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I.- INTRODUCCION

Al.- IMPORTANCIA DE LA FIJACION BIOLOGICA DE
NITROGENO. 

La fijaci6n biol6gica de nitr6geno atmosférico, es un - 

fen6meno de vital importancia, ya que a través de ésta, el ni

tr6geno gaseoso el que se encuentra abundantemente en la at- 

m6sfera, es incorporado a las proteínas de las plantas. 

Dicha fijaci6n se realiza también a través de la produc

ci6n industrial de amoníaco, pero resulta ser de un costo re- 

lativamente elevado, ya que para su elaboraci6n requiere de

un donador de hidr6geno como el metano o nafta, los cuales

son recursos no renovables, además de necesitar de una pre- 

si6n de 200 atm6sferas y una temperatura de 400OC, utilizando

18, 252 K cal. por kilogramo de fertilizante elaborado. 

La urgente necesidad de la conservaci6n de energía en - 

el mundo, ha creado un renovado interés en la fijaci6n biol6- 

gica de nitr6geno, ya que ésta hace uso de la energía solar, - 

en vez de los energéticos no renovables como lo es el gas na- 

tural,, utilizado en la manufactura de los fertilizantes nitro

genados. ( 20) 
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El nitr6geno gaseoso necesita de 222 Kcal para romperse, 

pero tan s6lo algunas células procariontes tienen la capaci— 

dad de romperlo y transfor—arlo a nitr6geno asimilable, con— 

tribuyendo hasta con 150 x 106 toneladas de nitr6geno por año

adicionado al suelo. 

Debido a ésto, el estudio de la fijaci6n biol6gica deli- 

nitr6geno, ha alcanzado un gran desarrollo debido a la impor- 

tancia agron6mica y econ6mica que ésta representa y por su -- 

tendencia a reabastecer las fuentes de nítr6geno del suelo su

jetas a un continuo agotamiento. ( 24) 

A2.- MICROORGANISMOS QUE FIJAN NITROGENO. 

La fijaci6n biol6gica de nitr6geno es característica so

lamente de microorganismos procariontes, los cuales pueden -- 

ser de vida libre o encontrarse en simbiosis con organismos - 

superiores. 

Estos comprenden a varios géneros de bacterias, así co- 

mo de cianofíceas ( algas azul verdes), los cuales se men— 

cionan a continuaci6n: 

Microorganismos de vida libre ( 44) ( 32) ( 51). 
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I. BACTERIAS HETEROTROFICAS. 

a) Aerobias: 

familia género especie

Azotobacteriaceae Azotobacter A. chrococcum, A. vin2landi

B. polymyxa, B. circulans

A. beijeringk¡ a

macerans

Azotomonas A. insiqnisj A. macrocytoae

Azotococcus A. agili

Beíjerincki B. indica, B. fluminensis

B. mobilis, B_ lacticoqenes

Derxia D. qummosa
i, 

Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas_ ID. 

Achromobacteraceae Achromobacter Achromobacter sp

Corynebacteraceae Corvnebacterium Corynebacterium qp

b) Anaerobías facultativas: 

Enterobacteraceae Klebsiella

Enterobacter

Escherichia

Bacillaceae Bacillus

c) Anaerobias estrictas

Bacillaceae Clostridium

Spirillaceae Desulfovibrium

Desulfotomaculum

K. pneumonie

E. cloaceae

E. intermedia

B. polymyxa, B. circulans

B. macerans

C. pasteurianum, C. butyZjr_Um

C. butylic , C. beijerinckia

D. desulfuricans

Desulfotomaculum 22
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II. BACTERIAS FOTOSINTETICAS. 

Chromaticeae Chromatium Ch. thiosulfato- philum

EctothiorhodOspira E. mobilis

Thiospirill Thiospíríllum sp. 

Rhodospirillaceae Rhodospirillum R. r~ m, R. esferoides

RhodonseudomOnas Rhps. capsulata

Rhodomicrobium Rhodomierobium gp

Ch1orobiaceae Ch1orobium Ch1orobium sp

Chloropseudomonas C'hl2ropis. ethylic

III. ALGAS VERDE AZULES. 

Nostococaceae
lanjabQew

Scytonemataceae

Rivulariaceae

Cylinlrospermum

AnabaenoDsis

Nostoc

Aulosina

Qj2Xq_qloea

Scytonern

Tolypothri

Calothrix

A. cylíndrica, A. variabílis

A. humícola , A. qelatinoW

A. azoll e

C. licheniformi, C. sphaeric

A. circularis Anak._ sp

N. Punetiforme, N. muscorum

N. comune, q. calcicola

N,-- Pmludosum, N. siDhaericum

A. fertilissima

C. fritschii

S. arcangelií, S. hofmanii

T. tenuis

C. brevissima, C. parietin



Fischerella

Mastiglocadus

Sticronema

Hapalosiphon

Westiellopsis
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F. major, F. muscicola

M. laminosus

S. dendroideum

H. fontinalis

W. prolifica. 

IV. BACTERIAS QUE FIJAN NITROGENO EN LA RIZOSFERA. 

a) Zonas templadas: Especies

A. chrococcum, A. vinelandi, A. beiierinckia

Pseudomonas sp., Klebsiella pneumonie

b) Zonas tropicales

A. paspali, B. indica, B. mobilis, D. gumosa. 

V. BACTERIAS QUE FIJAN NITROGENO EN LA FILOSFERA. 

Azotobacter § p, Beijerinckia 2p., Derxi sp. 

Klebsiella jE., Bacillu sp. 

Los organismos de vida libre son los más abundantes, sin

embargo éstos no han tenido el impacto social y econ6mico que

han desarrollado las bacterias simbi6ticas. 

Organismos simbi6ticos ( 44). 
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I. DEPENDIENTES U OBLIGADOS. 

Familia Género Especie Huésped

Rhizobiaceae Rhízobiu R. meliloti Medicago, Melilotus

Triqonel

R. trifolii Trifolium

R. phaseoli Phaseolus vulgaris

R. lequLninosarum Pisum, Vicia, 

Cicer Lens y Lathyru . 

R. lunini Lupinis, Ornithopus

R. japonicum. Glycíne max

Rhizobium sp Centrosema, Vign

Stylosanthes etc. 

Frankiaceae Frankia F. alni Alnus

P- casuarina QjsUarin

F. bruLichorstii Myrica

F. ceanothus Ceanothus

F. hippoDhae Hippapha

F. cercocarpus Cercocarpus

F. discaria Discaria

II. FACULTATIVOS

AzosDirill - gramineas

Azo spirillaceae A. brasilense Brachiaria

y Digitari
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A. lipoferum Panicum. 

Paspalum

Pennisetum. 

Zea mais

Triticum

La fijación biológica de nitrógeno atmosférico en organis

mos simbi6ticos, puede considerarse la más estudiada debido a - 

la importancia económica y social que ésta representa. 

A2.- ME.CANISMOS GENERALES DE LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO. 

En la fijación biológica de nitrógeno primeramente el tri

ple enlace de la molécula de nitrógeno es roto y después tres - 

átomos de hidrógeno son transferidos y fi-jados al átomo. de ni— 

tr6geno para posteriormente incorporarse a las proteínas de las

plantas. La transferencia de átomos de hidr6qeno es a partir

de carbohidratos tales como la glucosa, siendo el sitio de - 

transferencia la enzima nitrogenasa, la cual se puede conside— 

rar la mol'écula clave en la fijación biológica de nitrógeno. 

Dicha enzima es una proteina compleja, con dos componen— 

tes principales sensibles al oxígeno. El componente molíbdeno- 

fierro formado por cuatro unidades con peso molecular entre ~ - 

200, 000 a 270, 000 daltons y el componente fierro de dos unida— 

des, con un pesó molecular entre 56, 000 y 69, 000 daltons. Es-- 

tas dos proteinas junto con Mg ++, ATP y un donador de electro— - 
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nes son -esenciales para la actividad de la nitrogenasa.( 8) 

La nitrogenasa, ha sido aislada, purificada y fracciona- 

da en la mayor parte de los microorganismos fijadores de nitr6

geno, que al caracterizarlos se ha observado la existencia de

un solo tipo de nitrogenasa, siendo la reacci6n estequiométri- 

ca que efectúa la sigu-lente: 

15 Mg+ N 2 + 6e_ + 6H + + 15 ATP - 2NH 3 + 15 MgADP + 15 Pi - 

esta expresi6n describe la reducci6n del N 2 a 2 moles de NH 3' 

El sistema nitrogenasa se encuentra relacionado con pro- 

cesois metab6licos que proveen de energía a la enzima, según el

diagrama que se muestra ( 29) 

GENERACION, M9 Mg ADP
eATP ATP + Pi

6Ha

NZ, 
2H4

FUENTE ORTADOR  
NITROGENASA Nr. atm. 

ENERGIA EPLECTRONES K, .. t
2141 H P. C H2 C? 4

CARBOIDDRATOO DONAWN _' Air. atwL

Ila 1, 011101. 041100

En las plantas la energía solar fijada durante la fotos1n

tesis es almacenada, o puede ser translocada, a 6rganos respi- 

ratorios como energía de enlaces en los carbohidratos, de tal - 

manera que, en general, flujo de energía y flujo de carbono -- 

son sin6nimos. Los carbohidratos pueden ser utilizados direc- 
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tarente para el crecimiento de la Darte aérea de la planta o - m- 

bien translocadas para dar soporte al metabolismo de raíces y- 
n6dulos. Una porci6n de la energía del ATP y de los compuesm-- 

tos reducidos generados por la actividad respiratoria de los - 

n6dulos, sirve para efectuar la reducci6n del nitr6geno a amo- 

níaco, reacci6n catalizada, como ya antes se mencion6, por la

nitrogenasa. El amoníaco es incorporado en los aminoácidos y

transportados inicialmente al tallo; éstos son destinados a -- 

ser, finalmente, un componente de la proteína de las semillas. 

