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CON RESPECTO A AzZospirillum
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I. RESUMEN.

Entre las altermativas potenciales y aln controvertidas
de biofertilizacién destaca la rizocenosis asociativa diazo-
tré6fica Azospirillum—gramineas. Sé estudiaron 46 cepas ais<
ladas de diversos ambientes del estado de Mé&xico, evaluando
su efecto sobre el desarrollo del maiz, asi como su grado de
infectividad y competitividad. Esto se realiz6 en Palmar -
Chico,Mpio. de Amatepec, Edo. de M&xico, en un suelo de tipo
regosol efitrico y clima Aw (Koppen). Se empleo 1/2 Ha con -
un modelo de Latice simple 7X7 con dos repeticiones. Los =
tratamientos correspondieron a:3 testigos; absoluto (A), po-
sitive (P) con 120:60:30 y de referencia (R) con 30:60:30 y
46 inoculados (y 30:60:30). Se utilizé una densidad de ---
50 000 plantas/Ha, maiz maracay {(CYMMYT) y el sistema. de cul
tivo comfin en la regidn. Se realizaron muestreos en la eta-
pa vegetativa y en la floracifn y se determinaron parémetros
moxrfo y fisiométricos y contenido de nitrégeno foliar (Micro-
kjedhal) .

El efecto de las cepas sobre el drea foliar, altura, did
metro de la corona, pesc seco de rafz y follaje fué variable
y mis notorio en la floracidn, resultando valores de 3 inocu-
‘lados sin diferencia significativa con P, 33 distribﬁidos en—
tre Py Ry 10 similares a A. El contenido de nitrSgeno fo--
liar resultd significativamente mayoxr a R pero menor a P en -
la mayoria de los tratamientos. La infectividad en 15 trata
mientos y los testigos fué de 55 a 100% cobservidndose competen

cia entre cepas inoculadas y nativas.
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Azospirillum puede actuar de forma integral cuando se asocia

al maiz (nitrofijacién y produccidn de substancias regulado-

ras del crecimiento). La infeccidn se mantiene si se logra

el establecimiento al inicio del cultivo. La procedencia de

la cepa no estuvo relacionada con su infectividad. En la ——

fertilizacidn deben emplearse cepas seleccionadas y como coad

yuvantes de la fertilizacifn quimica.



II. INTRODUCCION

Actualmente, uno de los mayores problemas a los gue se
enfrenta la humanidad es la produccién de alimentos, por ello
la explotacidn agricola es de suma.importancia como parte de
su economia pues las actividades rurales proporcionan alimen-—
tos para los habitantes locales asi com numerosos productos
de exportacidén . En naciones poco industrializadas, el desa
rrolle agrfcola es de interés fundamental, ya que dependen -
principalmente de las labores del cémpo (8). En México, la -~
agricultura aporta la mayor parte del Producto Interno Bruto
del ramo agropecuario, silvicola y pesquero y ademés cerca -—
del 22% de la poblacién econémicamente activa se ocupa en ---
esta actividad, por lo gue es evidente su importancia tanto -
desde el punto de vista econémico como social (18,44).

A pesar de gue nuestro pais tiene una de las floras més
ricas del mundo, debido a la variedad de condiciones ambienta
les que presenta, solo algunos productos agricolas son la ba-
se de esta actividad econémica, de la alimentacibn y ademds -
sirven de forma sustancial a la exportaciSn que genera divi-~-—
sas (80,90).

La Repfiblica Mexicana cuenta con una superficie poten—-
éialmente agrfcola de 30 millones de Ha,de las cuales para --—
1986 se utilizaron 20.8 millones (17), sin embargo, el pais —
se ha visto obligado a importar en el fltimo decenio volGme--

nes cada vez mayores de alimentos, principalmente granos y le

che (90).
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México ha perdido su capacidad para autoalimentarse y —--
por lo menos durante los proéximos 10 afios seguird siendo un -
lucrativo mercado para los agricultores estadounidenses ( 1,-
90). Entre los productos en gue se ha perdido la autosufi---

ciencia se encuentra el mafz, consumido por la mayor parte de

la poblacidn de la Replblica Mexicana.y que ocupa el primer -
lugar en importancia y profusidn entre las plantas cultivadas
(18,44,80).

El cultivo del mafz producido en México no alcanza a cu-
brir los requerimientos de la poblacidn, por lo gue es uno de

los m&s comercializados con otros pafises (l). La mayor parte

de los productores nacionales de este grano lo cultivan en --

condiciones de temporal, para subsistencia y en ocasiones no

alcanzan a cubrir sus necesidades de autoconsumo, debido a —--
los bajos rendimientos, ya que los insumos necesarios para la
aplicacidn de tecnologia agricola moderna no estén a su alcan
ce por su alto costo. Por lo tanto, agquellos estudios que -
incluyan estrategias tendientes a incrementar la produccién -
maicera y de gramineas en-general, en las condiciones actua-
les del campo mexicano son necesarias como herramientas para
contribuir a disminuir nuestra dependencia alimentaria y au-—
mentar la disponibilidad de &stos granos bdsicos.

" Uno de los principales insumos necesarids para aumentar
la produccidén de un cultivo es la adicidn de fertilizantes -
gqufmicos que constituyen uno de los mayores gastos para el --
campesino, puesto gue el costo de éstos esta siempre en aumen

to (20), asi entre la cosecha primavera-verano anterior y la
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de 1987 se espera un incremento del 164 a 272% en el precio
de los fertilizantes (50). La cantidad de fertilizante quimi
co adicionada al cultivo puede ser disminuida, aumentando o -
manteniendo constante el rendimiento mediante la utilizacidn
de biofertilizantes, esto es, microbrganismos capaces de pro-
porcionar parte de los requerimientos nutricionales de la —-
planta (94), lo que es econdmica y ecolbgicamente mis adecua-~
do (11).

Las gramineas en general y especificamente el maiz, re-
gquieren de un manejo adecuado en cuénto a la fertilidad del -
suelo, ya que necesitan de una buena cantidad de nitrdgeno -
para alcanzar su maximo rendimiento (30). Esto se debe a que
el mayor limitante del crecimiento vegetal es la cantidad dis
ponible de nitrdgenoc asimilable, tantc en ecosistemas natura-
les como en eultives (22,27,82) y agregado en forma adecuada
en la prictica agricola resulta un fertilizante esencial.

Si bien en la atmbsfera se tiene el 78% en volumen de ni
trégeno, éste no puede ser utilizado por las plantas, debido
a gque no estf en forma asimilable como iones nitrato o amo—-
nio (10). Para ello es necesaria su conversidn qufimica a -
partir del dinitrSgeno, esto es la fijacidn, gue puede ser -
realizada fisica, guimica (industrial) y biol&gicamente (76]}.
La fijacibn fisica de nitrb6geno dada por meteoros atmosféri-e
cos, constituye el menor aporte de nitrdgeno fijado en la bios
fera (22).

La fijacidn quimica es realizada mediante el proceso -~

Haber-Bosch muy costoso energética y econfmicamente, repre-—-
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sentando el mayor influjo de nitrSgeno en la agricultura mo
derna de no leguminosas (22,27,75).

Por su parte, la fijacién biold&gica es efectuada por al
gas verdeazules y algunas bacterias y actinomicetos conside-
randose la fuente m&s importante de nitr8geno fijado (22,51).
' Entre los microorganismos asociados simbidticamente con
vegetales se encuentra la relacidén de leguminosas con bacte-

rias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium, gue es el sis

tema m&s desarrollado para la fijacidn del nitrdgeno en for-
ma bioldgica y que ha sido la alternativa mds explotada desde
el punto de vista agrfcola (82,75), sin embargo no es la

Gnica.

Otro tipo de simbiosis es la llamada rizocenosis asocia

tiva entre las bacterias del género Azospirillum y diversas

herb&ceas (10,28).

Esta asociacidn reviste particular inter&s debido a que
comprende gramineas de importancia econdmica como el maiz, -
por lo que a partir de su descubrimiento en 1974se iniciaron
lineas de investigaci®dn tendientes a favorecer el estableci-
miento de tal asociacibn como una préctica agricola (2,29).
Los resultados en tales investigaciones en la asociacidn con
mafz indican gue Azospixillum incrementa el rendimiento y --
otros parimetros agronémicos, y que es posiBlé su uso como
biofertilizante y mejorador del suelo (6,20,39,41,€5).

Sin embargo, este sistema no es utilizado como préctica
agriccla com@in debido a que aspectoé b&sicos de la asociacidn
aGn se desconocen (13,41) y por lo tante esta alternativa no

se aplica en la actualidad (31,67). Los ensayos de la utili-
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zacién de tal sistema han llegado hasta el nivel de parcelas
comerciales con resultados satisfactorios (60,66), aungue no
todos los intentos han mostrado lo mismo, lo que ocasiond que
la asociacidn no fuera tomada como alternativa viable (75,92)
Tales resultados contradictorios cén esta asociacidn se han -
presentado tanto nivel invernadero como de campo (60,71), la
razén de ello es diffcil de dilucidar pero se atribuye al me-—
nos en parte, a que no se han considerado ciertos factores co
mo son la afinidad cepa-genotipo de la planta (28,71), gque -
contribuyen a la capacidad de infecciSn de la bacteria. Por
lo anterior se ha sugerido encaminar las investigaciones ha-.
cia la determinacidn de los aspectos de afinidad y capacidad
de infeccidn, antes que el establecimiento de pruebas de via-—
bilidad de la asociacidn a nivel agrfcola (41,67,71).

Uno de los pasos iniciales en el aprovechamiento de la
asociacifn Azospirillum-gramineas serd por una parte, el estu
dio de los factores que determinan la afinidad planta-bacte--—
ria y adem8s la influencia de factores ambientales en el esta
lecimiento de la rizocenosis considerando dreas o regiones ——
particulares. (15,71).

Asi, mediante los ensayos en difere zes cepas y genotipos
de pilantas y condicicnes ambientales diferentes se podr&n ob--
tener agquellas cepas infectivas, competitivas y efectivas que
puedan establecerse en una. zona dada, 1o que posibilita el es
tudio de la determinacidn ‘de gue factores tienen mayor infiluen
cia y ademis el avance en el establecimiento de Azospirillum -

come alternativa Gtil en el agro.
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Por lo anterior, en el presente estudio se determinaron
las cepas mas sobresalientes y su efecto en el cultivo de ——-
maiz en una zona agricola de temporal a fin de poder inferir
la utilidad de Azospirillum y algunos aspectos de-la afinidad
planta~bacteria para establecer las bases de estudios poste--—
riores en una regidn que necesita alternativas de mejoramien-

to en la explotacidén agricola .



III. MARCO TEORICO
1. NITROGENO
A. Caracteristicas e importancia bioclSgica.

Entre los bioelementos el nitr&Sgeno se encuentra cuanti-
tativamente en cuarto lugar después del Hidrdgeno, Oxigeno, y
Carbono (51).

La forma m&s abundante del nitrdgeno en la bidsfera co-
rresponde a la mol&cula diatdémica (N,) lo que hace que la de-
nominacidn correcta sea dinitrégeno (75). La energia de diso
ciacidn de tal molé&cula es de 225 Kcal debido a su triple. en—
lace (55).

El nitrSgeno es capaz de jugar su complicado papel en --
los procesos bioldgicos gracias a su cantidad poco comtn de -
niveles de oxidacidn o valencia gque le di la suficiente ver-
satilidad para que en vegetales y animales la mayor parte del
nitrdgeno se encuentra altamente reducido, amonio ¢ compues--
tos aminados, es decir valencia (~3), en cambio en el suelo
se encuentra con valencia (+5) (22).

El dinitrSgenoc gaseoso representa el 99.4% de todo el ni
‘trSgeno existente en la biosfera (48). Sin embargo esta gran
cantidad no puede ser utilizada por plantas y animales, ya --—
que no se encuentra en una forma quimicamente disponible co-
me iones nitrato o amonio, esta es la llamada "Paradoja del -

Nitrégeno® (82) ...
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La excepcidn a lo anterior lo constituye un grupo de --
ciertas algas cianoficeas, algunos actinomiceteos y bacterias
que son capaces de aprovechar el dinitrdgeno por medio de la
fijacidn bioldgica, esto es transformar a amonio el nitrége
no gaseogso v por lo tanto ponerlec a disponibilidad de las —-
plantas (75).

Los nitrofijadores cohstituyen la fuente mds importante
de nitrdgeno asimil able (51). Sin embargo, esta cantidad -
es comparativamente muy pequefia al dinitrogeno existente, lo
que hace a este elemento el factor limitante del crecimiento
vegétal en biomasa en ecosistemas naturales y cultives, y ade
m&s gue la dindmica del nitrdgeno en la biosfera este estre——
chamente relacionada al ciclo del carbono (51). Asi, la canti
dad de dinitrdgeno transformado biol&gicamente por los nitrs-
fijadores es muy importante para el mantenimiento de los eco~
sistemas (75).

El elemento nitrSgens es un constituyente esencial de to
dos los seres vivos, las proteinas y 1 os Scidos nuciléicos son
sus principales compuestos nitrogenados y su importancia en -
los procesos esenciales dela“vida es evidente, puesto que in-
terviene en el material hereditario y ademds en los componen—
tes estructurales, asimismo otros materiales biolSgicos con-
tienen algunos &tomos de nitrégeno (75).

La masa vegetal contiene por t&rmino medio entre un 2 y
un 4% de nitrdgeno del cual entre el 15 y 19% se encuentra en
el material protefinico, su importancia es tal gue se dice gue

el poder de sintesis de .las plantas y la pmduccidn de mate~—
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ria orgénica esta&n regulados por el suministro de nitrégeno

(51).

B. El Ciclo del Nitr&geno

La distribucidn del nitrd&geno en la biosfera (Diagrama -
No. 1) muestra una gran concentracidn de este elemento en 1la
atmésfera, sedimentos y corteza. Sin embargo, es en la bio-
ta donde se efectlia el intercambio m&s din&mico y en donde el
nitrdgeno realiza los cambios quimicos m&s importantes. Por
lo tanto se puede decir, gque el ciclo del nitr8geno tiene lu-
gar principalmente entre organismos y medio inmediato, esen=
cialmente suelo (51).

En ningflin sitio de los bioelementos los microorganismos
tienen un papel tan importante como en el caso del nitrdgeno,
esto es debido a que la forma asimilable por vegetales es so-
lamente.como nitrato y amonic y no como se encuentra en la -
atmbdsfera. De esta manera, los organismos edaficos gue trans
forman el nitr&geno atmésférico en amonifco, los fijadores de
nitrdgeno y aquellos que convierten el nitrato en dinitrégeno
los desnitrificantes, unen al ecosistema con la atmésfera -~—
(51).

El cido del nitrégenoc mostrado en una forma simplificada
(diagrama No.2) presenta el siguiente comportamiento:

El nitrdgeno atmosférico ingresa al ecosistema por medio
del proceso llamado fijacifn, que puede ser fisica, quimica o
bioldgica.

