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Las Haléfitas en la Agricultura de Zonas
Aridas

La haléfita Salicornia bigelovii es un recurso vegetal con alto potencial
de ser aprovechado en las zonas costeras del noroeste de México; sin
embargo, su productividad depende de la aportacién suplementaria de
nitrégeno, asi como de otros macro y micro nutrientes esenciales. La
fijacion de nitrogeno por bacterias asociadas a raices de Salicornia
bigelovii y halofitas parece ser un proceso comun en los ecosistemas de
marisma. Sin embargo, la diversidad a nivel rizosfera es desconocida.
Areas alrededor de la Bahia de La Paz en Baja California Sur, México,
fueron muestreadas para aislar bacterias fijadoras de nitrégeno
asociadas a esta haldfita: obteniéndose aislamientos bacterianos. Una
de las bacterias mostro alta actividad de reducciéon de acetileno y fue
identificada como Klebsiella pneumoniae. Los efectos de K. pneumoniae
se evaluaron en diferentes etapas vegetativas de S. bigelovii:
germinacién y estado de plantula de dos genotipos de S. bigelovii
(genotipo silvestre y cv. 'SOS-10'), comparandola con la bacteria
halotolerante Azospirillum halopraeferens.
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PRESENTACION

La halofita Salicornia bigelovii es un recurso vegetal con alto potencial de ser aprovechado
en las zonas costeras del noroeste de México; sin embargo, su productividad depende de la

aportacion suplementaria de nitrogeno, asi como de otros macro y micro nutrientes esenciales.

La fijacion de nitrogeno por bacterias asociadas a raices de Salicornia bigelovii y haldfitas
parece ser un proceso comun en los ecosistemas de marisma. Sin embargo, la diversidad a
nivel rizosfera es desconocida. Cinco areas alrededor de la Bahia de La Paz en Baja California
Sur, México, fueron muestreadas para aislar bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas a esta
halofita: obteniéndose 18 aislamientos bacterianos. Una de las bacterias mostr6 alta actividad
de reduccion de acetileno y fue identificada como Klebsiella pneumoniae. Los efectos de K.
pneumoniae se evaluaron en diferentes etapas vegetativas de S. bigelovii: germinacion y estado
de plantula de dos genotipos de S. bigelovii (genotipo silvestre y cv. 'SOS-10'), comparandola
con la bacteria halotolerante Azospirillum halopraeferens. Durante la germinacion y etapa de
plantula, K. pneumoniae mostrd una especificidad alta para el genotipo silvestre, mientras que

A. halopraeferens fue mas especifico para el genotipo mejorado SOS-10.

Por otra parte, los mismos genotipos se evaluaron bajo condiciones de campo y cuando se
inocularon, mostraron un aumento en algunas de las variables del desarrollo y crecimiento,
tales como germinacion, longitud de planta, caracteristicas bioquimicas, incluyendo la proteina
total, ceniza y lipidos en algunas partes de la planta. Los resultados indican que los
rendimientos de ambos genotipos de S. bigelovii, bajo condiciones de campo, son mejorados

por la aplicacion de K. pneumoniae y A. halopraeferens.



Este es el primer informe de Klebsiella pneumoniae como una bacteria fijadora de nitrogeno

asociada a Salicornia bigelovii.

Palabras Clave: Halofitas, Salicornia bigelovii, Klebsiella pneumoniae, Azospirillum

halopraeferens, bacterias fijadoras de nitrogeno.



ABSTRACT

The halophyte Salicornia bigelovii is vegetal with high potential to be improved in the
sea costs of the northwest in México; however, its productivity depend of the nitrogen

aportation, and others macro and micro nutrients essentials.

Nitrogen-fixation by bacteria associated to the roots of Salicornia bigelovii and similar
halophytes is an important source of available nitrogen in salt marsh ecosystems. However, the
diversity of Salicornia’s rhizosphere is unknown. Five areas around the Bay of La Paz in Baja
California Sur, Mexico were sampled to detect nitrogen-fixing bacteria associated to this
halophyte: where 18 colonies were isolated. Only one showed high acetylene reduction
activity. The bacterium was identified as Klebsiella pneumoniae. Effects of K. pneumoniae
were evaluated at the germination and early seedling growth stages of two genotypes of S.
bigelovii (‘wild genotype’ and cv. ‘SOS-10’).  This bacterium, in conjunction with
Azospirillum halopraeferens, was tested for growth-promoting ability when inoculated on S.
bigelovii genotypes under several saline concentration conditions. During germination and
early seedling growth, K. pneumoniae showed high specificity for the wild S. bigelovii

genotype, while 4. halopraeferens was more specific for the SOS-10 S. bigelovii genotype.

On the other hand, the growth and development of the same two genotypes of S.
bigelovii, were evaluated under field conditions. When inoculated with previously selected and
cultivated native strains of Klebsiella pneumoniae and Azospirillum halopraeferens, these
inoculants increased some growth and development parameters, using measures of weight,
length of plants, and biochemical characteristics, including total protein, ash, and total lipid

content in selected plant parts. The findings suggest that yields of both genotypes of S.



bigelovii, under field conditions, can be improved by the application of K. pneumoniae or A.

halopraeferens strains.

This is the first report of Klebsiella pneumoniae as nitrogen-fixing bacterium associated

to the halophyte Salicornia bigelovii.

Key words: Halophytes, Salicornia bigelovii, Klebsiella pneumoniae, Azospirillum

halopraeferens, Nitrogen-fixing bacterium.
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1. ANTECEDENTES

Dentro de las zonas con alto potencial agricola, las zonas aridas conforman alrededor
del 43 % del area total del mundo. Entre los principales paises que presentan este tipo de
4reas en gran escala se encuentra Arabia Saudita, Norte de Africa, Brasil y México (San Pietro,
1982 a). En la Republica Mexicana, un area significativa es la peninsula de Baja California,
que engloba a los Estados de Baja California y Baja California Sur. En éste tltimo las escasas
precipitaciones, el agotamiento de las fuentes de recursos hidrologicos y la alta salinidad de
los suelos representan una limitante para el desarrollo de la agricultura convencional (Ortega y
Castellanos, 1995; SAGAR, 1999). Por lo anterior, es imprescindible orientar los esfuerzos de
investigacion para generar tecnologias agricolas que innoven cultivos agroindustriales o bien
desarrollar recursos vegetales endémicos que posean alto potencial de industrializacion, y que
gracias a su capacidad de produccion en suelos salinos o condiciones de sequia, nos permitan
optimizar la productividad del campo sudcaliforniano (SARH, 1981).

En las ultimas dos décadas se han orientado los esfuerzos de investigacion hacia el
estudio y desarrollo de recursos vegetales que constituyan una alternativa a los tradicionales
agroindustriales. Estos estudios muestran que las halofitas son los recursos bioldgicos mas
promisorios para explotar o desarrollar econdmicamente en las zonas dridas y costeras, ya que
toleran altas concentraciones de sales y se desarrollan en terrenos costeros y suelos ensalitrados
del mundo (O’Leary et al. 1985; Mass y Grieve, 1990; Glenn et al. 1995; Glenn et al. 1998),.
Entre ellas destaca el género Salicornia, el cual esta constituido por las especies: S. pacifica; S.
Subterminalis; S.virginica; S. borealis; S. maritima; S. rubra y S. bigelovii (USDA, 2003); de
las cuales las tres primeras son perennes y las demas anuales. De estas, Salicornia bigelovii es
de gran interés, ya que se le ha encontrado un promisorio potencial agroindustrial y econémico

(Mota, 1990). La importancia agroindustrial de la misma, reside en su capacidad de produccion
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de forrajes, aceites vegetales y alimentos para consumo humano esencialmente ensaladas y
harinas. Sumado a ello, ha quedado demostrada su aplicabilidad en industrias como la
cosmetologia, la construccion, (fibra seca prensada) y fundamentalmente para la recuperacion
de areas degradadas por salinizacién, ya sea natural o inducida por practicas agricolas
inadecuadas, lo cual favorece la economia rural (Glenn et al., 1995). En Baja California Sur, S.
bigelovii tiene una amplia distribucion a lo largo de sus costas (Gleen et al., 1994), por lo que
es factible su desarrollo como nuevo cultivo en el noroeste de México con perspectivas de
explotacion comercial (Carlson, 2000). Segun estudios previos concernientes a la produccion
de halodfitas, la productividad de este tipo de plantas estd limitada por la disponibilidad de
nitrégeno, lo que tiene un evidente efecto en su crecimiento, reproduccion y niveles de
nitrégeno en biomasa, entre otros aspectos. Una solucion para eliminar esta limitante seria la
aplicacion de fertilizantes sintéticos. Sin embargo, frecuentemente se cae en un inadecuado
manejo y uso indiscriminado, lo cual afecta de una manera importante a la microflora del
suelo, incluyendo los microorganismos benéficos (Martinez, 1996).

Dentro de los microorganismos considerados benéficos, se destacan los que se
consideran promotores del crecimiento. Estos se caracterizan por estar presentes en la rizosfera
y por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico y fitohormonas (Jena et al.,, 1992; Gamo y
Sang, 1990). Estas caracteristicas son de alta repercusion en la productividad agricola ya que
potencialmente pueden reducir los costos de produccion al disminuir o eliminar el uso de
fertilizantes quimicos (Okon y Labandera, 1994). Entre los microorganismos fijadores de
nitrégeno y/o productores de fitohormonas mas estudiados se encuentran bacterias de los
géneros Rhizobium spp., Azotobacter spp, Klebsiella spp y Azospirillum spp (Buckman y
Brady, 1977; De Troch y Vanderleydan, 1996). El género Rhizobium spp. se asocia a las

plantas leguminosas. Por su parte, el género Azotobacter spp y Klebsiella spp son cultivo-
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inespecificas y el género Azospirillum spp tiene especificidad para pastos, pero también se ha
reportado una alta capacidad para asociarse con hortalizas como tomate y chile y con cactaceas
(Bashan et al., 1989; Castellanos, 1998). Uno de los modelos de estudio de interaccion planta-
microorganismo el de planta-Azospirillum, ya que de los efectos mas sobresalientes, son el
promover en las diferentes especies de plantas (gramineas principalmente), bajo condiciones de
suelo y climas diferentes, un incremento en el peso total, en la cantidad de nitrogeno en granos
y brotes, numero de tallos, altura de planta, tasa de germinacion, floracion y aparicion
temprana de la espiga (Okon y Labandera, 1994). Azospirillum estad conformado por las
especies A. brasilense, A. lipoferum (Tarrand et al., 1978), A. amazonense (Magalhaes et al.,
1983), A. irakense (Khammas et al., 1989) y A. halopraeferens (Reinhold et al., 1987). No
obstante lo anterior, es necesario ampliar la gama de recursos microbianos procedentes de
plantas endémicas, explorando las poblaciones microbianas en la rizosfera de plantas halofitas
facultativas como Salicornia bigelovii, determinar su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico,
y estudiar los efectos de la aplicacion de estos microorganismos y su relacion con la demanda

de nitrégeno por parte de este tipo de plantas.
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2. INTRODUCCION

La escasez de agua de lluvia asi como la del subsuelo para irrigacion, la salinizacion de
suelos agricolas derivada de una inadecuada aplicacion del agua de riego y una excesiva
aplicacion de fertilizantes, son algunos de los principales problemas que esta enfrentando la
agricultura a nivel mundial (Shannon, 1997). Lo anterior ha originado la necesidad de generar
nuevos cultivos que presenten la capacidad de desarrollarse y producir en suelos ensalitrados y
habitat costeros, donde el agua de mar constituye el principal recurso hidrico (San Pietro, 1982
b; Jensen, 1985).

Las haldfitas son plantas que se desarrollan en habitat salinos, donde debido a sus
propiedades fisiologicas pueden absorber y mantener grandes cantidades de sales a una
concentracion de 0.01 S/ cm = una parte por mil (1 ppt) mediante el proceso de regulacion
osmotica y el almacenamiento de sales en sus tejidos (Greenway y Munns, 1980). Otra via de
tolerancia a las sales de las halofitas es mediante el control, al nivel radicular, del paso de iones
de sodio, mientras que en las glicofitas la toxicidad de los iones, cuando estan presentes en la
solucion de suelo, no puede ser mitigada debido a que el sodio en especial antagoniza al
potasio e¢ inhibe numerosos procesos fisiologicos (Mass et al., 1990). En algunas haldfitas,
existen procesos fisioldgicos como el de filtracion a nivel radicular, o exclusion de iones sodio,
o bien excesion a nivel foliar por medio de sistemas especializados (glandulas de excrecion) y
adicionalmente, el secuestramiento de iones toxicos a nivel vacuolar (Mass et al., 1990; Gleen
et al., 1994).

Jones (1998) menciona que las haldfitas estan conformadas por una amplia gama de
especies (alrededor de 3000), que van desde zacates, arbustos y matorrales, hasta el sistema
ecologico de los mangles. Sin embargo, entre los géneros mas destacados, por su funcion de

colonizacion, se encuentran las especies de Salicornia. (Riley et al.,1992).
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2.1. Salicornia spp.

Los estudios correspondientes a esta planta indican que es una haléfita que pertenece a
la familia Chenopodiaceac y que en estado adulto es altamente tolerante a la salinidad
(Terrence y Ungar, 1982; Jeyarany y Ungar, 1984; Wolf y Jefferiers, 1986). El género de
Salicornia, esta constituido por las especies S. pacifica; S. Subterminalis; S.virginica; S.

borealis; S. maritima; S. rubra y S. bigelovi (Riley et al., 1992).

2.1.1. Salicornia bigelovii

Estudios relacionados con su distribucion indican que S. bigelovii cominmente se
desarrolla en las costas y habitat salinos, marismas de Europa, Africa y Norte de América
(Ungar, 1987 b). Asimismo, indican que se le encuentra mas alla de la marisma principal (zona
intermareal inferior) de Europa, mientras que en América del Norte se encuentra distribuida en
la zona superior de intermareas (Glenn et al., 1994). A nivel mundial se han detectado seis
areas donde las haldfitas se desarrollan, las cuales se encuentran en India, Irak, Peninsula de
Arabia, Noreste de Africa, Australia, América Latina (Chile y Pert), costas del Océano
Pacifico de Estados Unidos y en la peninsula de Baja California de la Republica Mexicana
(Ungar, 1987 a). En México, es comun que se desarrolle a lo largo de las costas del Golfo de
México, en habitat sujetos a inundaciones periddicas debidas al ciclo de mareas (CICESE,
2002). S. bigelovii es una halofita anual cuyo ciclo de vida oscila de 10 a 12 meses. Esta
clasificada como una halofita facultativa, es decir puede llevar a cabo su ciclo de vida a
diversas concentraciones de salinidad (Philipupiya y Ungar, 1984; Glenn y O’Leary, 1984.
Ungar, (1981) reporta que en condiciones de laboratorio el porcentaje de germinacion de
Salicornia bigelovii disminuye considerablemente a medida que aumenta la salinidad y que

una concentracion igual o mayor a 0.05 S/ cm de cloruro de sodio inhibe la germinacion.
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También se ha reportado que la temperatura en interaccion con la salinidad influye en el indice
o porcentaje de germinacion, como una germinacién optima cuando se emplean temperaturas
bajas y concentraciones moderadas de salinidad inducidas por NaCl, o bien temperaturas altas
y concentracion baja de salinidad (Rivers y Weber, 1971). Una planta desarrollada presenta
ramas suculentas que brotan del tallo principal, carentes de hojas, articuladas y erectas, donde
se generan entre cada entrenudo seis flores con sépalos verdes y suculentos, en dos grupos de
tres flores, que producen un promedio de 2 a 3 semillas cada una (Mc Cabe, 1995; Glenn et al.,
1991; Glenn et al., 1994; Glenn et al., 1998). El periodo de inicio de floracion con respecto a
las areas costeras de Baja California Sur ocurre desde inicios de marzo hasta mayo, llegando a

su madurez en los meses de octubre a diciembre (Glenn ef al.,1994).

