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1. Resumen
La produccion agricola demanda la utilizacion de fertilizante nitrogenado (FN), su aplicacion en exceso
causa la pérdida de la productividad del suelo, por esta razon requiere del empleo de inoculantes a base
de géneros bacterianos promotores de crecimiento vegetal (BPCV) como: Azotobacter sp. y
Burkholderia sp., que permiten reducir y optimizar la dosis de FN, sin poner en riesgo el crecimiento
sano vegetal. La hipdtesis de este trabajo fue que Azotobacter sp. y Burkholderia sp. aisladas de
Leucaena sp., una leguminosa silvestre, benefician el crecimiento de maiz y garbanzo a dosis reducida

de FN.

Por lo que el objetivo general de este trabajo fue: a) Aislar y seleccionar cepas de Azotobacter sp. y
Burkholderia sp. de la planta Leucaena sp., asi como analizar el efecto de su coinoculacion en plantas
de garbanzo y maiz, el objetivo especifico fue: a) Evaluar la respuesta del garbanzo y maiz a la
coinoculacion con Azotobacter sp. y Burkholderia sp. a dosis de 50% del FN recomendado. El
aislamiento de Azotobacter sp. y Burkholderia sp., se realizo de Leucaena sp. Se empleo agar
Pseudomonas cepacia acido azelaico y tryptamina (PCAT) para aislar Burkholderia sp. y agar Burk
para la recuperacion de Azotobacter sp. Estas BPCV se inocularon en garbanzo y maiz y se sembraron
en jarras de Leonard, bajo un disefio experimental de bloques al azar. El maiz y garbanzo inoculados
con Azotobacter sp. AIYLAL y Burkholderia sp. BIYLA2 se alimentaron con solucion mineral (SM) con

N en forma de NH4sNO; al 50% de su concentracion.

Mientras la misma graminea y leguminosa sin inocular se utilizé6 como control relativo, ambas plantas
se alimentaron con SMC con el NH4NO; al 100% de dosis recomendada para cada planta. El garbanzo
y el maiz sin inocular que se emplearon como control absoluto, se irrigaron solo con agua. Las

variables respuestas para medir el efecto de BPCV en las dos plantas fueron: el por ciento de

Vi



germinacion (%), la fenotipia aérea y radical: altura de la planta, longitud de raiz y la biomasa: peso

fresco y seco de parte aérea y radical, los resultados se analizaron por la prueba estadistica de Tukey.

Los resultados sefialan que el porcentaje de germinacion del maiz y garbanzo coinoculado con
Azotobacter sp. AIYLAL y Burkholderia sp. BIYLA2 fue de 95%, estadisticamente diferente comparado
con su homoélogo no inoculado usado como control relativo (CR) con un 85%. A nivel de plantula, el
maiz coinoculado con Azotobacter sp. AIYLA1l y Burkholderia sp. BIYLA2 mostro una respuesta
positiva en su peso aéreo (PSA) con 2.56 g, estadisticamente distinto comparado con la misma
graminea sin inocular usada como CR con 0.84 g de PSA. A nivel de floracion, el maiz coinoculado
con ambas BPCV alcanz6 7.03 g de peso seco radical (PSR), significativamente diferente comparado
con 2.60 g de PSR de la misma graminea sin inocular empleada como CR. A nivel de plantula, el
garbanzo coinoculado con los dos géneros de BPCV, tuvo una longitud radical (LR) de 31.85 cm,
estadisticamente distinta comparada con la LR de su homologo sin inocular usado como CR con 23.85
cm de LR. A nivel de floracion, la respuesta del garbanzo coinoculado con las BPCV caus6 un PST de

0.82 g, estadisticamente diferente comparado con el mismo garbanzo sin inocular usado como CR con

0.71 g de PST.

Se concluyd que Leucaena sp., es una fuente de BPCV como Azotobacter sp. y Burkholderia sp. para
plantas domésticas como: garbanzo y maiz; las que tuvieron una respuesta positiva a la coinoculacién
con los dos géneros bacterianos, alimentadas con una dosis de FN al 50%, inferior a lo recomendado
para cada una, lo que sugiere una interaccion sinérgica de tipo metabdlica de los dos géneros de BPCV,

a favor del garbanzo y maiz.

Palabras claves: agricultura, colonizacion, rizosfera.
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1.1 Abstract

Agricultural production demand the use of nitrogen fertilizer (NF), its application in excess causes loss
of soil productivity, therefore requires the use of inoculants bacterial based plant growth promoting
bacteria (PGPB) as Azotobacter sp. and Burkholderia sp., which can reduce and optimize the dose of
NF, without jeopardizing healthy plant growth. The hypothesis of this study was to Azotobacter sp. and
Burkholderia sp. isolated from Leucaena sp., a legume wild growth benefit corn and chickpea reduced
dose of NF.

So the overall objective of this work were: a) Isolate and select strains of Azotobacter sp. and
Burkholderia sp. plant Leucaena sp., and analyze the effect of co-inoculation in chickpea and corn
plants, the specific objective was: a) evaluate the response of chickpea and corn co-inoculation with
Azotobacter sp. and Burkholderia sp. at doses of 50 % of NF recommended . Isolation of Azotobacter
sp. and Burkholderia sp. , was held Leucaena sp. Agar was employed Pseudomonas cepacia azelaic
acid tryptamine ( PCAT ) to isolate Burkholderia sp. and Burk agar to recover Azotobacter sp. These
PGPR were inoculated chickpea and corn and planted in Leonard jars under an experimental design of
randomized blocks. Corn and pea inoculated with Azotobacter sp. AIYLA1 and Burkholderia sp.

BIYLA2 fed mineral solution (MS) with N NH4NO3 as 50% of its concentration.

While it uninoculated grass-legume used as a relative control, both plants were fed with NHsNO3; CSM
100% recommended dose for each plant. The chickpea and uninoculated corn that were used as
absolute control, were irrigated with water only. The response variables to measure the effect of PGPB
on both floors were the percent germination (%), the shoot and root phenotyping: plant height, root
length and biomass: fresh and dry weight of shoot and radical , the results were analyzed by Tukey

statistical test.