El nitrdgeno fijado pasa a la materia orgdnica y hunus -

del suelo de donde gran parte de los organismos ed&ficos lo -



DIAGRAMA No. 1

BIOSFERA

DISTRIBUCION DEL NITROGENO EN LA

_

14 000 00O

.8 . [=
S8 & g
HE = . E
=P = E 30.040
0.043 2> S R
L UG © =z O
b 25 ¢ 8 3
H Q =
B2 Yo.oo4 5 2
0. N FIJACION BIOLOGICA I
.Po 5 0.044 = 0. pods
TIERRA OCEANO 0.00:16
L*VEGETALES ANIMALES | ANTMALES VEGETALEJ * L
L. 12 e 0.2 0.17 . 0.8
| ford
| BIOLIOGICA
o.jox
! L ¥ v +
= MATERIA MATERIA
§ [NITROGENO
| ORGANICA MUESTA ORGANTCA MUERTA DYSUELTO
760 900
| -
; ¥ ¥
NITROGENO NITROGENO
INORGANICO INORGANICO
140 100 I~
CURREMIENTO —F {
SEDIMENTOS
4 000 000
CORTEZA

CIFRAS EN MILES DE MILLONES DE TONELADAS.

(22)




13.
DIAGRAMA No. 2
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asimilan y ademds, agquel gue entra en la solucidn del suelo

asociada a las rafces es absorbida por lag plantas. El1 amo--

nidco procede tanto de la fijacibédn como de la autbflisis de =--—

la materia orgénica, a este fltimo proceso se le deriomina a--

monificacidén (75). Todas las plantas y muchas bacterias redu
cen los ﬁitratos a amonifco por medio de los nitritos, luego

el amonifdco es incorporado a los biopolimeros nitrégenados ,
este proceso se llama reduccién asimil&dora de los nitratos -
y es el principal proceso de incorporacidn de nitrdgeno a la

planta (75) y de agui por su consumo a los animales represen-—
tado en el diagrama por la cosecha.

Parte del amonidco permanece libre o bien se une a las

particulas del suelo como las arcillas y posteriormente es -

volatilizado a la atmbsfera. También participa en el proceso

de nitrificacidn en donde ciertas bacterias lo oxidan para for
mar nitritos y nitratos (75).

Por Gltimo, el paso de unidn entre el ecosistema y la —-

atmdsfera, la desnitrificacién, que es realizada por ciertas

bacterias consiste en la reduccidn del nitrato a dinitrdgeno.
C. Ciclo de asimilacién del nitrdgeno en las plantas:.

Larcher (51) propone el siguiente ciclo de asimilacidn -
de nitrdgeno en vegetales:

Las plantas verdes toman de la solucidn del suelo al ni-
trégeno inorginico en forma del idn nitrato o amonioc de los -

cuales el primero es la fuente mis importante. La captacidn
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de dicho nitrdgeno depende de cierta energia y por lo tanto
de la respiracidn.

Este nitrdgeno absorbido se incorpora como grupo amino
a moléculas orgdnicas originandose asi los amindicidos (dia-

grama No. 3).

En &sta asimilacidn la primera reaccibn es la reduccidn
de nitrato a nitrito, la cual es catalizada por una serie de
enzimas principalmente la nitrato reductasa) y cofactores y
finalmente por la accidn de la nitrito reductasa el nitrito
se transforma a amonio. En ésta réduccién asimiladora de ni
tritos se utiliza NADH2 proveniente de la respiracidn y en -
las c&lulas con cloroplastos se utiliza NADPHz, proveniente
de las fotoreacciones de la fotosintesis .

El proceso asimilativo es realmente una aminacibn reduc
tiva de los xcetodcidos (principalmente del &cido «<—cetoglu-
tarico en las plantas superiores, que es un producto interme
diario del ciclo del &cido citrice). Al aminarse el &cido,
pasa a &cido glutdmico, gque puede ceder el grupo amonic a —-=-
otros cetodcidos gque aparecen en la glucdlisis y en el ciclo
del &cido citrico (transaminacidn). A partir de &stos amino
aidos primarios se derivan los restantes cuyo esqueleto car
bonado se origina de los productos intermediarios del metabo
lismo vegetal, incluyendo el de carbohidratos, el ciclo de -
Calvin y el -ciclo oxidativo de la pentosa fosfato, formados

de esta manera los aminodcidos se efectfian los procesos para

dar origen a las proteinas, &cidos nucleicos y otros compues

tos de nitrxdgeno.
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La eliminaci®dn del nitrdgeno en las plantas superiores

se realiza tomando compuestoé de nitrdgeno inorgdnico del me
dioc gue las rodea. A veces, los productos de asimilacidn -

del nitrdgeno se catabolizan hasta el estado inorgdnico. E1
nitrdgeno se excreta en su mayor parte en forma de compuestos
nitrogenados, ademds en la caida de hojas y frutos se pierde
nitrdgeno en mayor cantidad ya que el follaje lo contiene en
el protoplasma y en el citoplasma y las semillas lo almacenan

en forma de proteinas como reserva.

2.LA FIJACION DEL NITROGENO.

Dentro de la dindmica del ciclo del nitrSgeno, los pro-
cariotes juegan el papel més importante, de &stos, los nitro
fijadores son los mds relevantes puesto que participan en -
el proceso que constituye la fuente de nitrdgeno wviable para
los demds organismos vivos, ya que proveen de 100 a 200 Kg/
Ha de nitrdgeno (82), lo gue equivale al 59% del nitrdgeno -
fijado anualmente en la Tierra (22). Sin embargo, la fija--
cidn bioldgica del nitrSgeno, no es la finica, existen ademfs
la fijaci®&n de alta energia o fisica y la fijacidn gquimica -
o industrial.

La llamada fijacién del nitrdgenc de alta energia, es =
la producida por los reldmpagos, radiaciones cSsmicas y cai-
da de meteoritos que proveen a la Tierra 8.9 Kg de NitrSgeno
pér hectarea (82), lo que si bien es una cantidad significa-

tiva de alrededor de 4000 millones de toneladas métricas del



18.
total existente, es el proceso de fijacién de menor aporte -
(22). Esta fijacidn 44 como resultado la formacidén de nitra-
tos en la atmdésfera, los cuales son arrastrados por la lluvia
y adicbnados a la Tierxra (82).

La fijacidn quimica aporta el’33% del total producido -

30 millones de toneladas. El método por el gque se producen
los fertilizantes guimicos corresponden al proceso Haber- --
Bosch en el cual el nitrdgeno y el HidrSgeno atmosférico se
pasan por un catalizador, generalmente de nigquel, a una tem-
peratura de 500°C y varios cientos de atmésferas de presidn
(22). Los fertilizantes quimicos son muy costosos ya que la
manufactura de una tonelada de fertilizante nitrogenado re--
quiere la energia equivalente a la produccibn de 7 barriles
de petrdleo (27). Por lo que la fijacidn biolbgica que es -
otra de las fuentes de obtencidn de nitrdgeno, constituye el
método alternativo y mis econdmico en la produccibén de pro--

ductos bisicos (10).
A. Mecanismo de la fijacidn biolSgica de nitrd&geno

Aungue no dilucidado completamente, el wecanismo 'de fi-
jacidén de nitrdgeno en las bacterias ha sido descrito en mu-—
chas de sus fases importantes con base a resultados experimen
tales, sin embargo, no se& puede asegurar que los pasos pro--—
puestos sean exactamente los gque ocurren (11,75).

La fijacidn bioldgica del nitrSgeno se realiza gracias -

a una serie de procesos acoplados al metabolismo del microor-
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ganismo en donde una enzima cataliza tal sistema, la nitroge-

nasa, esta enzima peculiar requiere para su accidn de ciertas

condiciones como son: Escasez de Oxigeno, por el que es des-
truida, iones magnesio para su activaeidn y la necesidad de -

ATP y ADP (11,75). La enzima consta de dos proteinas gue con

tienen hierro y molibdeno y segiin la especie varfa en sus ca-

racteristicas mds especificas (75).

El mecanisme de la fijacibén bioldgica (esquema No. 1) --

puede ser propuesto como sigue(75):
La activacibn de la forma reducida de la parte de la en-

zima mids pequefia, se realiza con &dtomos de hierro (p2) con --—
gasto de ATP y con la reaccidn con iones Magnesio, asi activa
da esta proteina se une a la otra parte de la enzima, la més

grande que contiene Hierro y Molibdeno (pl) la cual con un
electrdén de mds ha atrapado a un sustrato reducible como el -
Nz en el &tomo de Molibdeno, probablemente, unidas las dos —-
proteinas se forma el complejo "“nitrogenasa"favorecido por la
presencia de ATP y Mg, en donde se dan sucesivas transferen-—

cias de electrones de p2 a pl, despu&s se separa la unidad -~

mids pequefia continuando la transferencia de electrones hasta
dar un productc como el NH4 el cual ya no puede ser retenido
en la proteina y es liberado. El electrén adicional en cada
repeticidn de &ste proceso es donado a la unidad p2 por un -
donador de electrones que puede ser la ferredoxina o la fla-
vodoxina (75).

Uno de los descubrimientos mads relevantes dentro de la -

dilucidacién del mecanismo de fijacibn y su determinacidn ge-
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ESQUEMA No. 1

MECANISMO DE LA FIJACION BIOLOGICA
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nética es el hecho de que se ha establecido que la caracte--
ristica y capacidad de fijar nitr&geno bicldgicamente es con-
ferida generalmente dentro de las bacterias por un pldsmido
(60).

En las bacterias simbibticas y probablemente en las aso-
ciativas la fotosintesis juega un papel muy importante, ya --
que estos simbidSntes utilizan productos carbonados formados -
durante este proceso (fotosintatos), para llevar a cabo la fi
jacidn. Esta funcidén depende del suministro de sustrato apro
vechable que no s6lo es fuente de ehergia (en forma de ATP) -
sino que proporciona el poder reductor necesario, ademds de -
proveer el esqueleto carbonado adecuado para la incorporacidn
del amonio formado. Asi la asociacién bacteria planta utili-

za aunque indirectamente la luz como fuente de energfa (9).
3. CLASIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS NITROFTIJADORES

La importancia de los microorganismos eddficos dentro de
los diversos procesos de desarrollo del suelo, y sobre todo
en la fertilidad y el crecimiento de las plantas fue reconoci
da hasta recientemente. Actualmente, se tiene conocimiento -
de una gran cantidad de interacciones entre microorganismos -
‘del suelo vy las plantas, tales relaciones abarcan tanto fend-
menos de patogenicidad coma de mutuo -beneficio simbiético.
Sin embargo, las interacciones no se manifiestan entre un s&-—
lo mic;oorganismo vy la planta, sino en una multiplicidad de -

relaciones que abarcan gran diversidad de la fauna ed&fica, -
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lo gue hace dificil el estudio de &stos fendmenos (68).
Las relaciones gue se estaﬁiecen entre las plantas y los
microorganismos abarcan una sorprendente y muchas veces ines-—
perada variedad de interacciones. De tales relacioﬁes es evi

dente el inte¥&s e importancia de los microorganismos gque be-
‘nefician a los vegetales,

va sea por sus implicaciones ecolé-
gicas como las econdmicas. Estos organismos ben&ficos se les
conoce como Promotores de la Regulacidn del Crecimiento de -
las plantas (PGPR en sus siglas en inglé&s) que abarcan varios
tipos de procariotes. Los PGPR se pueden clasificar de acuexr
do-a la forma en que ejercen su actividad a la parte vegetal
(68) :
1.~ De efecto directo:; abarca la variedad de microorganismos
gue en mayor o menor grado se asocian a la parte vegetal
y le proporcionan o inducen la produccidn o absorcién de.
substancias o nutrimentos que benefician el crecimiento
de lasiplantas . Dentro de &stos organismos se pueden -
mencionar las micorrizas que mejoran la captacidn de nu-—
trimentos y agua, a las bacterias simbidticas nitrofija—~
doras como los rizobia y a Azospirillum con sus efec#os
ben&ficos que incluyen la nitrofijacidn y la produccidn
de substancias reguladoras del crecimiento.
2.-Antagonismo; Los microorganismos benefician a la planta-—
en forma indirecta al impedir el crecimiento de fitopatd
genos si estos son .antagonistas. Si bien, ya se habia -
propuesto la produccidn de antibidticos en el suelo sdlo

hasta recientemente se ha logrado probar su existencia -

in situ .
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3.- Po¥ Competencia; en &ste apartado se clasifican los orga- .
nismos gue ocupan sitios activos en la planta, los cuales
corresponden tambi&n a los gue pueden ocupar los fitopa-
tdgenos y de é&sta manera impiden su accién deletérea a -
la planta . También abarcan a microorganismos que colo-
nizan la rizosfera y compiten por nutrimentos con otras
especies gue son patdgenas a la parte vegetal.

4.~ Enzimas liticas;Comprenden microorganismos que poseen -—
la capacidad de producir enzimas que afectan la estabili
dad de la estructura celular de microorganismos de la ri
zosfera potencialmente patdgena.

5.~ Competencia por Hierro; Aungue se puede incluir en el a-
partado de competencia por nutrientes los organismos com
prendidos en el presente inciso merecen especial conside
racidén por ser de los aspectos mds recientes en investi-
gacidén. Los microorganismos se distinguen por producir

cierto tipo de péptidos denominados sideréforos que que-

lan el Hierro que estd en forma disponible para otros -

microorganismos que pueden ser deletéreos, y ademds pro-
bablemente 1o ponen a disposicidén de la planta de alguna
forma no determinada afin (68).

Por otra parte en la fijacidn bioldgica de nitrdgeno es--
tén involucrados dos grupos de microorganismos: (a) Microorga-
nismos no simbidticos que wviven en forma libre en el suelo y -
(b) Microorganismos simbibéticos qQue se encuentran generalmente
en las raices de diversas plantas ( 75 ).

Entre los microorganismos libres fijadores de nitrSgeno,
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se tienen las bacterias Clostridium pasterianum y Azotobacter

chroococcum , algunas bacterias fotoautdtrofas y otras capa-—-
ces de incorporar el nitrSgeno molecular como son las bacte-—-

rias oxidadoras del Hidr8geno, adem@is de algunas cianoficeas

de géneros formadores de heterocistos, ejemplos de &stas son:

Nostoc, Anabaena, Calothrix v Mastigocladus, algas verdeazules

gque esta@n provistas de orgénulos totalmente especificos para -
la fijacidn (51). De entre este tipo de fijadores de nitrdge-
no los més efectivos son los que se encuentran en lugares c&li
dos permanentemente himedos. Las cianoficeas de arrozales fi-
jan 5 veces m&s nitrdgenc gue las bacterias del suelo, gque por
término medio fijan 10 Kg de N2/Ha /Afo (51).

Con respecto a los microorganismos simbidticos, la fija-

cidn la efectian bacterias del género Rhizobium y Bradyrhizo-

bium en asociacidn con plantas leguminosas, antes que &stas-
bacterias puedan fijar nitrdgeno se debe establecer en las cé-
lulas de los tejidos de las raices de la planta hué&sped.

Los fijadores simbidticos de nitrdgeno son capaces de fi-
jar mucho m&s nitrSgeno atmosfé&rico gque los microorganismos -
libres (51).

Entre los fijadores simbiéticos se encuentran tambien al-
gunos actinomicetos como Frankia gue forman nddulos con Alnus,
Myrica y otros y Nostoc que entra en simbidsis con liquenes -
helechos y algunas plantas (51).

Otro tipo de simbifsis es la llamada rizocenosis asociati
va que se establece entre las bacterias del género Azospiri--—

.1llum y una gran diversidad de plantas (10).
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Las bacterias fijadoras de nitr&geno ocurren en gran nd
mero en la rizosfera de la raiz de varias herbiceas, se en--
cuentran por ejemplo: Azospirillum, Beijerinckia y Derxia --

(10).

La caracteristica de la rizocenosis es la ausencia de -
estructuras gque evidencian la presencia de la bacteria (42),
ya que no existen nédulos, la medicidn de la colonizacidn y
la infeccidn se asume por métodos microbioldgicos que inclu-—
yen el aislamiento y la observacidn al microscopio, lo que -
contribuye a hacer mé&s dificil el'estudio de la asociacibn.

