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Resumen 
 

Azospirillum  es la bacteria asociativa más estudiada. Afecta positivamente una gran 

diversidad de plantas. No se ha definido el mecanismo principal por medio del cual 

Azospirillum promueve el crecimiento vegetal, y se ha visto que la asociación planta-

bacteria se comunica a través de un complejo lenguaje que apenas empezamos a 

descifrar. Por tal motivo esta investigación está orientada a entender cuál es el efecto que 

tiene la inoculación de la cepa silvestre A. brasilense sp245, y las cepas mutantes A. 

brasilense Faj164 y  A. brasilense Faj009, en el mecanismo bomba de protones de la raíz 

del mezquite, el cual se propone como una alternativa de reforestación de zonas áridas. 

Estas tres cepas se caracterizan por presentar diferencias en la producción de óxido 

nítrico. Para estudiar este mecanismo se utilizo un sistema aeropónico, porque es una 

herramienta no invasiva para examinar las raíces durante su desarrollo. En esta 

investigación se observo que la cepa Faj009 incrementó la acidificación de la rizosfera y 

aumentó la superficie de raíz cuando las plántulas son nutridas con amonio como única 

fuente de nitrógeno, lo cual puede favorecer el establecimiento de las plántulas a  terreno 

fijo. Además, se observo que la colonización de las cepas de A. brasilense se favorece 

cuando las plántulas son nutridas con amonio como única fuente de nitrógeno y estas 

son capaces de presentar morfotipos diferentes como respuesta a condiciones de 

temperaturas mayores a 36̊ C y a menores a 30˚C.  Estos resultados indican que el flujo 

de protones y la colonización de la bacteria en la raíz del mezquite depende del ion 

amonio y la afinidad entre una especie bacteriana y  la planta hospedera. 

 

Palabras claves: Azospirillum brasilense, bomba de protones, sistema aeropónico, 

amonio y nitrato 
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Abstract 
 

Azospirillum is the most studied associative bacteria. It affects a large number of plant 

species positively. The mechanism by which Azospirillum affects plant growth is not 

defined and the communication among association plant-bacteria is a complex language 

which we are starting to decode. For this reason, research is aimed at understanding which 

inoculation effect of three strains sp245, Faj164, and Faj009 on proton efflux of mesquite 

roots a plant used for restoration in arid regions. These strains are characterized by 

differences in nitric oxide production. To study this mechanism an aeroponic system was 

used because of its noninvasive tools to examine the plant roots during development. Our 

research results showed that strain Faj009, enhanced rhizosphere acidification and 

increased root surface in the presence of ammonium. Besides, Azospirillum colonization 

increased in the presence of ammonium and these strains were presenting different 

morphotypes in response to temperatures over 36̊C and under 30˚C. These results indicate 

that proton efflux and colonization in mesquite roots are influence by ammonium ion and 

the affinity among plants-bacteria dependent. 

 

Keywords: Azospirillum brasilense, proton pump, aeroponic system, ammonium and 
nitrate. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad, la pérdida de vegetación natural del desierto de Sonora en Baja California 

Sur se debe a una agricultura marginal dando como resultado una severa erosión del suelo y 

por consiguiente una contaminación por polvo cuando estos campos son abandonados 

después de varios años de cultivo (Bashan et al., 2000). Para contrarrestar este efecto 

desfavorable en la salud pública, se han propuestos programas de reforestación para suelos 

abandonados por incidencia urbana y agrícola basados en asociaciones entre planta-

bacteria. 

Prosopis es un género que da buena sombra en hábitats donde otros árboles no prosperan, 

se ha propuesto como una planta para reforestar zonas áridas y semiáridas. Sin duda la gran 

importancia ecológica del mezquite se basa principalmente en su capacidad para servir 

como árbol nodriza es decir, facilita el crecimiento de otras plantas bajo el área que abarca 

su follaje como son el cardón (Pachycreus pringlei), cholla (Opuntia cholla), pitahaya 

(Stenocereus  thurberi) (Carrillo-García et al., 1999). 

La interacción Azospirillum-planta se ha considerado como una asociación simbiótica 

mutualista que afecta a una gran diversidad de plantas de diferentes familias botánicas, sin 

embargo, no se ha definido el mecanismo principal por medio del cual se promueve el 

crecimiento o mejora de las plantas, no obstante, se han propuesto diversos mecanismos 

entre los más estudiados se encuentran; la fijación de nitrógeno atmosférico, efectos 

hormonales, incremento en el crecimiento del sistema completo de raíces, alteración del 

funcionamiento de la membrana y también se ha sugerido que este efecto puede deberse a 

la adición de todos los mecanismos antes mencionados (Bashan y de-Bashan, 2010). 

Partiendo de esta premisa, la investigación que se realizó propone explicar el efecto de la 

inoculación de Azospirillum brasilense sobre la bomba de protones que afecta la 

acidificación del apoplasto de la raíz del mezquite (Prosopis articulata), y que está 

influenciado por el tipo de cepa  y la presencia de amonio o nitrato, beneficiando el 

crecimiento de plántulas de mezquite en un sistema aeropónico. 
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Para estudiar el mecanismo bomba de protones se propuso utilizar un sistema aeropónico 

donde las raíces se mantienen en un entorno saturado con una niebla de solución nutritiva, 

asegurando que las raíces se mantengan uniformemente húmedo en todo momento. El 

sistema aeropónico ha sido usado para el estudio de microorganismos  en raíces. Además, 

ha sido usado en investigaciones porque es un medio no invasivo para examinar raíces 

durante su desarrollo (Mbiyu et al., 2012) Entre los beneficios de este sistema de cultivo se 

encuentra la reducción de interferencias que pudieran afectar nuestro fenómeno de estudio 

transmitidas por el suelo, el aprovechamiento de nutrientes y agua debido a la recirculación, 

además de la facilidad en la recolección y manipulación del sistema de raíces del mezquite.  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 El árbol del Mezquite (Prosopis articulata) 

Prosopis (mezquite) es un género de leguminosas extremadamente diverso de 44 especies 

de árboles de las regiones semiáridas, principalmente en Chile, Argentina, Perú, México y 

el suroeste de Estados Unidos. Además es una especie introducida en el oeste de África, en 

la región del Cáucaso y la India. (Felker, 1981). 

El mezquite es una planta con múltiples usos en los lugares en los que se desarrolla. La 

madera es un excelente combustible. El uso y el comercio de leña y carbón es una 

parte importante de la economía rural en muchas partes del área de distribución natural y en 

algunos países donde se ha sido introducido. La madera aserrada tiene un color agradable y 

se utiliza para la fabricación de muebles y pisos, especialmente en EE.UU. y Argentina. La 

madera también se utiliza para mangos de herramientas y otros artículos para el hogar. 

Además de su importancia económica (Felker y Guevara, 2003), también  debemos 

considerar su gran importancia ecológica basada principalmente en su capacidad para servir 

como árbol nodriza, es decir, facilita el crecimiento de otras plantas bajo el área que abarca 

su follaje. Es común en lugares semidesérticos encontrar árboles de mezquite y apreciar que 

bajo su sombra crecen, protegidas, diferentes especies de plantas que incluyen cardón 

(Pachycreus pringlei), cholla (Opuntia cholla), pitahaya (Stenocereus thurberi) y 

garambullo (Lophocereus schottii). Cabe destacar que la capacidad de ser nodriza, cualidad 

que comparte con otras leguminosas como el palo fierro (Olnella tesota), se presenta casi 

exclusivamente en árboles maduros; los árboles jóvenes sólo ocasionalmente presentan este 

fenómeno (Carrillo- García et al., 1999). Mejores condiciones de nutrientes y humedad, así 

como la disminución de temperaturas extremas, han sido citadas como parte de los efectos 

benéficos de un planta nodriza (Franco y Nobel, 1989; Carrillo- García et al., 2000). Otros 

autores han hecho énfasis en la importancia de los árboles nodriza como perchas para aves 

favoreciendo así la dispersión de semillas (Olin et al., 1989). Sin embargo, no hay un 

acuerdo sobre cuál de estas contribuciones es la más importante para mejorar la 

sobrevivencia de plántulas bajo su dosel. Otra importancia de Prosopis es la capacidad que 
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tienen de producir raíces profundas, lo que permite a los árboles llegar a las capas freática, 

crecer y fructificar incluso en años seco, lo que funciona como un tampón durante las 

sequías dando un servicio de un valor incalculable. Muchas especies parecen requerir el 

acceso a una mesa de agua para sobrevivir, y algunos creen que son responsables del 

agotamiento de las reservas de agua subterránea. 

El suelo de mezquite es rico en nutrientes y materia orgánica (Tiedemann y Klemmedson, 

1973; Virginia y Jarrel, 1986). Además, posee una gran cantidad de retención de agua 

debido a los materiales finos que lo componen (arcillas) (Bashan et al., 2000) en contraste 

con otros suelos de leguminosas con menor cantidad de estos materiales (suelo de palo 

fierro, Olneya tesota). Por lo tanto, la inoculación con microorganismos promotores del 

crecimiento, como reformadores del suelo (Fauci y Dick, 1994), pudiera ser una buena 

estrategia para la aceleración artificial de su desarrollo como parte de un programa de 

restauración. Se ha sugerido al género Azospirillum como una alternativa a la fertilización 

química. 

 

2.2.    Azospirillum spp. como promotora de crecimiento en plantas 

La primera especie de Azospirillum fue aislada en Holanda por Beijerinck (1925) a partir de 

suelos arenosos pobres en nitrógeno, y fue originalmente llamada Spirillum lipoferum. En 

la actualidad se han reportado 10 especies para este género: A. brasilense, A. lipoferum, A. 

amazonense, A. halopreferens, A. irakense, A. largimobile, A. doebereinerae, A. oryzae, A. 

melinis y A. canadense (Menhaz et al., 2007). Las bacterias del género Azospirillum han 

sido aisladas de la superficie de la raíz de una muy amplia variedad de plantas y de su 

rizosfera, incluyendo generalmente cereales como maíz, trigo, arroz, sorgo, avena y pastos 

forrajeros (Bashan y Levanovy, 1990).  

El interés científico por esta bacteria está principalmente basado en su habilidad para 

mejorar el crecimiento de numerosos cultivos de interés agrícola (Rothballer et al., 2003) y 

ecológico de ahí que se le conozca como bacteria promotora de crecimiento en plantas 

(PGPB por sus siglas en inglés) (Bashan y Holguín, 1998). La inoculación de plantas con 

Azospirillum puede resultar en un cambio significativo en diversos parámetros de 

crecimiento de la planta, los cuales pueden o no afectar el cultivo. Entre tales parámetros se 
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pueden mencionar: incremento en el peso seco total de la planta, cantidad de nitrógeno en 

granos, germinación temprana y alta tasa de germinación, incremento del peso del grano, 

mayor altura de la planta y tamaño de la hoja, etc. (Bashan y Levanovy, 1991).  