The results indicate that the percentage of germination of corn and chikpea coinoculated with
Azotobacter sp. AIYLA1 and Burkholderia sp. BIYLA2 was 95 %, statistically different compared
with its counterpart used as a relative control uninoculated ( RC) with 85 % . A level of seedling corn
coinoculated with Azotobacter sp. AIYLA1 and Burkholderia sp. BIYLA2 showed a positive response
in shoot dry weight (SDW) with 2.56 g statistically different compared with the same grass used as CR
uninoculated with 0.84 g of SDW. At flowering, corn PGPB coinoculated with both reached 7.03 g root
dry weight (RDW), significantly different compared to 2.60 g of the same grass RDW uninoculated
employed as RC. A seedling level , chickpea coinoculated with two genera of PGPB, had a root length
(RL) of 31.85 cm, statistically different compared with its counterpart RL uninoculated used as RC had
23.85 cm RL. At flowering, chickpea response coinoculated with PGPB caused total dry weight
(TDW) 0.82 g, statistically different compared with the same non-inoculated chickpea used as CR with
0.71 g of TDW.

Concluded that Leucaena sp. is a source PGPB as Azotobacter sp. and Burkholderia sp. for domestic
plants such as peas and corn which had a positive response to co-inoculation with both bacterial genera,
fed a dose of NF to 50 % less than recommended for each, suggesting a synergistic interaction type

metabolic two genera of PGPB, in favor of chickpea and corn.

Keywords : agriculture , colonization, rhizosphere.



2. Introduccion
El maiz (Zea mays L.) es el cereal mas importante después del trigo en el comercio mundial. En
México es materia prima de una amplia variedad de productos para el consumo humano, industrial y

forraje para animales (Martinez et al., 2011).

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa de grano de importancia en el mundo, se
cultiva por sus propiedades alimenticias de su fruto y la planta tierna o seca es valiosa como forraje

(Cutifio-Escalona et al., 2012).

El garbanzo y el maiz demandan fertilizante nitrogenado (FN), el que aplicado en exceso causa la
pérdida de productividad del suelo; una alternativa para evitar la hiperfertilizacion del FN, en el cultivo
de ambas plantas es la inoculacion de sus semillas con géneros de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV), que permiten una regulacion y/o disminucion de la dosis de FN sin afectar

negativamente su crecimiento y no causar contaminacion ambiental (Armenta et al., 2010).

En la agricultura se practica la inoculacion del garbanzo con Rhizobium sp. y el maiz con Azospirillum
sp. (Camelo et al., 2011); en ocasiones esta practica con géneros de plantas domésticas no tiene
respuesta positiva en los vegetales en los que se inoculan, por lo tanto se buscan otros géneros de
BPCV que provengan de plantas silvestres de ambientes estresados, donde se emplea la inoculacion,
pues podrian ser efectivas porque estan mejor adaptadas a problemas de deficiencia nutricional y son

afines a los cultivos agricolas (Armenta et al., 2010).

El género de la leguminosa silvestre Leucaena sp. puede ser una fuente para el aislamiento de BPCV
(Hernandez et al., 2012), es una forrajera con una eclevada calidad nutricional, con una amplia
capacidad de adaptacion a distintos climas, suelos y una alta produccion por unidad de area (Camacaro

et al., 2004).



Azotobacter sp. es un bacilo Gram negativo, cosmopolita, que se ha aislado de avena (Avena sativa L.),
cebada (Hordeum vulgare L.), maiz (Zea mays L.), trigo (Triticum aestivum L.) y de la raiz de teocintle
(Zea mays sp mexicana L.). Ademas en la literatura, se ha reportado que Azotobacter chroccocum
existe en asociacion con el sistema radical del garbanzo, mientras que A. beijerinckii se relaciona con
las raices de gramineas como: maiz; ambas especies de Azotobacter estimulan el crecimiento vegetal,
mediante la conversion de exudados de semilla y radicales en SPCV, que inducen la proliferacion de
esos pelos radicales, con ello mejora la absorcion radical del FN a dosis inferiores a lo recomendado

para estos vegetales (Diaz et al., 2000).

Mientras que las especies de Burkholderia unamae, B. tropica y B. silvatlantica se han aislado de maiz
y cafa de aztcar (Saccharum officinarum L.), B. viethamiensis en asociacion endéfita con maiz y sorgo
(Sorgohum vulgare L.). Ademas Burkholderia sp. como endoéfita, interacciona con los tejidos vegetales
y permite racionar la aplicacion de FN en maiz, dado que se sugiere que utiliza sus exudados radicales
y los convierte en SPCV, las que inducen la proliferacion de raices secundarias y aumentan la
absorcion del FN a dosis inferior sin riesgo en su sano crecimiento y/o su rendimiento (Mora y Toro,

2007).

3. Antecedentes

Garcia-Reyna et al., 2005, con el objetivo de analizar la respuesta del maiz a la inoculacion con Burkholderia sp.
Realizaron un experimento donde: la graminea inoculada con Burkholderia sp., y su homdlogo sin inocular
usado como control relativo (CR) alimentado con una dosis al 100% de FN, con veinte repeticiones. Los

resultados mostraron que: el maiz inoculado con Burkholderia sp. aumentd en un 47% su peso seco radical



(PSR), asi como un incremento del peso seco del tallo en un 57%, comparado con el 25% en su PSR, 39% en el

peso seco del tallo de su homologo sin inocular usado como CR con la dosis del FN recomendado.

Mora y Toro, 2007, evaluaron la respuesta del maiz a la inoculacion con Burkholderia cepacia, en invernadero.
Bajo un diseno experimental en donde la graminea se inoculé con B. cepacia y el mismo cereal sin inocular
empleado como CR con cinco repeticiones. Los resultados mostraron que: el maiz con B. cepacia alcanzé un
100% en su germinacion, 0.42 g en su biomasa total y 7.48 cm en su longitud radical (LR), comparados con los
mismos pardmetros en el maiz no inoculado utilizado como CR, que tuvo un 71% en su germinacion, en tanto

que su biomasa total fue de 0.27 g y 5.47 cm en su LR.

Reyes et al., 2008, analizaron la respuesta del maiz a la inoculacion con Azotobacter sp. en campo. Emplearon
un disefio experimental en el que: la graminea con Azotobacter sp. y sin tratar usada como CR con cinco
repeticiones. Los resultados mostraron: que el maiz con Azotobacter sp., alcanzé un 77% de porcentaje de
germinacion, en contraste con un 71% en su germinacion, del mismo cereal sin inocular empleado como CR;
mientras que el maiz con Azotobacter sp. en su peso seco (PS) tuvo 6.86 g, valor sin diferencia estadistica con la

graminea empleada como CR con 7.59 g de PS.

Aguirre-Medina et al., 2009, estudiaron la respuesta del maiz a la inoculacion con Burkholderia phytofirmans.
Con un diseno experimental en donde el maiz se trato con B. phytofirmans, la misma graminea con
Enterobacter cloacae; este cereal con Stenotrophomonas maltophilia, con Pseudomonas putida; con
Stenotrophomonas canadense y con inoculacion mixta y sin inocular usado como control absoluto (CA), con seis
repeticiones. Los resultados indicaron que: el maiz coinoculado, tuvo un aumento del 28% en su peso seco aéreo
(PSA) y registr6 un aumento del 20% en su peso seco radical (PSR) en comparacion con un 13% en su PSA y
10% en su PSR del maiz sin inocular, usado como CA.

