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l. INTRODUCCION 

La prcxlucción rrunáial de cereales caro el trigo ha a~ 

rrentado enormerrente durante las·últimas.décadas y es neces~ 

rio increrrentarla todavfa más si.se.quiere dar al:i.rrento a 

una ¡;:ablaci6n creciente. Hasta ahora esto se ha logrado~ 

diante la aplicación de fertilizantes químicos nitrcgenados 

que se estan haciendo _prohibitiws .?Gr su encarecimiento, -

dado que su fabricaci6n y distribuci6n requiere del consurro 

de enercfiticos. 

Una alternativa para elevar la producción agrícola y -

econanizar fertilizantes nitrogenados, es el desarrollo de 

estudios en el área de la fijación biológica del nitrógeno, 

la cual actua.lnente es tema de estudio en diferentes insti­

tuciones de investigación, particulanrente en lo referente­

ª la fertilización nitrogenada de las grarrúneas con bacte-­

rias del cfinero Azospiril:um. 

Aunque los procesos naturales bacterianos y los proce­

sos qu.írnicos industriales, de f onnaci6n de arroniaro, preci­

san la misma energía por unidad de nitrógeno fijado - - - -

(t 15 000 Kcal./Kg)se del::e tomar en cuenta que en la fijación 

industrial se obtiene del gas natural y derivados del pe~ 

leo(citado por Alvarez y Lemos-Pastrana) el cual es un re-­

curso no renovable y esto explica que los costos aumentarán 

considerablemmte en el transcurso del tiempo. 

Uno de los pasos rnás importantes en la investigaci6n -

tendiente a lograr una fijaci6n biológica de nitr6geno en­

plantas no leguminosa fué dado por n:5bereiner al descubrir-
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la relación que existe entre una bacteria fijadora libre, -

Azospirillum ~.con las raices de algunos pastos forrajeros 

y algunas gramíneas. 

Azospirillum ~· se ha encontrado~ más de 50 % de -

los suelos de los paises tropicales estudiados y se ha re-­

p::>rtado una ganancia de 30-40 Kg., de N;1ia., debido a la -

fijación biol6gica en los suelos inoculack>s. (citado :i;or ~ 

Alvarez y Lerros-Pastrana, 1980). 

Se considera por lo tanto necesario evaluar el efecto­

de la inoculación de cepas nativas de Azospirillum en el d~ 

sarrollo de trigo, para la posible utilización de este ré­

curso en la fertilización de los suelos agr!colas destina-­

dos a estos cultivos. 
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2. O B J E T I V.O S 

2.·1. Objetivo General 

Evaluar el efecto de la .infección de Azospiri­

lum en el desarrollo_ de trigo, para la :posi-­

ble preparación de.- un_ inoculante que sea util.f. 

zado en l~ fertilización de los suelos agríco-

-las destinados a estos cultivos. 

2.2. Objetivos Específicos 

2. 2. l. Aislamiento de Azospirilurn .§E.· a partir de raf 

ces de 6 tipos de gramíneas cultivados en el -

estado de M3xioo. 

2.2.2. Identificación de las cepas aisladas y de - -

otras aisladas en trabajos previos. 

2.-2.3. Determinar la infectividad de Azo~irillurn en 

la riz6sfera de dos variedad.es de trigo, adap­

tadas a los suelos en estudio. 

2.2.4. Detenn:i.nar el efacto de la asociación entre -

las diferentes cepas y las variedades de trigo 

empleadas. 

2.2.5. Seleccionar a las cepas infectivas y efectivas 

en la fijación del nitr6geno. 
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3. G E N E R A L I D A D E S 

3. l. Aislamiento de Azospirilum 

Spirillum lipoferurn (Azospirillum ~·) fué pri­

nerarrente aislado y descrito por Beijerinck - -­

(1925) en Holanda, pero durante casi 50 años per-

maneció ignorado, hasta que fué redescubierto en 

Brasil. (BulCM y °ct5bereiner, 1975, Day y DOberei­

ner 1976). la distrifución ecol6gica de este mi -

croorganisrro, considerada.por.D&ereiner et al.,­

.(1976) . caco característica de los suelos tropica­

les,. ha derrostrado ser más anplia, pues en Argen­

tina se ha aislado hasta de los suelos de la Pata 

gania (citado par Alvarez, 1983). El aislamiento­

de Azospirillum se ha realizado de diversas plan­

tas corro puede verse en el cuadro 3.1. 

El Aislamiento de Azospirilurn ~· es muy sinple,­

basta serobrar un pequeño trozo de ra!z de aproximadamente -

0.5 a 1 cm., de longitud en nedio mb semisólido, para ob~ 

rer al- cabo de unos poros días el desarrollo del mic:roorga­

nism:> buscado. Sin embargo la purificación suele ser basta!!_ 

te dif!cil porque los· contaminantes supuestarrente oligoni~ 

~ófilos, desarrollan nuy bien en este nroio y al estriar -

el material en caja pred.cmina sobre Azospirillum sp. , mu- -

ch.os de estos contaminantes son bastones Gram negativos, rro 
. -

vile o no que aisladas en cultivos puros muestran una acti­

vidad nitrogen~sica reducida. (Alva.rez, 1983} ~ Es por lo -



CtW:lRO 3.1 

Plantas loutor Fa!s Aío 

Pastos ~ DObere:iner V Day BEasil 1975 
les y na!z (15) 

Atroz D!!iJeminer et al. Brasil 1976 
(13) 

~ ~etal. Cal.ifacn!a 1977 
cectilcn (18) 

AxxoZ, Ml!z y &iba Rao "India 1979 
~ (42) 

Panicum. ~ 'fyler et al. B::mdlx' y 1979 
(45) VeDezmla 

Cyi:e~ Kielo et al. F1nlardia 1981 
. (22) 

qmtia Rao et:dt 
. ( lDlfa 1982 

~a 

ti. 
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tanto necesario, antes , de . estriar. la n:ezcla. bacteriana en­

cajas de Petri, obtener el mayor enriqueclin.ien to de Azospi­

rillum, que se logra facil.nante por resiembra sucesiva de -

tubo a tubo. 