2.3    Efecto de Azospirillum spp.en la inoculación de las raíces 

El efecto más sobresaliente de la inoculación de las plantas con  Azospirillum se ha 

observado en el desarrollo de la raíz, principalmente en cambios morfológicos del sistema 

radicular, como son incremento en la longitud de la raíz (zona de elongación), incremento 

en el número y longitud de raíces laterales, incremento en el peso seco de la raíz, 

incremento en el área del sistema radicular, y estimulación de exudados de la raíz (Hadas y 

Okon, 1987; Levanony y Bashan, 1989). 

 

Estos cambios se encuentran directamente relacionados con la concentración del inóculo; 

cuando éste es superior a los niveles óptimos tiene efectos inhibitorios, mientras que dosis 

bajas no causan efecto. El nivel de inoculación óptimo en semillas y plántulas para muchos 

cereales, y en vegetales y plantas de cultivo comerciales, se ha observado que es de 

alrededor de 105-106 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) (Bashan, 

1986; Bashan y Levanony, 1989c; Smith et al., 1984). Una concentración de inóculo de 

108-1010 UFC/mL generalmente inhibe el desarrollo radicular (Bashan, 1986). Estos datos 

no han revelado cuántas células bacterianas por semilla o plántula se requieren para obtener 

una respuesta vegetal positiva. 

Para la identificación de Azospirillum en la raíz se ha considerado la complementariedad de 

técnicas para alcanzar un mejor argumento en la identificación. Durante años se ha 

trabajado con la aplicación de técnicas dependientes de cultivo y el uso de microscopía 

convencional. En los últimos años, la identificación de Azospirillum en raíz así como su 

efecto en la rizosfera se ha reportado a partir del uso de técnicas moleculares ó 

independientes de cultivo, acompañadas por diversos tipos de microscopías.  Entre ellas se 

pueden mencionar la técnica llamada hibridación fluorescente in situ (FISH, por sus siglas 

en inglés). En ecología microbiana, la hibridación fluorescente in situ permite la 

visualización de células procariotas en su ambiente natural, y además pueden ser 

identificadas sin ser cultivadas, utilizando regiones específicas del 16S ó 23S r RNA 
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(Mutter y Göbel, 2000). La técnica utiliza moléculas fluorescentes para localizar genes o 

fragmentos de DNA, y consiste en preparar cortas secuencias de DNA de una sola hebra, 

llamadas sondas, que son complementarias de las secuencias de DNA que se quieren 

marcar y examinar. Estas sondas son marcadas con moléculas fluorescentes. Las sondas se 

hibridizan o unen al DNA complementario y, como están marcadas con moléculas 

fluorescentes, permiten localizar las secuencias en las que se encuentran (Zwingrlmaier, 

2005; Amann et al., 1990; Amann et al., 1995). La visualización de la sonda, que se 

encuentra en cada una de las células microbianas, se realiza mediante el apoyo de 

microscopía fluorescente ó microscopía confocal.  Rothballer et al. (2003) evaluó el 

potencial endofítico de  2 cepas de Azospirillum brasilense (Sp245 y Sp7) utilizando la 

técnica de hibridación fluorescente in situ en raíces de 3 diferentes variedades de trigo 

(Triticum aestivum). Se analizaron los efectos benéficos de la inoculación de la bacteria 

sobre las plantas combinando la visualización con microscopía confocal. Por otra parte 

Assmus  et al. (1995), utilizaron además etiquetas fluorescentes como DAPI, 

principalmente para visualizar la región complementaria del 16S r RNA específica para el 

dominio Bacteria, la región 18S r RNA específica para el dominio Eucarya, la región 16S r 

RNA conservada para la subclase alfa de Proteobacteria y la región 23S r-RNA 

complementaria para Azospirillum brasilense con el propósito de visualizar la colonización 

de tres cepas de A. brasilense (Sp7, Sp245 y Wa3) en raíces de trigo, utilizando la técnica 

de hibridación fluorescente in situ  y visualizando las muestras con microscopía de barrido 

laser confocal.  

 

2.4   Posibles mecanismos de acción de Azospirillum spp.  sobre el crecimiento vegetal 

Si bien no se ha definido el mecanismo por el cual Azospirillum promueve el crecimiento 

vegetal, existe literatura donde se reportan diversos modos de acción relacionados con este 

parámetro, como son fijación de nitrógeno en donde se demostró cuales aminoácidos 

liberados en las raíces de las plantas pueden estimular o inhibir la actividad de la 

nitrogenasa de Azospirillum y la osmotolerantes de cepas de  A. brasilense y A. 

halopraeferens (Hartmann, 1998; Holguín y Bashan, 1996);  efectos hormonales como la 

producción de ácido indolacético (AIA) por Azospirillum es capaz de alterar la morfología 



7 

de la raíz esto se demostró utilizando diferentes cepas modificadas genéticamente variando 

la biosíntesis de la auxina (Dobbelaere et al., 1999; Croizer et al., 1998); El ácido abscísico 

(ABA)  se ha reportado que es producido por A. brasilense Sp245 cuando se le adiciona 

NaCl al medio de cultivo. Estos resultados contribuyen a explicar, al menos en cierta 

medida, los efectos beneficiosos de Azospirillum spp. previamente inoculado a plantas 

sometidas a condiciones ambientales adversas (Cohen et al., 2008); ácido índol butírico, 

también producido por A. brasilense, fue detectado por la técnica HPLC y evaluado en 

plántulas de maíz induciendo actividad biológica a lo largo de la raíz (Martínez et al., 

2003). Giberelinas de varios tipos se identificaron en cultivo aséptico de  A. lipoferum 

(Bottini et al., 1989), observándose un incremento en el crecimiento del sistema completo 

de raíces, lo cual puede estar relacionado con cambios hormonales favoreciendo una mayor 

capacidad de absorción de agua y minerales; alteración del funcionamiento de la membrana 

por medio de moléculas de comunicación celular (moléculas de este tipo de bajo peso 

molecular, pueden ser responsables de alterar actividad y funciones de membrana 

relacionadas con la absorción de iones); y una hipótesis aditiva que propone la intervención 

de todos los mecanismos mencionados (Bashan et al., 2004; Bashan y de Bashan, 2010) 

2.5    Mecanismo de extrusión de protones de la raíz inducido por Azospirillum spp. 

Sin importar el mecanismo utilizado por Azospirillum, el resultado será la afectación del 

metabolismo celular de las plantas desde la superficie de la células, es decir sin entrar en las 

células vegetales y esto sugiere que estas bacterias son capaces de excretar y transmitir una 

o varias moléculas señales que atraviesan la pared celular vegetal y son reconocidas por las 

membranas de las raíces de plantas causando una alteración en el funcionamiento de la 

membrana (Bashan,  1986;Bashan y Levanony, 1989a; Bashan et al., 1989b; Bashan, 1990; 

Bashan, y Levanony, 1991). Esta interacción puede iniciar una cadena de eventos que 

resulta en la alteración del metabolismo de la planta inoculada y en la modificación de la 

arquitectura de las raíces. Dado que las membranas vegetales son extremadamente sensibles 

a cualquier cambio, su respuesta puede servir como un preciso indicador de la actividad de 

Azospirillum en el nivel celular. Por ejemplo, en segmentos de hipocótilos de pepino se ha 

demostrado una mayor extensibilidad de la pared debido a la inoculación con A. brasilense 

(Pereyra et al., 2010).  
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La mejora en el crecimiento de la planta por la de extrusión de protones (bomba de 

protones) y ácidos orgánicos inducido por la inoculación con Azospirillum spp.. Una bomba 

de protones es una proteína integral de membrana que es capaz de  mover protones (H) a 

través de la membrana  celular, mitocondrial u otro compartimento subcelular. Los protones 

se mueven desde el espacio encerrado por las dos membranas en el organelo y se liberan en 

el espacio intermembranal, creándose un gradiente de pH y carga eléctrica a través de la 

membrana plasmática que actúa como un depósito de energía almacenada por la célula. 

(Gaxiola et al., 2007). 

En general, la extrusión de protones provee la fuerza necesaria para el transporte de 

cationes, iones, aminoácidos y azúcares (Marshner et al., 1986). Por lo tanto, la presencia 

del ion NH4
+  dentro de las células de la raíz y su incorporación dentro de los aminoácidos y 

amidas produce una liberación simultánea de protones para compensar cargas (Marshner et 

al., 1986). Toda esta liberación de protones acidifica la rizosfera cambiando, posiblemente, 

el estado de oxidación de importantes nutrientes como el fósforo, movilizándolo hacia una 

forma más disponible para la planta. Por lo tanto, compuestos (o microorganismos) que 

promuevan la extrusión de protones deberían estimular el crecimiento de plantas (Taiz y 

Zeiger, 1998). En el estudio del flujo de protones de raíces de trigo se encontró que es 

dependiente de la luz, aereación, y fuente de nitrógeno  (NH4
+, NO3

-) debido a que el ion 

amonio activa la bomba de protones y el ion nitrato disminuye la actividad ( Bashan y 

Levanony et al., 1989). También en plántulas de trigo (Triticum aestivum cv. Deganit) se ha 

reportado que la mayor actividad en el flujo de protones se encuentra en las primeras 20h 

después de la inoculación con A. brasilense Cd. (Bashan et al., 1989). 

Más tarde se demostró que exposiciones cortas de A. brasilense Cd en plántulas de trigo 

pueden causar mayor actividad en el flujo de protones y esto puede estar relacionado con el 

nivel óptimo de inoculación (105-107 UFC/mL) y el estado fisiológico de la bacteria 

(Bashan, 1990). 

El cambio en el potencial de membrana también fue estudiado en plántulas de soya 

encontrándose que disminuye a lo largo de la raíz, sin embargo, es mayor en la zona de 

elongación (Bashan y Levanony, 1991). En otros estudios se encontró que las plántulas de 

cactus (cardón gigante, Pachycereus pringlei) mejoran su crecimiento cuando son 

inoculadas con A. brasilense y tiene como fuente de nitrógeno amonio esto debido al 
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incremento de la acidificación de la rizosfera lo que facilita la solubilidad del fosfato, 

mejorando el crecimiento de la raíz (Carrillo et al., 2002). 

2.6    Sistema aeropónico y propagación de plantas  

La aeroponía o crecimiento de plantas en aire ha sido reportado desde hace mucho tiempo. 

