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RESUMEN

Elsuelo es un sisterma multiple que contiene una gran cantidad y variedad
de microorganismos. Estos organismos se relacionan entre si de diversas
formas que ayudan también a modificar las propiedades del suelo. Por o
anterior, en las Ultimas décadas se han desarrollado alternativas para
evitar el uso de plaguicidas y fertilizantes convencionales, con el propdsito
de mejorar la calidad del suelo. Una de las alternativas mas
implementadas son los inoculantes microbianos, que se caracterizan por
el uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal, las cuales son de
las tecnologias mas limpias para el desarrollo de la agricultura sostenible.
Esta investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal del Tecnologico Nacional de México, Campus Valle del Guadiana.
El objetivo de este trabajo de investigacion fue conocer la relacion del pH
v la C.E. con la poblacion de BPCV (Azospirillum spp. y Azotobacter spp.).
Se recolectaron muestras de suelo de dos zonas geograficas del estado de
Durango, se establecieron bajo un diseno experimental completamente al
azar con arreglo factorial, con ocho tratamientos y cuatro repeticiones. Los
factores son el Sitio de muestreo (Localidad La Constancia y Aquiles
Serdan) y el Inoculante aplicado (NitroBac Plus ® y BioKomplet SH®). Los
datos se evaluaron con un ANOVA Yy se aplicaron pruebas de medias Tukey.
Finalmente se realizaron los analisis fisico-quimicos y microbioldgicos del
suelo. Observando una disminucion del pH en los dos sitios de muestreo,
siendo los tratamientos 1 y 2 correspondientes a la localidad de La
Constancia sin la aplicacion de inoculante y con la aplicacion de NitroBac

Plus®, los mas cercanos a la neutralidad. En la variable de C.E. en el sitio de
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muestreo  La Constancia hubo una disminucion de CE.  de
moderadamente alta a una C.E. alta; para los tratamientos del sitio de
muestreo Aquiles Serdéan, hubo un aumento de C.E. Las UFC/gSuelo de
Azotobacter y Azospirillum el tratamiento © correspondiente al sitio de
muestreo Aquiles Serdan con aplicacion del inoculante NitroBacPlus ®
muestra un incremento considerable. Por lo que se recomienda el uso de
BPCV, ya que ayudan a acondicionar el suelo para el buen desarrollo de las

plantas.
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ABSTRACT

Soil is a multiple system that contains a large number and variety of
microorganisms. These organisms relate to each other invarious ways that
also help to modify the properties of the soil. Therefore, in recent decades
alternatives have been developed to avoid the use of conventional
pesticides and fertilizers, with the purpose of improving soil quality. One of
the most implemented alternatives are microbial inoculants, which are
characterized by the use of plant growth-promoting bacteria, which are
the cleanest technologies for the development of sustainable agriculture.
This research was carried out in the Plant Biotechnology Laboratory of the
Tecnologico Nacional de México Campus Valle del Guadiana. The objective
of this research work was to know the relationship of pH and C.E. with the
population of BPCV (Azospirillum spp. and Azotobacter spp.). Soil samples
were collected from two geographical areas of the state of Durango,
established under a completely randomized experimental design with
factorial arrangement, with eight treatments and four replications. The
factors are the sampling site (Locality La Constancia and Aguiles Serdan)
and the applied inoculant (NitroBac Plus ® and BioKomplet SH®). Data
were assessed with an ANOVA and Tukey mean tests were applied. Finally,
the physical-chemical and microbiological analyses of the soil were carried
out. Observing a decrease in pH in the two sampling sites, being
treatments 1 and 2 corresponding to the locality of La Constancia without
the application of inoculant and with the application of NitroBac Plus®,
the closest to neutrality. In the C.E. variable at the sampling site La

Constancia there was a decrease in C.E. from moderately high to high C.E.:

IX
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for treatments from the Aquiles Serdan sampling site, there was an
increase in C.E. The CFU/gSoil of Azotobacter and Azospirillum treatment
© corresponding to the sampling site Aquiles Serdan with application of
the inoculant NitroBacPlus ® shows a considerable increase. So the use of
BPCV is recommended, as they help condition the soil for the proper

development of plants.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El suelo es un sistema complejo que alberga una gran cantidad y variedad
de especies vegetales, animales y de microorganismos. Estos organismos
establecen relaciones entre si en formas variables y complejas que
contribuyen también a modificar las propiedades fisicas, quimicas vy
biologicas del suelo (Nogales, 2005). Por lo anterior, en las Ultimas décadas
se han desarrollado alternativas para evitar el uso de plaguicidas vy
fertilizantes convencionales, con el propodsito de mejorar la calidad del

suelo.

Una de las alternativas mas usada son los biofertilizantes, los cuales
mejoran las condiciones del suelo, como los inoculantes microbianos, que
se caracterizan por el uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(BPCV), ya que son una de las tecnologias mas limpias promisoras para el
desarrollo de la agricultura sostenible para los productores agricolas vy la

sociedad (Bashan et al., 2013).

Entre los géneros de rizobacterias mas utilizados como BPCV se

encuentran, Azospirrillum, y Azotobacter (Castellano et al., 2015).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue conocer el efecto del pH y C.E.
con la poblacion de BPCV (Azospirillum spp. Y Azotobacter spp.) en dos

tipos de suelo.

18
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el pH vy la CE. en la poblacion de BPCV (Azospirillum spp. vy

Azotobacter spp.) en dos tipos de suelo.

