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RESUMEN

Las Bacterias Promotoras de Crecimiento de Plantas
(BPCP), son microorganismos fijadores de nitrégeno
atmosférico y a su vez producen hormonas que
aprovechan las plantas para llevar a cabo su desarrollo.
Es importante la utilizacion de microorganismos
benéficos para reducir la fertilizacion quimica. La
investigacion cientifica ha incrementado la busqueda y
aislamiento de BPCP de regiones especificas como son
las zonas aridas, ya que estos microorganismos estan
adaptados a ambientes extremos. La especie Prosopis
chilensis esta siendo utilizada para reforestacion de
escuelas, parques y también como ornato; para
reproducir esta planta se esta utilizando fertilizantes
quimicos que son dafiinos al medio ambiente. El
objetivo de la presente investigacién, consistio en
analizar el efecto de las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal Bacillus amyloliquefaciens y
Azospirillum halopraeferens en la germinacién y
emergencia del mezquite chileno (P. chilensis) bajo
cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M
de NaCl). Se obtuvieron semillas de mezquite chileno
de la region de Santa Ana, Sonora, México. Bajo
condiciones de laboratorio se evalud el porcentaje de
germinacion, tasa de germinacion, altura, longitud
radicular de plantula, peso fresco de plantula nimero
de células bacterianas adheridas al sistema radicular.
Bajo condiciones de invernadero, las variables
evaluadas fueron porcentaje de emergencia, tasa de
emergencia, altura y longitud radicular, peso fresco y
seco de planta, peso fresco y seco de raiz, nimero de
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células bacterianas adheridas al sistema radicular. Los
resultados indican que, en condiciones in vitro, el
porcentaje y tasa de germinacién disminuy6 conforme
la salinidad se incrementa. Sin embargo, estas
variables  cambiaron  positivamente  por A
halopraeferens y B. amyloliquefaciens; la altura de
plantula y longitud radicular fueron incrementadas con
la bacteria B. amyloliquefaciens, en las salinidades (0,
0.25 y 0.5 M de NaCl). Los resultados obtenidos en
invernadero, muestran que, el porcentaje y tasa de
emergencia, fueron afectados positivamente por las
dos  bacterias  (A. halopraeferens 'y  B.
amyloliquefaciens) en P. chilensis, como también se
presento un buen desarrollo en altura de planta,
longitud radicular, peso fresco y seco. Sin embargo es
importante hacer notar que bajo condiciones de
invernadero, se logré obtener que los inoculantes
resultasen ser mas efectivos en las variables
estudiadas.

Palabras clave: fijacion de nitrogeno; Bacillus
amyloliquefasciens; Prosopis chilensis; Azospirillum
halopraeferens; salinidad.

SUMMARY

The Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) are
microorganisms atmospheric nitrogen fixing and
produce hormones that take advantage of the plants to
carry out their development. The use of beneficial
microorganisms is important to reduce the chemical
fertilization. The scientific research has been
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increasing the isolation of PGPB from specific regions
as the arid zones, due that these microorganisms are
adapted to extreme atmospheres. The Prosopis
chilensis species has being used for reforestation of
schools, parks and also like ornate; in order to
reproduce this plant is necessary the use of fertilizing
chemicals, however it is a harmful to the environment.
The objective of the present investigation, consisted of
analyzing the promotional effect of the promotional
bacteria of the wvegetal growth  Bacillus
amyloliquefaciens and Azospirillum halopraeferens in
the germination and emergency of mesquite Chileno
(P. chilensis) under four saline concentrations (0, 0,25,
0,5 and 0,75 M of NaCl). Seeds of mesquite Chileno
were obtained of the region of Santa Ana, Sonora,
Mexico. Under conditions of laboratory percentage of
germination was evaluated, rate of germination,
height, length to radicle of plant, fresh weight of plant.
Under conditions of greenhouse, the evaluated
variables were percentage of emergency, rate of
emergency, height and length to radicle, fresh and dry