Uno de los primeros experimentos en aeroponía fue realizado por W.A Carter quien 

propuso un aparato para el cultivo de plantas en vapor de agua (Carter, 1942). Más tarde 

Zobel et al., (1976) propusieron  una caja experimental de crecimiento empleando una 

ruleta giratoria para la generación de vapor. Las publicaciones anteriores, se extiende por 

más de 30 años, todas se relacionan con los dispositivos experimentales diseñados para 

permitir el examen y el acceso relativamente  libre a la raíz de la planta para su tratamiento, 

todo ello en un contexto de investigación. Existen varias razones por las cuales se ha 

propuesto cultivar a las plantas fuera del ambiente del suelo. Un problema de gran 

importancia es el crecimiento de las flores debido a que presentan enfermedades que llegan 

a las plantas a través del suelo. Por ejemplo, las especies del genero Fusarium, presentes en 

ciertos suelos, causan enfermedades en la plantas de clavel, y bananos (Severn-Ellis et al., 

2003). Otros ejemplos de enfermedades de plantas que surgen del contacto con la tierra son 

Botrytis, Sclerotium, Verticilium y Rhizoctonia. Otra dificultad relacionada con el ambiente 

del suelo se plantea en relación con las plantas que requieren un tratamiento especial y 

específico para mejorar su crecimiento. Por ejemplo, en el caso de las orquídeas, la 

aeroponía se ha encontrado deseable para poder suministrar ciertas hormonas de 

crecimiento con el fin de mejorar su desarrollo. La aplicación de hormonas de plantas en un 

ambiente del suelo se hace difícil y relativamente costosa debido a la cantidad 

relativamente grande que se debe aplicar además de que deben ser administradas 

indirectamente las hormonas a través del suelo. 

Por otra parte, se ha probado su uso potencial en estudios de crecimiento de las plantas de 

pepino (Cucumis sativus L.) cultivadas en el sistema de la etapa de cotiledón hasta la 

floración y la fructificación obteniéndose un crecimiento rápido de la raíz con buena 

ramificación (Peterson y  Krueger, 1988). 
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La aeroponía comparada con la hidroponía o el crecimiento de plantas en agua presenta 

ventajas como una adecuada ventilación en las raíces debido a que el agua no las rodea 

continuamente, es un sistema más avanzado y de tecnología más sofisticada que el sistema 

hidropónico tradicional. En el sistema aeropónico las raíces no están sumergidas en la 

solución nutritiva (como ocurre en un sistema de raíz flotante) sino que la solución es 

suministrada periódicamente a las raíces en forma de nebulización a través de 

nebulizadores o aspersores. Esta comparación se aplicó en la producción de minitubérculos 

de papa y se obtuvo un 70% más en la producción total en las papas (Ritter et al., 2001). La 

productividad de plantas medicinales y tubérculos bajo sistema aeropónico ha presentado 

una mayor eficiencia en la optimización de espacio en invernaderos (Hayden, 2006). 

 

Este método alternativo favorece el estudio de procesos que mejoran el crecimiento de 

plantas por ejemplo en la inoculación de Acacia mangium con cepas de Bradyrhizobium 

spp. y  el estudio de la nodulación por Rhizobium leguminosarum y Pisum sativum (Martin-

Laurent et al., 1997; Evans et al., 1980). 

También se ha empleado este sistema para la medición de tasas de absorción de agua y de 

iones en arándanos, midiendo concentraciones y volúmenes de entrada y salida al sistema. 

Los resultados muestran un potencial de la aeroponía como herramienta de investigación, 

para control de la salud vegetal y la optimización de los cultivos en ambientes cerrados 

(Barak et al., 1996). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
En la actualidad los estudios en Microbiología Ambiental se han desarrollado 

progresivamente y gran parte de ellos se están aplicando en beneficio de la sociedad y el 

medio ambiente. En la presente tesis se persigue comprobar que la inoculación con 

Azospirillum brasilense produce cambios en la bomba de protones del apoplasto de la raíz 

de Prosopis articulata, especie que posee una gran importancia ecológica  basada 

principalmente en su capacidad como árbol nodriza, facilitando el crecimiento de otras 

plantas bajo el área que abarca su follaje, mediante el incremento de nutrientes y humedad, 

así como disminuyendo las temperaturas extremas bajo su dosel. Asimismo, tiene la 

función de perchas para aves favoreciendo la dispersión de semilla. Prosopis articulata 

tiene la capacidad de producir raíces profundas, lo que le permite llegar a las capas 

freáticas, crecer y fructificar incluso en años de sequía dándole un valor incalculable a esta 

especie. 

 

Cabe mencionar que para poder realizar este estudio se pretende utilizar el cultivo 

aeropónico debido a que disminuye la posibilidad de tener interferencias por sustancias 

presentes en el suelo y facilita la manipulación de las raíces que es nuestro sistema de 

estudio además el gasto de agua y nutrientes es sumamente bajo con respecto a otros como 

el sistemas hidropónicos, y finalmente presenta mayor rendimiento por área y por planta. 
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4. OBJETIVO  GENERAL 
 

Evaluar el efecto de la inoculación de Azospirillum brasilense en el flujo de protones  del 

apoplasto de raíz del mezquite (Prosopis articulada) en presencia de amonio o nitrato, bajo 

condiciones de un sistema aeropónico.  

 

4.1   OBJETIVOS PARTICULARES 
 

 Estandarización de un sistema aeropónico. 

 

 Definir el efecto de la inoculación con A. brasilense en el flujo de protones y 

evaluar la colonización de A. brasilense en la raíz del mezquite (P. articulata), en presencia 

de amonio o nitrato. 

 
 

5. HIPÓTESIS 
 

Si  A. brasilense afecta el metabolismo celular de las plantas, causando alteración en el 

flujo de protones del apoplasto de la raíz del mezquite (P. articulata) entonces una mayor 

actividad del flujo de protones puede estar influenciada por las características de la cepa de 

A. brasilense y la presencia de amonio o nitrato, promoviendo un mayor desarrollo del 

sistema radical. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Recolección de la semilla de mezquite  

Las semillas se recolectaron en los terrenos del Comitán, La Paz, Baja California Sur, 

México, en un área localizada en los 24º07’36’’N, 110º 25’48’’W. 

Geomorfológicamente es una planicie aluvial formada por la deposición de aluvión 

granítico derivado de la erosión de las montañas de la Sierra de la Laguna. El clima es 

cálido con una precipitación media anual de 180 mm, con lluvias principalmente a 

finales del verano. La temperatura media varía desde 18ºC en enero (periodo frío) a 35ºC 

en agosto (periodo cálido) con grandes variaciones durante el día-noche. Las 

temperaturas mínimas y máximas son: 26ºC y 44ºC en verano; 12ºC y 24ºC en invierno. 

La flora se caracteriza por ser una transición entre el matorral xerófilo y el bosque 

tropical seco; muestra una relativamente modesta diversidad de plantas, incluyendo 136 

especies de angiospermas (Carrillo-García et al., 1999). 

Las vainas de mezquite se recolectaron en julio-agosto 2010 y 2011, época donde las 

plantas presentan casi la totalidad de las vainas maduras. Las vainas se colocaron en bolsas 

de plástico. Se llevaron al laboratorio para extraer las semillas y seleccionarlas debido a que 

algunas presentan infección por la larva de un escarabajo de la familia Bruchidae, 

identificado como Acanthoscelides obtectus (Laboratorio de Entomología, CIBNOR, S.C., 

2006) un parásito natural muy común en Baja California Sur, conocido comúnmente como 

gorgojo del frijol. 

6.2. Extracción y almacenamiento de las semillas 

La extracción de las semillas se realizó con un molino mecánico para carne adaptado con 

una malla con perforaciones de alrededor de 1 centímetro. Se colocaron las vainas en la 

tolva del molino y se hizo girar el tornillo sinfín, las semillas que pasaron por la malla 

después fueron recogidas en una charola y se les retiró la vaina molida. Seleccionando las 

semillas y eliminando aquellas que presentan la larva del escarabajo; en ocasiones la 

presencia es fácilmente detectada a simple vista, caso contrario se debe poner atención  a un 

pequeño punto negro en alrededor de un tercio de la longitud de la semilla. La presencia de 

este punto indica contaminación con la larva. Una vez seleccionadas las semillas se 
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colocarán en un recipiente de cristal color ámbar con tapa hermética y se refrigerarán a 

unos 2-6ºC. Estas semillas fueron utilizadas posteriormente. 

6.3 Estandarización del sistema aeropónico 

El sistema aeropónico (representado en la Figura 1) consiste de cuatro cajas de acrílico 

negro con dimensiones 61 x 61 x 60 cm (ancho, largo y alto), con perforaciones en la parte 

superior por donde se coloca las plántulas en el momento del trasplante. En el interior se 

encuentra una tubería interna impulsada por un equipo hidroneumático  TRUPER  modelo: 

HIDR- 1/2X24; potencia 373W(1/2Hp), corriente 6,5 A, altura máxima 38m, tensión 120V, 

velocidad 3450r/min, flujo máximo 50L/min, capacidad del tanque 24L;  la cual distribuye 

la solución nutritiva  de manera homogénea en forma de una fina neblina proporcionando 

un microambiente adecuado para el crecimiento de las raíces; los tiempos de riego son 

controlados por un válvula eléctrica para agua, la cual a su vez está controlada por 2 Timers 

acoplados. El primero controla los tiempos de encendido y apagado y el segundo controla 

los ciclos realizados mientras esta encendido. 

 

Figura 1. Sistema aeropónico. 
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Para alcanzar el objetivo 1 se decidió realizar un plan experimental (Figura 2). 

1. Determinación de los tiempos de programación del timer de riego del sistema 

aeropónico. 

2. Determinación de la mínima concentración de solución Hoagland requerida para el 

crecimiento del mezquite. 

3. Determinación de los tiempos medición de pH. 

 

 
 

Figura 2. Plan experimental objetivo 1. 
 

6.3.1. Germinación 

Para la germinación las semillas de mezquite se higienizaron  mediante un lavado de 

tween 20 al 2% en agitación constante por 5 minutos, posteriormente se decantó el 

tween 20  y se adicionó la solución de NaCl03  al 3%  manteniéndolas en agitación 
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constante durante 5 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se decanto el NaCl03  al 

3%  y se procedió a hacer 5 lavados con  agua destilada y 1 minuto de agitación por cada 

lavado. Terminado los  5 lavados, las semillas embebieron en agua por 4 h. 

Posteriormente se germinaron en charolas de plástico que contenían en su interior papel 

toalla húmedo, posteriormente se cubrieron con papel aluminio para finalmente 

colocarse en la cámara de cultivo Conviron a 33̊C, permaneciendo  en obscuridad 

alrededor de tres días. 

