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Efectos de Rhizobium sp., y Azos-
pirillum sp., inoculados a la planta

de chayote (Shechium edules Jacq
Sw.)

RESUMEN: Veracruz genera mas
del 80% de la produccién nacional
de chayote, esto exige a los pro-
ductores el uso de tecnologias sus-
tentables y econdémicas, como la
aplicacién de bioinoculantes bac-
terianos que permita sustituir par-
cial o totalmente las necesidades
de fertilizacién quimica.

Este trabajo evalué los efectos de
cepas nativas de los géneros Rhi-
zobium y Azospirillum, en el cre-
cimiento de la planta de chayote,
mediante un diseno experimental
completamente al azar con seis tra-
tamientos (Rhiz, Rhiz-SE, Test-Rhiz,
Azos, Test-Azos y el co-inoculado
Rhiz-Azos).

Las cepas purificadas se identifica-
ron mediante su morfologia, tincién
de Gram y pruebas bioquimicas. Se
sembraron en caldos YMA y NFB
para la obtencién del inéculo con
una concentracion de 107 UFC mL,
que fue aplicado a las semillas de
chayote previo a su siembra para
evaluar las variables de estudio por
los siguientes 60 dias.

Los resultados mostraron que las
plantas de chayote inoculadas con
Azospirillum respondieron en las
variables de crecimiento (longitud y
diametro del tallo, niumero de entre-
nudos y hojas) superando su testi-
go. Por otra parte, Rhizobium favo-
rece el incremento de la longitud del
tallo, el nimero de entrenudos y la
concentracion de NH *.
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biofertilizantes, cepas nativas, cha-
yote, PGPR, Rhizobium.
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ABSTRACT: Veracruz generates more than 80% of the national
production of chayote, this requires the producers to use sus-
tainable and economic technologies, such as the application of
bacterial bioinoculants that allow partial or total replacement of
chemical fertilization needs.

This work evaluated the effects of native strains of Rhizobium
spp. and Azospirillum spp. on the growth of the chayote plant,
using a completely randomized design with six treatments:
Rhiz, Rhiz-SE, Test-Rhiz, Azos, Test-Azos and The co-inocu-
lated Rhiz-Azos.

The purified strains were identified by their morphology, Gram
staining and biochemical tests; Were seeded in YMA and NFB
broths to obtain the inoculum with a concentration of 107 CFU
mL-, which was applied to chayote seeds prior to sowing to
evaluate the study variables for the following 60 days.

The results showed that chayote plants inoculated with Azospi-
rillum responded in growth variables (stem length and diameter,
number of internodes and leaves), exceeding their control. On
the other hand, Rhizobium increased the stem length, the num-
ber of internodes and the NH,* concentration.

KEYWORDS: Azospirillum, Biofertilizers, chayote, native stra-
ins, PGPR, Rhizobium.
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INTRODUCCION

El Estado de Veracruz es el mayor productor del fruto
de chayote (Sechium edule Jacq. Sw.) en todo el pais,
su cultivo se concentra en fres regiones, que incluye a
los municipios de Actopan, Orizaba y Coscomatepec de
Bravo; tan sélo en el ano 2014 se cosecharon 134,522 mil
toneladas, equivalente al 82.4% de la produccion nacio-
nal [38].

La deficiencia de nutrientes en los cultivos, principalmen-
te de N-P-K, es corregida a fraves de la adicion de fer-
tilizantes (Armenta et al,, 2010) del que solo se absorbe
entre el 20-40% [16]. Por ello, la fertilizacion es uno de los
factores limitantes en la produccion agricola [20]. Actual-
mente, se aplican en excesivas cantidades y sin el rigor
técnico necesario [32]. Sin embargo, lograr los mas altos
rendimientos por unidad de superficie, se ha vuelto una
prioridad, pero fuera de un control racional y un enfor-
no sostenible. Esta politica ha generado secuelas que
recaen en una explotacion desmedida de los recursos
naturales, pérdida de la biodiversidad, erosion del suelo
y cambio climatico.