2.1.2. Usos Potenciales

Los estudios efectuados sobre S. bigelovii indican que presenta potencial agroindustrial,
ecologico y social de alto impacto. Entre sus posibles usos figuran la produccion de forrajes,
aceites vegetales y alimentos para consumo humano, como base de ensaladas y harinas, asi
como en la industria cosmetologica y la construccion de material para construccion de casas-
habitacion a base de mezclas de fibra con adobe (Glenn et al.,, 1994). Otros usos incluyen la
recuperacion de suelos degradados asi como la recuperacion de areas abandonadas por la
agricultura tradicional, principalmente en zonas costeras (Mota, 1990). Un importante derivado
agroindustrial de Salicornia es la obtencion de acidos grasos con alto porcentaje del acido
insaturado linoleico (74%) (Glenn et al., 1991). Actualmente, en Bahia de Kino, Sonora, se
lleva a cabo el cultivo comercial de Salicornia bigelovii para exportacion a diversos paises de
Europa, como Francia, Espafia, Holanda e Inglaterra, para uso alimenticio y la extraccion y

produccion de aceites. El escalamiento de su produccion depende de por tanto de la
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intensificacion de nuestro conocimiento sobre diversos aspectos de su biologia, fisiologia,
bioquimica e interaccion con microorganismos benéficos que contribuyan a un mejor

desarrollo y mejorada productividad de este recurso, sin alterar el medio ambiente

2.1.3. Manejo en cultivo: nivel experimental

Mota (1990; 1999) menciona que en lo referente al manejo del cultivo, se han realizado
un numero de experimentos tendientes a mejorar el sistema tecnologico para la produccion
comercial de S. bigelovii. El cultivo se inicia con una preparacion del suelo, posteriormente la
siembra se efectua a razon de 30 a 40 kilos de semilla por hectarea (utilizando lineas avanzadas
de SOS-7 o SOS-10); inmediatamente después de la siembra se inicia el riego con un sistema
de riego presurizado utilizando agua potable. Posterior a la germinacién, se incrementa
paulatinamente la salinidad en el agua de riego. Estudios relacionados con su produccion
utilizando agua de mar han permitido dar a conocer que con una salinidad del agua de mar
hasta de 1.17 S/ cm se obtienen las maximas producciones de biomasa y que por arriba de este
valor hasta 1.67 S/ cm la produccion es nula. La practica cultural de fertilizacion nitrogenada
establecida consiste en iniciar este programa a los 30 dias de la siembra y terminarlo 45 dias
antes de la cosecha. Este programa de fertilizacion se aplico en Guerrero Negro, B.C.S.
(México) en forma de aspersion utilizando un sistema de pivote central, totalizando una
aplicacion de 250 a 500 kg ha™ de nitrégeno (NH;, UREA) por ciclo, donde la dosis
nutrimental 6ptima de N por planta es de 30-50 gL". Concentraciones por arriba de dicho
valor son inapropiadas para incrementar los rendimientos (Gleen et al., 1994). Por otro lado, en
estudios relacionados con microelementos (zinc, cobre, manganeso) utilizando agua de mar en
la irrigacion de esta planta, se ha encontrado que dichos micronutrientes presentes en el agua

de mar son los requeridos para obtener un crecimiento adecuado de esta especie halofita. Las
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mejores fechas de siembra recomendadas en la peninsula de Baja California para la produccion
de semilla son en los meses de enero a marzo y para verdura de septiembre a mayo, cuando se
puede obtener una produccion de biomasa (materia seca) hasta de 22,000 kg'ha’1 y de semilla
de 1500 a 2000 kg'ha’l, con una potencialidad de extraer 600 kg de aceite por ha’! (Gleen et al.,
1994; Mota, 1999). El contenido proteico de la planta varia desde un 35-45% de la materia
seca. El contenido de cenizas es de un 30-45% del peso total de la materia seca. Sus semillas
representan aproximadamente del 10 al 15% de su peso total, las cuales contienen alrededor de
30% del total de proteinas; de fibra un 5-7%; cenizas 5-7 y aceites desde un 26-33%, figurando
el acido linoleico de un 73-75%, oleico de un 12-13.3%, palmitico con un 7.7-8.7%; linolénico
con un 2.4-2.7% y estearico 1.6-2.4%. Por lo anterior, esta especie se distingue para el futuro
inmediato como un importante soporte en la economia agricola con un posible impacto
positivo en el desarrollo regional del Estado de Baja California Sur o de la peninsula de Baja

California principalmente en las zonas costeras.

2.2. Bacterias promotoras de crecimiento

De acuerdo a la cantidad de fertilizante nitrogenado necesario para la produccion de
Salicornia bigelovii, asi como el problema de introducir y desbalancear el equilibrio quimico
en sistemas costeros o areas agricolas ya afectadas por salinidad, es importante encontrar un
sistema alterno que permita reducir costos de produccion y al mismo tiempo evite una erosion
del capital suelo.

Los microorganismos con efecto benéfico en las plantas pueden tener un potencial
considerable como agentes biocontroladores y biofertilizantes. Se distinguen tres grandes
grupos: a) microorganismos fijadores de nitrogeno, b) hongos micorrizicos, c¢) bacterias

promotoras de crecimiento. Este ultimo grupo de bacterias es conocido como PGPB-Plant
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Growth-Promoting Bacteria (siglas en ingles) = BPCP (Bacterias promotoras de crecimiento de
plantas) fue definido por Kloepper et a/ (1992) como bacterias habitantes de la raiz que
estimulan significativamente el crecimiento de plantas. Sin embargo, Jiménez et al., (2001) han
indicado que en afos recientes se ha despertado cierta controversia, ya que no se sabe hasta qué
punto se puede considerar a una rizobacteria como una bacteria promotora de crecimiento, por
lo que se han establecido cuatro caracteristicas que definen este grupo:

e Que no requieran de la invasion interna de tejidos en plantas, como ocurre en hongos
microrrizicos con la formacion de nddulos o arbusculos en el caso de Rhizobium.

e Que tengan una elevada densidad poblacional en la rizésfera después de su inoculacion,
ya que una poblacion que declina rapidamente tiene una baja capacidad competitiva
con la microflora nativa del suelo.

e Que presenten capacidad de colonizacion efectiva en la superficie de la raiz y como
consecuencia puedan influir positivamente en el crecimiento de la planta.

e Que no produzcan dafio en el hombre ni a otros microorganismos.

En cuanto al efecto positivo sobre el crecimiento por las plantas, las BPCP pueden actuar de
manera directa o indirecta:

Mecanismos indirectos: los metabolitos producidos de las BPCP pueden funcionar como
determinantes antagonicos, involucran aspectos de control bioldgico, suprimen o inhiben el
crecimiento de microorganismos perjudiciales para el desarrollo de la planta, via de produccion
de sideroforos, antibioticos, accion de enzimas liticas (gluconasa, quitinasas) o induccion de

mecanismos de resistencia.
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Mecanismos directos: ocurren cuando los metabolitos producidos por algunas cepas de las
bacterias son utilizados como reguladores de crecimiento o precursores de estos por parte de la
planta.

La conjuncién de ambos mecanismos de accion ha dado como resultado la promocion evidente
del crecimiento de plantas; se ha observado un incremento en la emergencia, el vigor y el peso
de plantulas, un mayor desarrollo en sistemas radiculares y un incremento hasta de 30% en la

produccion de algunos cultivos de interés comercial.

2.3. Azospirillum spp

Azospirillum spp fue aislada por primera vez por Beijerinck en 1959 en Dinamarca, a
partir de suelos arenosos pobres en N; inicialmente fue denominada con el nombre de Spirillum
lipoferum (Beinjerinck, 1925). Dobereineiner y Day, (1976) fueron los primeros autores en
reportar su amplia distribucién en la rizosfera de varios pastos tropicales, silvestres y
cultivados, cereales y leguminosas, en suelos tropicales, subtropicales y templados de todo el
mundo. Estos microorganismos pueden encontrarse en la fildsfera o en la rizosfera. (Fallik et
al., 1988; De Troch y Vanderleyden, 1996); se caracterizan por adherirse a la superficie de raiz
(Castellanos, 1998) y no formar nddulos.

Las bacterias del género Azospirillum poseen la capacidad de fijar N, atmosférico, lo
cual proporciona a las plantas nitrégeno asimilable y de promover la liberacion de hormonas,
como acido indolacético (AIA) y auxinas, lo que da como resultado una estimulacion para la
ramificacion de las raices y desarrollo de pelos radiculares (33-40%), adicionales. Ademas, se
ha sugerido que estan involucradas en una mejor absorcion de minerales y agua por parte de la
planta lo que contribuye al crecimiento y aumento del rendimiento de las plantas (Kapulnik ef

al., 1981; Khammas et al., 1989; Bashan y Holguin, 1997 b). Dentro de los diferentes géneros
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se destaca Azospirillum halopraeferens cuya caracteristica importante es su adaptacion a suelos
o ambientes con altos contenidos de sales, gracias a que posee un mecanismo osmatico para
regular la acumulacion de solutos organicos; esta propiedad de este tipo de microorganismos es
importante, ya que los suelos agricolas de zonas aridas son afectados por problemas de
salinidad.

Los resultados experimentales y practicos en el uso de las especies de Azospirillum han
concluido que estas especies son capaces de promover la produccion agricola en diferentes
suelos y condiciones de clima. El efecto de Azospirillum sobre las plantas parece ocurrir al
inicio del desarrollo y la intensidad de dicho efecto depende de las condiciones del medio
ambiente, del suelo, de la especie de vegetal, de las formas de cultivo y de la concentracion
6ptima del indculo (1x10° a 1x10® unidades formadoras de colonias (UFC/semilla o planta)
(Bashan et al., 1989). Los resultados han sido significativos en varios parametros de
crecimiento, los cuales en numerosos casos aumentan el rendimiento del cultivo desde un 5%
hasta un 30%, cuando reemplazan fertilizantes con alto porcentaje de nitrégeno (Okon y
Labandera, 1994). En la Universidad Autéonoma de Puebla se inocularon grandes extensiones
de suelos agricolas cultivados con maiz y trigo con diferentes cepas de Azospirillum
obteniéndose incrementos significativos en el rendimiento de la cosecha de ambos granos. Los
estudios demostraron que la inoculacién en la gramineas Triticum aestivum L. con una cepa de
Azospirillum brasilense, aislada de la rizésfera de Brachiaria mutica, mostrd6 mejores
resultados que la inoculacién con cepas de colecciones aisladas de otras partes del mundo
(Okon y Labandera, 1994). Otro estudio demostré que la respuesta de inoculaciones de
Azospirillum spp es influenciada por fertilizantes a base de N, P y K, ya que estos incrementan
la poblacién de esta bacteria, lo cual repercute en una mayor producciéon de biomasa en las

plantas (Kapulnik ef al., 1981; Negi et al.,1991; Nahidh y Hakeem, 1991).
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Es por lo anterior, que el presente estudio tiene el proposito de aislar y seleccionar
nuevas cepas que representen una fuente exitosa de inoculantes bioldgicos para la halofita
Salicornia y disminuir considerablemente el uso de la fertilizacion nitrogenada, utilizando

microorganismos enddgenos asociados a la haléfita Salicornia bigelovii.
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3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la poblacion microbiana en la rizésfera de la halofita Salicornia bigelovii para
detectar, aislar e identificar bacterias endogenas con capacidad de fijar N, atmosférico, evaluar
la respuesta de la planta en presencia de estas bacterias, con el fin de determinar su potencial
para sustituir o disminuir el uso de fertilizantes quimicos y por tanto favorecer una alta

productividad en el cultivo de este recurso con alto potencial agroindustrial.

3.1. Objetivos particulares
1.- Detecciodn, aislamiento, purificacion de bacterias capaces de fijar N, atmosférico asociadas
a la rizosfera natural de Salicornia bigelovii.

a) Determinar la capacidad de fijacion de nitrogeno de los aislados bacterianos.

b) Ampliar el conocimiento de la diversidad microbiana presente en rizosfera de
Salicornia bigelovii, por métodos moleculares: analisis del polimorfismo en la
conformacion de cadena simple de DNA (single strand conformation polymorphism:
SSCP)

¢) Conformar un cepario de bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas endémicamente a S.
bigelovii.

d) Evaluar a Salicornia bigelovii bajo la interaccion con aislados bacterianos endémicos
de su rizosfera con capacidad fijadora de nitrogeno atmosférico en condiciones de

salinidad.

Las variables a evaluar en semilla y planta son:
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a) El porcentaje de germinacién, tiempo y tasa de floracidn, altura de plantas, longitud
radicular, y madurez fisiologica evaluando la produccion de biomasa seca, de semilla por
planta y microcuenca.

b) Determinar cuantitativa y cualitativamente los tipos y proporciones de acidos grasos de la

semilla.

4. HIPOTESIS
1.- La rizésfera de Salicornia bigelovii contiene poblaciones bacterianas que tienen la

capacidad de fijar nitrégeno atmosférico.

2.- La asociacion con bacterias fijadoras de nitrogeno endémicas tienen como efecto modificar
cuantitativamente, de manera favorable, las diferentes variables de crecimiento de Salicornia

bigelovii.
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5. SECUENCIA EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

5.1. AISLAMIENTO Y DETECCION DE BACTERIAS
FIJADORAS DE NITROGENO EN LA RIZOSFERA DE
Salicornia bigelovii (Torr.) EN LA BAHIA DE LA PAZ,
B.C.S., SU CARACTERIZACION E IDENTIFICACION
MEDIANTE TECNICAS DE CULTIVO Y anilisis del
polimorfismo en la conformaciéon de cadena simple de
DNA (single strand conformation polymorphism: SSCP)

5.1.1. Area de muestreo y colecta de S. bigelovii

El muestreo de plantas de Salicornia bigelovii se realizo6 en la bahia de La Paz, area que

se localiza entre las coordenadas 24° 20N, 110° 20'W y 24° 10'N y 110° 20' W, a 17 Km al
oeste de la ciudad de La Paz (Fig. 5.1.1). Para la colecta de plantas se consideraron todas
aquellas plantas en dos estados fenologicos (plantula y planta madura) siempre y cuando no
estuvieran deshidratadas. Se obtuvieron plantas con sistema radicular y suelo adherido,
considerando no realizar movimientos bruscos que hicieran desprender el suelo de la raiz. Las
plantas obtenidas con suelo se depositaron en bolsas de plastico color negro y se etiquetaron
con sus correspondientes datos de ubicacion de colecta; durante el recorrido se guardaron en un
recipiente térmico para mantenerlas a una temperatura entre 4 y 10° C. Una vez finalizado el
muestreo, el material obtenido se trasladd al laboratorio de Microbiologia del CIBNOR para la

obtencion de bacterias asociadas.
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Puntos de muestreo:1= CIBNOR; 2= Comitan; 3=CETMar, La Paz; 4= carretera al norte de la cd. de la Paz 5 km
delante de la Paz rumbo a Pichilingue; 5= Estanque UABCS.

Fig. 5.1.1- Localizacion del drea de muestreo de plantas de Salicornia bigelovii en La Bahia de
La Paz, B.C.S.
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5.1.2. Aislamiento de microorganismos asociados a

la rizésfera de S. bigelovii

a).-Sistema radicular.

Se obtuvieron plantas maduras de S. bigelovii, se les removié el suelo adherido y
después de lavar las raices con agua potable se cortaron en segmentos de 1 a 2 cm, los cuales
fueron depositados en dos medios de cultivo liquidos, libres de una fuente de nitrégeno; uno de
ellos fue el medio denominado OAB= Okon-Albrecht-Barris (Reinhold et al., 1987) y el otro
fue el medio conocido como Medio Rennie (Rennie, 1981). Posteriormente los medios que
contenian los segmentos de raiz se incubaron por un periodo de 36 a 48 h, a una temperatura de
30° C y con agitacion constante de 150 revoluciones por minuto (rpm). Después de haber
establecido los cultivos bacterianos se realizaron diluciones decimales hasta de 10 utilizando
una solucion salina al 0.85%. Se realizaron siembras (volumen de indculo 0.1 mL) por
dispersion con varilla microbioldgica tanto en medios s6lidos como liquidos de OAB y Renie,
conteniendo 0, 0.25, 0.50 y 0.75 mM de NaCl, y se incubaron a 30° C, por espacio de 4 dias.

Esta prueba se realiz6 por triplicado.

b).-Suelo adherido.

Se tomaron 4 g de suelo adherido a raices y se diluyeron en agua destilada estéril en una
proporcion de 1:100; posteriormente, la solucion resultante fue diluida en serie en una
proporcion 1:10 y de la quinta dilucion se tomo 0.1 mL para sembrar en medios liquidos tanto
OAB como Rennie conteniendo 0.0, 0.25, 0.50 y 0.75M de NaCl, sin fuente de nitrégeno. Los
inoculos fueron incubados a 30°C con agitacion constante de 150 rpm durante 5 a 7 dias. El

cultivo se efectuo por triplicado.
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5.1.3. Seleccion y purificaciéon de los
microorganismos

Con la finalidad de confirmar la purificacion de las cepas aisladas, las bacterias
presentes en los cultivos fueron reaisladas, cultivandose en medios s6lidos OAB y Renie a 30°
C durante 24 h. Cabe indicar que en esta prueba se consider6é una concentracion de 0.5M de
NaCl, en virtud de que en la misma se observo la mayor presencia de colonias bacterianas
diferentes considerandose aspectos de morfologia colonial y morfologia celular, de acuerdo a

Manovsky (1982).

5.1.4. Determinacion de la capacidad de fijacion de

nitréogeno por las bacterias aisladas

Para identificar cepas fijadoras de N, se realizaron pruebas de reduccion de acetileno.
Esta prueba se fundamenta en la capacidad de la enzima nitrogenasa de reducir el acetileno a
etileno el cual se cuantifico por cromatografia de gases. La actividad de la enzima mencionada
demuestra la actividad de fijacion de nitrogeno atmosférico por parte de las bacterias. En
botellas de suero con medio de cultivo libre de N semiliquido (2 % de agar bacterioldgico), se
suspendié una concentracion bacteriana conocida (1 x 10°), se sellaron con tapones de plastico
y se incubaron a 30 °C durante 5 dias. Posteriormente, de cada botella se extrajo 1 mL de aire
con una jeringa y se inyectd la misma cantidad de acetileno, para ser incubadas durante 48 h a
la misma temperatura. La prueba se llevd a cabo por quintuplicado comparandose
conjuntamente con una cepa de Azospirillum halopraeferens AU10 (ATCC). En el
cromatografo se inyectaron 50 pL de acetileno y 50 pL de etileno y el tiempo de residencia de
cada valor maximo (pico) se utiliz6 como estandar. El analisis de etileno se realiz6 mediante

cromatografia de gases utilizando el cromatdgrafo Varian 6000 (Varian Instrument Group,
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Georgia, Atlanta, U.S.A), equipado con detector de ionizacion de flama de hidrogeno (FID).
Las condiciones operativas constaron de una columna de acero inoxidable empacada con
Porepak N, 80/100, 50 x 0.2 cm; la temperatura de la columna fue de 60°C, la temperatura del
detector 200°C, la temperatura del inyector 50°C, la tasa de flujo del hidrogeno y nitréogeno fue

25 mL'min” y la tasa de flujo de aire de 300 mLmin’ (Hardy et al., 1968).