Esto constituye un requerimiento especial de carbono, desde -- 

que cada átomo de nitr6geno es transportado unido a un esquele

to carbonado. ( 30) 

Con el fin de esclarecer los pasos efectuados en la fija

ci6n de nitr6geno, en los tltimos a ios se han propuesto muchos

necanismos, presentando a continuaci6n algunos esquemas de

ellos: 
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MODELO PARA EL MECANISMO DE LA FIJACION

BIOLOGICA DE N2 PROPUESTO POR ALEXANDER( 44) 

NlN

2H

21
2 C H Oe

k ', 
HN= NH H H N? 0

di ¡mi da 1 1
HO - N N - OH

nitrógeno hidrotado H, 0

21- 1 21-1 H2N202
41-1 hiponitrito

Ha N- N1-12 2NH20H

hidrazina hidroxilarnina

21, 1 + 41-1

2NH3 - 

21-120

amoninco

2420 + 2HOOCClíp- CH2 2COOH metabolismo de

carbohidrotos

NH

2HOOCCI-12 CHp. CC001-1

cido ¡ mina glut¿ rico

41-1

21-10OCCI-12 CHp. CHCO01-1

1 N H2

élcido giuto'mico

otros aminoácidos

1
proteinas
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MODELO PARA EL MECANISMO DE LA FIJACION

BIOLOGICA. DE N2 PROPUESTA POR BURRIS( 44) 

PIRUVATO

2H' + 2e H,, o

FERRODOXINA

REDUCIDA

ACETIL FOSFATO+ COz

I
ACETATO + ATP

N E N

E N Z I M A

HN= NH

E N Z I M A

H2 N — NHt

E N Z I M A

2NH3 + < 
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MECANISMO DE LA FIJACION BIOLOGICA

DE N2 PROPUESTO POR POST GAT E ( 44) 

t " 
ENERGIA SUBSTRATO

Ntc = CHI

Ht. sic. 
PRODUCTOS
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MODELO PARA EL MECANISMO DE LA FIJACION

BIOLOGICA DE N2 PROPUESTO POR BERGENSEN ( 44) 

PLAN-rk PljN A

P-aA
j - t

L OZ
cido " It r- 4:zp - ---- Ok ) 

C- 

4r a. 
6w;- - - - - - - - C z

Ox I

1- C' 4

sboocl

Fe

12

cl d.%o K- , 

6
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El control de la fijaci6n biol6gica del nitr6geno, se lo

gra aparentemente por medio de la regulaci6n de los genes deno

minados nif, que codifican la nitrogenasa. La molécula regula- 

dora es la enzima glutamino sintetasa. El amoníaco que se for

ma por fijaci6n de nitr6geno, se -combina con el glutamato por

medio de una reacci6n catalizada por la glutamino sintetasa, " 

formándose el aminoácido glutamina. El mecanismo para el con- 

trol de fijaci6n del nitr6geno aún no se comprende en su tota- 

lidad. ( 9) ' 

B) FIJACION DE NITROGENO EN GRAMINEA.S. 

La fijaci6n de nitr6aeno atmosférico en pastos fué suge" 

rida hace muchos años en Australia, Nigeria y Brasil. 

Un número de bacterias fijadoras de nitr6geno fueron en- 

contradas en asociaci6n con pastos tropicales y en relaci6n -- 

desconocida con pastos de regiones templadas. Una de ellas -- 

fué Azotobacter paspali, que se presentaba en el 98% de la su

perficie de las raíces de Paspalum notatum. ( 28) ( 15) ( 19) 

En 1971, el método -indirecto para medir actividad nitro- 

genásica, la reducci6n de acetileno, ayud6 a confirmar que ral

ces lavadas de este pasto, asociado con A. Paspali, fijan ni— 

tr6geno atmosférico ( 17). Al mismo tiempo reportes provenien- 

tes de Filipinas y de la Costa de Marfil, señalaron la fija- - 

ci6n en otros pastos forrajeros, así como en el arroz. Esta - 
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lista se ha ido incrementando e incluye tanto a pastos tropica

les, como a cereales de gran importancia como son el malz, sor

go y otras. ( 1) ( 12) ( 20) 

Bl.- IDENTIFICACION DE BACTERIAS RESPONSABLES. ( 16) ( 24) 

Aunque el microorganismo responsable de la fijaci6n de - 

nitr6geno en raíces de Paspalum notatum, se encontraba bien -- 

identificado, existía poca informaci6n acerca de los microorga

nismos de otros pastos. 

En el intento de identificar a los microorganismos res— 

ponsables de la fijaci6n de nitr6geno en otros pastos, se ide6

un método que trataba de similar las condiciones del habitat - 

suelo -raíz. Pequeños pedazos de raíces fueron colocados en un

medio nutritivo semi s6lido libre de nitr6geno con diferentes - 

fuentes de carb6n y a cada uno se les midi6 la actividad nitro

genásica. Simultáneamente, se midi6 actividad nitrogenásica a

las ral,--s, colocándolas en dispositivos especiales donde se - 

introducía una corriente de acetileno y se observ6 que existía

una correlaci6n positiva en la fijaci6n de nitr6geno cuando se

usaba en el medio de cultivo, como única fuente de carb6n a ma

lato y a partir de este medio se aislaron e identificaron los

mícroorganismos responsables de la fi jaci6n. 

De la mayoría de los pastos experimentados, se aislaron- 
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baci-1-os curvos característicos conteniendo muchos cuerpos gra- 

sos, los que no podían ser identificados. 

Dicha bacteria se encontraba aproximadamente a dos mil¡ - 

metros abajo de la superficie del medio donde la concentraci6n

de oxígeno parecía ser la A-ptima. El aislamiento en cultivos - 

pu -ros no fué difícil, pero al observar al microscopio se encon

traron muchas formas variables de movimientos característicos, 

con capacidad de desarrollarse en un medio de peptona. 

En el intento de su identificaci6n se encontr6 un repor- 

te escrito en 1925 por M. W. Beijerinck, en el cual descríbla- 

a dicha bacteria como Spirillum linoferum, pero debido a la im

posibilidad en aquella época, de evaluar la fijaci6n de nitr6- 

geno en cultivos puros, dicho microorganismo no aparece en la - 

enorme lista de fija<ores de nitr6geno. Una vez que los méto- 

dos adecuados fueron desarrollados, se demostr6 que Spirillum~ 

lipoferum es un habitante común en suelos y raíces especialmen

te en los tr6picos, encontrándose en cantidades de millones -- 

por gramo de raíces de plantas como sorgo y maíz. 

Asumiendo que la actividad de un cultivo enriquecido de~ 

pende del contenido de bacterias fijadoras de nitr6geno en ral

ces, se concluye que SY) iríll lipoferu es el responsable ma- 

yor para la fijaci6n de nitr6geno en maíz, sorgo, trigo y mu— 

chos pastos forrajeros. 
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B2.- ECOLOGIA Y TAXONOMIA DE AZOSPIRILLUM. ( 20 ( 21) 

a) Ecología,- Las asociaciones de AzosiDirillum con algu- 

nos pastos parecen ser muy comunes en las regiones tropicales. 

Esta bacteria se ha encontrado abundantemente en raíces de Pa- 
7— 

nicum maximum, Brachiaria mutica PiE nnisetum 13urDure . maíz, 

sorgo, - arroz y trigo en Brasilea, Maíz, sorgo y trigo en Lon— 

drina ( Estado de Paraná) y trigo en Passo Fundo ( extremo sur

de Brasil). Estudios en la India han revelado la existencia

de Azospirillum en raíces de arroz, sorgo, maíz, Panicum maxi- 

mum y otras gramineas. También fuá aislado de las raíces de - 

diversos pastos en México, Australia, Bélgica y U. S. A. Orga— 

nismos similares se encontraron en malas hierbas tropicales y- 

en manglares, las cuales muestran alta actividad nitrogenásica. 

Estudios de la ocurrencia de Azospirillum en suelos revq

lan que más de la mitad de muestras de suelos colectadas en -- 

climas tropicales, como son Africa, Hawai, Filipinas y Brasil, 

jontienen abundante poblaciones de Azospirillum y que menos  

del 10% de muestras de suelos templados ( Europa, U. S. A. y Ke-,w- 

nia) contienen el organismo. Su presencia en el extremo sur - 

de Brasil es intermedia. 

Existe un pronunciado efecto de vegetaci6n y Panicum mA, 

xÍmum parece ser el más favorable entre las forrajeras tropica

les. Más del 80% de muestras de raíces de cereales como maíz, 

sorgo, trigo y centeno creciendo en campos fertilizados con k, 

I
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Y, y Mo en Río de Janeiro fueron positivas, mientras que en Wis

consin bajo las mismas condiciones, se encontr6 menos del 10% - 

de plantas infectadas, incrementándose éste al inocular el - - 

maíz con Azospirillum, indicando ésto, una estimulaci6n selec- 

tiva. 