INTRODUCCION

En la actualidad se estan perturbando comunidades de
plantas naturales por la accion del hombre (Agnew y
Warren, 1996), hay que tener una comprensién cada
vez mayor de los mecanismos que funcionan en
ecosistemas naturales para poder manejar areas
dafladas y como también restaurar y estabilizar el
medio ambiente (Agnew y Warren, 1996; Grover y
Musick, 1990). La peninsula de Baja California y el
estado de Sonora, son dos de los estados més &ridos de
México, con 80 mm medio anual de precipitacion, ya
que carecen de recursos hidricos superficiales (Rueda
et al., 2003). La reproduccion y reforestacién son
actividades que dependen de agua subterranea y de
pozos. Desafortunadamente, la extraccion de agua,
supera al indice de mantos acuiferos, y el uso
inadecuado de fertilizantes han causado aumentos en
la salinidad, que durante las dos décadas pasadas se
convirtié en un problema grave en la reproduccion de
arboles tradicionales en estas regiones (SAGAR, 1981;
Randall, 1985; Reig, 1994; Nobel, 1996; Carrillo et
al., 1999; Carrillo, 2002; Carrillo et al., 2002). La
importancia ecoldgica del mezquite radica en el medio
ambiente como planta fijadora de nitrégeno, enriquece
el suelo a su alrededor, promueve el crecimiento de
matorrales asociados a ella y por tanto previene la
erosion del suelo; asi mismo actia como planta
nodriza de numerosas especies de aves y roedores
(Bravo-Hollis, 1978; Hubbell, 1979; Belsky et al.,
1989; Garner y Steinberger, 1989; Joffre y Rambal,
1993; INE, 1994; Carrillo et al., 1998; Golubov et al.,
2001). Un género representativo de reproduccién en
zonas aridas es Prosopis L. (Fabaceae) que constituye
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weight of plant, fresh and dry weight by root, number
of bacterial cells adhered to the system to radicle. The
results showed that in in vitro conditions, the
percentage and rate of germination diminish as the
salinity increased. Nevertheless, these variables were
they changed positively by A. halopraeferens and B.
amyloliquefaciens; the height of plant and length to
radicle  were increased with  bacterium B.
amyloliquefaciens, in the salinities (0, 0.25 and 0.5 M
of NaCl). The results obtained in greenhouse, indicate
that, the percentage and rate of emergency, were
affected positively by the two bacteria (A.
halopraeferens and B. amyloliquefaciens) in P.
chilensis; also appear a good development in height of
plant, length to radicle, fresh and dry weight. It is
necessary to indicate that under conditions of
greenhouse the inoculants were more effective.

Key  words: nitrogen fixation; Bacillus
amyloliquefaciens; Prosopis chilensis; Azospirillum
halopraeferens; salinity.

un recurso muy importante en muchas regiones aridas
y semiaridas del mundo. Estos éarboles son
potencialmente importantes ya que se pueden
incorporar dentro de viveros para reproducirlos,
restaurar y estabilizar areas afectadas por la salinidad y
las zonas perturbadas (Carrillo et al., 1999). Hay un
interés cada vez mayor sobre los efectos de la
remediacién sobre una gama de niveles de sal en los
suelos. En el estado de Baja California y Sonora,
Prosopis spp. tiene una distribucion amplia
(CONAFOR, 2008). Se ha identificado este arbol
como recurso para establecerlo en comunidades del
desierto del Sonora (FAO, 1998; CONAFOR, 2008).

Las hojas de Prosopis spp. se utilizan en la medicina
tradicional para la inflamacién de ojos, la disenteria y
de algunas enfermedades de la boca y de la garganta;
la madera se utiliza en las construcciones y en muebles
rurales, la lefia se utiliza en la fabricacion de carbon y
la corteza se utiliza en pieles de animales (Solis y
Espericueta, 2005). EI mezquite es un estabilizador de
las dunas del desierto ya que posee un sistema
radicular que ayuda a conservar la humedad en el
suelo y subsuelo (Solis y Espericueta, 2005). Por otra
parte P. chilensis es una especie importante en su
género, ya que puede ser utilizado para reforestar
escuelas, jardines de nifios situadas en las
comunidades de areas secas y salinas del estado de
Sonora y también ser utilizado como arbol de ornato
(Villegas et al., 2008). Debido a su incapacidad de
producir espinas (inerme), provoca seguridad en los
nifios intrépidos de estas escuelas. Sin embargo, para
la reproduccién de P. chilensis, este es limitado por
una carencia del nitrégeno disponible en suelo



Tropical and Subtropical Agroecosystems, 12 (2010): 19 - 32

(Jefferiers, 1977; Meyer et al., 1986; Olduol et al.,
1986; Karlin et al., 1997). Esta condicion afecta su
potencial de crecimiento y de reproduccién (Hahne y
Schuch, 2004). Tradicionalmente los viveros bajo
riego en condiciones de campo en el desierto de
Sonora, para reproducir mezquite aplican fertilizantes
sintéticos para compensar la deficiencia de nitrégeno.
Sin embargo, el wuso indiscriminado de estos
fertilizantes, puede aumentar la salinidad y dafiar
seriamente la estructura y composicion de la
microflora del suelo (Kapulnick et al., 1981; Banwari
y Rao, 1990; Nahid y Hakeem, 1991; Akhavan et al.,
1991). Estudios relacionados con la interaccién planta
microorganismo en Prosopis spp., se limitan a estudios
unicamente con micorrizas (Carrillo et al., 1999). Sin
embargo con relacion a bacterias promotoras de
crecimiento de plantas autdctonas de ambientes aridos-
salinos se destaca el de Villegas et al. (2008), este
ultimo estudio considerando como base el aumento de
bacterias halotolerantes segun Hamdi (1999) como
futuros bio fertilizantes potenciales. El grupo de
Bacterias promotoras de crecimiento de plantas
(BPCP), es conocido como PGPB-Plant Growth-
Promoting Bacteria (siglas en ingles), fue definido por
Kloepper et al (1992) como bacterias habitantes de la
raiz que estimulan significativamente el crecimiento
de plantas.