Hernandez-Rodriguez en el 2010, analiz6 la respuesta del maiz a la inoculacion con Burkholderia cepacia, a

nivel de campo. Bajo el disefio experimental siguiente: la graminea sin inocular usada como CA, el homologo

3



inoculado con B. cepacia con cinco repeticiones. Los resultados mostraron que: el maiz inoculado con B.
cepacia registr6 un 100% en su germinacion, alcanzé 0.45 g en su peso fresco aéreo (PFA) y un peso fresco
radical (PFR) de 0.49 g, estadisticamente significativo en comparacioén con la misma graminea sin inocular que

alcanzo6 un 95% en su porcentaje de germinacion, su PFA fue de 0.30 g y registré un PFR de 0.32 g.

Piromyou et al., 2011, reportaron la respuesta positiva del maiz a la inoculacion con Azotobacter sp. Mediante
un experimento en invernadero con el siguiente diseno experimental: la graminea inoculada con Azotobacter sp.,
el mismo maiz con Azospirillum sp. y la planta sin inocular como CA con tres repeticiones. Los resultados
sefialaron que: el maiz con Azotobacter sp. incremento en un 45% su PSA y su PSR en un 30.7% comparado con

la misma graminea no inoculada empleada como CR con un aumento del 43% en PSA y 15.3% en su PSR.

Cutifio-Escalona et al., 2012, con el objetivo de analizar la respuesta del garbanzo a la inoculacion con A.
chroococcum. Realizaron el siguiente disefio experimental: la leguminosa inoculada con una cepa comercial de
A. chroococcum; inoculado con A. chroococcum nativa y su leguminosa sin inocular usado como CR con ocho
repeticiones. Los resultados mostraron que: el garbanzo con A. chroococcum, alcanz6 un 100% de germinacion,
con tres dias de emergencia, su altura de planta (AP) alcanz6 38.3 cm, con 4.3 cm de diametro de su tallo y 35.1
cm de LR, estos valores fenoldgicos fueron estadisticamente diferentes superiores comparados con el garbanzo
sin inocular usado como CR con 81% de porcentaje de germinacion, con cuatro dias a emergencia y 31 cm en su
AP, el diametro de su tallo fue de 3.0 cm y su LR de 29.1 cm. Mientras que la biomasa en el garbanzo con A.
chroococcum, alcanzo 13.53 g en su PFA, 2.16 g de PFR, en su PSA registr6 4.4 g y un PSR de 1.5 g,
estadisticamente diferentes significativos comparados con el garbanzo sin inocular usado como CR con 9.83 g en

su PFA, alcanzo6 1.53 g de PFR, su PSA registr6 3.7 g y tuvo un PSR de 0.6 g.



Gonzalez-Leyva et al., 2012, con el objetivo de analizar la respuesta del garbanzo a la inoculacién con
Azotobacter chroococcum. Emplearon un disefio experimental: el garbanzo inoculado con A. chroococcum, la
misma leguminosa con Penicillium billiai, el homologo inoculado con Mesorhizobium cicerii y el garbanzo sin
inocular usado como CA con diez repeticiones. Los resultados indicaron que: el garbanzo con A. chroococcum
registrd 28 cm de su AP, alcanz6 un didmetro del tallo de 2.58 mm y 27.8 cm de su LR; respecto a su biomasa,
registrd un PFA de 16.7 g, tuvo un PFR de 3.0 g, su PSA fue de 4.2 g y su PSR fue de 0.6 g, esta respuesta
positiva del garbanzo fue estadisticamente superior significativo comparado con su homélogo sin inocular usado
como CA con una AP de 24.6 cm, registrd un didmetro en su tallo de 2.0 mm, alcanz6 26.3 cm de su LR, tuvo un

PFA de 14.3 g, su PFR fue de 2.2 g, 3.1 g en su PSA y en su PSR registr6 0.4 g.

4. Hipotesis
La coinoculacion de cepas de Azotobacter sp. y Burkholderia sp. aisladas de la leguminosa silvestre

Leucaena sp., benefician el crecimiento de maiz y garbanzo a dosis reducida de FN.

5. Objetivos

5.1. General

a) Aislar y seleccionar cepas de Azotobacter sp. y Burkholderia sp. de la planta Leucaena sp., asi

como analizar el efecto de su coinoculacion en plantas de garbanzo y maiz.

5.2.  Especifico

b) Evaluar la respuesta del garbanzo y maiz a la coinoculacion con Azotobacter sp. y Burkholderia

sp. a dosis de 50% del N recomendado.¢



6. Materiales y métodos

6.1.  Origeny aislamiento de los aislados AIYLAly BIYLA2

Los aislados de AIYLA1 y BIYLAZ2 se aislaron de raices de Leucaena sp., cultivada durante 45 dias en
macetas con suelo lateritico sodico pobre en materia organica y N mineral de Morelia, Mich., en
invernadero en el laboratorio de Microbiologia Ambiental del IIQB de la UMSNH. La raiz de
Leucaena sp. se colecto, se elimind el suelo y se lavd con agua potable; en campana de flujo laminar se
realiz6 el corte de 5 cm de la parte radical con tijeras desinfectadas con Hipoclorito de sodio al 3%
(v/v) y Alcohol al 70% (v/v); luego la raiz se desinfectd con Cloro al 3% (v/v)/5 min y se lavo seis
veces con agua potable estéril, después con Alcohol al 70% (v/v)/5 min y se lavo seis veces con agua
estéril; luego 2 cm de la raiz se suspendi6é en 5 mL de solucion salina NaCl 0.85% (p/v) en mortero
estéril, donde se triturd, y con una aza bacterioldgica se tom6 una muestra y se sembré en caldo Burk
(g/L): glucosa 10.0; K;HPO4 2.0; KH,PO4 2.0; MgSOy4 3.0; y una solucion de oligoelementos 1 mL/L
de medio de cultivo, con la siguiente composicion (g/L): H3BO3 2.86; ZnSO4 7H,0 0.22; MnCl, 7H,0
1.81; KoMnO40.09 a pH 6.4-6.7; azul de bromotimol 1% (p/v) 10 mL/L de medio de cultivo, se ajustd
a pH 6.5-6.7 para Azotobacter sp.; se inhibio el crecimiento de hongos con el antifungico Tecto 60®
(Syngenta) 2% (p/v) 1.0 mL/L de medio de cultivo y en el caldo PCAT: Pseudomonas cepacia acido
azaleico y tryptamina (g/L): triptamina 0.2 (se disolvié en un tubo de ensaye con 2 mL de Alcohol al
70%); acido azaleico 2.0 (se disolvid en un tubo de ensaye con 2 mL de Alcohol al 70%); K,HPO4 4.0;
KH,PO, 4.0; extracto de levadura 0.02; MgSO,4 0.2 a pH 6-6.5 para Burkholderia sp.; se evito el
crecimiento de hongos con el antifingico Tecto 60® (Syngenta) 2% (p/v) 1.0 mL/L de medio de
cultivo, los tubos de PCAT y Burk se incubaron a 30°C/24 h, se observo turbidez como medida de
crecimiento y se realizo tincion Gram para observar en el microscopio Carl Zeiss, su morfologia: bacilo