P/ 
Se ha observado una marcada influencia del pH, en la pre

sencia de Azospirillum en el suelo, siendo el pH 6ptimo entre- 

E- y 7. En suelos ácidos de pH 4. 8 se han encontrado esporádi- 

camente, sin embargo se ha notado, que el pH no tiene influen- 

cia en la ocurrencia de . 11. zospirillum en raíces, indicándonos - 

que dentro de ellas se mantiene un pH favorable para la bacte- 

ria, por lo que se puede encontrar en suelos ácidos. ( 19) 

Se ha observado que la bacteria se encuentra dentro y en

tre la&_células de la corteza de las raíces o en la " endorri-- 

z6sfera,", de los pastos, describiéndose como un estado progre- 

sivo de descomposici6n en la superficie de las raíces internas, 

penetrando por la corteza a través de la lámina intermedia en~ 

tre las células de la epidermis y a través de oberturas 11ti— 

cas en la pared celular. También se ha sugerido su entrada de

bido a una actividad proteolítica por parte de Azospirillum. - 

La actividad nitrogenásica asociada con pastos ha sido atribuí

da a la bacteria en la endorriz6sfera, la cual ha sido aislada

en repetidas ocasiones de superficies esterilizadas de raíces - 

de pastos, de maíz y otras gramineas ( 53). En raíces de Digi 

taria decumbens, con gran actividad nitrogenásica han sido de - 
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mostrados sitLo-a de reducci6n dentro, de la corteza, encontrán- 

doq_q..en, éstos, paquetes de células de Azospirillun, detectadas

pgr—la reducci6n. de,- tetrazolio. Esto nos sugiere una simbio— 
affismam~- 

células. de las ralces y la bacteria co

mo microorganismo microaerofllico. cliazotr6fico. ( 41) 

b) Taxonom1a.- Como ya se mencion6, Beijerinck describe - 

en 1923, a este organismo como Azotobacter si)irillum, más tar- 

de en 1925 lo denomina como S lipoferum, el cual se -- 

describe en el Manual de Bergey de 1957, dentro del género Spi

ríllum, denominándosele corno fijador parcial de nitr6geno at~- 

mosférico de vida libra. Posteriormente Schroder en 193,2, no - 

lo reporta como fijador de nitr6geno, pero Becking en 1963, -- 

muestra la capacidad de incorporar N15 i or Spirillu o Vibrio, 

el cual era idéntico al SiDirillum lipoferum de Beijerinck. 

Desde 1974,_ Spirillum. lipoferum ha sido aislado en raí -- 

ces de algunas variedades de pastos forrajeros, leguminosas, - 

1 su, 

gramS.neas y suelo i iendo un organismo Gram negativo, negati— 0' 71 
1" 

vo, m6vil, con e li-:beta hi19 kq_ d_ TT _ jLIJaiqn _ a¿¡& g911 & QUIp —Je—pq

cIr ázbUJdX." Q además crece en medio libre de nitr6geno, pare

UP,-udo para u9ex microaerofIlico, n, aRecanísmo - 

de proteo- ci6n Sales de, ácidos orgániA lCI—enzi

qo@_ ZO19—WIffito, succinato, lactato y piruvato son excelentes- 

W..ygIa y de cazb6n, oxid4J?je; pero ciertos estudios

fIsío.16gicos mostraron que ciertas cepas requerían bajos nive- 

Las de extr,5Lctos de leva£lwa. para crecer en medio mineral y -- 
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glucosa- se usaba como finica fuente de carb6n, 

cePa-5--nQ- xwe£SLW-r-ían de-L-.P.XtXarto dp, levadura

y_—tampoco crecían en medio con glucosa.]. Basado, en e, s y al

gunas otras observaciones, se pens6 en la posibilidad de la -- 

existencia de dos o tres grupos dentro de la especie -E ri 11LUI
lipoferum. ( 22) 

Estudios basados en el DNA hom6logo realizados por Ta— 

rrand, Krieg y Dobereiner ( 1978) en 61 especies de iaLril-2n ~ 
L ofer:M asociados a raíces fijadoras de nitr6geno sugirieron

la creaci6n de un nuevo Onerp Azospirillum, con dos especies;~ 

Azospiríllum brasilens. y Azolpir llum lipoferum. ( 52) 

Azospirillum b_rasilense incluye a todas las cepas del -- 

grupo I y III y son encontrados m4s_ frecuentemente bajo condi- 

C i4MlQZ--UL-el-ima tropical, la mayoría no produce gas a partir - 

13- 

pero acumula nitrito en, medio semis6lidQ o bajo - 

nnrlirinné------de anaerobiosia. Las cepas del grupo tres bajo -- 

condiciones limitadas de oxígeno, no desnitrifican, pero acumu- 

lan nitrito a partir de nitrato. Además de no poseer la enzi- 

ma nitrito reductasa ( nir), son idénticas a las del grupo I in

cluyendo el DNA hom6logo. 

W_1,ipciferu incluye a todas las especies del - 

grupo II, las cuales son diferentes por su capacidad de utili- 

zar la glucosa COM- OJW194 fuente Je. carbono, por crecer en un- 

medín lihre__de_;Uitre>cr,. nn- pºr., JA.. pipp ucci6n de una reacci6n -- ácida

sobre un medio a j egeglucosa_y j2Ueptona, por la ne
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cesidad_de bíotína, por la formaci6n sobre un medio semis6lido

con malato de células en forma de ese, o de hélice largas y an

chaa y la evoluci6n de sus formas al envejecer. Todas las ce- 

pas reducen el nitrato a nitrito con producci6n de gas. 

B3.- ASPECTOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS DE AZOSPIRILLUM. 

10) , ( 2 0) , ( 21) , ( 3 5) , ( 3 8) . 

a) Zf"_ top—dQ.1_ ox ¡geno. - Uno de los aspectos claves en - 

la fijaci6n de nitr6genc, por Azospirillum es la concentraci6n- 

de oxIgeno. La nitrogenasa es extremadamente sensible al oxi- 

geno y a la vez el oxígeno es necesario para la generaci6n de- 

aTP. Este es un problema com in para todas las bacterias aero - 

bias fijadoras de nitr6geno, pero la mayoría poseen un mecanis

mo desarrollado de protecci6n al oxígeno. En el caso de Azos- 

se ha demostrado que éste no posee un mecanismo de ~- 

prgteccila_A_I&_Zitrogenasa. 

e, ha -gb-.2@-i vado. -qUe__I?I_,pre,si¿5n parcial de oxígeno 6ptima

ra er__= ut& j1imo crecimiento de Azospirillum, se encuen- 

txjL_qntre 0. 005—y 0. 007 atm6sferas y dicha presi6n el—posible- 

p,roporcionársela in vitro, utilizando el medio semis6lido Ya - 

qlw el Q ganismo es muy m6vil y por lo tanto migra hacia la re

g,tO,w,,dQnde la concentraci6n de oxígeno es la 6ptima, formándo- 

se en_dicho nivel una densa película de crecimiento caracter1s

tico para dicho microorganismo. Esta tendencia de_ aglomerarse

4
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en grupos, posiblemente represente un mecanismo de protecci6n- 

y?L. que en ese punto el oxigeno es consumido rápida- 

mente - - J_cultivo es movido y la película se rompe, la

ac ivirJarl nit-r£kgejaáaiLca cesz 

La sensibilidad al oxígeno en otras especies de Spirillum

que no fijan nitr6geno ha sido atribuída a problemas en la as¡ 

milací6n del fierro. 

b) ~ patura—WM.,- Los recruerimientos detemperatura7- 

Rara el, crecimiento de Azospirill,,up_--sqn generalmente considera

d.Q,a..IaUprtantes. El mejor crecimiento Dara la mayoría de las- 

c£pjap se ha observado entre 32 y 360£_ Z_la actividad nitrogená

s£ca-.-ez,--mUima entre 33 y 34' C con una pronunciada caída abajo

de 330C. Casi ninguna actividad es observada a 10* C pero a -- 

170C cerca de la mitad de la actividad máxima es mantenida du- 

rante un período de 8 horas. Al exponer a 42* C inicialmente - 

incrementa la actividad, pero después de 5 horas la actividad- 

nitrogenásica es fuertemente inhibida. N los 450C la activi— 

dad nitrogenásica es completamente inhibida. La exposici6n du

rante 4 horas a 45* C resulta ser letal para todas las cepas. 

34i

Los pp para la nitrogenasa en cultivos

u i- a_y,_,;imitados, encop rándose una act

vidad máxima entre 6. 8 y 7. 8. 
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La ocurrencia de -Az 11qm, en—suqlQ e$_ altamente de— 

pendien q d 1 . W , pQmo ya se mencion6 una vez introduci

a; 9 a—la -raíz, este factor,, no le afecta, ya que en simbiosis en

cu£n= a_—al—p,H adecuado. 

c) ( 39). En contraste a la mayo- 

ría de las bacterias fijadoras de nitr6geno, Ias—a7,9c.@,re!j son- 

aUS.tratos pobres para.,A osp: r,llipm aunque c,oMo, ya sp mencion6

A- ipoferum, c—ace en -glucosa.. Los, mejores. _sustrato!5 « sQn.. áci

dos orgánicos como el malato, lactato, succinato y piruvato y- 

ha- sidQ_ C.<= PXPDAAQ- ppentraci6n de malato en las raS-- que,, la, c 9

ces está cQr gL_Q@, adeMásxeJaciQnado con la actividad nitrogen& i

de incrementar la absorci6n de oxígeno indicando que el ciclo- 

4el ( Z, es operativo en estos prganisjlql.. A* 

El nismo~.pg reqg.! 1 j, incapaz de fermentar azdcares -- 

jjunqu!j~ p
Sroduce ácido en cantidad esca a a partir de fructosa

y. 51A].& CtQ1a así como de glucosa en el caso de A. lipoferum, p 

ro un crecimiento acelerado de este d1timo en glucosa no se en

cuentra acompañado de un incremento en la producci6n de ácido. 