5.1.5. Coleccion de cepas endémicas de la rizésfera

de S. bigelovii.

Los aislados bacterianos purificados fueron inoculados en medio de cultivo liquido
libre de nitrogeno (Rennie) conteniendo glicerol al 15%, en tubos Eppendorf de 1.5 mL y

almacenados a una temperatura de -70° C (Carrillo et al., 1998).

5.1.6. Caracterizacion de bacterias

La caracterizacion de los microorganismos se desarrolld por medio de analisis por
cromatografia de gases de acidos grasos metil esteres (FAME) segtin Sasser (1990), seguida de
una secuenciacion del DNA que codifica para el RNA ribosomal 16S (ACCULAB, Lake
Drive* Newark, DE). También se emplearon pruebas bioquimicas (Produccion de acido de
glucosa anaerdbicamente, Prueba de Indol, Prueba rojo de metilo, Prueba de acidez a 48 h.
aerobicamente, Citrato de Simmons, Reaccion de Vogges-Praskauer, Produccion de gas de
lactosa , Prueba de coliforme fecales 44° C-, Prueba de motilidad), de acuerdo a Mc Faddin,

(1991).
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5.1.7. Perfil de 1la poblaciéon bacteriana no
cultivable asociada a rizésfera de Salicornia bigelovii
mediante el analisis del polimorfismo en la conformacion
de cadena simple de DNA (single strand conformation

polymorphism: SSCP)

5.1.7.1. Area de muestreo y colecta de S. bigelovii.

Plantas de Salicornia bigelovii que se desarrollan en forma natural en la Bahia de la Paz
fueron obtenidas en una etapa reproductiva (floracion) y para ello se tomaron las mismas

consideraciones descritas anteriormente en la seccion 5.1.2. sobre el muestreo de plantas.

5.1.7.2. Poblacion bacteriana no cultivable asociada a la

rizésfera de Salicornia bigelovii mediante SSCP

5.1.7.2.1. Extraccién de DNA bacteriano.
Las raices de cada una de las plantas colectadas, fueron lavadas cuidadosamente con solucion
salina al 0.85% de NaCl, para desprender el suelo adherido, considerando no dafiar las raices
laterales de la raiz principal. Las raices fueron seccionadas en fragmentos de 2, 3 y 4 cm,
desprendiendo la cuticula de las raices principales con la ayuda de un bisturi. Los cortes
vegetativos fueron depositados en tubos que contenian 20 mL de NaCl al 0.85% vy
centrifugadas a 5000 g/ 30 m a 4°C, con la finalidad de separar las raices del paquete celular
microbiano. El paquete microbiano fue resuspendido en una soluciéon amortiguadora (TES +
SDS al 1%), se congeld durante 5 m a -196°C en nitrégeno liquido y se mantuvieron en
agitacion constante a 65°C durante 7 m. Este proceso de disrupcion bacteriana por

congelacion-descongelacion fue ejecutada 5 veces. Posteriormente a cada tubo se le afiadié 100
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uL de proteinasa K (16 mg mL™"), incubandose a 65°C durante 7 m. De cada uno de los tubos
se tomaron 8 mL y se depositaron en tubos Eppendorf de 20 mL, adiciondndose a los mismos,
800 pL de fenol-cloroformo alcohol isoamilico (25:24:1). Las particulas sobrenadantes se
removieron por centrifugacion a 14000 rpm durante 10 m a 4°C. La fase superior (600 uL) se
transfirio a tubos Eppendorf (1.6 mL), se les afiadié 600 puL de cloroformo alcohol isoamilico
(24:1) y se centrifugaron a 8820 rpm durante 5 m a 4°C. La fase superior de los tubos (600 uL)
fue transferida a otros tubos Ependorf, para posteriormente afiadirles 600 uL de isopropanol o
metanol frio. Los tubos fueron mantenidos posteriormente a -20°C durante 24 h. Enseguida,
fueron centrifugados a 12,000 rpm durante 7 m y finalmente los tubos se colocaron boca-abajo
para que se evaporara todo el alcohol. Finalmente el DNA obtenido se homogeniz6 en 20 uL

10 microlitros de una solucion amortiguadora TE buffer a un pH de 8.0 (Ausubel ef al., 2002).

5.1.7.2.2. Amplificacion del DNA ribosomal 16s

por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y SSCP.

Una vez obtenido el DNA microbiano, la técnica de SSCP se desarrolld de acuerdo a
Christoph et al., (2001), la cual consistié primeramente en amplificar por medio de PCR
especificamente una region del gen ribosomal 16s bacteriano utilizando iniciadores (primers)
fosforilados y no fosforilados. Se realiz una digestion con la enzima exonucleasa (LAMBDA)
con la finalidad de obtener cadenas sencillas. Posteriormente se desarroll6 una electroforesis en
un gel de acrilamida (PAGE) no desnaturalizante al 7% (MGE 20x20). Las condiciones de
electroforesis fueron a 20°C, con un voltaje de 400 mV en un tiempo de 14 a 16 h. Las bandas
fueron reveladas con el método de tincion de plata.Brevemente, e fijaron las bandas de DNA

con acido acético, tifiéndose con nitrato de plata con formaldehido durante 30 m, para después
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ser lavado con agua destilada durante 20 s para evitar alteraciones en el gel y ser revelado con
bicarbonato de sodio/formaldehido y tisoulfato. DNA 16s de cadena sencilla de Bacillus
lichenifornis, Rhizobium trifolii, Flavobacterium jashmoniae y Agrobacterium tumefasciens

fueron utilizados como referencia en el gel SSCP.

5.1.7.2.3. Aislamiento de cadenas sencillas,
secuenciacion y analisis de la secuenciacion de DNA

Una vez revelado el gel, de este se recuperaron los productos (bandas de cadena sencilla
de DNA) mediante un corte con bisturi. En esta fase, el grosor, lo angosto y constancia de las
bandas son criterios para la eleccion de las bandas (bandas de ADN para ser secuenciadas). En
este estudio se consideraron las bandas delgadas y tenues, ya que estas al parecer son las que
nos pueden proveer informacion sobre nuevos microorganismos bacterianos y de como puede
estar constituida una poblacion bacteriana (Castellanos, 2002).

Las bandas aisladas (gel + cadena sencilla de ADN) fueron reamplificadas mediante
PCR (Tebbe et al., 2001), y se les determind su secuencia nucleotidica. Con las secuencias
obtenidas se realizé una comparacion con secuencias depositadas en el Gen Bank mediante el

programa BLAST.
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5.2. EFECTO DE LA INOCULACION DE Klebsiella
pneumoniae EN LA GERMINACION DE LA HALOFITA
COSTERA Salicornia bigelovii (Torr.) BAJO CONDICIONES
DE SALINIDAD.

5.2.1. Metas

1.- Determinar el efecto de la bacteria Klebsiella pneumoniae, comparado con un
control bioldgico (Azosipirillum halopraeferens) y un fitorregulador sintético en la
germinacion de semilla mejorada y silvestre de Salicornia bigelovii bajo tres concentraciones
de cloruro de sodio (NaCl). Las variables evaluadas fueron el porcentaje de germinacion, tasa

de germinacion, longitud radicular, altura, peso fresco y peso seco.

2.-Cuantificar las unidades formadoras de colonias de K. pneumoniae asi como del
control biologico (Azospirillum halopraeferens), adheridas a raices de dos genotipos de S.

bigelovii (SOS-10 y Silvestre).

5.2.2. Localizacion del sitio experimental

Esta fase experimental se desarroll6 en el laboratorio de germinacion del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. localizado en El Comitan, B.C.S., ubicado en las

coordenadas 24° 10' Ny 110° W, a 17 Km al oeste de la ciudad de La Paz, B.C.S. (Fig.5.2.2.).

5.2.3. Material vegetal

a) Coleccion de semillas de S. bigelovii silvestre
A finales de noviembre, periodo en cual las plantas maduras de S. bigelovii liberan

naturalmente sus semillas (Troyo-Diéguez ef al., 1994) se llevo a cabo la colecta seleccionando
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plantas maduras y secas de una poblacion natural establecida en la costa del poblado El
Comitan, B.C.S. (Fig, 5.2.2.). Con la finalidad de separar las semillas maduras, las plantas
fueron maceradas en seco y cernidas (200). Se seleccionaron las semillas de mayor tamafio, asi
como de color uniforme y sin dafios aparentes.
b) Semilla de linea avanzada

La semilla mejorada obtenida corresponde al genotipo mejorado “SOS-10". Dicha
semilla fue proporcionada por la compaiiia Exportadora de Sal (ESSA) de Guerrero, Negro,

B.C.S.

5.2.4. Germinacion de semillas de S. bigelovii

Semillas de S. bigelovii tanto silvestre como SOS-10 fueron sometidas a un protocolo
de desinfeccion, por inmersion, con diversas concentraciones de hipoclorito de sodio: 1.5,3.0 y
6% (v/v). Se encontr6 que inmersiones de 30 s en una concentracion de 3% (v/v) de
hipoclorito de sodio, el menor porcentaje de contaminacién y un 6ptimo de germinacion fueron
iguales o superiores a 85% en comparacion con los demas. Este protocolo se aplicd para
grupos de 50 semillas de S. bigelovii, tanto silvestres como SOS-10, posteriormente fueron
lavadas tres veces con agua destilada estéril. Las semillas se secaron después en papel
absorbente esterilizado y se sembraron en cajas de Petri y cultivadas por un periodo de 30 dias,

seglin los tratamientos descritos en la siguiente seccion.
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Fig. 5.2.2.- Localizacion del area de muestreo de plantas de Salicornia bigelovii en El Comitan,
Bahia de La Paz, B.C.S.
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5.2.5 Tratamientos quimicos y de biofertilizacién en
semillas de S. bigelovii.

Cajas de Petri que contenian 50 semillas de S. bigelovii, ya fueran silvestres o SOS-10,
fueron cultivadas con los tratamientos descritos en la Tabla 5.2.5. Una descripcion breve de
estos tratamientos se detalla en las siguientes secciones.

Los factores de estudio y sus niveles enlistados anteriormente, asi como las
combinaciones posibles producen un total de 18 tratamientos incluyendo el control (2 tipos de

semilla x 3 bacterias y un fito-regulador x 3 niveles de salinidad).

5.2.5.1. Inoculacion con bacterias y protocolo de

germinacion
Se prepararon cultivos de las bacterias, que presentaran una fase de crecimiento
exponencial (15 h); se realizd6 un ajuste en los cultivos bacterianos empleando un
espectrofotometro (espectro maestro FISHER SCIENTIFIC 415). La forma en que lo anterior
se realizo fue adicionando 1 mL del cultivo en una celda para espectrofotometro, tomando la
lectura de absorbancia a una longitud de onda de 540 nm y por ultimo se realiz6 un ajuste
previo con el control que fue la solucion nutritiva. La suspension bacteriana fue diluida en el
mismo medio nutritivo hasta obtener una absorbancia de 1.00 unidades, correspondiendo a una
concentracién de 1x10° células por mL. En cada uno de los cultivos se colocaron las semillas y
en un matraz Kitazato de 250 mL, se sometieron por infiltracion al vacio a 600 mm Hg por 5 m
(Carrillo et al., 1988). Posteriormente se depositaron 50 semillas en cada una de las cajas Petri,
agregando 20 mL de la solucion salina correspondiente (0.0, 0.25 y 0.5M NaCl). Los
tratamientos se colocaron en una camara de germinacion en condiciones de luz blanca-

continua, 27°C £ 0.5°C y a 35 % = 1 % de humedad relativa. Se aplicaron volumenes
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apropiados de 20 mL de agua destilada estéril, asi como también de la solucion salina, a los

tratamientos correspondientes (0.0, 0.25 y 0.5M NaCl) cada 4 dias a cada una de las cajas Petri.

Tabla 5.2.5.Aplicacion de tratamientos experimentales

Semilla Inoculante Salinidad
(1*10° UFC/mL) (NaCl)
o
Fitorregulador
(8.661x10° M)
SOS-10 K. pneumoniae 0,0.25 y 0.5M
SOS-10 A. halopraeferens™® 0,0.25y0.5M
SOS-10 Acido giberélico (AG3)** 0,0.25y0.5M
SOS-10 Sin inoculante 0,0.25y0.5M
Silvestre K. pneumoniae 0,0.25 y 0.5M
Silvestre A. halopraeferens* 0,0.25y0.5M
Silvestre Acido giberélico (AG3)** 0,0.25y0.5M
Silvestre Sin inoculante 0,0.25y0.5M

*Control biologico; ** Control quimico

5.2.5.2. Cuantificacion de semillas germinadas

La tasa de germinacion y el porcentaje fueron evaluados mediante la observacion de la
emergencia de la radicula (2 mm de longitud). El nimero de semillas germinadas se realizo
mediante lecturas diarias (tasa de germinacion) y finalmente el porcentaje de germinacion fue
determinado a los 30 dias. La tasa de germinacion fue calculada de acuerdo a Maguire (1962)
con la ecuacion:

M = ny/t; + m/ty +...m30/t30
Donde ny, ny, ... n3p representan el nimero de semillas germinadas en el tiempo ty, to, ... t3o (en

dias). El disefio experimental que se empled fue un completamente al azar con 24 tratamientos

45



y cinco repeticiones de 50 semillas por repeticion. El primer factor (genotipos) tuvo dos niveles
(genotipo “silvestre” y genotipo mejorado “SOS-10”), el segundo factor (inoculantes) tuvo
cuatro niveles (inoculante con la bacteria K. pneumoniae, A. halopraeferens, el tratamiento con
el fitorregulador sintético BioGib (GBMTM, Saltillo, Coahuila, México- conteniendo 10% de
acido giberélico) al 8.661x10° M y el tratamiento sin inoculante; y el tercero con tres niveles
de NaCl (0, 0.25 y 0.5 M). Utilizando este mismo diseflo, se realizaron analisis de varianza del
porcentaje de germinacion transformando previamente los valores con arcoseno (Sokal y
Rohfl, 1988). La tasa de germinacion, que es la suma de semillas germinadas contadas por dia
también fue analizada. La diferencia significativa entre las medias de los tratamientos se
evalué mediante la prueba de Rango Multiple de Duncan al 0.05%. Los datos fueron

analizados mediante utilizando el programa de computo SAS (SAS, 1996).

5.2.5.3. Medicién de biomasa y longitud de plantulas de
Salicornia bigelovii.

Treinta y cinco plantulas de cada tratamiento fueron tomadas al azar con la finalidad de
medir su altura, longitud de raiz, peso fresco y peso seco al finalizar el experimento (30 dias).
La longitud de la plantula y de la raiz se realizé con la ayuda de un vernier (General, 143,
General Tools, Manufacturing Co., Inc. New York, USA). El peso seco se determiné después

de que cada dérgano fue secado a 110° C durante 36 horas en horno.

46



5.2.5.4. Cuantificacion de células bacterianas
adheridas.

Esta prueba se llevd al cabo al finalizar el estudio (30 dias después); para ello se
tomaron de cada tratamiento y por separado, siete plantulas (168 plantulas en total), 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 m lo que permitio el desprendimiento
de las bacterias adheridas a la raiz. Posteriormente de ésta solucion se tomaron directamente
100 uL y se sembraron por dispersion en placa en medio OAB libre de nitrégeno (Reinhold et
al., 1987). Las cajas de Petri plaqueadas se incubaron a 30° C durante 24 h para cuantificar las

unidades formadoras de colonia (UFC'mL). Esta prueba se realizo por triplicado.

Se realizaron analisis de varianza (Snedecor, 1956) para peso fresco, peso seco,
longitud de plantula y longitud de raiz, asi como las unidades formadoras de colonias por mL
(UFCmL). La diferencia minima significativa se realizd mediante una Prueba de Rango
Multiple de Duncan al 0.5%. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el programa SAS

(SAS, 1996).
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5.3. EFECTO DE LA BACTERIA Klebsiella pneumoniae
EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO INICIAL DE

Salicornia bigelovii (Torr.)

5.3.1. Metas

Para la fase de desarrollo de plantula se planted como meta el evaluar la bacteria
Klebsiella pneumoniae, comparado con el control biologico (Azospirillum halopraeferens),
mediante dos tipos de inoculacion: con medio liquido y solido (esferas). Bajo estos sistemas de
inoculacion se midi6 el efecto en la altura de la plantula y la longitud radicular, asi como

también en el numero de células bacterianas adheridas al sistema radicular.

5.3.1.1. Germinacién de semilla
Semillas de Salicornia bigelovii (SOS-10) fueron depositadas en placas de poliuretano
de 200 cavidades (dos semillas por cavidad), que contenian sustrato tipo peat-moss (Sunshine,
Sun Gro Horticulture Canada, Ltd.); dichas placas se colocaron en una camara de germinacion
a 27°C, 12 h luz (3000 luxes) y 12 h de oscuridad, con riegos diarios a saturacion con agua

destilada estéril.