La adici6n de rojo congo a·los rredios de cultivo­

(PJ::xidguez Caceres, 1982) facilitan el reconocimiento de -

las colonias de AzospiXillum sp. , pero en muchos casos - -

otros microorganisrros cuyas colonias se parecen a las de -­

Azospirillum §?.·i tarrbiim concentran el colorante, por lo­

que es necesaria la observaci6n cuidadosa al microscopio. -

(Alvarez 1983) • 

3.2 Identificación de Azospirilum 

Las cepas aisladas, desarrolladas en el :med.!J se­
mis5lido de malato dan origen a una pel.1'.cula superficial -

blanca y densa, carrpuesta de espirilos semejantes a una -

rosca de.oorcho, los que se mueven rapidarrente hacia atras­

Y hacia adelante en linea recta, son Gram negativos, ccn 5 

a 15 micrones de largo por aproxi.madarrente 1 micrón de an­

cho, presentan gránulos de polibetahidróxibut.irato (PHB) y 

poseen actividad nitrogenásica. Se reconocen dos especies,­

art'bas son pleatiSrficas. (Lanm et al~,1981). 

~· 1ipoferum fonna grandes células vegetativas -

en forma de S después de 72 horas de.crecimiento. Después -

de incubaciones prolongadas en rredio sólido y semis6lido, -

los cultivos presei1tan estructuras ovoides con pared difusa 

y son aproxirnadarrente de 2. 5 micras de diámetro por 3 .15 m_i 

eras de largo. Los cultivos ricos en cistos sen más resis-
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tentes a la desecación que los cultivos nonro.les .. vegetati­

vos, por. lo.qua se piensa_que .los cistas.. representan un ITe­

canismo para que Azosoirillum pueda persistir en la riz6f~ 

ra bajo condiciones de un rredio ambiente desfavorable. Sin­

errbargo los datos no han sido probados para deirostrar su P-9, 

tencial de resistencia. En 1980 Berg et al., reportó la fCE, 

maci6n de estructuras capsuladas, las cuales fueron capaces 

de reducir c2H2 en medio sólido libre de nitrógeno. (Lamn -

et al. , 1981) • 

Esta propiedad sumada a la habilidad de utilizar al -

N6j caro aceptor final de electrones en la .respiración ana­

erobia y de acidificar al rned.io a partir de fructosa penni­

te ubicar a los microorganismos aislados en el género Azos­

pirillum ( Tarrand et al., 1978) y diferenciarlos así de­

otros espirilos fijadores de nitróg'eno. 

3.2.2. Iaentificaci6n de las especies de Azospirillum 

Para. ello se :i::eali~an _pruebas bioquímicas y fisio 

lógicas que incluyen :rrorfolog!a celular en rredio NFb semi­

sólidc más extracto de levadura ( a las 72 horas de desa­

rrollo) .requerimientos de biotina, utilizaci6n de glucosa­

ªpartir de glucosa-pept.ona en 96 horas de desarrollo, ha­

bilidad de producir acida.1 a partir de glucosa en rredios­

anaerobios y algunas pruebas enzirnaticas cano son hidróli­

sis de gelatina, indol, catalasa, oxidasa, ureasa etc. 'lb-­

das estas pruebas fueron realizadas por 'l'arrand-Krieg-DO -
bereiner, 1978. 
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Identificación de Azos12irillum por técnicas i~ 

n.ológicas. 

Las especi~s y gru¡;x:>s de Azospirillum han sido -

caracterizadas serológicarrente por Schank et al., 1979; - -

De-polli et al., 1980. Por aplicaci6n de técnicas de anti-

cuerpos fluorescentes, De-polli reporta una difer~ciaci6n­

reducida entre las es¡:ecies de-!!· lipoferum y~· Brasilense 

provenientes de diferentes plantas huéspedes específicas de 

grupo. (citado por Ladha et al., 1982). 

De la asociación Azo§Pirillum. con arroz fué aisla 

do y caracterizado éste rnicroorganiSIIO. por Ladba. et al, -

1982, _,_;quienes emplearon para su .identificación técnicas -

de inmunodifusión e inmunofluorescenc.ia; en este experimen­

to el antisuero de dos cepas de Azospirillum lipqferum pro­

dujeron una pequeña banda de precipitación tanto oon -!!·..l_i­

PS?fe~ cerro con f!:. brasilense. I.os Antisueros de dos cepas 
'. ~ ?! 

de ~· .Ji:ipoferum y una cepa :.ae ~· .órasilense pra:iujeron una-
sola banda de precipitación con la es:p=cie de su res¡;:ectiva 

especie. Las reacciones de anticU3rp0s fluorescentes con -

Azospirillum fueron especies es¡;:ecíncas; la especificidad 

de estos anticuerpos fluorescentes y antisooros fueren ade­

más probados .con ·otros ~ospirillun. 

Las antígenos de cultivos viejos rrostraron nejor­

reacción de innllnofluorescencia, pero solarrente con sus re! 

pectivos gru:¡;:os, la reacción fué nenos intensa cuando se 6_!l 

plearon cultivos de rrenos de 24 horas de desarrollo. Esto -

sugiere que los antígenos viejos pueden ser usados para la 



sustituyendo las ecuaciones (4.12a), (4.12b) y (4.13) en la ecuación 

4.11 se obtiene: 

o bien 

"'' ( ,. Rgh (f,. -t. )/2 

.. 

(4.14) 

Cuando las fases f y (Jl. son un 1 fquido y un gas respectivamente,el án­
gulo de contacto ( 9) entre la interfase y el vidrio es próximo a cero. 

o . -. : ' 
Con un valor de g = O y con una interfase de forma esférica; 1 a i nter-
fase es un hemisferio y el radio R se hace igual al radio r del tubo 
capilar. Si además 1 a den si dad de 1 a fase o( e·s desprecia_bl e frente a f , 
como ocurre con el aire frente a los 1 íquidos ,entonces la-ecuación 

· antérior se simplifica a 

~ = 1/2 p g h r -• • • 
. Ir 

(4,15) 

para l;I =Oº y 

donde 
'( = tensión superficial del líquido 
r " radio interno del capilar _-. , , > ' 
h = altura alcanzada por el lfquido_en~eL:f~térior del capilar 

fia = densidad del lfquido que ascie~~~]~fi~e}E~~ll_ilar 
g = constante de gravedad __ < > - < · 

Esta ecuación permite calcular la r¡:Ae'.:un lfquido de densidad cono­
cida;midiendo la altura que este alc~~~él'.en el interior de un capilar 
de radio determinado. --' - - . - , --

,'"')('¡ 
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identificaci6n de Azospirillum de la misma especie. (Ladha­

et al., 1982). 

3.3. TaxonCJ!Úa de Azospirillum ~· 

Azospirillum §E· en un principio fue clasificado­

conn Spirillum lipo!erum (bacteria descrita por Beijerink 

1925), debido a la falta de estudio sobre esta bacteria no 

fué incluida en la Edición del Manual de Bergey (1975). Es­

t\.rlios minuciosos de 60 estirpes aisladas de suelos y raí­

ces de los diferentes continentes (Europa, Africa, Asia y­

Arrérica) revelaran la necesidad de una reclasifi.cación - -

(Tarrand et al., 1978) • Con bases en estudios .de. rNA hom6 -

logos y nurrerosas.características fisiológicas se estable­

ció un nuevo género cm dos especies, Azospiriilum li'poferum 

!!!1! y Azospirillum brasilense. Azospirillum brasilense ha 

sido dividido en 2 grupos: Nir + (ccn habilidad para denitr.f_ 

ficar) y Nir- (sin habilidad para denitrificar). 