Azúcares azUcares fosfatados como son glucosa, fructo- 

sa, galactosa, glucosa 6 - fosfato y fructosa 6- fosÉato no incre

menta la absorci6n de oxígeno en extractos celulares de Azospi

rillum. La glucosa sostiene un crecimiento y una actividad ni

trogenásica en cepas de A. lípoferum y la galactosa sostiene - 

un crecimiento lento en células intactas. lQ-,dP-t-llrlgr naos su - 

y ig—peptosa fosfato -son de- 
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significado en Azospirillum. 

d) Metabolismo de nitr6geno. ( 36), ( 39), ( 41). Azospir'- 

llum, parece tener la habilidad de participar en varios proce- 

s---- én - La—transformaci6n de nitr6gena en la naturaleza. Todas

las, ccDas de ambas especies son capaces de usar NO 3 en vez de

nitr6geno y no hay fijaci6n de nit-r¿Saeno con más de 1 mm de -- 

N Íl 6 NE + , bajo condiciones de aerobiosis. ( 37) 
43 4

Bajo condiciones limitadas de 0 el NO es desasimila- 
3

ulo a - NO,,- y se acumula en el medio cuando las cepas no poseen - 

la enzima nitrito reductasa ( nir_) CP ca de la mitad de las - 

cepas de A. brasilense y todas las cepas de A. lipoferum, pue~ 

jen desasimilar NO Aunque se han aislado mutantes - 
2

nr , nir o ambas), por la selecci6n de cepas resistentes a - 

CIO, qn q bas__2 lí?cies, las cuales en pres! pg_i?,-2 ausencia de

lOmM de NO 3- fijan la misma cantidad de nitr6geno, perp.-Aut zi- 

tes nr -
1

pero nir no fijan nitr6geno en presencia de NO in
3 -- - 

di ndo que la acumulaci6n de NO y no la asimilaci6n de NOA -C- 9 2- 3 ' 

es la responsable de la inhíbici6n de la nitrogenasa, ya que - 

é,lta se ha inhibido por NO 2 - en extractos celulares. ( 33) 

Yá h a no crece en contabl ec ido clue Azospirillum, 

diciQXWs de anaerobiosis, _RgrQ_ cuando egE adicionado al medio ~ 

N. -O 3- ( 10 mM) hay actividad nitrogenásica similar a la observa- 

da con oxígeno en ambas especies, además de presentarse una

acumulaci6n de NH 4 +, tanto en presencia de nitr6geno o helio

indicando una desasimilaci6n de,,__N - 0 -3- -- a NH 4 + 
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1

En cepas nr + nir- se presenta una dependencia de la acti

vidad nitrogenásica al NO 3 - y en todas se Dresenta una acumula

ci6n de NO 2_* Esto nos muestra que no es necesario, para la ~ 

desasimilaci6n de NO 2 - a forma gaseosa volver a reponer el oxf

geno para la respiraci6n y la actividad nitrogenásica. La to- 

lerancia de la nitrogenasa de Azospirillum al NO 2 ' bajo limi- 

tadas concentraciones de oxIgeno es atribuIdo a que el NO 2 da

un mecanismo de exclusi6n. Esta caracteristica es única en -- 

Azospirillum y es la primera bacteria conocida aer6bica fijado

ra de nitr6geno que también desnitrifica. 

e)- N.itrogenasa.- Azospirillum contiene una nitrogenasa - 

muy actima- J_&_pual hA  k. b- asilense. y mostra- Aldp_¿Ii.s14da de aJ L. 

ti- 1 s -m! ---m s—requerimientos. que otras nitrogenasas, como son - 

sistema generador de ATP, Mg ++, donador de hidroqenop, factor- 

da—activaci6n ( Mn) entre otros. ( 8) 

La incorporaci6n de NH 4 + y la regulaci6n de la nitrogena

sa es igual que en otros fijadores de nitr6geno. La actividad

de la glutamino sintetasa eá necesaria para la represi6n de - 

la enzima. Excesos de NH 4 + reprime la glutamino sintetasa y - 

la sIntesis de nitrogenasa. 

La producci6n de nitr6geno por las células muestra una - 

elevada actividad GS y GOGAT ( glutamato sintetasa) y una baja - 

actividad GDH al igual que la producci6n de NH4 . 

f) Especificidad hospedera en la infecci6n de Azospiri— 
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La especificidad hospedera es el resultado de una inter

acci5n cerrada entre planta y la bacteria, siendo un caso de - 

éstos los que presentan las diferentes especies de Rhizobium ~ 

con los grupos de las leguminosas. Otro ejemplo típico es la- 

especIficidad que se presenta en la asociaci6n de Azotobacter- 

paspal con- E alum_aotatum, la cual fué demostrada hace mu- 

cho tiempo que no se encontraba el organismo en cualquier par- 

te, excepto en asociaci6n con esta planta o donde ésta crece. 

Para la asociaci6n de Azospirillum ap_ con Digitar a_ 227

y maíz, hay una correlaci6n muy significativa entre la activi- 

dad nitrogenásica de raíces con la actividad del cultivo enri- 

quecido con Azospiríllum, indicándonos que este organismo es ~ 

el mayor responsable para la fijaci6n de nitr6geno en dichas - 

plantas. Además como ya se ha mencionado su ocurrencia en sue

los y raíces de maíz, sorgo, trigo, arroz y otras forrajeras - 

en zona tropical y sub - tropical es muy elevada. 

Baldani y Dobereiner de acuerdo a estas observaciones y- 

a la confirmaci6n de la infecci6n en endorriz6sfera, realiza— 

ron una serie de estudios sobre especificidad hospedera. Esta

fué estudiada con 4 experimentos en invernadero, usando suelo - 

no esterizado y 2 en campo, con pl2ntas de maíz, trigo y arroz. 
1

En todos los experimentos de invernadero se encontr5 crue Azos- 

pirill lipoferum. fué más frecuentemente reaislado de raíces- 

asterilizadas de maíz, mientras que A. brasilense nir- de ral- 

res de trigo y arroz, A. brasilense nir + fué aislado con mode~ 
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frecuencia a partir de raíces de maíz y raramente de ral- 

c4as- de--tr-iga..,y-. arroz. 

Las—experimentos en campo, inoculados con cepas resisten

confirmaron la aparente especificidad de

A— linoferum, en la' infecci6n de maíz y A.. brasil-enae--pAr-ci tri

VEM

Dichos experimentos nos dan un indicio de la especifici- 

dad hospedera de Azospirillum, sin embargo es necesario reali- 

zar más estudios sobre dicho aspecto para poder confirmar lo - 

anterior. ( 3) 

g) Infec:;i6n_.§elec ' val de Azogpirilla xesistentes a an- 

tihf6ticQjL,-_&_ Jos PS.tudi-Qjs-, sobXp--ezpeaif-igjdad-bQzpedera rea

líza4pz por Dobereiner y Baldani, uti ' rnia para -inocular en

campa ~ p llla_---res..istentes a estreptomicina, con el fin de

idant.itíqarlos, una vez que_ infectaran las raíces de trigo o - 

Maqw Al retirar k¡an c a qq,,, ¿Ipl co

mo los testigos no inopu-!Ldos encontrarop pe_2Mkas rese g- L_ 21esep

bSn Infecci6n por Azospir-Ula—,rg.,Li&teíktP-S- 

Ec+-a-Q- observaciones,,,indicaron

le=. i6n- no.. sdj,o pqr__.qjg_ 

tejIt@@_ g estreptomicina durante el período de infecci6n. 

nn eatudiºa Doiteriores encontraron que el.,p. grcentajede barterISIS

resistentesa estreptomicina asl como a otros anti— bW>.

tico,,q,-en ja riz6sfera se incrementaba 10 veces, en raíces - 
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1, vadas y esterilizadas a más de 100 veces independientemente - 

de! ndmero de bacterias y además que la alta proporci6n de - - 

2AzosiDirillum se mantenía durante todo el período de infecci6n. 

Una posible explicaci6n para el enriquecimiento de di- - 

chas bacterias y especialmente en raíces es la estimulaci6n de

actinomicetos en la riz6sfera y en la superficie de las raíces

de ciertas plantas. Además ha sido observado que la estrepto- 

micina es asimilada selectivamente por las algas, pudiendo per

sistir hasta por 8 semanas, mientras que en el suelo es rápida

mente inactivada. 

La importancia de este aspecto, presenta nuevas posibili

dades para introducir cepas seleccionadas o para manipular bac

terias fijadoras de nitr6geno. ( 27) 

B4.- POSIBILIDADES DE INOCULACION. 

La fijaci6n de nitr6geno en gramíneas, es un fen6meno de

gran importancia para el hombre, ya que dentro de éstas, se en

cuentran cereales como el maíz, trigo, centeno y sorgo que - - 

constituyen la base de la alimentaci6n mundial, además de in— 

cluirse forrajeras primordiales en la alimentaci6n ganadera, 

por lo que la posibilidad de incrementar rendimientos en la

producci6n de dichas plantas es el objeto de estudio de muchos

investigadores. ( 23) 

En algunos ensayos de inoculaci6n se han encontrado re— 

sultados contradictorios, por una parte se han señalado ganan- 



29

cias de. 1 Kg N/ ha/ d1a en Pennisetum y 2 Kg N/ ha/ día en algunos

genotipos de maíz ( 17). R. L. Smith,. S. C. Schank, J. H. Bou- 

ton y K. H. Quesenberry ( 51), logran incrementar el contenido - 

en materia seca, hasta un 150% con respecto a los controles no

inoculados, en plantas de Panicum maximum y Digitari decum- - 

bens implicando una ganancia de 40 Kg N/ ha. 

