AISLAMIENTO Y EVALUACION DE BACTERIAS FIJADORAS DE

NITROGENO Y DISOLVENTES DE FOSFATOS EN LA PROMOCION

DEL CRECIMIENTO DE LA LECHUGA (Lactuca sativa L.)

Haydee B. Peria e Isbelia Reyes
RESUMEN

La necesidad apremiante de estrategias sostenibles y de bajo
impacto agricola en agricultura requiere del desarrollo de pre-
parados microbianos que mejoren la nutricion de las plantas.
Se propuso obtener bacterias promisorias como promotoras del
crecimiento, provenientes de la rizosfera y de las semillas de la
lechuga (Lactuca sativa L.). Se detectd la colonizacion rizos-
férica de por lo menos siete cepas de Rhizobium, identificadas
mediante una prueba de nodulacion con Phaseolus vulgaris y de
crecimiento en los medios GPA, ELMABAT, y NaCl 2, 3 y 5%.
Dichos rizobios disolvieron hidroxiapatita y en algunos casos
mostraron crecimiento en 22% NaCl. En los macerados de las
semillas se observé la presencia de bacterias enddfitas carac-

terizadas por su comportamiento microaerébico y productor de
dcido detectado por el viraje de verde a amarillo en el medio
Nfb-glucosa. Al evaluar el efecto de la inoculacion de dos rizo-
bacterias probablemente del género Rhizobium, las cepas 33 y
45, y otra de naturaleza endofitica, la cepa M, en semillas de
lechuga, se encontro que la cepa 33y el consorcio 3345 incre-
mentaron significativamente (p<0,05) el peso seco de las pldn-
tulas con 30 dias de edad en relacion al testigo no inoculado.
Aungque todas las cepas bacterianas produjeron AIA en ausencia
y presencia de triptdfano, éste no es el vinico pardmetro impli-
cado en la promocion del crecimiento de las pldantulas de le-
chuga.

NITROGEN FIXING BACTERIA AND PHOSPHATE SOLUBILIZERS ISOLATED IN
LETTUCE (Lactuca sativa L..) AND EVALUATED AS PLANT GROWTH PROMOTERS

Haydee B. Pefia and Isbelia Reyes
SUMMARY

The urgent need for sustainable and low environmental im-
pact strategies in agriculture requires the development of micro-
bial preparations that improve plant nutrition. The present work
was carried out with the purpose of obtaining promising growth
promoter bacteria from the rhizosphere and seeds of lettuce
(Lactuca sativa L.) plants. At least seven strains belonging to the
genus Rhizobium were detected as rhizosphere colonizers, iden-
tified with the nodulation test using Phaseolus vulgaris as host
plant and by their growth in GPA, YEM containing bromotimol
blue media and NaCl 2, 3 and 5% media. These rhizobia were
hydroxyapatite solubilizers, and in some cases they were able

to grow at 22% NaCl. Endophytic bacteria were isolated from
ground seeds and characterized by their microaerobic growth
and acid production, as revealed when turning from green to
vellow the Nfb-glucose medium. The inoculation into lettuce
seeds of two potential rhizospheric Rhizobium spp., strains 33
and 45, and the endophytic strain M, showed that strain 33 and
the consortium 3345 exhibited higher (p<0.05) dry weight of 30
day plantlets than the non-inoculated control. Even though all
bacterial strains produced IAA with and without tryptophane,
this is not the only parameter implicated in growth promotion of
lettuce plantlets.

Introduccion

Dada la necesidad de au-
mentar las respuestas de la
agricultura para la alimenta-
cién humana disminuyendo el
uso de agroquimicos, las in-
vestigaciones se han orientado
hacia el desarrollo de nuevas
biotecnologias. En los udltimos
afios ha habido un interés
creciente en los microorganis-

mos benéficos del suelo, ya
que éstos pueden promover
el crecimiento de las plantas
y en algunos casos también
evitar la infeccién del tejido
vegetal por patdgenos. Tales
microorganismos pueden ser
simbidticos o de vida libre.
En este ultimo caso estdn
asociados a las particulas del
suelo e interactian con las
raices de las plantas al en-

contrarse en los grdnulos de
suelo adheridos a las mismas
en la zona de la rizésfera,
donde son capaces de ejercer
un conjunto de interacciones
producto de la competencia
por nutrientes. Una de las
razones principales para esa
interaccién es la liberacién
de compuestos orgdnicos so-
lubles por exudacién de la
raiz de la planta (Benizri et

al., 2001; Bacilio-Jiménez et
al., 2003). Por su parte, los
microorganismos de la rizds-
fera estimulan la exudaciéon
de la raiz a través de la libe-
racion de variadas sustancias
producto de su metabolismo
(Lugtenberg et al., 2002).