Las bacterias asociativas que son tambi&n nitrofijado--—

res libres, incluyen los siguientes géneros:

BACTERIA PLANTA A LA QUE SE ASOCIA
Achromobacter Arroz.
Enterobacteriaceae Arroz, sSoOorgo y mijo
Azotobacter %ggg de aziicar, sorgc y -
Vibrio Cafia de azficar.
Clostridium Cafia de azficar
Klebsiella %E?S,de azdcar, sorgo y
Bacillus Sorxrgo, mijo y trigo.
Derxia . g§§8.de azficar, sorgo ¥y
Pseudomonas Cafia de azficar.
Campillobacter Spartina
Beijerinckia Ubicua
Azospirillum Ubicua.

( 98 )
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4. Azospirillum.

Azbspirillum Spp. es una bacteria en forma de espirilo,
que se encuentra en el suelo, viviendo en forma libre y aso-
ciada a las raices de una gran variedad de plantas (10) y se
considera que es responsable de la actividad nitrogendsica -
de é&stas (27). Se infiere que la asociacidn entre la bacte-
ria y la parte vegetal es una simbiSsis benéfica por ser un
microorganismo nitrofijador (85) y productor de sustancias -~

reguladoras del crecimiento vegetal (71,89).

A. Historia.

El primer reporte conocido acerca de esta bacteria es

el realizado por Beijerinck en 1923, en donde se denominaba

Azotobacter spirillum,

cambiando el mismo autor el nombre a

Spirillum lipoferum en 1925, sin embargo, durante mucho tiem
po no sé prestd atencidn a este grupo de bacterias y sélo --
en 1932 Scroder la estudid no pudiendo encontrar pruebas de

fijacidén de nitrégeno (64). El manual de Bergey's de -—=---
1957 describid al organismo dentro de los Spirillacéae Y se

establecid qQé sf fijaba nitrdgeno, pero fué hasta que Bec--
king en 1963, al demostrar incorporacidn de nitrdgeno marca-—
do se tuvo la certeza de la caracteristica nitrofijadora ---
(64) . Sin embargo, pocos o ninglin investigador en el munde

estudiaron la bacteria, al grado de que en la edicidén del Ma

nual de Bergey's de 1975 Spirillum lipoferum no fu& incluida




perque ningiin cultivo fué obtenido en este tiempo (88).

En 1974 en Brasil esta bacteria fué redescubierta por -
Pefia Cabriales y Dobereiner, guienes la encontraron en pas--—
tos tropicales (29), a partir de este descubrimiento se ini-
cid la investigacidn de la simbidsis, pues sus implicaciones
agricolas eran amplias al estar involucradas gramineas de im
portancia econdmica en la asociacién (14).

En Argentina, Merzani en 1977, la aisld por primera vez
y debido a su importancia como bacteria fijadora de nitrSge-
no su estidio se intensificé (2). Depolli, et al demuestran
la incorporacién de leen plantas inoculadas con Spririllum
lipoferum por este tiempo (25).

En 1978, se hizo una revisidn de su taxonomia y se esta
blcecid como un nuevo género bajo el nombre de Azospirillum

spp. con dos especies: A. lipoferum y A. brasilense (88).

Magalhaes en 1983 propone una nueva especie: A. amazo—-—
nengse, aislada de suelos &cidos de Brasil (54).
En 1984 se reporta en el Manual de Bergey's pero sdlo -

dos especies: A. lipoferum y A. brasilense (49). La tecrcera

especie, A. amazonense no es reconocida en este manual, sin
embargo ha sido estudiada muy detalladamente (12). Las ca--
racteristicas diferenciales de &stas especies se ilustran en
la Tabla No. 2.

En 1984, se propuso una nueva especie A. seropediceae,
sin embargo, recientemente fué rechazada como tal bajo estu-
dios de homologia de DNA, confirm@ndose como especies dife--

rentes A. lipoferum, A. brasilense y A. amazonense (33).
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TABLA No. - 2.

CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DE AZOSPIRILLUM.

Crecimiento en medio
agar con papa
Colonias tipicas.
Crecimiento en medio
con pH arriba de 6.8
Tolerancia de Oxigeno
para la actividad de
1a nitrogenasa.
Desasinilacion de:
NO3———————f02
NOg—=—-—-Nz0

Ancho de las cdlulas
{rm, creciendo con M)

Flagelo polar

Flagelos laterales
en madio alcalino.

Células pleonirficas
en medio alcalino

Requer-iniento de bio
tina. -

Uso de sacarosa

A. amazonense A. lipoferum

A. brasilense

Blancas, planas
con bordes ele-

vados.

muy pobre bueno
my baja baja
+a +
- i
0.68 + 0.08 1.0 al.%
+ +
- +
- +
- +
+ -
10 horas. 5-6 horas
67-68 69-70

a. -+ positivo en mas de 90% de las cepas

Rosas elevadas.

Rosas elevadas.

baja.

+

+

09 + 0.03
+

+

6 horas.

69-70
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|+

positivo en menos del 50% de 1as cepas.

negativo

Las células de A. lipoferum pueden llegar a ser mas largas y anchas en cultives alcali-

nos viejos.

(Boddey y Oobereiner, 1984).
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A partir de suelos salinos de la regidn del Punjab en -

Pakistdn se aislardn cepas asociadas a pasto Kallar que ac-——
tualmente han sido propuestas como pertenecientes a una nueva
" especie denominada A. halopraeferens por el grupo de investi
gacidn del Instituto de Biofisica de Hannover, R.F.A..y el -

de Microbiologia y Genética Microbiana de Bélgica (69).

B. Clasificacién taxondmica.

Azospirillum spp:

Abarca el grupo Gram (-) de espirillas fijadores de ni-

trSgeno el cual fué llamado originalmente Spirillum lipofe-

rum (49,88). A continuacidn se dan las caracteristicas taxo
némicas, descritas en el Manual de Bergey's (49).

El nombre se Azospirillum deriva Ael sustantivo francés
Azote, nitrdgeno y del griego Spira una espiral; Spillum —-
una espiral pegquefia, por lo gue su nombre significa una pe--
quefia espiral de nitrdgeno.

Son células vibrioides o curvadas con una o una y media
vuelta. Contienen diminutas gotitas de grasa, las cuales --
pueden deformar las c&lulas, estas gotitas son gr@nulos in--
tercelulares de PHB (Polihidroxibutirato).

Su movimiento tipico es avance y retroceso de las cé&lu-~
las con curvatura de la pared celular y rotacién radial (2).
Son mdviles por medio de unos penachos de flagelos polares.

su difmetro celular es de 1 pm-

Cuando crecen en medio sin nitrdgeno en tubos presentan

una pelicula superficial blanca y densa compuesta de espiri-
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los (2).

Las colonias de agar-malato-calcio son circulares, pe-
quefias y transparentes. El malato es oxidado a carbonato de
calcio. Las colonias de peptona-agar presentan un desarro-—
1lo m&s abundante en caldo de peptona-glucosa, las células -—
son activamente mdviles con grandes gotitas de grasa. En me
dio s5l1lido de malato se presentan como colonias de uno a dos
milimetros y después de siete dias las caracteristicas son:
Convexas, duras © mucosas (2). En medio agar-papa-malato—-sa-
carosa las colonias son de tamaﬁo.de 2 a 5 milimetros de disd
metro, rosadas y de centro hundido,las células se presentan
con muy pocos corpisculos y tienen muy poca movilidad (2).

Fijan nitr8geno atmosférico en cultivos parcialmente pu

ros, por ejemplo libres de Azotobacter v Clostridium .

son aerobios y microaerofilicos con una temperatura Sptima -
entre 28 y 33°C .

Azospirillum lipoferum:

Su nombre se deriva del griego lipus grasa; del verbo -
latin fero llevar, adjetivo latin moderno lipoferus, produc-
tor de grasa (49).

Utiliza la glucosa como (nica fuente de carbono (10).
Forma espirilos largos (2). Es incapaz de crecer sin bioti-
na (49) .

Produce acidez en medio aerobkio en glucosa y en caldo
de carne peptonado glucosado produciendo espirilos méviles -
con corplisculos (2).

En medio sélido de malato y libre de nitrSgeno (NFb) -
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mids 0.005% de extracto de levadura, las cé&lulas son anchas y

largas con forma de S o helicoidales y no méviles (88).

Azospirillum brasilense:

Su nombre se basa en el pals en donde se encontrd esta

bacteria, es decir en Brasil. Son capaces de desarrocllarse

sin biotina. No producen espirilos largos e inmdviles (49).
No generan acidez a partir de glucosa (2).
Esta especie es incapaz de acidificar anaerobicamente

sobre la glucosa y forma colonias en caldo de carne peptona-

do(2). No acidifica con ribosa, manitol o sorbitol (88).
No tiene la capacidad fermentativa para los azficares:

no tiene requerimientos vitaminicos para el crecimiento (88).
C. Distribucidn ecolégica de Azospirillum

Los diazdtrofos estdn ampliamente distribuidos en la -
biosfera y han sido encontrados en diversos ambientes, desde

los trdpicos hasta los polos (10).

La distribucidn ecoldgica considerada por Dobereiner,

de Azospirillum es la de pertenecer a suelos tropicales (2),
si bien Azospirillium ha sido aislada de suelos y raices de

una amplia variedad de plantas de regiones templadas y tro-

picales. Algunos investigadores consideran que &ste oxganis

mo de especial significancia en los trépicos (10,26). Y en
especial a las plantas €4 (27). Las herbdceas que poseen -
l1a via del &cideo dicarboxilico C4 de fotosintesis utilizan -
su nitr6geno viable mids eficientemente en la produccidén de -

materia seca y en la fijacién atmosférica de CO, que las her
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bidceas gue poseen la via C3 (10), Dobereiner sugirid que las
plantas C4 son mds eficientes en la estimulacidén de la fija-—
cidén de nitrdgeno por las bacterias en las rafces (26).

Con base en lo anterior se propuso la hipStesis de gue
A. lipoferum se encontraba asociada con las rafces del maiz,
sorgo y pastos forrajeros (97) y A. brasilense se encontraba
asociada a plantas C3 (28,85). Sin embargo, no hay un com—-
pleto acuerdo con respecto a tal especificidad ya gque se han
encontrade ambas especies asociadas a plantas C3 y C4 indis-
tintamente (91) y m&s adn hasta en dicotiledéneas del tipo
CAM, metabolismo del 4cido crasuldceo (78).

Vliassak y Reynders (96) encontraron que el 50% de las -
muestras estudiadas en zonas templadas contenian Azospiri--
llum, en éstas dreas la distribucidn es diferente dependieﬁ—
do del gradiente de temperatura. Entre los paises de zona
templada en donde se encontr$ la bacteria estd@n: Grecia, BEL
gica, Canadia, Francia, Suiza, E.U., Nueva Zelanda y de la -
zona tropical se encontrd en: Egipto, India, Sri Lanka, In--
donesia (96). Sin embargo, las diferencias con respecto a
la distribucidén de este microorganismo parece ser mis cuanti
tativa que cualitativa entre zonas tropicales y templadas --
(5). Ademis la gran distribucidn de la bacteria fué acentua
da por los informes que indican su presencia en climas frios
y suelos &cidos como en Finlandia (36). Lo anterior ha sido
reforzado por los aislamientos efectuados en casi todas las
regiones del planeta, incluyendo zonas subtropicales como -—

Argentina (2), México (32,57). 2sy el cardcter ubicuo de -~
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la bacteria parece ser evidente (72,98).

Entre las plantas con las que se asocia se encuentran,-
entre otras:

Gramineas: Trigo, cebada, maiz, sorgo, arroz y varios pastos
forrajeros (96).

Compositae: Chicéria, girasol, girasol de Jerusalem y Diente
de Ledn (96).

Papilionaceae: Soya y Lupinus (96).

Cact8ceas: Nopal y Biznagas (79).

Tanto en ecosistemas naturales come en cultivos (91).

Con respecto a los suelos, el tipo aluvial ha mostrado
una fuerte influencia sobre la distribucidn de Azospirillum
el pH Sptimo del suelo debe ser de 7, aunque persiste hasta
PH de 4.8 (10,36,64). Sin embargo, la bacteria ha mostrado
ser muy efectiva en algunas ocasiones, en suelos alcalinos,
cal&areos o muy limosos (71).

Las cepas de las regiones templadas, parecen mostrar --
una alta presidn parcial de oxigeno Sptimo, pH Sptimos bajos
y poca actividad especifica asi como pequefia eficiencia de -
la nitrogenasa (96).

La simbifsis asociativa es comiin tanto en regiones tem-—
pladas como tropicales y Gnicamente las condiciones climdti-
cas extremas prohiben el crecimiento gue puede influir en la

ocurrencia de Azospirillum (96).

D. Caracteristicas de inter&s agricola de la bacteria

Azospirillum sp. presenta dos caracteristicas sobresalien
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tes:

(L)Fija nitrbgeno en asociacidn a ciertas plantas (64).
(2)Produce sustancias reguladoras del crecimiento en estado -
de vida libre y asociada a pastos y gramineas (41).

La importancia tanto de la fijacidén de nitr8geno como
de la produccidén de sustancias reguladoras del crecimiento,
no esta completamente determinada, pero se puede decir, que
ambos procesos juegan un papel propio, dependiendo de las -
condiciones en que estén considerados ambos fendmenos (95).
Por una parte se ha propuesto que la contribucidn de 1la fija
cifén de nitrdgeno para la produccién es minima y que el efec
to de inoculacidn en el desarrollo y fisiologia de la planta
son los principales factores benéficos y éstos son causados
por las sustancias reguladoras del crecimiento de las plan-—-
tas producidas por la colonizacién bacteriana (71,89) o por
las raices como una reaccibn a ésta colonizacién (57). Se -
ha encontrado la produccidn de importantes cantidades de &ci
do indol acético, giberelinas y citocininas (6,16,23,89,95).
Sin embargo, no se tiene el efecto estimulador a largo plazo
de las fitohormonas y se piensa, gue es posible que el mayor
efecto de las sustancias reguladoras del crecimiento sea el
estimular el desarrolle de la raiz, de &sta manera el mejora
miento del crecimiento de las raices, dia como resultado un -
incremento en el acceso de los nutrimentos presentes en el -~
suelo, lo cual origina parte o todas las respuestas de la --
planta a la inoculacién (41,92). Aasi, la importancia de ca-

da uno de &stos procesos es aln muy discutida, si bien las
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observaciones iniciales otorgaron a Azospirillum una alta -—-

eficiencia en la fijacidn bioldgica del nitrdgeno (85), la -

nitrofijacién ha sido considerada como una causa menor por -
algunos investigadores (6), ya gue existe una fuerte eviden-
cia de la produccidn de sustancias reguladoras del crecimien

to (SRC) en cantidades importantes para el desarrollo de la -

parte vegetal (23,37) y ademis la fijacién de nitrdgenc es -

muy dificil de medir en condiciones de campo (71). De esta

forma no se pusde asumir que alguna de &stas caracteristicas
tenga una mayor importancia gue la otra.