5.3.1.2. Transplante de plantulas.
Plantulas de dos centimetros de altura y un centimetro de longitud radicular fueron
seleccionadas para ser transplantadas en macetas de 7 cm de altura, utilizando sustrato tipo
"peat moss" (Sunshine, Sun Gro Horticulture Canada, Ltd.). Las macetas se cultivaron en las

condiciones de 27°C, 12 h luz (3000 luxes) y 12 h de oscuridad, con riegos diarios a saturacion
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con agua destilada estéril. Los tratamientos experimentales aplicados se enlistan en la Tabla

53.12

5.3.1.3. Metodologia para la preparacion de los in6culos
5.3.1.3.1. In6culo en esferas de alginato de calcio.
5.3.1.3.1.1. Soluciones y Medios de Cultivo

1. Se preparé medio de cultivo OAB, libre de nitrogeno y vaciado matraces Erlenmeyer,
cerrados con tapones de gasa y algodon y esterilizados en autoclave a una temperatura de
121°C durante 20 m.

2. La solucion salina fue preparada en una concentracion de 0.85 % (w/v): Se disolvieron 1.37
g de NaCl en 162 mL de agua destilada, esterilizdndose en la autoclave a una temperatura
de 121°C por 20 m a 15 libras de presion.

3. Cloruro de Calcio (0.1 M): se disolvieron 2.22 g de CaCL; en un volumen de 100 mL de
agua, se vertieron en un matraz aforado de 200 mL de agua destilada. Después de aforar al
volumen correspondiente, la solucion fue vaciada en un matraz Erlenmeyer y tapado con
tapones de gasa y algodon se esterilizd en autoclave por 20 m.

4. Buffer de fosfatos 0.2 M (PBS): en 45 ml de agua destilada se disolvieron por separado
2.7218 g de fosfato de potasio monobasico anhidro (KH,PO,) y fosfato de potasio dibasico
anhidro (K,HPO,4) y se mezclaron en partes iguales, ajustandose a un pH de 7.0, en un
matraz aforado de 100 mL.

5. Etanol 96° y agua destilada estéril.

6. Alginato de sodio al 2% (w/v): 1 g de alginato de sodio fue mezclado con etanol absoluto,

en una placa Petri, como método de esterilizacién. La mezcla se dejé durante 12 h en una

49



campana con flujo de aire y la luz ultravioleta. Una vez seco, se disolvié en 50 mL de agua

estéril y se guardd en un matraz Erlenmeyer esterilizado previamente.

Tabla 5.3.1.2 Tratamientos experimentales aplicados

Tratamiento o indculo Forma de inoculacion

(6 tipo de inoculacién)

Klebsiella pneumoniae indculo liquido

K. pneumoniae + A. halopraeferens inoculo liquido

Azospirillum halopraeferens* indculo liquido
Klebsiella pneumoniae Esferas
K. pneumoniae + A. halopraeferens Esferas
Azospirillum halopraeferens* Esferas
Esferas de alginato puro Esferas

Control sin inocular Agua destilada estéril

*Control biologico

5.3.1.3.1.2. Protocolo de formacion de esferas de

alginato de sodio y encapsulamiento de bacterias

La encapsulacion de bacterias en esferas de alginato de calcio se realizd segun Carrillo
et al, (1988). Las bacterias fueron almacenadas a 4°C en glicerol y fueron reactivadas en medio
OAB a 28°C. Veinticuatro horas después de cultivo con agitacion constante, se tomd una
alicuota y se verifico la pureza del indculo. Se recultivo la bacteria hasta tener una densidad
celular de in6culo de 1x10° células mL™.

El encapsulamiento se realizo adicionando el indculo lentamente al alginato estéril, el
cual se mezcld con agitacion continua durante 1 h para preparar la suspension bacteria-NaAlg

y se dejo reposar de 1 a 2 h para eliminar las burbujas de aire creadas durante la agitacion.
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Posteriormente y con la ayuda de jeringas de 10cm’, la suspension bacteria-NaAlg se vertid por
goteo a una solucion de CaCl, 0.1M para formar el complejo bacteria-CaAlg y formar la
esfera. Las esferas se mantuvieron en la soluciéon de CaCl, durante 2 h a 40 rpm.
Posteriormente, se midié la cantidad de células presentes por g de esfera, lavandose
previamente en agua potable estéril, 1 gr. de esferas. Posteriormente fueron depositadas en un
tubo de ensayo con 9 mL de PBS 0.2 M, pH 7+ 0.2, durante 1 h hasta su completa disolucion.
Una vez disueltas y habiendo homogeneizado la dilucion, se prepararon diluciones decimales
hasta 10 en tubos Eppendorf con 900 uL de NaCl al 0.85%; las dos ultimas diluciones se
plaquearon por extension sobre superficie en OAB al 0.5M de NaCl y se mantuvieron a una
temperatura de 30 °C por 24 h. Al término de la incubacion se determind el nimero de

unidades formadoras de colonias (UFC).

5.3.1.3.1.3. In6culo en forma liquida
La preparacion del indculo en forma liquida se desarrolld preparando cultivos liquidos
bacterianos de las especies Klebsiella pneumoniae y Azospirillum halopraeferens. El medio

utilizado fue el OAB al 0.5M de NaCl, agitandose a 120 rpm a 28° C.

5.3.1.4. Inoculacién de la zona radicular de S. bigelovii en
forma liquida o de esferas.

Una semana después de haber sido transplantadas, se aplicaron las inoculaciones por
deposicion del indculo, por una sola ocasion, (un mL de indculo liquido, un g de esferas), en el
perimetro del sistema radicular. Las plantulas se colocaron bajo condiciones de laboratorio a
temperatura de 27 + 3° C y una humedad relativa entre 40 y 60%. Después de 24 h, se inici6 la

aplicacion de riegos con agua estéril diariamente.
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5.3.1.5. Medicion de biomasa y longitud de plantulas de

Salicornia bigelovii.
Después de la inoculacion se llevd a cabo la evaluacion semanal para las variables
altura y longitud radicular: ésta ultima se midi6 utilizando un vernier y de manera similar se

midi6 la longitud de plantula a partir del cuello hasta el apice.

5.3.1.6. Cuantificacion de células bacterianas adheridas al

sistema radicular de S. bigelovii
Semanalmente se seleccionaron cinco plantulas de los diferentes tratamientos; sus
raices previamente lavadas con agua destilada estéril, se cortaron para transferirse a un tubo
Eppendorf con agua estéril y se agitaron durante 1 m, para provocar el desprendimiento de las
bacterias adheridas a la raiz. De la solucion resultante se tomaron 100 pL que se sembraron por
dispersion en placa de medio OAB libre de nitrogeno. Las placas se incubaron a 30 ° C durante
24 h para cuantificar las unidades formadoras de colonia (UFC). Esta prueba se realiz6 por

triplicado.

5.3.1.7. Diseiio experimental y analisis estadistico

En el presente trabajo se aplic un disefio completamente al azar. Se realizaron analisis de
varianza y pruebas de comparacion multiple de medias (Duncan p<0.05). Los analisis

estadisticos fueron realizados con el programa de computo SAS (SAS, 1996).
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5.4. EVALUACION DE Salicornia bigelovii CON LA
INOCULACION DE Klebsiella pneumoniae BAJO
CONDICIONES DE CAMPO

5.4.1. Metas

1.- Evaluar el efecto en variables de crecimiento, fenologia y producciéon de semillas del
microorganismo fijador de nitrégeno Klebsiella pneumoniae comparado con el control
biologico Azospirillum halopraeferens al aplicarse a dos genotipos de Salicornia bigelovii
(SOS-10 y Silvestre).

2.- Evaluar en todo el ciclo bioldgico de S. bigelovii las siguientes variables:

Porcentaje de germinacion, tasa de germinacion, altura, biomasa, floracion, produccion de
semilla, tipos y proporciones de acidos grasos en la semilla (determinacion cualitativa y

cuantitativa de los acidos grasos palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico).

5.4.2. Establecimiento del cultivo de S. bigelovii

El estudio fue desarrollado en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,
S.C. (CIBNOR) localizado en una zona arida de Baja California Sur, a 17 Km NW de la Paz,
Meéxico (24 08 N 110 24 W). Los tratamientos que fueron evaluados en este estudio
corresponden a dos genotipos de semilla de Salicornia bigelovii (SOS-10 y silvestre), donde el
primer genotipo fue proporcionado por la empresa Exportadora de Sal (ESSA) de Guerrero
Negro, B.C.S. y el segundo colectado de plantas maduras de S. bigelovii, en una zona donde se
desarrolla en forma natural, en la costa del poblado “El Comitan”, B.C.S., ubicada en las
coordenadas 24 10N y 110W. En ambos genotipos se evaluo el efecto de la inoculacion de la
zona radicular con las bacterias fijadoras de nitrogeno: Klebsiella pneumoniae y Azospirillum

halopraeferens, bajo condiciones de campo. Previo a la siembra, la semilla silvestre fue
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cribada con la finalidad de separar las semillas maduras, depurandolas del material vegetativo
seco para seleccionar las semillas de mayor tamafio, color uniforme y sin dafios aparentes.
Posteriormente las semillas de S. bigelovii tanto silvestre como SOS-10 fueron sometidas a una
desinfeccion, realizando una inmersion en hipoclorito de sodio durante 30 s en una
concentracion de 3% (v/v). Posteriormente fueron lavadas tres veces con agua destilada estéril.

Las semillas se secaron después en papel absorbente esterilizado.

5.4.3. Inoculacion de la semilla de S. bigelovii (SOS-
10 y silvestre) con las bacterias Klebsiella pneumoniae 'y

Azospirillum halopraeferens

Bacterias de K. pneumoniae y A. haloprefaerens de manera independiente fueron
desarrollados en medio liquido OAB con 0.5 M de NaCl. Las condiciones de incubacion
fueron en agitacion continua (120 rpm) y a una temperatura de 30°C (Reinhold et al., 1987).
Entre las 14 y 16 h (fase logaritmica) transcurridas, se determiné la concentracion del cultivo
de cada bacteria, de acuerdo al siguiente procedimiento: 1 mL del cultivo se vertié en una celda
para espectrofotometro (espectro maestro FISHER SCIENTIFIC 415), tomando la lectura de
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm contra un control de medio OAB liquido con
0.5 M de NaCl sin bacterias. La suspension bacteriana se diluy6 hasta obtener una absorbancia
de 1.00 unidad, que corresponde a una concentracién de 1 x 10° UFC/mL. A cada uno de los
cultivos (Tabla 5.4.3.) se adicionaron 0.5 g (590 semillas * 7) de cada uno de los genotipos y
en un matraz Kitazato de 50 mL se sometieron a vacio a 600 mm Hg por 5 m (Carrillo et al.,
1988).

Después de este tiempo, las semillas inoculadas por infiltracion al vacio de Klebsiella

. .. . . 2
pneumoniae o de Azospirillum halopraeferens, se depositaron en placas germinadoras de 1 m
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que contenian 7 cm de sustrato de arena fina. Posteriormente la semilla fue cubierta con una
capa fina (3 mm =* 1) de sustrato tipo peat-moss (Sunshine, Sun Gro Horticulture Canada,
Ltd.). Las placas germinadoras se colocaron a la intemperie (cielo abierto). Durante 1 mes se
llevo a cabo riego con agua potable, por saturacion, diariamente.

5.4.4. Establecimiento de pliantulas en el campo

agricola.

Un mes después de obtener las plantulas germinadas correspondientes a cada uno de
los tratamientos, fueron trasplantadas en condiciones de campo en microcuencas de un area de
1 m% con el fin de evitar un dafio mecénico al sistema radicular y una posible entrada de
patdgenos del suelo. Se establecieron 60 plantas en cada microcuenca a una distancia entre
plantas de 10 cm y entre hileras de 15 cm.

Tabla 5.4.3. Tratamientos experimentales correspondientes a dos genotipos (SOS-10 y

silvestre) inoculados con bacterias fijadoras de nitrégeno (Klebsiella pneumoniae 'y
Azospirillum halopraeferens) bajo condiciones de campo.

Semilla Bacteria
(inoculantes)

SOS-10 K. pneumoniae
SOS-10 A. halopraeferens*
SOS-10 Sin inoculante
silvestre K. pneumoniae
silvestre A. halopraeferens*
silvestre Sin inoculante

*Control biologico
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5.4.5. Inoculacion de Klebsiella pneumoniae 'y
Azospirillum halopraeferens, via solida en esferas de
alginato, en dos diferentes etapas vegetativas

(Plantula, y floracion)

5.4.5.1. Inoculacion del sistema radicular via solida en

esferas de alginato de calcio.

El programa de fertilizacion por inoculacion via sélida, en forma de esferas de alginato
de calcio durante el desarrollo vegetativo de S. bigelovii, se realizd depositando con la ayuda
de una espatula, un gramo de esferas que contenian K. pneumoniae o A. halopraeferens, de
acuerdo con los tratamientos a estudiar. En la Tabla 5.4.5.1 se indica la calendarizacion de las

inoculaciones de las bacterias fijadoras de nitrogeno en estudio.

5.4.5.2. Programa de riegos

Durante el primer mes de desarrollo vegetativo de la planta (germinacion y desarrollo
de plantula) se irrigaron las plantulas con agua potable. La frecuencia de riegos en esta etapa
fue cada tercer dia, aplicando un riego de 55 L'm* % 5. En la tabla 5.4.5.2, se indican las
propiedades del agua utilizada. En esta etapa el sistema de riego que se utilizo fue el de
anegamiento. En el caso de experimentacion con irrigacion con soluciones salinas, una semana
antes del trasplante, las plantulas se fueron adaptando a agua salina, incrementando la salinidad
paulatinamente. Después del trasplante, las plantas fueron irrigadas diariamente durante todo el
ciclo fenoldgico de la planta con agua salina. Cabe indicar que el agua salina procedia de un
pozo de agua subterranea (11 m) al nivel freatico que se encuentra situado en las instalaciones

del CIBNOR, cuyas propiedades se indican en la tabla 5.4.5.2. El sistema de riego que se
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Tabla 5.4.5.1 Programa de inoculacion de esferas de alginato con bacterias fijadoras de
nitrogeno (K. pneumoniae y A. halopraeferens) a dos genotipos de S. bigelovii (SOS-10 y
silvestre) bajo condiciones de campo en la Paz, B.C.S. (CIBNOR).

Semilla Bacteria Etapa fenoldgica Dias después
1x10’ de la siembra
SOS-10 K. pneumoniae Plantula 34
Desarrollo de ramas laterales 120
Prefloracion 180
Floracion 210
SOS-10 A.halopraeferens™ Plantula 34
Desarrollo de ramas laterales 120
Prefloracion 180
Floraciéon 210
SOS-10 Sin inoculante Plantula 34
Desarrollo de ramas laterales 120
Prefloracion 180
Floracién 210
Silvestre Pneumoniae Plantula 34
Desarrollo de ramas laterales 120
Prefloracion 180
Floraciéon 210
Silvestre A.halopraeferens* Plantula 34
Desarrollo de ramas laterales 120
Prefloracion 180
Floracion 210
Silvestre Sin inoculante Plantula 34
Desarrollo de ramas laterales 120
Prefloracion 180
Floracién 210

*Control biologico
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Tabla 5.4.5.2. Calidad del agua utilizada en la irrigacion de S. bigelovii (SOS-10 y silvestre)
inoculadas con bacterias fijadoras de nitrogeno (K. pneumoniae y A. halopraeferens) bajo
condiciones de campo, en la Paz, B. C. S.

Tipo de agua pH Salinidad CE.w Nitritos Nitratos
ppm dS/m (NOy) um/L (NO3) pm/L
Agua dulce o 7.00 0.8 1,194 0.108 -0.114  87.27-94.17
potable
Agua salina 8.00 7.49 11,170 0.322-0.328  6.22-6.65

Fuente: Laboratorio de Biogeoquimica del CIBNOR.

Fig. 5.4.5.2. Sistema de riego por aspersion desarrollado para Salicornia bigelovii bajo
condiciones de campo en CIBNOR. La Paz, B.C.S.

58



utiliz6 en las microcuencas fue de tipo aspersion, aplicando una lamina de riego de 65 L £ 5

por 30 m por microcuenca (Fig. 5.4.5.2.)

5.4.5.3. Condiciones microbiolégicas del suelo
Con la finalidad de conocer el estado microbiologico desde el punto de vista
fitopatologico (bacterias, hongos y nematodos) del suelo, se aplicaron técnicas de deteccion
segiin Thorne (1961), Manovsky (1982), Nickle (1991), en muestras de suelo (5 sitios de

muestreo) del area total de las micro-cuencas (SARH-SAGARPA, 1994).

5.4.5.4. Condiciones ambientales durante el desarrollo del
cultivo.

En la tabla 5.4.5.4. se presentan los valores promedio mensuales de la temperatura (°C),
Humedad relativa (H.r.), Insolacién y Radiacion Fotosintéticamente Activa que se presentaron
durante el desarrollo del cultivo de Salicornia bigelovii (SOS-10 y silvestre) inoculados con

bacterias fijadoras de nitrogeno (K. pneumoniae y A. halopraeferens), bajo condiciones de

campo en la Paz, B.C.S. (CIBNOR).

