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Resumen:

Antecedentes y Objetivos: La disponibilidad de inoculantes a base de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) tiene gran demanda,
principalmente en cultivos anuales; sin embargo, es necesario determinar sus beneficios en especies arbdreas. Los objetivos de este trabajo fueron:
(1) analizar el crecimiento, vitalidad y nutricidon de plantulas de Fraxinus uhdei (fresno) inoculadas con RPCV y (2) determinar si la promocion del
crecimiento es atribuible al nitrogeno adicional derivado de la atmdsfera.

Métodos: Plantulas de F. uhdei producidas con suministro de 5 mM de nitrégeno (N) fueron inoculadas con una cepa de Azospirillum brasilense fija-
dora de N, (FN), una cepa solubilizadora de fosfatos (SF) y la combinacién de estas (FNSF). Mediante la abundancia natural de **N en tejido vegetal,
se infirieron diferencias en N derivado de la atmodsfera (%Ndfa).

Resultados clave: La combinacién A. brasilense fijadora de N, y solubilizadora de fosfatos (FNSF) mejoré la tasa de crecimiento en altura total y
diametro del tallo en 9.3 y 9%, respectivamente. El area foliar aument6 30% y el contenido de N, P y K fueron alrededor de 20, 50 y 60% mayores al
control, respectivamente. El suministro de N no tuvo efecto significativo en el crecimiento (p<0.05), pero si favorecié la vitalidad de las plantas en las
primeras etapas de crecimiento. El %Ndfa promedio en plantas inoculadas con FN fue 16.4. Sin embargo, estadisticamente la concentracidon de N en
véstago indica que el %Ndfa no es el factor determinante que impulsa el crecimiento.

Conclusiones: La inoculacidn con FNSF es impulsora de un mejor crecimiento, vitalidad y nutricion de plantulas de fresno. Ademas, la inoculacién con
FN tiene potencial al identificar individuos que registren los mayores %Ndfa.

Palabras clave: especies arboéreas de uso urbano, inoculacion, nitrégeno derivado de la atmdsfera, rizobacterias.

Abstract:

Background and Aims: The availability of inoculants based on plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) has been increasing mainly focused on
annual crops; however, it is necessary to determine their benefits in tree species. The objectives of this work were: (1) to analyze the growth, vitality
and nutrition of Fraxinus uhdei (ash tree) seedlings inoculated whit PGPR, (2) to determine if the growth promotion was attributable to additional
nitrogen derived from the atmosphere.

Methods: Fraxinus uhdei seedlings produced with 5 mM nitrogen(N) supply were inoculated with an N,-Fixing (FN) strain of Azospirillum brasilense,
a phosphate-solubilizing strain (SF), and the combination of these (FNSF). By means of natural **N abundance in plant tissue, differences in N derived
from the atmosphere (%Ndfa) were inferred.

Key results: The N_-fixing A. brasilense and phosphate solubilizing (FNSF) combination improved the growth rate by 9.3 and 9%, respectively. Leaf area
increased 30% and N, P and K contents were about 20, 50 and 60% higher than the control, respectively. N supply had no significant effect on growth
(p £0.05), but it supported plant vitality in early growth stages. The average %Ndfa in plants inoculated with FN was 16.4. However, statistically, the
N concentration in the shoot indicates that %Ndfa is not the determining factor that drives growth.

Conclusions: Inoculation with FNSF is a driver of improved growth, vitality and nutrition of ash seedlings. Besides, the inoculation with FN has poten-
tial by identifying individuals with the highest %Ndfa.

Key words: inoculation, nitrogen derived from the atmosphere, rhizobacteria, tree species for urban use.
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Introduccion

La inoculacién de plantas de uso forestal con rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) es una estra-
tegia sostenible que permite reducir el uso de fertilizantes
nitrogenados y fosfatados (Sivasakthivelan et al., 2023).
Para que RPCV sean consideradas como biofertilizantes,
ademds de su identificacion, caracterizacién morfoldgica,
molecular y bioquimica, sus beneficios se deben validar en
ambientes controlados, semi controlados y en pruebas de
campo (Adeniji et al., 2024). Existe gran disponibilidad de
inoculantes comerciales a base de RPCV; sin embargo, su
uso se enfoca principalmente en cultivos anuales (Rafique
et al., 2024). Por su parte, los inoculantes recomendados
para especies forestales a menudo no estan disponibles a
nivel comercial, ya que solo se han evaluado en ambientes
controlados o en pruebas piloto (Chaiya et al., 2021; Corde-
ro et al., 2024).