Otros experimentos' de inoculaci6n en maíz, realizados -- 

por Burris ( 1976); Stumpf et al ( 19775 Albrecht et al ( 1978) = 

en Wisconsin y Beltsville., muestran resultados variables ya - 

que en dos hay efectos positivos a la inoculaci6n y en otros - 

dos ¡ os efectos son negativos. ( 54) ( 58) 

Por otra parte la Dra. Dobereiner, la cual se podría con

siderar la pionera en estos campos, opina que la práctica de - 

inoculaci6n en gramíneas no se encuentra dentro de las más pro

metedoras, ya que estadisticamente un incremento significativo

en invernadero, es muy difícil de demostrar en campo, excepto - 

donde las condiciones sean las especificas para dicho microor- 

ganismo. ( 21) 

Para lograr resultados constantes y positivos creo es ne

cesario realizar una serie de estudios sobre los factores que - 

afectan dicha simbiosis. Entre los anteriores podríamos consi

derar la intensidad de luz, potencial del aparato fotosintéti- 

co, temperatura del aire, humedad del aire, temperatura del -- 

suelo, potencial Redox en suelo y contenido de hu~ d, otros facto

res del suelo, genética de las plantas y fisiología de las -- 
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bacterias ( 2), la existencia de cepas que además de fijar ni— 

tr5geno desni trif ¡can, la especificidad hospedera, la selecci6n

de cepas estreptomicina resistentes, la presencia de cepas na~ 

tivas, la respuesta a N, P, K, efecto de herbicidas y otras - 

sustancias agregadas al suelo, además de considerar que el in- 

cremento o decremento debido a la inoculaci6n depende del ni— 

tr6geno asimilable en el suelo y muestra una significativa co- 

rrelaci6n negativa con el por ciento de nitr6geno. ( 43) 

Uno de los aspectos importantes a considerar entre los - 

estudios de campo, es la interacci6n del fertilizante nitroge- 

nado con la actividad nitroaenásica, ya que alguna contribu- - 

ci6n, por parte de la fijaci6n de nitr6geno, en complementa- - 

ci6n con los fertilizantes nitrogenados puede ser un punto re- 

levante. 

Es obvio que de encontrarse la soluci6n para el problema

que presenta la simbiosis AzospirillUM- gramlneas, este sistema

revolucionará la agricultura, ya que los reauerimientos nítro- 

genados de los cultivos agrícolas más importantes del mundo po

drán abastecerse parcial o totalmente, Además, en el caso de- 

gramíneas forrajeras como__j1_qi taila, Panicum, etc., se elimina

rá la necesidad de asociarse con leguminosas para suministro - 

del nitr6geno evitándose los problemas de agresividad por par- 

te de los pastos. 

De acuerdo a ésto y a otros aspectos que quizá no haya - 
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mencionado, pienso que manipulando adecuadamente a dichos mi— 

croorganismos, se puede obtener resultados satisfactorios y - - 

prometedores en la lucha por incrementar el sustento humano. 
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II. BREVE DESCRIPCION. 

Se estudiaron algunos aspectos sobre la simbiosis Azospí

ri-Ll=- gramlneas, como son: 

a) Viabilidad de Azospirillum. en la rizosfera de Panicum -- 

M!a2LI-MUM - 

b) Tiempo en el cual Azospirillum, infecta a las plantas de

2ax,L maximum. 

c) Efecto de la inoculaci6n en el peso seco de las plantas - 

de Panicum maximum. 

d) Presencia de Azospirillum, en plantas gramíneas de algu- 

nas zonas. del pals. 

e) Viabilidad de Azospirillum en un soporte de turba. 
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III. OBJETIVO. 

En el sistema simbi6tico fijador de nitr6geno Azospir -- 

llum- gramS.neas, existen -pocos datos sobre la infecci6n de las- 

ralces de las plantas por las bacterias, como son los factores

fIsicoquImicos que afectan dicha infecci6n, sobrevivencia de - 

Azospirillum en la riz6sfera, entre otros. Indudablemente que

es necesario conocer una serie de datos, para que la inocula— 

ci6n de las gramíneas sea una práctica agron6mica comdn. 

Es por lo cual, que -el objetivo de este trabajo sea el - 

de contribuir al conocimiento de algunos aspectos sobre dicha- 

simbi6sis, que nos oriente y ayuden en la inoculaci6n de gramí

neas en el campo, en un futuro pr6ximo. 
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IV- MATERIALES Y METODOS. 

A.- Muestras de suelo. 

Para evaluar la viabilidad de Azospirillum en la riz6sfe

ra de Panicum maximum, el tiemno de infecci6n y el efecto de - 

la inoculaci6n en el peso seco de dichas plantas se usaron las

siguientes unidades de suelo: 

a) Luvisol.- Suelos con acumulaci6n de arcilla aluvial, - 

procedente de Tílzapot1a Morelos. 

b) Vertisol.- Suelos que sufren inversi6n de la superfi- 

cie del suelo, arcillosos y de textura pesada, procedente de - 

Puente - e Ixtla, Morelos . 

c) Arena de feldespato y cuarzo obtenida comercí- Imente. 

d) Mezcla de componentes del suelo.- Vertisol- arena en - 

proporci6n 1: 1. 

Se colocaron tres kilogramos de cada uno de estos sopor- 

tes en macetas de barro y se esterilizaron a 120' C por treinta

minutos, según el diagrama de tratamiento. 

e) Para realizar el experimento preliminar del efecto de

la inoculací6n en el peso seco de la planta se utiliz6 arena,- 
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la cual fué colocada en jarras de Leonard segdn se describe en

el Manual Práctico de Rijeobiologla de J. M. Vincent ( 53). 

f) Se utíliz6 turba, para evaluarla como material inerte

de inoculantes para gramIneas, determinando la sobrevivencia - 

en dicho soporte. 

La turba fue secada, molida, tamizada a 200 mallas, neu- 

tralizada con CaCO 3 y esterilizada a 1200C por treinta minutos
y posteriormentefué repartida en tres bolsas de polietileno -- 

conteniendo 100 gramos cada una. 

g) Para efectuar el aislamiento de Azospirillum, buscan= 

do la incidencia de dicho microorganismo en algunas zonas del - 

país, se muestrearon suelos de riz6sfera de cultivos de maíz lo

calizados en: 

1.- Uruapan Michoacán. 

2.- Tenancingo, Edo. de México. 

B.- Semíllas. 

Semillas de Panicum maximuln, se germinaron en almácigos - 

con suelo fértil húmedo a 250C en el invernadero durante dos - 

semanas, y cuando las plántulas alcanzaron una longitud entre - 

1 y 2 cm. fueron esterilizadas y transplantadas a las macetas - 

y jarras de Leonard ( 2 plántulas por recipiente). 
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Para observar la incidencia de Azospirillum. en el país— 

se estudiaron las raíces de las siguientes plantas: 

Digitaria Tampico Tamps. 

Estrella Tampico Tamps. 

Guinea Tamazunchale S. L. P. 

Estrella Tamazunchale S. L. P. 

Pangola Tamazunchale S. L. P. 

Malz Jalisco

Maiz Culiac6n, Sin. 

Sorgo CuliacAn, Sin. 

D.- Medios de cultivo. 

1) Medio de propagaci6n de Azospírillum ( 26). 

ácido málico 5 g

K 2 HPO 4 0. 5 g

Mgs0 4* 7H 2 0 0. 2 g

NaCl 0. 1 g

CaCl 2 0. 02g

Na 2M00 4" 2H 2 0 0. 002 g

MnSO 4 ' H 2 0 0. 01 g

FeEDTA 4 m1 # 

KOH 4. 5 g

Extracto de levadura 20 mg

Soluci6n acuosa 1. 64% 
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Ajustar el pH a 6. 8 con NaOH ( 10%) , Comr>letar a un li- 

tro con agua destilada, y colocar 100, ml. de este medio en ma

traces de 500 ml. y esterilizar a 1200C por 15 minutos. 

2) Medio semis6lido ( Nfb) libre de nitr6geno, para ais- 

lamiento de AzosDirill3Am, a partir de suelo y raSces. ( 26) 

Scido mAlico

K 2 HPO 4

MgSo V 7H 2 0
NaCl

CaC1 2

Na 2moo 4* H 2 0

MnSO 4' H 2 0
FeEDTA

KOH

biotina

Azul de bromotimol

4* sol al 0. 0 1.% 

5 g

0. 5 g

0. 2 g

0. 1 g

0. 02g

0. 002g

0. 01 g

4 ml.# ( Sol. acuosa 1. 64%). 

4. 5 g

1 ml.* 

2 m1 ( Sol. 0. 5% en alcohol) 

Ajustar el pH con una soluci6n de NaOH al 10%, agregar - 

1. 75 g de agar previamente disuelto, completar a un litro y co

locar en tubos de ensaye o en matraces para posteriormente va- 

ciar en placa y esterilizar a 120' C por 15 minutos—) 

a
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MIedio s6lido ( Nfb), para aislamiento de Azospirillum ( 26). 

dcido m6lico

K 2 HPO 4

MgSo 4' 7H 2 0
NaCl

CaCl 2

Na 2moo 4* 2H 2 0

MnSO 4 * H 2 0
FeEDTA

KOH

Azul de bromotimol

Extracto de levadura

5 g

0. 5 g

0. 2 g

0. 1 g

0. 02 g

0. 002 g

0. 01 g

4 m1 ( 1. 64%)* 

4. 5 g

2 m1 ( sol 0. 5% alc) 

20 mg

Ajustar el pR con una soluci6n de NaOH al 10%, aaregar 15- 

g de agar, completar a un litro de agua y esterilizar a 120' C - 

por 15 minutos., 

7

4) Medio de papa para aislamiento. ( 26) 

Cocer 200 g de papa cortada con cáscara, filtrar por

algod6n, añadir 5 g de ácido málico, 4 g de KOH, 5g de azGcar- 

comercial, ajustar el pH a 6. 8, adicionar 1 m1 de una soluci6n

de biotina ( 10 mg/ 100 m1) y 15 g de agar. Esterilizar a 120' C

durante 15 minutos. 
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E.- Soluci6n para plantas. 

1) Soluci6n nutritiva de Crone. 