El uso de microorganis-
mos rizosféricos como una
biotecnologia se ha lleva-
do a la préactica mediante
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ISOLAME~NTO E AVALIA(;AO DE BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENIO E FOSFODISOLVENTES NA
PROMOCAO DO CRESCIMENTO DA ALFACE (Lactuca sativa L.)

Haydee B. Pefia e Isbelia Reyes

RESUMO

A necessidade apremiante de estratégias sustentdveis e de
baixo impacto na agricultura requer do desenvolvimento de
preparados microbianos que melhorem a nutri¢do das plantas.
Dada esta premissa se propds obter bactérias promisorias como
promotoras do crescimento, provenientes da rizosfera e das se-
mentes da alface (Lactuca sativa L.). Detectou-se a colonizagdo
rizosférica de pelo menos sete cepas de Rhizobium, identifica-
das mediante uma prova de nodulacion com Phaseolus vulga-
ris e de crescimento nos meios GPA, ELMABAT, ¢ NaCl 2, 3 e
5%. Ditos rizobios dissolveram hidroxiapatita e em alguns ca-
sos mostraram crescimento a concentracoes de NaCl 22%. Nos
macerados das sementes se observou a presenca de bactérias

enddfitas caracterizadas por seu comportamento microaerobico
e produtor de dcido detectado pela viragem de verde a ama-
relo no meio Nfb-glucosa. Ao avaliar o efeito da inoculacion
de duas rizobacterias do género Rhizobium, cepas 33 e 45, e
outra de natureza endofitica, a cepa M, nas sementes de alface,
encontrou-se que a cepa 33 e o consorcio 3345 incrementaram
significativamente (p<0,05) o peso seco das pldntulas com 30
dias de idade em relacdo a testemunha ndo inoculado. Ainda
que todas as cepas bacterianas produziram AIA em auséncia e
presenga de triptdfano, este ndo foi o unico pardmetro implica-
do na promogdo do crescimento das pldntulas de alface.

la inoculacién de semillas.
Los primeros trabajos para
la bacterizacién de semillas
fueron realizados en Rusia
en 1930. A finales de la dé-
cada de los 70, Kloepper
(1994) utilizé el término
PGPR (plant growth promo-
ting rizobacterias; rizobac-
terias promotoras del creci-
miento vegetal) para referirse
a las rizobacterias capaces
de provocar un efecto bené-
fico en las plantas. Recien-
temente, la denominacion se
ha extendido a microorganis-
mos PGP para incluir hongos
y cualquier organismo afin
(Vessey, 2003). Sin embargo,
en la dltima década un inte-
rés creciente ha sido dirigido
hacia los microorganismos
endofitos, los cuales al estar
menos afectados por el estrés
ambiental y mds aclimatados
con su hospedero (Sturz y
Nowak, 2000) podrian re-
presentar una mayor ventaja
ecoldgica. Sin embargo, la
presencia de bacterias en-
doéfitas y su papel dependen
probablemente del cultivar
y de su coevolucién con la
especie microbiana (Yanni et
al., 2001).