Azospirillum brasilense Terrand, Krieg & Dbbereiner,
1978 es una RPCV empleada en la inoculacion de plantas
de coniferas y latifoliadas (Kondo et al., 2024; Smiderle et
al., 2024) y se ha observado que el suministro de dosis mi-
nimas de nitrégeno (N) incrementa los efectos positivos de
la inoculacion (Aguirre-Medina et al., 2014b). Por ejemplo,
en la inoculacidn de Fraxinus americana L. con suministro
de 16% de N las plantas mejoran su rendimiento de raices,
brotes y hojas en 19, 22 y 19%, respectivamente (Liu et al.,
2013). En Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze la fluores-
cencia de la clorofila (Fv/Fm) es alterada positivamente por
la inoculacidn con A. brasilense y el suministro de 5 mM
de N (Calzavara et al., 2021). Esta condicion es deseable,
ya que la relacién entre la fluorescencia variable y maxima
(Fv/Fm) constituye un indicador confiable de la vitalidad de
las plantas (Shi, 2024). Consecuentemente, dosis iniciales
de N en pldntulas inoculadas con cepas de A. brasilense,
son necesarias en funcidn de la especie y condiciones de
crecimiento (Boeni et al., 2024).

Los principales mecanismos que explican los efectos
benéficos en la promocién del crecimiento y vitalidad de
plantas por A. brasilense son la produccién de acido indol-
3-acético (IAA), produccién de siderdforos para solubilizar
fosfatos y la fijacion de N, (Reis et al., 2015). Es importante
sefialar que la fijacion de N, se puede inferir a partir de los
valores de abundancia natural de **N (Kaba et al., 2019). El
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N del suelo es mas enriquecido en **N que el N, atmosfé-
rico; por tanto, plantas no fijadoras de N, dependeran del
N del suelo y como resultado presentaran mayor *N que
plantas fijadoras de nitrégeno (Pang et al., 2023). Dado que
la composicién de N de la atmdsfera es el estandar, las
plantas que fijan N, tendran valores mas cercanos a cero.
Debido a que el proceso de fijacion de N, consume mucha
energia y es extremadamente sensible a la presencia de
oxigeno, este mecanismo en A. brasilense no siempre es
determinante para las plantas (Glick, 2020).

El efecto benéfico de las RPCV es mayor utilizando
sustratos ricos en materia organica y nutrimentos, debido
a que se crean interacciones sinérgicas entre RPCV y pro-
piedades edaficas (Manandhar et al., 2017). Suelos ricos
en nutrimentos mejoran la interaccién de plantas con bac-
terias productoras de hormonas del crecimiento, mientras
gue condiciones limitadas de fertilidad favorecen a solubili-
zadores de nutrimentos (Da Costa et al., 2014). En sustrato
a base de corteza y suelo forestal, sin aporte adicional de
nutrimentos, A. brasilense en coinoculacién con hongos mi-
corrizicos mejora variables de crecimiento y fisioldgicas de
Pinus montezumae Lamb. (Barragan-Soriano et al., 2022).
También en sustrato a base de turba, sin aporte adicional
de fertilizantes, la inoculacién de Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze con una cepa comercial de A. brasilense
mejora el contenido nutrimental y calidad de planta (Kon-
do et al., 2024). Con base en lo anterior, también es posible
determinar la efectividad de RPCV en especies forestales, al
disminuir las interacciones sinérgicas con la materia organi-
ca y suministro adicional de nutrimentos (Liu et al., 2013).

Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh., conocido como
fresno, es una de las especies predominantes en el ar-
bolado de las areas urbanas de la zona centro de México
(Morales-Gallegos et al., 2023). Durante el periodo colonial
fue el arbol seleccionado para arborizar la Alameda Central
de la Ciudad de México por su copa densa y porte esté-
tico (Benavides-Meza, 2023). Actualmente se recomienda
su establecimiento en parques por su capacidad de adap-
tacion (Hernandez-Alvarez et al., 2022) y por la resistencia
de su madera a la descomposicidon (Hernandez-Lépez et al.,
2024). Sin embargo, los arboles de esta especie frecuente-
mente presentan bajos niveles de vitalidad (Macias-Muro
et al., 2023), debido entre otros factores, al estrés causa-
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do por suelos urbanos limitados en elementos minerales
(Rosier et al., 2021). La produccién de planta de fresno,
destinada a ambientes urbanos, puede beneficiarse de bio-
fertilizantes a base de RPCV de A. brasilense, ya que se ha
reportado que, el uso de microorganismos benéficos po-
tencia su capacidad para establecerse en sitios degradados
con bajo contenido de nutrimentos (Pérez-Baltazar et al.,
2020). En este contexto, los objetivos del presente estudio
fueron: (1) analizar el crecimiento, vitalidad y nutricién de
plantulas de Fraxinus uhdei producidas con 5 mM de N e
inoculadas con RPCV de A. brasilense, y (2) determinar si la
promocién del crecimiento es atribuible a nitrégeno adicio-
nal derivado de la atmdsfera.