5.4.5.5. Variables evaluadas durante el ciclo agricola de S.
bigelovii.
La tasa y el porcentaje de germinacion fueron considerados una vez emergida las
plantulas del sustrato. El nimero de semillas germinadas se realiz6 con lecturas cada tercer dia
(tasa de germinacion) y finalmente el porcentaje de germinacion (%) se determind a los a los

24 dias. La tasa de germinacion se calculd de acuerdo a (Maguire, 1962) mediante la ecuacion:
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M =n;/t] + ny/ty +...npa/to4
Donde ny, ny, ... ny4 corresponden al nimero de semillas germinadas en el tiempo t;, t;,
... tg (en dias). Se realizaron analisis de varianza. Transformando los datos de porcentaje de
germinacion mediante arcoseno (Sokal y Rohfl, 1988). La tasa de germinacion, la cual es la
suma de semillas germinadas contadas por dia, no fue transformada previamente para su
analisis. Durante todo el ciclo fenoldgico de las plantas, treinta y cinco plantulas de cada

tratamiento fueron seleccionadas al azar con la finalidad de medir su altura mensualmente.

En el estado fenoldgico de floracién, el contenido de nitratos en savia (N-NO; mgmL™
de savia) fue obtenido mediante la técnica de Coombs (1988) y analizado segiin Wood (1967).
La longitud de raiz, peso fresco y peso seco por planta, fue determinada también en esta etapa
fenologica. La longitud de la plantula y de la raiz se midieron con la ayuda de un vernier
electronico (General, 143, General Tools, Manufacturing Co., Inc. New York, USA). El peso
seco fue determinado después de que cada organo fue secado a 110° C durante 36 horas en
estufa de circulacion de aire forzado. Para las anteriores variables se consideraron 5
repeticiones por tratamiento. Cabe indicar que la variable nimero de dias a floracion se realizo
cuantificando cada 10 dias el nimero de plantas en estado de floracion para ello, la fecha de

floracion fue condirando un 50% de plantas floreando.

En esta misma etapa fueron seleccionadas cinco plantas por tratamiento, las cuales se
seccionaron en tres partes obteniendo raiz, tallo y parte aérea. El tallo se definid considerando
los tres primeros articulos desde la base del tallo juntamente con sus ramas laterales. La parte

aérea fue considerada a partir del cuarto articulo en adelante.
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Tabla 5.4.5.4. Condiciones ambientales (temperatura, humedad relativa, horas sol y radiacion
fotosintéticamente activa) presentes en el estudio de dos genotipos de S. bigelovii (SOS-10 y
silvestre) inoculadas con bacterias fijadoras de nitrogeno (K. pneumoniae y A. halopraeferens)
bajo condiciones de campo, en la Paz, B.C.S.

Temperatura media Humedad Insola- Radiacion
Mes mensual relativa cién media fotosinté-
(2000-2001) oC (h.r) mensual  oamente activa
horas (me' m? s

Diciembre 19.6£3 65 7 347.37
Enero 182t4 66 6 325.82
Febrero 195+4 63 7 400.19
Marzo 2045 60 6 501.81
Abril 23.5t4 54 10 534.29
Mayo 255+4 54 10 539.30
Junio 29.7+4 50 11 550.6
Julio 3055 49 10 543.6
Agosto 313+£5 64 9 488.36
Septiembre 322+4 - 9 480.3

Fuente: Comision Nacional del agua. La Paz, B.C.S. (2001).

Las variables evaluadas fueron: contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos totales y
cenizas. La técnica para obtener proteinas se desarrolld por el método microkjeldajl; para
cenizas por diferencia de peso, calcinando la muestra a 500° C por 24 h y con relacion a los
lipidos totales se emple6 la técnica de Barnes and Blachstocks (1973).

Al finalizar el ciclo vegetativo, 10 plantas por tratamiento fueron elegidas al azar para
cuantificar la variable produccion de semilla por planta (gplanta™). Para la variable produccion
de semilla por m* (produccién de semilla gm?) de cada tratamiento, el valor se determin6

multiplicando el promedio obtenido de produccion de semilla por planta por el numero total de
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plantas que se sembraron por micro cuenca (60). Se evalud la materia seca producida por micro
cuenca (materia seca en g‘m’z). Asimismo, las muestras de semillas producidas en cada uno de
los tratamientos fueron analizadas para la cuantificacion de proteina, humedad, ceniza y lipidos
totales. Cabe indicar que dentro de esta ultima variable, se obtuvo el porcentaje absoluto de
acidos grasos (palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico) aplicandose para estos
analisis, la técnica sugerida por Bligg y Dyer (1959), modificada por Arredondo et al., (1997).
Para la correspondiente derivacion de acidos grasos, se aplico la técnica de Sato y Murata,
(1988).

Se realizaron analisis de varianza (Snedecor, 1956). Los datos de humedad, proteinas,
cenizas y acidos grasos (expresados en porcentaje) en etapa de floracion y cosecha fueron
transformados previamente mediante arcoseno (Sokal y Rohfl, 1988). La diferencia minima
significativa se realizd mediante una Prueba de Rango Multiple de Duncan (= 0.05%). Los

analisis se realizaron utilizando el programa estadistico SAS (SAS, 1996).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. DETECCION DE BACTERIAS FIJADORAS DE
NITROGENO EN LA RIZOSFERA DE Salicornia bigelovii
(Torr.)

6.1.1. Aislamiento de bacterias de la rizésfera

El anélisis microbiologico de la rizosfera de Salicornia bigelovii, llevado a cabo en dos
etapas vegetativas de su desarrollo (plantula y planta madura) y en los cinco lugares
muestreados, presentd un nimero similar de morfotipos bacterianos. Por su parte, Ungar.,
(2000) ha discurrido que una heterogeneidad en parametros ambientales, e.g. de tipo fisico,
quimico y bidticos, inducen variabilidad y composicién en la estructura microbiana de la
rizosfera. En el presente estudio, los analisis de suelo muestran que al menos los parametros
fisicos como textura de suelo y los quimicos como conductividad eléctrica, contenido de
aniones y cationes, etc., son similares en cada sitio de muestreo (Tabla 6.1.1.A), por lo que la
similitud en morfologia bacteriana es explicada. Por otra parte, el crecimiento de los aislados
bacterianos fue 6ptimo cuando el medio de cultivo fue complementado con 0.5M de NaCl. En

total 18 morfotipos fueron aislados y purificados de la rizosfera de S. bigelovii (Tabla 6.1.1.B).

6.1.1.1 Actividad de Nitrogenasa (prueba de reduccion de

acetileno)
La totalidad de los 18 aislados bacterianos presentd la capacidad de reducir el acetileno.
Sin embargo, 17 mostraron una actividad muy baja, mientras que s6lo una mostr6 una alta
actividad de reduccion de acetileno, similar a la del control bioldgico: 4. halopraeferens (Fig.

6.1.1.1.4 y 6.1.1.1.B). La cinética de crecimiento del aislado bacteriano fijador de nitrégeno
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(Fig. 6.1.1.1.C) present6 una disminucion de crecimiento, entre las 14 y 16 h de cultivo, muy

similar a la presentada por 4. halopraeferens (Puente et al., 1999).

Tabla 6.1.1.A. Parametros fisicos y quimicos de suelo asociado a rizosfera de Salicornia
bigelovii muestreada en la Bahia de la Paz, B.C.S. para el aislamiento de bacterias fijadoras de
N>.

Punto de Textura M.O. pH CE RAS NOs; NO, Ca Mg K Na

muestreo % dS/m mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg g/L g/L

CIBNOR  Arenoso/limoso 0.51 7.04 84 13.08 0.27 0.10 1787 328.1 0.1 3.9
El Arenoso/limoso 0.66 7.04 5.5 10.82 0.09 0.10 85.80 199.36 0.1 3.6
Comitan

CETMar  Arenoso/limoso 0.39 7.36 8.7 1244 099 024 193.0 317.15 0.1 3.5
Carretera

al norte de ATEMOSONIMOSO 6 4131705 1197032 006 1450 25892 0.1 32
la ciudad

de La Paz

Unidad Arenoso/limoso 0.17 6.95 441 11.43 042 0.08 77.0 136.0 0.08 3.0

Pichilingue

(UABCS)
CE= Conductividad electrica RAS= relacion absorcion sodio
NO;=Nitratos NO,=Nitritos NH,= Amonio
Ca=calcio Mg= Magnesio K=potasio
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Tabla 6.1.1.B. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos bacterianos en rizosfera de

Salicornia bigelovii de la Bahia de La Paz, B.C.S.

Aislamiento Color Consis- Aparien- Superfi- Eleva- Creci- Motilidad ~ Tincion Forma
bacteriano No. Tencia cia cie cién miento Gran
1 Amarilla ~ Cremosa- Humeda Lisa Convexa Rapido Rapida- - Bacilo
Abundante vibroide corto
2 Blanca- Cremosa Humeda Lisa Convexa Lento Rapido en - Bacilo
transparent forma de corto
e cruz
3 Naranja- Cremosa Humeda Lisa Convexa  Lento Rapido - Bacilo
brillante largo
4 Blanca- Cremosa-  Humeda Lisa Convexa  Rapido Muy lento - Bacilo
verduzca  abundante largo
5 Blanca Cremosa-  Humeda Lisa Convexa  Rapido Rapido - Bacilo
abundante corto
6 Blanca- Cremosa Humeda Lisa Plana Rapido Rapido - Bacilo
opaca con corto
halo tenue
7 Naranja- Cristalina- Humeda Lisa Convexa  Rapido Muy rapido - Bacilo
brillantes-  cremosa corto
transparent
e
8 Naranja-  Cremosa  Humeda Lisa Plana Lento Muy rapido - Bacilo
opaca corto
9 Amarilla-  Cremosa  Humeda Lisa Convexa  Rapido Lento - Bacilo
brillante corto
con halo
10 Blanca Cremosa  Humeda Lisa Plana Lento Lento - Bacilo
largo
11 Amarilla-  Cremosa  Humeda Lisa Convexa  Rapido Rapido - Bacilo
brillante largo
12 Naranja Cremosa  Humeda Lisa Convexa  Rapido Rapido - Bacilo
largo
13 Blanca- Transparent Humeda Lisa Plana Rapido Rapido - Bacilo
transparent ¢ corto
e
14 Rosa Brillante ~ Humeda Lisa Convexa  Rapido Rapiodo - Bacilo
brillante corto
15 Blanca Cremosa-  Humeda Lisa Convexa Rapido Rapido - Bacilo
abundante corto
16 Blanca- Transparent Humeda Lisa Plana Rapido Rapido - Bacilo
amarilla e corto

65



Aislamiento Color Consis- Aparien- Superfi- Eleva- Creci- Motilidad ~ Tincién Forma

bacteriano No. Tencia cia cie cioén miento Gran
17 Naranja Cremosa Humeda Lisa Convexa Rapido Rapido - Bacilo
corto
18 Blanca Cremosa  Humeda Lisa Convexa  Lento ND ND Bacilo
DMC corto
Crecimiento rapido= presencia visual de colonia antes de 24 hrs de incubacioén en medio de cultivo OAB al 0.5M
de NaCl
Crecimiento lento= presencia visual de colonia después de 36 hrs de incubacion en medio de cultivo OAB al 0.5M
de NaCl

Gram negativa = -
ND=no determinada
DMC= degradacion de medio de cultivo

6.1.1.2. Caracterizacion e identificacion del aislado

bacteriano fijador de nitrégeno

La caracterizacion e identificaciéon de la bacteria con alta actividad reductora de
acetileno fueron realizadas mediante pruebas bioquimicas, identificacion de acidos grasos metil
esteres y por medio de secuenciacion del DNA que codifica para el RNA ribosomal 16S. Los
resultados de estas pruebas indican que el aislado es similar al género y especie Klebsiella
pneumonie (Fig. 6.1.1.2.a y 6.1.1.2.b), (afinidad del 0.998% en su secuencia del DNA 16S).
Dicho microorganismo se encuentra en forma natural en suelo y agua asi como también
asociada a plantas de manera endodfita (Ladha et al, 1983; Das, 1991; Bredha et al., 1994;

Shloter y Hartmann, 1998; Chelius y Triplett, 2000).
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A. halopraeferens
Fig. 6.1.1.1.A. Cromatograma mostrando la actividad de reduccion de acetileno de la bacteria

asociada a S. bigelovii, comparandola con el control Azospirillum halopraeferens.
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Fig. 6.1.1.1.B. Fijacion de nitrogeno (reduccion de acetileno) de cultivos de la bacteria fijadora
de nitrogeno (BACRA), asociada a la rizosfera de S. bigelovii, comparada con el control A.
halopraeferens.

Barras denotadas por una letra diferente, indican una diferencia significativa (P<0.05).
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Fig. 6.1.1.1.C.- Cinética de crecimiento de la bacteria con alta actividad de reduccion de
acetileno (BACRA), asociada a rizosfera de S. bigelovii comparada con el control A.

halopraeferens.
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Pruebas Bioquimicas

Produccion de acido de Prueba de Indol Prueba rojo de metilo

glucosa anaerobicamente

13

Prueba de acidez a 48 h. Citrato de Simmons Reaccion de Vogges-
aerobicamente Praskauer

Produccién de gas de lactosa, (prueba de Prueba de motilidad

coliforme fecales

44° ©)
Fig. 6.1.1.2.a. Pruebas bioquimicas realizadas a la cepa fijadora de N, (alta actividad de
reduccion de acetileno- BACRA) asociada a rizosfera S. bigelovii, de acuerdo a Mc Faddin
(1991).
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N Join: 0.998 %

C519-BS2 con

Klebsiella pneumoniae pneumoniae

Klebsiella pneumoniae rhinoscleromatis

Klebsiella pneumoniae ozaenae

Pantoea aerogenes

Klebsiella ornithinolytica
Enterobacter asburiae

Enterobacter cancerogenus

Yokenella regensburgei

Enterobacter nimipressuralis

Enterobacter dissolvens

Concise Alignment - 500bp

HNSR

C519-BS2 con

Fig. 6.1.1.2.b.- Identificacion 16S rRNA, de la bacteria fijadora de nitrogeno aislada de la

rizésfera de Salicornia bigelovii.

6.1.2. Perfil de la poblacién bacteriana no
cultivable asociada a rizésfera de Salicornia bigelovii
mediante el analisis del polimorfismo en la conformacién

de cadena simple de DNA (single strand conformation

polymorphism: SSCP)

Mediante la metodologia del SSCP, los resultados muestran una diversidad de

microflora asociada a rizosfera de Salicornia bigelovii. (Fig. 6.1.2 y Tabla 6.1.2).
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Puntos de muestreo
Spc 1 3 4 5 6 Spc

Ll ol RacmBee B B |

Bacillus lichenifornis

Rhizobium trifolii

Flavobacterium jashmoniae F k

Agrobacterium tumefasciens

Fig. 6.1.2. SSCP de los fragmentos del DNA ribosomal 16s amplificado por PCR a partir de la
microflora asociada a rizosfera de Salicornia bigelovii.
Puntos de muestreo:1= CIBNOR; 2= Comitan; 3=CETMar La Paz; 4= carretera al norte de la
cd. de la Paz 5= Extension UABCS; 6= Tecolote.
Spc= especies control

La secuenciacion de los productos amplificados de cadena sencilla corresponden a
microorganismos que ya han sido reportados en otros ambientes (Tabla 6.1.2.) y que, aunque

en bajas poblaciones, pueden estar realizando un papel sumamente importante en estos

ambientes donde se desarrolla la halofita Salicornia bigelovii.
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Tabla 6.1.2. Resultados de caracterizacion (% similitud) de las bacterias asociadas a rizosfera
de Salicornia bigelovii en la Bahia de La Paz, Baja California Sur, México.

Clona Microorganismo Grupo Similitud Habitat Publicacion
No. (%)

S1 Bacteria no 97.7 Suelos Boerneman J.
indentificada Cianobacteria 88.8 Amazonenses Janson S.
Trichodesmium Cianobacteria 88.8 Lyra C.
thiebautii
Cylindrospermum sp

S2 Bacteria marina 98.5 Hold G.L.
Bacteria degradadora 98.3 Estanques Esham E.C.
de 4cidos humicos Proteobacteria ~ 98.3 Hamada T.(no
Proteobacteria publicada)

S3 Bacillus sp Bacillus/Clostri.  99.4 Suzuki H.
Especies bacterianas 99.4 Zacatales Felske A.
Especies bacterianas  Bacillus/Clostr. 99 Nogi Y.

S4 Rhizobium sp. Proteobacteria 98 Campos de minas Macur R.E
Mesorhizobium loti Proteobacteria ~ 96.8 Kaneko T.
Rhizobium lotii Proteobacteria ~ 96.8 Rizosfera de Sullivan J.T.

lotus

S5 Bacteria no cultivada  Verrucomicrobi  88.5 Costas marinas Bowman J.P.
Ultramicrobacterium  Verrucomicrobi  87.3 Arrozales Janssen P.H.
str. Verrucomicrobi  87.3 anoxico Janssen P.H.
Ultramicrobacterium Arrozales
str. anoxico

S6 Bacteria no cultivada 95.3 Mar glacial Brown M.V.
Bacteria no cultivada CFB group 95.3 Costas marinas Bowman J.P.
Bacteria no cultivada 95.3 Mar glacial Brown M.V.

S7 Rhizobium sp. Proteobacteria 97.3 Van Berkum P.B.
Rhizobium sp Proteobacteria 97.3 Ulrich A.
Rhizobium sp Proteobacteria 97.3 Native shrubby  Lafay B.

Evidentemente los resultados con esta metodologia son importantes porque pueden

informarnos de la presencia de una gran cantidad de poblaciones microbianas no cultivables, y

complementadas con las tradicionales técnicas de cultivo pueden ampliar nuestra vision y

conocimiento sobre los eventos de origen microbiano donde destacan la descomposicion de

materia organica, disponibilidad de nutrientes, reduccion de toxicidad por metales toxicos,
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modificaciones en el pH, y produccion y/o estimulacion de fitohormonas, entre otras (El-

Shatanawi et al., 2001).