La expresién de la capaci-
dad promotora del crecimien-
to de las plantas inoculadas
en ensayos de laboratorio,
invernadero y campo ha sido
evaluada a través de diver-
sos pardametros, tales como
el incremento de la elonga-
cién del tallo y de las raices,
el estado nutricional de las

plantas tratadas, la ganancia
en materia seca, el contenido
de proteinas y el valor nutri-
cional del grano (Yanni et
al., 2001, Tilak y Srinivasa,
2006). La capacidad para
colonizar las raices es una
condicién indispensable para
que una bacteria sea consi-
derada como una verdadera
PGPR, siendo por tanto esa
capacidad un primer paso
y un rasgo crucial para la
seleccion de los indculos mi-
crobianos a ser usados como
biofertilizantes, biopesticidas,
fitoestimuladores o biorreme-
diadores (Lugtenberg et al.,
2001). Es también un primer
indicio de que el microor-
ganismo es capaz de lograr
el efecto benéfico esperado.
Ademds de la capacidad de
colonizacién, el éxito en la
utilizacién de microorganis-
mos promotores del creci-
miento vegetal reside en el
estudio de cepas compatibles
y especificas a los diversos
cultivos y a las condiciones
ambientales prevalecientes.

En una bisqueda de es-
trategias enmarcadas en el
manejo sostenible de rubros
horticolas, en este trabajo se
reporta el aislamiento de ri-
zobacterias y bacterias endd-
fitas disolventes de fosfatos y
fijadoras de nitrégeno prove-
nientes de plantas de lechu-
ga (Lactuca sativa L.), y la
evaluacién de su inoculacién
en el efecto promotor del
crecimiento de las pldntulas
en etapa de semillero.
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Materiales y Métodos

Aislamiento de rizobacterias
en plantas de L. sativa

Se aislaron microorganis-
mos con potencial promotor
del crecimiento vegetal pro-
venientes de la rizdsfera de
plantas de lechuga cultivadas
en el Mddulo de Produccién
y Evaluacién de Tecnologias
Sostenibles (MOPREVATS)
en la Unidad Académica “La
Primavera” perteneciente a la
Universidad Nacional Expe-
rimental del Tachira ubicada
en el Municipio Andrés Be-
llo, estado Tachira, Venezue-
la, a 1250msnm. El analisis
de suelo del area cultivada
presentd las siguientes ca-
racteristicas fisico-quimi-
cas (Bateman, 1970): textura
franca (Bouyucos); pH 6,5
(suelo:agua= 1:1); conductivi-
dad eléctrica 0,IMmhos-cm’’;
materia orgdnica (Walkley
y Black) 3,1%; P (Bray 1)
9ppm; Ca, K y Mg (acetato
de amonio, por espectrofo-
tometria de absorcién até-
mica) 2093, 184 y 85ppm,
respectivamente. La raiz de
las plantas fue extraida en su
totalidad junto con el suelo
circundante, sin ocasionar
dafios mecdnicos. Las mues-
tras fueron transportadas en
una cava con hielo seco. El
suelo no rizosférico fue se-
parado cuidadosamente de
las raices al agitar moderada-
mente la muestra, quedando
adherido a las raices el suelo

rizosférico. Posteriormente,
se prepard una suspension
con dicho suelo (0,5-1,0g de
suelo seco) al sumergir las
raices en 10ml de una solu-
cién estéril de NaCl 0,89%
y al centrifugar a 200rpm
durante 30min (Reyes ef al.
2002). La suspensién obte-
nida constituyé la dilucién
1/10, a partir de la cual se
realizaron diluciones has-
ta 1x10°%. Para el conteo de
hongos totales se utilizé me-
dio PDA (papa-dextrosa-agar)
con sulfato de estreptomicina
(100ug-ml) y cloranfenicol
(30ug-ml'). Para el conteo
de bacterias totales se em-
pled caldo nutritivo a 1/10
de la concentracién estin-
dar. Se usé el medio minimo
con hidroxiapatita (MM-HA;
Ca,;(PO,)((OH),) para el
conteo de hongos y bacterias
fosfodisolventes, preparado
(para un litro de agua) con
0,1g NaCl; 0,4g NH,CI; 0,78¢g
KNO;; 0,50g MgSO,7H,0;
0,1g CaCl,2H,0; 0,5mg Fe-
SO,7H,0; 1,56mg MnSO-
+H,0; 1,40mg ZnSO,7H,0;
10g glucosa; y 2,7g HA
(0,05% P) todo tamizado a
100 mallas; y 20g de agar
(Reyes et al., 1999). Adicio-
nalmente, para el aislamiento
de hongos fosfodisolventes se
agregé 30mg de sulfato de
estreptomicina y 100mg de
cloranfenicol. El medio EL-
MARC (extracto de levadura-
manitol-agar-rojo congo) fue
utilizado para el aislamiento
de posibles rizobios (Ferra-
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ra, 1993) y el mismo medio
ELMARC, sustituyendo la
fuente de fésforo soluble por
HA, permiti6 el aislamiento
selectivo de potenciales ce-
pas de Rhizobium con poder
fosfodisolvente.