Objetivos especificos

e Colectary caracterizar fisico, guimica y microbioldgicamente la poblacion
de Azospirillum spp. y Azotobacter spp.

e FEvaluar la adicion de inoculantes de Azospirillum spp. y Azotobacter spp.
en cultivo de fresa en invernadero.

e Correlacionar el pH vy la CE. en la poblacion de Azospirillum spp. vy

Azotobacter spp.

Delimitacion

La presente investigacion se enfoca en la inoculacion de BPCV
(Azospirillum spp. Y Azotobacter spp.) para relacionar las propiedades
guimicas del suelo (pHy C.E)) a partir de muestras de suelo, el mismo que
se implemento en el TNM-Campus Valle del Guadiana, en el periodo 2019-

2021,

19
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21 Antecedentes

Enlaliteratura es comun encontrar solo aguellos reportes exitosos del uso
de inoculantes. Por consiguiente, es dificil identificar los factores
involucrados con la poca o nula respuesta de los cultivos (Grageda et al.,

2012).

Creus (2017) cito gue el escenario se complejiza aun mas debido a que
todos los estos factores varian con el contenido hidrico, la temperatura, los
nutrientesy la estructura del suelo, entre otros componentes ambientales.
Esasigue las aplicaciones en la produccion agricola estan aun ralentizadas
v la interaccion de todos estos factores conduce a resultados muchas

veces impredecibles.

Sangoquiza y colaboradores (2018) describen que en su investigacion gque
tuvo como objetivo la respuesta biologica de aislados de Azospirillum spp.
frente a diferentes tipos de estrés. Para ello realizaron la caracterizacion
microy macro morfologica de los aislados y su respuesta biologica frente
a estrés de temperatura, pH, salinidad. Los resultados revelaron que los
aislados (C2, C3y C4) de Azospirillum spp. crecen en mayor abundancia a
temperaturas entre 28-38 °C, a pH entre 7-8. Los aislados C2 vy C3
mostraron un buen crecimiento hasta 3,5 % (m/v) de NaCl, mientras que la

cepa C4 fue menos tolerante.

20
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227 Salud del suelo

El concepto de suelo saludable se refiere al mantenimiento continuo de
su capacidad funcional como un sistema vivo, que conserva la calidad de
sus componentes y promueve la salud ambiental. En esta concepcion, los
microorganismos adqguieren un papel preponderante. Hasta se ha
afirmado que la funcionalidad de un ecosistema terrestre depende de |os

microorganismos del suelo (Creus, 2017).

La salud del suelo se ha definido como: “La capacidad del suelo de
funcionar como un sistema vivo. Los suelos sanos mantienen una diversa
comunidad de organismos del suelo que ayudan a controlar las
enfermedades de las plantas, los insectos y las malas hierbas, forman
asociaciones simbioticas beneficiosas con las raices de las plantas, reciclan
los nutrientes vegetales esenciales, mejoran la estructura del suelo con
efectos positivos para la capacidad de retencion de agua y nutrientes del

sueloy, en Ultima instancia, mejoran la produccion agricola” (FAO, 2008).

2.5 El suelo como habitat microbiano

Aungue parece inerte, la capa mas superficial del suelo es muy rica en
Microorganismaos que intervienen en muchas transformaciones quimicas
vitales para los cambios geoquimicos vy la fertilidad del suelo (Ingraham &

Ingraham, 1998).

21
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Llamamos suelo a la parte mas externa de la corteza terrestre, resultante
de la meteorizacion de las rocas subyacentes y con unas caracteristicas
claramente diferenciadas de las mismas. Se puede considerar el suelo
COMO un sistema de interaccion entre tres fases bien definidas: una fase
solida, constituid por materia mineral y organica, una fase liquida, y una
fase gaseosa atmosfera del suelo. La materia organica procede de la
actividad de los distintos organismos vivos del suelo, y su composicion y
cantidad es variable. Este sisterma complejo que constituye el suelo,
caracteristicamente heterogéneo espacial y temporalmente, alberga una
gran riqueza de especies vegetales, animales y microbianas. Los
microorganismos desempenan funciones de gran importancia en relacion
con procesos de edafogenesis; ciclos biogeoquimicos de elermentos como
el carbono, el nitréogeno, oxigeno, el azufre, el fosforo, el hierro y otros
metales: fertilidad de las plantas y proteccion frente a patdogenos;

degradacion de compuestos xenobioticos, entre otros (Nogales, 2005).

El suelo es un organismo vivo: un consorcio de celulas vivas en una matriz
organico-mineral. Ni las células vivas ni la composicion de esta matriz son
constantes: ambas varian con el tiempo vy el lugar. Rara vez se modifican
los suelos los suelos para alterar el crecimiento microbiano. No obstante,
cuando se manipulan sus caracteristicas de modo que afecten el
crecimiento de las plantas, lo que constituye la esencia de la agricultura,
estas medidas afectan también a los microorganismos. Estos, a su vez,
influyen en el crecimiento de las plantas. De hecho, existen muchas vy
variadas interacciones entre el suelo, los microorganismos y las plantas,
gue influyen en gran medida sobre el crecimiento y el desarrollo de estas
Ultimas. Cabe alterar el ambiente del suelo para regular estas actividades.
Asi en el arado, el drenaje, la incorporacion de residuos organicos, la

22
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fumigacion y la fertilizacion son actividades que cambian el ambiente del

suelo (Coyne, 2000).