El uso de biofertilizantes a los que se les atribuyen los
procesos de fijacion bioldgica de nitrogeno y promocion
de crecimiento vegetal [37], favorece el desarrollo de
tecnologias de produccién menos confaminantes y eco-
l6gicamente mas racionales [2].

Las rizobacterias llamadas PGPR (Plant Growth Promo-
ting Rhizobacteria) incrementan la biomasa vegetal [31], la
sinfesis de sideroéforos [4][33] [35] y fitohormonas como
las auxinas [3, 20], citocininas [25] y giberelinas [10]; favo-
recen el conirol biologico de enfermedades y plagas [1,
10, 15], ademas mejoran la resistencia a condiciones de
esfres mediante la sintesis de etileno[3, 28, 39].

La Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN) o BNF (Biologi-
cal Nitfrogen Fixation) es un proceso clave en la bidsfera;
mediante el cual, los microorganismos del género Fran-
kia sp., Rhizobium sp., Azospirillum sp., Azotobacter sp.,
Azolla sp. y las Cianobacterias [24] son portadores de
la enzima Nitrogenasa o Nasa [6] que transforma el ni-
trogeno gaseoso en nitrogeno combinado [12][26], redu-
ciendo hasta en un 20-50% la aplicacion de fertilizantes
a base de nitrogeno [21].

La PGPR Azospirillum es de particular interés por su ca-
pacidad para fijar nitrogeno, sintetizar fitohormonas [22]
y la formacion de células fipo quistes, las cuales le brin-
dan la capacidad de adherirse a cualquier sistema radi-
cular [23] y resistir diferentes tipos de estrés ambiental
[19]. La inoculacion de cepas Azospirillum brasilense en
la planta de chayote puede ser una alternativa que favo-
rece los sinfomas de deficiencias nutrimentales [9].

Investigaciones previas senalan que las bacterias del
genero Rhizobium sp. funciona como FBN y como PGPR
en cana de azucar [17] y maiz [40], incrementando su cre-
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cimiento mediante la sintesis de aminoacidos, vitaminas,
acido indolacético y giberelinas, aun cuando no siempre
se presente la fijacion de nitrégeno.

La co-inoculacion Azospirillum-Rhizobium en alfalfa [42],
frijol [13] y Bradyrhizobium japonicum-Azospirillum brasi-
lense en soja [/] favorece la expresion de genes nod de
Rhizobium, mejorando la asociacion con la planta en la
formacion de nodulos vy la fijacion de N2 [7,8,13].

Por todo lo anterior, es prioritario la busqueda de una
opcion viable que permita mantener los estandares de
produccion en el cultivo de chayote bajo un régimen de
ferfilizacion sostenible. El uso de microorganismos be-
néficos que han sido usados con éxito en otros cultivos
puede favorecer a los procesos de fijacion biologica de
nitrdgeno y promocion de crecimiento vegetal.

Este trabajo tiene como propdsito identificar los efectos
de la inoculacion de cepas nativas de los géneros Azos-
pirillum sp. y Rhizobium sp. en la planta de chayote, mis-
mas que pueden favorecer el incremento en la fijacion
de nitrogeno y biomasa radicular y aérea, bajo condicio-
nes de invernadero. Este proceso puede reducir parcial
o fotalmente la aplicacion de fertilizantes quimicos. Es
una opcion viable que beneficie a todos los productores
de chayote a corto plazo.

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizo en el invernadero y laboratorio
de Investigacion Bioquimica y Fisiologia Vegetal, ubi-
cados dentro de las instalaciones de la Facultad de
Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad
Veracruzana Campus Penuela, en la ciudad de Cérdo-
ba, Veracruz durante el periodo comprendido entre el
mes de octubre del 2015 a julio del 2016. Con un dise-
no experimental completamente al azar con seis fra-
tamientos Rhiz (Rhizobium sp. 107 UFC mL-1), Rhiz-SE
(Rhizobium sp. 107 UFC mL-1 con sustrato estéril), Azos
(Azospirillum sp. 107 UFC mL-1) Rhiz-Azos (Rhizobium
sp. - Azospirillum sp.), Test-Rhiz (Testigo caldo YMA)
Test-Azos (Testigo caldo NFB).

