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Distinguidas Autoridades del Presidium.

Estimados Colegas de la Sociedad Mexicana de la Cienciadel Suelo.
Jovenes estudiantes.

Sefioras y sefiores:

Por mas de cuatro décadas |a Sociedad M exicanadela Cienciadel Suelo sehareunido
anualmente para convivir y reflexionar fraternalmente sobre e estado que guarda €
conocimiento de los suel os de M éxico. Esto con el propdsito de identificar y compartir entre
colegas los avances alcanzados en la deteccién y busqueda de soluciones a los problemas
nacionales.

En esta ocasion e encuentro ocurre en una region con caracteristicas fisicas y
humanas que facilitan latarea. Estas caracteristicas se traducen en la participacion activa de
un buen nimero de col egas que coadyuvan para al canzar |10s objetivos que perseguimos.

Aunado a esto, el Estado de Guanajuato, dada su ubicacion geogréfica en €l centro
del pais, su vocacion agricolay diversas vias de comunicacion, facilitan la participacion, no
solo de investigadores de todas partes del pais, sino también de jovenes estudiantes de las
carreras afines ala agronomia.

Esta vocacion natural de Guangjuato se ve reflgjada en la intensa actividad agricola
gue incluye unaampliadiversidad de cultivos con altos rendimientos. Si profundizamos mas
aladd suelo, destaca de igual manerala riqueza minera contribuyendo significativamente a
la economia del estado.

Ademas de los rasgos naturales de Guangjuato, quiero hacer especial énfasis en €
solidario y decidido apoyo que recibimos de | as autoridades estatal es y municipales paragque
unidos al cancemos nuestro objetivo, un encuentro pletorico de ideas y propuestas. Hacemos
un firme reconocimiento a CONACyT del estado y a CINVESTAV Irapuato, mi casa de
trabajo, por su firmey solidario apoyo. jGracias!, jMuchas gracias a todos!

No tengo duda que todos haremos nuestro mejor esfuerzo. Nos esperan cuatro dias de
intenso trabajo para atender: 9 conferencias plenarias, 11 simposia, 51 trabajos orales, 4
talleres, 2 cologquiay 107 trabajos en carteles, representando un total de 169 contribuciones.

Es importante destacar que nuestra Sociedad procura siempre fomentar en |0s nifios
el conocimiento del suelo. Asi, se han programado actividades para 80 nifios de dos escuelas
primarias de la ciudad.
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Considero justo hacer mencién al solidario apoyo que recibo de mi grupo de trabajo.
Ademas, quiero compartir con Ustedes que este esfuerzo conjunto en e que todos
participamos |lo hacemos en memoria a los entrafiables colegas, maestros y amigos que se
nos adelantaron en el camino de la vida pero que siguen vivos en nosotros a través de su
legado cientifico y su fraternal recuerdo.

iGracias, muchas gracias!

Dr. Juan José Pefia Cabriales

Presidente del Comité Organizador
del XLI Congreso Nacional delaCienciadel Suelo
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Patria: tu superficie es el maiz,
tus minas el palacio del Rey de Oros,
y tu cielo, las garzas en dedliz

y el reldmpago verde delosloros.

Ramon Lopez Velarde
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ELABORACION DE BIOFERTILIZANTE A BASE DE Rhizobium spp.
EN CAMPO ZACATECANO
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Resumen

L os biofertilizantes son preparados de microorganismos aplicados al suelo y/o planta con el
fin de sudtituir parcial o totalmente la fertilizacién sintética, asi como disminuir la
contaminacion generada por |os agroquimicos (Armenta, Garciaet al. 2010). Desde un punto
de vista ecolégico los fijadores del nitrdgeno mas importantes son aquellos que fijan en
asociacion con una planta, porque el Nitrogeno fijado es suministrado precisamente donde
se necesita: pegado alas raices de la planta (Postgate, 1981).

Palabras clave
Biofertilizantes, Microorganismos, Fertilizacion, Rhizobium spp.

I ntroduccién

L os organismos fijadores de nitrégeno mejor conocidos son |0s que se encuentran en | as asociaciones
biolégicas simbidticas conocidas como nodulos de las raices, principamente de las plantas
leguminosas, dentro de las cuales las formas bacteroides de Rhizobium fijan € Nitrégeno. (Mays-
Figueroa, 2004).

La interaccién de las leguminosas con bacterias capaces de aprovechar una gran proporcién del
nitrogeno atmosférico (familia Rhizobiaceae) resulta de gran importancia para el desarrollo de los
cultivos (FAO, 1984).

L os rizobios, son microorgani smos capaces de inducir laformacién de nddul os fijadores de nitrogeno
atmosférico en las raices de las plantas de la familia Leguminosae (Marc-Neyra, 1995). Son bacilos
de0,5a0, 9umdeanchoy 1,2 a3, 0 um de longitud, son bacterias Gram negativas y no esporulan,
son moviles debido a flagelos peritricos 0 aun flagelo polar o subpolar (Marc-Neyra, 1995).