Determinacion de bacterias
simbioticas fijadoras de N,

Para la evaluacién de la
capacidad de nodulacién de
las potenciales cepas de Rhi-
zobium se utilizé Phaseolus
vulgaris como planta indica-
dora, bajo el protocolo des-
crito por Ferrara (1993). Para
esto, se esterilizé la superficie
de las semillas de P. vulgaris
con etanol 85% por 2min,
NaHCIO al 5,25% por 15min,
seguidos de 3 y 10 enjua-
gues, respectivamente, con
agua desmineralizada estéril.
Posteriormente se prepararon
suspensiones bacterianas con
los aislamientos rizosféricos
promisorios que crecieron en
el medio ELMARC formando
las caracteristicas colonias ro-
sadas del genero Rhizobium,
y que también presentaron
el mayor crecimiento y halo
de disolucién en el medio de
ELMARC-HA.

Las semillas de P. vulgaris
fueron inoculadas utilizan-
do suspensiones bacterianas
con una densidad poblacio-
nal de aproximadamente
I1x10"UFC-ml!. Las siembras
fueron realizadas por quin-
tuplicado para cada uno de
los aislamientos selecciona-
dos utilizando macetas de
250ml provistas de drenaje y
con doble fondo rellenas con
una mezcla 1:1:1 de arena:
turba:vermiculita, esterili-
zada por tindalizacidn. Se
evaluaron nueve aislamientos
y se incluy6 un testigo sin
inocular. Las plantas fueron
mantenidas en una cdmara
de crecimiento regdndolas, de
forma interdiaria, con agua y
solucién Hoagland a % para
los macronutrientes y férmu-
la completa para los micro-
nutrientes. A los 45 dias se
efectud el reaislamiento de
los rizobios a partir de los
nddulos correspondientes a
cada tratamiento, y los ais-
lamientos seleccionados se
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caracterizaron mediante las
siguientes pruebas bioqui-
micas establecidas para las
bacterias simbidticas fijadoras
de nitrégeno (Ferrara, 1993;
Holt et al., 2000): ELMARC
con NaCl I, 3 0 5%; gluco-
sa-peptona-agar-purpura de
bromocresol (GPA) y extracto
de levadura-manitol-agar-azul
de bromotimol (ELMABAT).
También se evalué la disolu-
cién de fosfatos en los medios
ELMARC-HA y MM-HA.

Aislamiento de bacterias
enddfitas de semillas
de lechuga

Para el aislamiento de bac-
terias endofitas a partir de
las semillas de lechuga se
esterilizé previamente la cu-
bierta siguiendo el protocolo
utilizado para las semillas
de P. vulgaris; luego, éstas
fueron lavadas en agua es-
téril durante 15min y poste-
riormente en solucién salina
estéril por 30min con movi-
miento constante a 140rpm.
La suspensiéon obtenida fue
sembrada en los medios MM
(testigo), ELMARC, Manitol
(Holt y Krieg, 1994) y Nfb-
glucosa sélido y semisdli-
do (Doébereiner et al., 1999),
para determinar la presencia
de microorganismos no endd-
fitos. Seguidamente se toma-
ron semillas seleccionadas al
azar, se maceraron en morte-
ros estériles y se realizaron
diluciones seriadas de 1/10
hasta 1x1073 por triplicado,
para finalmente sembrar las
diluciones en placas de Petri
con los medios sefialados.

TABLA 1.