El termino BPCP es aplicable a las bacterias que
influyen directamente sobre el metabolismo de las
plantas promoviendo el aumento de la toma de agua y
de nutrientes, el desarrollo del sistema radical y la
estimulacion  del  funcionamiento  de  otros
microorganismos benéficos presentes en la rizosfera
(Glick y Bashan, 1997; Bashan y Holguin, 1998).
Pueden promover el crecimiento por vias directas o
indirectas, cuyos elementos especificos no han sido
debidamente caracterizados. Los efectos directos se
pueden evidenciarse en ausencia de otros
microorganismos, es decir, la planta solo interactGa
con el microorganismo en estudio, mientras que los
mecanismos indirectos se pueden observar en la
interaccion del microorganismo de interés con un
fitopatdgeno, mediante la cual se reducen los efectos
dafiinos en el vegetal (Thrane et al., 2000; Diaz-
Vargas et al., 2001;). Los efectos directos de las BPCP
son: la sintesis de fitohormonas, produccion de
sideroforos, solubilizacion de minerales y la fijacion
de nitrégeno atmosférico (Malik et al., 1997). El
objetivo del presente estudio consistio en analizar el
efecto de las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal Bacillus amyloliquefaciens y Azospirillum
halopraeferens en la germinacién y emergencia del
mezquite chileno (P. chilensis) bajo cuatro
concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de
NaCl) in vitro y de invernadero.
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MATERIAL Y METODOS
Obtencién de semilla

Semillas de mezquite P. chilensis fueron colectadas en
campo siguiendo la técnica de colecta y recuperacion
de semilla a partir de la vaina, durante el verano
(junio-julio) de 2006 en un ejemplar de 5 afios que se
encuentra ubicado en las coordenadas 30° 32°31.26”
Latitud Norte y 111° 7° 9.41"" Longitud Oeste en la
ciudad de Santa Ana, Sonora, México, entidad
conocida como la “Llave del Desierto” de Altar en
Sonora, Meéxico. Posteriormente las vainas se
depositaron en un recipiente térmico o hielera a 4°C,
para evitar que las semillas se infectaran por
enfermedades y/o fueran consumidas por insectos. La
semilla fue obtenida con la ayuda de tijeras,
posteriormente pas6 por un proceso de limpieza de
impurezas, separando la semilla de los restos de las
vainas. Las semillas se homogenizaron en base a
tamafio (6-7.5 mm de largo y 3.5-5.5 mm de ancho), y
apariencia con un cedazo de 0.5 x 0.5 cm (0.25 cm?)
de diametro, conservando aquellas semillas que
permanecieron sobre el cedazo. Para determinar la
viabilidad de las semillas, se lavaron en agua potable
siguiendo el criterio de flotabilidad, desechando
aquellas que flotaron. Posteriormente se desecho el
agua y se adiciond Tween 20, al 2% y se mantuvo asi
durante 10 minutos en agitacion constante a una
velocidad de 150 revoluciones por minuto (rpm)
utilizando una agitadora marca Eberbach. Después se
desecho el Tween con agua destilada estéril para
eliminar los excesos del mismo. En seguida, se
adiciono hipoclorito de sodio (NaClO3) al 3% y se
mantuvo asi durante cinco minutos en agitacion
constante a una velocidad de 150 revoluciones por
minuto en la misma agitadora. Por Gltimo se decanto el
hipoclorito de sodio y se lavaron las semillas cinco
veces con agua destilada estéril para eliminar los
excedentes del hipoclorito (Carrillo et al., 1998).

Estudio in vitro

Se prepararon cultivos de las bacterias (A.
halopraeferens Au’" DSM 3675" (Reinhold et al.,
1987), y B. amyloliquefaciens) por separado, que
presentaran una fase de crecimiento exponencial (15
h); se realizd un ajuste en los cultivos bacterianos
empleando un espectrofotdmetro (Maestro Fisher
Scientific 415). Se adicion6 un ml del cultivo en una
celda para espectrofotometro, tomando la lectura de
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm y por
altimo se realiz6 un ajuste previo con el control que
fue la solucidén nutritiva. La suspensién bacteriana fue
diluida en el mismo medio nutritivo hasta obtener una
absorbancia de 1.00 unidades, correspondiendo a una
concentracion de 1x10® células por ml (Carrillo et al.,
1988). Un total de 300 semillas (unidades
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experimentales) de mezquite chileno fueron tratadas
por escarificacion en agua hirviendo por seis minutos
donde se utilizaron 100 semillas para cada uno de los
tratamientos (A. halopraeferens Au*" DSM 3675", B.
amyloliquefaciens y un testigo sin inocular).

Para la inoculacion, en cada uno de los cultivos
bacterianos se colocaron las semillas de cada
tratamiento y en un matraz Kitazato de 250 ml, se
sometieron por infiltracién al vacio a 600 mm Hg por
5 m (Carrillo et al., 1988). Posteriormente los
tratamientos se sometieron a cuatro concentraciones
salinas (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl); cinco cajas
por repeticiéon en los tratamientos de salinidad,
arrojando un total de 60 cajas Petri con cinco semillas
cada repeticiéon. Se agregaron 20 ml de la solucién
salina correspondiente (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl),
con una concentracion del inoculante en liquido 1x10°
UFC/ml. Los tratamientos se colocaron en una camara
de germinacion en condiciones de luz blanca-continua,
27°C £0.5°Cya 35 % = 1 % de humedad relativa. Se
aplicaron 20 ml de agua destilada estéril, asi como
también de la solucién salina, a los tratamientos
correspondientes (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl) cada
dos dias a cada una de las cajas Petri. El estudio de
germinacion se desarrolld durante siete dias.

