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1. INTRODUCCION

La produccién mundial de cereales camo el trigo ha au
mentado enormemente durante las-Gltimas. décadas y es necesa
rio incrementarla todavia mds si.se.quiere dar alimento a
una pablacidén creciente. Hasta ahora esto se ha logrado me-
diante la aplicacidn de fertilizantes quimicos nitrogenados
que se estan haciende ‘prohibiti'vos oor su encarecimiento, -
dado que su fabricacién y distribucién requiere del consum
de energéticos.

Una alternativa para elevar la produccifn agricola y -
econamizar fertilizantes nitrogenados, es el desarrollo de
estudios en el area de la fijacidn biolSgica del nitrSgeno,
la cual actualmente es tema de estudio en diferentes insti-
tuciones de investigacidn, particularmente en lo referente-
a la fertilizacidn nitrogenada de las gramineas con bacte—

rias del género Azospirillium.

Auhque los procesos naturales bacteriancs y los proce-
sos quimicos industriales, de formacién de amoniaco, preci-
san la misma energia por unidad de nitrégéno fijado -
(i' 15 000 Kcal./Kglse debe tamar en cuenta que en la fijacidn
industrial se obtiene del gas natural y derivados del petrf
leo(citado por Alvarez y Lemos-Pastrana) el cual es un re—
curso no renovable y esto explica que los costos aumentarén
considerablemente en el transcurso del tiempo.

Uno de los pasos wmis importantes en la investigacién -
tendiente a lograr una fijacién bioldgica de nitrSgeno en-
plantas no leguminosa fué dado por Dibereiner al descubrir-
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la relacidn que existe entre una bacteria fijadora libre, -

Azospirillum sp.can las raices de algunos pastos forrajeros
y algunas gramineas.

Azospirillum sp. se ha encontrado; en mis de 50 % de -
los suelos de los paises tropicales estudlados y se ha re—
portado una ganancia de 30~-40 Kg., de N/Ha., debldc a la
fijacidn biolégica en los suelos inoculados. (c1tado por _—
Alvarez y Lemos-Pastrana, 1980). '

Se considera por lo tanto necesario evaluar el efecto-
de la inoculacifn de cepas nativas de Azospirillum en el de
sarrollo de trigo, para la posible utilizacifn de este re—
curso en la fertilizacién de los suelos agrfcolas destina—
dos a estos cultivos.
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Aislamiento de Azospirilum sp. a partir de ral
ces de 6 tipos de gramineas cultivados en el -
estado de México.

Identificacidn de las cepas aisladas y de - —
otras aisladas en trabajos prevics.

Determinar la infectividad de Azogpirillum en
la rizésfera de dos variedades de trigo, adap—-

tadas a los suelos en estudio.

Determinar el efzcto de la asociacidn entre —

-las diferentes cepas y las variedades de trigo

2.2‘.5.

empleadas.

Seleccionar a las cepas infectivas y efectivas
en la fijacidn del nitrdgeno.



3.1.

GENERALIDADES
Aiglamiento de Azospirilum

Spirillum lipoferum (Azospirillum sp.) fué pri-

meramente aislado y descrito por Beijerinck - —
(1925) en Holanda, pero durante casi 50 afos per- -
manecid ignarado, hasta que fug redesaubierto en
Brasil (Bulow y Dbereiner, 1975, Day y D&berei—
ner 1976). la distrifucién ecoldgica de este mi -
croorganiamo, considerada.por. Dibereiner et al.,-
(1976) . canwo caracteristica de los suelos tropica-
les, ha demostrado ser mids amplia, pues en Argen—
tina se ha aislado hasta de los suelos de la Pata
gonia (citado por Alvarez, 1983). El aislamiento-
de Azogpirillum se ha realizado de diversas plan-

tas camo puede verse en el cuadro 3.1.

El Aislamiento de Azospirilum sp. es muy simple,-

basta sambrar un pequeiio trozo de raiz de aproximadamente -
0.5 a 1 am., de longitud en medio NFb semis6lido, para cbte
rer al- cabo de unos pocos dias el desarrollo del microorga-
nismo buscado. Sin embargo la purificaci6n suele ser bastan

te dificil porque los- contaminantes supuestamente oligoni-—

trofilos, desarrollan muay bien en este medio y al estriar -

el material en caja predomina scbre Azospirillum sp., mu- -

chos de estos contaminantes son bastones Gram negativos, mo

vile o no que aislados en cultivos puros muestran una acti-
vidad nitrogendsica reducida. (Alvarez, 1983). Es por lo —



ClADRO 3.1

'AISIAMIENTO DE AZOSPIRILIIM

Plantas Antor Pafs Ao
Pastos tropica Dibereinér y Day Brasil 1975
les y mafz s)
- Arroz Dibereiner et al Brasil 1976
(13)
Cynodn Eskew et al California 1177
dactilan (18)
Arroz, Mafz y Rao ‘India 1979
42) .
Panicum, Misa Tyler et al. Bovador y 199
(45) Venezela ‘
Cyperaceag Kielo (gzt)al. Finlandia 1981
Opuntia ‘Rao et(:ag} Irdia 1982
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tanto necesario, antes de.estriar. la mezcla bacteriana en-

cajas de Petri, cbtener el mayor enriquecimiento de Azospi-

rillum, que se logra facilmente 'por resiembra sucesiva de -
tubo a tubo.

La adicién de rojo congo a los medios de cultivo-
(Rodriguez Caceres, 1982) facilitan el reconocimiento de -

las colonias de Azospirillum gp., pero en muchos casos = -
otros microorganismos cuyas colanias se parecen a las de --
Azospirillum sp., tambi&n concentran el colorante, por lo-

que es necesaria la observaciéﬁ cuidadosa al microscopio. -
(Alvarez 1983).

3.2 Identificacién de Azospirilum

Las cepas aisladas, desarrolladas en el med¥® se~
misSlido de malato dan origen a una pelicula superficial -
blanca y densa, campuesta de espirilos semejantes a wma -
rosca de. coxcho, los que se rmueven rapidamente hacia atras-
y hacia adelante en linea recta, son Gram negativos, con 5
a 15 micrones de largo por aproximadamente 1 micrdn de an—
cho, presentan grénulos de polibetzhidr@xibutirato (PHB) vy
poseen actividad nitrogendsica. Se reconocen dos especies,=-
ambas son pleamdrficas. (Lamm et al., 1981).

A. lipoferum forma grandes células vegetativas -
en forma de S después de 72 horas de‘ crecimiento. Después -
de incubaciones prolongadas en medio s6lido y semisdlido, -
los cultivos presentan estructuras ovoides con pared difusa
y son aproximadamente de 2.5 micras de difmetro por 3.15 mi
cras de largo. Los cultivos ricos en cistos son mis resis—
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tentes a la desecacifn que los cultivos normales.vegetati—
vos, por.la.cua se piensa.que los cistos representan un me-
canismo para que Azospirillum pueda persistir en la riz6fe
ra bajo condiciones de un medico ambiente desfavorable. Sin-
embargo los datos no han sido probados para demostrar su po
tencial de resistencia. En 1980 Berg et al., reportd la for
macibén de estructuras capsuladas, las cuales fueron capaces
de reducir C,H, en medio sblido libre de nitrSgeno. (Lan'm'—
et al., 1981).

Esta propiedad sumada a la habilidad de utilizar al —
Nd_.‘,’ canmo aceptor final de electrones en la respiracifn ana—
ercbia y de acidificar al medio a partir de fructosa permi-
te ubicar a los microorganismos aislados en el género Azos-
pirillum ( Tarrand et al., 1978) y diferenciarlos asf de-
otros espirilos fijadores de nitrgeno.

3.2.2. Identificacién de las especies de Azospirillum

Para ello se realizan pruebas bioquimicas y fisio
légicas que‘ iricluyen Imrfolocﬁa celular en medio NFb semi-
s6lidc més extracto de levadura ( a las 72 horas de desa—
rrollo) requerimientos de biotina, utilizacién de glucosa-
a partir de glucosa—pépwria en 96 horas de desarrollo, ha-
bilidad de producir acidez a partir de glucosa en medios-
anasrobios y alqunas pruebas enzimaticas cavo son hidr8li-
sis de gelatina, indol, catalasa, oxidasa, ureasa etc. To—

das estas pruebas fueron realizadas por Tarrand-Krieg-DS =
bereiner, 1978.
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3.2.3. Identificacidn de Azospirillum por técnicas inmu
nolégicas.

Las especies y grupos de Azospirillum han sido -
caracterizadas serolGgicamente por Schank et al., 1979; - -
De-polli et al., 1980. Por aplicacién de t&cnicas de anti—
Cuerpos fluorescentes, De~polli reporta una diferenciacién-
reducida entre las especies de A. lipoferum y A. brasilense
provenientes de diferentes plantas huéspedes especificas de
grupo. (citado por Ladha et al., 1982).

De la asociacifn Azospirillum con arroz fué aisla
do y caracterizado éste microorganismo por Ladha. et al, —
1982, = quienes emplearon para su -identificacidn técnicas -
de inmunodifusifn e inmunoflucrescencia; en este experimen—
to el antisuero de dos cepas de Azospirillum lipoferum pro-

dujercn una pequeha banda de precipitacin tanto con A. 1i-
poferum camo con A. brasilense. Los Antisueros de dos cepas
de A. Jéip_gfermn y una cepa de A. brasilense produjeron una-
sola banda de precipitacin con la especie de su respectiva
especie. Las reacciones de anticuerpos fluorescentes con -~
Azogpirillum fueron especies especificas; la especificidad
de estos anticuerpos fluorescentes y antisuerocs fueron ade-
mis prabados .con otros Azospirillum.

Los antigenos de cultivos viejos mostraron mejor-
reaccitn de inmunofluorescencia, pero solamente con sus res
pectivos grupos, la reaccidn fué mencs intensa cuando se em
plearon cultivos de menos de 24 horas de desarrollo. Esto -
sugiere que los antigenos viejos pueden ser usados para la
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sustituyendo las ecuaciones (4. 12a). (4 12b) y‘(4‘.13) en.-la ecuacidn
4.11 se obtiene: R

('

-fgh=2{/R-Pgh

)0 gh -?gh = 26"7R f

P .
0 bien

<7 L
K = Rgh (fr -p2 o (a1e)

Cuando las fases? y & son un lfquido y un gas respecti‘kaméhte el é4n-
gulo de contacto (9) entre la interfase y el vidrio es préximo a ‘cero.
Con un valor de 8 = 0 y con una interfase de forma esfémca 13 inter-
fase es un hemisferio y el radio R se hace igual al radio r de] tubo
capilar. Si ademds 1a densidad de la faseel es desprec1ab1 ' frente af.,
como ocurre con el aire frente a los 1iquidos ,entonces Ta' ecuac16n

- anterior se simpiifica a : =

“donde ;
(' = tensién superficial del 1fquido
r = radio interno del capilar

h = altura alcanzada por el 1fquid o "‘r.'i‘delf. ca'pﬂar
Pp = densidad del 1fquido que asciend lar
g = constante de gravedad

Esta ecuacidn permite calcular 1
cidaymidiendo la altura que este alca
de radio determinado;

uido de densidad cono-
n-elinterior de un capilar
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identificacién de Azospirillum de la misma especie. (Ladha-
et al., 1982).

