoldgico viene
acompafado del desarrollo de una membrana externa de polisacaridos, los
cuales son su fuente de C y energia en estas condiciones, ademéas de protegerlo

de las condiciones adversas del suelo (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

En las diferentes especies de este género se ha visto un patrén mixto de
flagelacion; Azospirillum brasilense desarrolla un flagelo polar durante su
crecimiento en medio liquido y lo usa para nadar en el medio. También desarrolla
flagelos laterales cuando se cultiva en medio sélido, los que generan el anclaje
de la bacteria a este tipo de medio. En las especies Azospirillum amazonense y
Azospirillum halopraeferens, en cambio solo se desarrolla el flagelo polar. La
motilidad es una ventaja importante en la supervivencia, ya que permite a la
bacteria buscar el mejor lugar para establecerse y sobrevivir, una caracteristica
observada tanto en su vida en el suelo como en los cultivos en laboratorio.
Cuando se ha inoculado la bacteria en el suelo junto con semillas de trigo, se ha
visto que la bacteria también busca el sitio mas ideal para su crecimiento
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000); sin embargo, en este caso el movimiento
se ve limitado por la humedad del suelo. Esta motilidad les permite a las bacterias
buscar las concentraciones éptimas de Oz, lo cual es conocido como aerotaxis.
Las investigaciones en A. brasilense han demostrado que hay tres genes
relacionados con su motilidad: Motl y Mot2, los cuales probablemente estén

vinculados con la sintesis y el funcionamiento de los flagelos laterales; y Mot3 el
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cual tiene efecto tanto sobre los flagelos laterales como sobre el flagelo polar
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Estos genes son de vital importancia, pues se ha observado que la interaccion
planta — bacteria depende tanto la motilidad como el anclaje de A. brasilense a
las raices de ésta. Este anclaje sucede en un proceso bifasico: en una primera
fase la bacteria por medio del flagelo y por si solo, se adsorbe o ancla a las raices
de la planta en forma rapida, débil y reversible; la reversibilidad se produce por
tratamientos de temperatura y acidos. En una segunda fase sucede el proceso
de anclaje para el cual son importantes los agregados bacterianos que permiten
un anclaje firme e irreversible a las raices (Figura 4) (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000).

O~~~ 1 d dARL AR
g 4 ’ C: G ‘ j‘imd?;:
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Figura 4: Proceso de anclaje bifasico de Azospirillum brasilense a la superficie
radicular de la planta.
Tomado de (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

a) Fase 1 representa una débil, reversible adsorcion mediada por la flagelina del flagelo polar.
Fase 2 representa el anclaje firme e irreversible, en el cual los polisacaridos extracelulares tienen
un papel importante.

b) Las letras son usadas para referirse a la superficie radicular de la planta (a), células de A.
brasilense (b), el flagelo polar (c), flagelos laterales (d) y los polisacéridos extracelulares (e). el

papel de los flagelos laterales en el proceso no esta claro adn.
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Si bien el proceso de anclaje de la bacteria en la planta ha sido ampliamente
estudiado, los mecanismos mediante los cuales interactian con las raices de la
planta aun no son del todo claros. Por ejemplo, se sabe que el trigo produce
WGA (WGA de las siglas en inglés Wheat Germ Agglutinin) a la cual se la
considera como la sefial de la asociacion de la planta con la bacteria. La unién
de la WGA con la bacteria induce cambios en el metabolismo celular de
Azospirillum spp., promoviendo la fijacibn de N atmosférico (Nz2), excrecion de
iones NHas y biosintesis de IAA. Se ha reportado la presencia de lectinas en la
pared de Azospirillum spp., la cual puede estar relacionada al reconocimiento y

colonizacion de las superficies radiculares (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

La caracteristica mas apreciada de Azospirillum spp. es su actividad fijadora de
N, la cual se da por la conversion de N2 a NHs*, bajo condiciones de
microaerobiosis y bajos niveles de N. esto gracias a la accidén del complejo de la
nitrogenasa, complejo que esta formada por dos componentes: la proteina
dinitrogenasa (proteina MoFe, NifDK), que contiene un co-factor de hierro-
molibdeno, donde se realiza la reduccidn de Nz; y la proteina reductasa
dinitrogenasa (proteina Fe, NifH) que transfiere los electrones de un donador al
complejo de la proteina dinitrogenasa. El operdn nifHDK, que codifica ambos
componentes de la nitrogenasa, fue aislado gracias a su similaridad con el
operon nifHDK de Klebsiella pneumoniae. Varios genes nif y fix involucrados en
el procesamiento y el transporte de electrones, biosintesis del co-factor MoFe,
asi como los de regulacién de la fijacion de N han sido aislados (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000). A excepcion de los genes NifA y nifB que son transcritos
separadamente, todos residen en un cluster de los genes nif de 30 Kb, en los
cuales estan incluidos los genes nifHDK, que son los genes que estan

involucrados en la fijacién de N2 (Tabla 2) (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).
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Tabla 2

Genes de Azospirillum involucrados en la fijacion, asimilacion y regulacién de
N.

Gen Funcion

nifH Gen estructural de la dinitrogenasa reductasa (Proteina Fe)

nifD Gen estructural de la dinitrogenasa (Proteina MoFe, subunidad
a)

nifk Gen estructural de la dinitrogenasa (Proteina MoFe, subunidad
B)

nifA Activador transcripcional de los genes de fijacion de Nitrégeno
(nif)

gltDB Genes estructurales de la glutamato sintasa

glnA Gen estructural de la glutamina sintetasa

amtB Gen estructural del transportador de Amonio

ginB Proteina transmisora de la sefial de Nitrégeno (Pu)

ginz Homologo de la P

ginD Uridililtransferasa/ Enzima removedora del Uridilil (UTasa/UR)

ntrB Proteina sensor del sistema regulador de dos componentes
involucrado en el control general del Nitrdgeno

ntrC Proteina reguladora del sistema regulador de dos componentes
involucrado en el control general del Nitrdgeno

ntrA, rpoN | Factor sigma alternativo, o

draT Dinitrogenasa reductasa ADP ribosil-transferasa

draG Dinitrogenasa reductasa activadora de la glicohidrolasa

Adaptada de Steenhoudt y Vanderleyden (2000 .