CONTEO DE MICROORGANISMOS RIZOSFERICOS
TOTALES Y DISOLVENTES DE FOSFATOS EN PLANTAS
DE LECHUGA (Lactuca sativa L.) CULTIVADAS BAJO
MANEJO SOSTENIBLE

Poblaciones Microbianas

Totales
Disolventes de HA

Totales
Disolventes de HA

Media +DS
(UFC-g! suelo) %
Hongos (x10%)
12,0 £3,3 100
59 +2.9 49,3
Bacterias (x107)
4,3 x1,5 100
2,9 +19 67,4

HA: hidroxiapatite.

Seleccion de las cepas
bacterianas y determinacion
de AIA

El potencial efecto pro-
motor de crecimiento de los
aislamientos provenientes de
la rizésfera y del interior de
las semillas de lechuga fue
seleccionado en base a la fi-
jacién de N,, la disolucién de
fosfatos y la tolerancia a altas
concentraciones de NaCl. Los
aislamientos fueron posterior-
mente evaluados para la pro-
duccién de 4dcido indolacético
(AIA) en presencia y ausencia
de triptéfano, segin Glick-
mann y Dessaux (1995).

Inoculacion de bacterias en
semillas de L. sativa

El efecto promotor de cre-
cimiento por la inoculacién de
las bacterias seleccionadas fue
evaluado en condiciones de
semillero, para lo que se prepa-
raron cultivos puros esperando
hasta el momento de la inocula-
cién para la preparacién de los

TABLA II

consorcios. Se realizé la esteri-
lizacién de la cubierta seminal
y la inoculacién de las semillas
de lechuga con los aislamientos
seleccionados, por separado y
en consorcio. Las semillas de
lechuga fueron inoculadas y
sembradas en bandejas de horti-
cultura provistas de un sustrato
comercial esterilizado por tin-
dalizacién, y luego se llevaron
a una camara de crecimiento
donde se les suministr¢ irriga-
cién con solucién de Hoagland.
A los 35 dias después de la
siembra se secO el material en
una estufa con circulacién de
aire forzado, a 72°C durante
48h, y se cuantificé la materia
seca total.

Andlisis de los datos

Todos los tratamientos se
realizaron por triplicado. El
analisis de varianza (ANO-
VA), asi como la compa-
racién de medias entre los
tratamientos se realizé por
el método de la minima dife-
rencia significativa (LSD).

CARACTERIZACION DE LOS POTENCIALES RIZOBIOS INOCULADOS Y REAISLADOS
DE LOS NODULOS DE Phaseolus vulgaris

Cepa

Prueba 17 22 31 33 39 44 45 CI CII
GPA E E E E E A E A A
ELMABAT Ac Ac Ac Ac Ac N Ac B Ac
MM-HA + + - - + - + + -
ELMARC-HA - - - + - - - - -
NaCl 2% - - + + - + + + +
NaCl 3% - - + + - - - +
NaCl 5% - - + + - - - - +

GPA: glucosa peptona agar purpura de bromocresol, ELMABAT: extracto de levadura manitol agar azul de bromo-
timol, MM-HA: medio minimo con hidroxiapatita, ELMARC-HA: extracto de levadura manitol agar rojo congo con
hidroxiapatita, E: escaso, A: abundante, Ac: dcido, N: neutro, B: bésico.
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Resultados

Aislamiento y caracteriza-
cion de microorganismos
provenientes de la rizésfera

Al cuantificar las poblacio-
nes cultivables de microor-
ganismos de la rizésfera de
plantas de lechuga proceden-
tes de la unidad académica
“La Primavera” se encontrd
que las bacterias fueron mds
numerosas que los hongos,
tanto totales como disolventes
de HA (Tabla I). Las pobla-
ciones de hongos y de bac-
terias fosfodisolventes culti-
vables constituyeron el 49,3
y 67,4%, respectivamente.
También se aislaron posibles
rizobios fosfodisolventes uti-
lizando el medio ELMARC
con HA como fuente de fos-
fato.