3.3. Taxonomia de Azospirillum sp.

Azospirillum sp. en un principio fué clasificado-
como Spirillum lipoferum (bacteria descrita por Beijerink
1925), debido a la falta de estudio sobre esta bacteria no
fué incluida en la Edicifén del Manual de Bergey (1975). Es—
tudios minuciosos de 60 estirpes aisladas de suelos y rafi—

ces de los diferentes continentes (Europa, Africa, Asia y-
América) revelaran la necesidad de una reclasificacibn - —
(Tarrand et al., 1978). Con bases en estudios.de DNA homb -
logos y numerosas. caracteristicas fisiolGgicas se estable—
cié un nuevo génerc con dos especies, Azospirillum lipoferum

rum y Azospirillum brasilense. .Azospirillum brasilense ha
sido dividido en 2 grupos: Nir * (con habilidad para denitri

ficar) y Nir (sin habilidad para denitrificar).

3.4, Efecto de la inoculacién con Azospirillum en di-
ferentes cultivos.

3.4.1 °©  Inoculacifn en gramineas

ILos primervs investigadores sobre la fijacitn de
nitrbgeno por asociacién bacteria-rizosfera en pastos fue—
ron Débereiner y colaboradores en Brasil. De particular im-
portancia fug el hallazgo de la asociaci®n en la rizosfera-
de Paspallum notatum con Azotobacter paspali (DSbereiner et
al,1972) que se reparts camo especifica al genotipo del pas
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to; sin embargo, en estos experimentos, la actividad nitro-
genésica fué muy baja. Otras asociaciones estudiadas corfei
ponden a la bacteria Beijerinkia indica con cafia de azficar-
(Dibereiner et al., 1972). |

En 1974 Dibereiner y Day aislaron Azospirillum —-
brasilense (formalmente conocido en ese entances camo Spiri
1lum lipoferum de “"Transvala" digit (Digitaria decumbens) =
Y la bacteria fué recuperada nuevamente de este pasto en la
estacifn experimental de Florida. Las ralces que presenta—
ban alta fijacién de nitrbgeno fueron seleccionadas. Median
te. cortes. citolégicos cbsevaron que. la célula cortical de -
las rafces se encontraban llenas de bacterias .que parecian-

Azospirillum brasilense en medida y morfologia; este traba

jo citolégico sugirid una asociacidn entre Azospirillum - -
brasilense y Digitaria decumbens.

Schank et al., 1975; trabajando con Azospirillum-
brasilense y Digitaria decumbens al hacer un balance de ni-
trégeno reportan una ganancia de 200 Kg/Ha. (Citado por Tay
lor en 1979}.

En 1979 R. W. Taylor estudid la respuesta de dos-
pastos inoculados con Azo@irillum Sp., en suelos desarro -
1llados en piedra caliza procedentes de las Bahamas; para —
ello ampled los pastos: Pennisetum americanum y Panicum ma-

ximmn, sembrandolos en estos suelos fertilizados con una pe

3

quenia cantidad de nitrfigeno vy los inoculd con un cultivo —
mezclado can dos especies de Azospirillum. Obtuvo un rendi-
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miento significativamente elevado de materia seca al compa-
rarlo con el control no inoculado. Ios resultados en Pani—
cum maximun fueron elevados pero no hubo diferencia signifi
cativa al campararlos con el testigo. En tanto encontraron-
"' una asociacifn benéfica para la fijacidn de nitrfgeno entre

Pennisetum americanum y el organismo Azospirillium.

Cohen et al., 1980, estudiaron el efecto de la —
inoculacidn de diferentes especies de Azospirillum en maiz
y S. italica bajo diferentes medios anbientes controlados-
y diferentes tipos de suelos en jarras de Leonard. Las dife
rentes bacterias examinadas fuercon Azospirillum brasilense-—
(Sp~7, Sp-80, Cd, y Cd-1). Los suelos utilizados fueron: un
suelo arencso, wno franco a.rcilloso y un suelo tipo Loess.-

Mediante este experimento ellos demostraran que la inocula-
cién con AzosEirilanﬁ incrementa significativamente el % de
reduccitn de C,H,, peso seco, contenido de nitrSgeno total-
en rajces y brotes tanto en las plantas de maiz como en las
plantas de §. italica camparadc con los controles no inocu-
lados. También cbservaron que las plantas asociadas con ~ -
Azospirillum se desarrollan mejor con niveles pequefios de -
nitrSgeno combinado inicialmente en el suelo. Otros experi-
mentos previos hechos por Smith, 1976 se reportan incremen-
tos significativos de peso seco de Pennisetum y Panicum can
niveles medios de fertilizacifin de nitrSgeno. Por lo ante—-

rior se puede concluir que la asociaci®n Azospirillum con
rafces de pasto beneficia a la planta tanto por produccifn-
harmonal camo por f£ijacidn de nitrdgeno, particulammente en
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perfodos posteriores al crecimiento de las plantas donde es
tas necesitan incrementar el nitrdgeno durante la floracifn
y fomacidn de semillas.

Képulnik et al., en 1981 realizaron estudios so—
bre los efectos de la fijacifn de nitrdgeno por Azospiri- -
lum a diferentes perfodos de desarrollo de las plantas de-
S. italica. Para ello hicieron pruebas de reduccitn de ace-
tileno en los diferentes periocdos de desarrolle de las plan
_tas; encontraron que los valores de reduccifn de acetileno-
en S. italica fueron mis elevados en el periodo de reproduc
¢cifn mientras que en el perfodo de semillero no se detectf-
actividad.

De la misma forma en mafz y sorgo desarrollados -
en campo la reduccifn de acetileno fu€ més elevada durante-~
el perfodo reproductivo de las plantas. Ellos explican que
esto se debe a un incremento en el nimero de raices maduras
asociadas con Azospirillum al empezar el crecimiento repro-
ductivo de las plantas. En este perfode hay ademis un incre
mento en la absorcién de nitrSgeno aprovechable por la plan
ta, que ascciada con la lixiviaci®n y la de desnitrifica- ~
cién, pedrian agotar el nitrdgeno del suelo; de esta forma-
se activa la> nitrogenasa de Azospirillum,

El decremento en la produccién de etileno después
del perfcdo de reproduccifn en $. italica podria estar rela
cionado al crecimiento r&pido del tallo y a la inflorescen~
cia durante el periodo méiximo de desarrollo.
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3.4.2. Inoculacidn en trigo.

En 1982, S. N. Ral y A.C. Gaur, prcobaron wna cepa
de Azospirillum lipoferum (con alta capacidad para fijar -
mtrégeno) caro inoculante para suplementar la necesidad de
nitrBgenc de una cosecha de trigo en CondlClOneS de campo. -
Los tratamientos correspondieron a 0, 40 y 80 Kg. N/ha. con-
y sin inoculante; 60 Kg. 9205 y 4 Kg K2 0/ha. los que fueron
aplicados. como dosis basal. El experimento se realizd en blo

ques diseniados al azar; los controles sin nitrGgeno produje-
ron 1 260 Kg de grano/ha y la produccidn en tratamientos ino
culados fué de 2 070 Kg de grano/ha., resultando un incremen
to significativo. En el tratamiento de 40 Kg de N/ha la pro-
duccibn de gramo fu@ de 2 370 Kg./ha. en contraste con la —
produccitn de 3 110 Kg/ha en tratamientos similares de nitrd
geno més inoculante, asi el incremento en la produccidn fué
alrededor de 30%. En los txatamientos que recibieron 80 Kg -
de N/ha rindieron 2 970 Kg de grano/ha, mientras que &ste —
mismo tratamiento de nitrdgeno fertilizado més la inocula- =
cifn r:mda.eron 4 170 Kg de grano/ha, as:. el incremento en la

producc16n debido a la aplicacn.én de moculante fué alrede—
dor de 36%.

El increrento en materia seca y captacién de nitrd
geho en Zea mays inoculado con Azospirill\in en canpo, tam- -
bién fué reportado por Cahen et al., 1980.

Los estudics realizados por Kapulnik et al., 1981-
describen el efecto de Azospirillum brasilense schre los pa-
rémetrps de crecimiento y contenido de nitﬁgeno de grami- -
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neas con vias fotosinté8ticas C -~ 4 (Panicum, sorge) y C - 3
(trigo). Los resultados que obtuvieron junto con reportes -
previos, indican claramente que la altura y el florecimien-
to ocurrid primero en las plantas inoculadas camparadas con
las no inoculadas. El peso seco total de raices, contenido-
de nitrfgeno, altura total de lds plantas y longitud de las
hojas fueron significa'tivanenbe incrementadas por la inocu~
lacign.

El incremento en las ramificaciones y formacién -
de pelos de rafz aumenta su capacidad de absorcidn; este —
efecto en el sistema de rafces se debe probablemente a la -
secrecifn de homonas .por.las bacterias, pero estos datos -
no son todavia. confiables vara establecer cual de los dos -
efectos de Azospirillum es mis importante en el aumento del
crecimiento de las plantas.

Parece que el efecto benéfico de Azospirillum bra
silense no estd limitado a gramineas con vias fotosint&ti—
cags C-4 (sorgo, Pennisetum americanun, Zea mays, Panicum, -~

etc.) pues la inoculacidn en trigo plantas con via fotosin-
tética C-3, también aumentd el peso seco, la altura y el nd
rero de espigas; estos incrementos han sido también reporta
dos por Rennie y Larson, 1978,

3.4.3. Estudios sobre la infeccidn de ralices de txrigo.

En experimentos realizados por Monzon 1982 schbre-
la localizacifn de Azogpirillum sp., en tejido radicular de
trigo (Triticum aestivum) v su relacién con las posibles —
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vias de infeccidn; se dbservaron raices de trigo las que —
fueron cortadas de pléntulas de 5, 10 y 15 dias de edad - -~
(inicialmente inoculadas con Azospirillum sp.) e incubadas-
en un medio con cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) -
durante 2,4 v 12 haras a 30°C. Las bacterias reductoras de
esta sustancia se diferenciaron mejor de las particulas re—
ductoras del tejido vegetal a las 4 horas de incubacitn. Al
msmo tiempo se hicieron determinaciones. de la actividad ni
trogendsica de las plantas en estudio por el mdtodo de re—
duccidn de acetileno, camprcbandose que la iniciacién de la
fijacidn de nitrdgeno se realiza en condiciones de inverna-
dero despuSs de 2 semanas de desarrollo de las pléntulas.