2.4 Componentes del suelo

Los cuatro componentes principales del suelo son las rocas (minerales), el
agua, el aire y el material organico (hojas y animales en descomposicion,
por ejemplo). El guinto componente del suelo, el cual muchas veces no es
tenido en cuenta, es el mundo vivo que existe en la tierra. Todos los suelos
poseen una mezcla de los cinco componentes basicos, y la mayoria de los
suelos pueden ser modificaos para mejorar esa composicion para que

sean Mas adecuados para el desarrollo de la vida vegetal (SACSA, 2015).

Estos componentes interaccionan entre ellos determinando la naturaleza
de un suelo. Las relativas proporciones de estos componentes influyen en
el comportamiento y productividad de los suelos. Un suelo es el producto
de dos procesos, uno destructivo y otro de sintesis, y ejemplo de este
ultimo es la formacion de particulas coloidales (arcilla y humus) (Gonzalez,
2007).

2.5 Los microorganismos del suelo

La diversidad de microorganismos que se encuentran en una fraccion de
suelo cumplen funciones determinantes en la transformacion de los

componentes organicos e inorganicos que se le incorporan (EcuRed, 2019).
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Muchos organismos viven en el suelo. Algunos, incluidos insectos,
lombrices y pequenos vertebrados, se pueden observar a simple a vista.
Sin embargo, la mayoria, en términos de peso y de capacidad metabdlica,
soON MICroscopicos, y principalmente son bacterias. Las bacterias del suelo
son extremadamente diversas. Incluyen formas aerobias, anaerobias vy
anaerobias facultativas que siguen proliferando cuando su habitat cambia
de aerdbico a anaerdbico. La mayoria de los suelos contiene
microorganismos termofilos, lo cual refleja el hecho de que la superficie
del suelo puede estar extremadamente caliente durante el dia. Sin
embargo, la temperatura del suelo varia ampliamente, vy las bacterias que
habitan en el mismo varfan enormemente en cuanto a su temperatura
Optima de crecimiento y crecen en un amplio intervalo de pH (Ingraham

& Ingraham, 1998).

2.51 Importancia de los microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo, son los componentes mas importantes de
este, constituyen su parte viva y son los responsables de la dinamica de
transformacion y desarrollo. En un solo gramo de tierra, encontramaos
millones de microorganismos beneficiosos para los cultivos. Estos
microorganismos beneficiosos que se encuentran en el suelo, son
Dacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoarios. Un suelo fértil es
aguel gue contiene una reserva adecuada de elementos nutritivos
disponibles para la planta, o una poblacion microbiana que libere

nutrientes que permitan un buen desarrollo vegetal (Flores, 2009).
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La cantidad de microorganismos en el suelo varia entre 107y 107 (Alexander,
1980)

Las bacterias, como grupo, participan en todas las transformaciones
organicas vitales para un suelo que deba soportar con éxito a las plantas
superiores. Y en este aspecto son fundamentales para la nitrificacion,
oxidacion del azufre y fijacion del nitrogeno atmosférico. Si estos procesos
fallan, la vida de las plantas superiores se altera rapidamente (Navarro &

Navarro, 2003).

2.6 Microbiologiay agricultura

La importancia que tienen los microorganismos en la naturaleza y en sus
relaciones con el hombre es cada dia mas evidente. Cuando la agricultura
tiene la necesidad de adoptar medidas conservacionistas, los
microorganismos utilizados como biofertilizantes tienen un papel
sustancial. El desarrollo y uso de los biofertilizantes se contempla como
una importante alternativa para la sustitucion parcial o total de los

fertilizantes minerales.

Los beneficios que presenta el uso de microorganismos en la agricultura
pueden concretarse de la siguiente manera: a) Fitoestimulantes,

estimulan la germinacion de las semillas y el enraizamiento por la
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produccion de reguladores del crecimiento, vitaminas y otras sustancias;
o) Biofertilizantes, incrementan el suministro de los nutrimentos por su
accion sobre los ciclos biogeoquimicos, tales como la fijacion de N, la
solubilizacion de elementos minerales o la mineralizacion de compuestos
organicos c¢) Mejoradores, mejoran la estructura del suelo por su
contribucion a la formacion de agregados estables; d) Agentes de control
pioldgico de patdogenos, desarrollan fendmenos de antagonismo
microbio-microbio; e) Biorremediadores, eliminan productos xenobioticos
tales como pesticidas, herbicidas vy fungicidas; y f] Mejoradores
ecofisiologicos, incrementan la resistencia al estrés tanto bidtico como

abiotico ( Bowen & Rovira, 1999).

2.7 Racterias

Expresa el numero de unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo. Es un indicador gue refleja la poblacion potencial de las bacterias en
un determinado suelo, especialmente aquellas que ocupan diferentes
nichos o habitats. La funcion basica de las bacterias es la descomposicion
vy mineralizacion de los residuos organicos, de donde obtiene su fuente
energética vy alimenticia. Mediante su metabolismo liberan al medio
sustancias como enzimas, proteinas, reguladores de crecimiento,
metabolitos vy algunos nutrientes. Los beneficios de las bacterias para los
cultivos se relacionan con un incremento en la cantidad de rafces y un
aporte importante de elementos basicos para el desarrollo y produccion.
El ndmero de bacterias tienen una estrecha relacion con algunas
propiedades fisicas del suelo, como la textura, estructura, porosidad,
aireacion y retencion de humedad, ya que su actividad se beneficia con

una mayor disponibilidad de oxigeno, principalmente en aquellos suelos
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CON pOCa compactacion y sin excesos de agua. Dentro de las propiedades
guimicas que favorece la actividad de las bacterias se encuentra un pH
cercano a la neutralidad, una baja acidez, altos contenidos de materia
organica y alta disponibilidad de algunos elementos necesarios para su

metabolismo, como N, Ca y Mg (Acuna et al, 20006).