En condiciones de microaerobiosis, consumen mucha energia la cual esta
regulado por el transporte de electrones que se produce debido a los genes fix,
dentro de los cuales se encuentran los clusters de los genes fixLJ y fixK. El
transcrito FixLJ tiene dos componentes: la proteina FixL que, en ausencia de Oz,

se autofosforila y transfiere el grupo fosfato a FixJ; y el FixJ fosforilado que activa
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la expresion de FixK, el cual activa la transcripcion de los genes necesarios para
el crecimiento microaerdbico. Otro grupo de genes importantes son el grupo hup
y el grupo hyp, los cuales contienen genes que dan lugar a los sistemas de las
hidrogenasas, los cuales son responsables de la oxidacion molecular del
hidrogeno, proceso que permite recuperar parte de la energia utilizada durante
la actividad de la nitrogenasa. Todos estos genes se pueden observar en la
Figura 5 (Sant'/Anna, et al., 2011).
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N scavenging glutamate , ;
genes & [fixNOQP fixGHIS|
—> <
y Y m— N 7

i -
i nif genes

. 3 ‘ ) i
glutamine f.ix,l;BCX

a--

—
- @j-é
M
3
Z
=

' L K > L[N,
@ N —> T[N,]

e electron

o

¢ phosphorilated

apr  adenylylated

Figura 5: Modelo integrado de correlacion entre el metabolismo del N y las rutas

relacionadas a la energia para la fijacién de dicho elemento.
Tomado de (Sant'Anna, et al., 2011).

La actividad fijadora de la bacteria solo se da bajo las condiciones mencionadas
y es limitada por el NHa4, glutamina (GS), NO3 y NO2. Como la conversién de N2
a NHs* es un proceso que demanda altas cantidades de energia y la nitrogenasa
es altamente sensible al Oz, la conversion biolégica de N2 es un proceso
fuertemente regulado en dos niveles e involucra tanto controles transcripcionales

como postranscripcionales (Figura 6).
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Figura 6: Modelo propuesto para la regulacion de la biosintesis de la nitrogenasa
y su actividad en Azospirillum brasilense.

Tomado de (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000)

a) Simbolos: transcripcion (flechas abiertas), regulacion positiva (+) o negativa (-) de la
transcripcion (flechas gruesas) y actividad (flechas delgadas), limitacion de N2 (lineas completas)
y exceso de N (lineas punteadas), eficiencia relativa de los promotores de la transcripcion (+++).
GS, glutamina sintasa; AMP, adenosin monofosfato; UMP, uridin monofosfato; a, forma activa; i,

forma inactiva.
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Otra importante caracteristica de Azospirillum spp. es la sintesis de IAA; siendo
el Trp el precursor de este, por lo que la adicibn de este aminoacido
generalmente mejora la produccién de IAA. Se conocen tres vias para la
conversion de Trp a IAA: la via del &cido indol-3-piravico (IPya de sus siglas en
inglés indole-3-pyruvic acid); la via del indol-3-acetamida (IAM de sus siglas en
inglés indole-3-acetamide) y la via de la triptamina (TAM de sus siglas en inglés
Trytamine). Se ha observado que este género tiene dos vias dependientes de
Trp y una tercera independiente de Trp, la cual aun no ha sido elucidada
completamente: Con referencia a las dos primeras, aportan un valor aproximado
del 10% de la produccidn total de IAA por la bacteria. La primera via empieza en
el Trp el cual es sometido a una descarboxilacion oxidativa produciendo 1AM y
su subsecuente hidrélisis obteniendo IAA. La segunda via de produccion
involucra IPya, siendo esta la de mayor importancia en las plantas (Steenhoudt
& Vanderleyden, 2000). Esta ruta involucra la transamidacion de Trp para
producir IPya, seguido de una reaccion de descarboxilacion hacia indol-3-
acetaldehido (IAAId de sus siglas en inglés indole-3-acetaldehyde) y su posterior
oxidacion da lugar a IAA (Figura 7) (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).
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Figura 7: Vias biosintéticas para la produccion de Trp e IAA en Azospirillum
brasilense.

Tomado de (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000)

a) 1AM, indol-3-acetamida; IPya acido indol-3-piravico; 1AAIld, indol-3-acetaldehido; IAA, acido
indolacético; X, precursor desconocido; AS, antranilato sintasa; TMO, Triptéfano-2-monooxidasa;
AAT, amino &cido aromatico transferasa.

b) Los genes mencionados son los que han sido aislados y caracterizados en Azospirillum
brasilense.

2.4. Casos de aplicacion de Azospirillum spp.

Azospirillum spp. se lo ha utilizado en muchos cultivos para mejorar su eficiencia
y produccion. En el estudio realizado por Swedrzynska y Sawicka (2000 se
evaluo la incidencia de la aplicacion de la bacteria a semillas de maiz (Zea mays),
para lo cual fueron estudiados 4 parametros: actividad de la nitrogenasa;
contenido de clorofila en las plantas; tamafio en cultivo y calidad. Los resultados
obtenidos fueron que la bacteria contribuye a una correcta germinacion y
desarrollo de la plantula, ademas que se observo una mayor concentracion de

clorofila en la planta lo cual demuestra la calidad de la planta.

Si bien hay estudios en varias especies vegetales, la gran mayoria se centran en
el trigo (Triticum aestivum), se ha observado que al aplicar Azospirillum spp.
mejora el rendimiento del cultivo, la cantidad de proteinas en las semillas y la
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absorcion de minerales. En esta ultima, se destaca que ademas de una
concentracion mayor de nitrogeno también hay una mayor presencia de otros
elementos como Fésforo (P), Potasio (K), Manganeso (Mn) y Hierro (Fe),
especialmente en concentraciones medias de la bacteria. EI uso en altas
concentraciones de Azospirillum spp. en cambio mejora la cantidad de proteinas

totales al igual que de carbohidratos totales (Eleiwa, Hamed & Shehata, 2012).

El arroz (Oryza sativa) es otro cereal en donde se han realizado estudios para
saber el efecto de Azospirillum spp. como se ve en el estudio de Garcia, Mufioz,
Carrefio y Mendoza (2010 . En este estudio se observd que todas las cepas de
Azospirillum spp. incrementaron la altura y materia seca, ademas de que se
observo niveles de efectividad de hasta el 126% mas que los testigos. Debido a
estos datos se concluyd que Azospirillum spp. es una alternativa viable para la

disminucion de fertilizantes quimicos (Garcia, et al., 2010).