De acuerdo a los sitios de reduccidn del coloran—
te obsexvados, los posibles puntos de entrada de Azospiri——
1llum sp. en raices de trigo, seria a nivel de puntas de - -
rafces y sitios de formacién de rafces secundarias. La in -
feccidn se extiende luego por el tejido cortical y en los -
comienzos de la actividad nitrogenésica, las bacterias es—
tan ubicadas en el xilema.

La preferencia de esas zonas por las bacterias se
atribuye a la intensa actividad metabblica y elevada secre-
cién de exudados que caracteriza a esos sitios radicualres.

‘La deteccién de actividad pectinolftica (del tipo
pectinatranseliminasa) en Azospirillum (citado por Monzon-
1982) hace supaner que actua facilitando el proceso de in—
vasidn.

Patriquin et al., 1978 trabajando con maiz y em—
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pleando la prueba del TIC no detectarcn bacterias en la re-
gién apical de la ralz iarincipal, lo mismo que Magalhaes et
al., 1979, en plantas de mafz deSarrolladas en campo. Pero-
estos investigadores observaron bacterias a 2 cm., del &pi-
ce radicular, sin embargo no les fue posible observarlas en .
la zaona teminal de la rafz. No cbstante suponen gue una Po
sible invasién del estela de la Eaiz, se produce por via —
apical ya que en las preparaciones microscopicas encontra -
ron infeccifn en el cilindro central sin disrupcitn de la-
endodermis. Ademds la alta actividad nitrogendsica en plan-
tas de mafz. con muchas. rafces. laterales (Pereira, et al., -
1978) apoya la idea de invasifn del cilindro central por —
las puntas de ralces, al aurentar el nlmero de &stas. (cita
do por Monzon, 1982).

3.4 Aspectos botfnicos y ecolSgicos del trigo.

El trigo pertenece a la familia de las Gramineas,-
que camprenden alrededor de 600 géneros y m3s de 500 espe- -
cies.

El trigo (silvestre o cultivado) se halla clasifi-
cado en el género Triticum, del cual se conocen 14 especies.
Las especies se subdividen en tres grupos: diploides, tetra-
ploides y hexaploides, segln el nfmero de cromosomas conteni
dos en sus cflulas reproductoras. Los grupos difieren tam- -
bién por sus caracteristicas anatfmicas, morfolSgicas v de-
otro tipo. Parece ser que los tipos tetraploides y hexaploi-
des han sido originados de los antiguos trigos diploides, —
generalmente mediante hibridacién con gramineas silvestres -
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afines. (Aykroydy and Dowghty 1970).

El trigo es una planta herbacea anual de 0.50 a-
0.80 metros de altura, sus tallos centrales mis o menos hue
cos con entrenudos (cafia) que se ramifican al ras del suelo
con un nimero variable de tallos (macollo) las cuales emi-—
ten sus propias rafces adventicias y alcanzan la misma altu
ra que el central.

En el extremo de cada tallo se localizan las in-
florescencias que farman espigas en dos series opuestas y -
alternas de espiquillas a lo largo del raquis. Las espigui-
1las contienen flores que originan los frutos (cariopses) -
protegidos por glumas y glumolas. '

3.5.1. Importancia del trigo.

El trigo es un cereal que prospera en una gran di-
versidad de medio ambiente Y que se presta a la implantacién
de adelantos cientificos y a la mecanizacifn. Camo alimento-
el trigo es una fuente importante de proteinas y materia pri
ma excepcional por‘ el nimerc de los productos que pueden - -
elaborarse con ella tanto por métodos tradicionales como por
los de la modema tecnologfa de los alimentos. Sus productos
resultan agradables al ser humano en general y pueden inclu-
irse en diferentes tipos de dietas, ya sea como ingrediente-
principal o como ccmplaxentd deseable. El pan es la forma —
principal en que se consume el trigo en gran parte del mun -
do, es muy adecuado a la manera de vivir impuesto por la in-
dustrializacién y la urbanizacifn cada vez mayores. El trigo
cmtr:_ibuye eficazmente a la prevencién de la deficiencia pro
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tefnico~cal®rica y al mejoramiento de la nutricidn de los-
ninos. Estos hechos hacen que el trigo adquiera cada vez ma
yor importancia camo alimento humano. (Aykroydy and Dowghty
1970) . '

El cuadro 3.2 muestra la producci6n y consumo de

trigo en Mexico, realizado por el sector Agropecuario y Fo—
restal, 1985. '



ClRORo 3.2 PRODUCCION ¥ CONSUMD TE TRICO (MEXIOD 1978-1985)
CONCEPTD 1978 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985
p E

T{mil) 2,785 2,287 2,785 3,193 4,462 3,460 . 4,509 4,

T{mil) 506 - 1,169 923

L,10 35

capita.
Kg. Personas 50

Exportacifn
T(mdl) 27

Superficie
Ha (mdil)

Ha (mil) 760

P = Preeliminar
E = estimado
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4. MATERIAL Y METODOS ’

 Este trabajo se desamllo seglin el esquema 4.1

Los andlisis fisico y gquimico de los suelos fue—
ron realizados en el laboratorio de suelos de CODAGEM, Mete
pec, Estado de MExico.

4.1 Aislamiento y purificacifn de Azospirillum
4.1.1.  Aislamiento a partir de raices y suelos.

En el estado de MBxico se muestrearon rajces y - -
suelos de la rizosfera de los siguientes cereales: .
Triticale Yoreme Tc 179
Trigo de las variedades Yavaros C-79 y Toluca F-73
Cebada Apizaco
avena Putman
Centeno Elbon

Las muestras.de rafces y suelos se colocarcn en -
bolsas de polietileno y fueron transportadas al laboratorio
de Microbiologia Experimental Fac. ,. de Quimica, UINAM., en-
donde se conservaron en refrigeracifn hasta el momento de-
ser procesadas.

Para efectuar el alslamn.ento de rafces, estas se-
oortaron en pedazos de 0.5 a 1 an., de longitud y se lava—
ron 3 veces con agua destilada corriente y 3 veces con - —
aqua destilada est&ril. Posteriormente se desinfect6 la su-
perficie de las rafces con solucifn de cloramina T al 1% du
rante 5 minutos. Inmediatamente fueron lavadas varias veces
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can agua destilada estéril y solucién amortiguadora de fos-
fatos 1 milimolar (pH 6.8) y se procedid a sembrarlas en tw
bos de cultivo de 20 ml., de capacidad con 7-8 ml de madio~
NFb semisdlide (medio 1) por triplicado. Procediéndose a —
elegir los tubos que presentarcn: 1) fommacién de una peli-
culo fina debajo de la superficie del medio en forma de ve-
lo o sambrilla que es apreciable a partir de las 14-18 ho—
ras de incubacidn, 2) vire del indicador del medio a color-
- azul, 3) al hacer las cbservacicnes microscopicas en fresco

predominan los espirileos con movimjento tipica.

A los tubos elegidos se le hicieron de 3-5 resiem
bras consecutivas con el fin de enriquecer los cultivos, de

la Gltima resiembra se estrid al microorganismo en cajas de
petri con medio NFb sdlido (medio2) con el objeto de sepa—
rar las colonias y poder aislar al microorganismo. lLas ca—
jas se incubaron a 28-30°C durante 7 dias. Las colonias for
madas se cbservaron al microscopio y se escogieran ague— —

llas que tenian la morfologia caracteristica del Azogpiri -
1lum, -

4.1.2. Verificacitn de la pureza.

Ios cultivos seleccionados fueron sembrados por ——
estria cruzada en los siguientes medios de cultivo: NFb s6li
do (medio2), medio de papa (wedio 3) y medio de agar nutriti
vo (medio 4). Estos medios se incubaron a 28-30°C durante 7
dfas. Se escogieron las colonicas secas, opacas de color ama
rillo o azuladas. Posteriormente se realizaron cbservaciones
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microscépicas de las colonias escogidas para verificar la
morfologia celular. Estas colonias fueron transferidas de -
nuevo a medio NFb (medic 1) incub&ndose a 28-30°C durante -
48 horas. La aparicidn de los tres puntos mencicnados cita-
dos en pérrafos anteriores nos indican que el aislamiento -
de las bacterias es positivo.

Para. efectuar el aislamientn a partir de suelos-
se.proceso de.la misma. forma.que.el aislamiento a. partir de
raices, sustituyendo los. pedazos.de rafces por .pequefios = =
- agregados de. suelo con un peso aproximado de 5-10 mg., que
se sembraron directamente por picadura a los tubos con me—
dio semisflido NFb(.medio. 1)..

4.1-.3. Mantenimiento de los cultivos.

Las cepas purificadas fuercn conservadas en medio-
NFb (medio 1) en refrigeracifn a 4°C y resenbradas cada 6 me
ses. Antes de utilizar las cepas para las diferentes pruebas
se verific su pureza mediante la tincifn de Gram. =
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4.2, Caracterizacifn de Azogpirillum

4.2.1. Cepas
- De referencia

Sp-7 Azospirillum brasiliense. Catdlogo de co—
lecci@n ATCC 29145.

VI-2 Azospirillum lipoferum. Aislada de rafces de
mafz colectado en Metepec estado de MBxico. Clasi-
ficada en el laboratorio de Microbiologia Experi-—
mental .

- Para identificacién de especies.

Se empiearon tres cepas, dos aisladas en un expe
rimento previo, realizado por el Q.F.B. Angel —
Flores en el laboratorio de Microbiologia Expe-
rimental y wna aislada en la presente investiga-
cin. Estas cepas fueron anotadas camo:

Pox Azogpirillum sp. Aislada de pasto Pangola procedente -
de Matfas Romero, Oaxaca. )

C4 Azogpirillum sp. Aislada de trigo, procedente de Celaya,
Guanajuato. .