K 2 HPO 4 lg

KC1 7g

CaSO 4 2. 5g

MgSO4" 7H20 2. 5g

Ca( H 2 PO 4 ) H 2 0 7. 2g

FeSO 4* 7H 2 0 0. 9g

Oligoelementos 1 ml. 

Soluci6n madre de oligoelementos. 

Boro 0. 05 % 

Manganeso 0. 05 % 

Zinc 0. 005% 

Molibdeno 0. 005% 

Cobre 0. 002% 

Agua

se proporcion6 1. 5 gramos de la mezcla anterior, - 

disuelta en el agua necesaria para cada recipiente, adiciona

da del mililitro de la soluci6n de oligoelementos. 

F.- Cepas microbianas utilizadas. 

Las cepas microbianas utilizadas fueron la K22, y - 

K24 de A. brasilense y otras de A. brasilense y A. lipoferum

proporcionadas por el Dr. Manuel Julián Quintero R. 
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METODOS

A.- Análisis físicoquínico de los suelos. 

Dichos análisis se efectuaron utilízando los sicTuientes

m4todos: 

Color SeaCn las tablas de Munsell

Textura Método modificado por G. j. Bouyoucos ( 7) 

PH se midi6 en potenci6metrc utilizando una sus

pensí-' n de suelo agua 1: 1

Materia orgánica Método de Walkley- Black. ( 31) 

N 2 total Método de Kjeldah1. ( ) 

F6sforo Método de Olsen et al ( 31) 

Potasio Descrito por Jackson M. L. ( 31) 

Calcio Descrito por Cheng y Brav ( 11) 

Magnesio Descrito por Cheng y Bray ( 11) 

Azuf re Método de Chesnin v Yien modificado Dor Hesse

31) 

Boro Modificaci6n del método 73 B, publicado por - 

el Departamento de Agricultura de U. S. A. ( 6) 

Cu, Fe, Mn, Zn. Descrito por Robinson J. A. ( 45) 

1, Molibdeno El descrito en Soil Science Vol 81

Conductividad

eléctrica Jackson M. L. ( 31) 
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B.- Caracterizaci6n de los microorganismos. 

A las cepas K22, K24, A. brasilense y A. lipoferum se le

efectuaron los siguientes estudios: 

a) Observaci6n de características macrosc6picas. 

1. Formaci6n de película y cambio de pH en el medio Nfb- 

semis6lido. 

2. Características coloniales en Nfb s6lido. 

b) Observaci6n de características microsc6picas.- Utili- 

zando una asada de la película formada se observ6 en seco fuer

te la: 

Movilidad

Forma

Tamaño

C.- Inoculaci6n de plántulas. 

Una vez extraídas cuidadosamente las plántulas de los al

mácigos, fueron lavadas superficialmente con agua corriente, - 

para eliminar las partículas de suelo, luego se introdujeron - 

en una soluci6n de bicloruro mercfirico al 1%, durante dos minu

tos y finalmente en un recipiente estéril, se lavaron varias - 

veces con agua destilada estéril, con el fin de eliminar el bi

cloruro de mercurio. 

Las plántulas estériles se colocaron dos por recipiente, 

ya fuera en jarras y macetas previamente humedecidas con la so
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luci6n de Crone, con la cantidad de agua necesaria para pro— 

porcionar un 50% de capacidad de campo ( las macetas fueron pe

sadas, para poder mantener la humedad constante). 

A la semana de transplantadas, fueron inoculadas, según

el diagrama de tratamiento, con una mezcla de las cepas K22, - 

K24 y_,I. brasilense, propagadas por sepadado en el medio des- 

crito ( 26), conteniendo una poblaci6n de 1 x 10 9 células/ m1 - 

ésto se determin6 por el método de diluci6n y vaciado en pla

ca) utilizando la cantidad necesaria de cultivo, para propor- 

cionar una cantidad de 1 x 10 6 células por gramo de soporte. 

En el experimento preliminar del efecto de la inocula— 

ci6n de. Azospirillum en el peso seco de las plantas de Pan¡-- 

c-um se utilizaron 4 jarras de Leonard, para cada tra

tamiento, incluyéndose entre ellos el inoculado, el testigo y

el fertilizado. 

En el inoculado, las jarras fueron inoculadas con la ce

pa K22 de A. brasilense, de la misma forma que antes se ha

mencionado, en el testigo a las jarras se les adicion6 una

cantidad igual de medio de cultivo pero carente de__112_ iri-- 

111un y al fertilizado se le agreg6 KNO 3 para obtener una con- 
centraci6n de 0. 05%. 

C.- Preparaci6n del inoculante de_ Azospirillum, usando turba - 

como material inerte. 

Se pusieron 100 g. de turba secada, molida, tamizada a- 
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DIAGRAMA DE TRATAMIENTO

Soporte estéril

si no

Luvisol x

Luvisol x

Luvisol

Luvisol

Vertisol x

Vertisol X

Vertisol

Vertisol

Arena x

Arena x

Arena

Arena

inoculado

si no

Mezcla x x

Mezcla x x

Mezcla x x

Mezcla x x

En este experimento se usaron 8 reoeticiones de cada uno. 
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2,'; 0 mallas y neutralizada con CaCO 3 y esterilizada, en las

bolsas de polietileno, la cual fué mezclada con 100 ml. de

cultivo de bacterias, con una poblaci6n 1 x 10 9 microorganis- 

mos por mililitro de cultivo, se homogeniz6 perfectamente y - 

se incuL-6 a 360C durante una semana. 

A la semana se cuantific6 la poblaci6n y se guard6 en - 

el refrigerador a una temperatura de 4' C. 

Posteriormente cada mes durante un período de seis me— 

ses, se determin6 la poblaci6n microbiana por gramo de inocu- 

lante, utilizando el método de diluci6n y vaciado en placa. 

D.- Determinaci6n de la viabilidad de. AzospirilluM en los di- 

ferentes soportes. 

A la la., 2a., 3a., Sa., y 7a. semana después de haber - 

inoculado, se cuantific6 el número de bacterias por gramo de - 

soporte. Para ésto se tomaron 10 g. de una muestra de riz6s- 

fera y se determin6 el número de células de Azospirilluir por - 

medio de la técnica de diluci6n y vaciado en placa. 

E.- Determinaci6n del tiempo de infecci6n. 

Se extrajeron las raíces de las plantas de los diferen— 

tes soportes y tratamientos, lavándose con agua corriente y - 

esterilizándose superficialmente seqún la técnica antes indi- 

cada, para la esterilizaci6n de las plántulas, se fracciona— 

ron en porciones de 0. 5 a 1 cm. y se colocaron en cajas de pe
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tri con medio Nfb semis6lido. 

La infecci6n fué confirmada al apreciar películas de

crecimiento de Azospírillum alrededor de los cortes de los

fragmentos de leq raíces. 

F.- Determinací6n del peso seco. 

En el experimento preliminar del efecto de la inocula— 

ci6n en el peso seco, se realizaron cortes del pasto Panicum- 

maximum al primer y tercer mes, se secaron al horno a 70' C y- 

postteriormente fueron pesadas. 

En el experimento posterior, las plantas extraídas para

observar la infecci6n de las raíces por la bacteria fueron -- 

utilizadas también en la determinaci6n del peso seco. 

G.- Aislamiento de Azosoirillum de plantas y suelos. 

Para observar la incidencia de Azospirillum en el país, 

se efectu6 su aislamiento de la siguiente manera: 

a).- Plantas.- A las plantas muestreadas, se les corta- 

ron las raíces centrales, se lavaron perfectamente, se esteri

lizaron con una soluci6n de bicloruro de mercurio al 1% duran

te dos minutos, se lavaron y se cortaron en fragmentos de - 

0. 5 - 1 cm. y se colocaron en caja de petri con medio Nfb - 

semis6lido, una vez formada la película se inocul6 una peque' 

fla parte a tubos con el mismo medio, donde se observ6, la for

a
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maci3n de película, cambio de pH, morfología microsc6pica y - 

movilidad, posteriormente se resembraron a medio Nfb s6lido y

se observaron características coloniales. 

b).- Suelos.- Para efectuar el aislamiento de Azospiri

llum a partir de suelos, se pusieron los suelos en macetas de

plástico y se sembraron con semillas de maíz. Al mes de la - 

siembra, las plantas se sacaron del suelo y de las raíces se- 

aisl6 la bacteria según el diagrama. 

DIAGRAMA DE AISLAMIEDITO A PARTIR DE RAICES Y SUELOS. 

4h 2 4h

Nfb semi- Nfb semi- Nfb s6lido

s6lido sOlido ( col. secas, densas

chicas, blancas). 

7 dl -as

Medio papa

observaci6n contaminantes) Ñto semis6lido
col. rosas, secas arrugadas. 
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V.- RESULTADOS. 

A.- ANALISIS FISICOQUIMICO DE LOS SUELOS. 

1. Pruebas Físicas; 

Luvisol Vertisol

Color Café o. Gris n. 

Arena so 64

Límo 18 13

Arcilla 32 26

Textura Mig. arc. aren. Mig. arc. aren. 

2. Pruebas Químicas. 

M. 0. 2. 1% 1. 2% 

N. aprovechable 53 Kg/ Ha. 30 Kg/ Ha

F6sforo P 2 0 5) 92 0 58
o

Potasio K2 0) 1044 720 q

Calcio 5370 j939 u

Magnesio 1502
n 1510 n

Azufre 177
N 273 le

Boro 1. 0 0 0. 3 0

Cobre 0. 7 0. 2 0

Fierro 12 6
te



Manganeso

Zinc

pH

Conductividad

eléctrica

46 Kg/ Ha. 

3

6. 3

94 Kg/ Ha. 

9

6. 4

4 

0. 75 mcbms / ms 0. 92 m ohms/ ms. 