3.4. 

3.4.i 

Efecto de la inoculaci6n con Azos12irillum en di­

ferentes cultivos. 

Inoculación en graruileas 

los prirceros investigadores·scbre la fijacioo de 

nitrógeno por asociacioo bactaria-rizosfera en pastos fue­

ron oObere.i.rier y colaboradores en Brasil. De particular im-

portancia fué el hallazgo de la asociación en la rizosf era­

de Paspallum notatum con Azotabacter paspali (Df:breíner et 

al,11972) que se report6 caro específiCa al genotipo del pas 
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to; sin errbargo, en estos experirrentos, la actividad nitro­

genásica fué muy baja. Otras asociaciones estudiadas corre~ 

panden a la bacteria Beijerinkia indica con caña de azúcar- · 

(r:illiereiner et al., 197:?) • 

En 1974 oObereiner y Day aislaron AzoSPirillum -

brasilense (forrralrrente conocido en ese entooces cario Spir1:_ 

llum liooferum de "Transvala" digit (Digitaria decumbens} -

y la bacteria fué recuperada nuevarrente de este pasto en la 

estación ex¡;:erirrental de Florida. Las raíces que presenta-­

ban alta fijación de nitr6ge..'1o fueron seleccionadas .. M.'=di~ 

te.cortes.citológicos obsevaron que.la célula cortical de -

las raíces se encontraban llenas de bacterias.que parecian­

Azospirillum brasilense en rredida y morfología; este trab~ 

jo citológico sugirió una asociación entre Azospirillum - -

brasilense y Digitada decumbens. 

Schank et al., 1975; trabajando con Azospirillum­

brasilense y Digitairia decumbens al hacer un balance de ni­

trógeno reportan una ganancia de 200 Kg/Ha. (Citado por Taz 

lor en 1979). 

En 1979 R~ W. Taylor estudi6 la respuasta de dos­

pastos inoculados con Azo§Pirillum §e. 1 en suelos desarro -

llados en piedra caliza procedentes de las Baharras: para -

ello errple6 los pastos: Pennisetum arrericanum y Panicum ~­

~' serrbrandolos en estos suelos fertilizados con una P!;, 

queña cantidad de nitr6geno y los inoa.üó con un cultivo -

rrezclado con dos espacies de Azospirillum. Obtuvo un rendí-
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miento significativarrente elevado de materia seca al a:mpa­

rarlo con el control no inoculado. I..os resultados en Pani­

~ rnaximun fueron elevados pero no hubo diferencia signif:!:._ 

cativa al ccrnpararlos con el testigo. En tanto encontraron-

;.· una asociación ben€fica para la fijación de nitrógeno entre 

Pennfoetum arrericanum y el organisrro Azosoirillum . 

Cohen et al., 1980, estudiaron .el efecto de la -

inoculación de diferentes esfScies de Azospirillum en maíz 

y §.· italica bajo diferentes nedios ambientes controlados­

y diferentes tipos de suelos en jarras de I.eonard. Las dif~ 

:rentes bacterias examinadas fUeron Azospirillum.brasilense­

(Sp-7, Sp-80, c.d, y Cd-1). ws suelos utilizados fueron: un 

suelo arenoso, uno franco arcilloso y un suelo tipo Loess.­

M;diante este exp=rirrento ellos derrostraron que la inocula­

ci6n con Azospirillun incrementa significativarrente el % de 

reducción de cz=i2, peso seco, contenido de nitrógeno total­

en raices y brotes tanto en las plantas de maíz corro en las 

plantas de .§.. italica corrparado con los controles no inocu­

lados. Tarrbién observaron que las plantas asociadas ccn - -

Azospírillum se desarrollan rrejor con niveles pequeños de -

nitrógeno combinado inicial.rrente en el suelo. Otros experi­

mentos previos rechos por Smith, 1976.se reportan incrernen-
. ' 

tos significativos de peso· seco de Pennisetum y Panicum con 

niveles rredios de fertilización de nitrógeno. Por lo ante-­

rior se puede concluir que la asociación Azospirillum con 

raíces de pasto beneficia a la planta tanto por prcducci6n­

honronal com:> por fijación de nitrógeno, particulannente en 
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pedcdos posteriores al crecimiento de las plantas donde ª.:! 
tas necesitan increrrentar el nitr6geno durante la floración 

y formación de semillas. 

Kapulnik et a! .• , en 1981 realizaron estudios so­

bre los efectos de la !ijaci6n de nitrógeno por Azospiri- -

~ a diferentes ¡::eríodos de desarrollo de las plantas de­

_§. italica. Para ello hicieron pruebas de reducci6n de ace-

tileno en los diferentes ~íodos de desarrollo de las pl2l!!. 

.. tas; encontraron que los valores de reducción de acetileno­

en .§_. italica fueron más elevados en el período de reprodu~ 

ci6n mientras que en el período de semillero no se detectó­

actividad. 

De la misma farrea en maíz y sorgo desarrollados -
en canq:o la reducción de acetileno fué más elevada durante­

el ¡:er!cdo reproductivo de las plantas. Ellos explican que 

esto se debe a un increrrento en el núrrero de raíres maduras 
asociadas con Azospirillum al errq;iezar el crecimiento repro­

ductivo de las plantas. En este perícdo hay además un in~ 

manto en la absorci6n de nitrógeno aprovechable por la pl~ 

ta, que asociada con la lixiviación y la de desnitrifica- -

ción, pcdrian agotar el nitrógeno del suelo; de esta fonna­

se activa la nitrogenasa de Azospirillum. 

El decrerrento en la prcducción de etileno después 

del ped.odo de reproducción en s. italica podría estar rela - -
cionado al crecimiento rápido del tallo y a la inf lorescen­

cia durante el periodo mfucimo de desarrollo. 
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3.4.2. Inoculaci6n en trigo. 