2.8 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal en las plantas (BPCV),
son un grupo de diferentes microorganismaos que pueden incrementar el
crecimiento vy la productividad vegetal, los géneros mas conocidos vy
utilizados en la agricultura son: Rhizobium, Pseudomonas, Azospirillum,

Actinoplanes, Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus, entre otros.

Las BPCV presentan grandes ventajas para incrementar la productividad
de los cultivos, pueden actuar favoreciendo el crecimiento vegetal de

manera directa e indirecta.
Efectos directos:

e F[ijacion de nitrogeno atmosferico.

e Produccion y sintesis de sideroforos (es un compuesto quelante de
hierro secretado por MICroorganismaos).

e Solubilizacion de minerales (especialmente fosforo).

e Sintesis de fitohormonas (auxinas, citocininas y giberelinas).

e Sintesisde la enzima ACC Deaminasa.
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Efectos indirectos:

e Biocontrol de fitopatdogenos (desarrollo Optimo de ralces).
e Produccion de antibioticos.
e Reduccion de fierro.

e Enzimas liticas de pared celular fungosa.

Para llevar a cabo estas funciones las BPCV actUan a través de diversos
mecanismos, fungiendo como  biocestimulantes, fitoestimulador,

biopesticidas o agentes de biocontrol (Camelo et al,, 2011).

2.81 Azospirillum spp.

Las bacterias del género Azospirillum son conocidas como rizobacterias
promotoras de crecimiento de las plantas, capaces de fijar el nitrogeno
atmosférico. El interés agrondomico por dicho genero se basa en 10s
peneficios potenciales que presentan algunas cepas para ser utilizadas

como biofertilizante (Pedraza, 2002).

Los Azospirilum muestran una amplia distribucion geografica alrededor
del mundo. Aun cuando son mMmas abundantes en regiones tropicales,
tambiéen se les encuentra en las regiones templadas, frias y desérticas. El
oH del suelo juega un papel importante en la presencia de las especies del
género Azospirillum. Las especies de A. brasilense y A. lipoferum se
encuentran en mayor abundancia en suelos con valores de pH cercanos a

la neutralidad, aun cuando a pH debajo de se les encuentra en forma
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esporadica y no lograndose su aislamiento de suelos con pH menor a 4.5

(Caballero, 2005).

2.8.2 Azotobacter spp.

El género Azotobacter tiene la potencialidad de fijar nitrogeno
atmosférico, solubilizar elementos minerales y producir un grupo de
sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal. Los microorganismos
pertenecientes al género Azotobacter son bacterias asociativas de vida

libre (Rodriguez et al., 2016).

La bacteria de Azotobacter se puede encontrar en suelos alcalinos a
neutros, en ambientes acuaticos y en la rizosfera de las plantas (Delgado

et al, 2003).

2.9 Crecimiento, muerte y dinamica de poblaciones

microbianas

El modelo de crecimiento se divide en siete fases 1) fase lag, no hay
incremento en el nUmero, las células se estan ajustando al medio; 2) fase
log, o fase de crecimiento solamente restringida por los microorganismaos,
3) fase de declinacion del crecimiento por la carencia de alimento; 4) fase
estacionaria, se mantiene el nivel de la poblacion microbiana; 5)

incremento en la muerte con la primera disminucion de la poblacion; 6)
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fase log de muerte, finalmente muere toda la poblacion celular y se

completa el ciclo de crecimiento (E.A., 2016) (Figura 1).

Log NGmero de Microorganismos viables

Tempo

Figura 1. Fases de crecimiento de microorganismaos.

210 Acidez y Alcalinidad

La mayor parte de |los suelos agricolas tienen un pH situado entre 4y 8.5.
Una acidez o alcalinidad excesivas hacen del suelo un terreno inhospito
para el crecimiento de plantas y microbios. En su mayoria, los
microorganismos son metabdlicamente intolerantes a un pH bajo. Las
plantas y los microorganismos tienen que combatir las limitaciones de
fosforo en los suelos acidos. Se dice que el fosforo se Iimita debido a que,
sin €él, una planta © microorganismo ve restringido su crecimiento. La
tolerancia microbiana a la acidez varia. Los hongos son mas tolerantes que
las bacterias, las cuales, a su vez, resultan mas tolerantes a la acidez que
los actinomicetos. Siempre hay excepciones y, en condiciones de acidez
extrema, se suelen encontrar mas bacterias que hongos. La mayor parte
de los microorganismos parece crecer mejor en torno a un pH 7 vy esto lo
reflejan las poblaciones de microorganismos que han sido cuantificados

en suelos con distinto pH (Coyne, 2000).
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A pH neutro las bacterias predominan sobre los hongos, bajo 6.5 los
nongos compiten con las bacterias exitosamente, a pH de 4.0-50 los

nongos predominan casi por completo sobre las bacterias (Cristiano, 2021).

La reaccion del suelo condiciona de forma decisiva no solo la vida de los
microorganismos y los importantes procesos en que ellos intervienen, sino
tambiéen la mayor o menor asimilabilidad de muchos elementos quimicos
que para la planta son esenciales, vy la de otros que a determinadas
concentraciones pueden resultar toxicos y producir en ella graves

alteraciones (Navarro & Navarro, 2003).