 

6.3.2.  Posgerminación 

Después de transcurridos los tres días del proceso de germinación, se colocaron las 

plántulas en tubos de 50mL con agua destilada y se dejaron a la luz por fotoperiodos de 12-

12 luz-obscuridad, con intensidad luminosa de 96 μE m-2 s-1  a una temperatura de 27- 

30˚C, durante un período de 3 días, tiempo en que aparecen las primeras hojas verdaderas. 

 

6.3.3. Cepas utilizadas 

 Se utilizaron tres cepas de  la α-proteobacteria Azospirillum brasilense,  la cepa Sp245 

esta se caracteriza por favorecer el desarrollo de pelos radicales y se ha encontrado 

repetidamente en altas densidades en el interior de células de pelos radiculares en plantas 

de trigo (Assmus et al., 1995), además se ha demostrado su sobrevivencia en distintas 

regiones geográficas (Bashan et al., 1995b,c); la cepa A. brasilense Faj009 que presenta 

una enzima indol 3-piruvato descarboxilasa negativa  lo que reduce la síntesis de AIA en 

un 90% (Costacurta et al., 1994; Dobbelaere et al., 1999) y la cepa A. brasilense Faj164 

que presenta una nitrato reductasa periplasmica negativa lo que disminuye su producción 

de oxido nítrico(Steenhoudt et al., 2001), ambas cepas son mutantes genéticamente 

modificadas de la  cepa A. brasilense Sp245.  
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6.3.4. Preparación del inóculo 

Las cepas se mantienen conservadas en nitrógeno líquido. Para reactivarlas, se tomo un 

tubo eppendorff de cada cepa y sembró por la técnica de estría cruzada en cajas  Petri con 

agar nutritivo o con medio OAB, incubando a 30˚C,  durante 48 hrs. Posteriormente se 

seleccionó una colonia aislada y se verificó pureza por morfología colonial y celular (macro 

y microscópicamente). Se transfirió una asada abundante a matraces Erlenmeyer de 125mL 

con 50mL de medio de cultivo líquido BTB- 1 (medio mineral con triptona, extracto de 

levadura y gluconato, Bashan et al., 2011, ANEXO 2),  y se incubaron a 35̊C, 130 rpm 

durante 24 horas. Después de transcurrido este tiempo se tomaron 5mL del cultivo celular y 

se transfirieron a  un matraz con medio BTB-1 y se incubaron a las mismas condiciones 

durante 16 horas para tener un cultivo en su fase exponencial de crecimiento. Es importante 

respetar los tiempos debido a que la bacteria tiene un tiempo de duplicación corto, por lo 

que una o dos horas de diferencia pueden representar una gran diferencia en la cantidad y 

fisiología de las células. 

 

 6.3.5. Inoculación 

Para la inoculación se  transfirieron 50mL del inóculo a un tubo de centrifuga y se 

hicieron dos lavados con 20mL de solución salina al 0.85% centrifugando a 4500g por 

10 minutos. Finalmente se resuspendió el botón celular en 10mL de solución salina al 

0.85%. Antes de resuspender el botón celular por última vez se adicionaron únicamente 

5mL de solución salina al 0.85%, se resuspendió y se midió la densidad celular (óptica) 

a 540nm. La lectura debe ser cercana a 1 en absorbancia. El valor de 1 de D.O nos indica 

que la muestra del inóculo tiene aproximadamente 1x109 UFC/mL.  Se transfirió 1mL de 

inóculo ajustado, a un tubo de ensaye con 9mL de solución salina para diluirlo a 1x108 

UFC/mL. La dilución de 1x107 UFC/mL se prepara transfiriendo 5mL de la dilución 

anterior a 45mL de solución salina al 0.85%. 

Para la inoculación de las plántulas de mezquite se prepararon 300mL de la suspensión de 

Azospirillum brasilense ajustada a 107 UFC por mL, de esta suspensión se vertieron 50mL 
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en 6 vasos de precipitado de 100mL, y posteriormente se colocaron 20 plántulas en cada 

vasos y se embebieron las raíces durante 4 horas. 

 

6.3.6 Trasplante al sistema aeropónico 

El sistema aeropónico está conformado por 4 cajas de acrílico negro, cada una 

funcionando como réplicas de bioensayo.  

El trasplante de las plantas no inoculadas se realizó después del proceso de la 

germinación, para el caso de las plántulas inoculadas con Azospirillum brasilense, el 

trasplante se realizó después de la incubación de 4 horas, tomándolas del tallo con 

cuidado para no lastimar las raíces, colocando espuma de poliuretano alrededor de la 

plántula, entre la parte inferior del tallo y el cuello de la raíz. Posteriormente se insertó 

una plántula en cada orificio del sistema aeropónico. Se colocaron 30 plántulas en cada 

una de las cajas, después de la trasplantación se inicio el monitoreo de pH cada hora 

durante el tiempo del bioensayo. 

6.3.7. Determinación de los programas del tiempo para el riego del sistema aeropónico 

Para la determinación de los tiempos de riego adecuados para el crecimiento del mezquite 

se evaluaron 3 tiempos; el primero fue de 30 segundos encendido y 15minutos apagados; el 

segundo fue de 15 segundos encendido y 15 minutos apagados; y en el tercero se acoplaron 

dos Timer, uno que mantenía un ciclo de 15 minutos encendido y 45 minutos apagado y el 

otro que controlaba el riego de los 15 minutos encendidos en pequeños ciclos de 5 

segundos encendido y 1 minuto apagado. La evaluación para estos ciclos fue de 9:00 a 

17:00 hrs durante un día y los criterios fueron humedad de la raíz, apariencia saludable de 

la plántula, es decir turgencia, coloración de hojas verdaderas y hojas cotiledonares, además 

de presentar volumen suficiente de muestreo para la medición de pH. 
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6.3.8. Determinación de la mínima concentración de solución Hoagland requerida 

para el crecimiento del mezquite 

Para evaluar que concentración de solución Hoagland  debería ser utilizada en la nutrición 

de las plántulas de mezquite se propusieron tres concentraciones: 5, 15 y 33% (ANEXO 2); 

estas concentraciones fueron evaluadas en tres bioensayos, con duración de 19 días. En 

estos experimentos no se utilizaron la misma cantidad de plántulas;  en 33%  se utilizaron 

23 plántulas, en 15% se utilizaron 30 plántulas, en 5% se utilizaron 22 plántulas. Esto 

debido a la variación de la germinación, ya que Prosopis es un árbol silvestre por lo que se 

requiere considerar el porcentaje de germinación para tener  un número considerable de 

plántulas. En estos experimentos se utilizaron tres criterios de evaluación; apariencia 

saludable de la plántula es decir turgencia, pigmentación (en hojas verdaderas y 

cotiledones), y crecimiento (altura de vástago y  longitud de raíz) de las plántulas mezquite.  

Este experimento se realizó con la finalidad de conocer la dinámica de crecimiento de 

plántulas (relación vástago-raíz) en los tres bioensayos y para poder evaluar correctamente 

el efecto la inoculación por Azospirillum brasilense. 

 

6.3.9. Medición de pH 

La medición de pH se realizó después trasplante al sistema aeropónico en el invernadero. 

Cada hora durante el período de experimentación de cada tratamiento, se tomó una alícuota 

de 20mL por quintuplicado de solución nutritiva del flujo de retorno de cada caja que 

conforma el sistema; posteriormente  se introdujo el electrodo en cada uno de estos vasos 

precipitados de los muestreos para medir el pH en los diferentes tiempos determinados. El 

bioensayo tuvo una duración de 2 días y se evaluaron los diferentes tratamientos, estos 

fueron plántulas no inoculadas, inoculadas con Azospirillum brasilense Sp245, 

Azospirillum brasilense Faj164  y  Azospirillum brasilense Faj009. 
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6.3.10.  Medición de vástago 

Al finalizar cada bioensayo se tomó un grupo de 5 plántulas de cada uno de los tratamientos 

de cada caja y se realizó la medición directa de la parte aérea de las plántulas. Se colocó el 

vástago sobre un plano de cristal encima de una hoja milimétrico. El vástago previamente 

humedecido con agua destilada se estiró con fuerza para lograr la medición precisa (Böhm, 

1979). 

 

6.3.11. Medición de Raíz 

 En las 5 plántulas tomadas  para medir el vástago se les midió también la raíz. Se colocó la 

raíz previamente humedecida con agua destilada sobre un plano de cristal encima de una 

hoja milimétrica y se estiró con fuerza para lograr la medición precisa (Böhm, 1979). 

 

6.4. Determinación del efecto de la inoculación con A. brasilense en el flujo de 
protones y evaluación de la colonización de A. brasilense  en la raíz del mezquite en 
presencia de amonio y nitrato 
 

Para definir el efecto de las tres cepas de A. brasilense  en el flujo de protones, se evaluaron 

seis parámetros los cuales fueron pH de la solución nutritiva del  flujo de retorno del 

sistema aeropónico, longitud de vástago, longitud de la raíz, superficie de raíz y peso seco 

de raíz, además la colonización de las diferentes cepas en el sistema radical de las plántulas 

de mezquite nutridas con dos fuentes de nitrógeno,  0.5Mm (NH4)SO4  y 2 mM 

Ca(NO3)2.NO3 (Figura 3). 
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Figura 3.  Descripción del objetivo 2. 
 

 
 

 

6.4.1. Estimación de superficie de raíz por el método de analizador de imagen 

La medición de superficie de raíz se realizó mediante  un equipo fotodocumentador Bio 

Rad Molecular Imager Gel Doc XR Imaging System, por medio del cual se tomó la 

imagen de las raíces y posteriormente se medió el contorno de la raíz. Esta medición fue 

ajustada mediante un coeficiente que se calculó a partir de la calibración del equipo en 

cm2  y posteriormente se realizó la conversión a mm2 (Figura 4). 
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Figura 4. Plántulas no inoculadas, caja 2 alimentadas con amonio como única fuente de 
nitrógeno en solución nutritiva. 

 

6.4.2. Peso seco 

Para determinar el peso seco de la raíz de la plántula, se tomo un grupo de 5 plántulas, se 

enjuagó cada una con agua destilada y se colocaron en bolsitas individuales de papel 

estraza, se dejaron secar en una mufla eléctrica a temperatura  de 60 a 72˚C por un periodo 

de 72 horas (Schuurman and Goedewaagen, 1971), transcurrido el tiempo se pesaron las 

raíces en una balanza analítica. 