A pesar de que el uso de la bacteria estd mas extendido en cereales, su
aplicacion se ha extendido también a varias hortalizas como pepino (Cucumis
sativus L., cv. Gremlin), tomate (Solanum lycopersicum L., cv. Grosse lisse) y
lechuga (Lactuca sativa L. Tipo “Salinas”) especialmente aplicado a las semillas.
En el caso de hortalizas se busca que la bacteria una mejor sintesis de acido
Indolacético (IAA). Se observd que la bacteria mejor6 el desarrollo,
especialmente el desarrollo radicular y la germinacion de las semillas de las
especies anteriormente citadas. En el estudio de Mangmang, Deaker y Rogers
(2015a se observo que en lo que se refiere a pepino, la bacteria mejoro el
crecimiento de las semillas y el vigor, y que tuvo un aumento en la concentracion
de IAA de hasta un 55%; en lo que se refiere a lechuga, se observo un alza del
20% de IAA. Para finalizar, en tomate se obtuvo un incremento de hasta el 300%,

todos estos valores en comparacion con los controles usados.

Estudios realizados en cultivos hidroponicos de fresa (Fragaria vesca)

demuestran la eficiencia de la aplicaciébn de Azospirillum spp. para un mejor
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desarrollo de frutas ya que se observé un mejor desarrollo del tallo y de las
raices, ademas de un mejor desarrollo de las hojas, a pesar, de que los datos no
muestran una diferencia mayor. Otro dato importante es que todos los
tratamientos con la bacteria tuvieron un promedio de contenido de nitrdgeno en
hojas de 2,42% a 2,83% lo cual es lo mejor para su cultivo. Por ultimo, se
concluyo que la bacteria ademas de brindar los beneficios mencionados mejoré

el contenido de sdlidos solubles (Darwin Rueda, et al., 2016).

3. Capitulo lll. Disefio del plan experimental

El presente proyecto se realiz6 en condiciones controladas de invernadero, con
riego cada dos dias de un volumen establecido de dieta base. El disefio se monto
bajo un DCA (Disefio Completamente al Azar). La variable independiente fue la
concentracion en Unidades Formadoras de Colonias (UFC’s) de la bacteria,
mientras que las variables dependientes se consideraron al crecimiento de
raices y hojas de las plantas de rosa medida a través de su tamafio y también
expresada a través del peso seco de ambos componentes, finalmente el

contenido en porcentaje de N en el suelo y a nivel foliar.

Los controles que se ejecutaron son los siguientes: un control en el cual se utilizé
un fertilizante comercial con N (con dieta base) y uno en el que no se uso
fertilizante nitrogenado ni se inoculé la bacteria (con dieta base), ejemplificado

en la Tabla 3:
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Tabla 3

Componentes que conforman cada tratamiento o control.

Tratamiento/Control Dieta Base Nitrégeno UFC
Control con
. X X
Nitrogeno
Control sin Nitrégeno X
A X X
B X X
D X X
E X X

La unidad experimental consistié en un patron de rosa por maceta obtenido de
un vivero productor. Finalmente, se obtuvieron 4 tratamientos (A, B, D, E) y 2
controles, cada uno de los cuales tuvo 5 repeticiones, ademas se realizaron 3

réplicas biolégicas que fueron distribuidas de la siguiente manera:



Tabla 4

Distribucion espacial de los tratamientos y controles.

24

Bl.1 Al.1l B1.2 Al.2 E1.3 B1.4
D11 C-1.2 C-13 C-14 B1.5 E1.2
E1.5 D1.2 C+1.5 El.4 Al.3 D1.4
Al4 C-11 Al.5 D1.5 C-1.5 B1.3
C+1.1 C+1.3 El.1 C+1.4 D1.3 C+1.2
A2.1 C+2.5 A2.2 B2.2 D2.5 A2.4
E2.1 C-2.1 C-2.5 D2.4 C+2.3 D2.2
C+2.1 B2.1 B2.5 E2.5 B2.3 E2.4
A2.5 E2.2 C+2.2 C-24 C+2.4 A2.3
B2.4 C-2.3 D2.1 D2.3 E2.3 C-2.2
E3.1 C-3.5 E3.2 D3.2 E3.5 Al.3
A3.4 D3.1 C+3.3 C+34 C-3.3 E3.4
C-3.1 C+3.2 D3.5 B3.4 D1.3 B3.2
B3.5 A3.2 C-3.2 A3.5 C+35 A3.1
D3.4 C+3.1 B3.1 B3.3 C-34 E3.3

Simbologia: C+: Control con N, C-: Control sin N, A; B; D; E: Tratamientos, la numeracion indica:

el primer nimero la repeticion bioldgica a la que pertenece y el segundo nimero la repeticion del

control y/o tratamiento.

En la Figura 8 se aprecia el diagrama de flujo del disefio del plan experimental

para desarrollar el presente proyecto.
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Figura 8: Disefio del plan experimental para la realizacion de la evaluacion de
la actividad nitrificante de la bacteria Azospirillum spp.

4. Capitulo IV. Procedimientos

4.1.Poblacion y Muestra

La muestra de estudio estuvo conformada por un total de 90 patrones de rosa,
los cuales fueron sembrados en un invernadero bajo condiciones uniformes en
la Universidad San Francisco de Quito (USFQ). Se utilizaron todos los patrones
en la experimentacién. La muestra se determind basado en el disefio

experimental y en la cantidad de repeticiones necesarias para tener resultados
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estadisticamente concluyentes. Por lo tanto, la muestra esta constituida por 60
patrones de rosa divididos de la siguiente manera: se usaran cuatro
concentraciones distintas de la bacteria, las cuales se encontraran en un rango
de 10! a 10'? UFC’s y se realizaran cinco repeticiones por concentraciéon con un
total de 20 patrones (5x4=20). Ademas, se realizaran tres réplicas biologicas del
experimento, por lo que el nimero total es de 60 patrones de rosa (20x3=60). Se
usaran cinco patrones como control positivo y cinco patrones como control
negativo en cada una de las réplicas bioldgicas, por lo tanto, la suma final es de
90 patrones de rosa.