El proceso de investigacion se realizd en dos fases. En
la primera, se trabajo en el aislamiento de las cepas
bacterianas nativas en cultivo axénico, para la obten-
cion del biofertilizante. En la segunda, se inocularon las
semillas, y se evalud los efectos en las variables de
crecimiento.

Las cepas bacterianas se obtuvieron de muestras de
raices de plantas leguminosas y gramineas, que fueron
recolectadas en los municipios de Coérdoba y Cosco-
matepec de Bravo. Se aislaron en cultivo axénico para
su identificacion en base a las caracteristicas morfo-
l6gicas, bioquimicas y tincion de Gram comunes para
cada genero de estudio, que posteriormente se usaron
para producir el inoculante que se aplicaria a las plan-
tas de chayote.



Revista Ingeniantes 2017 Ano 4 No.1 Vol.1

Para la obtencion del biofertilizante, las cepas nati-
vas de los géneros Rhizobium sp. y Azospirillum sp.,
se sembraron en caldo, extracto de levadura Manitol
(caldo YMA) [12][33][36] y caldo libre de Nitrogeno con
azul de bromotimol (caldo NFB) [11] respectivamente.
Se determind su curva de crecimiento microbiano,
para calcular los parametros cinéticos, y asi estanda-
rizar los procesos de obtencion de los bio-inoculan-
tes, que se aplicaron a las semillas de chayote, previo
a su siembra.

Las semillas de chayote verde liso, fueron recolecta-
das en el mes de enero de 2016, en un predio localiza-
do a orilla de la carretera Fortin-Huatusco, a 19°0112"
LN y 97°0147” LW. En el municipio de Coscomate-
pec de Bravo, Veracruz. Fueron seleccionadas de 35
dias después de antésis, con dimensiones de 17 +
1.0 cm de largo, 12+0.5 cm de ancho ecuatorial y un
peso promedio de 415 g.

Las semillas de chayote inoculadas se sembraron en
bolsas de polietileno (30 cm ancho x 45 cm largo),
que se llenaron con 7 (K). de suelo. Estas bolsas se
colocaron dentro del invernadero.

Se evalud el desarrollo vegetativo durante los 60 dias
posteriores a la inoculacion con el biofertilizante. Se
aplicaron re-inoculaciones cada 15 dias con alicuotas
de la misma concentracion inicial (107 UFC mL™) en un
volumen de 10 mL por cada semilla, que se aplico di-
rectamente al sustrato en la base de la planta y cerca
de la raiz.

Cada 4 dias se evaluaron y registraron los datos de
las variables de crecimiento: longitud del tallo (cm)
apical mas larga, diametro de tallo, numero de hojas
y numero de entrenudos. La concentracion de NH,*
foliar se cuantificé a los 60 despues de la siembra,
mediante el método colorimétrico de Nessler con una
longitud de onda de 630 nm (Reactivo de Nessler: 100
g de Hgl, y 70 g de Kl en 50 mL de agua destilada.
Esta mezcla se anade posteriormente, a una solucion
fria de 160 g de NaOH en 500 mL de agua destilada.
Ambas soluciones se mezclan y se lleva a 1L).

Los datos de las variables de estudio de los seis
tratfamientos establecidos se analizaron estadistica-
mente usando el paquete Minitab® 17.1.0, (2013).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Las cepas en cultivo axénico senaladas como MA-
04 y MR-03 del género Azospirillum sp. y Rhizobium
sp. respectivamente. Se idenfificaron mediante
morfologia celular (Tabla 1), morfologia de colonia
(Tabla 2), pruebas bioquimicas y fincion de Gram
propias de cada uno de los géneros de estudio. Se
determiné los parametros cinéticos de crecimiento
microbiano para estandarizar la obtencion del iné-
culo bacteriano.
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Cuadro 1. Morfologia celular de las cepas elegidas

Cepas Tamafio Tincion Morfologia Movilidad
(um) Gram en fresco
Gram (-)
MA-04 ~1.0 Bacilos Bacilos Flagelados
cortos
- Gram (-) .
MR-03 ~1.0 Bacilos Bacilos Flagelados

MA-04 (Azospirillum sp.) y MR-03 (Rhizobium sp.)