211 Conductividad eléctrica y salinidad

La salinidad de un suelo 0 agua, se refiere a la cantidad de sales presentes
en solucion, vy puede ser estimada indirectamente mediante la medicion
de la conductividad eléctrica (C.E.). El valor de CE. es influenciado por la
concentracion y composicion de las sales disueltas. A mayor valor de C.E,
mayor es la salinidad presente. La salinidad es un fendmeno indeseable ya
que afecta el crecimiento de las plantas de varias manerasy por lo mismo,
un aumento en la CE. traera como consecuencia una disminucion de

rendimiento (Rebolledo, 2017).

31



SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

EDUCACION % R

Cuadro 1 Interpretacion de C.E.

Conductividad Eléctrica dS/m

0-2 No Salino

2-4 Muy ligeramente salino
4 -8 Moderadamente salino
8-16 Fuertemente salino

<16 Muy fuertemente salino

2.12 ldentificacion microbioldgica

La mayorfa de los microorganismos, bacterias v hongos, se multiplican
sobre substratos nutritivos artificiales denominados medios de cultivo. Los
medios de cultivo son preparados estériles que contienen sustancias
necesarias para el crecimiento y proliferacion de los microorganismos. La
utilizacion de estos medios nNutritivos nos permite aislar especies
determinadas y realizar estudios complementarios para lograr su
identificacion analisis. Sembrar o inocular es el procedimiento por el cual
artificialmente se introducen microorganismos a medios de cultivo
estériles para su proliferacion y aislamiento. Posterior a la inoculacion, el
medio de cultivo se inocula a una temperatura y tiempo especifico para
cada especie. Para realizar un cultivo microbiologico se deben considerar
diversos factores para evitar los contaminantes ambientales. Desde que se
manipula el medio de cultivo esterilizado, se deben tomar todas las
precauciones para mantener las condiciones de asepsia, y de esta forma
obtener un cultivo puro o axenico. La transferencia de un inoculo
Lacteriano a un cultivo estéril en placa o tubo de ensayo, se realiza con un
asa microbiologica o con pipetas Pasteur en medio liguido. Ambos
instrumentos de siembra, deben ser previamente esterilizados por
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calentamiento a la llama del mechero (calor seco) (Serrano Berrios &
Gutierrez , 2018).

215 Instrumentos de medicion de pHy C.E.

21531 Medidor de pH

Luster Leaf 1845 es un medidor digital de pH del suelo, el estilo del medidor
es delgado vy rediseffiado que proporciona una lectura digital instantanea

més facil de leer. Mide y muestra la acidez/alcalinidad del suelo (Figura 2).

Figura 2. Medidor digital de pH del suelo

2132 Medidor de C E.

L os HI19835 son medidores manuales de

conductividad/salinidad/TDS/temperatura.  Utiliza la  sonda  de
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conductividad de cuatro anillos HI 76309/1.5 con sensor de temperatura
interno. El diseno de los cuatro anillos ofrece lecturas exactas sobre todo
el rango de conductividad con inmunidad a la polarizacion vy las fallas que

ocurren en el uso continuo de sondas amperometricas (HANNA

instruments, s.f.).
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia vegetal del Tecnologico Nacional de México, Campus Valle
del Guadiana en Villa Montemorelos, Dgo. El trabajo estuvo orientado a
evaluar el efecto del pHy CE. en la poblacion de BPCV (Azospirillum spp.

y Azotobacter spp.) en dos tipos de suelo.

31 Localidades de muestreo

Se recolectaron muestras de suelo en dos zonas geograficas del estado de
Durango, las cuales son: (1) Localidad Aquiles Serdan en el municipio de
Durango; (2) La Constancia localizada en el Municipio Nombre de Dios. Las
muestras fueron procesadas bajo las mismas condiciones al TNM-ITVG
donde fueron establecidas en bolsas de plastico tipo vivero en el plantero

de la institucion.

3.2 Diseno Experimental

El estudio se establecio bajo un diseno experimental completamente al
azar con arreglo factorial, con ocho tratamientos y cuatro repeticiones.
Como se muestra en el Cuadro 2, los factores son el Sitio de muestreo vy el

Inoculante aplicado.
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Cuadro 2 Tratamientos

Sitio Inoculante ratamiento
O 1
A N ?
la Constancia
B 4
NB 4
O 5
4 ’ N 6
Aquiles Serdan
B "/
NB S

33 Inoculacion de BPCV

Para la inoculacion se utilizaron dos productos comerciales, los cuales son:

e BioKomplet SH ® que es un fertilizante bioldgico y de proteccion Unico en
el mercado a base de un complejo de hongos micorricicos, rizobacterias y
hongos entomopatdogenos los cuales  estimulan la  germinacion,

emergenciay proteccion contra hongos, bacterias y plagas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Composicion porcentual de BioKomplet SH®
COMPOSICION %(P/V)
PORCENTUAL

Complejo de endomicorrizas 20 esporas/ gr

vesiculares arbusculares

Azotobacter spp 1 x10°ufc /gr

Azospirillum brasiliensis 1 x10°ufc /gr
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Bacillus spp 1x10°ufe /gr
Pseudomonas fluorescens 1 x 10° ufc /gr
Beauveria bassiana 1x 10°ufe /gr
Metharizium anisopliae 1 x 10° ufc /gr
Humatos de potasio 20.00 %
Sulfato ferroso 5.00 %

Arcilla micronizada (vehiculo) 7499 %

Total 100.00 %

e NitroBac Plus ® es un fertilizante biologico disefiado para la inoculacion

de semillas en suelo (Cuadro 5).