4.2.Materiales y Métodos para la obtencion de datos.

4.2.1 Reconstituciéon de la cepa.

Se us6 una cepa comercial de Azospirillum spp. brindada por Euroagro®, la cual
se debe mantener a menos de 35°C. Para su resuspension se realiz6 un cultivo
en agar nutriente a 37°C durante 4 dias. Después se realiz6 un cultivo en liquido
para su conservacion a 10°C.

4.2.2 Manejo de los bioensayos.

4.2.2.1 Aclimatacion de los bioensayos.

Los patrones fueron aclimatados durante 7 dias. La aclimatacion consistio en el
traspaso del patron de la funda hacia una maceta con tierra previamente
obtenida de una finca de produccién floricola. Durante los 7 dias se realizé un
riego cada dos dias el cual consistia en 50 mL de agua suplementados mediante

una probeta a nivel de suelo.
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4.2.2.2 Aplicaciones de los tratamientos.
Los bioensayos fueron sometidos a las mismas condiciones ambientales de
manejo en la produccion floricola por medio de un invernadero. El riego se lo

realiz6 respetando la dieta base y la dieta asignada para cada repeticion. La dieta

base se describio en la tabla 5.

Tabla 5

Formulacién de la dieta base de los patrones de rosa.

Aportes Diarios en: 4L
FERTILIZANTE
Tanque A Unidad

Fosfato Monobasico de Potasio 0.5 g
Carbonato de Calcio 2.15 g
Sulfato de Hierro 11l 0.1 g
Sulfato de Manganeso 0.045 g
Sulfato de Zinc 0.028 g
Sulfato de Magnesio 1.2 g
Sulfato de Potasio 1.2 g
Sulfato de Cobre 0.0225 g
Molibdato de Sodio 0.00175 g
Acido Bérico 0.0175 g

La dieta base fue comUn en cada uno de los tratamientos. La variacion consistio
en la modificacién de la fuente de N en cada uno de los tratamientos. Asi los

tratamientos quedaron de la siguiente forma:



Tabla 6

Distribucion de los tratamientos aplicados.
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Dieta Base +

Fuente de
_ Unidades Formadoras _
Tratamiento _ , Nitrogeno
de Colonias (UFC’s) Ex6gena
A 1*10% )
B 1*10° )
D 1*10° }
E 1*10%2 }
Nitrato de Calcio
(0,0033 M), Nitrato
de Amonio (0,00086
M), Sulfato de
C+ - Amonio (0,00065 M)
y Molibdato de
Amonio (3,44*10°7
M)
C. i -

Se realizé un riego de un dia por medio de 50 mL para cada maceta, durante la

mafiana mediante una probeta directamente al suelo.

4.2.3 Determinacion de parametros.

4.2.3.1 Medicion de tamafio aéreo y radicular del patréon.

Para la medicién de la estructura aérea del patrén se usé un flexémetro. El

tamafio fue medido desde el cuello de la raiz al apice del tallo.
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Para la medicion de la estructura radicular del patron se utilizd una piola para
asemejar la geometria del patron y asi obtener medidas mas exactas. Las raices
medidas fueron las de mayor grosor ya que este aspecto fisiologico demuestra

la longevidad de la misma.

4.2.3.2 Medicion del peso seco de la parte aérea y radicular del

patron.

Para la medicién del peso seco del patrén se procedid a secar el patron durante
3 dias en una incubadora a 37°C para eliminar la humedad y el agua presente
en el mismo. Para realizar el pesaje se corto el patron en el cuello para asi dividir
la parte aérea de la raiz. Cabe recalcar que la parte aérea se pesoO

posteriormente a la toma de hojas de muestra para su determinacion del N.

4.2.4 Determinacion de las formas de nitrégeno del suelo.

Para la determinacion del N en suelo se siguié el protocolo redactado en
(American Public Health Association, 2012).

Para determinar el NHs4* presente en las muestras de suelo se us6 como
referencia el método SM 4500-NH3 E (American Public Health Association,
2012). Este parametro fue medido empleando un electrodo selectivo de amonio
Orion (Scientific, 2010) y un electrodo de referencia Orion (Scientific, 2010). La
curva de calibracion se realiz6 empleando soluciones estandar en un rango bajo
de concentracion de 1 a 10 mg NH4*.L-1 y en un rango alto de concentracion de
10 a 100 mg NHa4*.L-1. Los estandares fueron preparados a partir de una solucién
madre de 1000 mg L-1 de NH4* como cloruro de amonio (NH4Cl). A 1 mL de una
solucién de ajuste de fuerza idnica (ISA amonio) se afiadieron a 10 mL de cada
estandar y se procedié a medir el potencial en mV con el electrodo de NH4* y el
electrodo de referencia. Los valores de potencial se graficaron en funcién del

logaritmo base 10 de la concentracion de NH4* de acuerdo con lo establecido
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por la ley de Beer y se obtuvo un RSQ de 0.99. Para analizar las muestras, 40
mL de agua destilada fueron agregados a 20 g de suelo de cada una de las
muestras analizadas, la solucién se mezclo adecuadamente. A continuacion, se
centrifugo las muestras durante 10 minutos y se tomaron 10 mL de sobrenadante
al que se afiadié 0.2 mL de solucién de ISA. Se midi6 el potencial en mV. La
concentracion de NHs4* en cada muestra fue calculada en base a la curva de

calibracion descrita previamente. Los analisis se realizaron por duplicado.

El NOs presente en las muestras de suelo se determind usando como referencia
el método SM 4500-NO3 D (American Public Health Association, 2012). Este
parametro fue medido empleando un electrodo selectivo de nitrato Orion
(Scientific, 2010). La curva de calibracién se realiz6 empleando soluciones
estandar de rango alto de concentracion de 100 a 1000 mg NOs.L-1. Los
estandares fueron preparados a partir de una solucion madre de 1000 mg NOs3
L-1 a partir de nitrato de sodio (NaNOs). A 0.2 mL de una solucion de ajuste de
fuerza iénica (ISA nitrato) se afiadieron a 10 mL de cada estandar y se procedio
a medir el potencial en mV con el electrodo de NOs. Los valores de potencial se
graficaron en funcion del logaritmo base 10 de la concentracion de NOs de
acuerdo con lo establecido por la ley de Beer y se obtuvo un RSQ de 0.99. Para
analizar las muestras, 40 mL de agua destilada fueron agregados a 20 g de suelo
de cada una de las muestras analizadas, la solucion se mezclo adecuadamente.
A continuacion, se centrifug6 las muestras durante 10 minutos y se tomaron 10
mL de sobrenadante al que se afiadié 0.2 mL de solucion de ISA. Se midi6 el
potencial en mV. La concentraciéon de NOs de cada muestra fue calculada en
base a la curva de calibracion descrita previamente. Los analisis se realizaron

por duplicado.
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4.2.5 Determinacion del nitrogeno foliar.