 

6.4.3. Evaluación de la colonización de bacterias en la raíz de mezquite mediante la 

técnica de Hibridación Fluorescente in situ (FISH) 

Al finalizar los bioensayos de cada tratamiento con las dos fuentes de nitrógeno (NH4
+, 

NO3
-),  se tomó un grupo de 5 sistemas de raíces por cada una de las cajas del sistema y se 

les realizó el procedimiento de la técnica de FISH el cual consistió en los siguientes pasos: 

 

Fijación del cultivo puros: Para tener la referencia de la visualización de cada cepa de 

Azospirillum brasilense, se realizó la fijación de los cultivos puros, por lo que se realiza el 

proceso  del apartado 6.6 hasta tener una concentración aproximada de 1x109 UFC/mL. Se 
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transfirieron 5mL de inóculo ajustado, a un tubo eppendorff de 50mL con 45mL de 

solución salina para diluirlo a 1x108 UFC/mL. Se hicieron sucesivos lavados con 1x PBS 

(Buffer de fosfatos salino)  y la pastilla celular se resuspendió en 1mL de PFA (ρ -

formaldehido al 4%) frió y se dejo en refrigeración por 3 horas. 

Las muestras se lavaron 3 veces con 1x PBS para eliminar el PFA ((ρ-formaldehido al 4%), 

luego se resuspendieron en una mezcla de etanol y 1xPBS en proporción 1:1. Se 

preservaron en congelador a -20ºC hasta que fueron utilizadas. 

Fijación  las muestras de raíz: se utilizaron 5 plántulas al azar para ser analizadas por la 

técnica de FISH. A cada plántula se le cortó el último tercio de  la raíz (aproximadamente 

3cm) es decir de la zona pilífera a la cofia y se colocaron en un tubo eppendorff de 1.5mL. 

Se lavaron tres veces con 1mL de PBS. Una vez lavados se resuspendieron en 1 mL de PFA 

en frío y se dejaron en incubación por 3 horas como mínimo. Cada raíz que se encontraban 

en incubación se lavó 3 veces con 1X PBS  para eliminar el PFA, luego se resuspendieron 

cada una de las 5 raíces en una mezcla de etanol y 1X PBS en proporción 1:1 y se 

preservaron en el congelador a -20ºC hasta su posterior análisis. 

Montaje los cultivos puros: Las tres diferentes cepas de A. brasilense se retiraron del 

congelador y se realizaron dos lavados con 1mL 1xPBS y se centrifugaron 3500 rpm 

durante 5minutos; después de los lavados, se disolvieron en 10mL de solución salina al 

0.85%, finalmente se tomaron 5μL  y se colocaron en cada lamina por triplicado. Las 

laminillas se prepararon y limpiaron previamente con  solución de KOH etanólico, y 

cubrieron con una solución de gelatina (0.1% de gelatina p/v y 0.01%  de sulfato crómico 

de potasio p/v), finalmente las laminillas se dejaron secar en una mufla eléctrica a 30˚C  

por 15 min. 

Montaje de las muestras de raíz: Las raíces se retiraron del congelador y lavaron tres veces 

con 1mL 1xPBS. Después de los lavados, se realizaron cortes histológicos en la raíz, 

seleccionando la cofia y la zona pilífera. Estos fragmentos fueron adheridos a portaobjetos 

de vidrio con agarosa al 0.25%.  

Deshidratación: Después de el montaje de las raíces o el cultivo puro según el caso, se 

deshidrataron  utilizando tres concentraciones de etanol: 50, 80 96%(v/v), dejando las 
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muestras por tres minutos en cada solución de etanol, consecutivamente. Una vez concluido 

este proceso, las muestras se secaron a temperatura ambiente durante 20-30 minutos. 

Hibridación: Las muestras deshidratadas se hibridizaron con 4 sondas de oligonucleótidos; 

tres de estas sondas se mezclaron de forma equimolar EUB-338 I (Amann et al., 1990), II y 

III (Daims et al., 1999)  las cuales combinadas tienen una especificidad para casi todo el 

dominio Bacteria. Estas sondas de oligonucleótidos tienen adheridas el fluorocromo Cy3 

que tiene fluorescencia de color rojo. La otra sonda utilizada fue la Abras 1420 (Stoffels et 

al., 2001) con especificidad para Azospirillum brasilense, la cual tiene adherido un 

fluorocromo  FITC que tiene fluorescencia de color verde. Se  añadieron 4μL de la mezcla 

equimolar, y 4μL de Abras 1420 para posteriormente combinarse con 40μL  de buffer de 

hibridación (Tabla 1) y finalmente se agrego a la muestra, y estas se colocaron dentro de 

tubos de 50mL que contenían papel secante humedecido con buffer de hibridación, los 

tubos se introdujeron en la cámara de hibridación VWR (Modelo 5430) por un periodo de 

2-3 horas a una temperatura constante de 46˚C y en condiciones mínimas de intensidad 

luminosa. 

Tabla 1. Composición de buffer de lavado y buffer de hibridización. 
% Formamida 

 
35% 45% 

Tipo de buffer Buffer de 
hibridación 

Buffer de  
lavado 

Buffer de 
hibridación 

Buffer de  
lavado 

5M NaCl 360 μL 700 μL 360 μL 300 μL 

1M Tris/HCl pH 8.0 40 μL 1000 μL 40 μL 1000 μL 

Formamida 700 μL ---------- 900 μL --------- 

0.5 M EDTA pH 8.0 --------- 500 μL --------- 500 μL 

10% SDS 2 μL 50 μL 2 μL 50 μL 

ddH2O 900 μL Completar a 50 m  700 μL Completar a 50 m  

 

Lavado de la hibridación: Al terminar el tiempo en la cámara de hibridación, las laminillas 

fueron sumergidas en el buffer de lavado (Tabla 1) durante 10 minutos, el cual se calentó 

previamente en baño maría a 48˚C. Posteriormente, se detuvo la hibridación agregando a 

las laminillas agua desionizada a una temperatura de 4˚C; después las laminillas se secaron 
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y se guardaron en una caja hermética para almacenarse hasta su posterior análisis. Previo a 

su observación en el microscopio, se adicionó una gota de protector de fluorescencia 

Citrifluor  AF-1 (Electron Microscopy Sciences, Hattfield, PA), para la observación en 

microscopio óptico de epifluorescencia. 

 

6.4.4. Detección de Azospirillum brasilense en raíz por Microscopía óptica fluorescente 

La detección de A. brasilense en las muestras de raíz se llevó a cabo empleando un 

microscopio óptico de epifluorescencia (OLYMPUS BX41), realizando la observación con 

un lente de inmersión en aceite con una magnificación de 100x. La fluorescencia fue 

detectada por un canal o filtro de los tres que componen el microscopio: el filtro Cy3 con 

un rango máximo de excitación de luz de 552nm y un rango máximo de emisión de luz de 

565nm que presenta la fluorescencia detectada en color rojo y el filtro FITC con un rango 

máximo de excitación de luz de 395-475nm y un rango máximo de emisión de luz de 

510nm el cual presenta la fluorescencia detectada en color verde. La captura de la imagen 

se realizó con una cámara digital (Evolution VF) integrada al microscopio, y las 

micrografías se procesaron con el apoyo de un analizador de imágenes (Image Pro Plus 

6.3.1.542). El procesamiento de las imágenes consistió en la sobreposición de las imágenes 

tomadas con el filtro Cy3 (rojo)  y FITC (verde). Debido a la especificidad de las sondas 

utilizadas para FISH, la fluorescencia detectada con el filtro Cy3 corresponde a todas las 

bacterias presentes en la muestras, mientras que la fluorescencia detectada con el filtro 

FITC corresponde solo el género Azospirillum y especie brasilense. Partiendo de esta 

premisa entonces la sobreposición de las dos imágenes nos darán como resultado la 

identificación de Azospirillum brasilense en color amarillo mientras que el resto de las 

bacterias en color rojo (Figura 4). 
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Figura 5. Representación gráfica del fundamento para la identificación de A. brasilense 
por FISH. La sobreposición de las imágenes de los filtros FITC y Cy3, muestran el color 
amarillo que indica la identificación de A. brasilense. 
 

6.4.5. Conteo de microorganismos 

Se realizaron conteos de microorganismos en la raíz del mezquite, al finalizar  los 

bioensayos de cada una de las tres cepas de Azospirillum brasilense evaluadas y nutridas 

con dos fuentes de nitrógeno (NH4
+ y NO3

-). El tipo de conteo seleccionado fue el de 

conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) en caja petri. Para esta determinación se 

utilizaron un grupo de 9 raíces por cada tratamiento de las tres cepas de Azospirillum 

brasilense, a este grupo de raíces se les realizó un corte de el último tercio de  la raíz 

(aproximadamente 3cm) es decir de la zona pilífera a la cofia y se colocaron en un tubo 

eppendorff de 1.5mL, para posteriormente adicionarles un 1mL de solución salina 0.85%. 

Se agitó vigorosamente durante 20 segundos para desprender las bacterias de la raíz de esta 

suspensión y se hicieron diluciones desde 10-1 a 10-5, para las raíces inoculadas con las tres 

cepas de Azospirillum brasilense y nutridas con NH4
+ como única fuente de nitrógeno, se 

seleccionaron las diluciones 10-3 a 10-5. Para las raíces inoculadas con las tres cepas de 

Azospirillum brasilense y nutridas con NO3
- como única fuente de nitrógeno, se 

seleccionaron la suspensión sin dilución y la dilución 10-3. Posteriormente se tomó una 

alícuota de 100μL de cada suspensión para verterse sobre una placa de caja petri con medio 

de cultivo solido selectivo  OAB con rojo Congo para el género Azospirillum (Bashan y 

Levanony, 1985). Esto se realizó por triplicado, incubándose finalmente las cajas petri a 

30ºC durante 14 días. 
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6.4.6 Aislamientos, descripción e identificación de colonias 

De las cajas petri con medio selectivo utilizadas para el conteo microbiano se realizaron  

aislamientos de las colonias que presentaran diferentes morfologías y se describió su forma, 

color, elevación y margen. 

 

6.4.7. Análisis estadísticos 

Para evaluar los resultados obtenidas de cada parámetro se realizaron análisis de varianza 

de una vía ANDEVA con un nivel de significancia de p< 0.05 y una prueba a posteriori de 

Fisher de DMS, con el fin de detectar las diferencias entre los efectos de las tres cepas de 

Azospirillum brasilense con respecto al control. Además se realizo una prueba de T de 

Student con un nivel de significancia de p<0.05 para ver si existían diferencias 

significativas entre las dos fuentes de nitrógeno (NH4
+ y NO3

-). Para ello se utilizó el 

software ESTATISTICA 7.0 de Windows, mientras que para la realización de las gráficas 

se utilizó el programa SIGMA PLOT 10.0. En los gráficos se representa el promedio de los 

tratamientos y el error estándar.  
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7. RESULTADOS 
 

7.1 Estandarización del sistema aeropónico 

Los resultados obtenidos con respecto a la estandarización del sistema aeropónico se 

evaluaron en función del crecimiento de las plántulas de mezquite y se consideró: a) 

tiempos de riego de las plántulas; b) concentración mínima requerida para la evaluación 

del crecimiento del mezquite; y c) estandarización del muestreo de pH, estos se 

muestran a continuación. 