El porcentaje de germinacion fue evaluado mediante la
observacién de la emergencia de la radicula (2 mm de
longitud). EI nimero de semillas germinadas se realiz6
mediante lecturas diarias (tasa de germinacion) y
finalmente el porcentaje de germinacién fue
determinado a los 7 dias. La tasa de germinacion fue
calculada de acuerdo a Maguire (1962) con la
ecuacion:
M =nl/tl + n2/t2 +...n7/t7

Donde nl, n2, ... n7 representan el nimero de semillas
germinadas en el tiempo t1, t2, ... t7 (en dias).

El disefio experimental que se empled fue un
completamente al azar con 12 tratamientos, con un
arreglo bifactorial 3X4; (2 bacterias y un control x 4
niveles de salinidad). Utilizando este mismo disefio, se
realizaron andlisis de varianza del porcentaje de
germinacion transformando previamente los valores
con arcoseno (Sokal y James, 1988). La tasa de
germinacion también fue analizada. La diferencia
significativa entre las medias de los tratamientos se
evalud mediante la prueba de Rango Miltiple de
Duncan al 0.05%. Los datos fueron analizados
mediante el paquete estadistico SAS (SAS, 2001).

Longitud radicular y altura de plantula
El periodo de observacién se llevo a cabo siete dias

después de que culmino el estudio y se obtuvieron un
total de 60 plantulas (5 plantulas por tratamiento de 12

22

tratamientos). Aquellas plantulas obtenidas, fueron
medidas con un vernier (General, 143, General Tools,
Manufacturing Co., Inc. New York, USA),
procediéndose a la anotacion correspondiente de las
plantulas de cada tratamiento, cabe indicar que la
altura de la plantula fue considerada a partir del cuello
hasta el apice de la misma.

Peso fresco.

La observacion se llevé a cabo después de los siete y
se obtuvieron 48 plantulas (4 plantulas por tratamiento
de 12 tratamientos). La obtencién de peso fresco, se
realiz6 mediante el uso de una balanza analitica
Mettler-Toledo GmbH.

Cuantificacion de células bacterianas adheridas al
sistema radicular de plantas de P. chilensis

Esta prueba se llevd a cabo al finalizar el estudio (7
dias después); para ello se tomaron de cada
tratamiento y por separado, tres plantas, se lavaron con
agua destilada estéril y posteriormente se introdujeron
a un tubo Eppendorf con agua estéril. Se agitaron con
la ayuda de un Vortex durante 1 minuto lo que
permiti6 el desprendimiento de las bacterias adheridas
a la raiz. Posteriormente de ésta solucion se tomaron
directamente 100 pL y se sembraron por dispersion en
placa en medio Rennie y/o OAB libre de nitrégeno
(Rennie, 1981; Reinhold et al., 1987). Las cajas de
Petri sembradas y se incubaron a 30°C durante 24 h
para cuantificar las unidades formadoras de colonia
(UFC/ml). Esta prueba se realizé por triplicado.

Estudio en invernadero

Para la preparacién de los cultivos bacterianos (A.
halopraeferens Au*’ DSM 3675 y B.
amyloliquefaciens), se  desarroll6 el  mismo
procedimiento indicado en el estudio in vitro. Los
tratamientos evaluados fueron A. halopraeferens Au®’
DSM 3675', B. amyloliquefaciens y un testigo sin
inocular, sometiéndose a cuatro concentraciones
salinas (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl); para la
siembra se utilizaron cinco vasos de unicel por
repeticion en los 12 tratamientos de salinidad,
arrojando un total de 60 vasos ; se utilizo el sustrato
peat-moss (Sunshine, Sun Gro Horticulture Canada,
Ltd.); la semilla fue obtenida y seleccionada conforme
a lo indicado en este paso bajo condiciones in vitro;
para la inoculacién, en cada uno de los cultivos
bacterianos se colocaron las semillas de cada
tratamiento y en un matraz Kitazato de 250 ml, se
sometieron por infiltracion al vacio a 600 mm Hg por
5 minutos (Carrillo et al., 1998). Posteriormente los
tratamientos se sometieron a cuatro concentraciones
salinas (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl); cinco cajas
por repeticion en los tratamientos de salinidad, (60
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vasos con cinco semillas cada repeticién). Cada una de
las semillas se sembré a una profundidad de 0.5 a 1
cm. Se agregaron 200 ml de la solucién salina
correspondiente (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl), con
una concentracion del inoculante en liquido, se agregd
1x10® UFC/ml. Los tratamientos fueron ubicados en
invernadero, a una temperatura de 35°C con una
humedad relativa de 20%. Se aplicaron 200 ml de agua
destilada estéril, asi como también de la solucion
salina, a los tratamientos correspondientes (0, 0.25, 0.5
y 0.75 M de NaCl) cerciorandose de la existencia de
un escurrimiento para evitar el incremento de
salinidad; en el sustrato de los vasos; las aplicaciones
fueron efectuadas cada tres dias.