S5gc Azospirillum sp. Aislada de avena, procedente de Metepec,
estado de MExico.

4.2.2. Medios de cultivo (ver anexo)

NFb semistlido (1)
NFb-glucosa semislido (5)



4.2.3.
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NFB~ sin biotina (6)
NFb-extracto de levadura (7)
NFb s6lido (2), Medio LIC (3), Gelosa nutritiva (4)
NFb con diferentes azficares y &cidos orgdnicos co-
mo fuente de carbao (8).

Medios para pruebas enzim8ticas: Hidr6lisis de ge-
latina (9), Almidfn. (10), Indol (11), Catalasa - =

"(12), Esculina (13), oxidasa (14) y Ureasa (15).
NFb liquido. libre de nitr&geno con 0.08 % de agar—

(16).

NFb licuido mSs nitrato de potasio (17).
Solucifn de NFb (18)

NFb semis6lido para NMP (19).

Criterios de clasificacién (Tarrand-krieg, 1978).

Se determind el camportamiento de las 5 cepas em -

- pleadas al sembrarlas en los medios de cultivos an

tes mencionados procediéndose a la dbservacitn de
las siguientes caracteristicas.

‘En el medio l, alcalinizacién del medio y forma- -

CJ.mdetmapelIculaenfonnadecarmana anabajodelasu
perficie a las 24 horas de desarrollo, la que emigra hacia -
la superficie al aumentar el perfodo de incubacitn.

Caracterfstica de las colonias formedas en los me-

dlosz 3y 4.

En el medio 5 desarrollo superficial a las 72 ho -
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ras de incubacifdn.

Presencia o ausencia de desarrollo en el medio -
de cultivo carente de biotina.

Y en el medio 7 morfologia celular.

Todos los cultivos se inocularon en tubos y  se-
incubaron a 28-30°C durante 48-72 horas. (Ddbereiner, 1980).

De acuerdo con el criterio de clasificacitn ex—
puesto por Tarrand, 1978; se procedid a determinar. algunas-
propiedades bioquimicas referentes a la capacidad de desa -
rrollarse en presencia de diferentes fuentes de carbono, —
substituyendo en el medio NFb al &cido succinico. Acidifica
cidn de la glucosa en presencia de peptona y pruebas enzimd
ticas tales como: hidr6lisis de gelatina (medio 9) interpre
tada después de un pericdo de incubacitn de. 10 a 15 dias; ~
hidrélisis del almidén (medio 10) interpretada después de -
un pefiodc de incubaci&n de 10 a 15 dias; produccifn de in-
dol (medio 11) esta prueba se llevd a cabo despuds de haber
incubado el cultivo 48-72 horas a 30°C y haber adicionado =
el reactivo de Ehrlich o Kovac; prueba de catalasa esta se
realizd colocando una gota de Hy0, en cultivos desarrolla -
dos en medio NFb semis®lido; degradacidn de la esculina - -
(medio 13) se interpretd a los 8.a 10 dfas; oxidasa (medio-
14) se realizd mezclando una gota al 1% de clorhidrato de ~
dimetil parafenilendiamina con una gota de cultivo desarro-
ilade en medioc NFb liquido durante 72 hara a 30°C; ureasa -~

(medio 15) se interpretd de acuerdo con el viraje del indi-
cador ¥ el crecimiento en el medio de cultivo despuBs de —
48,8 72 horas.
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4.3 Matabolismo del nitrégeno en diferentes capas de-
Azospirillum.

Con cbjeto de detexminar las transformacicnes de

nitrdgeno que efectla Azospirillum se procedid a inocular -

las cepas previamente caracterizadas en medios de.cultivos-
carentes de nitrégenc o adicionados. de nitrato de potasio -
(medio 17), los que se. incubarofl a 28-30°C en condicicnes -
estiticas y de agitacifn y se procedid a determinar el ni—
£régeno proteico y nitrdgeno inorgdnico residual en sus di-
. ferentes estados de oxido reduccifn.

4,3.1. Capacidad de fijaci6én del nitrdgeno atmosférico por
Azospirillum

Esta evaluacidn se realizd mediante la técnica de
Micro-Kjeldhal modificado por Mictchel.

Matraces de 125 ml de capacidad con 50 ml Ide me——
dio Nrb .liquido libre de nitrégeno mis 0.08 % de agar (me -
dio 16) fueron inoculados por triplicado con 5 ml de culti-
vo de 24 heoras de desarrollo, cuya densidad de pcblacién se
ajustd a 60 unidades Klett. Estos se incubaron a 28-30°C —
durante 5 dias; después de los cuales se transfiri6 1l ml -

del cultivo al matraz de micro-Kjeldhal, para realizar:la -
determinacién de nitrdgeno por el método de Mitchell, 1972.

Los testigos que se corriercn fueron:
1) testigos sin inocular y sin incubar
2) testigos inoculados y sin incubar.
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La incubacifn se efectud en condiciones estéticas
para favorecer el proceso de fijacifn de nitr6geno atmosfé-

rico.-

4.3.2. Transformacidnes de nitrSgeno inargénico (asimila
cién y desnitrificacién).

Se determind en cultivos estdticos y agitados. El k
nitrdgeno molecular desprendido debidc; a la desnitrifica- -
cifn se determind por balance entre el contenido de nitrége
no inicial en el medio 17 (en forma de nitratos) menos el-
contenido de nitrdgeno final. (productos del metabolismo ni-
trogenado liberado en el medio de cultlvo en forma de nitri
to, amonio, nltrégeno orgénico y nitratos residuales).

Ios testigos incluidos en ambos experimentos (agi
tados y estéticos) fueron:

1) Testigos inoculados y sin incubar
2) Testigos sin inocular e incubados
3) Testigos sin inocular y sin incubar.

Anbos experimentos se hicieron por triplicado.
Los métodos empleados para estas determinacio—
nes fueron:

Nitritos (se determind en el scbrenadante) por
el método del &cido sulfanilico. (Chapman y Parker, 1973).

‘Nitrdgeno amoniacal (se determind en el scbrena
dante) por el método de Mitchell. (Mitchell, 1972).

Nitrato re51dual por el método de Harper. (Chap
man y’ Parkex,.1973).
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En la bicmasa se determind nitrSgeno corgénico -
por el mstcado de Mitchell. (Mitchell, 1972).
Los pasos sequides para hacer estas detexminacio—
nes estan descritos en el esquema 4.2.

4.4, Evacuacitn de la Infectividad y Efectividad en -
la fijacién de nitrdgeno por Azospirillum en = -
plantas de trigo (Invernadero).

4.4.1 Cepas.

Se emplearon las dos cepas de referencia Sp-7 y -

VI-2, otras tres cepas, dos de las cuales fueron aisladas y

clasificadas en el laboratorio de Micrabiologia Esperimen—

tal y 1 cepa aislada y clasificada por Angel Flores en tra-
bajos.previos; en el que los resultados de fijacién de ni—

trbgeno por los mEtodos de reduccidn de acetileno y de mi—

cro-kjeldhal de pruebas realizadas in vitro indican que es-

tas cepas son muy activas, mostrando una actividad similar-

o mejor que la cepa de referencia. Estas cepas corresponden

as

Sp~7 2zospirillum brasilense. Cepa de coleccidn.

VI-1l Azospirillum brasilense.  Aislada de maIz procedente -
de Metepec, estado de MeExico.

Vr-2 Azospirillum lipoferum. Aislada de mafz procedente de
Metepec, estado de MExico. '

VS=1 Azospirillum brasilene. Aislada de sorgo procedente -
de Valle Santiago, Gto.

Y la cepa 5sc aislada y caracterizada en el presente estu—

dio.

4.4.2. Semillas

En este experimento se emplearon semillas de las
variedades de trigo MExico 82 y Zacatecas VT 74. A estas se
les determind el porciento de geminacién colocando 100 semi
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llas de cada variedad en cajas de Petri, se ajustd la hume-
dad de 40 % con agua estéril y se incubarom a.25°C durante-
72 horas después de los cuales se procedif a determinar el
nfrero de semillas germinadas. Esta prueba se realizd por—
triplicado en cada variedad de trigo.

4.4.3. Suelo.

Se colectd en Metepec, estado de MExico. La mies—-

tra de suelo se seco a temperatura ambiente, se hamogenizé-

-y distribuyS en 70 macetas de 4.Kg. de capacidad. En cada ma
cetas se colocaron 2.5 Kg. de suelo.

A esta muestra se le determin® el nfimero de Azos-
pirillum por grano de suelo, por el mStodo del NMP. Para - -~
ello se pesS un gramo de suelo y fué suspendido en un tubo -
de cultivo con 9.5 ml de solucidn NFb (medio 18) a partir de
la suspensién se hicieron diluciones de 10 > 2 1078 ; m w
luren ge 0.1 ml de la suspensi®n fué inoculada a tubos con -
redio NFb (medio 19). Por triplicado, se incubaron a 28-30°C

© durante 4-5 dfas y se eligieron como tubos positivos los que
presentaron  la pelfcula caracteristica en forma de velo, —
alcalinizaron el medio y tuvieron morfologfa microscépica —
“ del gfnero Azospirillum. (Ddbereiner, 1980). .

" 4.4.4, InSculo

‘Cada wa de las cepas fué tratada de la siguiente-
maneras
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- Inocular una asada de la cepa en un tubo cque -

contiene medio NFb liquido adicionado de RNO3-
(1g/L) , incubado durante 24 horas a 28°C,

- Propagacifn del inoculante, a un matraz nefelo
mEtrico de.300 cc. de.capacidad que.contenia -
100 ml de.medio de. cultivo anteriar,.se trans—
.£iri6 5.ml del cultivo desarrolladoen el tubo
.y .se .incubb. a. 28-30°C. durante. 72 horas en agi-
_taci@n .{120 rpm). Con.cbjeto de.inocular las -
plantas. con.el mismo nrera.de c8lulas, se = =
ajustd la densidad de pdblacién a 130 unidades
Klett mediante la adicidn de cultivo estéril.
4.4.5.  Siembra e inoculacién
A cada maceta se le adiciond 2.5 g. de P205 y se
mezclé lo mejor posible con el suelo, sembrandcose 7 semi- -
1las de la variedad de trigo correspondiente; se ajustd la
humedad a 60% de capacidad de campo ¥ se colocaron las mace’
‘tas en invernadero. '

Ia inoculacién se efectud mediante la adicifn de
1 ml de los cultivos de azospirillum correspondientes a ca-
da una de las pléntulas de trigo de 72 horas de desarrollo.