Materiales y Métodos

Condiciones experimentales

Los ensayos se establecieron en Montecillo, Texcoco, Esta-
do de México, México (19°29' latitud norte, 98°53' longitud
oeste, a una elevacién de 2240 m s.n.m.), bajo condiciones
de invernadero de estructura metalica con techo de forma
curva, cubierta de pelicula pldstica color blanco lechoso
(calibre 720) y con malla sombra de 50% durante los pri-
meros tres meses del establecimiento. No se tuvo control
artificial de temperatura y humedad, su registro se obtuvo
con un Datalogger (Elitech®, Cd. Mx., México). Los valores
promedio, minimo y maximo de temperatura fueron 17.6,
2.9 y 31.1 °C, respectivamente. Mientras que los porcen-
tajes de humedad relativa promedio, minimo y mdximo
fueron 49.1, 11.2 y 82.5%, respectivamente. El medio de
crecimiento empleado para el cultivo de plantas de F. uhdei
consistio en una mezcla de turba Sunshine Mezcla 3®, perli-
ta y vermiculita en proporcion 60:30:10 (vol:vol). La mezcla
de sustrato fue esterilizada en tres ocasiones con vapor de
agua durante 5 h con base en las especificaciones de Ba-
rragan-Soriano et al. (2022). La densidad aparente que pre-
sentd el sustrato fue 0.223 g cm?3, pH de 6.4, CE 0.737 dS/m,
N total 0.473 %, P 225.664, K 1.780, Ca 21.667, Mg 20.007
ppmy Na 1.824 cmol/kg. También se determiné Cu 1.298, Fe
31.141, Mn 28.779y Zn 5.8 ppm.

Material biolégico
Elinéculo bacteriano de Azospirillum brasilense fijador de ni-
trégeno se prepard a partir de la propagacidn de una colonia
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bacteriana en medio NFb estéril, adicionando acido malico,
sales minerales, vitaminas y una fuente de nitrégeno. Se in-
cubd en agitador orbital Environ-Shaker 3597 (Lab-Line Ins-
truments, Inc., Melrose Park, lllinois, EUA) a 220 rpm a 32°C
por 48 h, hasta obtener una densidad de poblacién equiva-
lente al tubo ndmero 4 del nefeldémetro de MacFarland con
una concentraciéon bacteriana final de 5x108 unidades for-
madoras de colonias por mililitro (UFC ml?) (Carcafio-Mon-
tiel et al., 2006).

Para bacterias solubilizadoras de fosfatos, se utilizo el
medio caldo nutritivo o caldo soya tripticaseina, se inoculé
con una colonia bacteriana al medio y se incubd en agitacion
a 180 rpm a 32 °C por 24 h, hasta tener una densidad de po-
blacion equivalente a 8x108 UFC ml™. Este fue proporcionado
por el laboratorio de Microbiologia de Suelos, del Centro de
Investigacion en Ciencias Microbioldgicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (Puebla, México). Ambas
cepas son productoras de acido indolacético y presentan ac-
tividad nitrogenasa (Lopez-Reyes et al., 2017). Los detalles
sobre su identificacion molecular y caracterizacion bioquimi-
ca fueron descritos por Carcafio-Montiel et al. (2006).

La semilla utilizada se recolectd de arboles adultos de
F. uhdei, ubicados en “El Ranchito”, campo experimental de
la Universidad Auténoma Chapingo, municipio Texcoco, Es-
tado de México, México. Las semillas fueron desinfectadas
con H,0, al 30% durante 20 minutos. Posteriormente, se rea-
lizaron tres enjuagues con agua destilada estéril y un cuarto
enjuague con una solucion buffer de K,HPO, como agente
amortiguador.

Para evitar elevadas temperaturas que provocan
disminucién de las poblaciones bacterianas (Allouzi et al.,
2022), la siembra se realizd en las primeras horas de la mafia-
na, depositando tres semillas por tubete forestal de 380 cm?.
A los 36 dias posteriores a la siembra, se hizo el aclareo de
plantulas donde germind mas de una semilla, dejando solo
una por tubete.

El riego se proporcioné cada tercer dia con agua de
pozo con un pH de 7.0+0.2 y CE de 0.324+0.01 dS m™. La ino-
culacion se efectud al momento de la siembra, agregando 10
ml del inéculo por tubete con jeringas esterilizadas de 10 ml.
Una segunda inoculacién se realizé 90 dias posteriores a la
siembra, afiadiendo 15 ml del inéculo por planta con jerin-
gas estériles de 20 ml.
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Ensayo I: inoculacion con cepas de Azospirillum bra-
silense y suministro de nitrogeno

El ensayo se establecié del 26 de junio de 2023 al 10 de
junio de 2024. A 60 dias de haberse realizado la segunda
inoculacidn, la mitad de las plantas de un total de 384 reci-
bi6 aportes de 5 mM de N a base de urea (CO(NH,),). Con
base en Calzavara et al. (2021) se adicionaron 8.6 ml de la
solucién de N por tubete cada 15 dias y hasta el final del
periodo experimental. La otra mitad de plantas se cultivd
sin suministro de N. No se aportaron otros nutrimentos.