Por otra parte, la bacteria es muy relevante desde el

punto de vista de su participacidn en los procesos de trans-
formacidn del nitrdgeno en la naturaleza (63), &sto se debe

a sus caracteristicas peculiares gque son: {(a) Todas las ce--

pas presentan la capacidad de asimilar nitrato, (b} En condi-
ciones limitantes de oxigeno, las bacterias transforman el

nitrate en nitrito y rapidamente es reducido a gas en algur-

nas cepas (64), {(c) En ausencia de una fuente de nitrdgeno -~

la bacteria es capaz de fijarlo a bajas concentraciones ds -

oxigeno (27,28,72). Por lo tanto Azospirillum es un organis

mo que puede tanto fijar nitrdgeno como desnitrificarlo, por

lo que la bacteria tiene un papel importante en los procesos

de transformacién del nitrdgenc, cuando ocurre en cantidades

importantes en el suelo (10,66).
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E. La rizocenosis asociativa.

Con el descubrimiento de la presencia de Azespirilla en
las raices de diversas plantas se abrid uno de los campos mis
prometedores y dificiles de elucidér en cuanto a la relacidn
planta-microorganismo (98). Desde 1974 numerosas investiga
ciones han sido enfocadas desde muy diversos aspec¢tos, uno -
de los de mayor atencidn es la caracterizacién de la simbid-
sis gue se establece entre la bacteria y la planta.

Para definirla se le ha denominado rizocenosis asociati
va (28), puesto gue acontece en la raiz vegetal y se manifies
ta como una relacidn no tan evidente como en el caso de las
leguminosas y Rhizobia . La caracteristica esencial de la =--
asociacibén es la de carecer de estructuras visibles macroscé
picamente gue demuestren la existencia de la simbidsis (28,-
71,98), de aqui que se le ha denominado tambi&n asociacién -
criptica u oculta (42). Este hecho dificulta mucho su estu--
dioc lo cual junto con la poca claridad que dan los resultados
de las mediciones de nitrofijacidn en campo y la presencia —
simultdnea de varios microorganismos asociativos por planta
constituyen los mis grandes obstdculos.en la determinacidn -
de las caracteristicas de la simbiosis (71,98).

En la planta, Azospirillum se ha encontrado en tejido -
cortical de Digitariasen c&lulas corticales y estelares de -
maiz (71,93) y en cé&lulas epid&rmicas y vasos de xilema en -
plantas gue crecen en arena (93,92).

Azospirilla pueden entrar sobre las Sreas en donde se

encuentra el mucilago superficial radicular y<donde‘las pare
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des de las.células de las raices son delgadas, entrando a --
través de los pelos radiculares lisados y en los huecos de

la epidermis, creados por la descamacidn epitelial y la emer

gencia de raices laterales, ya que la bacteria es intercelu-

lar, s8lo puede entrar a la cé&lula de la raiz cuando el cito
plasma estd moribundo (92).

La presencia del microorganismo en la lamela media del
tejido cortical y el mucilago,

(92).

sugiere una asociacidn intima
La presencia de citoplasma activo del hospedero y la
existencia de células en divisidn en los tejidos del mismo
indican cierta compatitividad en la asociacidn (93). al --
parecer, los Azospirilla asociados reciben fotosintatos exu-

dados de la raiz (56), ademds de otras sustancias como bio-

tina (41) y quimiocatractores (23).
La evidencia de una asociacidn fntima bacteria-planta

v la existencia de las caracter;sticas de nitrofijacidén y -~
prcducci§n>de sustancias reguladoras del crecimiento, ya ci-
tadas, junto con las posibilidades de que fuera una relacidn
benéfica en cultivos tan importantes como los cereales, deng
taron la importancia de la asociacidn. Por una parte, la po
sibilidad de disminuir la fertilizacidn nitrogenada, uno de
los lastres econdmicos de la agricultura en paises desarro--

llados y subdesarrollados (10), en cultivos de importancia --

esencial en la alimentacidn mundial humana y por otra, el me
joramiento de la produccién sin el costo ecoldgico y econdmi
co usual en las alternativas agrondmicas actuales (66,100),

se tuvieron como via potencial de uso. Por ello las inves-
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tigaciones e intentos de aplicacidn en campo de la asociacibn
son numerosos. Sin embargeo, muchos de £stos intentos falla--
ron inicialmente, con excepcidn de la aplicacidén en mijo y --
pasto guinea (71). En afios recientes ha aumentado el niimero
de informes que indican incrementos sustanciales y significa-
tivos en el rendimiento y mejoramiento de la nutricidn vegetal
a causa de la inoculacidén de la bacteria, por ejemplo, en --—

Setaria italica (46), cafia de azfcar (71), sorgo (47), trigo

(5,60), maiz (65,66,67) v otros.

En la mayor parte de los experimentos los incrementos -
de rendimiento conforme a los cultivos han sido del 20% (71)
pero existen informes de m&s de 60% (66) y hasta 128% (39).
De modc general, existen tres procesos gque pueden ser los -~
principales responsables de beneficio de Azospirillum a la -
planta, aunque no hay evidencia firme de que uno de ellos ~-
sea mds importante que otro (6,71):
(A} Efectos hormonales sobre la morfologia de la pianta. Se
ha atribuido el beneficio principal en mijo perla y pasto --
guinea (89) y se ha propuesto el modelo de Azotobacter como
vilido para la asociacidn (6). Aungue en comparacidn con es
te microorganismo (38,100) y otros promotores de crecimiento
azospirillum ha demostrado mayores efectos ben&ficos (71).
(B) Mejoramiento en la absorcibén de nutrientes. Esto es =--
por el llamado efecto "esponja" propueste por Okon en 1982, -
gque sugiere qgue la bacteria ablanda la lamela media de la -
rafiz por medioc de enzimas pectinoliticas y con ello facili-
ta la entrada de nutrientes (71).

(c) La fijacién de nitrSgeno. Aungue no hay ninguna eviden
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cia de que el incremento del rendimiento sea por nitrofija--—
cidn no se ha descartado esta posibilidad y algunos autores
la proponen como complementaria en maiz (6), o principal en
trigo (60) y otros cultivos como sorgo (46) .

A pesar de gue en muchos experimentos no han obtenido -

resultados benéficos y otros han variado afio con afio (67),

conforme se acumula mds informacién es evidente que el bene-—

ficio es real pero que las condiciones para lograrlo no esté&n
totalmente definidas (7,67,71).

Asi, las condiciones bajo las cuales la inoculacidn re--

sulta en incrementos significativos y substanciales del rendi

miento no esté@n bien definidas (71), por ello son necesarios-—

estudios que conduzcan a la elucidacidn de talas condiciones
para proponer a Azospirillum como una auténtica alternativa

para el productor agricola.
5. EL MATZ
A. Taxonomia y Descripcidn.

El maiz, es la planta domesticada del gé&nero Zea, es una

angiosperma del Orden 16: Gluniflorae, tambien llamado grami-

nales o Poales de la familia de los pastos, subfamilia: Andro

pogonacea, Tribu: Maidea, identificada especificamente como -

Zea mays L. (52,18).

Debido a su caracteristica de domesticacidn, esta planta

cultivada presenta una gran variabilidad fenotipica, sin em--

bargo, en general responde a la siguiente descripcidn:
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Es una planta anual, alta robusta y monoica, su vaina es

sobrepuesta y tiene limbos anchos conspicuamente disticos; --
las espiguillas se encuentran de 8 a 16, hasta 30 hileras en
raquis engrosado y casi lefioso al gque se le denomina olote,-
todo esto esta encerrado en numerosas bricteas o estapas pala
ceas llamadas totomoxtle u holoche, los estilos son largos -~
saliendose en punta como una masa de hilo sedoso, el jilote;-
los granos en la madurez son mucho mis largos que las glumas
{(18).

En nuestro pais se encuentra una gran variedad de tipos
de maiz diferenciados en sus caracteres vegetativos debido -
tanto a variaciones gen&ticas como a condiciones ambientales,
de esta manera existen plantas de un metro hasta mds de cua~-
tro metros, con nQimero de hojas diferente asi como diferen-
cias en tamafio de las espigas, de las mazorcas, raices y en-
trenudos (18).

El cultivo crece en una gran variedad de climas que van
desde el templado al tropiczl, siempre v cuando no se presen
te una capa de hielo, puesto que el maliz es muy sensible a -
bajas temperaturas. El maiz es considerado como una planta de
dia corto por su requerimiento de fotoperi&do. Su tiempo de
maduracién varia segin la variedad y las condiciones ambienta
‘les, pero se considera entre 110 y 140 dias (30).

La poblacidn vegetal dentro de un cultivo varia de -——-——
20 000 a 30 000 plantas/Ha en variedades grandes y para obten
cién de grano, y de 50 000 a 80 000 plantas/Ha en variedades

pequenas y las destinadas a la produccidn a forraje. Crece -
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bien en muchos tipos de suelo excepto en los arcillosos muy

pesados y en los arenosos, prefiriendo suelos bien drenados
y aireados (30). -

El maiz tiene una demanda de fertilidad relativamente
alta y la cantidad de fertilizante requerido, puede llegar -
en las variedades de alto rendimiento hasta 200 Kg/Ha de N,

50-80Kg/Ha de P y 60-100 Kg/Ha de K. En general, el cultivo

puede crecer y sembrarse continuamente, s&lo si la fertili-
dad del suelo es mantenida (30).

La gran cantidad de variedades logradas bajo distintas
condiciones ambientales causa que la eleccidn adecuada de &s
ta dependa el é&xito del cultivo.

El ciclo de vida del mafz de un modo general y simplifii
cadeo (Esgquema No.2) muestra los distintos periddos de creci-
miento en donde el desarrollo vegetativo es el predominante.

El proceso de crecimiento de las plantas de maiz se divi
de en cuatro fases (86):

I. FASE VEGETATIVA INICIAL: Brotan las hojas y posteriormente
se desarrollan en sucesidn acrdpeta. /La produccidn de ma-
teria seca es lenta. Esta fase se termina al iniciase --
va sea la diferenciacidén de los 6rganos reproductivos o la
elongacidn de los entrenudos o bien ambos casos.
II.FASE VEGETATIVA ACTIVA: Se desarrcllan las hojas, el cul-
mo © talleo ¥y el primordio de los 6rganos reproductivos.
rrimeramente ocurre un incremento active de las hojas y --
posteriormente del tallo. Esta fase termina con la emi==—

sién de los estigmas.
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PERIODOS DE CRECIMIENTO

DEL MAIZ
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Ll

ESPIGAS LLENADO DE ___
GRANO.
FASE | LLENADO
FASE VEGETA- | FASE VEGETATIVA  FLORACION INICIAL acorvo
RIVA INICIAL ACTIVA 15-20 DIAS | 35-35 | 10-15
(15-25_DTAS) (_25-40 DIAS DIAS | DIAS.

(30)
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III. FASE INICIAL DE LLENADO DE GRANO: El peso de las hojas

y del culmo continfia incrementéndose a una velocidad me-
nor. continfia el aumento en el peso de las espatas y del
raquis y el peso de los granos se incrementa lentamente.
Esta puede ser considerada como una fase transitoria en-
tre la etapa vegetativa y la de llenado de grano.

IV. FASE DE LLENADO ACTIVO DE GRANO: Se presenta un rdpido
incremento én el peso de los granos, gque va acompanado de
un ligero abatimiento en el peso de las hojas, culmo, es
patas y raquis.

El valor alimenticio del maiz es diferente segGn la va--
riedad de.que se trate, sin embargo, en nuestro pais se dice
que este valor alimenticio es similar en las diferentes va--
riedades. Es rico en carbohidratos y desequilibrado en sus -
proteinas, vitaminas y minerales, puesto que es deficiente en
licina y triptdfano, aminodcidos esenciales y deficiente en -
niacina (una vitamina), compardndolc con el trigo, este lo su

pera en prcteinas, y con el arroz se tiene similitud, aungue

el maiz tiene una mayor riqueza vitaminica (18).

B. Importancia econdmica y social del maiz.

A nivel global, el maiz es el tercer cultivo en importan
cia mundial (30). Este grano se utiliza para .la alimentacidn
humana principalmente, aunque es creciente la cantidad que -
se destina para consumo animal (30).

En Mé&xico, para la produccidn de &sta graminea se utili-

zaron en 1985; 7'328 882 Ha con una produccién total de: --—-
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PRODUCCION DE LOS PRINCIPALES PRODUCTOS AGRICOLAS.

TABLA

No.

EN  TONELADAS.
ENTIDAD FEDERATIVA.  AJONJOLI ARROZ CEBADA FRIJOL MATZ SORGO EN
PLIDO  EN GRAND GRAND.
ESTADOS UNIDOS 92,000 459,156 635,000  1'270,000 13'830,000 6'729,000
MEXTCANGS:
AGUASCAL TENTES: -——- 459,156 = - == 7,891 75,427 3.09
BAJA CALIFORNIA: 17,235 .- 66,462 578 27,12 10,19
BAJA CALIFORNIA S.: 8 cmme —--- 2,444 5,180 13,42
CAMPECHE: - 91,306 -~~~ - 619 36,967 40
COAHUILA: - -—— 5,887. 5,002 52,335 38.07
COLIMA: 23 14,794 ---- 167 95,751 3.66
CHIAPAS: 1,017 6,585 - --- 41,452 1'619,522 5.00
CHIHUAHUA: --—- -— == 18,84 66,652 368,344 92.93
DISTRITO FEDERAL : a—— Ceem e 152 26,537 ------
DURANGO: .- ——— 1,239 184,371 268,798 41.47
GUANAJUATD: .- ---- 52,478 63,423 752,888  1962,177
GUERRERD: 12,000 6,07 ---- 6,316 667,299 21,384
HIDALGO: ---- -~ -=-- 197,188 29,753 599,114 - - = = - -
JALISCO: 457 11,217 5,677 56,016  2'193,458 1'229,217
ESTADO DE MEXICO: 292 607 57,539 22,487  2'139,340 2,132
MICHOACAN: 9,985 22,839 7,525 19,488 98,328 814,520
MORELOS: ---- 27,663 - - -~ 4,140 50,404 105,804
NAYARIT: 207 13,576 12 104,580 161,478 65,815
MUEVO LEON: - - 2,269 4,297 113,658 113,08
DAXACA: 2,133 2,338 175 9,498 47,992 1,192
PUEBLA: 533 2,575 46,283 21,211 525,339 17,091
QUERETARD: - - - -~ 15,603 14,016 157,781 117,669
QUINTANA ROO: - 24,443 - - -~ 5,012 29,9056 - - - ---
SAN LUIS POTOSI: - 2,065 6,397 25,673 179,957 33,620
SINALOA: 8,992 163,534 3 145,636 132,427 606,329
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SONORA: 38,872 ---- 8,401 6,504 98,323 2,m9
TABASCO: .- 27,548 ---- 976 77,005 - ----
TRALLIPAS: 24 1,231 1,773 18,804 749,287 1'362,114
TLAXCALA: ---- --=-- 136,719 1,97 160,91 - - - -~
VERACRLZ: 5 40,778 367 29,000 730,029 6,869
YUCATAN: ---- ----

---- ' 658 120995 -----
ZACATECAS: - . 4,529 34,087 479,99 19,063

INSTITUTO NACIONAL DE ESTADISTICA GEOGRAFICA
E INFORMATICA (1985).

ANUARIO DE ESTADISTICAS ESTATALES 1985.
INEGI.  MEXICO. S.p.P
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CONTINUACION -

SUPERFICIE, PRODUCCION, RENDIMIENTO Y VALOR DE LOS PRINCIPALES PRODUC
T0S AGRICOLAS.

ENTIDAD FEDERATIVA. SUPERFICIE MAIZ. RENDIMIENTO VAR N
COSECHADA “PROIICCION (TON/Ha) . MILES OE -
(Ha). ( TON. ). : PESCS.