En 1982, s. N. Fai y A.C. Gaur, probaron una cepa 

de Azospirilium lipoferum (con alta capacidad para fijar -

nitrógeno)· cano inoculante para suplementar la necesidad de 

nitr6geno de una cosecha de trigo en condiciones de campo. -

Los tratamientos correspondieron a O, 40 y 80 Kg. N/ha. con­

y s:in inoculante; 60 Kg. P2o5 y 4 Kg K2 O/ha. los que fueron 

.aplicados. caro dosis basal. El experilrento se realiz6 en bl~ 

ques diseñados al azar; los oontroles sin nitrógeno produje­

ron 1 260 Kg. de grano/ha y la producción en tratamientos in~ 

culados fué de 2 070 Kg de grano/ha., resultando un incraTieE. 

to significativo. En el tratamiento de 40 Kg de N/ha la pro­

ducci6n de grano fué de 2 370 Kg. /ha. en contraste con la -

produo::::ión de 3 110 Kg/ha en tratamientos similares de nitr~ 

geno nás inoculante, así el increrrento en la prcducción fué 

alrededor de 30%. En los tratamientos que recibieron 80 Kg -

de N/ha rindieron 2 970 Kg de grano/ha, mientras que ~ste -

mism::> tratamiento de nitrogeno fertilizado más la inocula- -

ci6n rindieron 4 170 _ Kg d~ gran<:?/h~: ~í e~ increrrento en la 

producci6n debido a la aplicaci6n de faoculante fué alrede­

dor de 36%. 

El incrercento en mat.eria seca y captaci6n de nitr~ 

geno. en ~ mays inoculado eón Azospirillum en carcpo, taro- -

biél fué :reportado por Cd'len et al., 1980. 

Los estudios realizados por Kapulnik et al., 1981-

describen el efecto de Azospirillum brasil~se sabre los pa­

r&retr?s de crec:imiento y contenido de nitr6geno de gramí- -

\ 
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neas oon v~as fotosin~ticas e - 4 (Panicum, sorgo) y e - 3 

(trigo). Los resultados que obtuvieron junto con reportes -

previos, indican clararrente que la altura y el florecimien- · 

to ocurrió prirrero en fas plantas inoculadas comparadas con. 

las no inoculadas. El peso seco total de raíces, oontenido­

de nitr6geno, altura total de las plantas y longitud de las 

hojas fueron significativarrente increrrentadas por la inocu­

laci6n. 

El increrrento·en las ramificaciones y forrnaci6n -

de -pelos de ra!z aurrenta su capacidad de absorción; este -

efecto en el sistema de raíces se debe probable.vroen te a la -

secreción de homonas . i:or . ..las. bacterias, pero estos datos -

no son todavía.confiables para establecer cual de los dos -
efectos de Azospirillurn es más :importante en el aumento del 

crecimiento de las plantas. 

Parece que el efecto benéfico de Azospirillum 2r~ 

silense no está l:i.m:i.tado a gramíneas con vías fotosintéti­

cas C-4 (sorgo, Pennisetum americanum / Zea mays, Panicum, -

etc.) pues la inoculación en trigo plantas cm v!a fotosin­

~tica C-3, tarrbién auroontó el peso seco, la altura y el n:Q_ 

rrero de espigas; estos increrren tos han sido también report~ 

dos por :Rennie y Larson, 1979. 

3.4.3. Estudios sobre la infección de rafoes de trigo. 

En ex¡_:erinentos realizados por M:nzon 1982 sabre­

la localización de Azospirillum ~·, en tejido radicular de 

trigo (Triticum aestivum) y su relaci6n con las posibles -
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v!as de infeccién; se observaron raíces de trigo las gue -
. . 

fueron cort?das de pl~tulas de 5, 10 y 15 días de edad - -

(inicialrrente inoculadas o::>n Azospirillum sp.) e incubadas­

en un rredio con cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TI'C) -

durante 2,4 y 12 horas a 30°C. Las bacterias reductoras de 

esta sustancia se diferenciaron rrejor de las partículas re­

ductoras del tejido vegetal a las 4 horas de incubación. Al 

mismo tierrpo se hicieron dete.rminaciones.de la actividad n:!:_ 

trogenruoica de las plantas en estudio por el rrétodo de re­

ducción de acetileno, ccnprc:bárrlose que Ja iniciación de la 

fijación de nitrógeno se realiza en condiciones de inverna­

dero después de 2 semanas de desarrollo de las plántulas. 

De acuerdo a los sitios de reducción del coloran­

te observados, los posibles puntos de entrada de Azospiri­

llum 2E· en raíces de trigo, serfa a nivel de puntas de - -

ra1res y sitios de formación de raíces secundarias. La in -

fección se extiende luegó por el tejido cortical y en los -

ccmienzos de la actividad nitrogenásica, las bacterias es­

tan ubicadas en el xilema. 

La preferencia de esas zonan por las bacterias se 

atribuye a la intensa actividad rretab6lica y elevada secre­

ci6n de exudados que caracteriza a esos sitios radicualres. 

·r.a detección de actividad pectinolítica (del tipo 

pectinatranseliminasa) en Azospirillum (citado por M::inzon-

1982) hace suponer que actua facilitanéb el proceso de in-

vasión. 
Patriquin et al., 1978 trabajando ron ma.1z y ero-
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pleando la prueba del TIC no detectaren bacterias en la re­

gioo apical de la ra!z Í?rincipal, lo mismo que 1':Bgalhaes et 

al., 1979, en plantas de ma!z desa.rr.olladas en carrpo. Pero­

estos investigadores observara.~ bacterias a 2 cm., del ápi­

ce radicular, sip embargo no les fue posilile observarlas en . 

la zona te.miinal de la ra:lz. No obstante su¡::onen que una ~ 

sible invasión del est~la de la raíz, se prc:duce por vía -

apical ya que en las preparaciones microscopicas encmtra -

ron infección en el cilindro central sin. clisrupci6n de la­

endcx::lenni.s~ Además la alta.actividad nitrcgenásica en plan­

tas de múz. con liUlchas. raíces laterales (Pereira, et al., -

1978) apoya la idea de invasi6n del cilindro central por -

las puntas de ra!ces, al aunentar el núrrero de éstas. (cita 

do p:>r M:mzon, 1982) • 

3. 4 Ast:ectos botánicos y ecol6gicos del trigo. 

El trigo pertenece a la familia de las Gramíneas,­

que canprenden alrededor de 600 géneros y más 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 gJ:Upos: cliploides, tetra­

ploides y hexaploides, según el número de crarrosanas conten! 

dos en sus oolulas reproductoras. Los grupos difieren tam- -
bién por sus caracter!sticas anatán.:i.cas, morfológicas y de­

otro tipo. Parece ser que los tipos tetraploides y hexaploi­

des han sido originados de los antiguos trigos diploides, -

general.rrente rrediante hibridaci6n coo gramíneas silvestres -
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afines. {Ayk.roydy and Da-.ghty 1970). 