B.- Caracterizaci6n de los microorganismos. 

a) Observaci6n de características md!zrosc6picas. 

Las tres cepas presentaron colonias blancas, chicas, re- 

dondas o algo irregulares, densas, secas y con cambio de pH

en el medio. 

Formaci6n de película y cambio de pR

Cepa pH alcalino película

K22 + + 

K24 + + 

brasilense + + 

b) Observaci6n de características microsc6picas. 

Movilidad; las tres cepas presentaron gran movilidad, co

mo bailando samba. 

Forma y tamaño; se presentaron como vibriones pequeños - 

con dos acumulaciones de poli- beta- hidroxibutirato. 

Estas características corresponden a Azospirillum brasí- 
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lense, aunque para afirmarlo es necesario realizar otras prue- 

bas fisiol6gicas, que lo confirmen. 

c.- Viabilidad de bzospirillum en la riz6sfera de Panicum ma— 

ximum. 

Los resultados se pueden apreciar en el cuadro nilmerO 2 Y

en las gráficas námero 1, 2, 3, 4, 9, 10, 11, 12. 

D.- Iriempo en el cual Azospirillum, infecta a las plantas de - 

R,-lúcum maximum. 

Los resultados se pueden observar en el cuadro ndmerO 3. 

E -j -Efecto de la inoculaci6n en el peso seco de las plantas de- 

Panícum maxímum. 

1. Experimento preliminar de inoculaci6n. 

En el primer corte se obtuvieron los siguientes resulta— 

dos de peso de planta: 

Fertilizados

0. 1163 g/ planta

0. 3978
el

0. 47 el

0. 1426
el

Inoculados

0. 1390 g/ planta

0. 1014

0. 15

0. 14

Testigos

0. 05 g/ planta

0. 0214 « 

0. 12

0. 09
le
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El promedio de dichos datos es: 

Fertilizado 0. 28 g/ planta

Inoculado 0. 1326 g/ planta

Testigo 0. 0735 g/ planta

En el segundo corte efectuado, mostró los siguientes re— 

sultados promedio: 

Fertilizado 1. 10 g/ planta

Inoculado 0. 37 g/ planta

Testigo 0. 15 g/ planta

El Leaistro de temperatura es el invernadero, nos muestra

que ésta varió entre 9 y 450C, pero fluctuando la mayoría en— 

tre 30± 5 C. 

2.~ Experimento posterior. 

Los resultados de peso seco de las plantas de Panicum ma- 

ximum, se pUeden ver en el cuadro número 3. 

F. - Viabilidad de Azospirillum en turba. 

Para observar la sobrevivencia de Azospirillum, en turba, 

se utilizaron dos cepas; una de AzosDirillum lipoferum, otra— 

de kzosDirillum brasilense y una mezcla de las dos. 

Después de inocular e incubar a 36* C una semana se cuanti

ficaron las siguientes poblaciones: 
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G.- Presencia de A7nqnl- i-illlm, en plantas gramIneas de algunas

zonas del país. 

Entidad Huésped Microorganismo

Tampico, Tamps. Digitaria

Tampico, Tamps. Digitaria

Tampico, Tamps. Estrella A. b- asilense

Tampico, Tamps. Estrella A. brasilense

S. L. P. Guinea A. brasilense

S. L. P. Guinea A. brasilense

S. L. P. Estrella A. brasilense

S. L. P. Estrella A. brasilense

S. L. P. Pangola

Jalisco Maíz A. lipoferum

Jalisco Maíz A. lipoferum

Culiacán maíz A. lipoferum

Culiacán Maíz A- lipnfpriim

Culiacán Sorgo A. lipoferum

Culiacán Pangola

Uruapan Maíz A- lipnfprum

Tenancingo Maíz A. lipoferum



53

n

C4

ID

M

Ln

M

V

W

LO

n

I

x

SE0

w

i

cn

x

x

x

x

x

x

I

x

1

x

x

I

p- 

4

1

C4

m

11

Ul

Ln

C4

1

0

C4

r

en

Lf) 

fn

cn

m

W

r

fn

en

en

fn

0

C) 

D

C) 

0

C, 

a

0

C> 

C> 

C) 

Ul

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

I

I

x

x

x

r 

n

C 

T

m

r

ko

En

ti10

Ln

w

Ln

cn

r

zr

m

w

fn

M

m

C) 

C 

0

0

C) 

D

C) 

C) 

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

10

W

N

fn

cc

T

1

1-
1

A

C14

CN

0

1; 

T

Ln

Ln

Lr) 

Ln

tn

r

n

0

0

CD

C) 

x

x

x

x

x

x

x

x

cli

r- 

CC) 

en

CN

Ln

M

D

q

C 

P fn0EA

fn

Ln

r

Itr

M

rn

14

C 

0

D

D

0

0

x

x

x

x

x

x

N

Ir

Lr) 

r- 

Ln

C14

M

4

E, 

CQ

0C) m

04J

4.; 

1 

4 

al

co

w

a

C14

4

r -
I

r -

q

4

r-
I

I

H

4j

4j

V

4-

J

4j

V

4j

4J

a

4

4

W

4

M

rn(

OrAwcoulm0000

0

41

IQ

sw

W

W

1) 

Q) 

4) 

41) 

a) 

0) 

Q) 

w

r- 

r- 

9

r - 

z

to

4J

4j

4J

4J

4

rn

to

w

ra

o

o

o

o

I

I

I

I

I

I

0

E 

0) 

4) 

4) 

0) 

r. 

r. 

2

S

ri

u

11

0

r, 

C) 

0

u

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

U- 

rr.=

rrr.

9r00000000

0
r -

i

4

w

r -

I

0

0

4

0

1

0

1

0

ul

a

0

n

fu

0

0) 

o

0

m

rc

ril

to

1

4

a

w

1

4

a

M

r4

r-, 

fu

m

r4

41

0

9

41

0

C

4" 

0

r. 

4J

W

N

D

4

N

W>

PNW>

4NO

4) 

4) 

4

J

41) 

4) 

W

0

a) 

0) 

W

1

V

1) 

W

0

X: 

4

4

X: 

4

4

z

4

z

53



54

CUADRO No. 3

TIEMPO DE INFECCION DE AZOSPIRILLUM A PLANTAS DE

ZANICUM MAXIMUM. 

Suelo Tratamiento
la. 2a. 3a. 9a. 

sem. :, em. sem. sem. 

Luvisol inoc- est6ril

Vertisol inoc- est6ril

Mezcla inoc- est6ril

Arena inoc- est6ril

Luvisol inoc- no est. 

Vertisol inoc- no est. 

Mezcla inoc- no est. 

Arena inoc- no est. 

Luvisol no inoc- est. 

Vertisol no inoc- est. 

Mezcla no inoc- est. 

rena no inoc- est. 

Luvisol no inoc- no est. 

Vertisol no inoc- no est. 

Mezcla no inoc- no est. 

Arena no inoc- no est. 

infecci6n

no hay infecci6n
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VI. ANALISIS DE RESULTADOS

A.- Viabilidad de Azospirillum en la riz6sfera de Panic raxi

mun. 

Se puede apreciar en el cuadro ntmero 2 y gráficas nrímLe

ro 1, 2, 3, y 4 que la mezcla en la mayorla de los casos, rran- 

tiene una buena reproducci6n y persistencia de la bacteria en - 

la rizosfera. 

El luvisol, también propicia el desarrollo y la persis- 

tencia de la bacteria, aunque en el tratamiento inoculado no

estéril, hay un decremento muy marcado en, su nCmero, debido

probablemente a la competencia de microorganisnos existentes

en el soporte. 

En los análisis quSmicos efectuados, el luvísol presen- 

t6 un contenido más elevado de nutrimentos, pudiendo ser el - 

motivo por el cual la bacteria, tanto en la mezcla. luvisol- are

na, como en dicho suelo, se reproduzca y persista en ndriero -- 

adecuado para infectar la planta. 

El vertisol, se puede considerar intermedio en favore— 

cer el crecimiento de Azospirilluir, yq que en dos de los cua— 

tro tratamientos, la poblaci6n decrece con mayor rápidez que - 



57. 

en la mezcla y el luvisol. 

La arena probablemente por fen6menos de lixiviaci6n, ta- 

ra?ir de parttcula y superficie activa pecuena, no puede rete— 

ner a las bacterias, no existiendo respuesta a la incc---.-laci6n. 

B.- Tiempo en el que Azospirillum, infecta a las plantas de Pa- 

rLLQ.U-M - MM-imum - 

De acuerdo con el cuadro nilmero 3, en todos los casos en

que se inocul6 y esteriliz6 el soporte, las plantas presentaron

infecci6n por la bacteria desde la p_-_, nera semana, a excepci6n- 

de la arena debido a que este soport,,, no fué propicio para la- 

reproducci6n activa de Azospíríll= en la rizosfera y por lo -- 

anto no hubo infecci6n hasta la tercera semana. 

Er el caso del tratamiento de soporte, inoculado, no es- 

téril, solamente en el luvisol se presenta una infecci6n cons- 

tante desde la primera semana encontrandose por lo tanto una

buena respuesta en el peso seco de la planta, mientras crue en

los otros soportes, tanto la infecci6n como el peso seco de la - 

planta son variables. 

Para el tratamiento no inoculado estéril, como era de - 

esperarse no hubo infecci6n por Azosnirillirn. en tres de los so- 

portes, excepto en el caso del suelo luvisol, probablemente por
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contaminaci6n de partIculas de suelo de los otros tratamientos

en el invernadero, notandose en este caso un aumento en el pe- 

so seco de la planta. 