ESTADGS UNIDOS 7'328,882 13'030,763 1.778 267'768,374
MEXTCANGS: —_—
AGUASCALTENTES: 92,642 72,204 0.779 : 11351,948
BAJA CALIFORNIA: 8,757 26,151 2.98%6 502,009
BAJA CALIFORNIA S: 2,069 4,959 2.397 95,213
CAPECHE: 40,825 35,389 0.857 579,469
COAHUILA: 38,824 50,100 1.290 1'002,000
COLIMA: 33,482 91,560 2.73% 1'739,640
CHIAPAS: 667,068 550,366 2.324 34'883,235
CHIHUAHUA: 343,156 352,615 .28 §'770,208
DISTRITO FEDERAL : 12,151 13,506 1M 310,615
DURANGD: 198,512 255,904 1.289 6'397,600
GUANAJIATO: 406,301 700,326 1.724 13'414,745
GUERRERD: 420,838 594,957 1.404 11'601,662
HIDALGD: 186,13) 331,953 1.783 9'958,590
JAL1SCO: 04,500 21099,6%5 2.610 41'615,955
ESTADO DE MEXICO: 708,485 2'055,214 2.921 41'104,280
MICHOACAN: 460,230 921,800 2.003 18'605,793
MOREL0S: 49,9 48,252 0.967 1'309,945
NAYARIT: 62,993 154,583 2.454 2'941,405
NUEVO LEON: 54,577 78,310 1.435 1'603,552
QAXACA: 313,931 2'333,132 1.061 6'662,840
PUEBLA: 499,020 502,954 1.008 11" 113,272
QUERETARD: 93,860 150,910 1.608 2'938,520
QUINTANA  ROO: 40,558 28,728 0.708 _ 574,560
SAN LUIS POTOSI: 144,445 170,655 1.8 3'381,529

SINALOA: 87,514 124,196 1.419 24483,920




CONTINUACION

48.
SONORA: 7,430 16,658 2.230 331,360
TABASCO: 34,817 53,751 1.542 1°075,020
TAWULIPAS: 352,132 724,551 2.1m 14'286,979
TLAXCALA: 124,570 184,117 1.145 2'959,086
VERACRUZ: 468,844 731,479 1.650 14'629,580
YUCATAN: 129,658 124,377 0.959 2'383,934
ZACATECAS: 435,521 459,493 1.055 9'189,860

INSTITUTO NACIONAL DE ESTADISTICA GEOGRAFICA E
INFORMATICA (1985). .

ANUARIO DE ESTADISTICAS ESTATALES 1985. INEGI
MEXICO. S.P.P.
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13'830,000 Ton, con un rendimiento de 1.78 Ton/Ha en prome--

dio, siendo los principales productores Jalisco y el Estado -

de México (44) (Tabla No. 1).
Pese a que el problema de los alimentos estd presente -

en el mundo entero, son los paises en desarrollo los que pa-

san por una de las crisis mas agudas.

Este es el caso de ME
~xico, que a perdido su autosuficiencia en la produccidén de --

maiz en los Qiltimos afios,por lo gue las importaciones han au-

mentado (1,18). Y a pesar de los esfuerzos por incrementar

la produccidn de granos en el Plan Nacional de Desarrollo =--

1983-1988, no se ha logrado cubrir las necesidades maiceras

con produccidn nacional, ain cuando se han obtenido cosechas

récord en buenos afios (90).
En México, la actividad econdmica que ocupa la mayor su-
perficie territorial con mas de 21 millones de hectdreas (17,

24) y mayor poblacidn econdmicamente activa (44), es la agri-

cultura. Paraddjicamente, los trabajadores del campo son los

peores remunerados y con mayores problemas de marginacién
(44) .

6. LOCALIZACION DE LA ZONA DE ESTUDIO

La zona de estudio se encuentra localizada aproximadamen
te a :

100°23' 36'' Longitud Oeste
18°22*' 54" Latitud Norte

528 m.s.n.m.

(83).
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A una distancia de 1 Km al sureste de la rancheria deno
minada cuadrilla de L3pez, perteneciente al Pueblo de Palmar
Chice, de la jurisdiccién del municipic de Amatepec, en el --
sur del estado de México, cerca de los limites con el estado
de Guerrexo (83). (Mapa No. 1)

La morfologia del lugar se caracteriza por ser muy ondu
lada de abundantes lomerios. En ello se practican las dos -
principales actividades econSmicas de la regidn, la ganaderia
como actividad de fin comercial y la agricultura de temporal
de subsistencia en donde el cultivo principal es el maiz para
fines de autoconsumo. La agricultura se practica de manera -
tradicional, la opcidn de explotacidn con maquinaria es impo
sible de aplicar debido a las pendientes tan pronunciadas del
lugar. La utilizacidn de fertilizantes es esporddica y poco
comfin por su altoc costo, asi como la aplicacién de pesticidas
aunque son recomendados por la Comisidn de Desarrollo Agrico-
la y Ganadero del Estado de México (CODAGEM) principalmente
los herbicidas. Debido a la siembra en pendiente, para el -
mantenimiento de la fertilidad se siembra de ajio y vez, esto
es, el cultivo se realiza cada dos ciclos.

El tipo de suelo predominante en la regifn es regosol -
efitrico somero, que en cultivo de grano produce rendimientos
.de moderados a bajos (83).

El clima predominante corresponde al caliente subhGmedo
con lluvias en verano, clasificado como Aw, {w)(i'}g, segfin -
la clasificacidn de Koppen modificada por Garcia, con una --—

precipitacisn promedio de 1200 mm (34).
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La regidn es el inicio de la Cuenca del Balsas y a =--—
ella pertenece (35). La corriente pluvial mis importante

corresponde al rio Bejucos, que es uno de los afluentes del
Balsas (83).
La vegetacidn natural del lugar corresponde a 1a selva

baja caducifolia de la cual solo quedan algunos remanentes

(35) .
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I1I. ANTECEDENTES.

(LA ASOCIACION Azospirillum-MAIZ)

La importancia de los microorganismos como conservadores
y mejoradores potenciales de la fertilidad del suelo se cono
ciS hasta hace relativamente poco, ya que si bien desde tiem
pos del imperio Romano se conocia la utilidad de las legumino
sas en-este aspecto (10), fu€ a partir de los descubrimientos
de Winogradski, a finales del siglo XIX, cuando se demostrd ~
la relevancia de los nitrofijadores edaficos para las plantas
(73).

Actualmente, el Gnico biofertilizantes que se utiliza co
mo prédctica comfin en algunos lugares es la asociacidn nitro-

[ =
fijadora simbidtica nodulante Rhizobium, Bradyrhizobium -legu

minesa, la cual suministra cantidades significativas de ni~-
trogeno asimilable a la planta (94).

A partir del descubrimiento de la posibilidad de inocu-
lacién en gramineas con Azospirillum se tuvo una fuerte reac-
cidén principalmente en paises tropicales, como Brasil, hacia
la bGsqueda del establecimiento de asociacaones de interéc -
come en el:Maiz, Trigo, Sorgo (27), sin embargo los primeros

ensayos realizados en la asociacidén con maiz mostraron re--
sultados contradictorios y muchas veces decepcionantes que
hicieron dudar de la viabilidad de la simbibsis con fines -
practicos (75,99).

Las pruebas posteriores mostraron mejores resultados -

al refinarse las técnicas y avanzar en el estudio de la bac
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teria (29,67,71).

Las estimacicnes de fijacidn de nitrdgeno en raices de

maiz en algunas ocasiones han llegado a registrarse bajas -

sin embargo, se ha visto que ain en é&stas condiciones la =--

asociacidén provee un gran beneficio econfmico, puesto que se
reduce el uso de fertilizantes de 10 a 20% lo que produce -
ahorros sustanciales desde el punto de vista econdmico (54).
Ademé@s de la fijacidn biolSgica de nitrSgeno, la asocia
cidn provee el efecto de aumentar rendimientos en materia -
seca y crecimiento, producto de su actividad secretora hormo

nal por lo gque se agrega un beneficio més de la simbifsis --

(6,89,95). Sin embargo, a pesar de todos estos puntos posi-

tivos lo gue se ha observado son las variaciones de resul---

tados de sitio a sitio, lo cual hace insegura la viabilidad

de la asociacidn (28,42,67), las causas de este hecho no se
han dilucidado con seguridad, pero entre las mds importantes
se encuentra la dificultad de afinidad entre la cepa de la -
bacteria y el genotipo del maiz, que al parecer guardan es-—-
trecha relacidn (31), la dificultad citada a tratado de ser
salvada por medio de un monitoreo y seleccidn tanto de la -
variedad de maiz como de la especie y cepa de la bacteria --—
gque realize mejores iasas de fijacién, por medio de la prue=-
ba de reduccidn de acetileno, llegando a lograrse el estable

cimiento exitoso de asociaciones con variedades de maiz que

notenian capacidad asociativa relevante, como es el caso del

maiz sembrado en regiones de Estados Unidos (31). A su vez,

también las condiciones ambientales que propician el &xito =~

de la asociacidn alin estan en discusién e investigacidn (71).
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Los resultados de experimentos realizados con finas —-
prédcticos tienden a probar el importante papel de la bacte-

ria en el rendimiento del cereal, se ha comprobado gque la -

seleccidn de cepas bacterianas y variedades de maiz logran

resultados satisfactorios y sobre todo reduccifnes econSmi-

cas inportantes, puesto gue al complementarse con niveles -

pmajos de fertilizantes, se logran rendimientos egquiparables

al uso de fertilizacidn wmds pesada (6,66). Esto es muy con

veniente ya que en algunos paises como en la India {(84) y -

México (70) el costo de inoculacidén de Azospirillum es mucho

menor a la fertilizacidn gquimica.

Obtenida la seleccidn bacterial y la variedad adecuada
el proceso de inoculacién no presenta mayores dificultades -
¥y el agricultor no veria afectado el proceso de cultivo nor
mal puesto gqgue con un soporte adecuado, por ejemplo turba,

y un adherente la bacteria se pega a la semilla y se procede
a sembrarla (45,57) o se puede agregar a pocos dias despugs

de la emergencia del brote, resultando con &xito ambas prac

ticas (66).

La aplicacidn de esta asociacidn se ha realizado a nivel
de invernadero y de campo experimental en paises como India

(84), Estados Unidos (31), Brasil (71), México (70). En -~--

"Israel (66,67) y M&xico {(16) se han logrado llevar estos en-
sayos a nivel de parcelas comerciales con resultados que --
preven la aplicabilidad pragmitica a mediano plazo. Pero --

los intentos son afin insipientes para gue se tenga como ino

culante comercial y sobre todo a nivel industrial de produc-
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cidn como en Rhizobium (31). Es por lo tanto necesarioc --~
la dilucidacidén de todas las variables que afecten la rizo-
cenosis durante el proceso de cultive (71,96) para que se —
establezca con mayor seguridad como una préctica agricola -
conmfin que beneficiaria al trabajador del campo .

En Mé&xico, se han realizado estudios de la relacidn -
Azospirillum-gramineas poco tiempo después de redescubierto
el microorganismo por Pefia Cabriales y Dobereiner en 1974 -
(29)..vTales trabajos se pueden dividir en: (A) Las investi
gaciones b&sicas y (B) aguellos intentos tendientes al esta
blecimiento de la asociacidn en el agro. Entre los primeros
se hallan investigaciones de ditribucifn ecoldgica (57), ca
racterizacidn de productos metabdlicos como las biocinas --—
(57), la determinacidén de la resistencia a diversos antibid
ticos de acuerdo a su naturaleza guimica (81), aspectos de -
i1a genética de Azospirillum (58) y otros tdpicos. Por otra
parte, los estudios de tipo pragmitico abarcan trabajos de
viabilidad de inoculantes (40), determinacidn de infectivi-
dad en sorgo, en cultivos de Guanajuato (32), efecto y selec
cidn en trigo a nivel invernadero (45), y de maiz en el Va-
lle de Toluca (70), asi como la aplicacidén en campc a nivel
piloto de Azospirillum como biofertilizante de mafiz en el -
ejido de Guadalupe en Veracruz por Caballero y colaboradores
(17), el cual constituye uno de los intentos mis recientes y
amplios de establecimiento de la bacteria como alternativa -
de explotacidn agricola.

Se tienen proyectos de investigacidn de la bacteria en
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diversas instituciones como el Colegio de Posgraduados -

en Chapingo, Ciencias Biol&gicas del IPN, CINVESTAV de I-
rapuato, el Instituto de Ciencias de la Universidad Autd-
noma de Puebla y otros. Uno de estos proyectos es el re-
ferente a aspectos ecoldgicos y aplicabilidad de Azospiri
llum en el agro mexicano gque se realiza por parte del ----—
laboratorio de Microbiologia Experimental de la Facultad -
de Quimica de la U.N.A.M. y la CODAGEM vy dentro del cual -
se circunscribe el presente trabajo como extensién del estu
dio. Esto se realiza ya gque los resultados obtenidos con —-
maiz (20,70), indican que esta bacteria tiene aplicabilidad
potencial y se hace evidente la necesidad de insertar esta -
opcidn en condiciones ambientales diferentes a las ensayadas
v mds cercanas a las que se enfrenta el productor y en donde
los requerimientos de alternativas de este tipo son mayores
porgue los experimentos anteriores se han realizado en cam—-
pos experimentales continuamente fertilizados y por lo tanto

el efecto de la bacteria queda enmascarado.



IV. IMPORTANCIA DEL ESTUDIC

(JUSTIFICACION)
El presente estudio contuvo un andlisis de los par&me-

tros agron&dmicos del cultivo que en la literatura respectiva

pocas veces ha sido realizado, ya que en su mayoria toman --

factores de rendimiento y contenido de nitrdgenc (38,66), o

produccién de sustancias reguladoras del crecimiento (6),

ademads se pudieron comparar los resultados obtenidos con

aquellos gue presentan diversos autores en andlisis simila-—-
res (38,71).

Al ensayar microorganismos provenientes de diferentes

lugares que incluyen diversos suelos y climas, se tuvo la ~--

oportunidad de obtener resultados gque indicaran diferencias
entre cepas y por lo tanto en infectivida y efectividad, --

ademds de proporcionar informacidn acerca de la importancia

del origen de la cepa, factores gue pueden ser participes -

en la determinacién de la afinidad planta-bacteria.
Por otra parte, es evidente la importancia del maiz pa-

ra la poblacidn tanto desde el punto de vista social como -

econdmico. Las condiciones sociales de marginacién de la --

mayor parte de los campesinos temporaleros no les permiten

cubrir las necesidades mds basicas y menos tener acceso a la
tecnologia de fertilizantes, pesticidas y maguinaria por su
alto costo (18), gue muchas veces resultan inadecuados para

las caracteristicas del campo mexicano (90). Asi, dadas las

condiciones criticas del agro de nuestro pais, es evidente -

la necesidad de opciones viables tanto econémica como ecold-

gicamente en los cultivos bédsicos. Azospirillum y otros or-

ganismos PGPR deben ser estudiados en todos los niveles po-
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sibles, sobre todo en ensayos gue permitan conocer su poten

cial real en condiciones similares a las que enfrenta el pro
ductor. De esta forma, el presente trabajo es Gtil como --
acercamiento primario a f£in de conocer la viabilidad de la -
bacteria como biofertilizante en la regidén del ensayo, en --
donde la fertilizacidén es necesaria pero muy costosa y el mo
delo de explotacidn agricola moderna no puede funcionar, --
ademas de proporcionar las bases para posterjores investiga-

ciones en la regidn.