La adicién del fertilizante nitrogenado en forma-
de sulfato de amcnio en el tratamiento testigo positivo se
efectud en dos ocasiones siendo &stas: cuando las plantas -
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alcanzaron de.8.a.10 am., de longitud y al inicio de la for
macibn de macollo, las cantidades adicionadas fueron 1.54 -
y 2.32 g por. macetas.respectivaménte.

4.4.6. Disefio del experimento.

El disefio experimental fué de bloques al azar y-
estuvo constituido por 70 macetas que se dividieron en 2 1o -
tes de 35 macetas (una para cada variedad de trigo). Cada ~
lote a su vez fud subdividido en 7 lotes de 5 macetas que-
representaron las repeticicness de cada tratamiento.

Tratamientos

1 P205 + cepa Sp~7
2 P50z + cepa VI-1
3 P,0; + cepa VI-2
3 P,0; + cepa 3sc

6 testigo (+) + (NH,),80, + PO

7 testigo (-) + P,0;

4.4.7. Cuidados del cultivo

Este experimento se mantuvo en invernadero a tempe-
ratura de 10°C minima y 30°C Mixima, durante 70 dias, dando -
riegos pericdicamente cuando fueron necesarics.

4.4.8. Evaluacitn de la infectividad de Azospirillum
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Esta prueba cansistif en hacer una serie de 6 - -

aislamientos a diferentes tiempos, para determinar en que -

tiempo las cepas de Azospirilium prcbadas, eran capaces de-
infectar las rafces de trigo.

El primer aislamiento fué hecho a las 72 horas de
haber sembrado las semillas, previc a la inoculacifn. Este-
_alslamiento se realiz6 con el fin de dbservar si las bacte-

rias presentes en el suelo eran capaces de infectar a las -
plantulas desarrolladas.

Los otxos 5 aislamientos se realizaron despuls de
haberse efectuado la inoculacidn a los periodos de 24, 72 -
horas y despugs de 11, 19 y 27 dfas.

4.4.9. Evaluacitn de la efectividad en la fijacifn de-

nitrSgeno atmosférico por Azospirillum asociado a
rafces de trigo.
la cosecha se realizd a los 70 dias. Corténdose -

las plantas al raz del suelo, estas se colocaron en la estu
fa a 65-70°C durante 72 horas y se procedid a determinar:
| - Peso seco. |
) - Contenido de nitrfgeno (parte aérea) por el méto
do de micro-Kjeldhal modifidado por Mitchell. ¥ a efectuar-
el andlisis estadistico de los resultadcs cbtenidos.



5. RESULTADOS

LOS RESULTADOS DEL ANALISIS FISICO Y QUIMICO [E LOS SUELOS SE ANOTAN

EN EL QUADRD 5.1

CUADRO 5.1 AMALYSIS FISICO Y QUIMICO DE LOS SUELONS., REALIZADOS EN EL

LABORATORIO DE SUEIOS DE LA OOMISTQN COORDINADORA DE DESARROLIO AGRT

COLA Y GANADERO DEL ESTADO DE MEXTOO.
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SUEBLOS
DETERMINACIQUES Aislamiento Pha. de Infectividad
y Efectividad

pH 6.95 6.9
Nityogeno total (Kg/Ha) 1 170.5 (B) 4 601.0 (R)
Fosforo asimilsble (Kg/Ha) 41.25 (B) 56.4 (E)
Potasio asimilable (Kg/Ha) 277.22 (R} 820.0 (E)
Materia orgénica (Kg/Ha) 23.127(B) 91.165 (R)
‘Nitrato (Kg/Ha) 36.775(B) 142.6 (R)
Textura Franm Arencso

$ de Arena 75 66

% de Limo 41 22

% de Arcilla 1 12

B = bajo 3

R = Regular

E = Excalente




10S RESULTADOS DEL AISLAMIENTO DE AZOSPIRILIUM SE ANOTAN EN CUAIRO 5.2

CUADRO 5.2  AISLAMIENTO DE AZOSPIRILLUM A PARTIR DE LA RTZOSFERA DE -
" CULTIVOS [E 6 CEREALES DIFERENTES.

~ —fafees, Muestr it
Cereales Yo. de as positivas
maestras la. seleccifn 2a. seleceidén
Triticale Yoreme ’
Tcl 79 3 2 0
Trigo Yavaros C-79 3 S 0.--
Trigo Toluca F-23 3 e Sy
Cevada Apizaco 3 0 0
Avera Putman 30 S0 0
Centeno Elben 3 1 0
!b de Mestras positivas
Westras la. Seleccifn 2a. Seleccitn
Triticale Yoreme K 2 0
Tl 79 '

Trigo Yavaros C-79 3 -0
Trigo Toluca  F-73 3 0
Cebada Apizaco 3 -0
Avena Putman 3 0
Centeno Elbon 3. 0
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LOS RESULTADCS DE LAS CARACTERISTICAS PARA LA IDENTIFICACION DE AZOSPIRILIM

SE ANOTAN EN EL CUADRO. 5.3

CUADRO 5.3 CARACTERISTICAS PARA LA IDENTIFICACIQN DE AZOSPIRTILIM (Débereiner, 1980)

Medio ms
sin biotina

Morfologfa celular en
‘medio NFb ss + extrac
to de levadura (72 HY

Cepas Medio NFb es
can glucosa
Azospirilium* o+
Jipoferum ’
Azospirilum*
brasilense -

A. brasilense

=7 (coleccitn) -

VT +

Sse +
m - =
¢y -

Cel. pleomSrficas, en forma
de "S" o h8lice con grénu-
los de PBH, movimiento len
tn o ningumo. 1.5 x 5-30 @

Cel. cortas, curveadas, con
grdnulo de PBH, muy mSviles,
1.0x 3.8p

Coo A, Lipoferum,
ocon movimientoe lento.

Coo A li ferum,
Can MOVimiento lento.
1,47 x 5.8 p )

Como A. brasilense
1,47 X258 M

Como A. brasilense
0.35X 27 51

58 = semisSlido
u= nicras

* = Reporta&o por D&bereiner. 1980.

Las lecturas se hiciercn en la temera res:.atbra. xncubamfn 28-30°c duxante

72~96 horas,
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108 RESULTADCS [E MORFOLOGIA COLONTAL DE AZOSPIRILIIM SE ANOTAN EL EL CURDRO 5.4

CUADRO 5.4 . MORFOLOGIA COLANIAL' DE AZ0SPIRILLUM

calor rosa, plana
opaca, circular e
irregular

Cepas Medio agar nutri Medio NFb-extrac Medio de papa

tivo, to de levadra

A. Lipoferum* Difmetyo 3-5 mm Difretro 1-2mm, Didmetro de 3-5mm,

1% color rosa, planas oalor Boo., ele= color rosa, planas

A. brasilense* gecas, opacas y es vadas, secas, o secas, opacas y s

= trelladas. pacas, a trelladas,

res o o

A, brasilense Di&retyo 3-4 mm, Difimetyo de 1-2 ="

Sp- ece, color rosa, pla m. color crema g‘f;mdezi’m
na seca, opaca, planas secas, o ':xena, pdm
cizcuLa:::&s e iwre pr;:?s e {rrequla sjecas eopmacas 1ares.

A, Hpoferum Didmetro 2-3 my, -

VI-2. color rosa, plél Di]&xetf.gol 2 Didmetro 2-3 mm, co-
nas, secas, opa 111 w‘ 1 lor inicialmente Bea.
cas e . das, sec:;s, oa despés amuladas, se

cas o cas, planas, opacas,
* estrelladas,

e mariiie, spases Soloe B s Difetro 2-4m color
planas e irrequla llentn, planas, Bcae]i ¥ despuss ]azu-
res, secas, opacas e r Secas, D.

irre i opacas estrelladas.

Peoe Difretyo 2-3mm, Difmetro 1-2mm,
color amarillo color Beo-amari ?&Btm] 3 2'4’”? il;‘:i':;
pSlido, planas, llento, planas .
secas opacas y opacas, secas i secas,planas,opacas,
estrelladas, e . es *

G Difmetro 2-4am,

Difmetro 2-3mn, co
lor azul-amarillento,

seca plana, opaca, -
estrellada.

' lectura realizada a los 8-10 dias de incubacifn a 28230°C.

* Reportado por Tarrand et al., 1978.



10S RESULTADOS DE LA CARACTERISTICA PRINCIPAL PARA LA IDENTIFICACICON OF -
AZOSPIRILIUM SE ANOIAN EN EL CUADRO 5.5

CUADRO 5.5 Caracterfsticas principales para la identi€icacifn de Nzogoi-
rillum Sp. (Tarrand-Krieq) —
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Pruebas*

A. lipoferum

A. brasilense

Ssc

Requerimiento de
biotina'

Glucosa y Cetogluta
rato como dnica fuen
te de carbono

NEL  ss+ extracto de
levadura, las odlulas
se hacen largas anchas
e inmSviles. (48-72h)

Acicificacitn del me
dio qlucosa y fructo
sa en anaexrcbiosis
(2 semanas).

Crecimiento y acidi-
ficacitn producida a
partir de manitol, ri
bosa y sarbitol (72
horas)

' Realizado en redio NFb ss sin biotina,
n Reportado par Tarrand et al., 1978.
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RILLOM SE ANOTA EN EL CURDRO 5.6

CLADRD 5.6 CARACTERISTICAS PARA LA IDENTIFICACION DE AZOSPIRILIM (Texrand-RKrieq) .

Pruebas’' % de cepas positivas *
Crecimiento en: L3 A sp-7 V<2
Linoferum  brasilense Colecc.

Cetoglutarato 100 ) -
| Citrato 100 9%y 4V -
| Glueanato 100 100 +
Malonato 0 0 +
Acetato :
Oxalato 0

Glicerol 100

Succinato 100

Malato 100

Manitol gy7 Vv

Sorbital 67y 13V

Ribosa WWy27v

Glucosa 100

Arabincsa 67 y27V

Xilosa By7V

Fructosa ©100°

Sacarocsa 0

Lactosa 0

Melcbiosa 0

Bilis 1% 100

MaCl 3% 4]

* Reportado por Tarrand et al., 1878, : o
' lecturas hechas en la tercera reciexbra. Ixn:baci&x .8-30°c, durante 72- 96 hara.s
V = Variable, d = d8bil.
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10S RESULTADOS DE LAS CARACTERISTI.CAS ENZIMATICAS PARA LA EH‘II‘IFICACION o

nZOSPIRRIILMSEANUEANENELCUADRO57

CUADPO 5,7 - CARACTERISTICAS ENZIMATICAS PARA LA IDENI‘II’ICACIQ\I'DE A?OSPIRILLUM
TARRAD-HRIEG, 1978.