Cuadro 4. Composicion porcentual de NitroBac Plus®

COMPOSICION PORCENTUAL %(P/V)

Azospirillum brasiliensis (1x107  40.00 %
ufe/ml)

Azotobacter spp. (1x107 ufc/ml)  40.00 %
Bacillus spp. (1x107 ufc/ml) 10.00 %

Acondicionadores y diluyentes 10.00 %
Organicos

Total 100.00 %

Se aplicaron las dosis recomendadas de los productos, O.5 kg/ha de

BioKomplet SH® vy 1 L/ha de NitroBac Plus®.
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3.4 Muestreo y Analisis fisico-quimico del suelo

Los muestreos vy analisis fisicos quimicos de suelo se llevaron a cabo de
acuerdo 3 la NOM-021-SEMARNAT-2000, que establece las
especificaciones de fertilidad, salinidad, clasificacion de suelos, estudio,

muestreo y analisis; en el Laboratorio de Suelos del TNM-ITVC.

3.5 Analisis microbiologicos del suelo.

Se caracterizaron BPCV Azospirillum spp. y Azotobacter spp.
Buffer de fosfatos

Para la solucion madre se pusieron 6 g de fosfato monobasico; 100 mL H>O
destilada; pH 7.2 y para el buffer de fosfato diluido poner 125 mL de

solucion madre y aforar a 1000 mL (1L) con H,O destilada.

Para el aislamiento de Azospirillum.
1. Medio NFB modificado

Es el medio mas comun para aislar Azospirrillum pues no permite que
entren contaminantes.

Se prepard con 5 g/l de sacarosa; 4 g/L de KOH; 0.5 g/L de KoHPO.; 0.2 g/l
de MgSO..7H,0; 0.02 g/L de CaCly; 0.1 g/l de NaCl; 0.5 g/l de FeSO..7H,O; 2
g/Lde NaMoO4.2H-0; 10 g/L de MnSO..H.O: agua destilada; pH 6.8 (Holguin
et al, 1996).
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2. Medio semiselectivo NFB-Rojo Congo
Este medio es basicamente el medio NFB solo se le anadieron 15 mL/L de
una solucion acuosa de rojo congo (1:400) esterilizada por separado. Este
medio permite reconocer las colonias de Azospirrillum facilitado el
aislamiento, ya que las colonias se tihen de rojo obscuro o escarlata

(Holguin et al.,, 1996).

5 Agar nutritivo

Este medio se prepard con 23 g/l de agar nutritivo y agua destilada.

Para el aislamiento de Azotobacter (Kole et al., 1988).

Composicion (g/L); KH.PO., 1.0; MgSO.7H.O, 0.2; NaCl, 0.2; FeSO.7H-0,
0.005; extracto de suelo, 100 mL; agua destilada, 900 mL; agar, 15;y manitol,
20. El pH se ajusta a 7.6 con NaOH antes de esterilizar. El manitoly el FeSO.,
se esterilizaron por separado y se agregaron al resto del medio al enfriarse.

El extracto de suelo se prepard de acuerdo a lo que menciona Page (1986).

Caracterizacion de aislados
La caracterizacion de los aislados microbianos se realizd a colonias

crecidas en los medios de cultivo a 28°C durante 48 nh.

El medio se puso a esterilizar en olla exprés. Después se puso a solidificar
en las cajas Petri. Se realizaron diluciones seriadas decimales de los 8
tratamientos, se tomo 10 g de suelo por tratamiento y a cada una se le
agrego 90 mL de Buffer de fosfato en un frasco estéril. Dicho proceso se
realizd con micropipetas azules y amarillas estériles. Se semlbraron las

pLacterias en las cajas Petri con el medio NFB modificado Rojo congo, con
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ayuda de una varilla en L estéril por extension en superficie. Se etiquetaron
las cajas con los datos correspondientes vy se sellaron con plastico
adherible. Luego se pusieron a incubar en una estufa durante 48 horas a
una temperatura constante de 28°C. Después del tiempo mencionado se
observd crecimiento de las bacterias y se sacaron las cajas, para hacer el

conteo de colonias desarrolladas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Medios de cultivos y diluciones

Bacteria Medio de cultivo Dilucion
Azotobacter Kole, et al,, 1988 107 102 102 10~
Azospirillum NFB-Rojo Congo 107 102 10° 107
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se muestran a continuacion los resultados obtenidos durante el desarrollo
del proyecto, de los analisis de suelo, microbiologicos, v las variables de pH
y CE. Los datos se evaluaron con un ANOVA con el 95% de probabilidad vy
se aplicaron pruebas de medias Tukey (a 0.05) mediante el software IBM

SPSS®), las cuales se muestran a continuacion de manera grafica.

Media
gl cuadratica F Sig.

pH Entre grupos .292 3.190 .063
Dentro de grupos 8 .091
Total 15

CE Entre grupos 7 491.830 .783 .620
Dentro de grupos 8 628.233
Total 15

Azotobacter_1 Entre grupos 7 5800126.286 16.120 .000*
Dentro de grupos 359811.750
Total 15

Azotobacter_2 Entre grupos 201392.536 1.325 .349
Dentro de grupos 1561977.750
Total 15

Azospirillum_1 Entre grupos 21849.920 11.645 .001*
Dentro de grupos 8 1876.313
Total 15

Azospirillum_2 Entre grupos 333031.857 19.924 .000*
Dentro de grupos 8 16715.500
Total 15

*=Diferencia significativa
Figura 3. Analisis de Varianza de las variables pH, C.E., Azotobacter vy
Azospirillum.