V. HIPOTESIS.

Dadas las‘condiciones climéticas y edaficas de
la zona se esperaba la presencia de cepas nativas -
que causarian competencia con las cepas inoculadas
de las cuales sexdn m&s infectivas aquellas cuyo -~-
origen tuviera condiciones ambientales similares -

a la regi&én de ensayo.

Asimismo se esperaba una respuesta variable -
entre cepa y cepa segiin su capacidad de proveer de
nitrdgeno asimilable a la parte vegetal y/o sustan

cias reguladoras del crecimiento.

60.
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VI. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL :

Seleccionar a partir de un grupo de cepas de Azos-
pirillum aquella o aquellas sobresalientes en su com--—
portamiento como biofertilizantes en el cultivo de mafz
de temporal desarrollado en una regidn de clima subtro-

pical y suelos de tipo regosol.

OBJETIVOS PARTICULARES :

.Cuantificar la influencia de la inoculacién de la bac-
teria en el maiz, determinando el porcentaje de infec--
cidn y su correlacifn con los pardmetros agronémicos.
.Conocer el efecto de Azospirillum sobre el desarrollo
de la planta a trav8s de la cuantificacifn de las partes
a&rea y radicular en las diversas etapas de crecimiento.
.Conocer las cepas o cepa mis infectiva a lo largo del
desarrollo del maiz.

.Seleccionar aquellas cepas o cepa efectivas como inocu-
lante del mafz en la; condiciones ambientales particula~
res de la regidn.

.Determinar en parcela experimental la utilidad de Azos-
pirillum, como biofertilizante mediante la comparacién -
de tratamientos inoculados y con fertilizacifn econSmi-

camente Sptima.



VIL METODOLOGIA. 62.

Para cubrir los objetivos trazados en el proyecto, se --—

elabord una metodologia gque comprendid dos secciones: La pri

mera seccidn correspondid al trabajo experimental y la segun-—

da al trabajo de gabinete . (Diagrama No.4)
1. TRABAJO EXPERIMENTAL

A. Mantenimiento, activacién y elaboracifn del indculo
de 47 cepas de Azospirillum spp -

B. Preparacidn del terreno, siembra, muestreos y medi-
ciones en campo de par8metros agrondmicos a lo largo
del desarrollo de la planta en cultivo.

C. Determinaci®n en laboratorio de los par&metros micro-
bianos como son: Porcertaje de infeccidn, presencia -
de nitrofijadores edificos, determinacidn de nitrdge—
no foliar.

La§ dos filtimas fases se hicieron con la menor diferen--
cia de tiempo posible para evitar que el material sufriera --
alteraciones por exceso de almacenamiento.

Se utilizaron 46 cepas de las cuales 46 fueron aisladas
de diversos climas y suelos, por el Laboratorio de Microbiolo
gia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad aAu-
ténoma del Estado de MExico, localizado en Toluca. Las cepas
cuentan con una identificacidn preeliminar, llegando hasta el
nivel de g&nero, de acuerdo a los criterios de Tarrand et al
(88), la otra cepa correspondid a la’denominada VT1l, pertene-—

ciente al cepario de la Facultad de Quimica de ia U.N.A.M.,-—



DIAGRAMA No. 4

PLAN GENERAL DE TRABAJO. 63.
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la cual ha sido identificada como A. brasilense, ensayada en
maiz en una zona templada (70) aislada e identificada por el
laboratorio de Microbiologia Experimental de la Facultad de -
Quimica de la U.N.A.M.. En el mapa No. 2, se ilustra la loca
lizacidén del origen de cada una de las cepas ensayadas, las -
cuales fueron aisladas de raiz y suelos de cultivos cereale-
ros del Estado de México. Este grupo de cepas abarcan diver-
sas reqiones»fisiogréficas del Estado, asi como diferentes -~

suelos y climas (Tabla No. 3).

A. Mantenimiento, activacidn y elaboracidn del indculo

Las bacterias se mantuviercon en el medio NFb que es el

Sptimo para el microorganismo (49)-.

A los cultivos iniciales se les verificd su pureza, me-
diante observaciones en fresco, dependiendo de sus caracte--
risticas tipicas como son: movilidad, forma y tamafno (88)pa-
ra evitar manejar cultivos contaminados vy asi constituir el
'‘5stock” del experimento.

La activacidn de las cepas se efectud resembrando los -
"stock™ en medio NFb semigelificado (Anexo No.l), sucesiva--—
mente durante tres dias cada 18 horas (45), incubando a 28°C
(40). La activacidn del inbculo se realizd con la metodolo-
gia que ha demostradeo ser la Sptima, sembrando la bacteria en

medio NFb liguidn, creciendola hasta una concentracidn de --—

9

1 X 10° cé&lulas/mililitro, para mezclarla con turba como so-—

porte e inoculando la semilla por adicién de goma aribiga, -



MAPA NO. 2
LOCALIZACION DEL ORIGEN DE LAS CEPA
ENSAYADAS EN CAMPO

{Ver indicaciones)

65.
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MAPA NO. 2. INDICACIONES

COMPLEMENTARIAS

66.

EL AISLAMIENTQO FUE EFECTUADO A PARTIR DE RAICES Y SUELCS DE

CULTIVOS CEREALEROS DE DIVERSAS PARTES DEL ESTADO DE MEXICO
CEPAS

NO. MUNICIPIO

1.- Aculco

2.~ Amatepec

3.- Arroyo Sarco

4.~ Calimaya

S~ Coatepec Haxinas
6.- Chiconcuac

7.- Donato Guerfa

8.~ Ixtapan de la Sal
9.- Jilotepec

10.- La Pefiuela

1l.- Nopaltepec

12.- Otolotepec

13.- Otzoloapan

l4.- Otzolotepec

15.- Otumba
" 16.- Polotitlan

17.- San Buena Ventura
8.~ Santa Teresa Riloséa
19.~ San Lorenzo Tlacotepec
20.- Soyaniquilpan
2l.- Temascaltepec

22, ~ Tepotzotlan

23.~- Tierras Blancas
24.~- Tlatlaya

25.~ Toluca

26.- Villa de Allende
27 .~ Villa Guerrero

2,3

44,45

14
6,7,8,9
36

25
46,47,48
10,11,12,13
24

39

15°

1

34,35
35,36
16,17

38

4,5

26 ,
28,29,30,31
19,20
40,41

23

37

42,43

27

32,33
21,22
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TABL A No. 3

CARACTERISTICAS DE LAS LOCAL[DADES
YAD.

DE ORIGEN DE

LAS CEPAS ENSA

NORTE DEL ESTADO.

ACULCO:

ARROYO ZARCO:
POLOTITLAN:
SOYANIQUILPAN:
JILGTEPEC:

SAN LORENZO
TLACOTEPEC:

CENTRO _DEL ESTADO .

CALIMAYA:
OTZOLOTEPEC:

SAN BUENA VENTURA:
LA PENUELA:
TOLUCA:

SUR DEL ESTADO

COATEPEC HARINAS
VILLA GUERRERO
IXTAPAN DE LA SAL

OESTE DEL ESTADO.

VILLA DE ALLENDE:
DONATO GUERRA

SANTA TERESA RILOSPA
O0TZOLOAPAN
TEMASCALTEPEC

SUBPROVINCIA

LOS LLANOS Y
SIERRAS DE QUE-
RETARO E HIDAL
GO. -

SUBPROVINCIA
DE LAGOS Y
VOLCANES DEL

_ANAHUAC

SUBPROVINCIA
SIERRAS Y VALLES
GUERRERENSES.

SUBPROVINCIA.

SUELOS:

CLIMA:

VEGETACION :

SUELOS:
CLIMA:

VEGETACION :

SUELOS:
VEGETACION :

SUELOS:

CLIMA:
VEGETACION:

Regoscl, Feozem,
Planosol, con pen-~-
dientes.

Templado subhiimedo
con Tluvias en vera
no.

Pastizal inducido,
matorral, agricultu
ra de temporal,. -

Feozem y Vertisol
Templado.

Agricultura de tem-
poral.

Vertisol, Feozem --
Lluvisol.

Selva baja caducifo
lia.

Lomerios y colinas
Andosol, Acrisol,Feg
zem. 3
Célido y templado.
Bosque de Pino-enci
no{suelos &dcidos qudg
fijan P).




68.

ESTE DEL ESTADO.

NOPALTEPEC:
OTUMBA:
CHICONCUAC:

SURCESTE _DEL __ESTADO.

AMATEPEC:
TLATLAYA:

DISTRITO FEDERAL.
TEPOTZOTLAN:

SUBPROVINCIA. SUELOS: Feozem, Lluvisol.
DE LAGOS Y VOLCA
NES DEL ANAHUACT

SUBPROVINCIA DE SUELOS: Regosol.
LA DEPRESION DEL VEGETACION: Selva baja ca-
BALSAS. ducifolia

SUELOS: Vertisol.

(I.N.E.G.I., 1981).
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come adherente (70,76).
B. Trabajo de campo.

i.Preparacidén del Terreno.

El barbecho, la cruza y el surcado se realizaron con -——

yunta y arado, las escardas y el clareo se realizaron manual
mente y en las fechas propicias, de acuerdo a la forma utili

zada comiinmente en la zona

Las caracteristicas adoptadas para la siembra, asi como

sus dosis de fertilizacidn y de pesticidas se describen en -
la tabla No.4.

La cantidad de nitrdgeno adicionado a los tratamientos
inoculados al inicio de los cultivos se realizd con la fina-

lidad de facilitar el desarrollo del brote y de la infeccidn

(77). Ya que se ha comprobado una mayor efectividad de la -

rizocenosis en presencia de fertilizaciones medias nitrogena
das (71).
ii . Parémetros agrondmicos.
Se realizaron dos muestreos,

uno en la etapa vegetativa

y el segundo en la floracidn. El sitio se muestra en el ma-

pa No.3. Los muestreos se realizaron a los treinta y seten-
ta dias después de la siembra, de ésta forma se tuvo un enfo
gue global de la respuesta del cultivo a la inoculacién a lo

largo de su desarrollo.

Los parémetros morfolSgicos vegetativos (69)medidos fue

ron: {a)altura de la pla a, {(b)didmetro de la corona, (c}irea

foliar por el método de largo y ancho maximo de las hojas --



TABLA No. 4 70.

CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DEL EXPERIMENTO

EN CAMPO

SIEMBRA:
DENSIDAD:
MAIZ UTILIZADO:

PESTICIDAS:

TESTIGOS:

ABSOLUTO (A)

POSITIVO (P)

DE REFERENCIA

(R)

TRATAMIENTOS:

TAMARO DE LA

PARCELA

Primera quincena de Junio de 1986,
50 000 plantas/Ha.

"Maracay" (C.I.M.M.Y.T.) recomendado por
C.0.D.A.G.E.M. )

Gesaprim 80, 2Kg/Ha y Paraquat 2L/Ha (her-—

bicidas) en aplicacidn preemergente.

Siembra normal de maiz no inoculado, sin
adicién de fertilizante.

Siembra normal de maiz no inoculado con
aplicacidn preemergente de d&sis econdmi-
camente &ptima (CODAGEM) 120:60:30 NPK.
Siembra normal de maiz no inoculado con
aplicacién preemergente de ddsis reducida
de fertilizacibn nitrogenada 30:60:30.

46 tratamientos con siembra normal de maiz
inoculado con cepa de prueba y fertiliza-
cidn reducida en N: 30:60:30.

4 surcos X 6 m de largo con 2 surcos cen--—

trales tratados. Distancia intermata 80cm

-MODELO ESTADISTICO Latice simple 7 X7 con dos repeticiones.

AREA TOTAL OCUPADA 1/2 Ha. aproximadamente.




MAPA No.

3

SITIO DEL EXPERIMENTO

CERRO EL PULPITO

UERTO LOS HORNOS

RA PAVIMEN
e ASENTAMIENTOS HU.
POBLACION IMPORTANTE
V RIO

8pas:
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(59), (d)NGmero de hojas, incluyendo la hoja envainante. Es
tas mediciones se realizaron in situ, de esta forma no se -—-
afectd al cultive en su desarrollo normal. En el primero y
segundo muestreos se tomaron 15 tratamientos,incluyendo a --
los testigos {(ver diagrama No.5). De cada lote se tomaron -
10 plantas localizadas en el centro de cada surco tratado a
fin de evitar en lo posible efectos de los tratamientos late
rales.

En la floracidn se realizo un muestreo total midiendose
in situ la altura y se obtuvo la hoja bandera de cinco plan-
tas de cada tratamiento, a fin de medir su drea y peso seco.
En el clareo (30 dias después de la siembra) en plena etapa
vegetativa inicial, las plantas extraidas sirvieron para me-
dir el area, largo y peso seco de la raiz, asi como el peso
seco del follaje. El material obtenido se guardd en bolsas
de plastico y se transportd y midid en el menor tiempo posi-—
ble a fin de evitar el maltrato del material y posibilitar -
el uso de las raices extraidas para obtener el porcentaje de
infeccidn de la bacteria.

iii.Determinacidn de los Parametros microbiol&gi-—
cos.

Los pardmetros microbioldgicos gque se determinaron fue-
ron: (a) Porcentaje de infeccidn, (b) Presencia de nitrofija
dores edidficos y (¢) Determinacién de nitrdgeno foliar.

ElL porcentaje de infeccién se midiS,conforme a Flores -
(32) y Jiménez (45), por medio de la siembra en medio NFb --

semigelificado de segmentos de raices de un centimetro de --
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largo en tubo de ensaye, observidndose al microscopio (en -—-—
fresco y Gram) en la primera y seguada resiembra, la presen-
cia o ausencia de Azospirillum . ]

se muestred suelo de la regidn (capa arable) en zonas -
aledanas al cultivo, parte de esta muestra fue sembrada en -~
10 tuvos con medio NFb semisflido a fin de permitir el cre-—
cimiento de microorganismos microaerofilicos y nitrofijado-—
res, los tubos con presencia de pelfcula de crecimiento se -
resembraron dos veces y agquellos de la Gltima resiembra se -
observaron al microscopio en fresco y Gram, buscando morfolo
gia y movilidad tipica del microorganisme (49). En caso po-
sitivo se asumid la presencia de microorganismos nitrofijado
res microaerofilicos semejantes a Azospirillum.

La determinacidén de nitrdgeno foliar se realizdé por mi-
croKjedahl de acuerdo con Mitchell (62), a partir de muestras
¢clareadas y secadas a 70°C durante 48 horas y de hojas bande-
ra de plantas de todos los lotes con el mismo pretratado, &s-
tas muestras fueron pulverizadas en un molino Wiley antes de
realizar la digestidn. La curva patrdn se realizd conforme a
la literatura (62), obteni&ndose una recta de ajuste con un -
coeficiente de correlacidn de 0.0999. Los resultados se ex-—
trapolaron de acuerdo al peso seco de la parte muestreada y
representan la proporcidn de nitrdgeno del peso seco del fo-

llaje.



2. TRABAJO DE GABINETE

Las mediciones realizadas en los muestrecs parciales de
los lotes sefialados en el diagrama No. 5 se les obtuvo la me-—
dia, desviacidn estindar y varianza a fin de realizar un and-
lisis de medias poblacionales utilizando como estadigrafo una
t de student y asi determinar grupos significativamente igua=-
les que reflejaran las tendencias del efecto de la inoculacidn

El modelo estadistico elegido, latice, se utilizd en el
anilisis de los pardmetros en el muestreo total, con este -
modelo y bajo sus restricciones y alcances se manejaron los
resultados y se calculd el error probable, asi como las dife
rencias significativas entre los diferentes tratamientos y =
los testigos. El andlisis de varianza y de Duncan se reali-
zaron como lo indican Cochran y Cox (19), utilizandose una
computadora Sigma Commodore No. 32, con un programa elabora-
do de acuerdo con &stos autores, €ste programa fué revisado
por el Personal del I.I.M.A.S. de la U.N.A.M. .