Variables de crecimiento

Las mediciones se realizaron a 90 y 260 dias posteriores a la
segunda inoculacién. El crecimiento de las plantas de fres-
no se determind con base en su altura total (cm), la cual se
midié con una cinta métrica graduada en cm, a partir del
cuello de la raiz y hasta el dpice de cada planta. El didme-
tro al cuello de la raiz (mm) se midié con un vernier digital
(Keatronic®, Japdn). El area foliar (cm?) para esta variable
se midié en la superficie de las hojas con un integrador de
area foliar (LI-300, Li-Cor; Lincoln, EUA), la biomasa de rai-
ces, biomasa aérea y biomasa total (g) se determinaron a
partir del secado del componente aéreo y de raices durante
tres dias a 70 °C en un horno de ventilaciéon forzada (Riossa,
HCF-125D, Cd. Mx., México). El peso seco se determind con
balanza analitica (Ohaus® modelo E01140, Parsippany-Troy
Hills, New Jersey, EUA).

El drea foliar y biomasa se midieron a partir de cuatro
plantas por tratamiento, seleccionando al azar una planta
por repeticién. Mientras que la altura total y el diametro al
cuello de la raiz se obtuvieron en todas las unidades experi-
mentales. Determinando las tasas de crecimiento en altura
y didmetro a partir de la medicidn inicial (90 dias) y final
(260 dias), se estimaron con base en Boeni et al. (2024). La
estimacidn se baso en la siguiente férmula:

valor final — valor inicial
x 100

Tasa de crecimiento (%) = ——
valor inicial

Fluorescencia de la clorofila y verdor del follaje

La fluorescencia de la clorofila se midié con un fluorime-
tro portatil Pocket PEA (Hansatech Instruments Ltd, King’s
Lynn, UK), con un tiempo de deteccion de 2 s, emision de
luz a una longitud de onda de 650 nm, con una intensidad
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de 3500 umol m2s™. Con el uso de clips Pocket PEA, las lec-
turas se realizaron adaptando a la oscuridad por 20 minu-
tos cinco hojas por planta, favoreciendo asi la fotoquimica
(Van der Walt et al., 2024).

Analisis nutrimental

Al término del ensayo, de acuerdo con Barragdn-Sorianto
et al. (2018) cuatro plantas por tratamiento, una por repe-
ticién, fueron seleccionadas aleatoriamente para el andlisis
nutrimental. Los minerales de P, K, Ca y Mg se determinaron
con base en los métodos descritos por Alcantar-Gonzdlez y
Sandoval-Villa (1999), mediante espectrometria de absor-
cion atdmica, el contenido de nitrégeno se obtuvo por el
método micro-Kjeldahl (Bremner, 1965).

Ensayo 2: determinacion de la fijacion biolégica de
nitrogeno mediante abundancia natural de N

Las plantas empleadas en este ensayo fueron inoculadas de
la misma forma que las plantas del ensayo uno y se pro-
dujeron sin el suministro de N. A los 60 dias después de
la segunda inoculacién, fueron cosechadas y se registraron
variables de crecimiento. La longitud de raiz principal (cm)
se midié como atributo adicional para este ensayo. Esta fue
medida con cinta métrica de 100 cm en todas las unidades
experimentales, extrayendo con cuidado cada planta del
envase, se elimind el sustrato con agua corriente y se em-
pled una rejilla de plastico de 50 cm de longitud, donde la
raiz quedo totalmente extendida.

El secado de las muestras se realizd6 con el mismo
equipo y tiempo que el de las plantas del ensayo uno. Pos-
teriormente, el tejido fue molido en mortero y pistilo de
porcelana, hasta obtener un polvo fino, y con el uso de una
balanza de maxima precision (Sartorius® Gottingen, Alema-
nia), se prepararon muestras que contenian entre 8 y 9.8
mg de tejido del vastago (tallo y hojas).

Las muestras fueron enviadas a las instalaciones de
Stable Isotope Facility, Department of Plant Sciences, Colle-
ge of Agricultural and Environmental Sciences, University of
California (Davis, EUA). Los datos de abundancia natural de
15N se obtuvieron mediante el sistema de Espectrometria
de Masas de Relacién Isotdpica, acoplado a un Analizador
Elemental EA-IRMS (Sercon Ltd., Cheshire, UK), de acuerdo
con las normas internacionales IAEE-600 y USGS (Brand et
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al., 2014). Las proporciones de isotopos estables de °N, se
informaron como partes por mil (%o).

La determinacidon del porcentaje de nitrégeno deriva-
do de la atmésfera (%Ndfa), se realizd a partir de la abundan-
cia natural de *N (de las plantas inoculadas y de las plantas
sin inocular:

8§ 15y Plantas sininocular—§8 15y Plantas inoculadas
8 15y Plantassininocular— B

%Ndfa =

x 100 (1)

Donde el 6°N de plantas inoculadas y sin inocular son
las unidades de isétopos de nitrédgeno estables expresadas
como &N (%) y B es la abundancia natural de **N atmosféri-
co, que se supone es 0.0 (Pang et al., 2023).