Cuadro 2. Morfologia de colonia de las cepas elegidas. La morfo-
logia de colonia de la cepa MR-03 se evalué en medio agar 79 y
la cepa MA-04 en agar NFB-RC

CEPA TDC TC CC DO EL FC B S IN
MR-03 2 3-5 B B E P E Li S
MA-04 ~1 4-6 R B P R E Li Li

TDC-Tamano de las colonias en mm; TC-Tiempo de creci-
miento en dias; CC-Color de las colonias (R: Roja, B: Beige);
DO-Detalles 6pticos (B: brillante); EL-Elevacién (P: plana; E:
elevada); FC-Forma de las colonias (P: puntiforme, C: Circular,
I: Irregular); B-Borde (E: Entero); S-Superficie (Li: Lisa); IN-In-
vasion (S: Superficial, In: Invasiva).

Se realizo el andlisis de varianza por Anova de las medias
obtenidas a los 60 dias despues de la siembra (dds) en
cada una de las variables de crecimiento, con un indice de
confianza (IC) del 95% y un nivel de significancia a=0.05;
con agrupacion de medias utilizando el método de Ga-
mes-Howell y una Prueba de Welch de las medias obte-
nidas por cada tratamiento (Tabla 3).

Cuadro 3. Andlisis de varianza de las medias en las variables de
crecimiento a los 60 dds.

Tratamientos b%??gllrc? glrﬂ?;irlj) d?)z (;\‘lalJ'r_'n;;os Dcizr?:”tcr)o
(cm) (mm)
1. Rhiz 188.2 a 209 a 372 b 85 b
2. Test-Rhiz 141.0 a 16.7 a 40.6 ab 8.7 ab
3. Rhiz-SE 191.3 a 213 a 51.3 a 85 ab
4. Azos 2319 a 19.6 a 40.0 ab 103 a
5. Test-Azos 208.5 a 179 a 37.8 ab 10.1 ab
6. Rhiz-Azos 231.8 a 21.7 a 36.8 ab 9.5 ab
Valor p>0.05 0.086 NS 0.140 NS 0.009 * 0.021 *
Valor F 2.60 2.11 5.54 4.29

Las medias obtenidas en la variable de la concentracion
de nitrogeno (NH,*), se analizaron estfadisticamente con
Anova, mediante una prueba de Tukey al 5% (Tabla 4) con
una desviacion estandar agrupada de 012892 y un nivel
de confianza individual de 99.43%. Rhizobium favorece la
fijacion de nitrégeno en la interaccion con la planta de cha-
yote con un incremento significativo del 43.7%.
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Cuadro 4. Comparaciéon de medias y desviacion estandar en la
concentracion de NH*, a los 60 dds.

Tratamientos  Medias (mg/g) D::t‘g:;z”
1. Rhiz 2331 a +0.151
2. Test-Rhiz 1311 b +0.208
3. Rhiz-SE 1.6961 ¢ +0.105
4. Azos 0386 d + 0.054
5. Test-Azos 0595 d +0.123
6. Rhiz-Azos 0.667 d + 0.068

Nota: Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes

Es importante hacer notar que en la interaccion de la planta
de chayote con Rhizobium sp. la respuesta se present6 al-
rededor de los 22 dds, evidente en las variables de longitud
de tallo (Figura 1) y nimero de entrenudos (Figura 2). Aun
cuando no se obtiene una diferencia estadistica significativa
en estas dos variables evaluadas, se puede observar de
forma clara, los resulfados favorables de los tratamientos
Rhiz y Rhiz-SE que superan a su testigo. Es recomendable
realizar mas pruebas que permita evaluar ampliamente los
efectos de este género bacteriano sobre el crecimiento en
la planta de chayote.