7.1.1 Determinación de los tiempos de programación del Timer de riego del 

sistema aeropónico 

Los resultados obtenidos en los tres experimentos mostraron que las raíces se 

mantuvieron húmedas durante todo el día; además se observó apariencia saludable en las 

plántulas; sin embargo en el experimento 3, donde las condiciones de riego fueron 

controladas por dos Timers, uno que mantenía un ciclo de 15 minutos encendido y 45 

minutos apagado y el otro que controlaba el riego de los 15 minutos encendidos en 

pequeños ciclos de 5segundos encendido y 1 minuto apagado, se encontró que el 

volumen de muestreo fue mayor a 20mL lo que nos facilita hacer mediciones hasta por 

quintuplicado cada hora (Tabla 2). 

Tabla 2. Evaluación de tiempos de riego del sistema aeropónico. 

Criterio de evaluación 
Experimentos 1 2 3 

Humedad de la raíz SI SI SI 
Suficiente Volúmen* 20mL 10mL 20mL  + 

Apariencia saludable de la 
plántula 

SI SI SI 

                      *Volúmen evaluado cada hora. 
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7.1.2 Determinación de la mínima concentración de solución Hoagland requerida 

para el crecimiento del mezquite 

Al determinar la mínima concentración requerida para el crecimiento del mezquite se 

evaluó la longitud de la raíz y  la longitud del vástago (Tabla 3).  

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas en la longitud de las raíces 

y los vástagos de los tres tratamientos (Tabla 3 y Figura 6). El tratamiento con solución 

Hoagland al 5% presenta un rango más amplio en crecimiento de las plántulas y una 

relación vástago- raíz de 0.9, es decir que tanto vástago como raíz presentan un  valor 

cercano a la unidad y es adecuado para evaluar la respuesta en la inoculación con las 

cepas de Azospirillum brasilense, es decir, de esta manera podemos determinar con 

claridad en que parte de la planta es más notorio el efecto si en la parte aérea o en la 

parte de la raíz. 

Tabla 3.  Diferencias en la longitud de vástago y raíz a diferentes concentraciones de 
sol. Hoagland. 

Experimentos 

Sol. Hoagland 33% 15% 5% 

Vástago 10-13cm 5-14cm 8-15.5cm 
Raíz 13-30cm 3-14cm 4-24.5cm 
Vástago/Raíz 0.6 1.2 0.9 
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Figura 6. Crecimiento de las plántulas en las tres concentraciones de solución 
Hoagland. Las barras representan las medias de las muestras y los bigotes el error 
estándar. Diferentes letras minúsculas indican diferencias significativas entre los 
tratamientos, según pruebas  ANDEVA de una vía seguida de un análisis a posteriori de 
DMS de Fisher a p< 0.05. 
 

7.1.3 Medición de pH 

Al analizar los resultados obtenidos en las mediciones de pH realizadas al flujo de 

retorno que irriga las raíces de las plántulas no inoculadas (control) se observo un pH 

promedio de 7.9; seguido por el tratamiento de las plántulas inoculadas con Azospirillum 

brasilense Sp245 en donde se observó un pH de 7.7 ligeramente menor al reportado por 

las plántulas control; contrario a este resultado las plántulas tratadas con Azospirillum 
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brasilense Faj164 presentaron un pH de 5.7 y con el pH menor se observó a las plántulas 

tratadas con Azospirillum brasilense Faj009 con 5.3 (Figura7). 

 

 

Figura 7.  Mediciones de pH del control y los tres tratamientos  No inoculadas;  
A. brasilense Sp245; A. brasilense Faj164; A. brasilense Faj009. Las barras 
representan las medias de las muestras y los bigotes el error estándar. Diferentes letras 
minúsculas indican diferencias significativas entre los tratamientos, según pruebas  
ANDEVA de una vía seguida de un análisis a posteriori de DMS de Fisher a p< 0.05 

 
 

Cabe mencionar que las dos últimas cepas están modificadas genéticas  en cuanto a la 

producción de óxido nítrico (Faj164) y a la producción de AIA (Faj009), ambas a partir 

de la cepa silvestre Azospirillum brasilense Sp245 y que las plántulas son nutridas con 

dos fuentes de nitrógeno, ion amonio que es un activador del flujo de protones y el ion 

nitrato que es un inhibidor del flujo de protones   (Molina- Favero et al., 2008; Bashan y 

Levanony, 1989). 

 

 Estos datos  también se analizaron con el fin de saber si las cuatro cajas que conforman 

el sistema aeropónico pueden ser utilizadas como replicas de los experimentos, siendo 
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analizado de acuerdo a un análisis de varianza (ANDEVA) por una vía a P<0.005, y no 

se encontró diferencias significativas entre las cajas, esto nos indica que las cajas pueden 

ser consideradas  replicas de experimento (Figura 8). 

Figura 8.  Medición de pH de los tratamientos con sus respectivas replicas. Las barras 
representan las medias de las muestras y los bigotes el error estándar. Diferentes letras 
minúsculas indican diferencias significativas entre los tratamientos. 

 
 

Estos datos de pH también se analizaron con respecto a las horas de medición, 

observando que hay diferencias significativas; entre los mediciones realizadas al flujo de 

retorno que irriga las plántulas no inoculadas (control) y las tratadas con las tres cepas de 

Azospirillum brasilense; en el control estas diferencias se deben principalmente a la 

fenología (eventos periódicos naturales involucrados en la vida de las plantas) de 

Prosopis articulata  y  en el caso de las plántulas inoculadas con Azospirillum brasilense 

podemos decir que se deben a la fenología y al efecto que cada una de las cepas 

evaluadas causa en las plántulas de mezquite (Prosopis). 
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Por otra parte, se observa que el efecto es más notorio dentro de las primeras 20 horas 

del monitoreo (Figura 9) esto es consistente con lo observado por Bashan et al, 1989 en 

plántulas de trigo. 

Figura 9.  Medición de pH de los tratamientos con sus respectivas replicas. El control y 
los tratamientos están representados con colores diferentes a) plántulas no 
inoculadas, b)  plántulas inoculadas con A. brasilense Sp245, c)  plántulas 
inoculadas con A. brasilense Faj164, d)  plántulas inoculadas con A. brasilense 
Faj009. 
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7.2 Determinación del efecto de la inoculación con A. brasilense en el flujo de 
protones y evaluación de la colonización de A. brasilense en la raíz del mezquite en 
presencia de amonio o nitrato 
 

El efecto que presentan las tres cepas de A. brasilense inoculadas a las plántulas de 

mezquite cultivadas en un sistema aeropónico con dos fuentes de nitrogenadas (NH4
+ o 

NO3
-), se evaluó en función del crecimiento de las plántulas de mezquite y se consideró; 

a) la medición de pH del flujo de retorno que rocía las raíces de las plántulas de 

mezquite control y las tratadas con A. brasilense, b) estimación de la superficie de la 

raíz, c) peso seco de la raíz y d) colonización de las cepas de A. brasilense en la raíz,  

continuación se muestran siguiendo este mismo orden. 

7.2.1.1 Medición de pH 

Al comparar los datos obtenidos en el monitoreo de pH del flujo de retorno que rocía las 

raíces de las plántulas de mezquite, se determinaron si existían diferencias entre las 

plántulas no inoculadas (control) y  las plántulas inoculadas con  las cepas  de A. 

brasilense, encontrándose diferencias significativas, siendo más notorias en las plántulas 

inoculadas con las cepas mutantes Faj164 y Faj009, porque muestran comportamiento 

opuesto dependiendo la nutrición nitrogenada. 

Cuando las plántulas tienen disponible amonio como única fuente de nitrógeno la cepa 

Faj009 presenta el menor pH, sin embargo cuando las plántulas tienen disponible nitrato 

como única fuente de nitrógeno la cepa Faj164 presenta el menor pH (Figura 10).  

Estos resultados sugieren que la nutrición de la planta influye en el efecto de las cepas 

sobre las plántulas de mezquite. Por otra parte estos resultados sugieren que existen 

compatibilidad entre Azospirillum brasilense  y las plántulas de mezquite. Esto es 

consistente a lo reportado por otros autores que surgieron especificidad de las cepas 

Azospirillum brasilense  por las plantas  con metabolismo C3  como el mezquite (Baldani 

y Döbereiner, 1980; Baldani et al., 1986) 
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Figura 10. Medición de pH de la solución nutritiva con una sola fuente de nitrógeno, 
amonio o nitrato. El control y los tratamientos están representados con colores 
diferentes. a)  plántulas no inoculadas; b)  plántulas inoculadas con A. brasilense 
Sp245; c) plántulas inoculadas con A. brasilense Faj164; d) plántulas inoculadas 
con A. brasilense Faj009. Las barras representan las medias de las muestras y los bigotes 
el error estándar. Diferentes letras minúsculas indican diferencias significativas entre los 
tratamientos.  
 

7.2.1.2  Determinación de superficie de raíz 

Los resultados obtenidos en superficie de raíz de las plántulas no inoculadas y  plántulas  

inoculadas de cada tratamiento, nutridas con amonio o nitrato como única fuente de 

nitrógeno, mostraron que en los cuatro experimentos con fuente de amonio como única 

fuente de nitrógeno existen diferencias significativas entre los tratamientos y el control, 



36 

principalmente en el tratamiento con A. brasilense Faj009, el cual presento mayor rango 

en superficie de raíz (Figura 11), seguido de la cepa A. brasilense Sp245, y la cepa A. 

brasilense Faj164. En último lugar encontramos las plántulas no inoculadas que 

presentaron menor superficie de raíz. 

Por otra parte, observamos que  las plántulas que tienen disponible nitrato como única 

fuente de nitrógeno, no presentaron diferencias significativas con respecto al control 

(plántulas no inoculadas), es decir que la inoculación con A. brasilense  no presentó 

efectos en superficie de raíz (Figura 11). 

 

Figura 11. Estimación de superficie de raíz de las plántulas que tiene disponible una 
sola fuente de nitrógeno, amonio o nitrato. El control y los tratamientos están 
representados con colores diferentes. a)  plántulas no inoculadas; b)  plántulas 
inoculadas con A. brasilense Sp245; c)  plántulas inoculadas con A. brasilense 
Faj164; d)  plántulas inoculadas con A. brasilense Faj009. Las barras representan las 
medias de las muestras y los bigotes el error estándar. Diferentes letras minúsculas 
indican diferencias significativas entre los tratamientos.  
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7.2.1.3 Determinación de peso seco de la raíz 

Al analizar los datos obtenidos en las plántulas no inoculadas y plántulas  de cada  

tratamiento, nutridas con amonio o nitrato como única fuente de nitrógeno, se observo 

que las plántulas nutridas con amonio e inoculadas con A. brasilense Faj164  

presentaron diferencias significativas respecto al control (Figura 12).  