Diseno experimental y analisis estadistico

El ensayo 1, contd con un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 2 x 4 (dos fuentes de N y cuatro indculos).
El suministro de 5 mM de N (N+) y sin suministro de N (N-),
constituyd los niveles de nitrégeno. Mientras que la inocula-
cién con Azospirillum brasilense fijadora de N, (FN), A. brasi-
lense solubilizadora de fosfatos (SF), la combinacién de estas
(FNSF) y plantas sin inocular (Psi) representan las fuentes de
inéculo. La combinacién de niveles de los factores resulté en
ocho tratamientos replicados cuatro veces. La unidad expe-
rimental estuvo representada por 12 plantas, produciendo
384 plantas de F. uhdei.

A partir de los resultados obtenidos se realizé un ana-
lisis de varianza (ANOVA) para cada tiempo de evaluacion.
Los datos fueron transformados (T) para cumplir con la nor-
malidad (prueba de Shapiro-Wilk), aplicando arcoseno para
los datos de fluorescencia de la clorofila [T=asen(y)] y loga-
ritmo natural en los datos de analisis nutrimental [TA'=In (y)].

El ensayo para determinar la abundancia natural de
15N, se establecid con un disefio experimental completa-
mente al azar. Los tratamientos fueron la inoculaciéon con
FN, la combinacidon FNSF y Psi. Cada tratamiento se replico
10 veces, la unidad experimental estuvo representada por
una planta. A partir de la verificacion de los supuestos de
normalidad (Prueba de Mardia) y homogeneidad de varian-
zas (Prueba de Bartlett) se realizé un andlisis multivariado de
varianza (MANOVA). En ambos ensayos, cuando hubo efec-
to de tratamientos, las medias se compararon utilizando la
prueba DSH (diferencia significativa honesta de Tukey) y un
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a=0.05. El analisis estadistico se realizd con la versién 4.4.1
del programa Rstudio Team® (R Core Team, 2024).

Resultados

Crecimiento

El crecimiento de las plantas de fresno no presentd la
interaccion significativa (p <0.05) entre los factores inocula-
cién y N, ni por el suministro de nitrogeno (N), pero si para
la inoculacién con cepas de A. brasilense en las variables de
altura total, didmetro al cuello de la raiz, area foliar, biomasa
de vastago y biomasa total. Las ganancias en la tasa de cre-
cimiento de altura total por la inoculacion con cepas de A.
brasilense fueron de 6.3-9.3% con respecto a Psi; mientras
gue la tasa de crecimiento en didmetro del tallo mejoré 9% al
combinar FNSF (Cuadro 1). El area foliar fue mayor en el tra-
tamiento FNSF, registrando valores de 43.71+3.2 y 46.14+8.3
cm? en la primer y segunda evaluacion, respectivamente. En
contraste, estadisticamente Psi conservaron la misma area
foliar con valores de 31.4+4.4 y 28.1+2.5 cm?en la primer y
segunda evaluacidn, respectivamente (Fig. 1). Mientras que
la acumulacidn de biomasa solo fue estadisticamente dife-
rente (p<0.05) en la medicién de 90 dias posteriores a la se-
gunda inoculacion.

Fluorescencia de la clorofila
La fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm) presentd la interac-
cidn significativa (p<0.05) entre inoculacion y nitrégeno; sin

Cuadro 1: Tasa de crecimiento en porcentaje (promedioterror estandar)
en altura y didmetro al cuello de la raiz de plantas de Fraxinus uhdei
(Wenz.) Lingelsh, después de 260 dias de ser inoculadas con cepas de
Azospirillum brasilense Terrand, Krieg & Dobereiner, 1978. Valores
promedio en la misma columna con letra igual no difieren de acuerdo
con la prueba de Tukey (p <0.05).

Inoculacion Altura Diametro al
(%) cuello de la
raiz (%)
Plantas sin inocular (Psi) 14.05+2.6 b 24.20£19b
Azospirillum brasilense fijadora de 23.37+2.2 a 22.06£2.7 b
N, (FN)
Azospirillum brasilense 20.40+2.5a  28.69+2.0ab
solublizadora de fosfatos (SF)
Combinacién de FNSF 23.26+2.1a 33.22+3.0a
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Figura 1: Area foliar (promedioterror estandar) de plantas Fraxinus
uhdei (Wenz.) Lingelsh. a los 90 y 260 dias posteriores a la segunda
inoculacién con una y dos cepas de Azospirillum brasilense Terrand,
Krieg & Dobereiner, 1978. Plantas sin inocular (Psi), A. brasilense fijadora
de N, (FN), A. brasilense solubilizadora de fosfatos (SF) y la combinacién
de cepas (FNSF). Valores con la misma letra en el mismo tiempo de
evaluacién no difieren de acuerdo con la prueba de Tukey (p <0.05).

embargo, el efecto de la interaccion solo estuvo presente
en los 90 dias posteriores a la segunda inoculacién. La ino-
culacién con FN y suministro de 5 mM de N presentaron la
mejor relaciéon Fv/Fm. La interaccion mostré que el folla-
je de las plantas inoculadas presenta una disminucién en
los valores Fv/Fm, cuando éstas no reciben aportes de N,
siendo mas notorio en los tratamientos que incluyeron SF,
mientras que Psi no ven alterados sus valores con y sin su-
ministro de este nutrimento (Fig. 2).