Las cepas evaluadas en la
prueba de nodulacién con
P. vulgaris (Tabla II) indu-
jeron la formacién de né-
dulos a partir de los cuales
se reaislaron nueve cepas
bacterianas. En las pruebas
bioquimicas se destacd la to-
lerancia a concentraciones de
NaCl 22%, donde las cepas
31, 33 y CII, de las nueve
cepas evaluadas, toleraron
hasta 5% HCI, rasgo que su-
mado al crecimiento en el
medio GPA y la produccién
de 4cido o édlcali en el medio
ELMABAT permitié separar
tres grupos, el de Rhizobium
(cepas 17, 22, 31, 33, 39 y
45), el de Bradyrhizobium
(cepa CI) y un tercer grupo
no definido con las pruebas
realizadas (cepas 44 y CII).
De los potenciales rizobios
evaluados, cinco disolvieron
la HA en el MM-HA, uno
en el medio ELMARC-HA,
mientras que ninguna cepa se
mostré disolvente de la HA
en ambos medios de cultivo
(Tabla II).

Cuantificacion de bacterias
enddfitas en semillas
de lechuga

Las poblaciones cultivables
de bacterias endéfitas en las
semillas de lechuga fueron
cuantificadas, encontrando-
se entre 74,1 30,4 y 37,3

TABLA 111
PRODUCCION DE ACIDO INDOL-3ACETICO (AIA) POR
LAS CEPAS BACTERIANAS M, 33 Y 45 EN CALDO
NUTRITIVO Y ELMARC EN PRESENCIA Y AUSENCIA
DE TRIPTOFANO (L-TRP) A LAS 72H DE INCUBACION

Cepa ATA (ug-ml?)
Sin L-TRP Con L-TRP
33 20,3 b A 2450 A
45 68 aA 146 a B
M 18,1 b A 260b B

Promedios de tres réplicas. La misma letra maytscula en una columna o
minudscula en una fila sefiala que los valores no difieren significativamente

(p<0,01) de acuerdo a la prueba LSD.

+18,3 bacterias por semilla,
cuando se utilizé los medios
ELMARC y Nfb-glucosa,
respectivamente.

Las bacterias enddfitas que
crecieron en el medio EL-
MARC no fueron identifica-
das. Sin embargo, al utilizar
el medio Nfb especifico para
diazétrofos del género Azospi-
rillum, se observd su presen-
cia al formarse en los tubos
con glucosa una biopelicula
blanquecina subsuperficial
tipica de su crecimiento (Reis
et al., 2004). Este crecimien-
to reveld un comportamiento
microaeréfilo acompaiiado de
un viraje del color del medio
con azul de bromotimol, de
verde a amarillo. El cambio
de coloracién mostré un des-
censo del pH de 6,5 a 4,0
por la fuerte produccién de
acido.

Produccion del AIA por los
bioinoculantes de la lechuga

De acuerdo a esta prue-
ba las tres cepas bacterianas

*
60 +
40 4

20 4

Peso seco (mg/plantula)

evaluadas en el ensayo de
semillero son productoras de
AIA. Los valores de produc-
cion de la fitohormona fueron
significativamente mayores
(p<0,01) en las cepas M y
33, tanto en presencia como
en ausencia de triptéfano, en
comparacién con la cepa 45.
Asi mismo, la presencia de
triptéfano en el medio promo-
vi6é un incremento significati-
vo (p<0,01) en la produccién
del AIA por las cepas M y
45 (Tabla III).

Efecto de la biofertilizacion
en el crecimiento
de pldntulas de lechuga

Al medir el efecto de la
inoculaciéon de las bacterias
33, 45 y M en forma aisla-
da y en consorcio sobre el
crecimiento de la lechuga
en condiciones de semillero
hasta los 30 dias, se encon-
tré un incremento significa-
tivo (p<0,05) del peso seco
de las plantulas al utilizar
como indculos la cepa 33

T 33 45

M

3345 33M  45M 3345M

Inéculo bacteriano

Figura 1. Peso seco de las plantulas de lechuga en condiciones de semillero
a los 30 dias de crecimiento e inoculadas con las rizobacterias cepas 33 y
45, y la bacteria endéfita de la semilla, cepa M, en forma aislada y en con-
sorcio, respecto al testigo no inoculado (T). * denota diferencias estadisticas
seglin la prueba LSD con un nivel de significancia de 0,05.
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y el consorcio 3345 (Figura
1), en relacién al testigo no
inoculado.