Dentro de los estudios estadisticos realizados a las variables de respuesta,
se observa en la Figura 3, analisis de varianza, que en los casos de las

variables de Azotobacter v Azospirillum, hay diferencias significativas; de
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acuerdo con Acuna y colaboradores (2006), los beneficios de las bacterias
para los cultivos se relacionan con un incremento en la cantidad de raices
y un aporte importante de elementos basicos para el desarrollo vy

produccion.

41 Resultados del andlisis de suelo

A continuacion, se muestran los resultados de los andlisis de suelo

Productor: Liliana Lechuga

Cultivo: Fresa

Municipio: Durango

Tipo de Agricultura: Protegida

Estado: Durango

Poblado: Aquiles Serdan

Propiedades Fisicas del Suelo

Resultado Interpretacion
Clase Textural Franco Arenoso
Densidad Aparente 1.088 g/am?
Porosidad 59%

Fertilidad del Suelo
Det | Resuitado | Unidad | Muy Bajo | Mod. Medio | Mod. Alto Alto | Muy
Bajo Bajo Alto
P 56.73 Megq/L
Ca 0.5 Megq/L
Mg |0 Megq/L
Na Megq/L
N | 006365 |% -
pH del Suelo

Resultado Interpretacion
pH 8.5 Alcalino
Carbonatos No presento
Bicarbonatos 7 Meq/L
Salinidad (CE) 0.683 ds/m Bajo

Figura 4. Analisis de suelo de |a localidad Aquiles Serdan, Dgo.

Con relacion al anélisis de suelo, Figura 4, se muestran los resultados del

analisis del sitio de muestro de la localidad Aquiles Serdan, en donde se
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puede observar un suelo con pH alcalino, suelo con textura media, libre de
carbonatos, bajo nivel de materia organica, alto en fosforo y muy bajo
suministro de calcio. Navarro & Navarro citan en el 2003, que la reaccion
del suelo condiciona de forma decisiva la asimilacion de muchos
elementos quimicos que para la planta son esenciales, y la de otros que a
determinadas concentraciones pueden resultar toxicos y producir en ella

graves alteraciones.

Productor: Herman Cultivo: Fresa
Municipio: Nombre de Dios Tipo de Agricultura: Protegida
Estado: Durango Poblado: La Constancia

Propiedades Fisicas del Suelo
Resultado Interpretacion
Clase Textural Franco Arenoso
Densidad Aparente 1.134 g/am?
Porosidad 59%

Fertilidad del Suelo
Det Resultado Unidad | Muy Bajo | Med. Medio | Mod. Alto Alto Muy

Bajo Bajo Alto
MO | 0.157 % -
P 15317 Megq/L
Ca |15 Megq/L
Mg | 15 Meq/L
Na Megq/L

N 0.00078 % -

pH del Suelo
Resultado Interpretacion
pH 82 Mod. Alcalino
Carbonatos No presento
Bicarbonatos 5 Meq/L
Salinidad (CE) 1.871ds/m

Figura 5. Analisis de suelo de la localidad La Constancia, Dgo.
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En la localidad de La Constancia se diagnosticd un suelo con un pH

moderadamente alcalino, de textura media, libre de carbonados, muy bajo

nivel de materia organica, moderadamente bajo en fosforo, muy bajo

suministro de calcio y magnesio.

4 2 Resultados de pHen el suelo

Media de pH

7.20

7.00

6.80

6.60

6.40

6.20

6.00

5.80

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Tratamiento

Figura 6. Resultado del pH en el suelo

Cuadro 5 Comparacion de medias de la variable pH

pH
HSD Tukey?
[ratamien N Subconjunto para alfa =
to 0.05
1 2
6 2 5.8000
3 2 6.2500 6.2500
kS 2 6.3500 6.3500
15 2 ©.4000 6.4000
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17 2 ©.4500 6.4500
T4 2 ©.5750 6.5750
12 2 ©.6500 6.6500
11 2 71500
Sig. 214 174

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media

armaonica = 2.000.

En relacion a la variable de estudio de pH, en la Figura 6, se observa que
nubo una disminucion en los dos sitios de muestreo (Aquiles Serdan y La
Constancia), en cuanto a los tratamientos 1y 2, son los mas cercanos a la
neutralidad; de acuerdo a Coyne(2000), menciona que la mayor parte de

los microorganismos crece mejor en un pH 7.

4.5 Resultados de C.E. en el suelo

En la variable de C.E, la Figura 7 muestra que en los tratamientos 1,23y 4,
correspondientes al sitio de muestro de La Constancia, donde presenta
una disminucion de una C.E. moderadamente alta a una C.E. alta; en los
tratamientos 5,6,7,8 del sitio Aquiles Serdan, presentd un aumento de C.E,,
teniendo antes de la inoculacion de BPCV, una C.E. baja. Lo que favorece
al suelo ya que Rebolledo, (2017) cita que la salinidad afecta el crecimiento
de las plantas de varias maneras, ocasionando un menor rendimiento de

los cultivos.
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130.00

120.00

110.00

100.00

Media de CE

£0.00

70.00

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Tratamiento

Figura 7. Resultado de C.E. en el suelo

46



EDUCACION | B% . o

SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

Cuadro 6 Comparacion de medias de la variable C.E.

CE.

HSD Tukey?