LONGITUD DEL TALLO

200 -

180 -

160 -

140 -

120 -

100 -

80 -

60 ——Rhiz

ALTURA DE TALLO (cm)

40 - —s—Test-Rhiz

20 - Rhiz-SE

P

20 30 40 50 60

DIAS DE DESARROLLO

Figura 1. En la longitud del tallo la interaccion Rizobium-planta
de chayote durante los 60 dias de desarrollo.

En la interaccion planta de chayote con Azospirillum sp. la
respuesta en las variables de longitud del tallo (Figura 3) y
nimero de entrenudos fue alrededor de los 30 dds. A pe-
sar de ello, este incremento no debe menospreciarse, ya
que existen frabajos en maiz donde se ha reportado que
Azospirilum brasilense puede fijar hasta un 72% de nitro-
geno [30]. Por ofro lado, el incremento en la concentracion
del inéculo de 108 y 109 UFC mL" pueden mejorar la res-
puesta, tal como se ha usado en los cultivos de tomate [27],
chile [29], maiz [41], sorgo [14] y arroz [1][18].
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25 - NUMERO DE ENTRENUDOS

20

15 -

10

—+—Rhiz

—=—Test-Rhiz

NUMERO DE ENTRENUDOS

Rhiz-SE

10 20 30 40 50 60

DiAS DE DESARROLLO

Figura 2. En el numero de entrenudos la interaccion Rizo-
bium-planta de chayote durante los 60 dds.

LONGITUD DEL TALLO

250 -

200 -

150

100 -

50 -

ALTURA DE TALLO (cm)

——Test-Azos

—e—Az0s

10 20 30 40 50 60

DIAS DE DESARROLLO

Figura 3. En la longitud del tallo la interaccion Azospirillum-plan-
ta de chayote durante los 60 dias de desarrollo.

La co-inoculacion de bacterias de los géneros Rhizobium
sp.y Azospirilum sp. en la planta de chayote pueda funcio-
nar con mayor eficiencia que si fueran inoculados por sepa-
rado, tal como se han usado en ofros cultivos [7]8][13]42].

Hasta hace algunos anos, se habia limitado el uso de bacte-
rias de los géneros Rhizobium sp. y Azospirillum sp. a culti-
vos de leguminosas y gramineas respectivamente. Sin em-
bargo, existen trabajos donde se ha evaluado la interaccion
de estos microorganismos en otros culfivos como chile ha-
banero [11], fomate [27], crisantemo[25], chile jalapeno [29]
y cana de azucar con Rhizobium efli [17]; donde se reporta
incrementos en la altura y diametro del tallo, biomasa de
planta y produccion de acido indolacético (AlA). Del mismo
modo, estos resulfados comprueban que su aplicacion en
la planfa de chayote, pueden mejorar las condiciones de
desarrollo.
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CONCLUSIONES

La inoculacion de bacterias de los géneros Rhizobium sp.
y Azospirillum sp. en la planta de chayote incrementa su
crecimiento, y responde favorablemente a los procesos
de promocion de crecimiento vegetal (PGPR) y fijacion de
bioldgica de nitrégeno (FBN).

La inoculacion de Azospirillum en la planta, incrementa los
valores en las variables de crecimiento (longitud y diametro
del tallo, numero de entrenudos y hojas) superando a su
testigo en rangos que van desde un 2-22%. Por otra parte,
Rhizobium incrementd en mas de un 33% la longitud del
tallo y el nUmero de entrenudos; y un 56% la concentracion
de NH,".

Se recomienda ampliar los trabajos, en los que se pueda
optimizar la dosis y concentracion de los indculos bacteria-
nos, validar estos resultados en campo, evaluar el desarro-
llo del cultivo y su costo-rendimiento, sin dejar fuera la po-
sibilidad de evaluar y comparar otros géneros microbianos.
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