Contenido de nutrimentos

El analisis nutrimental no presenté una interaccidn signi-
ficativa, pero si mostrd efecto significativo (p<0.05) por la
inoculacidn y el suministro de nitrégeno. La inoculacidn con
SF y FNSF favorecié mayor acumulacién de N y P con res-
pecto a Psi. Enlaraiz el N mejord entre 27.6y 29.7%, N to-
tal 22.7 y 39.9%. El contenido de P en vastago mejord 53.8
y 71.7%, mientras que K fue 68.2% mayor con SF (Cuadro
2). Ca 'y Mg no fueron influenciados por la inoculacién. El
suministro de 5mM de N mejoré en 97.0, 38.6, 33.8 y 30.6%
el contenido total de N, P, Ky Ca, respectivamente.

Determinacion de fijacion bioldgica de nitrégeno
mediante abundancia natural de °N

La inoculacién con cepas de A. brasilense mostré efecto
significativo (p<0.05) en el 8°*N del vastago de plantas de
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Figura 2: Fluorescencia de la clorofila Fv/Fm (promedioterror estandar)
de plantas de Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh. en la interaccién de
inoculacién con cepas de Azospirillum brasilense Terrand, Krieg &
Dobereiner, 1978 x suministro de 5 mM de nitrégeno. Noventa dias
posteriores a la segunda inoculacién. N+=suministro de N, N-=Sin
suministro de N, Psi=Plantas sin inocular, FN=A. brasilense fijadora de
N,, SF=A. brasilense solubilizadora de fosfatos y FNSF=combinacién de
cepas. Valores con la misma letra no difieren de acuerdo con la prueba
de Tukey (p <0.05).

fresno, el cual varid de 2.21 a 4.24 %o. Con base en los va-
lores de 6%N, las plantas inoculadas con FN dependieron
menos del N del suelo, en comparacion con Psi y FNSF (Fig.
3). El promedio de las estimaciones del porcentaje de ni-
trégeno derivado de la atmdsfera (%Ndfa) en el vastago de
plantas de fresno inoculadas con FN fue de 16.4%, con valo-
res maximos y minimos de 41.1 y -16.8%, respectivamente,
mientras que en plantas inoculadas con FNSF el promedio
fue 1.4%, registrando valores maximos y minimos de 35.3
y -42.4%, respectivamente. Sin embargo, el %Ndfa no fue
estadisticamente significativo (p<0.05). El efecto de la ino-
culacion fue estadisticamente significativo (p<0.05) en las
variables de crecimiento. Las plantas inoculadas registraron
mayores valores con respecto a Psi (Figs. 4A-C); sin embar-
go, FN y FNSF acumularon la misma biomasa (Fig. 4C) y la
prueba estadistica de concentracion de N no arrojo diferen-
cias significativas. Por tanto, el N adicional fijado por FN no
es el factor determinante en el crecimiento.

Discusion
El crecimiento de las plantulas de F. uhdei es ligeramen-

te inferior que Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez,
producida con arena, tierra, cascarilla de arroz carbonizada
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Cuadro 2: Contenido total de macronutrientes (promedioterror
estdndar) en plantas de Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh., producidas
con 0y 5 mM de N e inoculadas con cepas de Azospirillum brasilense
Terrand, Krieg & Dobereiner, 1978. FN=A. brasilense fijadora de N,, SF=A.
brasilense solubilizadora de fosfatos, FNSF=La combinacién de cepas.
Valores promedio con la misma letra en la misma fila, no difieren de
acuerdo con la prueba de Tukey (p <0.05). ns: no significativo.