corto y grande Gram negativo; para su purificacion a la misma férmula liquida de Burk, se le agrego 18
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g/L de agar bacteriologico; a la base del caldo PCAT, se le adicion6 15 g/L de agar bacterioldgico, se
incubaron a 30°C/48-72 h, luego se realiz6 tincion Gram para observar un bacilo grande sospechoso
para Azotobacter sp. y un bacilo corto o cocobacilo para posible Burkholderia sp., ambos Gram

negativos (Sanchez-Yafiez, 2007).

6.2. Solarizacién del suelo

Se solarizaron 60 Kg de suelo lateritico sddico pobre en materia organica y N mineral, por accion del
calor solar para eliminacion de fitopatdgenos, plagas y enfermedades. El suelo se colocé sobre un
plastico obscuro y se tapd con otro negro, el dia siguiente, se regd con agua potable y se tapd de nuevo
con el plastico negro y el tercer dia, se destapd y uso el suelo para el llenado de las jarras de Leonard

(Ramirez y Sainz, 1995).

6.3.  Preparacion del sistema hidropoénico de jarra de Leonard

La medicion de la respuesta del garbanzo y maiz a la inoculacion con los aislados AIYLAL y BIYLAZ2,
se establecid en invernadero en un sistema hidroponico de jarras de Leonard constituido por: la parte
superior de la botella de PET donde se colocod 1.5 kg de suelo, conectado con algodén para su
movimiento por capilaridad a través del suelo desde la base, a la parte inferior de botella de PET que
contenia el agua y/o la SMC, con la siguiente composicion (g/L): (NH4)>SO4 12.0; KH,PO,4 3.0;
K,HPO,4 3.5; MgSO04 1.5; CaCl, 0.1; FeSO4 0.5 mL/L; solucidon de oligoelementos 1.5 mL/L de SMC
ajustada a pH 6.8-7.0 y SM al 50% de N en forma de (NH4),SO4 que alimento al garbanzo y maiz,

como se muestra en la Figura 1 (Luna y Sanchez-Yainez, 1995).



la) Corte de la parte 1b) Colocacion del algodon 1c) Adicioén de suelo 1d) Adicion de la

superior e inferior en la parte superior de en la parte superior SM 6 agua en la
de la botella de PET. la botella de PET para de la botella de PET. parte inferior de
su armado. la botella de PET.

Figura 1. Preparacién del sistema hidropénico de jarra de Leonard.

6.4.  Desinfeccion de las semillas de garbanzo y maiz

En un vaso de precipitado se sumergieron las semillas de garbanzo y maiz en Cloro al 3% (v/v)/5 min,
se lavaron seis veces con agua potable estéril, se colocaron en Alcohol al 70% (v/v)/5 min y se lavaron
seis veces con agua estéril (Garcia-Reyna et al., 2005).

En el Cuadro 1, se indica el disefio experimental empleado para analizar la respuesta del garbanzo y
maiz a la inoculacion con los aislados AIYLAL y BIYLA2: el garbanzo inoculado con AIYLA1, tratado
con BIYLA2, coinoculado con ambas BPCV alimentados con la dosis de SM con N al 50% y su
homoélogo sin inocular usado como CR alimentado con una dosis de SM con N al 100%. El maiz
inoculado con AIYLA1L, la misma graminea inoculada con BIYLAZ2 y con inoculacion mixta alimentados
con la dosis de SM al 50% de N y el mismo cereal sin inocular usado como CR alimentado con una

dosis de SM al 100% de N, con cinco repeticiones.



Cuadro 1. Disefio experimental para medir la respuesta de garbanzo (Cicer arietinum L.) y maiz
(Zea mays L.) a la inoculacion con los aislados AIYLALy BIYLA2.

Tratamiento | Garbanzo | Maiz | Aislado | Aislado Solucion Solucion Agua
AIYLAL1 | BIYLA2 | mineral con N | mineral con N
como NH4sNO3; | como NH4NO;
al 100% al 50%
Control + 4 _ _ _ _ +
absoluto
Control + + _ _ + _ _
relativo
I _ + B + B + B
11 + B B + B + B
I _ + + _ _ + _
1A% + _ + _ _ + _
A% _ + + + _ A _
VI + _ + + _ + _
* + = se aplico, - = No se aplico
6.5. Inoculacion de maiz y garbanzo con los aislados AIYLALly BIYLA2

En la campana de flujo laminar, con una pinza desinfectada con Cloro al 3% (v/v) y Alcohol al 70%
(v/v), se depositaron en una bolsa de plastico obscura, 20 semillas de garbanzo y maiz que se utilizaron
por cada tratamiento, con una pipeta estéril se inoculo por cada 10 semillas, un volumen de 1.0 ml con
los aislados AIYLA1l y BIYLA2, ambos cultivados en caldo Burk y PCAT por 48 y 24 hr

respectivamente y se mezclaron/20 minutos (Garcia-Reyna et al., 2005).



6.6. Siembra de las semillas de maiz y garbanzo en jarra de Leonard

Se sembraron 4 semillas por jarra de Leonard y se etiquetaron de acuerdo con su tratamiento, se cubrid
con papel la parte del contenedor con agua o SMC/reducida al 50% del N, como se ilustra en la Figura

2 (Garcia-Reyna et al., 2005).

2a) Siembra de las semillas 2b) Etiquetar y cubrir la parte de abajo
en jarra de Leonard de las botellas de PET.

Figura 2. Siembra de las semillas de maiz y garbanzo en jarra de Leonard.