Las variables evaluadas fueron: porcentaje y tasa de
emergencia, las cuales se desarrollaron considerando
el rompimiento del sustrato. EI ndmero de semillas
emergidas se realiz6 mediante lecturas diarias (tasa de
emergencia) y finalmente el porcentaje de emergencia
fue determinado a los 30 dias. La tasa de emergencia
fue calculada de acuerdo a Maguire (1962) con la
ecuacion:
M =nl/tl +n2/t2 +...n30/t30

Donde:
nl, n2, ... n30 representan el nimero de semillas
emergidas en el tiempo t1, t2, ... t30 (en dias).

El disefio experimental fue el completamente al azar
con 12 tratamientos con un arreglo bifactorial de 3x4
(2 bacterias y un control x 4 niveles de salinidad).
Utilizando este mismo disefio, se realizaron anlisis de
varianza del porcentaje de emergencia transformando
previamente los valores en arcoseno (Sokal y James,
1988). La tasa de emergencia, que es la suma de
semillas emergidas contadas por dia también fue
analizada. La diferencia significativa entre las medias
de los tratamientos se evaludé mediante la prueba de
Rango Mdltiple de Duncan al 0.05%. Los datos fueron
analizados mediante el programa de computo SAS
(SAS, 2001).

Longitud radicular de plantula y altura de planta

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

Peso fresco y Peso seco de plantula

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

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

Cuantificacion de células bacterianas adheridas al
sistema radicular de plantas de P. chilensis

Esta prueba se llevé a cabo al finalizar el estudio (30
dias después); se desarrolld la misma metodologia
indicada in vitro.

RESULTADOS

Porcentaje y Tasa de Germinacion in vitro de
Prosopis chilensis

La germinacién in vitro, de semillas de mezquite P.
chilensis, con el tratamiento A. halopraeferens Au*
DSM 3675 y el tratamiento sin inoculante (control) a
una salinidad de 0 M se comportaron superiores (72%
y 68%) en comparacion del tratamiento B.
amyloliquefacien (60 %). A una concentracion de 0.25
M de NaCl los mismos dos tratamientos de A.
halopraeferens y el control, presentaron porcentajes de
germinacion  similares (68% ambos) (P>0.05),
mientras que BA present6 un 48%. Por su parte a una
concentracion salina de 0.5 M de NaCl, el valor
maximo de germinacién fue el tratamiento con la
bacteria A. halopraeferens (36%); mientras que a una
salinidad de 0.75 M de NaCl, los tratamientos con
inoculantes presentaron baja germinacion (Figura 1).

Con respecto a la tasa de germinacion, el tratamiento
control a una salinidad de 0 M de NaCl, presento un
desarrollo en la germinacibon méas activa, en
comparacion con los tratamientos de las dos bacterias
(A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens). Asimismo
se pudo observar que A halopraeferens y el control
sin inocular, muestran efectos significativos a una
salinidad de 0.25 M de NaCl comparados con B.
amyloliquefaciens. Los resultados indican que que la
salinidad reduce la tasa de germinacion, no obstante
ello, B. amyloliquefaciens presenta un mayor
incremento en la tasa de germinacién en comparacion
de los demas tratamientos auna salinidad de 0.5 M de
NaCl (Figura 2).
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Figura 1. Germinacion in vitro con la semilla de mezquite chileno (P.

chilensis) y el efecto ejercido por A.

halopraeferens Au*" DSM 3675" =AH y B. amyloliquefaciens=BA, con su respectivo control sin inoculante, bajo
cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl), Literales diferentes indican diferencia significativa

P=0.05.

Altura de plantula, Longitud radicular, Peso fresco
de plantula y Unidades formadoras de colonias
(UFC/ml)

En altura de plantula se desarrollaron favorablemente
los tratamientos con los inoculantes en estudio (A.
halopraeferens 'y B. amyloliquefaciens), en
comparacion con el control en las diferentes
salinidades analizadas (0, 0.25 y 0.5 M de NaCl),
(Tabla 1).

En longitud radicular a una salinidad de 0 M de NaCl,
el tratamiento que sobresalio fue el control sobre las
bacterias (A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens).
Sin embargo en las subsiguientes salinidades (0.25 y
0.5y 0.75 M de NaCl), sobresalieron las bacterias A.
halopraeferens y B. amyloliquefaciens en comparacion
del control; los valores indican diferencia significativa
de (P=0.05) (Tabla 1).

Con respecto a la variables peso fresco, los resultados
muestran que al hacer uso de diferentes salinidades, el
peso fresco se ve reducido cuando la molaridad de
NaCl se incrementa; el tratamiento A. halopraeferens
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sobresali6 en comparacion del control y B.
amyloliquefaciens, respectivamente (Tabla 1).
El nimero de las células adheridas al sistema

radicular, no fue afectado por las cuatro salinidades (0,
0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl en A. halopraeferens; lo
contrario ocurrié con B. amyloliquefaciens que fue
reducida numéricamente las unidades formadoras de
colonias. (Tabla 1).