En el tratamiento, no inoculado no estéril, también se - 

encuentra infecci6n por Azospirillum en el luvisol, pero en es

te caso no hay respuesta a la infecci6n, ya que dichas plan~- 

tas no observan incremento en su contenido de peso seco, pu

díendo deberse esto a la presencia en el suelo, de cepas de

Azospirillum nativas infectivas, pero inefícientes en la fija- 

ci6n de nitr6geno, lo cual es posible ya que en dichos suelos, 

fueron utilizados para el cultivo de maTz. 

C.- Efecto de la inoculací6n con Azospirillum, en el peso se- 

co de las plantas de Panicum. maxímum. 

1) Experimento preliminar.- En la secci6n de resulta— 

dos, se puede observar que el peso seco de las plantas ino- 

culadas, es de más o menos el doble que el de las no inocu- 

ladas, existiendo una respuesta a la inoculaci6n, sin embargo - 

el peso seco de las plantas fertilizadas con KNO3, es el do— 

ble de las inoculadas, índicandonos que el nitr6geno proporcio

nado por la simbi6sis, no es el suficiente para el 6ptimo desa

rrollo de la plante. 

En dicho experimento las temperaturas fluctuaron entre- 

9* y 45' C., encontrándose la mayorta de las plantas alrededor- 
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de - 9' C., afectando indudablemente esto, la actividad nitroge

násica de la bacteria y consecuentemente los resultados obten i

dos. 

2) Peso seco obtenido en el experimento de viabilidad - 

y tieripo de infecci6n.- Observando el cuadro nrimero 4 y las - 

gráficas número 5 y 9, correspondientes al luvisol, se puede - 

apreciar que en el caso de los testigos no inoculados, en el - 

momento en que aparece Azospirillum en la rizosfera debido

probablemente a alguna contaminaci6n, el peso seco sufre un

buen incremento, mientras que los testigos inoculados tienen

un incremento más o menos constante, al igual que las bacte

rías, las cuales permanecen con una determinada poblaci6n, 

principalmente en el caso del soporte esterilizado, en el cual

no hay ninguna competencia en el inicio, mientras aue el so— 

porte no esterilizado la poblaci6n de Azospirillum, viene de— 

creciendo en forma constante. 

En las gráficas nrúnero 6 y 10, el vertisol inoculado no

estéril, mantiene la poblaci6n de Azospirillum más o menos -- 

constante, mientras que el peso seco de las plantas es el ne- 

ner, pudiendose pensar en la probabilidad de la existencia en - 

dicho soporte, de cepas nativas, que tienen la capacidad de de

nitrificar o que son ineficientes en la fijaci6n de nitr6geno. 

Esto se puede confirmar en el tratamiento inoculado y estéril, 

ya que aquT a pesar de haber baja poblaci6n ¿ e Azospirillum, - 
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las plantas observan un buen incremento en el contenido de peso

seco, por la Infecci6n de las cepas inoculadas. En cuanto a - 

los tratamientos no inoculados el incremento en peso seco, con - 

pendientes semejantes a la anterior, aunque con valores meno— 

res, probablemente se deba a la respuesta del nitr6geno conteni

do en el suelo. 

En la mezcla de vertisol- arena, gráfícas nfir.ero 7 y ll, - 

no se observa gran diferencia en el peso seco de las plantas, - 

pero el análisis de los resultados es parecido en algo al ante

ríor> ya que en el caso mezcla Inoculada no estéril, el peso se

co es menor en comparaci6n con el Inoculado estéril, pero cuan- 

do la poblacíft bacteriana disminuye, hay un buen incremento en

el peso seco, confirmando' tal vez lo anteriormente dicho, de - 

la probabilidad de cepas nativas. En el caso de soporte inocu- 

lado estéril, la poblaci6n se mantiene constante, y el incremen

to en peso seco también se mantiene constante. Para los trata

mientos no inoculados las pendientes son semejantes, pero en el

caso de no esterilizar, esta se encuentra más abajo con respec- 

to al esterilizado. 

Cuando se us6 arena como soporte ( gráficas 8 y—12), no

se observa ninguna respuesta a ninglan tratamiento, ya que las - 

pendientes casi son iguales en todas las curvas, y la poblaci6n

de Azospirillum más o menos sufre la misma variaci6n a los dífe

rentes tratamientos. 
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E.- Presencia de Azospírillum en algunas grarifneas muestreadas

en diferentes zonas del pals. 

Como se mencion6 en la introducci6n de este trabajo, - 

Azospirillum, se encuentra en alta proporci6n en suelos de zo- 

nas tropicales y semi- tropicales, y en mucho menor en regio- 

nes templadas. De los resultados obtenidos, se Puede decir. - 

que -dicho microorganismo, logr6 ser aislado de( suelos de diver

scs clímas, como son el semi tropical, templado cálido, sin - 

eambargo no se puede dar ninguna conclusi6n definitiva, ya que - 

dicho muestreo no es estadlsticamente representativo y solo - 

nos da un indicio de la presencia del microorganismo en dife

rentes regiones del pals. 

Viabilidad de Azospirillum en turba. 

Para la posible preparaci6n de ínoculantes de AzGspiri- 

llum, es necesario utilizar un material encipiente que manten- 

ga viable al mícroorganísmo. 

En el caso de inoculantes de Rhizobium, se han usado co

r.o soportes, suelo, bagazo de caña de azdcar, composta, culti

vcs 11quidos, agar, pero el material que ha proporcionado mejo

res resultados es la turba, ya que sus caracterIsticas influ- 

yen mucho en su capacidad de mantener viva a la bacteria, como

son un alto contenido en materia orgánica, alta retenci6n de - 
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humedad', pn apro, irqaCane'llte de i. 

Por las razones antes expuestas, se us6 la turba, para - 

observar la viabilidad de Azospirillunk en dicho excipienta. De

los resultados de la gráfica nrimero 13, se puede considorzr -- 

que la turba es adecuada, ya que mantiene hasta por seis iaeses

una poblaci6n más o menos constante, en las dos cepas probadas

asS corno en la nezcla de cepas, aunqur en 6sta, durante los -- 

primeros meses tuvo una poblaci6n rienor en relaci6n a las otras

dos, debido probablemente a una adaptaci6n de dichos microorga

niswr>s a el habitat en el que estuvieron expuestos, pero al - 

final la poblaci6n lleg6 a Igualarse, confírmando la capacidad

de este sustrato para la reproducci6n de Azospir-Murn. 
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VII. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS

La fijaci6n de nitr6geno en algunas gramTneas, como ya - 

ha sido mencionado, es un fen6meno que puede ser de gran. utili

dad, siempre y cuando se manipule adecuadamente, ya que ésta - 

presenta alaunos problemas que la afectan tanto en su infecti

vidad, como en su efectividad. 

En los experimentos efectuados, se cbserv6 que al inocu

lar AzospirillUM, es capaz de reproducirse y mantenerse en la - 

zona de la rizosfera y una vez alcanzado una poblaci6n adecua- 

da, infecta a las raices de Panicum maximum, fijando nitr6geno

y produciendo un incremento en el peso seco de dichas plantas. 

En algunos casos las plantas se infectan en el inverna

dero, pero su peso seco no se incrementa, pudiendo deberse es- 

to a la existencia en el suelo de cepas nativas infectivas pero

no efectivas o en la presencia de mutantes de Azospírillur - 

con la enzima nitrito reductasa, capaz de desasimilar les ni— 

tritos a nitr6genc gaseoso, fen6meno que fué observado en sue

los no ester lizados provenientes de cultivo de malz. 

En el caso de la simbi6sis 2hi—z<zhium - leguminosa, la - 
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ex¡- tencia de cepas nativas en el suelo, es un serio problema

en la práctica de inoculaci6n, ya que debido a su competencia, 

Ics microotganismos inoculados no pueden infectar a su huesped

y por lo tanto no se presenta una respuesta positiva a la ¡ no- 

culaci6n. 

Este problema puede presentarse tarlDién, en el caso de- 

zospirillum, por lo aue es importante el estudiar la inciden- 

cia de estos microorqanismos en el Territorio Nacional. De

los aislamientos efectuados, se encontr6 aue un 70% de las

plantas estudiadas contienen Azospirillum en simbi6sis con las

aramIneas, cuya efectividad en la fijaci6n de nitr6geno es des

ccnocida, siendo necesario comprobarla y cuantificarla, tanto - 

en laboratorio, invernadero y en campo, trabajo que correspon- 

derla a investigaciones posteriores. Corno el nGmero de plan— 

tas estudiadas es muy pequefio y las zonas rnuestreadas corres— 

pcnden a diferentes climas, este resultado nos da una ligera - 

informaci6n de la incidencia del microorganismo, dato que de- 

be ser considerado para el caso de que se quieran efectuar ¡ no

culaciones a nivel de campo. 

Dara la preparaci6n de inoculantes de aramIneas, es ne

cesario contar con un soporte apropiado para Azospirillun - 

habiendose encontrado que la turba puede servir a tal prop6sí- 

to, para preparar inoculantes, en el caso de que la inocula- 

ci6n de grarnIneas se convierta en una práctica agrIcola co- 

miGn. 
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1 Los datos reportados en este trabajo nos indican la po

sibilidad de la Inoculaci6n, pero antes de efectuarla en el -- 

campo, es necesario llevar a cabo una serie de estudios sobre - 

los factores ecol6gicos limítantes de la simbi6sis, asl como - 

de los aspectos manipulables para obtener mayores rendimien— 

tos en la producci6n de gramIneas, puesto que al encontrarse - 

la soluci6n para el problema que presenta la simbi6sis Azospi- 

rillum - gramfneas, se revolucionará la agricultura, debido a

que los requerimentos nitrogenados de los cultivos agrtcolas - 

más importantes del mundo podrán abastecerse parcial o total— 

mente. 
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