6.2. INFLUENCIA DE LA BACTERIA Klebsiella
pneumoniae EN LA GERMINACION DE S. bigelovii

SILVESTRE Y cv. SOS-10.

6.2.1. Porcentaje de germinacion en genotipo

mejorado SOS-10

El andlisis estadistico indica que entre los tratamientos estudiados se encontré una
diferencia significativa con P<0.05, donde K. pneumoniae y el control biologico A.
halopraeferens, estimularon la germinacion de S. bigelovii cv. SOS-10 en ausencia de NaCl
(Fig 6.2.1.A), en un 30 y 40 % respectivamente comparado con el control sin inoculante. Se
observé también que conforme aumenta la salinidad, ambos inoculantes en presencia de NaCl,
el efecto ejercido por las bacterias disminuyé en dicho proceso. Sin embargo, el acido

giberélico influyo6 positivamente en la germinacion.

6.2.2. Porcentaje de germinacion en genotipo

silvestre

La germinacion del genotipo silvestre de S. bigelovii mostro un porcentaje de
germinacion bajo. El efecto tanto de Klebsiella pneumoniae como de A. halopraeferens tfue
positivo en la germinacion en ausencia de salinidad (Fig. 6.2.1. B). Se observo también que en

este genotipo conforme aumenté la salinidad, el efecto por el acido giberélico influyd
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positivamente en la germinacion, mientras que el efecto de las bacterias en la germinacion
disminuy6 al incrementar las concentraciones de NaCl; sin embargo, el efecto para los

tratamientos con bacterias no fue tan drastico como lo fue para el control.

6.2.3. Efecto en el crecimiento radicular en ambos

genotipos

Se encontro diferencia significativa (P<0.05) entre las bacterias en estudio y entre las
salinidades. Se observo que en la interaccion, el tratamiento con A. halopraeferens presenté las
longitudes radiculares mayores con respecto a los demas tratamientos, seguida de la
fitohormona (AGs) y K. pneumoniae. Sin embargo, al igual que en la variable germinacion, el
efecto se redujo por la salinidad, con excepcion de que el acido giberélico promovid
ligeramente en el cultivar mejorado la longitud radicular a 0.5 M comparado con los otros

tratamientos en la misma salinidad (Tabla 6.2.3)
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Fig. 6.2.1. Efecto de K. pneumoniae, control bioldgico (4. halopraeferens), y el control
quimico (fitorregulador AGs), bajo tres concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5 M) en la
germinacion de dos genotipos: de S. bigelovii (A) ‘SOS-10" y (B) ‘silvestre’. Las barras
representan el error estandar de las media.
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Tabla 6.2.3. Efecto de Klebsiella pneumoniae, control biologico (Azospirillum halopraeferens),
y el control quimico (fitorregulador AGs), bajo tres concentraciones de NaCl. Los valores son
los promedios de longitud de raiz, altura de plantula, peso fresco y peso seco en Salicornia
bigelovii (genotipo ‘SOS-10’ y ‘genotipo silvestre’).

Inoculante NaCl Long. Altura Peso fresco  Peso seco
Genotipos Bacteria* radicular

0 AG3 ** ™) (cm) (cm) (mg) (mg)
SOS-10 control 0 0.55¢cd 0.05m 14.29 fgh 1.93 cd
SOS-10 control 0.25 0.20hij  0.02m 16.52 defg 1.24 ghi
SOS-10 control 0.5 0.15ijk  0.06 m 14.34 fgh 1.18 hi
SOS-10 A. halopraeferens 1.02a 1.89a 28.82a 230b
SOS-10 A. halopraeferens (.25 0.48 de 0.81 hij 22.71b 2.08 be
SOS-10 A. halopraeferens 0.5 0.29 fg 0.76 ij 17.65 de 2.23b
SOS-10 K. pneumoniae 0 0.75b 1.48 cd 18.37 cd 1.80d
SOS-10 K. pneumoniae 0.25 0.28 fgh  1.04 fg 17.26 de 1.22 ghi
SOS-10 K. pneumoniae 0.5 0.191j 0.48 kl 15.44 efg 1.69 def
SOS-10 AG; 0 096a 1.58 be 17.72 de 1.24 ghi
SOS-10 AG; 0.25 045e¢ 0.89 ghi  20.63 be 1131
SOS-10 AG; 0.5 045e 0.76 ij 20.33 be 278 a
Silvestre control 0 035f 1.13 ef 14.43 fgh 1.24 ghi
Silvestre control 0.25 0.12 jk 0.391 5.441 0.71]
Silvestre control 0.5 0.09 k 0.02 m 0.89] 0.13k
Silvestre A. halopraeferens 0 0.49 de 1.46 cd 18.50 cd 1.71 de
Silvestre A. halopraeferens  0.25 0.23 ghi  0.66 jk 12.05h 1.49 efg
Silvestre A. halopraeferens 0.5 0.12 jk 0.311 15.99 defg 1.45 fgh
Silvestre K. pneumoniae 0 0.68b 1.69b 21.33b 2.23b
Silvestre K. pneumoniae 0.25 035f 1.02 fgh  16.68 def 233b
Silvestre K. pneumoniae 0.5 023 ghi  0.81hij 14.42 fgh 1.72 de
Silvestre AG; 0 0.60 ¢ 1.16 ef 13.84 gh 0.50j
Silvestre AG; 0.25 044 ¢ 0.95 fghi  14.14 fgh 1.38 ghi
Silvestre AG; 0.5 0.16ijk  1.29de 17.10 de 2.18 be

Promedios indicados con una letra denotan diferencia significativa a un nivel de P=0.05. Las comparaciones
fueron realizadas con una Prueba de Rango Multiple de Duncan. Los valores representan la media de cinco
repeticiones.*= 1 x 10° unidades formadoras de colonias. **=8.661x10™ M
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6.2.4. Efecto en la altura de las plantulas en ambos

genotipos

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). En la tabla 6.2.3
se observa que la respuesta de la variable altura, fue similar al de la raiz, donde A.
halopraeferens muestra los valores mas altos seguida de K. pneumoniae. Asimismo, se
confirmoé que esta variable disminuye conforme aumenta la salinidad a excepcion del

tratamiento con acido giberélico, que actu6é de manera positiva sobre esta variable.

6.2.5. Efecto en el peso fresco de ambos genotipos
El efecto de 4. halopraeferens en el peso fresco a concentraciones de 0.0, 0.25 y 0.5 M
de NaCl, mostré un efecto positivo con respecto a los demas tratamientos. Sin embargo, el
acido giberélico fue mejor a salinidades de 0.25 y 0.5M, en contraste con K. pneumoniae que
mostro resultados opuestos; esta tendencia se habia observado de manera similar en las demas

variables (Tabla 6.2.3).

6.2.6. Peso seco en plantulas de genotipo mejorado

SOS-10 y silvestre

Como se puede apreciar en la Tabla 6.2.3, en esta variable se observo un ligero
incremento conforme aument6 la salinidad en el genotipo mejorado, en presencia de cada una
de las bacterias; sin embargo, el acido giberélico mantuvo una diferencia, estadisticamente
significativa, con respecto a los demas tratamientos, siguiéndole A. halopraeferens y K.

phneumoniae, respectivamente.
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6.2.7. Efecto de la salinidad sobre la adhesion de K.
pneumoniaey A. halopraeferens al sistema radicular

de genotipo mejorado SOS-10 y silvestre

Bajo las tres concentraciones de salinidad probadas, K. pneumoniae y A. halopraeferens
mostraron igualdad con P< 0.05, respecto a el numero de células adheridas al sistema radicular
entre ambos inoculantes, en el genotipo mejorado y silvestre y en cada una de las
concentraciones salinas (Fig. 6.2.7.A); observandose un ligero decenso con el aumento de
NaCl (Fig. 6.2.7.B).

Debido a que el cultivo de Salicornia esta siendo mejorado para el uso en el sector
agricola (Glenn et al., 1995), es importante considerar estrategias para su cultivo. Se han
realizado varios experimentos sobre la germinacion de Salicornia spp bajo condiciones salinas
(Ungar, 1978; Ungar, 1982; Ungar 2000) y la utilizacion de hormonas tales como giberelinas
(Kan, 1971; Ungar, 1982; Ungar, 2000). Los resultados del presente estudio coinciden con los
mostrados anteriormente, concluyendo que la salinidad reduce el porcentaje de germinacion.

También se encontrd que el uso de la hormona utilizada en este estudio induce la
germinacion conforme aumenta la salinidad, pero con valores debajo de los obtenidos en
tratamientos sin salinidad. Lo anterior pudo observarse debido a que cuando se inoculd
Klebsiella pneumoniae durante la etapa de germinacion, usando Azospirillum halopraeferens 'y
el regulador de planta acido giberélico (AG3;) como controles, se obtuvieron resultados con
diferencias entre tratamientos (Fig. 6.2.1. A-B y Tabla 6.2.3). De la misma manera, se observo

que cuando la salinidad se incrementa, la inhibicion de germinacion es mayor para ambos
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Fig. 6.2.7. Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de K. pneumoniae y A. halopraeferens
bajo tres concentraciones de NaCl (0, 0.25, 0.5 M) adheridas al sistema radicular de dos

genotipos de S. bigelovii ((A) SOS-10 y (B) Silvestre). Las barras representan el error estandar
de las medias.
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genotipos.

Las semillas inoculadas con Klebsiella penumoniae y Azospirillum halopraeferens
germinaron por arriba de un 20% mas frecuente en el tratamiento de 0 M NaCl.

Por otra parte, también se observo que la salinidad repercutié ligeramente con una
disminucién de unidades formadoras de colonias adheridas al sistema radicular. Sin embargo,
la interaccion de bacterias con ambos genotipos mostrd que A. halopraeferens (UFC) no fue
menos afectado cuando se inoculé al genotipo mejorado (SOS-10) como cuando se inoculd al
genotipo silvestre, mientras que la bacteria K. pneumoniae mostr6 lo contrario. 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 la especificidad de la planta asi como también del
tipo de especie de microorganismo.

El presente estudio indica que ambos genotipos son beneficiados por K. pneumoniae y
A. halopraeferens. Resultados similares se han obtenido para otras plantas (Puente et al., 1999;
Rozema et al., 1975; Goodfriend et al., 2000) y que, aunque los ensayos se hayan efectuado
con otras plantas y otros microorganismos benéficos, algunos inhiben los efectos sobre la
germinacion (Diaz et al., 2001). Sin embargo, otros estudios muestran efectos positivos con
este tipo de microorganismo (Arsac et al., 1990; Puente y Basham, 1993) que también
coinciden con los resultados del presente estudio. Los efectos positivos de estas bacterias
observados en el presente estudio aparentemente se deben a la produccion de sustancias
promotoras de crecimiento segun lo reportado en otros estudios (Arsac, et al., 1990; Haahtela,

et al., 1990; Turyanitsa et al., 1995; El -Khawas y Adachi, 1999).
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6.3. EFECTO DE LA BACTERIA Klebsiella pneumoniae

EN EL DESARROLLO INICIAL DE Salicornia bigelovii

La Tabla 6.3.A, muestra los efectos observados un mes después de la inoculacién de las
bacterias, debido a los dos tipos de inoculacion de las bacterias, sobre el crecimiento de S.
bigelovii (altura y longitud radicular), donde K. pneumoniae utilizando la forma liquida y en
esferas interaccioné positivamente en la altura de S. bigelovii (37% y 75%, respectivamente) en
comparacion con el control sin inoculante. Asi mismo, al ser coinoculada con A.
halopraeferens, el crecimiento se incrementd hasta en un 80% en forma liquida y un 87% en
forma de esferas (comparado con el control sin inoculante). Sin embargo, el tratamiento
correspondiente con la bacteria A. halopraeferens, utilizando la via de esferas increment el
crecimiento de la planta un 42% por arriba de K. pneumoniae inoculada en forma de esferas.
En longitud de raiz ambos inoculantes en los dos tipos de inoculacion (a excepcion de K.
pneumoniae en liquida) favorecieron positivamente la longitud radicular en comparacion del
control sin inoculante. Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre tratamientos (Tabla
6.3.A).

Por otra parte, al contabilizar el nimero de células bacterianas adheridas a la raiz de
Salicornia, se observo diferencias insignificativas entre tipos de inoculacion (liquida y esferas),
sin embargo, se pudo observar que numéricamente los tratamientos coinoculados muestran

valores mas altos (Tabla 6.3.B).
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Tabla 6.3.A. Promedios de las variables longitud de plantula y longitud radicular, con respecto
a las bacterias Klebsiella pneumoniae y Azopirillum halopraeferens (control bioldgico) y los
dos tipos de inoculacion (liquida y esferas) un mes despues de la inoculacion.

Tratamiento Tipo de Altura Raiz
inoculacion mm mm

Klebsiella pneumoniae  liquida 3.66d 2.93b
Azospirillum liquida 4.58b 370 a
halopraeferens
K. pneumoniae + A. liquida 4.80b 373a
halopraeferens
Klebsiella pneumoniae  esferas 4.66 b 371a
Azospirillum esferas 6.16a 3.65a
halopraeferens
K.pneumoniae + esferas 5.00b 348a
A.halopraeferens
Esferas de alginato esferas 3.83cd 3.58a
Control sin inocular 2.66¢ 3.10b

Valores seguidos por letra diferente en cada columna son diferentes (p=0.05).

Tabla 6.3.B. Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) adheridas al sistema radicular de S.

bigelovii SOS-10.

Tratamiento Tipo de inoculacion

LOgl 0
UFC/mL

Klebsiella pneumoniae  liquida

Azospirillum liquida
halopraeferens

K. pneumoniae + A. liquida
halopraeferens

Klebsiella pneumoniae  esferas
Azospirillum esferas
halopraeferens

K.pneumoniae +  A. esferas
halopraeferens

Esferas de alginato esferas
Control sin inocular

3.99 be
4.11a

413 a

391c
4.06 b

4.10 ab

ND
ND

Valores seguidos por letra diferente en cada columna son diferentes (p=0.05).

ND =no determinado.
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6.4. EVALUACION DE LAS VARIABLES DE
CRECIMIENTO, DESARROLLO Y DE LA
PRODUCCION DE Salicornia bigelovii CON LA
INOCULACION DE Klebsiella pneumoniae BAJO

CONDICIONES DE CAMPO

6.4.1. Germinacion

Los resultados obtenidos en la tasa de germinacion (Fig. 6.4.1), indican que se destacan
las plantulas inoculadas con las bacterias benéficas de K. pneumoniae y A. halopraeferens. Sin
embargo, atn cuando el comportamiento de germinacion haya resultado ser mejor en los
genotipos inoculados, en el porcentaje final de germinacién no se observo una diferencia
estadistica significativa (Fig. 6.4.1). Se observo también que el genotipo silvestre sin

inoculacion presento los valores inferiores del porcentaje de germinacion.

Los resultados anteriores indican que ambas bacterias promueven la germinacion en los
dos los genotipos del estudio, SOS-10 y el silvestre (Fig. 6.4.1), posiblemente debido a la
capacidad de las bacterias para producir y estimular la sintesis de compuestos hormonales
como las giberellinas GAs, que son mencionadas por otros autores (Tien ef al., 1979; Reinhold
et al., 1987; Haahtela et al., 1990; Kozyrovskaya et al., 1990; Conrad et al., 1992; Rodelas et
al., 1996; Zexun and Wei 2000). Los resultados obtenidos sugieren que la especie de Klebsiella
pneumoniae y Azospirillum halopraeferens pueden influir en las plantas, por lo que es
importante continuar con la buisqueda de este tipo de microorganismos; asimismo, los datos

sugieren que se exploren las posibilidades para continuar los estudios de inoculacion con otras
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familias y/o grupos de plantas halofitas que puedan tener fines comerciales. Las
consideraciones anteriores son importantes, porque el éxito de este tipo poblaciones
halotolerantes usualmente sélo tienen una oportunidad en su historia de vida anual para
reproducirse y dispersarse, eventos que son dependientes de las respuestas mostradas durante la
germinacion de semillas (Ungar 1977). Tal es el caso de la germinacion de S. bigelovii, que
ocurre durante un periodo cuando en el suelo, los niveles de salinidad se encuentran reducidos
(Riehl y Ungar 1982; Rozema 1975). De igual modo, los resultados obtenidos indican que los
efectos benéficos de los microorganismos pueden tener un papel principal en las diferentes
fases vegetativas, como es el proceso de la germinacion (Kim y Weber 1985; Ellen y
Cuuningham 1983; Booth et al., 1998; Hildebrandt et al., 2000; Goodfriend et al., 2000;
Bagwell et al., 2001). Sin embargo, cabe indicar que los efectos observados de manera positiva
deben evaluarse en el entorno de la aplicacion practica, como en el caso del desarrollo o

propuesta de un programa agricola costero (Hamdi 1999; Neori y Zskova-KonZcalova 2001).
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Datos de origen:

Tratamiento Valores con | Tratamiento  Valores con | Tratamiento Valores con
P<0.05 P<0.05 P<0.05
Semilla silvestre  73% ¢ Silvestre + 89% a SOS-10 + 4. 89% a
K.pneumoniae halopraeferens
Semilla Silvestre + 88% a Semilla SOS-  86% a SOS-10 + 81%b
A. halopraeferens 10 K.pneumoniae
100
—&— semilla silvestre
90 1
—— semilla silvestre
80 —&— semilla silvestre
—0— Seed SOS-10
70 1
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Fig. 6.4.1. Influencia de Klebsiella pneumoniae y Azospirillum halopraeferens en la tasa de
geminacion (numero de semillas por dia) de dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10 y
silvestre) bajo condiciones de campo.