La determinacién de nitrogeno foliar fue realizada por Agrocalidad, para lo cual
se envid muestras de al menos 2 g de hojas frescas. El analisis se realizd
mediante el método Dumas PEE/SFA/58.

4.2.6 Evaluacién estadistica de los resultados

Finalmente, para el analisis estadistico se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) en el software SPSS para inferir si existen diferencias estadisticas
significativas entre los distintos tratamientos de acuerdo con las variables de
andlisis. Posteriormente se realizd una prueba de Duncan para determinar entre
pares de grupos de datos si hay diferencias significantes en cuanto a sus

resultados.

Se realizaron tres réplicas experimentales para cada tratamiento con la bacteria,
asegurando de esta manera minimizar el error experimental. También se
realizaron tres réplicas biologicas para evitar que el sesgo sea influenciado por
algun problema en especifico en cierto patrén; o por la pérdida de datos debido
a algun problema de otro tipo (sea por enfermedad o descuido del operador). Las
condiciones de crecimiento y de riego fueron las mismas para todos los patrones
minimizando y controlando de esta manera una posible influencia en los

resultados.
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5. Capitulo V. Resultados y Discusion

5.1.Reconstitucion de Azospirillum spp.

Para la obtencion de Azospirillum spp. se procedié a la reconstitucion del

producto, para lo cual se realiz6 un cultivo en agar nutriente como se observa en

la Figura 9.

Figura 9: Cultivo obtenido a partir del producto proporcionado.

Para una mayor eficiencia en el crecimiento de la bacteria, se cambié el medio
al recomendado por Céardenas, Garrido, Bonilla y Baldani (2010 que consistié
en el Agar Rojo Congo. Con este medio se realizaron nuevos subcultivos

seriados como se aprecia en la Figura 10.
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Figura 10: Crecimiento en medio Rojo Congo.

Para corroborar si la bacteria era Azospirillum spp. se realizé una microscopia
con tincion gram, dando como resultado la presencia de bacterias con geometria
en forma de vibroide, motilidad muy activa y gram negativas (Hossain, 2015).
Ademas se observé que la morfologia de las colonias concordaba con la

descripcion de Céardenas, et al. (2010 como se presenta en la Figura 11.
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Figura 11: Microscopia en 100x del aislado en agar Rojo Congo.

5.2.Peso seco de raiz y tallo de los patrones de rosas con tratamientos
de Azospirillum spp.

Para el analisis de los resultados del peso seco de raiz se utilizo el peso final,
dando como resultado lo que se aprecia en la Figura 12. Estadisticamente los
mejores tratamientos fueron A (10 UFC) y E (10'? UFC), sin embargo, cabe
recalcar que los resultados también se ven influenciados por el grosor del cuello
del tallo para la obtencion del peso seco. Los tratamientos tienen mejores medias
que los otros controles, demostrando que la bacteria podria tener un efecto
benéfico en el desarrollo radicular.
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Figura 12: Comparacion del peso seco de la raiz de cada uno de los tratamientos

y controles.

a) Las letras (a, b y ab) que se muestran en la parte superior de las barras son los subgrupos

gue se obtuvieron después de realizar la Prueba de Duncan al 5%.

Otros estudios también han realizado la cuantificacion de peso seco en raiz como
Tilak y Subba Rao (1987 en donde se realiza la prueba de colonizacion de
Azospirillum spp. en mijo perla (Pennisetum glaucum); sin embargo, para mejorar
la colonizacion se realizaron incisiones en la raiz y se us6 Azospirillum spp.
previamente aislado. Los resultados obtenidos después de 3 afios demostraron
un rendimiento de 9.5 + 2 g de peso seco de raiz que superaba en 3 gramos al
control sin bacteria. En comparacion con el estudio se observa que el peso seco
de raiz en la presente investigacion tiene la misma tendencia que con una
experimentacion del mismo tiempo de duracibn se obtendrian resultados
concordantes como los reportados en el estudio citado, donde se demuestra que
el tiempo de co-cultivo de la bacteria con la planta tiene una influencia directa en
el resultado obtenido, esto se debe a la relacion de simbiosis. En el trabajo de
Cassan, Perrig, et al. (2009 también se observa que los tratamientos a los cuales
se aplico la bacteria tienen un mayor peso seco en comparaciéon con el control

después de 14 dias, en este caso se usaron semillas de maiz (Zea mays) y de
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soya (Glycine max), donde se observo que, de la misma manera aument¢ la tasa
de germinacion. En el estudio realizado por Mangmang, Deaker y Rogers (2015b
en donde se inocula Azospirillum spp. a lechuga (Lactuca sativa L. tipo Salinas),
se observa un aumento en el peso seco de la raiz después de 28 dias; sin
embargo, el aumento no es estadisticamente significativo, a pesar de ello, se
observa un mejor desarrollo de las raices secundarias, por lo que, se concluye
que la bacteria mejora la tasa de germinacion y ayuda a un mayor desarrollo de
las raices como ya se habia expuesto. El suelo es un sustrato muy complejo el
cual tiene muchas variaciones, a pesar de que se le aplique un mismo
tratamiento. Se ha observado en este estudio, que la compactacion del suelo
tiene una injerencia directa en los beneficios que Azospirillum spp. tiene en el
cultivo por varias razones: en primer lugar, sabemos que la raiz produce
rizodeposiciones las cuales incluyen exhudados, mucilagos, células y tejidos
muertos y derbis de la raiz. Todos ellos tienen una relacién directa con la
actividad de la bacteria, por ejemplo, depende de los exudados para obtener
azucares y usarlos como fuente de carbono, de los cuales su biodisponibilidad
depende de la motilidad que pueda tener Azospirillum spp. en el suelo,
directamente relacionado con la compactacion del mismo (Pedraza, et al., 2010).
En segundo lugar, a todos estos compuestos se debe afiadir a la produccion de
fitohormonas por parte de la planta como las auxinas. En este punto es
importante recordar que la bacteria también produce IAA. Sila compactacion del
suelo es excesiva no solamente afecta el normal desarrollo de la raiz, sino
también la movilidad de la bacteria y de todos los compuestos ya nombrados.
Como observamos en el tratamiento B su desarrollo es menor al de los demés
tratamientos, esto se puede deber a la acumulacién de IAA debido a la
compactacion del suelo, el IAA tiene un efecto inhibidor del crecimiento cuando
se encuentra en exceso, especialmente si su produccidén es exdgena como lo
reporta Rodrigues, et al. (2008 .