Porcentaje final y tasa de emergencia de P.
chilensis en invernadero

En la prueba de emergencia de P. chilensis los
resultados arrojan que los tratamientos con las dos
bacterias (A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens) a
una salinidad de 0 y 0.25 M de NaCl, presentaron el
100% de emergencia en comparacion con el control
(78% y 76%, respectivamente). Sin embargo a una
salinidad de 05 y 0.75 M de NaCl, aunque las
bacterias mostraron promocién en la emergencia en
comparacion con el control, esta se vio reducida en un
80% en comparacion de 0, 0.25 M de NaCl (Figura 3).
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Figura 2. Efecto de la Tasa de germinacién de P. chilensis, por A. halopraeferens Au*" DSM 3675" vy B.
amyloliquefaciens, con su respectivo control sin inoculante in vitro,bajo cuatro concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y
0.75 M de NaCl). Literales diferentes indican diferencia significativa P=0.05.

Tabla 1. Efecto de la inoculacién de A. halopraeferens Au‘" DSM 3675' (AH) y B. amyloliquefaciens (BA), y su
respectivo control sin inoculante (C) en plantulas de P. chilensis, in vitro, bajo cuatro concentraciones salinas (0,
0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl), en altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso seco de planta, peso
fresco y seco de raiz; Unidades formadoras de colonias (UFC/ml) adheridas al sistema radicular.

b
Cc
5 7
Control
0 M de NaCl

3 5

A. halopraeferens

0.25 M de NaCl

a
Cc
7
0.5 M de NaCl

3 5 7

. amyloliquefaciens

0.75 M de NaCl

. Altura de angitud Peso fresco
Inoculante Salinidad plantula radlgular de plantula UFC/ml
M NaCl (cm) plantula (mg)
(cm)
C 0 6.7b 8.4a 0.49b 0
c 0.25 4d 1.5 cd 0.27¢e 0
c 0.5 2.8¢e 0.96d 021f 0
c 0.75 0g of Oh 0
AH 0 16a 7.7 ab 0.68a 2,920 b
AH 0.25 6.48 bc 176 ¢ 0.39¢ 3,533 a
AH 0.5 3.88d 1.46 cd 0.17f 3,429 a
AH 0.75 1.08 ¢ 0.36¢e 0.01h 3,467 a
BA 0 9.4b 7.2ab 0.38¢ 2,333 ¢
BA 0.25 6.08 c 1.76 ¢ 0.34 cd 1,558 d
BA 0.5 2.88¢e 0.96d 0.19f 1,727d
BA 0.75 09g¢g 0.3e 0.06¢ 2,353 ¢

Literales diferentes indican diferencia significativa P=0.05.
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Figura 3. Efecto ejercido en el porcentaje de emergencia final (%) por A. halopraeferens Au*" DSM 3675 =AH y B.
amyloliquefaciens=BA, con su respectivo control sin inoculante, bajo condiciones de invernadero y con cuatro
concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl). Literales diferentes indican diferencia significativa P=0.05.

100
<
é 80 a
@ a
o
S 60
j@))
1.
=
S 40
[«5)
e]
s 20
- b
0 b
3 6 9 12 15 18 21 3 6
Control
0 M de NaCl

9 12 15 18 21 3 6
A. halopraeferens

9 12 15 18 21

B. amyloliquefaciens

0.25 M de Racl

Figura 4. Efecto ejercido en la tasa de emergencia (%) por A. halopraeferens Au‘" DSM 3675" =AH y B.
amyloliquefaciens=BA, con su respectivo control sin inoculante, bajo condiciones de invernadero y con cuatro
concentraciones salinas (0, 0.25, 0.5y 0.75 M de NaCl). Literales diferentes indican diferencia significativa P=0.05.

En la tasa de emergencia sobresalieron las dos
bacterias A. halopraeferens y B. amyloliquefaciens en
comparacion con el testigo, a un tiempo de
escarificacion de la semilla de P. chilensis de seis
minutos (Figura 4). Se puede observar que en aquellos
tratamientos con bacterias, se alcanz6é el 100 % de
emergencia a los 6 y 10 dias respectivamente. Para el
caso de las salinidades de 0.5 y 0.75, el 20% méaximo
fue alcanzado a los 6 dias por BA, mientras que AH, a
los 18 dias. Por su parte el control, su maxima
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velocidad de germinacion a 0.5 y 0.75 M de NaCl, fue
alcanzada a los 18 dias con un 8 %.

Altura de planta, Longitud radicular de planta,
Peso fresco y seco de planta, Peso fresco y seco de
raiz y Unidades formadoras de colonias (UFC/ml)

En altura de la planta, se observa (Tabla 2) que la
salinidad reduce la altura. No obstante, se logré
observar que esta variable, se comportd
favorablemente con el inoculante B. amyloliquefaciens
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a las salinidades de 0 y 0.5 M de NaCl, mientras que
A. halopraeferens promueve mejor a una salinidad de
0.25 M de NaCl (Tabla 2).

En longitud radicular los tres tratamientos (A
halopraeferens y B. amyloliquefaciens, control)
muestran similares comportamientos de reduccién
radicular conforme la salinidad aumenta. Sin embargo
A. halopraeferens promueve positivamente el
desarrollo a salinidades de 0 y 0.25 M de NaCl,
mientras que a 0.5 y 0.75 lo hace B. amyloliquefaciens
(Tabla 2).