El trigo es una planta herbácea anual de O.SO a-

0. 80 netros de al tura, sus tallos centrales más o rrenos h~ 
cos con entrenudos (caña) que se ranúfican al ras del suelo 

con un núrcer~ variable de tallos (macollo) las cuales emi­

ten sus propias raíces adventicias y alcanzan la nú.sna alt~ 
ra.que el central. 

En el extreno de cada tallo se localizan las in­

florescencias que foouan espigas en dos series opuestas y -

alte.rnas de espiquillas a lo largo del raquis. Las espigui­

.llas contienen flox:es que originan los frutos (cariopses) -

protegidos par glumas y glurrolas. 

3.5.1. Dnportancia del trigo. 

El trigo es un cereal que prospera en tma gran di­

versidad de nedio ambiente y que se presta a la .i.nplantaci6n 

de adelantos cient!ficos y a la mecanización. Caro alirrento­

el trigo es una fuente :i.rrportante de proteínas y na teria pr_f. 

roa excepcional por el número de los productos que pueden - -

elaborarse con ella tanto por rrétodos tradicionales rorro por 

los dé la m::xiema tecnología de los alimentos. sus productos 

resultan agradables al ser humano en general y pueden inclu­

irse en diferentes tipos de dietas, ya sea cano ingrediente­

principal o cx::aro canplenento deseable. El pan es la forma -

principal en que se consume el trigo en gran parte del rrn.m -

do, es muy adecuado a la manera de vivir .impuesto por la in­

dustrialización y la urbanizaci6n cada vez mayores. El trigo. 

cootr.ibuye eficazmente a la prevención de la deficiencia pro - -
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temico-cal6rica y al mejoramiento de la nutrición de los­

niños. Estos rechos hacen que el. trigo adquiera cada vez ~ 

yor :importancia caro al.irrento humano. (Aykra¡dy and Davghty · 

1970). 

El cuadro 3.2 rruestra la prcrlucci6n y consurro de 

trigo en ~ico, reali~ado ¡;:ar el sector Agrop3cuario y Fo­

restal, 1985. 
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~3.2 m:iou::t::lOtl Y CXNSU.0 t'E TRIOO (ME:lOXX) 1978-1985) 

1978 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 
p E 

Pro:b:x::i!n 
T(mil) 2,785 2,201 

Iltp:lrtadfn 
T(mil) 506 1,169 

CalSUllD ap<l 
rente T(mil) 3,264 3,434 

CplstmD per-
capita. 
Kg. Perscnas 50 

E:x¡::ortaci&. 
T(mil) 

27 22 

9.tperficie 
senbrada 
Ha (mil) 643 

SUperfieie 
aosedlada 
!la (mil) 760 584 

E = est!.tlla3o 
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4. M A T E R I A L Y . M E . T .O D .O S 

Este trabajo se desarrollo según el esquema 4.l 

Los. aruilisis fisico y guíro:i.co de los suelos fue­

ron :i::ealizados en el laboratorio de suelos de CODAGF'..M, Mete 

pee, EstaCb de Mfudco. 

4.1 

4.1.1. 

Aislamiento y purificación de Azospirillum 

Aislamiento a partir de ra1ces y sue_los. 

En el estado de M3xic:o se muestrearon raíces y - -

suelos de la rizosfera de los siguientes cereales: . 

Triticale Yorene Te 179 

Trigo de las variedades Yavaros e-7 9 y Toluca F-73 

Cebada Apizaco 

Avena Putman 

Centeno Elb:n 

Las iruestras.de ra:tces y suelos se colocaren en -

bolsas de polietileno y fu=ron transportadas al laboratorio 

de Microbiolog!a Experirrental Fac., de Qu!mica, UNAM., en­

ci:mde se conservaron en refrigeracién hasta el nanento de­

ser procesadas. 

Para efectuar el aislamiento de. raíces, estas se­

oortaron en pedazos de O. 5 a l cm. , de longitud y se lava­

ron 3 veces· con agua destilada corriente y 3 veces con - -

agua destilada estéril. Posterionnente se desinfect6 la su­

perficie de las raíces con soluci6n de clararnina T al 1% d~ 

rante 5 minutos. Inrrediatarrente fueron lavadas varias veces 
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ccn agua destilada estéril y solución amortiguadora de fos­

fatos 1 rnil.:í.rrolar (pH 6.8) y se procedie5 a sembrarlas en tu 

bos de cultivo de 20 ml., de capacidad con 7-8 ml de madio­

NFb semisólido (rredio l) por triplicado. Procediéndose a -

elegir los tUbos que presentaron: 1) fonnaci6n de una pelí­

ctilo fina debajo de la ?uperf icie del rredio en fox:ma de ve­

lo o scrnbrilla que es apreciable a partir de las 14~18 he-­

ras de ~cubación, 2) vire del .indicador del medio a color­

azul, 3) al hacer las observaciqnes microsc6picas en fresco 

p~Clltinan los espirilos con rrovimiento típico. 

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

la altirna resienbra se estrió al microorganigno en cajas de 

petri con rredio NEb solido (medio2) ccn el objeto de sepa­

rar las colonias y peder aislar al microorganismo. Las ca­

jas se incubaron a 28-30ºC durante 7 días. Las colonias feJE. 
roa.das se observaron al microscopio y se escogieran ague- -

llas que tenian la rrorfología característica del Azospiri -

llum. 

4.1.2. Verif icacián de la pureza. 

LJ:>s cultivos seleccionados fueron sembrados por -

estria cruzada en los siguientes medios de cultivo:. NFb s61~ 

do (rredio2), rredia de papa (rredio 3) y rredio de agar nutrit_f. 

'VO (rredio 4) • Estos Iredios se incubaron a 2 8-30 ºC durante 7 

d!as. Se escogieron las colonicas secas, opacas de color ~ 
rilló o azuladas. PosterioJ:mmte se realizaron abservacicnes 
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microsc6picas de las colonias esc~idas para verificar la 

mxfolog!a celular. Estas colonias fueron transferidas de -

nuevo a rredio NFb (tredio 1) incubándose a 28-30ºC durante -

48 horas. La aparicién de los tres puntos mencionados cita­

dos en párrafos anteriores nos indican que el aislamiento -

de las bacterias es positivo. 

Para.efectuar el aislami.enta a par.tir.de suelos­

.se.proceso .de ... la misma. fonna_que .. el aislamientn .a. partir de 

raíces,. sustituyendo los. pedazos. de .ra!res por .pequeños - -

agregados de .. .suelo con un peso aproximado de 5-10 ro;. 1 que 

se serrbraron directarrente por picadura a los tubos con rre­

dio senisólido. NEh (_ne:li.n. 1) .•. 