!
i PRUEBAS AZOSPIRILLIM
; lipoferum
1
i
i
l
Hidrolisis de
! gelatina 0
!Almidcn .0
} Indol B
i Catalasa 2716y 40d
!
| Esculina 100 -
-Oxidasa 100
Ureasa 100
£ = fuerte

d - débil
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L0S RESULTADOS DE FIJACION DE NITROGENO SE ANOTAN EN EL CURADRO 5.8

CUADRO 5.8  FLJACION DE NITROGENO  FOR AZDSPIRTILIM

Micro-Kjeldhal

Cepas Nitrogeno fijado $ de nitrdgeno’
(ng/cultivo) fijado

BB 750

¢, 750 o w0

Pox 185526 LT unk

Ssc 530 S 06

* Realizado en matraces con medio 16. Tncubado durante 5 dfas a 28~30°C,
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105 RESULTADOS DEL METABOLISMD NITROGENADO DB LAS CEPAS I AZOSPIRTLIIM SE

AOTRAN EN LOS CUADROS 5.9 y 5.10 (cultivos agitados y cultivos estiticos —
respectivamente).

CURDRO 5.9 METABOLISHD NTTROGENADO TE AZOSPIRILUM (cultivo* agitado)

— Cepas
Detemminacitn Ssc
) .R:r ) C4
Nitr6geno cam ’
biomasa (pg) 4 421.05 9 947.37 . 8842.11
NitrSgeno cam : -
amnio (pg) 328.43 ' 218.95 2 23.46
Nitx6geno camo ]
nitritos () 935.56 315 - .0
NitrGgeno camo . ' . :
nitratos (pg) - o 0 0
total (g) 5 685.04 10 481.66 8 865.57
Nitrogeno per - ‘ ) _
| dido al medio . ,
anbiente (ug) 1 244.95 0 .0
en el medio 82.035 151.25 : 127,93
% de nitrégeno - : _ S
desnitrificado - 17.965 -0 R

* E] medio contiene inicialmente 6 930 pg de nit:Ggeno en fam de nitrato)



CUADRO 5.10 METABOLISMO NITROGENADO DE AZOSPIRILIIM (Cul tivo* estatia;)
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DETERMINACION Ssc Pext C4
Ninﬁgsmc camo .
biomasa (ug) 0 2 500 - 1 100
Nitrbgeno como "
amonio (pg) 0 0 0
NitrSgeno como
nitrito (ug) 6 150 6 200
Nitr6geno como
nitrato (ng) 207 1,44
Nitr6geno ‘ : R
total (pg) 6 357 oo T 307,44
Nitr6geno per-
dido al medio~ S
ambiente (ug) 573 ]
% de nitrbgeno en '
el medio 91.73 105,44
%.de nitrégeno 8.27 0 0
(~deanitrificado

* El medio contiene inicialmente 6 930 pg. de nitr en forma de nitratos.
ra
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10S RESULTADOS DEL AISLAMIENTO DE Azospirillum se anotan en el cuadro 5.11

CUADRO 5.11 AISIAMIENTO DE AZOSPIRIIIUM A PARTIR DE [A RIZOSFERA DE CULTIVDS
CE TRIGO DIOCULADSS IN EL INVERNADERO. '

Trigo vgnedad No. de Muestras positivas
Mixdco 8 Aislamientos
inoculado con mes tras

*[0. 20, 0. 40. 50, 6.

Sp~7 (coleccitn)

Testigo (+)
Testigo (=)
$ de infeccifn en

Tratamientos inoculados

Trigo variedad No. de
Zacateca VI 74

mestras
Sp-7 5
VI-I 5
V-2 5
VS-I 5
Ssc 5
Testigo (+) 5
Testigo (=) 5

% de infeccifn en

tratamientos ino-

pculados,

* El primer aislamiento fud realizado cuando las plantulas tenian 72 horas de desa-
rrollo, prevics a la inoculaci&s




I0S RESULTADCS DEINUMERD DE AZOSPIRILIUM POR EL METODO
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CEL NWERO MAS PROBABLE SE ANOTA EN EL CUADRO 5.12

" .
CUADRO 5.12 NUMERO DE AZOSPIRIILM EN EL SUELO EMPLEADO PARA EL:
EXPERIMENTO EN EL INVERNADERO.

TETERMINACIONES EN:

METODO DEL No. MAS PROBAELE
No. DE AZQCRIRILIUM POR GRAMO

DE SUETOs
Suelo antes de inocularlo 1.7 x 102
Suelo despuds de Tratamientos, variedades'
1a cosecha Mhdoo 82 ‘
Sp~7 (coleccifn) 5.8 x J..O4
V-1 1.7 x 10*
V-2 1.7 % 10°
sw-1 1.7 x 10°
Ssc 5.8 x 10°
Testigo (+) 5.8 x 102
Testigo (-) 1.7 x 102
Tratamientos, variedad!
Zacateca VT 74
so-7 5.8 x 10°
V-1 5.8 x 102
V2 5.8 x 10
Sw-1 1.7 x 10°
Ssc 1.7 x 103
Testigo (+) 1.7 %103
Testigo (=) 1.7x 103

* Suelo del Valle de Tolwea

' da trigo.




47
I10S RESULTADOS DE PESO SECO DE LA PARTE AEREA DE IAS PLANTAS DE TRIGO

VARIEDAD MEXICO 82 Y ZACATECA VI 74 RESPECTIVAMENTE SE ANOTAN EN IOS -

CIDROS 5.13 Y 5.14

CURDRD 5.13  DETERMINACION DE PESO SECO (parte aérea) DE LAS PLANTAS
DE TRIGO. .

Variedad de trigo Méxdco B2.

Tratamientos o3 R Blogue ™ B

Sp-7 9.77 . 1.954 1 13.14 1.877
VIl 8.07 1.614 2 12.64 1.805
V-2 9,7 1.94 3 12.2 1.742
Sv-1 7.29 1.458 4 10.97 1567
5sc 7.84 1.568 5 10,37 1.481
Testigo (+) 8.76 1.752
Testigo '(-) 7.89 1.578
ANALTSIS DE VARIANZA
lmente de
Variacién gl o ™ " F chservada P requerida
5% 1%
Total ’ 34 5.159 _
Rloques 4 0.767 0.191 1.077 2.78 4.22
“ratamientos 6 1.114 0.185 1,042 2.51 3.67
Exror 24 4.277 0.178 ‘

Tt = Suma total de tratimientcs
D = Suma total de blogques

Xt = Media de tratamientos

B = Media de bloques



CUADRO 5.14

DETERMINACION DE PESO
DE

’

Variedad de trigo ZACATECAS VT 74

SBO (parta adrea) [E LAS PLANTAS

48

Tratamiento Tt Xt Blogques 1) D

-7 7.08 1.46 1 11.07  1.58
V-1 8.86 1.77 2 10.85 1.55
-2 8.74 1.74 3 11.34 1,62
sv-1 8.52 1.70 4 11.94 1,70
5sc 8.55 1,71 5 12,67 1.81
Testigo (+) 8.19 1.63
Testigo () 7.93 1.58
ANALTSIS DE VARIANZA

FUENTE DE , o

VARTACTOn gl sC M F cbservada F requerida

5% 1%

otal 34 6.77

Bloques 4 0,310 0.077 0,309 . 2.78 4.22
Tratamientes 6 0.447 0.074 0.298 2.51 3.67
Frror 24 6,019 0.250




LOS RESULTADOS DE LA DETERMINACION LE NITROGENO (parte adrea) EN PLANTAS 49
[E TRIGO VARIEDAD ZACATECA VT 74 ¥ MEXICO 82 SE ANDTAN EN I0S CURDROS ~—
5.15 y 5.16 RESPECTIVAMENTE.
QUADRO  5.15 DETERMINACTON DE NITROGEND (de la parte afrea) en plan-
tas & trig
VARTEDAD DE TRIGO ZACATECA VT 74.
TRATAMIENTOS Tt Rt Rlogques i) w
sp~7 140.12  28.02 1 195.47 27.92
-1 152,12 30.42 2 202.50 28,92
V-2 126,00  25.20 3 208.25 29.75
V-1 143.37  28.67 4 209.12 29,87
5sC 140,80  28.16 5 177.05 25.29
Testign (4} 152,17  30.43 '
Testigo (=) 137,80 27.56
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de
variacifn gl sC o) F cbservada F requerida
5% 1%
Total 34 1046.75
Bloques 4 99.02  24.75 0.78 2,78 4,22
Trataniento 6 97,23  16.20 0.51 2,51 3.67
Frror 24 850.49 35.43
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CUADRO 5.16 UDETERMINACION OE NITROGENO (de la parte aSrea) EN PIANTAS DE TRIGO

Variedad M&xico 81
Tratamientos Tt

sp-7 87.5
V-1 82.67.

vi2 121.62°

Vsl 135,37
Ssc 146.75

v

Testigo (+) 134.62

Testigo (<) 106,55

A

ATS.
16.51
A2
_"«f25;671 ;,~ B
s

T2

ANALISIS DE VARLIANZA,

R

o 1s0la0
164.07

®

7’22_.'45'

‘,’22.4:6';

2.3
25.75

23.43

F observada

14.77

123,89
2471

0.597
5.013
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108 KESULTADOS DE LA PRUEBA DE DUNCAN PARA LA VARIEDAD
VEXTOO 82 SE ANOTAN EN EL CURDRO 5.17.

CUADRO 5.17 PRUEBA DE DUNCAN
n = 5 repeticiones X = _§_2
§% = 24.714 n _
=24 L.S. = X
n, = 24 +S- = Y05 prom. - gl)
P = 7 tratamientos .
alfa= 0.05
[ Mo promedio 2 3 4- 3 6 1
t mltiple 2.92 3,07 315 3.22 328 3%
L.S. entre dos SRR
promedics 6.491 6.825 7.003  7.158 7,292 0. 7,358
™ Sso VSl T(+) V2 (=) se-7 V=L

29,35 27,07 26.92 24,32 21,31 17.5 16.51

T* = TRATAMIENIO
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Anilisis fisico y quimito de los suelos.