Acorde a la variable peso fresco, los resultados con A.
halopraeferens, sobre salieron en comparaciéon de B.
amyloliquefaciens y el control, a las salinidades
estudiadas (Tabla 2). Por su parte en peso seco de
planta, los resultados indican que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos y salinidades en
estudio. No obstante ello, numéricamente sobresale el
tratamiento con A. halopraeferens (Tabla 2).

Respecto a peso fresco radicular, se observd un
resultado similar al obtenido en peso fresco de
plantula, donde A. halopraeferens sobresali6 en
comparacion de B. amyloliquefaciens (Tabla 2). En
peso seco de raiz, a una salinidad de 0, 0.25y 0.5 M
deNaCl, no presentaron diferencias significativas en
los tres tratamientos (A. halopraeferens y B.
amyloliquefaciens, control). Asimismo, es importante
hacer notar que a una salinidad de 0.75 M de NaCl, los
tratamientos con inoculantes estudiados presentaron
diferencia significativa, en comparacion con el
tratamiento control (Tabla 2).

El nimero de células adheridas al sistema radicular de
las plantas de mezquite chileno, no fue afectada por las
cuatro salinidades (0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl),
considerando diferencia significativa. Sin embargo
numéricamente si reduce las unidades formadoras de
colonias (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la inoculacién de A. halopraeferens Au‘" DSM 3675" (AH) y B. amyloliquefaciens (BA), y su
respectivo control sin inoculante (C) en plantulas de P. chilensis, en Invernadero, bajo cuatro concentraciones salinas
(0, 0.25, 0.5 y 0.75 M de NaCl), en altura de planta, longitud radicular, peso fresco de planta, peso seco de planta,
peso fresco y seco de raiz; Unidades formadoras de colonias (UFC/ml) adheridas al sistema radicular.

. Alturade Longitud Peso Peso seco Pesos Peso
Inoculante Salinidad planta radicular fresco planta fresco seco UFC/ml
M NaCl (cm) (cm) planta (mg) de raiz d?
(mg) raiz
c 0 421c  476b 0.21b 0042 013a O 0
C 0.25 3.59¢ 3.74d 0.23a 0.05a 0.15a 0.02a 0
C 0.5 1.01f 111e 0.07d 0.01b 0.05b 001la 0
C 0.75 0.08 h 0.02f 0.01d Oc 0.01c Oa 0
AH 0 5.33a 4.95a 0.22a 0.04a 0.14a 0.02a 3,817 a
AH 0.25 481b 426¢ 0.25a 0.05b 0.16a 0.02a 3492ab
AH 0.5 1.90c 145¢ 0.11c 0.02b 0.07b 00la 3,333b
AH 0.75 0.34¢g 0.11f 0.06d 0.01a 0.04b 00la 3,420ab
BA 0 5.36a 477b 0.23a 0.05a 0.15a 0.02a 3,900 a
BA 0.25 4.65b 4.16¢c 0.22a 0.04a 0.14a 0.02a 2,467 ¢
BA 0.5 2.66d 1.87¢ 0.13¢ 0.03ab 0.08b 001la 2,063 ¢
BA 0.75 0.34¢g 0.11f 0.06d 0.01b 0.04bc 0.01la 2,417 ¢

Literales diferentes indican diferencia significativa P=0.05.

DISCUSION

Una de las metas mas importantes a nivel mundial es
la conservacion de los recursos naturales y de la
diversidad biolégica. En la actualidad, actividades

como la agricultura y la ganaderia mal aplicadas en un
ecosistema tan fragil como el de zonas arido-salinas
aceleran su deterioro. Algunas comunidades vegetales
de zonas desérticas y forestales se han convertido en
zonas perturbadas gracias a la actividad humana
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(Puente, 2004), haciendo necesaria una mayor
comprension de los mecanismos que operan en
ecosistemas naturales de tal forma que las areas
perturbadas puedan restaurarse estabilizando asi el
ambiente (Grover y Musick, 1990; Agnew y Warren,
1996). La restauracion del habitat puede hacer uso de
plantas que estabilicen el suelo, mejoren su calidad, y
con el tiempo produzcan un microambiente favorable
para el establecimiento sucesivo de otras especies
vegetales (Puente, 2004); esta facilitacion entre ciertas
plantas puede ser promovida positivamente con la
ayuda de la interaccion de microorganismos presentes
a nivel de rizosfera. Por lo anterior, la atencién
cientifica se ha enfocado en buscar alternativas
bioldgicas que estimulen el desarrollo de las plantas
como Azospirillum, bacterias de rizdsfera fijadoras de
nitrégeno conocidas como bacterias promotoras del
crecimiento de plantas (PGPB, siglas en ingles). Las
bacterias promotoras del crecimiento en plantas, en
general, pueden contribuir al crecimiento y aumento
del rendimiento de muchos cultivos agricolas
importantes desde pastos para forraje hasta
leguminosas y cereales (Puente, 2004). No obstante lo
anterior, aun cuando los estudios bioldgicos de
interaccion planta-microorganismo se sumen al
enriquecimiento del conocimiento, la mayoria ha
ignorado la participacién de ampliar el conocimiento
en plantas de reforestacion como es el Mezquite
Prosopis spp., el cual en las &reas que presentan
condiciones de aridez y salinidad, puede ser una
alternativa de solucion a la deforestacion con la
asociacion exitosa de las bacterias inoculadas a la
planta (Hamdi, 1999; Neori y Zskova-KonZcalova,
2001).