6.7.  Conservacion de los aislados AIYLALly BIYLA2

En viales con 1.0 g de silosil estéril, se agregd con una pipeta estéril, 1 mL de la suspension de la cepa
pura de los aislados AIYLAL y BIYLAZ2, se realizaron tres repeticiones (Sanchez-Yanez et al., 2007), se
guardaron en la coleccion de BPCV del Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de

Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH.
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6.8.  Variables respuesta para analizar el efecto de inoculacion de los aislados AIYLALy

BIYLAZ2 en garbanzo y maiz

El porcentaje (%) de germinacion de semillas de garbanzo y maiz se determino a los 11 dias. Luego se
realizd el aclareo de las plantas, se dejaron solo dos por jarra de Leonard y se llevaron al invernadero.
En el estado de plantula a los 32 dias después de la siembra y en floracion a los 62 dias posteriores a su
siembra, se midio la fenotipia aérea y radical en garbanzo y maiz: se realizo el corte radical y parte
aérea. Para la biomasa: se obtuvo el peso fresco de parte aérea y radical, posteriormente ambas partes
se secaron en horno a 40°C/48 h y se midi6 el peso seco de parte aérea y radical (Garcia-Gonzélez et

al., 2005).

6.9. Andlisis estadistico de resultados

El andlisis de la respuesta del garbanzo y maiz a la inoculacién y coinoculacién con los aislados

AIYLAL1 y BIYLA2, se determind por el método de Tukey (Garcia et al., 2001).

6.10. Identificacion de las BPCV de Leucaena sp.

Se identificaron los aislados de AIYLAL y BIYLA2 mediante un ensayo bioquimico con API20NE, un
sistema de identificacion para bacterias Gram negativas, que consta de 21 pruebas bioquimicas:
reduccidon de nitrato, triptéfano, fermentacion de glucosa, arginina dehidrolasa, ureasa, hidrdlisis de
esculina, gelatinasa, P-galactosidasa, D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, N-acetil-D-
glucosamina, maltosa, D-gluconato, caprato, adipato, L-malato, citrato, fenilacetato. Para lo cual se
sembraron los aislados sospechosos de AIYLAL y BIYLA2 en caldo Burk y PCAT. Se tom6 una asada

de los tubos/cajas de cada aislado y se suspendio en 5.0 mL de solucion salina (NaCl 0.85% p/v). Los
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tubos se agitaron a 200 rpm/48 h. Posteriormente se tomé 0.1 mL de la suspension de solucion salina
de cada aislado y se sembr6 en los microtubos de API20NE, se incubaron/48 h a 32°C, para registrar

los resultados (Salazar et al., 2008).

6.11.  Deteccidn de quistes en el aislado AIYLAL

Se sembro el aislado AIYLAL en agar Burk con alcohol butilico (g/L): alcohol butilico 1% (v/v) 10.0
mL/L; K;HPO4 2.0; KH,PO4 2.0; MgSO4 3.0; solucion de oligoelementos 1 mL/L; azul de bromotimol
1% 10 mL/L; agar 18; a pH 6.5-6.7; para evitar el crecimiento de hongos se agregd Tecto 60®
(Syngenta) 2% (p/v) 1 mL/L, se incub6 a 30°C/1 semana, posteriormente se realizd una tincion para
observar en el microscopio Carl Zeiss, la formacion de los quistes: se coloco una asada del cultivo en

portaobjeto y se le agregaron 2 gotas de yodo lugol/1 min, se lavd y se observo su existencia (Escobar

etal., 2011).

7. Resultados y discusién

7.1.  Evaluacion de la inoculacion del maiz (Zea mays L.) con Azotobacter sp. AIYLALly

Burkholderia sp. BIYLA2

En la Figura 3, se muestra que el % de germinacion de la semilla de maiz inoculada con Burkholderia
sp. BIYLA2 alcanzo un 95%, mientras que coinoculada con Azotobacter sp. AIYLAL y Burkholderia sp.
BIYLAZ2 fue de 95%, a dosis reducida al 50% de FN, estos valores fueron estadisticamente superiores al
85% de la homologa sin inocular alimentada con una dosis al 100% de FN, lo anterior sugiere que
ambas BPCV convirtieron los exudados de la espermosfera de la semilla en SPCV, que terminaron con

la latencia del embrion y aceleraron su velocidad de germinacion del maiz (Arellano, et al., 2008).
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Figura 3. Respuesta de la semilla de maiz (Zea mays L.) a la inoculacién con Azotobacter sp.
AlYLAL, Burkholderia sp. BIYLA2 y la mezcla de ambas en su germinacion.

Porcentaje de germinacion
100 - 85¢ o0 =
90 A 75d
80 A
70 4
60 -
(%) 50
40 A
30 4
20 -
10
0
Control Control Azotobacter sp.  Burkholderia sp.  Azotobacter sp.
absoluto relativo AIYLA1 AIYLAl AIYLAly
Burkholderia sp.
AlYLAL

*Valores con letras distintas con diferencia estadistica (P<0.05) segtin Tukey.

En la Figura 4, se muestra la respuesta del maiz inoculado con Azotobacter sp. AIYLAL que indujo un
PSA de 2.03 g, en tanto que en el coinoculado con las dos BPCV, registro 2.56 g de PSA, ambos con la
dosis al 50% del FN, ambos valores fueron estadisticamente significativos distintos al maiz sin inocular
usado como CR con 0.84 g y al tratado con Burkholderia sp. BIYLA2 con un PSA de 0.98 g, lo que
sugiere que los dos géneros transformaron las excreciones radicales de la graminea en SPCV y en
consecuencia hubo una mayor absorcion mineral y con ello un aumento en el PFA (Piromyou et al.,
2011). Mientras que el maiz coinoculado con las dos BPCV con la dosis de FN al 50%, registro un
PSR de 0.80 g, lo que fue estadisticamente significativo diferente comparado con 0.60 g de PSR del
mismo cereal sin inocular empleado como CR y con el tratado con Azotobacter sp. AIYLAL que fue de
0.59 g de PSR, lo que sugiere que estas BPCV convirtieron los exudados de raiz del maiz en SPCV,

Azotobacter sp. favorecio la entrada de Burkholderia sp. en tejidos de esa parte de la planta para una

13



mayor absorciéon de minerales que incremento la longitud y nimero de raices secundarias de la

graminea (Cutifo-Escalona, 2012).

Figura 4. Respuesta del maiz (Zea mays L.) a la inoculacion con Azotobacter sp. AIYLAL y
Burkholderia sp. BIYLA2 y la mezcla de ambas sobre su biomasa a nivel de plantula.
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0.5
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Control Control Azotobacter sp. Burkholderia sp. Azotobacter sp.
absoluto relativo AlYLAL AlYLAL AIYLAly
Burkholderia sp.
AlYLAL

*Valores con diferentes letras con diferencia estadistica (P<0.05) segiin Tukey.