 

Figura 12.  Peso seco de raíz de las plántulas nutridas con una sola fuente de nitrógeno, 
amonio o nitrato. El control y los tratamientos están representados con colores 
diferentes. a)  plántulas no inoculadas; b)  plántulas inoculadas con A. brasilense 
Sp245; c)  plántulas inoculadas con A. brasilense Faj164; d)  plántulas 
inoculadas con A. brasilense Faj009. Diferentes letras minúsculas indican diferencias 
significativas entre los tratamientos.  
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Sin embargo, las plántulas nutridas con nitrato no presentaron diferencias significativas 

con respecto a las plántulas no inoculadas, mostrando que la inoculación con A. 

brasilense  no tiene efecto en las plántulas nutridas con esta fuente de nitrógeno. 

7.2.1.4  Evaluación de la colonización de A. brasilense en la raíz de mezquite 

 Para la evaluación de la colonización de A. brasilense se estandarizó la técnica de FISH 

con cultivos axénicos de las tres cepas con el propósito de obtener un patrón de 

referencia de las bacterias y poder ubicarlas con facilidad sobre la raíz (Figura 13). 

 

Figura 13. Micrografías de las tres cepas están ordenadas por filas; a) A. brasilense 
Sp245, b) A.brasilense Faj164 y c) A. brasilense Faj009 obtenidas con el filtro rojo Cy3 
que determina al dominio bacteria, el filtro verde FITC que es específico  para visualizar 
A. brasilense  y  la sobreposición de las imágenes de ambos filtro en color amarillo, que 
indica que el microorganismo es una bacteria que pertenece al género y especie  A. 
brasilense.  
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Después de estandarizar la técnica se evaluó la colonización de las cepas en las raíces de 

mezquite nutridas con amonio, encontrando las tres cepas de A. brasilense al finalizar 

los bioensayos (Figura 14) 

 

Figura 14. Micrografías de las raíces nutridas con amonio están ordenadas en filas a)  
Raíces no inoculadas b) Raíces inoculadas con A. brasilense Sp245, c) Raíces 
inoculadas con A.brasilense Faj164 y d)  Raíces inoculadas con A. brasilense Faj009, 
obtenidas con el filtro rojo Cy3 que determina al dominio bacteria, el filtro verde FITC 
que es específico  para visualizar A. brasilense  y  la sobreposición de las imágenes de 
ambos filtro en color amarillo, que indica que el microorganismo es una bacteria que 
pertenece al género y especie  A. brasilense. 
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Por otra parte, se evaluó la colonización de las tres cepas de A. brasilense en las raíces 

de las plántulas nutridas con nitrato y no encontramos presencia de las cepas sobre la 

superficie de la raíz  en ninguno de los dos filtros, al finalizar los bioensayos. (Figura 

15). 

 

Figura 15. Micrografías de las raíces nutridas con nitrato ordenadas en filas; a)  Raíces 
no inoculadas b) Raíces inoculadas con A. brasilense Sp245, c) Raíces inoculadas con 
A.brasilense Faj164 y d) Raíces inoculadas con A. brasilense Faj009 obtenidas con el 
filtro rojo Cy3 que determina al dominio bacteria, el filtro verde FITC que es específico  
para visualizar A. brasilense  y  la sobreposición de las imágenes de ambos filtro en 
color amarillo, que indica que el microorganismo es una bacteria que pertenece al 
género y especie  A. brasilense. 
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La presencia de las tres cepas de A. brasilense no se visualizan claramente en el filtro 

FITC especifico para A. brasilense, debido a que la concentración de la sonda se 

encontraba disponible solo a 30nmoles y la concentración optima es de 50nmoles, y la 

autoflorescencia de la raíz impide la visualización de esta sonda, además de que las 

raíces de mezquite presentan estructura robusta es decir presentan demasiada lignina, 

por lo que se sugiere que para mejora la visualización de la sonda específica para  A. 

brasilense se requiere realizar cortes histologicos. 

 

7.2.1.2 Conteo de las cepas de A. brasilense 

La inoculación de las plántulas de mezquite con cada una de las cepas de A. brasilense 

fue con 1x107 UFC/mL equivalente a 7 Log (UFC/mL). Al finalizar el bioensayo, se 

realizó el conteo de bacterias presentes en la raíz como se describe en el punto 6.4.5, 

obteniéndose diferencias significativas entre los tratamientos en ambas fuente de 

nitrógeno. 

En las plántulas nutridas con amonio la cepa A. brasilense Faj164 presentó 

aproximadamente 6.5  Log (UFC/mL). Este número es muy cercano al inicial, mientras 

que las cepas A. brasilense Sp245 y Faj009 presentaron un valor de 5.7 Log (UFC/mL) 

aproximadamente. Por otra parte, en las plántulas nutridas con nitrato la cepa A. 

brasilense Sp245 presentó aproximadamente 5.3  Log (UFC/mL) siendo el mayor 

número de bacterias con respecto a los otros tratamientos. La cepa A. brasilense Faj164 

presentó aproximadamente 4.8  Log (UFC/mL) y la cepa A. brasilense Faj009 presentó 

aproximadamente 4.2  Log (UFC/mL) el menor número de bacterias de los tratamientos 

(Figura 16). 

Estos resultados mostraron que las plántulas nutridas con nitrato (inoculadas con la cepa 

A. brasilense Sp245) disminuyó la colonización en un 22%; la cepa A. brasilense Faj164 

disminuyo en un 28% y la cepa A. brasilense Faj009 disminuyo en un 36%. Estos 

resultados se calcularon estimando que Azospirillum brasilense es capaz de colonizar la 

raíz en un 90% cuando embebimos la raíz durante 4 hrs a una concentración de 1x107 

UFC/mL. 
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Figura 16. Conteo de A.brasilense de las plántulas nutridas con una sola fuente de 
nitrógeno, amonio o nitrato, respectivamente. Los tratamientos están representados con 
diseños diferentes para las plántulas inoculadas con A. brasilense Sp245 ; inoculadas 
con A. brasilense Faj164 ; inoculadas con A. brasilense Faj009 , y la linea  
dentro las gráficas indica la cantidad de la inoculación de las cepas al inicio del 
experimento. Las barras representan las medias de las muestras y los bigotes el error 
estándar. Diferentes letras minúsculas indican diferencias significativas entre los 
tratamientos.  
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7.2.1.3 Aislamientos, descripción e identificación de colonias de A. brasilense 

Se obtuvieron 8 morfotipos coloniales de los cuales solo 7 se pudieron aislar y resembrar 

en medio solido, OAB medio selectivo para bacterias fijadoras de nitrógeno como el 

género A. brasilense y posteriormente fueron resembradas en agar nutritivo medio solido 

para descartar alguna posible contaminación (Figura 17).  

 

Figura 17. Morfotipos coloniales encontrados en las plántulas de mezquites inoculadas 
con las cepas de A. brasilense, aisladas y sembradas en medio solido OAB. La 
descripción de las colonias se encuentra en la Tabla 4. 
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Los  8 morfotipos se encontraron en las raíces inoculadas con las tres cepas de A. 

brasilense,  al finalizar el bioensayo con duración de tres días en las plántulas nutridas 

con amonio y nitrato, respectivamente (Tabla 4). 

Tabla 4. Descripción de las diferentes colonias encontradas en las raíces inoculadas. 

Cepas Forma Elevación Margen Color 
A. brasilense 

♦ Sp245 
♦ Faj164 
♦ Faj009 

 
 

Circular Convexo Entero Amarillo a 

Circular Convexo Entero Rojo congo b 

Circular Convexo Entero Centro naranja y margen amarillo c 

Circular Pulvinado Entero Rojo tenue d 
Circular Similar umbonado Ondular Punto rojo y margen naranja e 

Puntiforme Convexo Entero Rojo congo f 
Puntiforme Convexo Entero Rosa tenue g 

NO AISLADA Irregular Plano Entero Rosa tenue h 

* Las letras minúsculas indican su ubicación en la Figura 6. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



45 

  8. DISCUSIÓN 
 

El sistema aeropónico es una herramienta que ofrece un medio no invasivo para 

examinar las raíces de plantas durante su desarrollo. También permite utilizar un gran 

número de parámetros (Stoner, 1993), como la capacidad de controlar con precisión los 

niveles de humedad en la zona de las raíces lo que hace ideal la aeroponía para el estudio 

de plantas endémicas de zonas áridas como el mezquite.  

Este estudio demuestra que el sistema aeropónico puede ser utilizado para cultivar 

plántulas de mezquite como alternativa de reforestación y mejorar su crecimiento con la 

adición de microorganismos rizosféricos promotores de crecimiento en plantas como 

Azospirillum brasilense, el cual es capaz de desarrollar diversos mecanismos entre los 

cuales se encuentra la bomba de protones (Bashan y Levanony, 1989a, 1989b, 1991; 

Bashan et al., 2004), que puede acidificar el apoplasto de la raíz del mezquite (Prosopis 

articulata) y favorecer el crecimiento de esta planta. 

Como parte de la estandarización del sistema se seleccionó la solución Hoagland al 5%, 

porque la relación vástago-raíz indica que crecen en la misma proporcionalidad en esta 

solución nutritiva, por lo que se puede evaluar el efecto de la inoculación con 

Azospirillum brasilense, más claramente y su potencialidad para su establecimiento a 

terreno definitivo. 

La inoculación de plantas con Azospirillum puede dar como resultado cambios 

significativos en varios parámetros de crecimiento, entre los que se encuentran el 

incremento en el peso seco total, incremento en el tamaño de planta e incremento en el 

desarrollo del sistema de raíces, tanto en longitud como en volumen. Sin embargo, dos 

factores pueden contribuir a la complejidad de la respuesta de la planta a la inoculación: 

la variedad de la planta cultivada, ya que cada una responde distinto a la inoculación 

(Arsac et al., 1990; Bouton et al., 1979; Millet et al., 1986) y la nutrición de la planta ya 

que puede modificar la acidificación de la rizósfera como se ha demostrado en varias 

especies de plantas tales como cacahuate, maíz (Schaller y Fischer, 1985) y en girasol 

(Römheld et al., 1984). En el presente trabajo se evalúo el efecto de la inoculación con 
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Azospirillum brasilense en plántulas de mezquite nutridas con amonio y nitrato.  