La especie Phaseolus vulgaris o frijol comin es originaria del &rea México-Guatemala. Un estudio
realizado por €l Instituto Naciona de Estadisticay Geografia (INEGI) realiz6 el V11l Censo Agricola,
Ganadero y Forestal 2007, identificando al frijol como uno de los cultivos de mayor importancia en
México; por superficie sembrada, se ubica en segundo lugar después del maiz y el Estado de
Zacatecas es el primer productor de esta leguminosa en el afio agricola 2007. En la actudidad la
agricultura es una de | as actividades méas importantes para la economia de |os Zacatecanos, pues de
ella depende la alimentacion primaria de miles de personas (Molinay Cordova, 2006).

LaENA contempla datos de los 34 productos més importantes para el pais (M éxico).

La Encuesta Nacional Agropecuaria 2014 arroja € dato que la superficie sembrada de cultivo anual
que ocupacel frijol esde 1,878,933 de hectéreas, dando como resultado una produccion de 1,434,668
toneladas defrijol (ENA 2014).
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El 73% de la produccién Agricola se destina ala venta, donde & volumen de produccién vendido de
frijol es: intermediario 62.7 %, directo a consumidor 2.3%, empacadora o industria procesadora
7.4%, central de abastos 1.4%, supermercado 0.3%, otro tipo de comprador 9.3%, varios compradores
(no se conoce al comprador) 16.7% (ENA 2014).

Materialesy M étodos

Como material biolégico se utilizaron nédulos de raices de Phaseolus vulgaris (frijol) de las
siguientes tres variedades:

1- For deJunio UAZ L77. (FJFUAZ-L77)

2- Azufrado UAZ 136. (A-UAZ.136)

3- Hor deJunio UAZ 486. (FJ-UAZ-486)
Las muestras recol ectadas se tomaron de manera aleatoria, dado que no todas las raices presentaban
nodulacion.
Modo de preparacion de los nédul os.
Se aidaron los nodulos de las raices de la planta de frijol, y posteriormente se sanitizaron por
inmersion en una solucion de cloro al 10% (v/v) durante un tiempo de 5 minutos, y en una solucion
de etanol al 70% (v/v) por un periodo de 10 minutos. Posteriormente se realizan 3 lavados con agua
estéril, con una duraciéon de 1 minuto en cada lavado. Los nddulos previamente sanitizados fueron
macerados en 10 ml de agua estéril, en un mortero estéril, posteriormente setomé 1 ml del macerado
y se diluyo con agua destilada estéril hasta obtener diluciones de 10 a 107; de cada dilucién se
estriaron 500 I sobre cgjas Petri conteniendo medio de cultivo ELMARC (Angelesy Cruz, 2015).

Caracterizacién de Rhizobium spp.

Se rediz6 caracterizacion morfoldgica macroscépica y microscopica con tincién de Gram y las
pruebas bioguimicas de catalasa y oxidasa a cada una de las muestras, mostrando estas, analogia en
laidentificacion.

Preparacion de la semilla.

Se sanitizaron semillas de Phaseolus vulgaris (frijol) flor de junio, por inmersién en una solucion de
cloro a 10% en un tiempo de 14 minutos. Después las semillas se sumergen en solucion de etanol a
70% en un periodo de 5 minutosy finalmente se reaizan 5 lavados con agua estéril de 1 minuto cada
uno (Angelesy Cruz, 2015).

Preparacién del suelo.

El suelo con € que se trabaj 6, se prepard a partir de una mezcla de un suelo arcilloso y arena, que
proporciono la Unidad Académica de Agronomia perteneciente ala U.A.Z., el cual fue esterilizado
en autoclave por 20 minutos a 15 psi/121 °C.

Medio de cultivo ELMARC (para 1 litro)

K2PHO4 0,655g
MgSO, .7H0 0,200g
NaCl 0,100g
Manitol 2.500g
Sacarosa 7.500g
Extracto de levadura 0.500g

573



Sociedad Mexicana de la Ciencia del Suelo, A. C.
XLI Congreso Nacional de la Ciencia del Suelo

“Cultivando el Porvenir de México” Cim_;r_e_st_au

| Poliforum Le6n | Ledn Guanajuato, México | 09 - 13 de Octubre, 2016 |

Agar 15.000g
Solucién Rojo Congo* 1.00ml  (*Rojo Congo 1g en 400 ml de agua destilada.)
pH 6.5-6.8

Estandar McFarland 0.5

El estdndar de McFarland es creado a mezclar soluciones de cloruro de bario y &cido sulfarico, €
patrén 0.5 corresponde aproximadamente a una suspension homogénea de 1.5x108 células por ml.
(McFarland Turbidity Standart N° 0.5)

Formula aproximada.
Acido sulfirico 0.18M..........cceveune 99.5 ml
Cloruro de Bario 0.048 M................. 0.5ml

Metodologia para la elaboracion del biofertilizante.