86



6.4.2. Etapa de desarrollo vegetativo
Durante el desarrollo vegetativo se observo, que el tratamiento con K. pneumoniae no
interacciond con P< 0.05, en el crecimiento de S. bigelovii (ambos genotipos). Sin embargo, A.
halopraeferens indujo una altura mayor de planta con respecto a los demas tratamientos,
especificamente, en las etapas de floracion y al final del ciclo vegetativo (Fig. 6.4.2).
Cabe mencionar que durante las primeras etapas de crecimiento vegetativo las plantas
de los tratamientos no inoculados mostraron mayor susceptibilidad a las condiciones

ambientales durante su fase de desarrollo (Fig. 6.4.2).

6.4.3. Floracion, peso fresco, peso seco, longitud
radicular y contenido de nitratos (NO3) en la etapa

fisiolégica de floraciéon

En la Fig. 6.4.3.A se muestran los datos obtenidos con respecto al porcentaje de
floracion alcanzado por las plantas expuestas a los tratamientos.

Los analisis estadisticos mostraron diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.05). Aunque A. halopraeferens estimuld un porcentaje mayor de floracion en el genotipo
SOS-10 con P< 0.05 (Fig.6.4.3.A), se observo que K. pneumoniae numéricamente interacciond

positivamente en comparacion con los controles sin inocular de ambos genotipos.
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Datos de origen:

Tratamiento Valores con | Tratamiento  Valores con | Tratamiento Valores
P<0.05 P<0.05 con P<0.05
Semilla silvestre 34.3 b Semilla 345 b SOS-10+4. 453 a
silvestre + halopraeferens
K.pneumoniae
Semilla silvestre 34.4 b Semilla 343 b SOS-10 + 356 b
+ A. halopraeferens SOS-10 K.pneumoniae

50 7
45 4
40 7 ——semilla silvestre
35 4 - semilla silvestre + A. halopraeferens
—&—gsemilla silvestre + K. pneumoniae
30 1
- Seed SOS-10
’g 25 & SOS-10 + A. halopraeferens
2
] —0-S0S-10 + K. pneumoniae
g 20 A
<
15 A
10 7
5
0 4 } 4 } 4 }

Fig. 6.4.2. Dinamica de crecimiento de dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10 y
silvestre) por la influencia de Klebsiella pneumoniae y Azospirillum halopraeferens bajo

condiciones de campo.
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Fig. 6.4.3.A. Porcentaje final de floracion en dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10 y
Silvestre) por el efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) bajo condiciones de campo.
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Con respecto al peso fresco de muestras obtenidas en la etapa de floracion, los
resultados mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos bajo
condiciones de campo. El genotipo silvestre inoculado con K. pneumoniae estimulé en un
200% mientras que con 4. halopraeferens el efecto fue en un 94% (Fig. 6.4.3.B). Sin embargo,
el genotipo mejorado inoculado con A. halopraeferens y K. pneumoniae fue estimulado en un

900% y 150%, respectivamente.

En cuanto al peso seco alcanzado en la etapa de floracion, los resultados muestran que
ambos genotipos fueron estimulado por los inoculantes, mostrando los mas altos valores 4.

halopraeferens para ambos genotipos (Fig. 6.4.3.B).

En relacion con la longitud radicular, al realizar los analisis de varianza se observaron
diferencias significativas entre tratamientos, donde el crecimiento mayor lo mostré el genotipo
mejorado inoculado con el control biolégico A. halopraeferens, siguiendole en segundo plano

el genotipo silvestre con K. pneumoniae (Fig. 6.4.3.C).
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Fig. 6.4.3.B. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) bajo condiciones de campo, en el peso seco y fresco de plantas en etapa de
floracion en dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10 y Silvestre). Las letras indican
diferencias significativas (P<0.05).
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El contenido de nitratos en las plantas control de ambos genotipos fueron muy altos
respecto a las plantas que no fueron inoculadas con las bacterias fijadoras de N, empleadas en
este estudio. Esta aparente inhibicion en la toma o acumulacion de nitratos parecieran ser
controversiales, sin embargo cabe indicar que se trata de NO3 y no de nitrogeno total (Fig.
6.4.3.D). Resultados similares se han encontrado en estudios de plantas de maiz (Zea mays)
(Pérez-Silva 1989; Blackmer y Scheppers 1995), donde se aplicaron diferentes niveles de
fertilizantes a partir de N, las concentraciones bajas de NO;3 detectadas en la savia estaban

siendo dirigidas hacia la formacion de biomasa.
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Fig. 6.4.3.C. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) en la longitud radicular de dos genotipos de Salicornia bigelovii en la etapa de
floracion y bajo condiciones de campo.
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Fig. 6.4.3.D. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) en el contenido de NOs/mL en savia de dos genotipos de Salicornia bigelovii
en la etapa de floracion y bajo condiciones de campo.
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6.4.4. Proporciones de lipidos, proteinas y cenizas
de tres partes vegetativas (raiz, tallo, parte aérea)

en floracion

Sobre las proporciones de lipidos en la raiz, los resultados indican que los efectos de las
bacterias fijadoras de N, en ambos genotipos muestran los valores mas altos con relacion a los
controles (no inoculados). Se observaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.5)
entre tratamientos (Tabla 6.4.4). Se observo la misma tendencia en tallo y la parte aérea de la
planta. En cuanto a los efectos en la concentracion de proteinas totales, los resultados indicaron
diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05) en cada organo (raiz, tallo y parte aérea),
donde el genotipo SOS-10 inocluado con A. halopraeferens mostrd los valores mas altos
(Tabla 6.4.4). De la misma manera, para la variable cenizas, aun cuando sélo se haya realizado
en oOrganos de tallo y parte aérea, los analisis estadisticos mostraron resultados similares a los
de proteinas, donde el genotipo mejorado (SOS-10) inoculado con A. halopraeferens presentd
los valores mas altos, seguido del tratamiento silvestre + K. pneumoniae. Los genotipos no

inoculados presentaron los valores inferiores (Tabla 6.4.4).
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Tabla 6.4.4. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens), en el contenido de lipidos, proteinas y cenizas de tres partes vegetativas (raiz,
tallo y parte aérea) en etapa de floracion de dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10 y
Silvestre) bajo condiciones de campo.

Genotipo Inoculante Raiz Tallo Porcion aérea
[Bacteria]

Lipidos Proteina Lipidos Proteina Cenizas Lipidos Proteina Cenizas
silvestre K. pneumoniae 94.6 b 5.55b 26.69 a 9.76 a 41.47b 27.04b 9.38b 59.18b
silvestre A. 95.4b 4.79d 17.50d 757¢ 42.56b 2254 ¢ 623 ¢ 58.16 ¢

halopraeferens
silvestre Control 520e 4.09 f 1422 f 538e 38.10¢ 21.94f 7.08d 56.60 d
SOS-10 K. pneumoniae 894 ¢ 523 ¢ 24330 8.87b 40.47 cb 26.52 ¢ 9470 58.88b
SOS-10 A. 98.1a 5.77 a 23.64 ¢ 9.75a 4527 a 2871 a 10.74 a 59.84a
halopraeferens
SOS-10 Control 76.2d 440 ¢ 15.18 ¢ 6.47d 3993 ¢ 22.98d 7.73 ¢ 55.71e

Nota: Promedios con misma literal en columna indican que no existen diferencias
significativas (P>0.05).

Los resultados anteriores muestran que el crecimiento de S. bigelovii durante el
desarrollo vegetativo, fue promovido por las bacterias benéficas y que por lo tanto su uso
puede ayudar en la expresion de su potencial de crecimiento y desarrollo, e.g. una mayor
produccién de biomasa. Es importante indicar que entre los mecanismos de interaccion que
citan algunos autores sobre microorganismos benéficos y plantas, es el de la promocion del
crecimiento y desarrollo inducido por substancias reguladoras de crecimiento (Itai y Vaadia
1968; Mizrahi et al., 1970; Ungar 1978 (b); O'Leary y Prisco 1970; Khan et al., 1976), fijacion
de N, y asimilacion como nitrogeno organico, una captacion mineral reforzada y un
crecimiento mejorado de la raiz (Baldani y Dobereiner 1980; Albrecht ef al., 1981; Haahtela et
al., 1990; Kozyrovskaya et al., 1990; Conrad et al., 1992; Rodelas et al., 1996; Chelius y

Triplett 2000; Zexun y Wei 2000; El-Shatnawi et al., 2001).
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6.4.5. Efecto de Klebsiella pneumoniae Yy
Azospirillum halopraeferens en el rendimiento de

Salicornia bigelovii (SOS-10 y silvestre)

Los resultados muestran que la inoculacion de los genotipos con K. prneumoniae y A.
halopraeferens afectd significativamente de manera positiva la produccion de semilla (Tabla
6.4.5). Referente a la produccién de biomasa (g'm‘z), los resultados fueron similares en el
genotipo mejorado con ambos inoculantes fijadores de N, mostrando valores numéricamente
altos en comparacion con los demas. Los valores inferiores fueron para los dos genotipos no

inoculados y utilizados como controles (Fig. 6.4.5).

Tabla 6.4.5. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) sobre las variables produccion de semilla (gplanta”, gm™ y kgha™) de dos
genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10 y Silvestre) bajo condiciones de campo.

Genotipo Inoculante Produccion de semilla
(Bacteria) (g

g ‘planta™ gm? kgha'
Silvestre K. pneumoniae 1.30a 64.9 a 649.0 a
Silvestre A. halopraeferens 1.18b 589b 589.9b
Silvestre Control 027c¢ 135¢ 1358 ¢
SOS-10 K. pneumoniae 1.30a 64.8 a 648.0 a
SOS-10 A. halopraeferens 1.38a 689 a 689.0 a
SOS-10 Control 033¢c 163 ¢ 1634 ¢

Nota: Promedios con misma literal en columna indican que no existen diferencias
significativas (P>0.05).

97



3000 -

ab

2 4

500 b-e
2000 -

de ce cd

1500 4

1000 4

500 |

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Materia seca (g'm?)

Semilla silvestre Semilla silvestre Semilla silvestre SOS-10 SOS-10 +A. SOS-10 +K.
+A + K. pneumoniae halopraeferens pneumoniae
halopraeferens

Fig. 6.4.5. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) en la produccion de biomasa (materia seca gm™) obtenida de dos genotipos de
Salicornia bigelovii (SOS-10 y Silvestre) bajo condiciones de campo.
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9.4.6. Proporciones de lipidos, proteinas y cenizas
en semilla

Los analisis de varianza mostraron diferencias significativas para la proporcion de
lipidos, proteinas, humedad y cenizas. Se encontré que las plantas inoculadas con las bacterias
fijadoras de N, (Tabla 6.4.6.A) mostraron valores superiores en comparacion con las plantas de
los tratamientos controles. Los valores superiores de lipidos se obtuvieron en forma
consecutiva mostrando una igualdad estadistica para los tratamientos Silvestre + K.
pneumoniae, SOS-10 + K. pneumoniae, SOS-10 + A. halopraeferens, y Silvestre + A.
halopraeferens. Para proteinas, SOS-10 + A. halopraeferens mostré valores superiores,
seguido de el mismo genotipo mejorado pero inoculado con K. pneumoniae. Para la variable
humedad y cenizas, el genotipo SOS-10 inoculado con K. pneumoniae fue estadisticamente

superior con relacion al resto de los tratamientos.

Referente a las proporciones de acidos grasos, los analisis estadisticos indican que hubo
diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos con el contenido de acido graso
palmitico, resultando ser el tratamiento inoculado con K. pneumoniae en genotipo silvestre
entre los valores mas altos, mientras que el genotipo SOS-10 + 4. halopraeferens, resultd el
mas afectado con este acido. Referente al acido estearico no hubo igualdad estadistica entre
tratamientos inoculados en ambos tipos de semilla; respecto al oleico K. pneumoniae + SOS-10
resultd ser significativamente alto en comparacion de los demas tratamientos. Con el acido
linoleico el genotipo SOS-10 + A. halopraeferens resultd estadisticamente significativo
siguiendole en segundo 6rden ambos genotipos inoculados con K. pneumoniae. Con relacion al

linolénico entre tratamientos no hubo significancia con
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Tabla 6.4.6.A. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) en el contenido de lipidos, proteinas, humedad y cenizas presente en semilla
de dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10 y Silvestre) bajo condiciones de campo.

Genotipo Inoculante Semilla
(Bacteria)
Lipidos *Proteinas Humedad *Ceniza
(mg/ g) (%) (%) (%)
silvestre K. pneumoniae  94.6 a 21.6¢ 4.74 ¢ 24.5b
silvestre A. 954a 22.03d 472 ¢ 21.6¢
halopraeferens
silvestre control 520c 225¢ 4.63 ¢ 20.1d
SOS-10 K. pneumoniae  89.4 a 23.1b 6.43 a 254a
SOS-10 A. 98.1a 29.0a 5.80Db 163 ¢
halopraeferens
SOS-10 control 76.2b 193 f 4.75¢ 14.1f

Nota: Promedios con misma literal en columna indican que no existen diferencias
significativas (P>0.05).
*Resultados expresados en base seca.

Tabla 6.4.6.B. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) en el porcentaje (% absoluto) de acidos grasos (palmitico, estedrico, oleico,
linoleico y linolénico) en semilla producida en dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10'y
Silvestre) bajo condiciones de campo.

Genotipo Inocu1a1.1te Acidos grasos (%)
Bacteria
Palmitico  Estearico  Oleico Linoleico Linolenico
silvestre K. pneumoniae 15.46 ab 1.13b 15.46 be 65.69 b 2.26 ab
silvestre A. halopraeferens ~ 9.76 ¢ 041 ¢ 13.28 ¢ 74.01 a 2.54a
silvestre control 15.46 ab 0.66 ¢ 18.34 ab 63.00 be 254a
SOS-10 K. pneumoniae 11.20 be 0.54 ¢ 20.57 a 6535b 233 ab
SOS-10 A. halopraeferens  16.80 a 0.59¢ 13.18 ¢ 67.10b 233 ab
SOS-10 control 17.87 a 2.38a 15.30 be 62.96 be 149 ¢
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excepcion del genotipo mejorado sin inoculante quien resultd con los valores mas bajos (Tabla

6.4.6.B).

En cuanto a los efectos de los inoculantes bacterianos fijadores de N, en el periodo de
vida de S. bigelovii, en comparacion Analisis de varianza, transformando los datos de
porcentaje de germinaciéon mediante arcoseno, en la Tabla 6.4.6.C se muestra que el tiempo de
vida para cada genotipo con su respectivo inoculante (bacteria) fueron estadisticamentge
iguales (Duncan P<0.05). La Figura 6.4.6 esquematiza (de manera general) el efecto de las
bacterias fijadoras de nitrogeno (K. pneumoniae y A. halopraeferens) sobre la fenologia de S.

bigelovii en sus principales etapas vegetativas.

Tabla 6.4.6.C. Efecto de bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y Azospirillum
halopraeferens) en el periodo de vida (dias) de dos genotipos de Salicornia bigelovii (SOS-10
y Silvestre) bajo condiciones de campo.

Genotipo Inoculante Tiempo de vida
(Bacteria) (dias)

silvestre K. pneumoniae 254 ab
silvestre A. halopraeferens 251 ab
silvestre control 234 a
SOS-10 K. pneumoniae 272 a

SOS-10 A. halopraeferens 251 ab
SOS-10 control 238 a

Nota: Promedios con misma literal indican que no existen diferencias significativas (P>0.05).
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Fig. 6.4.6. Esquema del efecto de las bacterias fijadoras de N, (Klebsiella pneumoniae y
Azospirillum halopraeferens) en las principales etapas fenologicas de Salicornia bigelovii bajo
condiciones de campo.
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7. DISCUSION GENERAL

Debido a factores adversos (bidticos y abidticos) a los que estan expuestos los cultivos
convencionales en las zonas aridas, las halofitas con potencial productivo son los recursos
biologicos mas promisorios (Gallawa, 1996; Lieth y Masoom, 1993). Salicornia bigelovii, una
halofita que se desarrolla en las costas de Baja California Sur, se vislumbra para el futuro
inmediato como una opcidn para contribuir en la economia agricola con un posible impacto
positivo en el desarrollo regional del sector agricola de la Paz, B.C.S. (Mota, 1980; Gallawa,
1996). Aunado a lo anterior, los microorganismos con efecto benéfico en las plantas, juegan un
papel potencial y considerable como agentes de biofertilizantes (Bidwell, 1979; Devlin, 1980;
Arsac, 1990; Parke, 1991; Sacon, 1993; Bashan, 1996). Sin embargo, las investigaciones
referentes a bacterias promotoras de crecimiento y plantas haléfitas son escasas. Por lo que es
necesario realizar estudios sobre halofitas y el medio ambiente que les rodea con la finalidad de
ampliar la gama de bacterias fijadoras de nitrogeno endémicas, conocimiento de la densidad de
inoculo, fisiologia de cepas promotoras, su inoculacion en diferentes cultivos, ecologia a nivel
de rizosfera entre otros aspectos.