En la Figura 5, a nivel de floracion, se muestra la respuesta del maiz inoculado con Burkholderia sp.
BIYLA2 en su AP con 113.32 cm, mientras que el coinoculado con ambas fue de 114.37 cm con el 50%
del FN, recomendado para esta graminea; ambos valores fueron estadisticamente diferentes
significativos comparados con el maiz usado como CR con 95.25 cm de AP; lo anterior sugiere que los
dos géneros de BPCV transformaron sus exudados radicales en SPCV, las que indujeron una mayor
formacion de tallos (Camelo et al., 2011). El maiz coinoculado con el 50% del FN, registro 60.01 cm

en su LR, esta respuesta positiva fue estadisticamente diferente significativa comparada con la misma
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graminea sin inocular usada como CR con 40.75 cm en su LR; lo anterior sugiere que Azotobacter sp.
al utilizar los exudados radicales del maiz en asociacion con Burkholderia sp. los convirtieron en
SPCV, que indujeron la formaciéon de abundantes pelos radicales en la zona meristematica del

garbanzo, lo que aumento la elongacion de la raiz de la leguminosa (Martinez et al. 2011).

Figura 5. Respuesta del maiz (Zea mays L.) a la inoculacion con Azotobacter sp. AIYLAL y
Burkholderia sp. BIYLA2 en su fenotipia a nivel de floracion.
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*Valores con diferentes letras con diferencia estadistica (P<0.05) segiin Tukey.

En la Figura 6, a nivel de floracion, se muestra la respuesta del maiz a la doble inoculacion con
Azotobacter sp. AIYLAL y Burkholderia sp. B IYLA 2 en su PFA que alcanzo 47.28 g, con dosis al 50%
del FN, de lo recomendado para esta graminea, el valor sehalado fue estadisticamente significativo
comparado con la misma graminea sin inocular usada como CR con 34.69 g de PFA, lo anterior sugiere
que ambos géneros tuvieron la capacidad de utilizar compuestos orgédnicos de la raiz del maiz y los
convirtieron en SPCV, con lo que hubo un aumento en el crecimiento de la raiz y Burkholderia sp.
como endodfita mejoro la capacidad de absorcion radical de minerales e influyo en el crecimiento del
tallo, del nimero de hojas y de esa forma un mayor PFA (Reyes y Valery, 2007). Mientras que el maiz
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coinoculado, con dosis al 50% del FN, tuvo un PFR de 28.78 g, estadisticamente diferente significativo
comparado con el PFR del maiz sin inocular usado como CR con 17.66 g, lo que sugiere que tanto
Azotobacter sp. y Burkholderia sp. transformaron los exudados radicales de esta graminea en SPCV
que indujeron una mayor formacion de raices secundarias que mejoro la absorcion mineral (Escobar et

al., 20011).

Figura 6. Respuesta del maiz (Zea mays L) a la inoculacién con Azotobacter sp. AIYLALl y
Burkholderia sp. BIYLA2 en su biomasa a nivel de floracion.
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*Valores con diferentes letras con diferencia estadistica (P<0.05) segiin Tukey.

En la Figura 7, a nivel de floracién, se muestra la respuesta del maiz a la inoculacion mixta con
Azotobacter sp. AIYLAL y Burkholderia sp. BIYLAZ2 en su PSA que alcanzo 10.35 g, que fue alimentada
con una dosis al 50% de FN, este valor de PSA fue estadisticamente significativo comparado con la
misma graminea no inoculada, que alcanzo un PSA de 6.28 g, en el caso de la coinoculacion esta
respuesta positiva del maiz se explica porque ambos géneros de BPCV, al colonizar su raiz convirtieron
sus exudados radicales en SPCV, los que promovieron una mayor absorcion de minerales, que son
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transportados hacia la parte aérea al tallo y hojas del maiz (Hernandez-Rodriguez et al., 2010).
Mientras que cuando la graminea se coinoculo con las dos BPCV, alimentada con el FN a dosis
reducida al 50% tuvo un PSR de 7.03 g, estadisticamente significativo diferente comparado con su
homologo sin inocular usado como CR con 2.60 g de PSR, lo anterior sugiere que estas BPCV al
colonizar la raiz, transformaron sus exudados radicales en SPCV, los que mejoraron su crecimiento y
peso de raices, por incremento en la concentraciéon de materia seca en esa parte de la planta (Garcia-

Reyna et al., 2005).

Figura 7. Respuesta del maiz (Zea mays L) a la inoculacién con Azotobacter sp. AIYLAL y
Burkholderia sp. BIYLA2 en su biomasa a nivel de floracién.
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7.2.  Evaluacion de la inoculacion del garbanzo (Cicer arietinum L) con Azotobacter sp.

AIYLA 1y Burkholderia sp. BIYLA2

En la Figura 8, se muestra que la semilla de garbanzo coinoculada con Azotobacter sp. AIYLAL y
Burkholderia sp. B IYLA2, alimentada con dosis al 50% de FN, dosis inferior a la recomendada para
esta leguminosa, emergiod en un 95%, estadisticamente superior comparada con la misma semilla de la
leguminosa sin inocular y alimentada con la dosis 100% de FN, con 85% de porcentaje de germinacion,
lo que sugiere que las BPCV convirtieron los exudados de la espermosfera de la leguminosa en SPCV,

las que aceleraron su germinacion (Escobar et al., 2011).

Figura 8. Respuesta de la semilla de garbanzo (Cicer arietinum L) a la inoculacién con
Azotobacter sp. AIYLAL, Burkholderia sp. BIYLA2 y la mezcla de ambas sobre su germinacion.
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En la Figura 9, se muestra la respuesta del garbanzo coinoculado con Azotobacter sp. AIYLAL y
Burkholderia sp. BIYLA2, alimentado con FN a dosis de 50%, sobre su AP con 40.52 cm, lo que fue
estadisticamente distinta y significativa comparada con su homdloga sin inocular usado como CR con
33.97 cm de AP, esta respuesta positiva del garbanzo a la inoculaciéon mixta en su AP, sugiere que
Azotobacter sp. en la rizosfera genero exudados radicales, que se transformaron en SPCV, mientras se
supone que Burkholderia sp. indujo la absorcion de minerales en el tallo, las hojas y yemas jovenes y
con ello su elongacion (Rodelas et al., 1999). Respecto al garbanzo coinoculado con las dos BPCV, a
dosis 50% del FN, alcanzo 31.85 cm de LR; esta respuesta positiva del garbanzo fue estadisticamente
significativa comparada con su homologo sin inocular usado como CR con 23.85 cm de LR; este
resultado sugiere que Azotobacter sp. al colonizar la raiz, sintetizo SPCV y Burkholderia sp. endofita

promovio la formacion de pelos radicales secundarios (Prakash et al., 2013).