4.1.3. Manteriliniento de los cultivos. 

Las cepas J?urificadas fueron conservadas en Iredio­

NEb (nedio l) en .tefrigeración a 4ºC y reserrbradas cada 6 ~ 

ses~ Antes de utilizar las cepas para las diferentes pruebas 

se verific6 su pureza nediante la t:inci6n de Gram. 
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Caracterizaci6n de Azospirillurn 

Cepas 

- De referencia 

?P-7 Azospirillum brasiliense. Catálcgo de co-· 

lección A'ICC 29145. 

vr-2 Azospirillum lipoferurn. Aislada de rafees dé 

ma!z colectado en ~tepec estado de ~ico. Clasi­

ficada en .el laboratorio de Micrabiolog"Ía E:xperi-

rcental. 

- Para identificaci6n de especies. 

Se errq;:>learcn tres cepas, dos aisladas en un ~ 

r.irre.nto previo, realizado por el Q.F.B. Angel -

Flores en el laboratorio de Microbiolog:ía Expe­

rirren tal y una aislada en la presente investiga­

ción. Estas cepas fueren anotadas caro : 

PQ}C Azospirillum §E.· Aislada de pasto Pangola procedente -

de Mat!as Farero, Oaxaca. 

c4 Azospirillum sp. Aislada de trigo, procedente de Celaya, 

Guanajuato. 

Ssc AZO§Pirillum ~· Aislada de avena, procedente de ~tepec, 

estado de M§xico. 

4.2.2. M:dios de cultivo (ver anexo) 

NFb sernisólido (1) 

Nfb-glua::>sa semisólido (5) 
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NFB- sin biotina (6) 

NEb-extracto de levadura (7) 
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mb siSlido (2), ~dio LIC (3), Gelosa nutritiva (4) 

Nlm con diferentes azúcares y ácicbs oxgánicos co­

rro fuente de carbcno {8). 

M9dios para pruebas enzináticas: Hidrólisis de ge­

latina (9), Almidoo .. {10), Indol (ll), Cata.lasa - -

· (12), Esculina (13), oxidasa (14) y Ureasa (15). 

NEb líquido. libre .de nitr6geno con O. 08 % de agar-

( 16). 

NEb Uquido ~.nitrato de potasio (17). 

SOlucirn de NFb (18) 

NEb semi.sólido para NMP (19) • 

Criterios de clasificacim (Tarrand-krieg, 1978). 

Se det.e?:m.inó el comportamiento de las 5 cepas em -

pleadas al sercbrarlas en los medios de cultivos a!:_ 

tes mencionados prooedioodose a la observación de 

las.siguientes caracter~sticas. 

·En· el nedio 1, alcalinizacim del nedi.o y forma- -

ciá'l de una pel!cula en forma de canpana 2 nm abajo de la 92. 
pej:ficie a las 24 horas de aesan:ollo, ia· qoo emigra hacia -

la superficie al aummtar el per!odo de incubacifu. 

· caract:er!stica de las colcnias fornroas en los ne­

dios 2, 3 y 4. 

En el nedio 5 aesarrollo superficial a las 72 ho -
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ras de incubaci6n. 

Presencia o ausencia de desarrollo en·el madio -

de cultivo carente de biotina. 

Y en el rredio 7 rrorfolcx:Jía celular. 

'l'cxlos los cu1 ti vos se inocularon en tubos y se­

incubaron a 28-30ºC durante 48-72 horas. (nObereiner, 1980). 

De acuerdo con el criterio de clasificación ex­

puesto p:>r Tarrand, 1978; se procedió a dete:onjnar_ algunas­

propiedades bioquímicas referentes a la capacidad de desa -

rrollarse en presencia de diferentes fuentes de cá.rbono1 -

substituyendo en el nedio NEb al ~cido succínico. Acidific~ 

cián de. la glucosa en presencia de peptona y pruebas enzirná 

ticas tales. cerro: hidr6lisis.de gelatina (rredio 9) interp~ 

tada después de un perio:io de incubacién de. l O a 15 días; -

hidr6lisis del almidón (rredio 10) interpretada después de -

un per1odo de incubacifu de 10 a 15 días; prcducción de in­

dol (rredio 11) esta pru?.ba se llev6 a cabo después de haber 

incubado el cultivo 48-72 horas a 30ºC y haber adicioo.ado -

el reactivo de Ehrlich o Kovac; prueba de catalasa esta se 

realizó colocando una gota de H2o2 en cultivos desarrolla -

dos en nedio NFb semisólido; degradación de la esculina - -

(m:rlio 13) se interpretó a los 8 ·a 10 días; oxidasa {rredio-

14) se realizó mazclando una gota al 1% de clorhidrato de -

dinetil parafenilendiamina con una gota de cultivo desarro­

llado en rredio NFb liquido durante 72 hora a 30°C; ureasa -

(ned.io 15) se interpretó de acuerdo oon el viraje del indi-
,.::ador y el crec.:i.miento en el rredio de cultivo después de -
~8. a 72 horas. 
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4. 3 Metabolisrro del n.i trógeno en diferentes capas de­

Azospirillum. 

Con objeto de detenniriar las transfon!'laciroes de 

nitrógeno que efectúa Azospirillum se procedió a inocular -

las cepas previarrente caracterizadas en rredios. de .cultivos-. 

carentes de nitrógeno o adicionados.de.nitrato de potasio -

(medio 17), los q1l3 se_ incubaron a 28-30°C en condiciones -

estáticas. y de 3.gitación y se pro:::edi6 a determinar el ni­

trogeno proteico y nitrógeno inorgánico residual en sus di­

ferentes estados de oxido reduqcién. 

4.3.l. Capacidad de fijaci6n del nitr6geno atnosférico :i;:or 

Azosoirillum 

Esta evaluación se realizó rrediante la técnica de 

~ÜCJ;"O-Kjeldhal rro:lificado por l·üctchel • 

.Matraces de 125 ml de capacidad ccn SO m1 de rre­

dio NFb líquido libre de nitrógeno ~s O. 08 % de agar (rre -

dio 16) fue.ron inoculados por triplicado can 5 rnl de culti­

vo de 24 horas de desarrollo, cuya densidad de población se 

ajustó a 60 unidades Klett. Estos se incubaron a 28-30ºC -

durante 5 días; despu~s de los cuales se transfiri6 1 rol -

del culti~o al ma~z de micro-Kjeldhal, para realizar: la -
detenninación de nitrógeno r:or el nétooo de Mitchell, 1972. 

Los testigos que se corrieren fueron: 
1) testigos sin inocular y sin incubar 

2) testigos inoculados y sin incubar. 
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La incubaci6n se efectu6 en condicíooes estáticas 

para favorecer el proceso de fijación de nitrógeno abnosfé­

rioo. 