Considerando que el ion amonio puede incrementar en el flujo de protones  y de esta 

manera favorecer el desarrollo de la raíz, se desarrollaron pruebas experimentales que 

sustenten esta hipótesis. 

Los resultados obtenidos en el monitoreo de pH en plántulas de mezquite nutridas con 

amonio  y nitrato, presentaron un incremento en la acidificación del apoplasto de la raíz 

dentro de las primeras 24 horas después de la inoculación. Este efecto es similar al 

reportado en plántulas de trigo (Bashan et al., 1989). Las plántulas inoculadas con las 

tres diferentes cepas presentaron una disminución de pH en comparación con de las 

plántulas no inoculadas. Esto indica que la presencia de las tres cepas de A. brasilense en 

la raíces aumentó el  flujo de protones en el apoplasto de la raíz del mezquite; esto es 

consistente con lo reportado por Bashan y Levanony (1989a) en plántulas de trigo y 

Carrillo et al. (2002) en plántulas de cactus. Sin embargo, las dos cepas mutantes de A. 

brasilense Sp245 incrementan la acidificación dependiendo de la fuente de nitrógeno 

que tenga disponible la planta. La cepa mutante Faj164, que tiene una nitrato reductasa 

negativa periplasmica y que por lo tanto, no puede producir óxido nítrico a partir de 

nitrato pero si puede producir Acido Indolacético (AIA) como intermediario, en 

condiciones de nitrato como fuente de nitrógeno; aumentó en la acidificación. Por otra 

parte la cepa Faj009, que tiene atenuada la descarboxilasa indol-3-piruvato y por lo 

tanto, reducida la síntesis de AIA en un 90%, presenta aumento en la acidificación del 

apoplasto cuando la planta es nutrida con amonio, y este incremento es mayor que el 

producido por la Faj164. Molina-Favero et al. (2008) propusieron que la cepa Faj164 es 

capaz de producir 5.6nmolNO/g  y la cepa Faj009 es capaz de producir 120nmolNO/g, 

bajo condiciones aeróbicas y con nitrato como la única fuente de nitrógeno. Estos 

resultados sugieren que la cepa Faj009 que produce mayor acidificación cuando la 

plántulas son nutridas con amonio, es capaz de producir mayor oxido nitrito, el cual 

favoreció el desarrollo en la arquitectura de la raíz de tomate, independientemente de la 

capacidad de la bacteria para sintetizar  AIA (Molina-Favero et al., 2008). Esto es 

consistente con lo que obtuvimos en superficie de raíz del mezquite nutrido con amonio, 

donde la cepa Faj009 presento mayor superficie de raíz pero de menor densidad. Sin 

embargo la cepa Faj164 presentó mayor peso seco, es decir son más densas pero de 
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menor superficie de raíz. Esto podría ser una desventaja para las plántulas de mezquite 

porque estas necesitan poseer un sistema radical lo suficientemente desarrollado en 

longitud, para lograr establecerse en condiciones áridas, especialmente en sueles 

arenosos (Dalmasso et al., 1994). 

Por otra parte, las plántulas de mezquite nutridas con nitrato no presentaron diferencias 

significativas con respecto al control tanto en superficie de raíz como en peso seco. En 

este sentido Mantelin y Touraine (2003) mencionan que el desarrollo de la raíz y la 

captación del ion nitrato son independientes uno de otro y por lo tanto los efecto de 

inoculación con bacteria promotoras de crecimiento en plantas (siglas en PGPB) son 

más altos en plantas con niveles bajo de fertilización de nitrógeno en forma de nitrato, 

esta observación es coherente con lo sugerido por Okon (1985); Dobbelaere et al. 

(2002).  

Mediante la técnica de Hibridación Fluorescente in situ (FISH) se logró detectar la 

presencia de A. brasilense sobre la raíz de mezquite nutridas con amonio pero no en las 

que fueron nutridas con nitrato. Estos resultados contrastan con lo que Kapulnik et al. 

(1985) sugieren que la inoculación con Azospirillum Cd, mejora el desarrollo de las 

raíces y la cantidad de absorción con NO3
- (en sistema hidropónico).  Algunos estudios 

demuestran que ciertas plantas (de muchas variedades probadas) respondieron a la 

inoculación con una cepa de Azospirillum en particular (Bouton et al., 1979; García de 

Salomone y Döbereiner, 1996; Millet et al., 1986; Wani et al., 1985). Además se sugiere 

que la especificidad no es a nivel especie sino a nivel cepa como lo reportan Caballero-

Medallo et al. (1992), donde encontraron que los incrementos en rendimiento de trigo 

dependieron de la cepa de Azospirillum brasilense utilizada. 

 

Además, se sugiere que la colonización de la bacteria puede estar determinada por la 

nutrición de la planta. En este sentido, Bashan y Holguin (1993) mencionan que las 

células crecidas sin manganeso se anclaron a raíces de trigo en mayor concentración que 

células crecidas con manganeso. Sin embargo, si no se encuentran firmemente 

adheridas, las bacterias pueden ser fácilmente desprendidas de la raíz por el agua, 
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provocando que mueran ya que se ha demostrado que Azospirillum no sobrevive bien sin 

plantas (Bashan y Levanony, 1990; Bashan y Holguin, 1995). 

Con el fin de corroborar la ausencia de bacterias en la raíz de mezquite de plántulas 

nutridas con nitrato, se realizó el conteo bacteriano de las plántulas inoculadas con las 

tres cepas de A. brasilense, en ambas fuentes de nitrógeno teniendo como resultados que 

las plántulas nutridas con nitratos reducen su colonización, y esta es menor en la cepa 

Faj009, la cual reduce en un 36% la colonización al finalizar el bioensayo de tres días.  

En el aislamiento, descripción e identificación de colonias de A. brasilense se aislaron 

las 8 morfotipos, probablemente se deba a condiciones de estrés por temperatura. En este 

sentido Peoples y Craswell (1992), mencionan que Azospirillum spp. presenta mayor 

crecimiento entre 32 y 36ºC y no se conoce su respuesta a mayores temperaturas y 

disminuye de forma pronunciada por debajo de 30ºC. 

De los 8 morfotipos  se lograron aislar solo 7, creciendo en medio selectivo para 

bacterias fijadoras de nitrógeno, lo cual coincide con lo encontrado por Tarrand et al. 

(1974) quien reporta que el género Azospirillum presenta una morfología vibroide, 

pleomorfismo y movimiento en espiral. En este sentido Bashan et al.  (1991b) 

mencionan que las plantas de soya sin estrés hídrico presentan forma vibroide mientras 

que las que presentan problemas de estrés hídrico presentan marchitamiento de la planta 

y la bacteria presenta forma de quiste. Bleakley et al. (1988) mencionan  que bajo 

condiciones de estrés, las bacterias son capaces de producir quistes y flóculos (agregados 

visibles), los cuales incrementan su supervivencia. Estos fenómenos pueden también ser 

resultado de la edad (Sadavisan y Neyra, 1987)  o condiciones del cultivo. Sin embargo,  

se necesita más evidencia como el uso de técnicas moleculares para poder comprobar lo 

anterior. 
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9. CONCLUSIÓN 
 

♦ Las cepas de Azospirillum brasilense incrementan el flujo de protones de 

apoplasto de raíz del mezquite (Prosopis articulata). Sin embargo, las dos cepas 

mutantes de A. brasilense Sp245 incrementan la acidificación dependiendo de la 

fuente de nitrógeno que tenga disponible la planta.  

♦ El sistema aeropónico puede ser utilizado para cultivar plántulas de mezquite 

para reforestar y mejorar su crecimiento con la adición de bacterias promotoras 

de crecimiento en plantas (PGPB) como Azospirillum brasilense. 

♦ La cepa A. brasilense Faj009 incrementa la acidificación del apoplasto cuando 

las plántulas tienen disponible el ion amonio e incrementa  la superficie de raíz, 

lo cual puede favorecer el establecimiento de las plántulas a  terreno fijo.  

♦ La colonización de Azospirillum brasilense se favorece cuando las plántulas tiene 

disponible ion amonio como única fuente de nitrógeno. 

♦ Azospirillum brasilense es capaz de presentar morfotipos diferentes en respuesta 

a condiciones de temperatura mayores a 36ºC o menores de 30ºC aunque se 

requieren más estudio para comprobarlo. 
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ANEXO 1 
Medio BTB-1 con sales de OAB para cultivo de bacterias presentado por Bashan et al. 

(2011). 

Solución Gramos por 1000mL 

NaCl 1.2 

MgSO4  H 2O 0.25 

K2HPO4 0.13 

CaCl2 0.22 

K2SO4 0.17 

NH4Cl 1 

Na 2SO4 2.4 

NaHCO3 0.5 

Na 2CO3 0.09 

Fe(III)EDTA 0.07 

Triptona 5 

Gluconato 5 

Extracto de levadura 5 

Una vez se esteriliza el medio se ajusta el pH a 7. 
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ANEXO 2 
Solución nutritiva para plantas, presentada por Hoagland (1975). 

SUSTANCIA NUTRIENTE 
PROPORCIONADO 

CANTIDAD 
(g/L)stock 

NH4H2PO4 Nitrógeno, Potasio 23 

Ca(NO3)24H 2O Nitrógeno, Calcio 271.63 

CaCl 2 2H 2O Calcio 38.22 

MgSO4 7H 2O Magnesio, Azufre 98.6 

KNO3 Nitrógeno, Potasio 121.32 

 

EDTA, sal de fierro Quelante Ver 
apartado(*) 

H 3BO3 Boro 0.742 

MnCl2 4H 2O Manganeso, Cloro 0.087 

ZnCl2 Zinc, Cloro 0.3 

CuCl2 2H 2O Cobre, Cloro 2 

NaMoO 2H 2O Molibdeno 0.05 
 

(*) La solución de Fe-EDTA se prepara disolviendo 0.067 g de la sal disódica de EDTA 

en 25mL de agua destilada, se calienta y se agregan 0.0495 g de FeSO4 7H 2O y se agita 

vigorosamente. 
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ANEXO 3 
Solución nutritiva (Bashan et al. 1989). 

 

Reactivos Concentración (Mm) 

K2SO4 0.75 

Mg SO4 0.65 

KH2PO4 0.1 

(NH4)SO4 0.5 

CaSO4 0.5 

H3BO3 1x 10-2 

MnCl.4H2O 1x 10-4 

ZnSO4. 7H2O 0.5 x 10-5 

CuSO4 5H2O 0.5 x 10-5 

H2MoO4  .H2O 0.5 x 10-6 

 

En experimentos con nitrato como única fuente de nitrógeno se ocupa esta formulación  
sustituyendo  (NH4) SO4 y CaSO4 con 2 mM Ca (NO3)2. 
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