Como se puede apreciar en la Figura 13, segun la prueba de Duncan el
tratamiento E es el mejor en comparacion con los demas tratamientos para la
variable peso seco de la parte aérea del patron, especialmente en su

comparacion con el control con N donde se observa una diferencia visible.
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Figura 13: Comparacién del peso seco de la parte aérea del patrén de cada uno

de los tratamientos y controles.

a) Las letras (a, b, c, ab, bc y abc) que se muestran en la parte superior de las barras son los

subgrupos que se obtuvieron después de realizar la Prueba de Duncan al 5%.

Dicho resultado se corrobora con el trabajo de Del Gallo y Fabbri (1991 donde
se explica que una de las razones del mejor rendimiento en peso seco del tallo
de la actividad nitrificante de la bacteria es el tiempo de co-cultivo, asi como
también depende de la variedad y del tipo de planta en el que se realiza la
inoculacion para tener un mejor o peor resultado. La variedad de la planta es
importante en la influencia que tiene Azospirillum spp. en el cultivo. En el estudio
de Araujo, Baldani, Galisa, Pereira y Baldani (2013 se observa que al evaluar
dos variedades de arroz (Oryza sativa) Cana Roxa y Cana Forte, la bacteria tiene
un efecto diferente, por ejemplo; la biomasa que se obtuvo al final es mayor en
Cana Forte (48%) frente al que se obtuvo con la variedad Cana Roxa (28%).
Esto ultimo toma importancia, cuando se observa en otros estudios como el de
Moutia, Saumtally, Spaepen y Vanderleyden (2010 , que un factor fundamental
es la relacion que puedan establecer la bacteria con la variedad de la planta que
se usa, razon por la cual se puede inferir que esto afecté a los resultados
obtenidos en este experimento. Cabe recalcar que los resultados de tallo se

corresponden con los de raiz, lo cual sigue una logica ya que el desarrollo de la
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planta esta directamente relacionado con la absorcion de nutrientes por parte de

la raiz.

5.3.Evaluacion del Tamarfo de la parte radicular y aérea de los
patrones de rosas en tratamiento con Azospirillum spp.

Para el andlisis de los resultados del tamafio de la radicular y parte aérea se
utilizé el diferencial del tamafio final con respecto del inicial. Como se observa
en la Figura 14a el tratamiento E es el de mayor media de tamafio de la parte
radicular, el cual supera en més de 2 cm en el diferencial del tamafio a todos los
controles (figura 14b), por lo que la bacteria podria tener un efecto positivo en el
desarrollo radicular, permitiéendole de esta forma tener un mejor anclaje y

absorcion de los nutrientes.
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Figura 14: Comparacion del diferencial del tamafio de la raiz de cada uno de los
tratamientos.

a) Comparacion estadistica, las letras (a, ab, bc, abc y ¢) que se muestran en la parte superior
de las barras son los subgrupos que se obtuvieron después de realizar la Prueba de Duncan al
5%.

b) Comparacion visual, las letras A, B, D, E, C- y C+ representan cada uno de los tratamientos.
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Este resultado coincide con lo reportado por Barbieri y Galli (1993 donde se
puede observar un mejor desarrollo de la raiz principal y un mayor numero de
raices secundarias en un estudio realizado en trigo (Triticum durum) en el que
Azospirillum brasilense muestra mejores resultados. De la misma manera en el
estudio realizado por Cassan, Maiale, et al. (2009 se observa un mayor
desarrollo de la raiz principal de arroz (Oryza sativa) especialmente, en las
plantas con mayor concentracion de cadaverina (diamina asociada a la
integridad de la superficie celular de las bacterias), lo cual demostraria una
mayor presencia de la bacteria lo cual esta directamente relacionado con el
desarrollo de la raiz. Adicionalmente es importante mencionar que la bacteria no
solo ayuda a un mejor desarrollo y mayor tamafio de la raiz principal ya que,
también aumenta el desarrollo de las raices secundarias y laterales, segun el
estudio de Molina-Favero, Creus, Simontacchi, Puntarulo y Lamattina (2008 las
semillas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) inoculadas con
Azospirillum spp. presentan un mayor porcentaje de raices adventicias y de
raices laterales en un periodo de 6 dias después de la germinacién. Dos factores
preponderantes en la actividad de la bacteria y su relacién con la planta son la
porosidad y tipo de sustrato, esto se debe a que la motilidad de la bacteria se ve
influenciada por el tipo de suelo y la compactacion que este tuvo, por lo que, es
un elemento muy importante a tomar en cuenta en el estudio realizado, como lo
demuestran Zambrano y Diaz (2008 . El tratamiento E es el que mayor
crecimiento registrd, esto pudo deberse a que la bacteria produce IAA mejorando
el crecimiento radicular de las plantas lo cual también se observa en los demas
tratamientos. En lo que se refiere al tratamiento D que es el que menor
crecimiento registré se puede deber a varias condiciones climéticas que se dan
en la rizésfera, uno de los mas importantes es la acidez que se encuentra en el
suelo, ya que el transporte de los nutrientes se debe al intercambio catiénico que
se da por la presencia de los protones en el suelo como se ve en el trabajo de
Malhotra y Srivastava (2009 . Otro de los factores que influencian la actividad de
la bacteria es la cantidad de exudados que libera la planta, esto debido a que los

exudados son la fuente de carbdn que la bacteria necesita, por lo que, afectaria
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a la asociacion de Azospirillum spp. con los patrones de rosa (Pedraza, et al.,
2010).