Ios resultados del cuadro 5.1 indican las caracte-
risticas de los suelos empleados. En la primera columa se
registran 1os datos del suelo a partir del cual se efectus~
el aislamiento y en la segunda columa aquellos que se ob——
servaron en el suelo muestreado para realizar el experimen—-
to en invernadero. Se dbserva que presentan un pH neutro, -
contenido de nitrdgeno total, materia orglnica y nitratos de

baJo a regulares correspondlendo estos dltimos al suelo em
pleado para- la experlmentacuén en invernadero. En tanto -

que los contenidos de fdsforo y potasio asimilables son -
altos, ya que de 22 a 48 kg/Ha de fisforo asimilable son -
catalogados camo de bueno a excelente, para potasio de 111
hasta 447.3 Kg/Ha son clasificados camo de bajo a bueno cb
servindose que en wa de las muestras fug mayor. Respecto-
a la textura ambos son de tipo france arenoso.
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6.2. Aislam:.ento de Azospirillum

Los resultados de la tabla 5.2. indican la pre-
sencia de Azospirillum en estos suelos que se encuentran -
ubicados en una zona de clima templado.

En cuanto al Azospirillum aislado de la raiz ~
de diferentes cereales este resultd bajo lo que indica que
las plantas muestreadas no scn el hospedero adecuado'o - =
bien que la tfcnica de desinfeccién de rafces. fud my drés-
tica elﬁru’nando a la mayor. parte de la flora, ya gue en los
aislamientos procedentes de rafces se cbservd no sblo w -
menor nlmero de tubos positivos sino en general menor desa-
rrollo de otros mcroorganlsmos.

- La purificacitn de Azosplrllltm en maestras de
suelo y rafoes fuf impedida por la presencia de. contaminan-
tes tales camo bastanes moviles. o no, bacilos y cocos Gram-
negativos, lcs“que se cbservaron en gran abundancia en los-
tubos procedentes de la primera seleccifn.

Estos resultados concuerdan can los. repartados-
pQr Alvarez, 1983; pues reporta dificultades para efectuar-
el aislamiento de Azospirillum de otros microorganismos ——
di%zotréficos que se desarrollan bien en este medio de cul-
tivo, ‘ ’ ‘

6.3. Caracterizacitn de Azospirillum

Les cuadres 5.3. y 5.4 muestran los resultados -
te marfologia colonial de Azospirillum en medios de culti-
Yos d.lf.arantes, se cbserva que hay gran similitud entre la
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morfologia colonial reportada por la literatura y las cepas
aisladas, pues en'genei:al el color, el didmetro y la consis
tencia de las colonias permiten ubicar a las cepas aisladas
dentro del género Azospirillum.

.La observacitn de las caracteristicas para la -
identificacidn de especies de Azospirillum seglin los crite-
rios propuestos por Dohereiner, indican que la cepa 5sc cum -
ple con las caracteristicas para ser considerada como Azos-
pirillum lipoferum pues:

- Crece bien en medio NFb con glucosa semisSli=-
do.

- Requiere de biotina para su crecimiento.

~ En medio NFb semistlido mis extracto de leva-
dura presenta cZlulas pleamdrficas en forma -

de "S" o hélice can movimiento lento.
Mientras que las cepas Pax y C 4 cuplen con las

caracteristicas para ser consideradas camo Azospirillum bra
silense y estas caracteristicas son cantrarias a las que —

presenta Azospirillum lipoferum.

En cuanto a sus dimensiones, Azospirillum lipo -
ferum es mds grande que Azospirillum brasilense. aAsi, la ce
pa 5sc mide 1.47 x 5.88 micras y las cepas: Pox mide 1.47 -

x 2.94 micras, Cq 0.35 x 2.94 micras.

En la cbservacifn microsc@pica de los cultivos~
se cbservd a las 24 haras de desarrollo ambas especies scn-
mSviles con morfologia celular similar. Azospirillum lipo—
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ferunm presenta plecmorfismo después de las 72-96 horas de—
desarrollo y Azospirillum brasilense no presenta cambios -

en su morfologia. celular en cultivos de 6~7 dias. En culti-
vos de mSs de una semana de desarrollo se cbservaron formas
semejante a quistes en las cepas de ambas especies.

Lamm y Neyra ‘en 1981 reportan que en incubacio-
nes prolongadas de cultivos de Azospirillum sp. en medios -
semisblidos y sBlidos se produce el engrosamiento de la pé—-
red y se farman estructuras ovoides llamados cistos y proba
ron que los cultivos con abundantes cistos son mis resisten
tes a la desecacifn que los cultivos con cglulas vegetati—

"vas. Ellos sugieren que la producci®n de cistos representa-
. un mecanismo para que Azospirillum persista en la rizosfera
durante condicicnes desfavorables del medio ambiente.

En el cuadro 5.5 se muestran las caracterfsticas
para ‘la identificacifn de Azospirillum, seg(n los criterios-
propuestos por Tarrand y Krieg con los que se confirmd la —-
identificacifn dbtenida con base a los criterios propuestos-

El cuadro .5.6 muestra :oesultados de crecimiento-
de Azospirillum con diferentes'fuentes de carbono, estas —
pruebas son miy variables tanto en las cepas de colecci€n -
camo en las cepas aisladas. ¥ se observa que la cepa Ssc con
siderada camo A. lipoferum desarrolla bién usando caw @ni-
ca fuente de carbono a la sacarosa. Segin los reportes encon
trados en la literatura el género Azospirillum es incapaz de
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crecer en medio con sacarosa, malonato y caxalato. Sin em- -
bargo es necesario considerar que en este tipo de pruebas -
hay variabilidad adn en cepas que corresponden a la misma -
especie; y que de las pruebas realizadasla mayor parte coin
cidi6 con las reportadas para el microorganismo en estudio.

En las pruebas enzindticas presentadas en el —
cuadro 5.7 se cbservd gran similitud entre las cepas aisla--
das y las reportadas por la literatura, las tres primeras -
pruebas son negativas y las tres dltimas scon positivas para
el género Azospirillum y solamente la prueba de la catalasa

da resultados de fuerte, dbil y negativa. La Gnica cepa —
que di8 negativa esta prueba fué la Pox; la cepa C g Y S5sc
fueren catalasa positiva.

De acuerdo con los resultados cbtenidos se pien
sa que las pruebas que ofrecen mayor ventaja para la identi
ficacién de la especie de Azospirillum son las presentadas
en el cuadro 5.5. segln los criterios descritos previamente
por Débereiner. Y que las otras pruebas son fitiles Ipara te—
rer una mayor informacifén scbre la fisiologia de las dife—
rentes. cepas de Azospirillum, que su variabilidad no permi-
te emplearlas camo parénetros para la separaciln de espe- -

cies.

Evaluacifn de Azospirillum
Fijacién de nitrSgenc atmosférico

De acuerdo con los resultados cbtenidos por el-
métode de microkjeldhal cuadro 5.8 se encontrd cue la cepa -
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con mayor capacidad de fijacifn corresponde a Pox con — ——
1 855.26 microgramos por 50 ml del cultivo, después las ce-
pas Sp~7 de coleccién y la C 4 ambas can 750 microgramos por

50 ml del cultivo, la de menor capacidad fué la cepa 5sc -
can 530 microgramos por 50 ml de cultivo .

Los valores obtenidos con la cepa Sp-7 de colec
cifn se tamaron camw referencia, debid a que estudios pre-
vios han demostrado que es una cepa con gran capacidad de -
fijacifn de nitrtgeno. (Cohen et al., 1980).

6.4.2. Evaluaci®n de la desnitrificacidn

El cuadro 5.9 muestra los resultados de los - -
cultivos agitados, se observa que: la cantidad de nitrfge-
no en forma de biamasa es alta, hay poca cantidad de nitré-
geno caw amonio, la cantidad de nitrégeno cam nitrito es
td ligeramente elevada en dos de las cepas y no hay nitr6-
geno en farma de nitrato en el medio de cultivo. Esto indi-
ca que se llevd a cabo la reduccidn total de nitratos a amo
nio lo que ocasiond una elevada producc16n de biomasa. Esto
corrobora los reportes de la literatura que indican que en
condiciones de aercbiosis se lleva a cabo la asimilacifn de
nitratos v la desnitrificacifa es nula. '

En tanto que la cepa 5sc mostro un camdortamien
‘to atiplco ya que si desnitrifich.

En el cuadro 5.10 se muestran los resultadcs de
los cultivos estdticos (condiciones limitadas de axigeno).-
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Bajo estas condiciones se tiene que: la cantidad de bicmasa
es menor camparada con. los cultives agitados, no se detectd
presencia de nitrbdgeno en forma de amonio; hay presencia de
nitritos en el medio de cultivo de todas las cepas y esta -
ligeramente elevado, la presencia de nitratos en todos los-
cultivos es ba'ja. Esto sugilere que en candicicones lj_mitadasl
de oxigeno se lleva a cabo la desasimilacién de nitratos.
Por lo tanto conforme a los resultados cbteni——
dos, se piensa que las cepas elegibles son: en primer térmi
no la cepa Pox por presentar mia mayor capacidad de fija—
cifn de nitrx&geno y no desnitrifica, en segundo t&rmino te-
nemos a la cepa C, por camportarse de forma similar a la ce
pa Sp=7 de colecci®n en la fijacitn de nitrdgeno y no pre—
sentar desnitrificacién, por Gltimo tenemos a la cepa 5sc -
aunque sus valores de fijacidn de nitrdgenn fueron los més-
baj‘os camparados con ias dos cepas anteriores, se encuentra
todavia dentro de los rangos para ser considerada como una-—
cepa recamendable para la inoculacidn ya que presenta baja-
capacidad de desnitrificacién.

6.4.3. Los resultados del cuadro 5.12 indican la exis-

“tencia deAzospirillum en los suelos en estudio, sin em—
bargo este microorganismo nativo no fu€ capaz de infectar -
a las variedades de trigo en estudio, lo c"._{ue se observa en-
los resultados del cuadro 5.11 en donde no se detect6 in—
feccifn en los tratamientos testigo. ‘
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En"tanto que las 5 cepas prabadas infectaron sa-
tisfactoriamente a las dos variedades y la infeccifn aumen-
t8 a través del desarrollo del cultivo cbteni&ndose el 100%
de infeccibn en el Gltimo muestreo realizado en las dos va-
riedades estudiadas.