Figura 9. Respuesta del garbanzo (Cicer arietinum L.) a la inoculacion con Azotobacter sp.
AlYLA1y Burkholderia sp. BIYLAZ2 en su fenotipia a nivel de plantula.
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En la Figura 10, a nivel de plantula, se muestra la respuesta del garbanzo a la doble inoculacién con
Azotobacter sp. AIYLA1 y Burkholderia sp. BIYLA2, con la dosis 50% del FN recomendado, registro
3.58 g de PFT, estadisticamente distinto significativo, comparado con la misma leguminosa sin
inocular usada como CR con 2.56 g en su PFT, lo anterior sugiere que ambos géneros de BPCV,
convirtieron los exudados radicales de la leguminosa en SPCV, que estimularon la produccion de raices
laterales para una mayor absorcion mineral (Prakash y Yadav, 2012). El garbanzo con inoculacion
mixta, con la dosis al 50% de FN, registro un PST de 0.70 g, estadisticamente diferente significativo
comparado con su homologo sin inocular usado como CR con 0.57 g de PST, esto sugiere que
Azotobacter sp. sensibilizo la raiz y Burkholderia sp. invadio los tejidos radicales donde sintetizo
SPCV e indujo una mayor absorciéon de minerales en la raiz; por aumento de raices secundarias;
resultado similar se reporto en garbanzo coinoculado con Pseudomonas jessenii endofita y
Mesorhizobium sp rizosferica, los que al asociarse promovieron el sano crecimiento y aumento en la

absorcion de minerales en la leguminosa (Valverde et al., 2007).

Figura 10. Respuesta del garbanzo (Cicer arietinum L.) a la inoculacion con Azotobacter sp.
AlIYLA1y Burkholderia sp. BIYLA2 en su biomasa a nivel de plantula.
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b
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2.5 4
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Burkholderia sp.
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*Valores con diferentes letras con diferencia estadistica (P<0.05) segiin Tukey.
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Enla

Figura 11, se muestra la respuesta del garbanzo a la coinoculacion con Azotobacter sp. AIYLAL y
Burkholderia sp. BIYLA2, a dosis al 50% de FN, en su AP que alcanzo 43.27 cm, estadisticamente
diferente significativa comparada con su homologo sin inocular usado como CR con 36.07 cm de AP;
la respuesta positiva de la leguminosa a la inoculacion mixta sugiere que los dos géneros de BPCV
como: Azotobacter sp. que colonizo la raiz del garbanzo y Burkholderia sp. endofita pudieron
transformar sus exudados radicales en SPCV y aceleraron el crecimiento de la planta; resultado similar
se reporto en garbanzo coinoculado con A. chroococcum y Rhizobium leguminosarum, los que
colonizaron la raiz y sintetizaron SPCV e indujeron el aumento del crecimiento de la leguminosa
(Prakash y Yadav, 2012). El garbanzo coinoculado con ambos géneros de BPCV, con dosis al 50% de
FN, alcanzo 33.95 cm de LR, estadisticamente distinta significativamente comparada con su homologo
sin inocular usado como CR con 28.60 cm de LR, este resultado sugiere que la asociacion entre ambas
BPCV en la rizosfera del garbanzo, favorecio la sintesis de SPCV que indujeron la proliferacion de
pelos radicales secundarios y en consecuencia un aumento en la longitud radical y la absorcién de
minerales (Prakash et al., 2010).

Figura 11. Respuesta del garbanzo (Cicer arietinum L.) a la inoculacién con Azotobacter sp

AIYLAL y Burkholeria sp. BIYLA2 y coinoculacion con ambas, en su fenotipia a nivel de
floracion.

43.272
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J 36.07¢ . 36.85¢
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absoluto relativo AlIYLAL AIYLAL AIYLAly
Burkholderia sp.
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*Valores con diferentes letras con diferencia estadistica (P<0.05) segiin Tukey.
En la Figura 12, se analiza la respuesta del garbanzo con inoculacion mixta de las BPCV, en su PFT

que registro 3.82 g; el tratado con Azotobacter sp. AIYLAL alcanzo 3.80 g de PFT y el inoculado con
Burkholderia sp. BIYLA2 tuvo un PFT de 3.77 g, a la dosis 50% de N, la respuesta positiva del
garbanzo fue estadisticamente diferente y significativa, comparada con la leguminosa sin inocular
usada como CR alimentada con SM completa; lo que sugiere que tanto Azotobacter sp., como
Burkholderia sp., convirtieron los exudados radicales del garbanzo en SPCV, las que indujeron una
mayor absorcion de minerales para el crecimiento de la leguminosa (Cutino-Escalona, 2012). El
analisis estadistico realizado a la respuesta del garbanzo con la doble inoculacion de las BPCV, a dosis
reducida de FN al 50%, registro un PST de 0.82 g, estadisticamente diferente significativo a la misma
leguminosa sin inocular usada como CR con 0.71 g de PST, lo que sugiere que Azotobacter sp. y
Burkholderia sp. transformaron aminoacidos de los exudados rizosfericos del garbanzo en SPCV y
estimularon la proliferacion de pelos radicales; con un aumento de biomasa radical, lo que mejoro su

capacidad de absorcion mineral (Rodelas et al., 1999).
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Figura 12. Respuesta del garbanzo (Cicer arietinum L.) a la inoculacion con Azotobacter sp.
AIYLAL y Burkholderia sp. BIYLA2 y coinoculacién con ambas, en su biomasa a nivel de
floracion.
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*Valores con diferentes letras con diferencia estadistica (P<0.05) segin Tukey.

7.3.  Aislamiento de Azotobacter sp A IYLA 1y Burkholderia sp B IYLA 2 en Leucena sp

En la Figura 13, se muestra la morfologia microscopica del aislado AIYLAL recuperado de las raices de
Leucaena sp., con tincion Gram en el microscopio Carl Zeiss se observo un bacilo con 1.5-2.0 um de

diametro, pleomorfico, en cadenas o pares, Gram Negativo. Segun lo reportado en la literatura sugiere

que se trata del género
Azotobacter sp., con

colonias mucosas, opacas, café o

pardas redondas en agar Burk

(Holt et al., 2000).




Figura 13. Observacién microscopica a 100X de Azotobacter sp. AIYLA1L, bacilo Gram negativo, aislada de Leucaena
sp.- crecida en agar Burk por 30 h/30°C.