4.3.2. Transformaciónes de nitrógeno inorgánico (as.irnil~ 

ción y desnitrificación). 

Se determinó en cultivos estáticos y agitados. El . 
nitrógeno nolecular desprendido debido a la desnitrifica- -

ci6n se deter.mi.nó por balance entre el coo.tenido de nitr6g~ 

no inicial en el Iredio 17 (en forma de nitratos) rrenos el­

cantenido de nitrógeno final. (productos del.rretabolismo ni­

trogenado liberado en el l'íl3dio de cultivo en forma. de nitr.f_ 

to, aramio, nitrogeno orgánico y nitratos residuales). 

tos testigos incluidos· en arnb:ls experirrentos (ag.f_ 

tados y estáticos) fueron: 

1) Testigos ino::ulados y sin incubar 

2) Testigos sin inocular e incubados 

3) Testigos sin :inocular y sin incubar. 

Arfbo3 ~:inentos· se hicieron por triplicado. 

Ios rrétoC.os empleados para estas determinacio­

nes fueroo.: 

Nitritos (se determinó en el sobrenadante) por 

el nétodo del ácido sulfanílico. (Chaprnan y Parker, 1973). 

Nitrógeno arroniacal (se detemri.n6 en el scbren~ 

dante) por el rrétodo de Mitchell. (Mitchell, 1972). 
Nitrato residual p:>r el .nétodo de Harper. (ÓlaJ2. 

man y· Parker,· .1973) • 
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En la biomasa se determinó ni tróc;FJlo orgánico -

por el néta::lo de Mitchell. (.Mitchell, 1972) • 

Los pasos seguidos p:tra hacer estas dete.nn:inacio­

nes estan descritos en ~l esquema 4.2. 

4.4. Evacuacién de la Infec~ividad y Efectividad en -

la fijacién de nitrógeno por Azospirillum en - -
plantas de trigo (Invernadero) • 

4.4.1 Cepas. 

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

vr-2 / otras tl::es cepas, dos de las cuales fueron aisladas y 

clasificadas en el laboratorio de Microbiología Esper.irnen­

tal y 1 cepa aislada y clasificada por Angel Flores en tra­

bajos previos; en el que los resUltados de fijación de ni­

trógeno i:or los retc:xlos de redµcción de acetileno y de mi­

cro-kjeldhal de pruebas realizadas in vitro indican que es­

tas cepas son muy activas, mostrando una actividérl similar­

º rrejor que la cepa de ref ermcia. Estas cepas corresponden 

a: 

Sp-7 Azospirillum brasilense. Cepa de colección. 

vr-1 .. Azospirillum brasilense.·Aislada de maíz procedente -

de·M=te¡::ec, estado de M:3x.ico. 

vr-2 Azospirillum lip?fe:rum. Aislada de maíz procedente de 

M=te¡::ec, estado de Máxico. 
vs-1 Azospirillum brasilene. Aislada de sorgo procedente -

de Valle Santiago, Gto. 

Y la cepa Ssc aisla.da y caracterizada en el presente estu­

dio. 

4.4.2. Semillas 

En este expar:i.mento se emplearon se.millas de las 

variedades de trigo M3xico 82 y Zacatecas VT 7 4. A estas se 

les dete:on.inó el porciento de ge.nninaci.C:n colocando 100 semi 
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llas de cada variedad en cajas de Petri, se ajust6 la hume­

dad de 40 ~ con agua estéril y se incubaren a. 25°C durante-

72 horas después de los cuales se procedi6 a detenn.inar el 

n~ro de semillas germinadas. Esta prueba se realizó por­

triplicado en cada variedad de trigo. 

4.4.3. Suelo. 

Se colectó en M3tei:ec, estado de México. La rrues­

±ra de suelo se seco a terrq_:eratura ambiente' se harrogenizó­

y distribuyó, en 70 macetas qe 4 . Kg. de capacidad. En cada roa 

cetas se coloparon. 2.5 Kg. de suelo. 

A esta muestra se le detenninó el número de Azos­

pirillum por grano de suelo, p::>r el ~todo del NMP. Para - -

ello se :¡;:esó un gramo de suelo y fué sust;:endido. en un tubo -

de cultivo con 9.5 ml de solución NEb (rred.io 18) a partir de 

la suspensión se hicieron diluciones de 10- 1 a 10-B ; un ~ 
lurnan de O • l rol de la suspensión fué inoculada a tubos can -

rcedio NEb (redio 19). Por triplicado, se incubaran a 28-30ºC 

durante 4-5 d!as y se eligieran corro tubos positivos los que 

presentaron la pel!cula característica en fonna de velo, -

alcalinizaron el rredio y tuvieron rrorfología microscópica -

· dei géne...""O· Azospirillum. (DÜbere.iner, 1980) • 

. 4.4.4. In6culo 

· cada una de las cepas fué tratada de la siguiente-

manera: 
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- Inocular una asada de la cepa en un tubo que -

caitiene ne:lio NFb Hquido adiciooado de K.No3-

(lg/L) ., .incubado duran:t:e.. 24 horas a 28°c. 

- J?ropagaci6n del .inoculante, a un matraz nefel.9_ 

m§trico de.300 ce. de .. capacidad que.ccnt.enía -

100 ml de.medio. de. cultivo anteriar., .. se trans­

.. firi6 S. rn1 del. cultivo desarrollado -en el tul::o 

.. y .se . .incub6. a. 28~30.:'C. durante. 7.2..horas en agi­

_tacioo . (120 .tpnl. Con. objeto de . .inocular las -

plantas.oon.eLmisroo núrcerode células, se - -

ajustó la densidad de pcblaci6n a 130 unidades 

Klett nediante la adición de cultivo estéril. 

Siembra e inoculación 

A cada maceta se le adicionó 2. 5 g. de P 2 o5 
y se 

rrezcló lo nejor posible con el suelo, serrbrandose 7 semi- -

llas de.la variedad de trigo correspondiente; se ajustó la 

hurreda9, a 60% de capacidad de carrpo y se coloca.reo. las mace · 

"tas en invemadero. 

La inoculación se efectuó nediante la adici6n de 

1 inl de los cultivos de azospirillum correspondientes a ca­

da una de las plfilltulas de trigo de 72 horas de desarrollo. 

La adici6n del fertilizante nitrogenado en fonna­

de sulfato de am:nio en el tratamiento testigo positivo se 

efectu6 en dos Oca.sienes sienek:> ~stas: cuando las plantas -
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alcanzaren de.8_a_lQ .an~, de longitud y al inicio de la fo.E. 
maci6n de maoollo, las cantidades adiciooadas fueran 1.54 -

y 2.32 g por.rnaas:tas . .rest:ectivarrente. 