Nutriente Plantas Plantas inoculadas
sin inocular
FN SF FNSF
N (mg)
Vastago 5.95+1.19 ns 4.94+1.28 8.09+1.91  7.07+1.96
ns ns ns
Raiz 4.70+0.69ab  3.45+0.69b 6.10+0.62 6.00+1.32 a
a
Total 10.65+1.53ab 8.39+1.92b 14.19+2.40 13.07+3.25
a ab
P (mg)
Vastago 0.39+0.04 b 0.39+0.04b 0.67+0.13 0.60+0.28 a
a
Raiz 0.31+0.03ns 0.41+0.04 0.42+0.05 0.40+0.09
ns ns ns
Total 0.70+0.05 ns 0.80+0.08 1.09£0.17  1.00£0.36
ns ns ns
K (mg)
Véstago 6.14%0.69 b 8.62+0.92 9.04£1.21 10.33x2.00
ab ab a
Raiz 10.53+1.40ns  13.15%#1.29 14.05+2.14 14.08+2.81
ns ns ns
Total 16.67+1.40ns 21.77+1.97 23.09+3.24 24.41+4.70
ns ns ns

y composta de origen organico (1:1:1:1), donde la inocu-
lacién con A. brasilense generd una ganancia en altura y
didmetro al cuello de la raiz de 23.95% y 9.7%, respectiva-
mente (Smiderle et al., 2024). En contraste, con el suminis-
tro de fertilizantes, en el cultivar de olivo Arbequina la tasa
de crecimiento en altura varié de 0.0 a 81.1%, mientras que
el diametro al cuello de la raiz no fue influenciado por la ino-
culacién (Boeni et al., 2024). El olivo y el fresno pertenecen
a la misma familia botanica; sin embargo, presentan habitos
de crecimiento contrastantes. Mientras que M. jtauba (Lau-
raceae) se distribuye en zonas cdlidas, el fresno lo hace en zo-
nas templadas. Por tanto, esto muestra que los beneficios de
una RPCV son influenciados por la interaccion con el arbol
huésped, factores ambientales y practicas de manejo (Nair et
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Figura 3: Concentracidon de N (% de peso seco) y 6N (%o) del vastago
de plantas de Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh. inoculadas con cepas de
Azospirillum brasilense Terrand, Krieg & Dobereiner, 1978. Psi=Plantas
sin inocular, FN=Plantas inoculadas con A. brasilense fijadora de N,
FNSF=Plantas inoculadas con FN y A. brasilense solubilizadora de
fosfatos. Las barras sobre los puntos indican errores estandar.

al., 2021). Este estudio muestra ganancias absolutas, a dife-
rencia de los estudios antes mencionados que presentan ga-
nancias relativas, las cuales pudieran sobredimensionar los
efectos benéficos de la inoculacién; por tanto, conviene ser
mesurado con la presentacién de resultados positivos (Tosi
et al., 2020).

El area foliar fue mayor (15-30% en ganancia absolu-
ta) en el tratamiento de inoculacién con SF y con FNSF con
respecto Psi (Fig. 1). En Tabebuia donnell-smithii Rose la ino-
culacion con A. brasilense también favorecié mayor numero
de hojas (Aguirre-Medina et al., 2014a). Los aumentos en
longitud y ancho de hojas, ademas de otras variables de cre-
cimiento se atribuyen a la produccion de fitohormonas (Park
et al., 2017). Cabe recalcar que las cepas empleadas en este
estudio son productoras de acido indol acético; este seria
uno de los principales elementos que favorece el crecimien-
to. Con relacidn a las diferencias significativas en acumula-
cion de biomasa entre plantas inoculadas y plantas testigo,
Unicamente éstas se manifestaron en los primeros meses
posteriores a la inoculacion. Tal condicién también se ob-
servo en las primeras etapas de crecimiento en A. angusti-
folia (Kondo et al., 2024) y en F. americana (Liu et al., 2013).
Es claro que para completar su crecimiento y metabolismo
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Figura 4: Valores registrados en plantas sin inocular o inoculadas. A.
Diametro al cuello de la raiz, B. Longitud de raiz principal, C. Biomasa
(promedioterror estandar) de plantas de Fraxinus uhdei (Wenz.)
Lingelsh. inoculadas con cepas de Azospirillum brasilense Terrand, Krieg
& Dobereiner, 1978. Psi=Plantas sin inocular, Plantas con FN=Plantas
inoculadas con A. brasilense fijadora de N,, Plantas con FNSF=Plantas
inoculadas con FN y A. brasilense solubilizadora de fosfatos.

las plantas requieren el suministro de elementos minerales.
Sin embargo, el potencial de RPCV también puede determi-
narse reduciendo las sinergias con la materia organica vy el
uso de fertilizantes (Heydari et al., 2023).

Los efectos de la interaccidn en la fluorescencia de
la clorofila fueron mas notorios en los tratamientos con SF,
ya que el suministro de N mejord en términos absolutos la
Fv/Fm 0.04 y 0.03, respectivamente (Fig. 2). Los resultados
coinciden con los hallazgos en C. estrellensis, donde, sin el
aporte de 5 mM de N la relacién Fv/Fm disminuye, y con el
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suministro de N mejora aproximadamente 0.08 (Calzavara
et al, 2021).

En plantas de olivo recibiendo aportes de N, Py K, se
reportan aumentos de 0.04 a 0.16 de Fv/Fm (Boeni et al.,
2024). El tratamiento Psi, a diferencia de los tratamientos
de inoculacién, no presentd disminucién de Fv/Fm, man-
teniendo sus niveles con y sin suministro de N (Fig. 2). Esto
indicaria que las plantas inoculadas al suministrar fuentes
de carbono a las RPCV via exudados radicales destinan re-
cursos energéticos a fin de mantener su microbioma aso-
ciado (Vives-Peris et al., 2020).