Subconjunto

para alfa = 0.05
Tratamiento N 1
T7 2 79.9000
T2 2 86.8000
T5 2 87.0750
T4 2 87.5500
T3 2 88.7000
T 2 93.7750
T8 2 109.0500
T6 2 1277000
Sig. 580

Sevisualizan las medias para los grupos

en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la

media armonica = 2.000.

4 4 Resultados de analisis microbioldgicos

Los resultados de esta variable, nos muestra un incremento considerable
en las UFC/g Suelo de Azotobacter como se observa en Figuras 8y 9. En el
tratamiento 6, se observa notoriamente el aumento, el cual corresponde
al sitio de muestreo de Aquiles Serdan con aplicacion de NitroBac Plus ®.

Las bacterias de genero Azotobacter aportan a las plantas hasta el 50% de
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sus necesidades de nitrogeno mediante la fijacion asociativa del elemento

qgue llevan a cabo a partir de la atmosfera, ademas de suministrar

sustancias activas estimuladoras de crecimiento vegetal (Conzéalez et al,

2012).

6000.00

5000.00

4000.00

3000.00

2000.00

Media de Azotobacter_1

1000.00

.00

T T2

T4 T5 T6 T7 T8

Tratamiento

Figura 8. UFC/g Suelo antes de las inoculaciones

Cuadro 7 Comparacion de medias de la variable Azotobacter antes de

HSD Tukey?

lratamiento

la inoculacion.

Azotobacter_]

Subconjunto para alfa = 0.05

2 2777.0000
2 459.5000
2 552.5000
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T4 2 /755000
12 2 814.0000
T3 2 1662.0000
Tl 2 1900.0000
18 2 5484 5000
Sig 298 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media

armonica = 2.000.

1250.00

1000.00

750.00

Media de Azotobacter_2

500.00

250.00

T1 T2 T3 T4 5 T6 T7 T8

Tratamiento

Figura 9. UFC/g Suelo después de las inoculaciones.
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Cuadro 8 Comparacion de medias de la variable Azotobacter después
de la inoculacion.

Azotobacter_ 2

HSD Tukey?
Subconjunto

para alfa = 0.05
Tratamiento N 1
T5 2 286.5000
T1 2 376.5000
8 2 388.5000
T7 2 624.0000
T4 2 7040000
12 2 722.5000
T3 2 897.0000
T6 P 1250.0000
Sig. 322

Se visualizan las medias para los grupos

en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la

media armonica = 2.000.
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500.00

400.00

300.00

Media de Azospirillum_1

200.00

100.00

T T2 T3 T4 5 6 T7 T8

Tratamiento

Figura 10. UFC/g Suelo de Azospirillum antes de las inoculaciones

Cuadro 9 Comparacion de medias de la variable Azospirillum antes de
la inoculacion.

Azospirillum_]

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N C B a
8 2 187.5000
2 2 2575000 = 2575000
7 2 263.0000 = 263.0000
[4 2 3145000 = 314.5000 = 3145000
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15 2 572.0000 = 572.0000
13 2 586.5000  386.5000
16 2 469.0000
T1 2 481.5000
Sig. 185 174 057

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armonica =
2.000.

1500.00

1250.00

1000.00

750.00

Media de Azospirillum_2

500.00

250.00

T1 T2 T3 T4 T5 6 T7 T8

Tratamiento

Figura 1. UFC/g Suelo de Azospirillum después de las inoculaciones
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Cuadro 10 Comparacion de medias de la variable Azospirillum después
de la inoculacion.

Azospirillum_2

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2
5 2 282.0000
T2 2 301.0000
T1 2 279.5000
T8 2 4485000
T4 2 485.0000
T7 2 551.0000
T3 2 561.5000
76 2 1545.5000
Sig. 453 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media

armonica = 2.000.

En la comparacion de medias de la variable Azospirillum, las Figuras 10 vy
11, nos permite observar el incremento de UFC/g Suelo notoriamente en el
tratamiento 6. Duarte en el 2020 describe que estas bacterias cuando se
asocian a raices de plantas, ayudan en la produccion y productividad del

cultivo y Pedraza en el 2002, cita que el interés agrondmico por dicho

= =T AR N R
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género se basa en los beneficios potenciales que presentan algunas cepas

para ser utilizadas como biofertilizante.
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CAPITULO 5. Conclusiones y Recomendaciones

De acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas implementadas, se

puede concluir que:

La presencia de BPCV ayudan a propiciar las condiciones de pHy CE

del suelo, favorables para el desarrollo de cultivos.

Las BPCV actuan como biofertilizantes y bioplaguicidas, por lo cual

se tiene una menor incidencia de microorganismoaos fitopatdgenaos.

Se recomienda utilizar una fuente de carbono como alimento de los

microrganismos e incrementar el nUmero de colonias.

Dar continuidad al proyecto para poder establecer las UFC/g de BPCV con
relacion al pH y CE, ya que dadas las condiciones de la pandemia no

permitieron dar seguimiento de una manera efectiva.
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Anexo 2. Determinacion de pH del suelo
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Anexo 3. Muestras de suelo del sitio Aquiles Serdan
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Anexo 4. Plantacion de fresas
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Anexo 5. Establecimiento del cultivo de fresa
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Anexo 6. Muestras de suelo
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Anexo 7. Determinacion del pH en el laboratorio
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Anexo 8. Determinacion de CE del suelo
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Anexo 9. Realizacion de analisis fisico, quimicos y microbiologicos del
suelo
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