Con respecto al tamafio aéreo del patron, el tratamiento E es el que mejor media
presentdé conforme a la figura 15a, especialmente si se lo compara con los
controles (Figura 15b). En este caso el diferencial del tamafio también se ve
influenciado por el tamafio inicial de los patrones que si bien fluctu6 entre los 14

a 17 cm no era el mismo para la mayoria lo cual influye en el resultado obtenido.
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Figura 15: Comparacion del diferencial del tamafio aéreo del patron de cada uno

de los tratamientos.

a) Comparacion estadistica, las letras (a, b, y ab) que se muestran en la parte superior de las
barras son los subgrupos que se obtuvieron después de realizar la Prueba de Duncan al 5%.

b) Comparacion visual, Las letras A, B, D, E, C- y C+ representan cada uno de los tratamientos.

En el estudio de Nezarat y Gholami (2009 se muestra que la inoculacion con
Azospirillum spp. en semillas de maiz (Zea mays) aumenta la altura de las
plantas evaluadas entre un 14,3% a un 21,7% en comparacién con los controles;
sin embargo, en este estudio se usaron dos tipos de sustrato; uno estéril y otro

no esteéril, los cuales tuvieron una influencia en el estudio y en la actividad de la
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bacteria. Romero, Correa, Moccia y Rivas (2003 obtienen un resultado
comparable en tomate (Solanum lycopersicum) ya que logran un crecimiento
mayor en un 131% mas que el control, pero el efecto que se observa es mayor
en tomate cherry (Solanum lycopersicum var. Cerasiforme) ya que se obtienen
valores superiores en un 243% en comparacion con los controles, mostrando la
efectividad de la bacteria para el desarrollo vegetal. La produccion de IAA es muy
importante cuando vemos los resultados obtenidos, esto debido a que las
auxinas promueven el crecimiento apical en el tallo que como se observa pudo
haber influenciado en el mayor desarrollo del tallo en los patrones que fueron

expuestos al tratamiento con las bacterias (Pedraza, et al., 2010).

5.4.Evaluacion de laconcentracion de las formas de Nitrégeno en suelo.

Para el analisis de los resultados de la medicién de N en el suelo se tomo en
cuenta al NOs y NHa.

Se puede observar en la Figura 16, que con respecto al NHa4, el tratamiento es el
D, el cual tiene una concentracion de 1x10° UFC de bacteria y supera en al

menos 2 ppm a los controles.
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Figura 16: Comparacion de la concentracion de NH4 en suelo de cada uno de

los tratamientos y controles.

a) La letra (A) que se muestran en la parte superior de las barras es el subgrupo que se obtuvo

después de realizar la Prueba de Duncan al 5%.

En un estudio realizado por Shawky (1990 donde se realiza una comparacion
de N ganado y perdido durante un periodo de 20 dias en un medio suplementado
con 100 mg de NH4, se puede observar que la fijacion no es 6ptima ya que hay
la presencia de mas compuestos de N y esto afecta a la actividad nitrificante de
la bacteria. Debido a que no existe una dieta que aporte N adicional al cultivo se
puede ver una mejor actividad de la bacteria lo cual se puede corroborar con la
fijacion eficiente obtenida en el tratamiento D. El tratamiento E tuvo valores
menores a os controles, el causal del cual puede deberse al consumo basal de
amonio que tiene la bacteria para su supervivencia, ya que, el tratamiento E es
el que mayor UFC tiene de los tratamientos es al que mas pudo ver afectado por

este consumo basal.

Por el contrario, el resultado obtenido para el NO3 se aprecia en la Figura 17.
Para dicha variable, el tratamiento D obtuvo la mayor concentracién con un valor

de 374 ppm a una concentracion de bacteria de 1x109 UFC.
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Figura 17: Comparacion de la concentracion de NO3 en suelo de cada uno de

los tratamientos y controles.

a) Las letras (A, B, y AB) que se muestran en la parte superior de las barras son los subgrupos

que se obtuvieron después de realizar la Prueba de Duncan al 5%.

Este resultado se relaciona con lo expuesto por Steenhoudt y Vanderleyden
(2000 donde la mayor concentracion de NOs se produce con la aplicacion de
Azospirillum spp. a la concentracién de 1x109 UFC. En el trabajo de Shawky
(1990 las cepas tuvieron una ganancia de 11.9 ppm de NOsz después de 20 dias;
sin embargo, como ya se citd0 en un estudio anterior, esto esta directamente
influenciado por el medio suplementado con NH4 que se utilizé. Debido a esto la
cantidad que se obtuvo es mayor a la reportada por Shawky (1990 . En el trabajo
de Creus, et al. (2005 se observa que si bien la fijacion de nitrégeno se da en
condiciones anaerdbicas o microaerdbicas, hay una parte de las bacterias que
estan en la superficie donde no se realiza fijacion de nitrogeno. Cuando hay
condiciones aerdbicas se produce oxido nitrico el cual se ha demostrado que
influye directamente en el desarrollo de raices laterales el cual aumenta en la
presencia de este compuesto (Creus, et al., 2005). La baja producciéon en los
tratamientos B y E se puede deber a una mayor produccion de IAA por parte de
Azospirillum spp. (ya que registraron mayor crecimiento radicular y aéreo). Se ha
observado que ha mayor produccion de IAA hay una menor fijacion de nitrégeno,
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esto se debe a que cuando el nitrégeno es limitante aumenta la fijacion de

nitrogeno y baja la produccion de IAA (Malhotra & Srivastava, 2009).

5.5.Evaluacion del Nitrogeno Foliar en patrones de rosas aplicados
con Azospirillum spp.

El resultado del analisis del porcentaje de N foliar se observa en la Figura 18. Se
aprecia que el mayor contenido de N foliar se obtiene en los tratamientos: B (10°
UFC), con una concentraciéon de 3.19% de Ny D (10° UFC) con un 3.09% de N.

a a
3.00 b ab ab ab
2,50
2,00
S 1,50
< 1,00
@]
0,50
0,00

Dieta sin Dieta con Dieta sin Dieta sin Dieta sin Dieta sin
N N N+Az(AIN+Az(B) N+Az N+ Az (E)
(D)

folia

Concentracion de Nitrogeno

Tratamiento

Figura 18: Comparacion de cada uno de los tratamientos y controles.
a) Las letras (A, B, y AB) que se muestran en la parte superior de las barras son los subgrupos

que se obtuvieron después de realizar la Prueba de Duncan al 5%.