Los tratamientos con SF incrementaron los conteni-
dos de N, P y K (Cuadro 2). Es conocido que existe elevada
correlacion entre N y P, pues en ausencia de P se reduce
la absorcion de N (Tofa et al., 2022), pudiendo ser esta la
razén por la cual FN presentd menor contenido de N que
Psi, siendo la combinacién FNSF el mejor tratamiento (Cua-
dro 2). Las Psi presentaron menor tasa de crecimiento y ge-
neralmente cuando las tasas de crecimiento son bajas, los
nutrimientos pueden tener concentraciones superiores al
nivel critico (Lopez-Lépez y Alvarado-Lépez, 2010).

Los resultados de este estudio muestran relacion con
los de A. angustifolia, donde la inoculacidn con A. brasilense
incrementa el contenido de N, asi como P y K (Kondo et al.,
2024). Al igual que en el estudio de Aguirre-Mediana et al.
(2014b) en plantas de Cedrela odorata L., el contenido de
N y P mejora en porcentajes similares a los reportados en
este trabajo. El incremento de estos nutrimentos es una
caracteristica que exhibe A. brasilense cuando se combina
con aplicaciones de nitrégeno (Sivasakthivelan et al., 2023).

Con base en la revision de la literatura, la cuantifi-
cacién de N derivado por fijacion bioldgica en F. uhdei ino-
culado con A. brasilense no se ha reportado. Plantas con
mayor dependencia del N del suelo presentardn valores
mayores de 6N (Pang et al., 2023), como fue el caso de
Psi. Los valores de 6N en el vastago de plantas de fresno
(2.21 a 4.24%.) fueron similares a los observados en hojas
de Gliricidia sepium Jacq. Kunth ex Walp. (6**N 2.2 a 3.9%.)
(Kaba et al., 2019), determinados con el mismo método
empleado en el presente estudio.

En el vastago de plantas de pimiento inoculadas con
A. brasilense y Pantoea dispersa Gavini et al., 1989 solubili-
zadora de fosfatos se reportan valores cercanos a 4 6*®*N%.
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(Flores et al., 2010). El %Ndfa estimado en plantas de fres-
no (16.1%) es inferior en comparacién con plantulas de pal-
ma de aceite 31.6 %Ndfa (Amir et al., 2003) y en gramineas
35.2% Ndfa igualmente inoculadas con A. brasilense (Agui-
rre et al., 2020).

La amplia variabilidad del %Ndfa estimado en las
plantas analizadas, muestra que las plantulas de fresno ex-
hiben diferentes niveles de fijacion de N, con base en su
capacidad para interactuar con las cepas de A. brasilense.
La interaccién entre la planta huésped y la cepa bacteriana
es uno de los factores que influye en la fijacion de N, (Nair
et al., 2021). En la produccion de fresno, la semilla se ob-
tuvo de cuatro drboles madre y el contraste entre valores
maximos y minimos del %Ndfa sugiere la necesidad de se-
leccionar individuos de fresno capaces de aprovechar mas
eficiente los beneficios de las bacterias fijadoras de N..

Dado que el N adicional fijado por FN no es el factor
determinante en el crecimiento, este estaria en funcion de
otros mecanismos presentes en A. brasilense, como la pro-
duccion de proteinas y carbohidratos que mejoran el en-
raizamiento (Gonzalez et al., 2024). Aunque las cepas de A.
brasilense no mejoraron la biomasa de raiz, si favorecieron
mayor longitud de raiz principal, con aumentos del 45-69%
en los tratamientos de inoculacién con respecto a plan-
tas testigo (Fig. 4B). Puesto que las cepas empleadas son
productoras de acido indolacético (Carcafio-Montiel et al.,
2006), es probable que este sea el mecanismo que impulsa
mayor longitud de raiz.

Conclusiones

La inoculacién combinada de Azospirillum brasilense fija-
dora de N, y A. brasilense solubilizadora de fosfatos, esti-
mula mejor crecimiento, vitalidad y contenido nutrimental
de plantas de Fraxinus uhdei. El suministro de 5 mM de N,
favorecid la vitalidad de las plantas Unicamente en los pri-
meros meses de crecimiento. La fijacion de N, fue una de
las fuentes de abastecimiento de N en plantas de fresno
inoculadas con FN; aunque no fue el factor principal que
mejoro su crecimiento. La inoculaciéon con FN muestra que
existe el potencial de uso biotecnolégico en la produccion
de plantas de fresno haciendo uso reducido de fertilizantes
nitrogenados, ya que fenotipos de fresno registraron alre-
dedor de 40% de fijacidn de nitrégeno atmosférico.
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