En la Figura 14, se muestra la morfologia microscépica de Burkholderia sp. BIYLA2 que se observo
con el microscopio Carl Zeiss, con tincion Gram, es un bacilo corto o cocobacilo. La literatura sefiala
que Burkholderia sp. es endofita, con colonias circulares convexas, enteras y brillantes en agar PCAT

(Viallard et al., 2000).
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Figura 14. Observacién microscépica a 100X de Burkholderia sp. BIYLA2, bacilo Gram negativo, aislada de
Leucaena sp. crecida en PCAT por 30 h/30°C.

7.4.  Formacion de quistes en Azotobacter sp. AIYLAL

En la Figura 15, al realizar la tincion con yodo lugol, se observo la estructura de latencia redonda, de
doble pared llamado quiste, en la literatura se reporta que Azotobacter sp., no produce endosporas, pero
si quistes, modificaciones estructurales y fisioldgicas de sus células vegetativas con resistencia a: la

desecacion, desintegracion mecdanica, radiacion ionizante, ultravioleta y predacién, pero no con



resistencia al calor, no son completamente inactivos comparados con las endosporas bacterianas del
género Bacillus, la produccion de quistes es la principal propiedad que diferencia a Azotobacter sp, de

otros géneros de BPCV fijadores de N, de vida libre o simbidticas (Holt et al., 2000).

Figura 15. Observacion microscopica a 100X de quistes en agar Burk en Azotobacter sp. AIYLAL, aislada de
Leucaena sp en agar Burk con Butanol al 1% por 1 semana/30°C.

7.5.  Resultados de las pruebas bioquimicas API20NE, para identificacion de los géneros

Azotobacter sp. AIYLA1y Burkholderia sp. BIYLA2

En el Cuadro 2, se muestra las principales pruebas bioquimicas de API20NE, con las que se identifico
el género Azotobacter sp., la literatura al respecto sefala la formacion de quistes en n-butanol como
fuente de Carbono (C) una propiedad basica de Azotobacter sp., distintiva de otros géneros fijadores de

N, (Escobar et al., 2011) esta capacidad no se ha detectado en ningun otro grupo bacteriano y es clave
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en su separacion de Azospirillum sp. Respecto a su perfil bioquimico, la literatura reporta: la utilizacion
de manitol como fuente de energia y C, su capacidad para reducir el NO;™ a NO,, la fermentacion de
glucosa, la sintesis de ureasa y la asimilacion de azucares: maltosa, glucosa y caprato (Jiménez et al.,
2011). En la literatura se reporta que es un género heterotrofo, utiliza azlicares, alcoholes y sales de
acidos organicos para su crecimiento, son proteoliticas, utiliza NO3;, NH4Cl y ciertos aminoéacidos
como fuentes de N, es catalasa positiva (Holt et al., 2000). Se incluyeron pruebas bioquimicas
complementarias de API 20NE, como hidrélisis de esculina, gelatinasa, B-galactosidasa, L-arabinosa,
D-manosa, N-acetil-D-glucosamina, D-gluconato, adipato, L-malato, fenilacetato; segin se reporta para

confirmar su identificaciéon como un miembro del género Azotobacter sp. (Winn et al., 2008).

Cuadro 2. Comparacién entre el comportamiento bioquimico de Azotobacter sp. AIYLA1L aislada
de Leucaena sp. y Azotobacter spp. reportada en la literatura.

Pruebas bioquimicas Azotobacter spp. (reportada en la Azotobacter sp. AIYLA 1
literatura) (aislada de Leucena sp)

_|_

Reduccion de nitrato +
Triptoéfano -
Fermentacion de glucosa | +
Arginina dehidrolasa -
Ureasa
Hidrdlisis de esculina
Gelatinasa
[-galactosidasa

Pruebas de asimilacion
D-glucosa
L-arabinosa
D-manosa
D-manitol
N-acetil-D-glucosamina
Maltosa
D-gluconato
Caprato
Adipato
L-malato
Citrato
Fenilacetato
Produccion de quiste

_|_

*|

CHERENES
4|+ +

[S-RIR <SR B T el B T - A T R <V R VI
o e ) I S ) ) S

o
+

_|._
+
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* Reaccion (+)= positiva y Reaccion (-)= negativa. **a= no considerada importante para este género.

En el Cuadro 3, se muestra las pruebas bioquimicas, con las que se identifico a la BPCV como el
género: Burkholderia sp., su perfil bioquimico que la literatura reporta como basico: la capacidad de
reducir el NOs™ a NO,, la oxidacion del aminoacido triptofano para formar indol, una propiedad
distintiva es que no fermenta glucosa, la hidrdlisis de la L-arginina, ademas de la sintesis de ureasa y la
asimilacion de azucares tales como: L-arabinosa, D-manosa, maltosa, L-malato, asi como la utilizacion
del citrato de sodio como unica fuente de C (Viallard et al., 2000). Se incluyeron otras pruebas
bioquimicas de API 20NE, como hidrdlisis de la esculina, de la gelatinasa, de la B-galactosidasa, del N-
acetil-D-glucosamina, del D-gluconato, del caprato, del adipato, del fenilacetato, complementarias

para definir con mayor precision su pertenencia al género Burkholderia sp (Winn et al., 2008).

Cuadro 3. Comparacion entre el comportamiento bioquimico de Burkholderia sp. BIYLA2
aislada de Leucaena sp. y Burkholderia spp. reportada en la literatura.

Pruebas bioquimicas Burkholderia spp (reportada en la Burkholderia sp B IYLA 2
literatura) (aislada de Leucena sp)

Reduccion de nitrato
Triptoéfano
Fermentacion de glucosa | - -
Arginina dehidrolasa
Ureasa
Hidrdlisis de esculina
Gelatinasa
-galactosidasa

Pruebas de asimilacion
D-glucosa
L-arabinosa
D-manosa
D-manitol
N-acetil-D-glucosamina
Maltosa - -
D-gluconato
Caprato

++
+

%

oo o4+
[+ + ]+

o o |+ 4|+
+l+|+[+]+

+ |+
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Adipato a +
L-malato F *
Citrato + +
Fenilacetato a 4

* Reaccion (+)= positiva y Reaccion (-)= negativa. **a= no considerada importante para este género.

8. Conclusién

Leucaena sp., es una fuente de BPCV como Azotobacter sp. y Burkholderia sp. para plantas domesticas
como: garbanzo y maiz; las que tuvieron una respuesta positiva a la coinoculacién con los dos géneros
bacterianos, alimentadas con una dosis de FN al 50%, inferior a lo recomendado para cada una, lo que
sugiere una interaccion sinérgica de tipo metabolica entre los dos géneros de BPCV, a favor del sano

crecimiento de garbanzo y maiz.
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