Referente a Salicornia bigelovii y el aislamiento de bacterias indigenas asociadas a la
rizosfera, si bien las investigaciones relacionadas con estudios a nivel de rizdsfera no son tan
abundantes como en otras especies (Reinhold ef al., 1987; Hamdi, 1999; Ungar, 2000; Rojas et
al., 2001), algunos estudios (Booth et al., 1988; Goodfriend et al., 2000; Hilderbrandt et al.,
2000; Bagwell et al., 2001) mencionan la posible presencia de este tipo de microorganismos.

El presente trabajo muestra y confirma que la asociacion de bacterias benéficas
asociadas a la rizosfera de la halofita S. bigelovii,es un aporte a la investigacion sobre la
deteccion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal con posible potencial agricola, y

donde es necesario conocer la influencia positiva sobre las plantas; ya que estudios previos
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concernientes a la produccion de haldfitas (Mc Graw y Ungar 1981; Stumpf et al., 1986;
Ungar, 2000), la productividad de este tipo de plantas estda limitada a la disponibilidad de
nitrogeno en biomasa, entre otros aspectos. Ademas de que una de las actividades agricolas que
se realizan para solucionar la deficiencia de nitrogeno es el uso de fertilizantes sintéticos, lo
cual frecuentemente cae en un uso indiscriminado, afectando principalmente la microflora del
suelo, entre ellos los microorganismos benéficos (Martinez, 1996).

En esta investigacion se realizaron estudios para evaluar el efecto de las bacterias
indigenas en condiciones controladas en las etapas de germinacion y estado de plantula y un
estudio bajo condiciones de campo durante todo el ciclo fenologico de S. bigelovii.

Como una primera aproximacion se realizé un estudio a nivel de rizosfera, aislando
bacterias fijadoras de nitrogeno en el area de la Bahia de la Paz, B.C.S., asi como la
caracterizacion de la bacteria que presentd una alta capacidad de fijar nitrogeno (prueba de
reduccion de acetileno).

Los resultados indican que la obtencion de bacterias fijadoras de nitrogeno mediante
técnicas de cultivo utilizando medios de cultivo libres de una fuente de nitrogeno a una
concentracion de 0.5 M de NaCl, resulto ser apropiada para determinar la presencia de este tipo
de microorganismos, ya que se lograron obtener 18 aislamientos en los cinco puntos de
muestreo y en las dos etapas vegetativas muestreadas (plantula y floracion) de S. bigelovii. Lo
anterior indica que las especies microbianas no pueden existir aisladas en la naturaleza,
originando posibilidades de interacciones que pueden ser benéficas o perjudiciales, antagonicas
o sinérgicas (Brock et al., 1987). El antagonismo estaria dado por el dafio existente para uno o
ambos organismos y el sinergismo por las interacciones entre bacterias que puedan efectuarse
por medio del intercambio de nutrimentos, por la remocion de algunos productos inhibitorios o

por medio de mecanismos fisicos y quimicos, tales como en la concentracion de oxigeno o en
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el potencial 6xido-reduccion (Bashan y Holguin, 1997 a). Este ultimo aspecto reviste un
marcado interés para utilizarlas como biofertilizantes ya sea de manera aislada o utilizadas en

co-inoculacion (Khammas y Kaiser, 1992).

Por otra parte, en el estudio de reducccion de acetileno de los 18 aislamientos, la
bacteria halotolerante Klebsiella pneumoniae, fue la unica que mostré una alta actividad
comparada con el control halotolerante Azospirillum halopraeferens (Fig. 6.1.1.1.B). Lo
anterior es indicativo para inferir que en estudios de bacterias por separado, las mismas pueden
disminuir su capacidad para reducir el acetileno. Dicha aseveracion pudo deberse a que la
ausencia de la interaccion de estas bacterias fijadoras de N, con otros microorganismos
diazotroficos, al parecer promueven o inhiben su actividad, lo cual es comun entre
microorganismos (Drodowiez y Ferreira, 1987; Will y Sylvia, 1990; Isopi et al.,1995; Halsall y
Gibson, 1989; Holguin ef al., 1992, Holguin y Bashan, 1996; Ronkko et al., 1993; Rojas et al.,
2001).

Los andlisis de identificacion y caracterizaciéon de la bacteria con alta actividad
reductora de acetileno mostraron que se trata del género-especie Klebsiella pneumoniae, la cual
se ha encontrado en forma natural en suelo y agua asi como también asociada a plantas de
manera endofita (Ladha et al., 1983; Das, 1991; Bredha et al., 1994; Shloter y Hartmann, 1998;
Chelius y Triplett, 2000). Sin embargo, en ambientes salinos, en especial para S. bigelovii, el

presente estudio, es el primer reporte que se tiene de dicho microorganismo.

Por otra parte, para la generacion de una nueva planta, uno de los primeros procesos
fisiologicos que ocurren es la germinacion de semillas, la cual comprende una serie de

procesos que comienzan con la imbibicion de agua y culminan con la emergencia de la plantula
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a través de las cubiertas del endospermo, aunado a ello, factores determinantes como la
humedad, oxigeno, luz y temperatura (Salisburry y Ross, 1994; Sacon, 1993; Ortegon et al.,
1993; Ondarza, 1996). Estudios relacionados con la germinacion en haldfitas indican que en la
mayoria de estas especies, el porcentaje maximo de germinacion se realiza conforme el
contenido de sales disminuye. En forma natural, éste fenomeno se lleva a cabo cuando el
periodo de lluvias presenta su maxima precipitacion favoreciendo la disminucion en el
contenido de sales en el suelo (Breen et al., 1977; Ungar, 1977; Ungar 1982; Ayala y O’Leary,
1995; Zalba y Peinemann, 1998). Un comportamiento similar lo presentan también las semillas
de glicofitas (Murillo-Amador et al., 2000). Como una segunda aproximacion, se evalud el
efecto de la germinacion de S. bigelovii. Una modalidad que no se ha reportado para Salicornia
es la de someter la semilla a diferentes niveles de salinidad pero con la interaccion de
microorganismos benéficos tales como Klebsiella pneumoniae y Azospirillum halopraeferens.
Los resultados del presente estudio (Fig. 6.2.1, y Tabla 6.2.3) mostraron que al evaluar
los dos genotipos (Silvestre y SOS-10), 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;
Philipupilla y Ungar, 1984). Sin embargo, dicho efecto (% germinacién) en condiciones de
NaCl, se vié mitigado por la inoculacion 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 segin Conrad et al., (1992); Kozyrovskaya et al., (1990); Zexun and Wei,
(2000) y Haahtela et al., (1990). De la misma manera se reporta que un grupo importante de
reguladores como son las giberelinas, estimula la germinaciéon en haldfitas al igual que en

glicofitas bajo condiciones de salinidad (NaCl), produciendo efectos positivos como la
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interrupcion de latencia y el incremento de biomasa (Khan, 1971; Ungar, 1978 (a); Ungar,
1978 (b); Ungar, 1982; Ville, 1986; Ondarza, 1996, Ungar, 2000). El mismo efecto anterior
descrito para el factor salinidad, repercutié con una tendencia de disminucién de unidades
formadoras de colonias (UFC) adheridas al sistema radicular. Sin embargo, la interaccion de
bacterias con ambos genotipos mostré que A. halopraeferens no era tan afectado cuando fue
inoculado con S. bigelovii cv. SOS-10 como con el genotipo silvestre, mientras que para el
caso de la bacteria K. pneumoniae sucedia lo contrario. 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 la especificidad de la planta asi como del tipo de especie de microorganismo.

Una vez generada una nueva planta, el sistema radicular ejerce un papel muy
importante para el sustento de la misma (Salisbury y Ross, 1994), ya que ademas de ser esa
interfase entre la vida terrestre y el sustrato mineral proveedor de los elementos minerales, es
una region de alta actividad metabolica como resultado de la sociaciones planta-
microorganismo (Whipps, 2000). La inoculaciéon de microorganismos benéficos a nivel de
rizosfera y el establecimiento exitoso como colonizadores radiculares juega un papel muy
importante, ya que ademas de tomar en cuenta las caracteristicas propias de la bacteria
(respuesta quimiotactica genotipo de la planta, agua de percolacion, microflora nativa del
suelo). Existen otros aspectos que deben ser considerados como son la técnica (tipo y forma)
de inoculacion, la cual debe ser practica, econdmica y facil de manejar, ademas de que el
producto formulado debe proveer indculo suficiente para la planta y tener una viabilidad de

almacenamiento largo (Fages, 1992).
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Actualmente se utilizan algunos métodos para inocular bacterias, el mas simple es
aplicando las bacterias en suspension liquida, ya sea directamente al suelo o a las semillas. Esta
técnica se ha utilizado en numerosos experimentos de invernadero y de campo (Fages, 1992).
Otra opcion es mediante esferas o encapsulados bacterianos en una matriz de alginatos, la cual
se considera como un acarreador quimicamente inerte (similar al polvo de marmol, arena o
carbonato de calcio), seco, facil de usar, uniforme, biodegradable por organismos del suelo y
de naturaleza no toxica. Los resultados muestran que el tratamiento correspondiente a la
bacteria A. halopraeferens, utilizando la via de esferas, promueve el crecimiento de la planta
(Tabla II del tercer estudio). Lo anterior puede deberse a que la matriz juega un papel
importante para contener una poblacion bacteriana vasta y uniforme, que permite la liberacion
gradual de las bacterias durante periodos largos hasta de un mes. En estudios referentes a
inoculantes encapsulados, aun cuando hayan sido inoculados en otras especies vegetales, los
resultados son similares (Bashan, 1986). Sin embargo, el encapsulamiento debe ser eficientado,
ya que segun Bashan, et al. (2002), el uso de macroesferas presenta desventajas como son la
difusién de O, limitando la inhabitabilidad hasta en un 80% del volumen de las esferas y la
movilizacion de la bacteria desde las macroesferas hasta el sistema radicular provocando
posteriores reinoculaciones. Dicho evento pudo haber provocado que en el presente estudio no
se presentaran diferencias significativas en el crecimiento del sistema radicular (Tabla 6.3.A 'y

6.3.B).

Por otra parte, una de las principales vias para desarrollar nuevos cultivos con potencial
productivo, es realizar investigaciones previas considerando entre otros parametros la
condicion nutrimental y de crecimiento. Las inoculaciones de plantas con bacterias benéficas

como son las fijadoras de N son una practica agricola importante, debido a la capacidad de
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promover el crecimiento y porque representan un papel importante en el ciclo del nitrogeno. La
importancia para ampliar la gama, introducir y aplicar este tipo de bacterias en condiciones de
zonas aridas ha aumentado durante la ultima década (Abaidoo et al., 1990; Arsac et al., 1990;
Hamdi, 1999).

En el cuarto estudio sobre la evaluacion bajo condiciones de campo, la inoculacion de
Klebsiella pneumoniae fue comparada con Azospirillum halopraeferens en los dos genotipos
de S. bigelovii (Silvestre y SOS-10). En las variables analizadas a lo largo de las etapas
fenologicas, los tratamientos mostraron ser sensibles a la inoculacion bacteriana. La tasa de
germinacion fue influenciada positivamente, pero el porcentaje de germinacion no fue afectado
positivamente (Fig. 6.4.1). Por otro lado, la altura de planta y la longitud de la raiz fueron
considerados variables apropiadas para diferenciar entre K. pneumoniae y A. halopraeferens en
ambos genotipos, evidenciando que los resultados fueran positivos debido a la inoculacion de
las bacterias en estudio (Fig. 6.4.2. y 6.4.3.C). Asimismo, los resultados experimentales de
campo mostraron que la inoculacién en ambos genotipos también fue notable en la proporcion
lipidica, proteinas, humedad y ceniza en el sistema radicular, tallo y parte aérea, cuando fueron
comparadas con los genotipos no inoculados (Tabla 6.4.4).

Bajo las condiciones experimentales, la bacteria K. pneumoniae resultd tener
compatibilidad para el genotipo Silvestre, mientras que 4. halopraeferens para el genotipo
SOS-10. Este efecto se constatd también en la fase fisioldgica de produccion donde fueron
encontradas diferencias significativas (P < 0.05) para las variables biomasa seca (gm?) y
semilla (g'mz) (Tabla 6.4.5 y 6.4.6.A). Los resultados relacionados con incrementos en el
rendimiento, bajo las condiciones de campo dadas y debido al efecto benéfico por K.
pneumoniae y A. halopraeferens en las plantas de Salicornia, sugieren la factibilidad de sustuir

fertilizante nitrogenado. Lo anterior implica la posibilidad de la posible introduccion de
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bacterias benéficas como K. pneumoniae y A. halopraeferens a plantas halotolerantes con
potencial productivo como S. bigelovii en areas productoras agricolas de zonas semiaridas y
costeras (Bashan ez al. 2000). Sin embargo, es necesario investigar ain mas en el destino de las
inoculaciones en rizosfera de la halofita Salicornia bigelovii, por lo que en en este sentido, es
deseable dirigir estudios complementarios sobre este recurso vegetal y su interaccion con

bacterias benéficas.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo con los objetivos planteados, en este trabajo se logrdé determinar la presencia de
bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas a la rizosfera de S. bigelovii, indicando que un nivel
de diversidad bacteriana también existe in situ. Asimismo, se confirmé que son una fuente de
nitrégeno para la planta debido a la suma de interacciones entre diferentes miembros de la

comunidad microbiana de la rizosfera.

El aislamiento y caracterizacion de Klebsiella pneumoniae y otras especies identificadas
asociadas a la rizosfera como Rhizobium spp son el primer reporte en S. bigelovii; es de
esperarse que las interacciones in situ seran mucho mas complejas debido a la gran diversidad

microbiana de la rizosfera.

La evaluacion de la bacteria Kiebsiella pneumoniae (fijadora de nitrégeno), comparada con la
halotolerante Azospirillum halopraeferens, en las condiciones experimentales en que se

desarrollo el presente estudio origind las siguientes conclusiones:

El efecto de la salinidad en la germinacion de S. bigelovii es afectado negativamente. Sin
embargo, la inoculacion de las bacterias Klebsiella pneumoniae y Azospirillum halopraeferans

y mitigan ese efecto negativo, promoviendo la germinacion de la semilla.

Los resultados experimentales de campo, mostraron que la inoculaciéon en ambos genotipos
también fue notable en la proporcion lipidica, proteinas, humedad y ceniza en el sistema

radicular, tallo y parte aerea cuando fueron comparadas con los genotipos no inoculados.



Bajo las condiciones experimentales, la bacteria K. prneumoniae resultd tener compatibilidad
para el genotipo Silvestre y A. halopraeferens para el genotipo SOS-10, constatandose también
en la fase fisioldgica de produccion donde se encontraron diferencias significativas (P < 0.05)

para las variables de produccion.

Los resultados obtenidos relacionados con incrementos en el rendimiento bajo las condiciones
de campo dadas y debidos al efecto benéfico de K. pneumoniae y A. halopraeferens y en las
plantas de Salicornia, sugieren la factibilidad de sustuir fertilizantes nitrogenados donde las
producciones de biomasa y semilla son significativas en comparacion de los controles no

inoculados.

Se reafirma la posible y viable introduccion de bacterias benéficas como K. prneumoniae y A.
halopraeferens a plantas halotolerantes con potencial productivo como S. bigelovii en areas
productoras agricolas de zonas semidridas y costeras.

Finalmente, es importante mencionar que este tipo de trabajo experimental contribuye a
ampliar el conocimiento en las posibles alternativas de produccion agricola y efectos en la
aplicacion de biofertilizantes en nuevos materiales vegetativos con potencial productivo de
interés socio-econdmico 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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9. PERSPECTIVAS

La fijacion de nitrogeno en ambientes donde se desarrolla la halofita S. bigelovii puede ser un
aporte significativo de dicho macronutriente para el sostenimiento de la produccion primaria de
este tipo de plantas, por lo que se requiere analizar como interviene la fijacion de nitrogeno en

el desarrollo y sostenimiento de Salicornia.

Es importante estudiar con mayor énfasis en como interactGan y compiten las bacterias
promotoras de crecimiento con otros miembros de la comunidad microbiana nativa de la
rizosfera de Salicornia, sobre todo si se pretende desarrollar un sistema de inoculacion exitoso

que pueda repercutir en la produccion agricola.

Son necesarias mas investigaciones a nivel de campo para evaluar el potencial de la haléfita
Salicornia bigelovii y ser introducida en areas con problemas de salinizacion como son
diversas regiones en la peninsula de Baja California. Aunado a lo anterior, la aplicacion de
biofertilizantes como son Klesiella pneumoniae y Azospirillum halopraeferens, que proveen

nuevos conocimientos en su eficiencia.

Las zonas costeras representan una fuente de recursos naturales muy importante, por lo que
seria de vital importancia el estudio a escala local de la implementacion de S. bigelovii bajo las

condiciones de la Bahia de La Paz, con la participacion del sector pesquero.

Realizar experimentacion en la biorremediacion de los suelos en las zonas agricolas utilizando
S. bigelovii y la inoculacion de microorganismos promotores de crecimiento como Klesiella

pneumoniae y Azospirillum halopraeferens.
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Es deseable estudiar las respuestas de otros cultivos (glicofitas y haldfitas) que se desarrollan
en la region y/o que tengan potencial productivo, con la inoculaciéon de los microorganismos

estudiados en esta investigacion.

Es importante la ampliacion de la gama de microorganismos diazotroficos indigenas de la

region (capacidad halotolerante) y su posterior estudio con plantas cultivadas en suelos salinos.

Para incrementar la factibilidad de aplicacion, deben desarrollarse y proponerse técnicas de

inoculacion a nivel campo.
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