Al comparar estos resultados' con los obtenidos-
-en un trabajo previo en esta misma regidn realizado por Ota
ke et al, 1985. En. el que se empleb malz camo hospedero —
Y se realizé en condiciones de canpQ, se observa variabili-
dad. Se encontxb que el Azogpirillum nativo que no infectd
al trigo si infecta al mafz. Se repoarta que la inoculacitn-
favorecid el proceso de infeccitn cbtenidndose el 60% de --
faices.infectadas en tanto que en los testigos solo alcan -
zaron el 22%, la infeccifn alcanzé su néxima expresidn du—
rante la floracidn paré declinar postericmmente. Esto no =
coinci_de .con nuestros resultados, sin embargo se debe consi
derar que las condiciones de invernadero favarecen la fisio
logia de la planta, en tanto que en condiciones de cawpo la
fisiologia de la bacteria, de la planta y consecuentemente-
de la asociacidn son afectadas par los canbios ambientales-
camo estos autores lo mencionan y atribuyen la declinacidn-
de la infeccifn a uwna helada que afectd al cultivo antes de
efectuar el Gltimo muestreo que se realizd en la madurez —
fisiolbgica del cultivo.

‘De los resultados obtenidos cuadro 5.12 se ob -

serva que las cepas nativas de Azospirillum en el suelo se
encuentran en una concentracién my baja, mientras que en-




60
los suelos después de la cosecha aumentd ligeramente la can
tidad de Azospirillum para el suelo donde se sembrd la va—
riedad de trigo Mixioo 82 y en menor cantidad para el suelo
donde se sembr® la variedad Zacateca VI-74.

Es conveniente efectuar un seguimiento de la so-
brevivencia en el suelo de las cepas introducidas, ya que -
esta es una de las caracteristicas que deben rewnir las ce-
pas que se recomienda para la fabricacifn de inoculantes.

En el cuadro 5.13 se cbserva que el pesb seco de
la parte adrea de la variedad de trigo MExico 82 fud muy va
riable y no se registraron diferencias estadisticamente sig
nificativas.

Los resultados de peso seco y nitrSgeno de la —
parte area (cuadro 5.14 y 5.15) indican que en la variedad
Zacateca VI' 74 se registrd un mayor peso en los tratamien—
tos inoculados, excepto en el que fué inoculado con la cepa
de coleccidn, sin embargo en el anilisis estadistico no se-
encontraron diferencias significativas y en cuanto a conte-
nido dé nitrdgeno también fueron muy varisbles.

En los cuadros 5.16 y 5.17 se reportan los re -
sultados del contenido de nitrdgeno en la variedad de trigo
MExico 82 y la prueba de Duncan muestra que el tratamiento-

5sc es significativamente diferente a los otros tratamien—
tos empleados. Es importante hace notar que esta cepa co -

rresponde a la aislada de la regidn y que prcbapblemente no
tuvo prablemas de adaptacifn al suelo en este estudio. Pero
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este resultado no coincide con las pruebas de laboratorio,-
va que fué la cepa que £ijd menor cantidad de nitrSgeno at-
mosférico. Los tratamientos V-1 y VI-2 resultarcn simila -
res al testigo adicicnado de nitrfgeno y fueron mayores al -
testigo sin nitrSgeno, pero no hay diferencia significativa
entre ellos. En cuanto a la zepa 5p~7 y V-1 fueron las cue’
dieron los valores mis bajos, a pvesar de que en trahajos —
vrevios se les ha establecido camo cepas altamente fijado— .
ras de nitrdgeno.
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RECOMENDACIONES

De las cepas en estudio la Ssc fug caracteri-
zada camo A. lipoferum, en tanto que la Pox -
Y C4 cano A. brasilenge.

Presencia de Azospirillum en los suelos en es
tudio.

La flora existente no es capaz de establecer—
asociacifn can la graminea en estudio.

Los resultados cbtenidos de la fijacidn de ni

* trbgeno in vitro no se relacionan con el com~

portamiento de las cepas en presencia del hos
pedero.
Ia inoculaci6n favorece la infeccidn.

Se recamienda hacer mas estudios del efecto -
de estos microorganismo sobre el desarrollo -
de las plantas. Y emplear el hospedero del —
que fueron aisladas las cepas, ya que este -
factor puede ser el que limita la expresitn -
de la fijacién de nitrégeno.
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8. ANEX O

Medio 1 | |
Medio NFb semis6lido libre de ni

Acido suscinico . _ 5.0 g/1
K HPO, g f‘.lf G a 0',5. "
MgS0,.  TH,O a2
NaCl ‘ et o 0.1 "
caCl, T i g 0.02 "
4Na2b'b04 . HZO o . 0.002"
MnS0,. H,0 R 0.01 "
FeEDTA . (solucifin al. 1.64%) 4 ml
Azul de bramotimol (solucidn alcoholica al 5%) 2 ml
Biotina (solucidn al 0.01%) 1ml
KoH 4.5 g/1

Ajustar el pH 6.8 - 7.2 con solucién de NaOH al 10%, agregar
1.75 gramos de agar previamente diswelto, campletar el volu-
men a 1 litro. Esterilizar en auteoclave a 121°C durante 15 -
minutos. (Albrecht, 1980).

Medio 2

. Medio NFB- s61ido

Igual al medio 1, pero sin biotina y con 20 miligramos de ex-
tracto de levadura y 15 g/1 de agar. Dobersiner, 1980.

Medio 3

Medio LIC (infusién de papa)
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Hervir durante 20 minutos 200 gramos de papa cortadas con -
cdscara en un litro de agua, filtrar con algodén o.gasa. —
Restablecer el volumen inicial. Adicicnar 2.5 gramps de &ci
do succinico, 2.5 gramos de azlicar cavercial y 2.5 gramos -
de KOH. Ajustar el pH a 6.8. Agregar 1 ml de solucifn de —
biotina al 0.01% y 15 gramos de agar Esterilizar en antocla
ve a 121°C durante 15 minutos. (Doberemer, "1980).

Medio 4

Agar nutritivo

Extracto de carne 3g/1
Peptona 5
Agar | 16
o 7.0% 2

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio 5

msb».glucosa semisSlido

Igual al medio 1, pero.sustituyendo el &cido succfnico por —
glucosa (0.12)y sin indicador. (DGbereiner, 1980).

Medio 6

NFb sin biotina

Identico al medio 1 pero sin Biotina

Medio 7
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NFb semi sblido mas extracto de levadura
Igual al medio 1 pero con 50 miligramos de extracto de leva
dura, sin biotina.(Ddbereiner, 1980; Tarrand; et al., 1978).

Medio 8

NFb con diferentes fuentes de azficares y &cidos orgénicos @

mo fuente de carbono.

Similar al medic NFb medio 1, pero sustituyendo el &cido suc
cinico por las fuentes de cargono a prabar; adicicnandose es
tos en una concentracidn de 1% vara azfcares y de 0.5% para-
&cidos orgédnicos. En el medio glucosa-peptna estos se adi—
cionaron en una concentracidén de 0.5% para terér uma concen-—
tracién final de 1%. Para la prueba de desarrollo y produc -
cidn de acidez los medios glucosa y fructosa en anaerchbiosis
se adiciond a los tubos una capa de parafina scbre la super-
ficie del medio, después de inocular. (Tarrand, et al., 19—
78) . :

Medio 9
Hidr6lisis de gelatina

Medio gelatina nutritiva

Peptona de carne 5.0 g/1 . i
'Extracto de came ’ 3.0g/1 i
Gelatina _ 120.0 g/1

pH _ ’ 7.0t 0.2

Disolver y esterilizar con cuidado 10 minutos a 115°C. (Difoo
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Laboratorios 1953).

Medio 10

HidrS8lisis de almidén

Esta prueba se realizbé con el medio de agar nutritivo mSs -
0.2% de almidbn.

‘Medio 11

Prueba de indol
Caldo triptona

Peptona de caseina 10.0 g/
Cloruro de sodio 5.0 g/1
pH . 7.0 + 0.2

Disolver y distribuir en tubos, esterilizar en autoclave, -
incubar 48-72 horas a 28-30°C, posteriormente recubrir el -
medio de cultivo con una capa (de 0.5 can. de altura, aproxi
madamente) de reactivo de Ehrlich o Kovac, en caso de culti
vo indol positivo, la capa de reactivo tama wn color rojo -
cereza al cabo de pocos minutos.

"Reactivo de Ehrlich o Kovac

P-dimetilbenzaldehido 5.0 g
Alcchol Amflico 75.0 ml
. KC1 can. 25.0

Disolver el P-dimetilbenzaldehfdo en el alcchol amflico y -
agregar al &cido clorohfdrido (el reactivo es de colar ama-
rillo). )
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Medio 12
Prueba de catalasa

A una mestra de cultivo desarrollado en el medio 1 durante

48 horas a 28-30, se le adicicné wna gota de H,0, al 6%.

Medio 13

Prueba de esculiné
El medio.empleado fué igual al medio 1, sustituyendo el &ci-
 do suscTnico por la esculina (concentracidn 1%).

Medio 14

Prueba de oxidasa _

Pocas gotas de solucidn al 1% del sustrato recientemente pre-
parado, de clorhidrato de dimetil parafenilendiamina se puso~
en centacto con las colonias del microorganismo desarrolla —
das en medi o NFb (Medio 1).Ios microorganismos productores -
de oxidaga taman wn color rosa, después marrany y finalmente -
regro. Los microorganismos oxidasa negativo no producen cam—
b]}OS de color en las colonias.

Medio 15

Caldo urea

Extracto de levadura 0.1 g/i'
Potasio dihidrogenofosfato - 9.1 "
Disodio hidrogencfosfato ' - 9.5 "

Urea 20.0 *
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Rojo de fenol 0.01 g/1
oH ' 7.0 £ 0.2

Disolver calentando a 60°C camo méximo; esterilizar por fil
tracifn o calentando en mamita de.vapor 'por5 minutos. No-
esterilizar en autoclave.

Los microorganismos que utilizan urea producen—
un viraje del indicador hacia el rojo y eventualmente su -~
crecimiento produce turbidez del medio de cultivo. (Difco =
Laboratories, 1953).

Medio 16
NFb liquido mds 0.08% de agar

Similar al medio 1, pero sin indicador y con 0.08% de agar.
(D8bereiner, 1980).

Medio 17

NFb lfquido més nitrato de potasio '

Igual al medio.l adicionado de’l g/l de NO’3K*,'1' sin indicador
y sin agar. (Dobereiner, 1980).

Medio 18

Solucién NFb
Identico al medio 1, pero sin &cido succinico, sin indica -
dor y sin agar. (Dobereiner, 1980).
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Medio 19

NFb- semis6lido para NMP

Igual al medio 1, pero con 0.5 g/l de &cido succinico y —
con 0.05 g/l de azficar cawercial. (Dobereiner 1980).
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