Discusion y Conclusiones

Se detectd una abundante
comunidad microbiana cul-
tivable disolvente de fosfa-
tos de calcio proveniente del
suelo rizosférico de plantas
de lechuga en condiciones de
campo (Tabla I), comparada
con la reportada por Reyes
et al. (2006) para especies
vegetales procedentes de sue-
los explotados y abandonados
de una mina de roca fosfati-
ca, en donde las poblaciones
cultivables disolventes de
HA sefialadas fueron de 29%
para los hongos y 13% para
las bacterias. La abundancia
relativa de estas poblacio-
nes microbianas indicaria
el efecto de las caracteris-
ticas fisico-quimicas de los
suelos sobre el potencial de
disolucién de este tipo de
fosfatos. Si se considera el
bajo contenido de fésforo
disponible en el suelo del
MOPREVATS (9ppm) y la
alta exigencia de fésforo por
parte de la lechuga, las altas
poblaciones de microorganis-
mos disolventes de fosfatos
podrian estar actuando en la
disolucion del fésforo fijado
en dicho suelo. Adicional-
mente, es conocido que ante
la liberaciéon de exudados
radicales ricos en fuentes de
carbono, las bacterias pueden
ser atraidas por procesos de
quimiotaxis hacia la regién
rizosférica de la planta (Ba-
cilio-Jiménez et al. 2003).
Es asi como la especie vege-
tal puede incidir en la abun-
dancia de cierto grupo mi-
crobiano en sus raices; por
ejemplo, Chabot et al. (1996)
hallaron a Rhizobium como
la especie predominante tan-
to en lechuga como en maiz
cuando las semillas de estas
plantas se inocularon con
otras dos PGPR, Enterobac-
ter sp. y Pseudomonas sp.
Esta incidencia también se
reflej6 al sustituir el sustrato
comercial no estéril por un
suelo. Por su parte, Reis et
al. (2004) destacaron, como
condicionante de la mayor
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o menor abundancia de mi-
croorganismos benéficos en
el suelo, al manejo del cul-
tivo y la época del muestreo
combinado con el tipo de
planta hospedera, debido a la
composicién de los exudados
radicales y la relacién C/N
de la rizosfera.

En el presente trabajo se
aislaron bacterias diazotr6-
ficas de la rizdsfera de la
lechuga y enddéfitas de las
semillas del mismo culti-
vo. El uso de pruebas bio-
quimicas y de medios de
cultivo permitié sospechar
del aislamiento de bacterias
de los géneros Rhizobium y
Azospirillum; sin embargo,
una caracterizacién completa
y confiable de las cepas bac-
terianas debe ir acompafiada
de una caracterizacién de
orden molecular como lo es,
por ejemplo, la secuenciacién
del ADN ribosomal 16S (Go-
vindarajan y Kwon, 2007).

Las poblaciones bacteria-
nas endofitas presentes en
las semillas de lechuga po-
drian provenir del suelo de
origen de las plantas, el cual
fue sometido a diferentes
préacticas de cultivo de bajo
impacto agricola, tales como
la rotacién con leguminosas
e incorporacién de abonos
verdes. En este sentido, se
ha reportado que el interior
de las raices constituye un
ambiente refugio para los
rizobios en plantaciones de
arroz bajo inundacién y en
rotacién con trébol (Yanni
et al., 2001). La presencia de
microorganismos enddfitos fi-
jadores de N, en las semillas
de lechuga no es un hecho
aislado ya que otros autores
han encontrado microorga-
nismos similares de especies
tanto agrondmicas como sil-
vestres. Zinniel et al. (2002)
reportaron la presencia de
853 aislamientos enddfitos de
plantas de soya, sorgo, trigo
y maiz y 27 a partir de es-
pecies silvestres; algunos de
estos aislamientos mostraron
a su vez habilidad para per-
sistir en los tejidos una vez
que fueron reinoculados y se
mostraron promisorios como
biocontroladores. Gutiérrez-
Zamora y Martinez-Romero
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(2001) aislaron R. etli como
endofito de granos de maiz.
Otros géneros de similar
importancia como bacterias
endofitas son Gluconoace-
tobacter en cafa de azicar
(Cavalcante y Dobereiner,
1988), v Burkholderia en
maiz (Perin et al., 2006) y
en esporas de la micorriza
arbuscular Gigaspora mar-
garita (Bianciotto et al.,
2000). En arroz y en cafla
de azucar se ha demostrado
que Herbaspirilum aumenta
la asimilaciéon de N, por la
planta (Njoloma et al. 2006).
Otro elemento de interés
es la falta de especificidad
de estas asociaciones con
la planta hospedera, como
se demostré con Herbaspi-
rilum sp. B501gfpl aislado
del arroz salvaje, que al ser
inoculado en plantas de cafia
de azicar pudo colonizar los
tejidos de la raiz y del tallo
(Njoloma et al., 2006).