Los resultados obtenidos se discutieron de acuerdo a la
literatura dispeonible para asi inferir las conclusiones del

presente trabajo.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION.

1. PORCENTAJE DE INFECCION

El porcentaje de infeccidnes uno de los parimetros mas
importantes en la evaluacidn de un inoculante, puesto gue -
indica la presencia del microorganismo que se introdujo al -
cultivo. §Sin embargo, ya gue Azospirillum no es nodulante -
es muy dificil asumir si la bacteria ha establecido la sim-
bidsis con la planta (71), por lo que el porcentaje de infec
cidén solo indica el grado de colenizacidn en la parte de la
planta muestreada, ya sea rizosfera o interior de la raiz y
asi la infectividad, entendida como la cantidad de microorga
nismos gue entran en relacidén con la parte vegetal no puede
ser asumida (74). Empero, &ste par&metro resulta de utili-
dad para inferir sobrevivencia en el medio y competitividad
indicativos importantes de la infectividad.

La-tabla No. 5 muestra los valores obtenidos del primer
vy segundo muestreo de quince lotes de la primera repeticidn
{(Ver Diagrama No+ 5)}. Los porcentajes de infeccidn de los -
lotes munestreados, en su mayoria van del 55 al 100 % gue son
valores relativamente altos con respecto a los encontrados -
en zona templada en ensayos similares (70). Sin embargo, la
regidn de ensayo, presenta caracteristicas de zona tropical

y en &ste tipo de regiones la bacteria tiende a ser mds abun

dante (10,64,96,98).

La presencia de un alto porcentaje de infeccidn en los



TABLA No. 5 76.

PORCENTAJE DE INFECCION

(SUPERFICIE DE LA RAIZ DESINFECTADA)

M U E § T R E O

LOTES PRIMERO SEGUNDO ORIGEN DE LA CEPA
T{+) 77 100 PROBABLES AUTOCTONAS
T (=) - 100 "
11 - 66 SAN LOREN2O TLACOTEPEC
52 77 33 SOYANIQUILPAN
33 100 44 SAN LORENZO TLACOTEPEC
44 55 66 TLATLAYA
55 55 77 DONATO GUERRA
66 66 100 DONATO GUERRA
77 88 88 SAN LORENZO TLACQTEPEC
27 77 77 TOLUCA
26 88 77 QT ZOLOAPAN
35 88 88 AMATEPEC
53 | 88 100 VILLA DE ALLENDE
62 66 100 SAN BUENA VENTURA
61 100 . - IXTAPAN DE LA SAL.

SE MUESTRAM EN % DE PLANTAS MUESTREADAS .
CRITERIOS: Segunda resiembra en NFb con pelicula tipica
morfologia, movimiento y tamafio en observacisn
al microscopio positivo. Prueba de Gram(-).
- NO SE OBTUVIERON DATOS.




DIAGRAMA yo . S

77.
UBICACION DE LAS CEPAS EN EL EXPERIMENTO EN CAMPO.
PRIMERA] 29 8 22 1 15 36 43 PARTE
131
REPETT " SUPE-
RS - . : 2e)]  @2n
CION. o2 18 31 a 27 1 r10R
[
38 24 31 3 4 17 10 DE LA
T {1 (33) (%5)
; ZIERG LADERJ
28 21 49 42 7 35 14
£ (+) (44)
18 39 32 11 46 25 4
(53] {85
12 ! 5 33 26 19 47 40
(K SRL;S KA 9ed (66)
2 23 le 9 37 44 30
{77)
SEGUN- 22 27 24 m 23 26 28 25
Da
31 35 35 32 EXy 33 29
REPETT
CIONM.
44 47 46 43 449 43 45
10 11 8 14 13 9 . 12
37 39 36 41 42 420 38
1 4 2 6 5 7 3 PARTE
I MFERTOR
18 16 15 21 29 17 19 JpE 1A
. LADERA .,
(} Indican los lotes muestreados de manera parcial y la

nomenclatura usada para su anflisis.
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testigos en el segundo muestreo, indican la posibilidad de
condiciones de competencia con las cepas inoculadas. La -
observacidn del movimiento, y morfologia y crecimiento en -
NFb de las cepas aisladas de los diferentes tratamientos co-
rroboraron la presencia de Azospirillum nativo con caracte--
risticas diferentes (bacilps mds cortos y de menor grosox)-—--—
a las cepas introducidas. En tanto gue las caracteristicas
microscépicas del microorganis?o aislados de los tratamien-—-
tos inoculados fueron constantes, por lo gue se asume gue --—
los porcentajes de in:eccién obtenidos de los lotes inoéula-
dos- indican el grado de éxito competitivo con respecto a._ce-
pas autdctonas o al menos, nitrofijadores presentes en suelo
vy rizosfera, que frecuentemente compiten por sitios en la -~
raiz con los Azospirilla (71). Esta observacidn reviste -
particular importancia ya gque el &xito competitivo de la bac
teria ha sido tomado como uno de los factores gue determinan
el establecimiento de la asociacidn y por lo tanto la efecti
vidad d&e los ensayos (7).

A su vez, si se observan los valores alcanzados por los
distintos lotes y el origen de la cepa correspondiente no --

hay evidencia de relacidn entre ambos datos, puesto que cepas

de origen similar a la regidén de ensayo, Tlatlaya por ejemplo

o muy diferentes como Tlacotepec, alcanzan valores altos (66
vy 88% respectivamente). Lo anterior sugiere gue no hay re-
lacidén entre el origen de la cepa y la capacidad de colonizar
la rizosfera del maiz compitiends con organismos autdctonos.

Lo que rechaza parte de la hipdtesis incial ya citada. De --
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esta forma la capacidad de colonizacidn de la rizosfera del -
maiz, en 8ste caso parece estar gobernada por otras caracte-
risticas ajenas al origen de la cepa.

Con respecto a' la sobrevivencia de las diferentes cepas
a través del tiempo (muestreos 1 y 2) se observa que la mayo-
ria de los lotes conservan,en algunos casos aumentando su por
centaje de infeccidn, lo gue indica la capacidad de persisten
cia de la bacteria en la rizofera al menos hasta.la flora---
cidn (Gltimo muestreo). Las excepéiones las constituyen dos
lotes (33 y 22) que declinan su scbrevivencia con el tiempo.

El comportamiento anterior coincide con algunos estudios
en trigo en donde los Azospirilla se mantienen o aumentan en
el estadio reproducﬁivo de la planta en la rizosfera (13), -
aungue esta capacidad propia de»cada cepa se ha reportade co-
mo un problema en la implementacién de la bacterié en campoe -

ya que muchas veces es corta su permahencia en la planta
(71) .

2. PARAMETROS AGRONOMICOS. MUESTREOS PARCIALES

En las grificas Nos.l al 10, se muestran los datos obte-
nidos en los muestreos 1 y 2 de quince tratamientos (diagra-
ma No. 5). Estos resultados se discuten en forma particular
y después en general a fin de mostrar su utilidad en la deter

minacién de los efectos de la inoculacidén en el desarrollo gde

la planta.
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A. Determinaciones en la raiz

A las raices de las plantas clareadas se les analizd:

Large promedio, &rea de la raiz, raiz mis larga y peso seco
.de la misma, los tres primeros pardmetros mostraron variacio-—
nes sin relacidn con la inoculacidn, probablemente debido a -~
la destruccidn del sistema radicular en el proceso de obten-—
¢idn de la planta por la pedregosidad del suelo, sin embargo,
se debe sefialar que en mijo y pasto guinea el large promedio,
es afectado negativamente (89), lo que no se observd en &ste
caso. Por otra parte,. el peso seco de la raiz (Gridfica No.l)
es afectado positivamente por la inoculacidn, ya que la mayo
ria de los lotes muestreados tienen valores mayores al testi-—
go negativo ET(-)) y existen sobresalientes gue se acercan al
testigo‘positivo (T(+))_como 62 y ain lo sobrepasan como 61.
Aungue esto no sucede en mijo (89) la misma tendencia ha sido
observada en otros hospederos donde se atribuye este efecto

a la secrecidn de substancias reguladoras del crecimiento —-
(SRC) por parte de Azospirillum (41), ya que tales substan--
cias causarian un aumento en el nimero de raices secundarias
vy pelos radiculares (23), lo que se ha observado en la inocu
lacidn de la bacteria en mafiz (71). Este hecho reviste --
particular importancia ya que al aumentar la superficie radi-
cular de exposicidn, posibilita un mejoramiento en la absor
cidn de nutrimentos y agua Yy por lo tanto un beneficio gene

ral a la planta (6,41).



GRAFICA No. 1 81.
PESO SECO DE LA RAIZ

PRIMER MUESTREO
DIFERENCIA DE MEDIAS

16
10
LTH-)
62
27 s
23
13
77
3355
L35
‘
0

LOTES CON HIPOTESIS
NULA  (ju=M) ACEPTA
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B. NGmero de hojas

Las grdficas Nos. 2 y 3 muestran el desarrollo del néme
ro de hojas en los lotes medidos. Se observa la tendencia =~
general de los inoculados a agruparse entre los testigos en -
ambos muestreos existiendo sobresalientes alrededor de T --
(positivo). El efecto de 1la mayoria de las cepas es mode-
rado y nulo en algunos casos en el segundo muestreo (Gr&fica
No. 3). Sin embargo, se observa el mantenimiento o mejoria -
del efecto a la floracidn. La importancia de &ste parimetro
radica en que es un determinante del &rea de exposicidn foto
sintética, pero en €ste caso no se observa una influencia --

uniforme o sobresaliente de la inoculacidn de Azospirillum.
C. Area Foliar..

De acuerdo a los datos de las grdficas 4 y 5 el irea fo-
liar es influida evidentemente por la inoculacidn. Al igual
que en el nfimero de hojas se tiene una agrupacidn de la mayor
parte de los lotes entre los testigos y la presencia de sobre
salientes, estas tendencias se observan con mayores diferen-
cias en el sequndo muestreo (Gr&fica No. 5). Lo que coincide
.con algunas observaciones que seflalan el aumento del benefi-
cio en los estadios reproductivos (13,71). A su vez, de ---—
acuerdo a otros informes el area foliar es uno de los parime-
tros més extensamente afectados por la inoculacidn en maiz -

(39) lo que coincide con lo observado. La importancia de &s-
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NUMERO DE HOJAS
PRIMER MUESTREO

DIFERENCIA DE MEDIAS
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NUMERO DE HOJAS
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AREA FOLTAR

PRIMER MUESTREC
DIFERENCIA DE MEDIAS
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te beneficio es evidente, ya que del drea foliar depende el
rendimiento en paja del maiz (3). Un aumento en el Area fo-
liar puede ser causado por el mejoramiento en la nutricidn
nitrogenada, si va acompafiade de una mayor cantidad de nitr&
geno foliar (51) o por la produccidn de SRC (71), de ésta --
forma el &drea foliar no puede aportar informacidn acerca de
la naturaleza del efecto bacteriano si se analiza en forma -

aislada.

D. Pesc seco del Follaje.

Componente determinante del rendimiento en paja, al --—
igual que el area foliar (3), &ste par@metro muestra su com-
poertamiento en la gr&fica No. 6 de las plantas muestreadas
en el clareo. Las mismas tendencias generales observadas —-
en el &drea foliar se tienen en el peso seco, lo que indica -
un crecimiento activo en esta parte de la planta. En mijo -
y pasto guinea este fendmeno ben&fico se ha atribuido a la -
produccidn de SRC (89) y en la mayoria de los casos de ensa-—-
yos en maiz y otras plantas, el aumento en el peso seco del
follaje ha sido uno de los efectos mds evidentes (6,13,21,39,

66,71) .

E. DiZmetro de la Corona

Uno de los pardmetros mds interesantes es el didmetro -

de la corona ya gque es un indicativo primario del vigor de la
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GRAFICA No. 6
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DIAMETRO DE LA CORONA
PRIMER MUESTREO
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planta y determina la capacidad de resistencia al acame entre
otras cosas. En las grificas Nos. 7 y B se observa el efecto
de la inoculacidn, gue en su forma general es similar a los -
pardmetros ya analizados, sin embargo es importante sefalar
que en la floracidn (gr&fica No.s)'hay un agrupamiento més -
numeroso alrededor del testigo positivo, lo que indica un au
mento del efecto benéfico en esta etapa de crecimiento de la
planta, lo que coincide con investigaciones previas ya seha-
ladas.

La presencia de un efecto de la inoculacién en el didme-
tro de la corona es un indicativo de la produccidn de SRC, -
va que en maliz se logré imitar tal efecto por medio de la adi

cidn de proporciones determinadas de fitohormonas (46).
F. Altura.

Las graficas Nos. 9by 10 muestran el comportamiento de -
la altura en los diferentes tratamientos, come se observa, -
al igual gue en el nimero de hojas el efecto es moderado y en
algunos casos nulo, existiendo muy pocos sobresalientes.

La altura es un indicativo del mejoramiento de la nutri-~
cidn nitrogenada (51), sin embargo no parece existir en este

ensayo efectos sobresalientes en altura.

Del andlisis detallado anterior se pueden obtener algu-
nas aseveraciones:

El efecto de las diferentes cepas durante el desarrollo
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del cultivo se mantiene o aumenta en la floracidn, en general
ia mayor parte de las cepas tienen un efecto moderado sobre
el maiz.

Existen cepas gque ho proporcionan beneficios a la parte
vegetal (27,66,22,44,77) ya gque muestran un efectovde bajo a
nulo en la planta, lo gue se evidencia por su similitud al -
testigo de referencia y/o testigo negativo. Asimismo, exlis-—
ten cepas sobresalientes que se acercan al testigo positivo
como son las 26, 33,61 en la mayor parte de los par@metros.

Es interesante sefialar agqui gue la cepa 61 sufre una —-
sensible baja en el beneficio a la planta, en el segundo mues
treo en parlmetros como el &rea foliar, el peso seco y la al-
tura, esto hace suponer gue probablemente esta cepa no pro--
porciona un mejoramientgﬁdé nutricidn nitrogenada por nitro-
fijacidén pero si induce la formacidn de una. mayor cantidad de
raices (véase gréfic§ No.1l) por lo que la cafda en la etapa -
de floracidn seria causada por el agotamiento de nutrimentos
al alcance de la rafiz. Ya gque cada cepa desarrolla su efecto
en la planta de forma diferente se puede suponer gque existen
diferencias entre cepas en cuanto a su capacidad de produc-—
cidn de SRC, eficiencia de nitratoreductasa, etc, como lo in-
dica Balandreu (4).

Debido a que Azospirillum no incide en una forma tan es-—
pecifica en el suministro de nitrSgeno combinado-a la planta
como los Rhizobia , los diversos pardmetros agrondmicos serian
indicativos de la efectividad de las cepas inoculadas, en don
de ésta estd dada por una serie de fendmenos que comprenden -

la produccidn de SRC, el mejoramiento de la nutricifn nitroge



nada, va sea por nitrofijacidn, efecto "esponja" o como re--
cientemente se ha propucstec por la alta eficiencia de la ni-
trato reductasa bacteriana (13), lo gue confirma parte de 1la
hipdtesis.