1. - Preparar el estéandar de McFarland 0.5.

2. - Preparar tubos de cada aidamiento de Rhizobium de las 3 variedades a 0.5 M cFarland.

3. - Inocular matraces con 150 ml de caldo nutritivo, 1ml del preparado de cada variedad a 0.5
4. - Colocar en plancha de agitacion, durante 72 horasa 28° C, y fotografiar cada 24 horas.

5. - Redlizar tincion de Gram a desarrollo obtenido de |os matraces.

6. - Comenzar lasiembra del frijol delavariedad flor de junio.

Ensayo en invernadero.

Se utilizarén semillas de lavariedad deflor dejunio, con previa sanitizacion como antes se menciona,
se procedera a sembrarlas sobre macetas de aproximadamente 1K g con suelo estéril y se verificara
periodicamente su desarrollo hasta un tiempo de 80 dias para posteriormente medir su desarrollo de
foliacion, talla, raiz y nodulacion.

Resultadosy Discusion

La interaccién simbidtica entre la planta — microorganismo, permite mostrar algunos procesos
biol6gicos que favorecen el desarrollo de |os cultivos de leguminosas, satisfaciendo |as necesidades
de la agricultura, ademés de mostrar un rendimiento alto, con la ventga de un costo bgjo, una
fertilidad del suelo y sobre todo, una menor contaminacion como la causada por la fertilizacion
quimica.

Este trabajo se ha centrado en buscar cepas de Rhizobium spp. y mezclarlas con otras sustancias que
proporcionen nutricién a las bacterias que se encargan de llevar a cabo la formacion de ndédulos en
lasraices del frijol y asi llevar a cabo el proceso de fijacion de nitrogeno.

Microor ganismos que promueven la fijacion de nitrogeno, aislados deraicesdetres
variedades defrijol.

Para este proyecto se lograron aidar cepas de Rhizobium de tres variedades de frijol (FFUAZ-L77,
A-UAZ-136 y FJ-UAZ-486), las pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa (Figuras 1y 2) fueron
unas de las pruebas que permitieron saber que se trataba de FBN (Rhizobium spp.), ademés de la
tincion de Gram que mostré bacilos Gram negativos (Figura 3), morfol ogia caracteristica de cepas de
Rhizobium. En la actualidad, es ampliamente conocido que las bacterias del suelo pertenecientesala
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familia Rhizobiaceae tales como Snorhizobium freddi, Bradyrhizobium japonicum entre otras,
interactUan con las raices de las leguminosas para formar nddulos en los que €l nitrégeno atmosférico
puede ser fijado (Fraysse et al. 2002: Pueppke y Broughton, 1999).

Tabla 1- Desarrollo en caja de las diluciones de cada variedad.

Dilucion Fj 177 UAZ A 136 UAZ Fj 486 UAZ
Concentrado v v v

1:1 v v V++

1:2 v v V++

1:3 X v vy +

1:4 X v X

1.5 X v v

1:6 v v +

1.7 X + v

Fj: flor de junio, A: azufrado, x: sin desarrollo, V: desarrollo. +: Contaminacion, ++; contaminacién de dos colonias
diferentes o més.
Figura 1- Prueba bioquimica Catalasa.

, positivo alapri , Catalasa positivo, or de

junio UAZ 486 catalasa positiva

Figura 2- Pueba bioguimica Oxidasa.

junio UAZ 486 oxidasa positiva.

Figura 3- Tinciones de Gram

(A) junTo UAZ L77, Bacilos Gram negivos, B
Bacilos Gram negativos.

i

) Arzufrado U';\Z 136, Gram negativs (C) flor de junio UAZ 486
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Conclusiones

Se aidaron y caracterizaron morfol 6gicamente y bioquimicamente y con tincion de Gram tres cepas
de nodulos de raices de frijol (FJFUAZ-L77, A-UAZ.136y FJ-UAZ-486).

Lavariedad de Azufrado UAZ 136 se presentd mayor nodulacion en lasraices, a momento de eval uar
el desarrollo en las cgjas de las diferentes diluciones, presento formacidn de colonias caracteristicas
de Rhizobium spp.

Lasvariedadesde Flor dejunio UAZ L77y Flor dejunio 486, presentaron aproximadamente lamisma
cantidad de nddul os en lasraices, donde cabe mencionar que el desarrollo de colonias en lasdiferentes
diluciones de la variedad L77 UAZ fue reducido y presentd contaminacion, a igua en la variedad
UAZ 486, aparentemente de micorrizas, en donde también valdria la pena estudiar esainteraccion.
Algunas bacterias unidas a nutrientes favorecen el desarrollo de ciertas plantas, por 10 que se a
escrito. Rhizobium ayuda a optimizar €l crecimiento en leguminosas, por consiguiente se espera que
dichas bacterias ligadas a nutrientes muestren una respuesta favorable a los cultivos de frijol en &
campo del Estado de Zacatecas.
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