De los aislamientos obte-
nidos en el presente trabajo,
tanto epifitos como endéfi-
tos, se encontrd que algunas
bacterias presentaron poten-
cial como biofertilizantes
en plantulas de lechuga. Sin
embargo, la cepa M, a pesar
de su caricter endofito y ras-
g0s propios como promotora
del crecimiento al producir
altos valores de produccién
de AIA, no mostro el efecto
esperado, sino que depri-
mié el crecimiento de las
plantulas en un 25,8%. Este
resultado muestra, por con-
siguiente, que la produccion
de hormonas de crecimiento
in vitro no necesariamente
determina la accién bioferti-
lizante de una bacteria, sino
que otros factores deben ser
considerados ademds de los
relacionados con la capaci-
dad competitiva y antagénica
del microorganismo intro-
ducido en la rizésfera y su
efecto sobre las poblaciones
autéctonas de la rizdsfera.
De igual manera, otros auto-
res han reportado resultados
similares utilizando aisla-
mientos endofitos de semillas
de lechuga (Gomes et al.,
2003). Los rizobios aislados
en este trabajo presentaron
altos valores de produccién

del ATA (6,76-24,5ug-ml";
Tabla III), comparados con
los obtenidos por Asgar et
al. (2002), quienes reportan
entre 0,33 y 11,40ug-ml! en
presencia y ausencia del pre-
cursor de la auxina L-tript6-
fano, producidos por algunas
cepas bacterianas aisladas de
Brassica spp.

La mayor promocién del
crecimiento de las plantu-
las de lechuga fue inducida
por la cepa 33, también con
una alta capacidad productora
del AIA, provocando un in-
cremento de 32,3% del peso
seco de las plantulas (Figura
1), comparado con el testigo
no inoculado. Otro efecto a
destacar es la inoculaci6n
combinada de las cepas 33
y 45, la cual produjo un in-
cremento de 18,4% del peso
seco que, aunque menor al
producido por la inoculacién
individual de la cepa 33, mos-
tré la buena calidad del con-
sorcio. Otros trabajos sefialan
que los consorcios pueden
establecer relaciones sinér-
gicas; Rodelas er al. (1999)
reportan que la inoculacién
de Rhizobium/Azotobacter y
Rhizobium/Azospirillum indu-
jo una mayor acumulacién de
nutrientes en el tejido foliar
de Vicia faba que cuando se
utilizé Rhizobium en forma
aislada.

Finalmente, la promocién
del crecimiento como conse-
cuencia de las interacciones
exo-radicales pudiera ser no
solo debida a la fijaciéon de
N, atmosférico (Antoun y
Prévost, 2001), la disolucion
de fosfatos (Rodriguez y
Fraga, 1999), la produccién
de hormonas de crecimiento
como el AIA (Lugtenberg et
al., 2001) y las giberelinas
(Yanni et al., 2001), sino
también a mecanismos di-
ferentes, como la supresion
de patégenos a través de la
liberacion de sideréforos,
antibidticos, enzimas hidro-
liticas y 4cido cianidrico
(Kloepper y Beauchamp,
1992). Por tanto, en el de-
sarrollo de un biofertilizante
habria que considerar si los
mecanismos microbianos in-
volucrados en la promocién
del crecimiento de las plan-

tas y observados in vitro se
expresan de igual manera
en la rizésfera de la planta.
Similarmente, en los consor-
cios la accién benéfica de
cada inoculante actuaria en
forma sinérgica entre ellos
mismos y en su interaccién
con la planta.
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