En la presente investigacién, se realizaron estudios
para evaluar el efecto de Azospirillum halopraeferens
y B. amyloliquefaciens (éste ultimo microorganismo
indigena de rizosfera de mezquite que se desarrolla en
la zona del desierto de Altar Sonora, (Villegas et al.,
2008)), en condiciones in vitro e invernadero en las
etapas de germinacion y de plantula. Una primera
etapa para la generacion de una nueva planta es la
germinacion-emergencia, estudios relacionados con la
germinacion de halofitas, el porcentaje maximo de
germinacion se realiza conforme el contenido de sales
disminuye (Breen et al., 1977; Ungar, 1977; Ungar
1982; Ayala y O’Leary, 1995; Zalba y Peinemann,
1998; Villagra y  Cavagnaro, 2005). Un
comportamiento similar lo presentan también las
semillas de glicdfitas (Murillo-Amador et al., 2000).
Los resultados del presente estudio (Figura 1 y 3)
mostraron que al evaluar la germinacidn-emergencia
en Prosopis chilensis, el porcentaje de germinacion se
redujo por el efecto de la salinidad, coincidiendo con
numerosos estudios, donde arriba del 5% de NaCl
(0.856 M), inducen a las semillas a un estado de
latencia (Khan et al., 1976; McGraw y Ungar, 1981;
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Philipupiya y Ungar, 1984; Villagra y Cavagnaro,
2005). Sin embargo, dicho efecto (% germinacion) en
presencia de NaCl, se vio mitigado por la inoculacién
de las bacterias, las cuales favorecen diversos procesos
fisiologicos de las plantas debido a la produccion de
hormonas, capaces de influir en la velocidad del
metabolismo, asi como en la respiracion de la semilla
y posterior desarrollo de la raiz hospedada segun
Conrad et al., (1992); Kozyrovskaya et al., (1990);
Zexun y Wei, (2000) y Haahtela et al., (1990). De
igual forma, respecto a las variables de longitud
radicular, altura de planta, peso fresco y seco, fueron
positivos debido a la inoculacién de las bacterias en
estudio (Tabla 1, Figura 2 y 4), comparadas con los
tratamientos no inoculados. De la misma manera se
reporta que un grupo importante de reguladores como
son las giberelinas, estimula la germinacién en
haldéfitas al igual que en glicofitas bajo condiciones de
salinidad (NacCl), produciendo efectos positivos como
la interrupcion de latencia y el incremento de biomasa
(Khan, 1971; Ungar, 1987a; Ungar, 1987b; Ungar,
1982; Ondarza, 1996, Ungar, 2000; Bacilio et al.,
2006). Asimismo por que B. amyloliquefaciens ha sido
aislada de plantas costeras (Vazquez et al., 2000), la
cual también tiene la capacidad de solubilizar fosfatos.
También se han realizado estudios donde B.
amyloliquefaciens tiene la capacidad de ser
antagonista para hongos y bacterias causantes de algin
tipo de enfermedad para diversos cultivos (Yoshida et
al., 2001).

El mismo efecto anterior descrito para el factor
salinidad, repercutié con una tendencia de disminucion
de unidades formadoras de colonias (UFC) adheridas
al sistema radicular. Sin embargo, la interaccion de
bacterias con Prosopis spp., mostr6 que A.
halopraeferens no era tan afectado comparado con B.
amilolyquefasciens. Esta especificidad de asociacion
planta-bacteria hasta la fecha es discutible de acuerdo
con hallazgos publicados por Arsac et al., (1990),
Baldani y Dobereiner (1980) quienes indican que este
tipo de resultados puede depender de moléculas
organicas secretadas en el proceso de germinacién asi
como del tipo de especie de microorganismo.

CONCLUSIONES

La germinacion de P. chilensis es afectado
negativamente por la salinidad. Sin embargo, la
inoculacion  de las  bacterias  Azospirillum
halopraeferans y Bacillus amilolyquefasciens mitigan
ese efecto negativo, promoviendo la germinacion de la
semilla y subsecuente en etapa de plantula. Es posible
la utilizacion de bacterias benéficas como A.
halopraeferens  B. amilolyquefasciens en plantas
halotolerantes con potencial para ser utilizadas en
reforestacion en &reas deforestadas. Finalmente, es
importante mencionar que este tipo de trabajo
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experimental contribuye a ampliar el conocimiento en
las posibles alternativas de produccion de plantas
forestales y efectos en la aplicacion de biofertilizantes
en nuevos materiales vegetativos con potencial
productivo de interés socio-econémico para Estados
con problemas de disponibilidad de agua de buena
calidad, como es el de Baja California Sur, en el
Noroeste de México.
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