Las diferencias entre estos tratamientos con los controles fluctian entre 0.5 y
1%, demostrando que la bacteria no solo fija el N en el suelo sino también lo
hace mas accesible a la planta; sin embargo, la diferencia no es mayor debido al
tiempo de experimentacion como se ve en el estudio de Fayez (1987 en el cual
también se logra observar una mejor absorcion de N y otros elementos gracias
a la interaccion de Azospirillum spp. con las plantas de algodon (Gossipium
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barbadense), donde se obtuvo una concentracion de N foliar entre un 4.6% a
22.2% mayor en comparacion a los controles, pero este estudio se realizé en un
tiempo de 35 dias con una inoculacion realizada a nivel de la semilla. Otro
estudio que demuestra la clara influencia de Azospirillum spp. en la mejor
absorcién de nutrientes por parte de la planta es el realizado por Pacovsky (1985
, en el cual se observa que los niveles foliares de muchos nutrientes aumentaron,
aun cuando en el nivel de N no se obtuvo una diferencia significativa entre el
control y la inoculacién con la bacteria. Cabe recalcar que la bacteria aumenta la
biodisponibilidad del nitrégeno en suelo; sin embargo, como se ha explicado ya,
su absorcion y la estabilidad de la interaccion entre la bacteria y el patron se ve

afectado por varias condiciones en el sustrato.
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6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1. Conclusiones

Se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en el peso seco de la raiz
y de la parte aérea del patrén en el cual el mejor tratamiento fue E (10*? UFC)
donde se obtuvo un peso final de 1.37 g y 8.23 g, respectivamente. Esta
diferencia es un 55% y un 78,5% mayor en comparacion con el control positivo,
logrando una mayor biomasa de los patrones de rosa, debido a una posible

mayor produccion de IAA por parte de Azospirillum spp.

Se observo que en las variables diferencial del tamafio de la raiz y del tallo el
tratamiento E (10*? UFC) gener6 los valores mas altos (12.45 cm y 34.44 cm,
respectivamente). Estos valores son un 145% y un 41% mayores al control
positivo, esto debido a la mayor disponibilidad de los nutrientes en suelo, ademas
de las fitohormonas auxinicas que mejoran el desarrollo de las raices laterales y

secundarias, ademas de un mayor crecimiento apical del tallo del patrén de rosa.

La mayor fijacién de amonio y de nitrato, se cuantificé en el tratamiento D (10°
UFC), con valores de 11.62 ppm para amonio y de 193.05 ppm para nitrato. Esta
fijacion es mayor en 32,79% y un 61,87%; respectivamente, en comparacion al
control positivo ya que, la actividad de la bacteria es alta y no se vio afectado por

otras formas de nitrdgeno en suelo.

Los tratamientos B (10® UFC) y D (10° UFC) fueron los que alcanzaron mayor
concentracion de nitrogeno foliar con valores de 3.19% y 3.09%,
respectivamente. Estos tratamientos fueron un 7,17% y un 3,81% mayores al
control positivo, a causa de que la bacteria mejoré la fijacion y la disponibilidad

del nitr6geno en suelo.
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Se observo que Azospirillum spp. fija eficientemente nitrato y amonio, ademas
de que produce IAA en suelo mejorando el desarrollo morfologico de los patrones

de rosa, logrando un mejor desarrollo radicular y del tallo del patrén.

6.2. Recomendaciones

Se precisa realizar un estudio de mayor duracion para evaluar de mejor manera

los efectos de la inoculacion de Azospirillum spp. en patrones de rosa.

Se recomienda realizar el mismo estudio en campo, ya que a pesar de que las
condiciones ambientales se simularon no se puede simular el manejo en campo

de una finca floricola.

Se recomienda realizar estudios de coémo afecta la fertilizacion normal y la

aplicacién de pesticidas y fungicidas en el desarrollo de Azospirillum spp.
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Anexo 1: Medios de Cultivo

Anexo 1.1: Formulacién del Agar Nutriente.
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Componentes Cantidades (g/L)
Pluripeptona 5
Extracto de Carne 3
Cloruro de Sodio 8
Agar 15
Ph 7.3+0.2
Anexo 1.2: Formulacién del medio Agar Rojo Congo.
Componentes Cantidad (g/L)
Fosfato monobasico de Potasio 0.5
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.2
Cloruro de Sodio 0.1
Extracto de levadura 0.5
Cloruro Férrico Hexahidratado 0.015
Acido malico 5
Hidroxido de Potasio 4.8
Agar 20
pH final 7
Rojo Congo (autoclavado) 1:400




Anexo 1.3: Formulacion del Medio DYGS.
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Componentes Cantidades (g/L)
Fosfato monobasico de Potasio 0.5
Trihidratado
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.5
Glucosa 2
Peptona 15
Extracto de levadura 2
Acido glutamico 1.5
Acido malico 2
pH final 6.8




Anexo 2: Analisis de Suelo.
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Anexo 2.1: Andlisis del suelo usado para la siembra de patrones, unidades

expresadas en ppm.

Parametros Suelo, Rosas
pH (en H20) 7,0

C.E. (en mS/cm) 1,10

CIC (meq/1009) 15,0

% de Saturacion de Bases

41% (Clasificacion: moderado en
bases, no saturado)

Distribucion de las Bases en el % de
Saturacién

Ca: 17%, Mg: 8%, K: 12%, Na: 3%

Nitrato (NO3) 266
Amonio (NHa) 0,2
Fosfato (POa4) 34,1
Potasio (K) 126
Magnesio (Mg) 29,3
Calcio (Ca) 62,5
Sulfato (SOa4) 106
Sodio (Na) 49,7
Cloruro (CI) 32,7
Hierro (Fe) 0,180
Manganeso (Mn) 0,045
Cobre (Cu) 0,022
Zinc (Zn) 0,048
Boro (B) 0,300
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