Por otra parte, al observar el origen de las cepas ensa-
>yadas, su porcentaje de infeccién (Tabla No. 5) y su efecti-
vidad no hay evidencia de relacidén entre el origen y la efec-
tividad, lo qﬁe no esté_de ccuerdo con algunos autores (13,--
28} . A su vez, tampoco parece existir relacidn entre el por-
centaje de infeccidn y la efectividad, lo gue probablemente -
se debe a que el porcentaje de infeccibn se obtuvo a partir -
de raices lavadas y desinfectadas y no esterilizadas en la -~
superficie, puesto gque se ha observade que entre raices la-
vadas y pesa seco del follaje no hay correlacién, pero si en=-
tre &ste parametro y las raices con la superficie esteriliza-
da, al menos en trigo (5), lo gue puede suceder tambien en -
maiz, sin embargo existen discrepancias respecto al tiempo -
necesario de esterilizacidn de superficie con cloramina-T, -
pues hay autores gue proponen una hora (28) y otros 5 minu-
tos (13), por lo gue es necesario estudios mds profundos al
respecto (16).

Bas&ndose en este an&lisis se procedid a evaluar el com-
portamiento de todos los tratvamientos y repeticiones en un --
muestreo total en la floracidn, ya gue es en &Esta etapa donde
se evidencid maAs el efecto de Azospirillum, y asi, al utili--
zar el modelo estadistico propuesto, poder confirmar o dese-

char si las tendencias o aseveraciones realizadas en los mues
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treos de guince tratamientos eran validas para todos los de-
mds. Los pardmetros a medir seleccionados fueron: area fo-—
liar, peso seco del follaje, altura y nitrdgeno foliar, lo
gue se hizo con base en el efecto observado en muestreos par
ciales y para obtener indicativos mids especificos de la nu=-
tricidn nitrogenada en el caso del nitrdgenoc foliar.

' Excepto la altura que fue medida in situ, los otros pa-
rémetros se obtuvieron a partir del andlisis de la hoja ban-
dera la cual tiene relacidn directa con el &rea foliar y el

peso seco en el maiz (86). Esto se realizd para no afectar -

en lo posible el desarrolle normal del cultivo, a fin de ob-

tener un an8lisis de rendimiento en la cosecha.

Con respecto a la cosecha, esta no se obtuvo, debido a -

que el porcentaje de é&xito de fructificacién fué extremadamen

te bajo del 20 al 30%, por lo gque un andlisis de rendimiento
carecia de validez. Tal caida de la produccidn se debid pro
bablemente a la presencia de una seguia durante la época de

fioracidén lo gue ocasiond una falla en la polinizacidn y por

1o tanto un llenado de grano deficiente o nulo, tal fenSmeno
se observd en gran parte de la regidn afectando las cosechas

de los productores.
3. PARAMETROS AGRONOMICOS. MUESTREO TOTAL.

El comportamiento del drea foliar, peso seco del folla-
je, altura y nitrégeno foliar se resumen en las tablas Nos.-
6,7,8 y 9 y en las grdficas Nos. 11,12,13 y 14, para su and-

lisis se dividid la discusidn de acuerdo a resultados simila-
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res en los parametros, de &sta forma se discute inicialmente’
el irea foliar y el peso seco del follaje y posteriormente -

los dltimos para&metros mencionados.
A. Area foliar y Peso seco.

Utilizando el modelo de litice propuesto, en ambos pard-
metros resulta con una F mayor a la de tablas (Tablas Nos 6 y
7}, lo que indica diferencias significativas entre los diver-
sos tratamientos, asi se asegura qué ambos componentes del -
rendimiento son afectados por la incculacidén de Azospirillum
confirmdndose las tendencias observadas en los muestreos par-—-
ciales, lo que pone de manifiesto la importancia en la produc
cidén del cultivo de la inoculacidn, tal como se sefialé en los
muestreos parciales. Las pruebas de Duncan correspondientes
(Grdficas Nos. 11 y 12) muestran un comportamiento muy simi--
lar al sefialado en la discusién previa: Los grupos con medias
significativamente iguales mostradas en peso seco Grifica -~
No. 11, se refinen alredeédor de los testigos negativo y de -
referencia, mientras que otro grupo se encuentra entre el --—
testigo de referencia y el testigo positivo, se observa un -
tercer grupo que se encuentra alrededor del testigo positivo
éorrespondiendo ‘al comportamiento exhibido durante el pri—-
mer muestreo. Si bien, no. se observan tratamientos superio-
res al testigo positivo, come sucede en algunos reportes de
ensayos con maiz en Egipto (39), si hay un claro efecto de =
la bacteria lo gue resalta su importancia y potencial como -

biofertilizante. El1l beneficio obtenido puede equipararse --—



TABLA No. 6

98.
PESO SECO DEL FOLLAJE
(MUESTREQ.TOTAL DE TRATAMIENTOS Y REPETICIONES)
ANALISIS DE VARIANZA.
g.l. SUMA DE CUADRADOS CURDRADO MEDIO
REPETICIONES 1 90.9059 -
TRATAMIENTOS 48 190.27 -
BLOQUES DENTRO
DEV

REPETICIONES 12 44.108 3.6757

ERROR INTRA-

BLOQUE 36 0.07737 -
TOTAL 97 329.3587
F=2.0263 .

VALOR DE F OBTENIDO MAYOR A TABLAS
CON 0.05 POR TANTQ, LA PRUEBA MUES-
TRA DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS EN-

TRE TRATAMIENTOS.
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TABLA No. 7

100.
AREA FOLIAR
( MUESTREO TOTAL DE TRATAMIENTOS Y REPETICIONES)
ANALISIS DE VARIANZA.
g.l. SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO

REPETICIONES 1 37.124
TRATAMIENTOS 48 74998.06
BLOQUES DENTRO

DE
REPETICIONES 12 199447.59

16620.63
ERROR INTRA-

BLOQUE 36 ~ 6430.51 -
TOTAL 97 280873.284
F= 2.4065

VALOR DE F OBTENIDO MAYOR A TABLAS
CON 0.05 POR TANTO, LA PRUEBA MUES-
TRA DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS EN--~

TRE TRATAMIENTOS.
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a resultados anteriores ( 21,71 ) en donde el incremento en

peso seco es moderado. Las cepas sobresalientes, sefialadas

en la gridfica con su origen correspondiente, no muestran una

relacidn entre esta y su efectividad de aumento de pesc seco,

va que lugares de origen similar a la regidén de ensayo (Tla-

tlaya, villa Guerrero) y muy diferentes (Chiconcuac, San To-

renzo Tlacotepec) corresponden a estas cepas por lo tanto --—-

no se tiene un comportamiento preciso entre ambas caracteris-

ticas, lo gue refuerza lo encontrado en los muestreos parcia-—

les.

En cuanto al area foliar (gr&fica No.12) el agrupamien-
to de tratamientos significativamente iguales es muy amplio
v solo se distingue el grupo similar a T(-) y todos los de-
mds lotes, esta falla en la demostracidén de tendencias cla-
ras se puede atribuir al efecto de enmascaramiento causado --
por las grandes variaciones entre repeticiones dado gue el -
experimento se encontraba en una pendiente, lo gque causd que
las plantas de la repeticidén localizada en la parte inferior

fueran mayores por acumulacidén de nutrientes arrastrados res=—

pecto a su homSlogo de la parte superior. Por otra parte, -

si se observan las medias en orden ascendente, los mds cerca-
nos a T(+) (sefialados al lado izguierdo de la gréfica)son los

sobresalientes en peso seco del follaje, esta coincidencia -
apoya la aseveracidn previa de la existencia de crecimiento
activo.

Ya que el testigo positivo tuvo como caracteristica Gni

ca la adicidn de fertilizacidn gquimica en cantidades impor--

tantes y no es superado por tratamiento alguno se puede asu-
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mir gue un factor limitante para el desarrollo del cultivo -
en la regidn es la cantidad de nitrédgeno combinado disponible

Empero, no se puede asunir gue el mejoramiento de la inccula-

cidn sea causado por nitrofijacidn, ya que el drea foliar y el

peso seco del follaje esté@n estrechamente relacionados a la =

produccidn de SRC (6,89) asi como varios de los pardmetros --

afectados por la bacteria en los muestreos parciales come 'se

sefialo previamente.
B. Altura y Nitrdgeno foliar.

Par@metros relacionados claramente al estado de la nutri
cidn nitrogenada vegetal (3,51) muestran valores de F menores

a los de tablas en el anidlisis de varianza correspondientes -

(Tablas Wos. 8y 9, y por lo tanto no hay diferencias signi-

ficativas entre tratamientos, lo que fué& causado probablemen-—

te por el efecto de pendiente ya mencionado y porque la inocu
lacidn afecta en menor grado &stos pardmetros como ya se ha—--
bjia sefialado en las grdficas Nos. 9 y 10 de altura.
Sin embargo,

es interesante observar el comportamiento

del orden de medias sefialado en las gréficas Nos. 13 y 14 en

donde se muestran las tendencias generales de los muestreos

parciales , a su vez, los sobresalientes en peso seco del -
follaje y 4rea foliar denotados al lado izquierdo de la gréa-

fica se dispersan entre T(+) y T(R). Esto puede indicar que
al menos &stas cepas afectan la altura y el nitrdgeno foliar
independientemente de su efecto en el &rea foliar y peso se-

co del follaje, confirma@ndose lo discutido anteriormente.



TABLA NO. 8
ALTURA
{ MUESTREO TOTAL DE TRATAMIENTOS Y REPETICIONES)

ANALISIS DE VARIANZA

g.l. SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO
REPETICIONES 1 24110.15 -
TRATAMIENTOS 48 53256.38 -
BLOQUES DENTRO

DE
REPETICIONES 12 9179.73 764.97
ERROR INTRA-
BLOQUE 36 517.607 -
TOTAL 97 87063.9439

VALOR bEVF OBTENIDO MENOR AL DE
TABLAS CON 0.05. POR LO TANTO ,

LA PRUEBA NO MUESTRA DIFERENCIAS

SIGNIFICATIVAS ENTRE TRATAMIENTOS.
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TABLA NO. 9 i06.
NITROGENO FOLIAR
(MUESTREO TOTAL DE TRATAMIENTOS Y REPETICIONES)

ANALISIS DE VARIANZA

g.l. SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIQ
REPETICIONES 1 29.91 -
TRATAMIENTOS 48 67.24 -
BLOQUES DENTRO

DE
REPETICIONES 12 . ‘16091 1.40
ERROR INTRA-
BLOQUE 36 0.7219
TOTAL 97 114.7819

F = 1.2647

VALOR DE F OBTENIDO MENOR AL DE
TABLAS CON 0.05. POR LO TANTO,
L2 PRUEBA NO MUESTRA DIFERENCIAS

SIGNIFICATIVAS ENTRE TRATAMIENTOS.
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GRAFICA No. 14
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Asi se observan entre este grupo algunos cercanos a T(+) y -—
otros a T(R). Lo que conduce a pensar en la existencia de -
cepas que afectan el crecimiento de la planta (en follaje)

vy la nutricidn nitrogenada al mismo tiempo, como el caso de

la cepa No. 22, por ejemplo que seria una cepa recomendable

para estudios de establecimiento posterior. Lo anterior re-
salta la importancia de la seleccidn de cepas de Azospiri-
llum, como un requisito indispensable para su implementacidn

en campo como lo han sefialado algunos autores (13,28).

Este andlisis demuestra gque las tendencias observadas -
en los muestreos parciales pueden ser vilidas para todos los
tratamientos.

Al parecer hay un efecto sobresaliente en parimetros re-
lacionados a éromotores del crecimiento, aungue no se puede
descartar el mejoramiento de la nutricidn nitrogenada el cual
puede ser causado por cualquiera de los mecanismos propuestos
como el efecto "esponja" (71), el aumento de la superficie ra
dicular (6,41), efecto de la nitrato-reductasa bacteriana -
(13), o la fijacidén biolédica de nitrdgeno (21,60).

Los resultados obtenidos coinciden con los diversos es-—
tudios previos como se ha demostrado en la discusidn anterior
reunid&ndose, en el presente trabajo, un seguimiento del efec-
to de la inoculacidn més detallado gue en la mayor parte de -
los informes existentes al respecto. A su vez, las tenden-
cias presentadas coinciden con los resultados en campo de --

inoculaciones con Azospirillum en el estado de Vexracruz, rea-
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lizada recientemente y en aplicacidn actual (16).
El efecto de las diferentes cepas bacterianas no alcan-—-

z6 a ser superior al testigo positivo y en general 3ste no -

fué igualado totalmente por ningGn tratamiento, lo gque indi-
ca gue la bacteria puede ser un biofertilizante efectivo pe-
ro no un substituyente total de la fertilizacibén gquimica.
Parece adecuado ensavyar las cepas sobresalientes obte-
nidas en combinacidén con diversas dbsis reducidas de fertili-
zante nitrogenado a fin de encontrar la proporcidén adecuada -
para mantener y/o mejorar el rendimiento logradeo agregando
la cantidad Sptima econdmica de fertilizacidn quimica reco-
mendada. Sin embargo, en las condiciones actuales del campo
mexicano, e@specialmente en zonas temporaleras de rendimientos
_pobres como la regidn en gque se efectud el ensayo y muchas de
gran parte del pais es evidente gue se necesitan alternativas
ne costosas como puede ser Azospirillum gue sin alcanzar --
los rendimientos que ofrece la aplicacidn de fertilizacibn -~
quimica ayuda a mejorarlos, comc lo demostr§ el presente tra-
bajo, por lo ague se propone ahondar en estudios similares a
fin de complementar informacién conducente al establecimien-—
to de Azeospirillum como un biofertilizante en uso en el agro

del pais.
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IX. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

1. El rPorcentaje de infeccidén de la bacteria se mantiene a -

partir del establecimiento en las etapas tempranas del cre
cimiento vegetal, al menos hasta la floracidn.
2. No parece existir relacién entre la efectividad, infecti-
vidad y el origen de la cepa.
El efecto bené&fico a la planta no puede ser atribuido a una
sola causa, como la fijacidn del nitrdgeno o la prodﬁccién
de SRC, sino a una accién integral de todos estos facto-
res .

4. Es necesaria una seleccidén de cepas previa al estableci-

miento de Azospirillum como biofertilizante para una re--
gidn dada.

5. 2Azospirillum no puede ser utilizado comoc substituyente
total de la fertilizacidén quimica nitrogenada, pero si como

un coadyuvante de &sta con un ahorro importante de tal in-

sumo agricola.

RECOMENDACIONES

Ensayar las cepas seleccionadas en una mayor variedad de -
condiciones ambientales con diferentes tipos de maiz.
Efectuar una repeticidn del trabajo variando la reduccidn

de fertilizacidn gquimica y su tiempo de aplicacidn.
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APENDICE No. 1

MEDIO NFb SMISOLIDC LIBRE DE NITRQGENO
)

Acido succinice
K,HPO,
MgsSO,. TH,O
NacCl -
Cacl2
NazMoO4'H20
MnSO4'H20
Azul de Bromotimol
(Solucidn alcohdlica al 0.5%)
FeEDTA
(Solucitn acuosa al 1.64%)
Biotina
(Solucidén al 0.01%)

NaOH © KOH

Ajustar el pH a 6.8-7.0 con una
solucidn de NaOH o KOH al 10%, agre
gar 1.75-2.0 g de agar. Completar
a un litro y colocar en tubos de --
cultivo o en matraces para posterior
mente vaciar en placas y esterjlizar

a 120°C, durnate 15 minutos.
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