4.4.6. Diseño del ex¡::erirrento. 

El diseño e.x¡:;ierimental fué de blcques al azar y­

estuvo constituido ¡:or 70 macetas que se dividieron en 2 12_" 

tes de 35 macetas (una para cada variedad de trigo) • cada -

lote a su vez fué subdividido f>_..n 7 lotes de 5 macetas que-

representaron las ;re¡:eticiones: ·de cada tratamiento. 

4.4.7. 

Tratamientos 

1 P2o5 + cepa Sp-7 

2 P2o5 + cepa VI-1 

3 P2o5 + cepa VI'-2 

4 P2o5 + cepa vs-1 

s P2o5 + cepa Ssc 

6 testigo (+) + (NH4)2S04 + P2ºs 

7 testigo (-) + P2o5 

Cuidados del cultivo 

Este ex¡::er:i.roonto se mantuvo.en invemade.ro a tempe­

ratura de 10°C núnima y 30ºC Máxima~ durante 70 d:ías, dando -

riegos peric:dicarcente cuando fueron necesarios. 

4.4.8. Evaluacioo de la infectividad de Azospirillum 
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Esta prueba ccnsisti6 en hacer una serie de 6 - -

aislamientos a diferentes tienpos, para detenninar en que -

tiempo las cepas de Azospirillum prcpadas, eran capaces de­

infectar las raires de trigo. 

El pr:ilrer aislarnient.o fué hecho a las 72 horas de 

haber sembrado las semillas, previo a la :i.noculacioo. Este­

aislamiento se :realizó can el fin de observar si las bacte­

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

pl~tulas desarrolladas. 

Los otros 5 aislamientos se realizaron después de 

haberse efectuado la inoculación a los perícdos de 24, 72 -

horas y después de 11, 19 y 2 7 d:fas. 

4.4.9. 
' 

Evaluación c;1e la efectivida1 en la fijaci6n de­

nitrógeno atmosférico por Azospirillum asociado a 

ratees de trigo. 

La cosecha se realizó a los 70 días. Cortándose -

las plantas al raz del suelo, estas se colooa.ron en la es~ 

fa a 65-70ºC durante 72 horas y se procedió a determinar: 

- Peso seco. 

- Contenido de nitr6geno (parte a&ea} por el. rréte_ 
do de rnicro-Kjeldhal m:idificado por Mitchell. Y a efectuar­

el an~lisis estad~stia:> de los resultados obtenidos. 



Les RESULTAIXlS DEL l\Nl\LISIS FISIO'.:> Y QUlNICO IE LCG SUELOS SE l\I~ 
W EL aJ~) 5.1 

CUl\rRO 5 .1 1\NALISIS FISIO'.:> Y CUD!ICO DE LCG SUEI.00. REALIZAIXS EN EL 

Ll\OORA'IDRIO DE SUELOS DE IA a:MISICN CCORDINAIXRA DE IESARROLI.D AGRI 

COIA Y Gl\Nl\DERO DEL ESTADO DE ME:XICO. 

SUELOS 

n~'I'Er.MrNl\C.la:IES Aislamiento Ita. de Infectividad 

y Efectividad 

pH 6.95 6.9 

Niti:ogeno total (Kq/Ha) 1 170.5 (B) 4 601.0 (R) 

Fosfbro asimilable (Kq/Ha) 41.25 (B) 56.4 (E) 

Potasio asimilable (Kq/Ha) 277.22 (R) 020·.o (E) 

Materia oz:gánica (Kq/Ha) 23.127 (B) 91.165(R) 

Ni trato (Kq/Ha) 36. 775 (B) 142.6 (R) 

Textura Frana:> Arenoso 

% de Atena 75 66 

% de Lirro 41 22 

% de Arcilla 12 12 

B = bajo 

R =Regular 

E = EKcelente 

35 



LOS REru:.TAOOS DEL AISí.Jll.!llNID DE 1\7.0SPIRJLLUM SE l\ID'l2\N E1I Ctw:llO 5. 2 

Cllro!'O 5.2 AISLAMil:NlO !E AZOSPIRIILUM A Pl\IlTIR DE IJ\. RIZDSFERA DE -

0.JIJl'IvoS DE 6 CERE7\LF.S DIFERENl'E.S. 

Raíces. 
O!J:eales Muesb:'as positivas 

36 

?lo. de 
ll1.leS tras la. seleocitn 2a. selecx:Un 

Tri ticale Yorer.e 
'It:l 79 

Trigo Yavaros C-79 

Tricp 'Ibluca F'-23 

Ca-.ac!a l\pizaoo 

Avena Putman 

Centeao Elbcn 

Tri. ticale Yore!l2 

Tcl 79 

Trigo Yavaxos 0-79 

Trigo 'lbluca F-73 

Cebada JlpiZ3Co 

Avena Putman 

Cen te.'10 Ell:xn 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

Suelo 

N:>. de 

~tras 

3 

3 

3 

J 

3 

3 

2 

2 

0' 

o 
o 
1 

"1les t1:as positivas 

la. Selecx:i6n 2a. 

2 

3 

1 

2 
·4 

1'. 

o 

o 
() 

o 
o 
o 

Selecx:ilSn 

o 

·O 
o 
o 
o 
o 



37 
tes RESUL'D\OOS DE LAS CAAl'CTERISTICAS PARA LA IPFNl'!FIQICICll DE AZOOPIR!Ll.M 
SE NDT1\N EN EL CU1\DR:l. S. J 

OJl\DRO s. 3 CAAACI'ERISl'ICl'IS PAAI\ LA IDENTIFIClCICll re A2.0SPIRILLU>I (DOOeremer, 1980) 

Azospirlllum* 

li¡;oferum 

A:zospirilllll* 

brasilense 

A. brasilense 
~7 (co1eo::iml 

VT 

Sse 

SS = semis6lido 

,U" micras 

Medio NEb es 
ccn glu::csa 

+ 

+ 

+ 

* = Re¡;ortado r:or De!bereiner, 1980. 

M;dio NF19s 
sin biotína 

+ 

+ 

+ 

+ 

1-brfología celular en 
rredio NFb ss + extra.e 
to ce leva:lura (72 Hf 

Cel. plecmSrficas, en forna 
de "S" o ~lice o::in gránu­
los de PllH, rovinú.ento len 
to O ninguno, 1.5 X 5-30 "ji 

Cel. =tas, curve.:idas, ccn 
gr~ulo de PBH, Il1lY ir6viles. 
1.0 X 3.8 }l 

0:1ro A. liJ,X?fei:urn, 
a:n nYÑ.irniaito lento. 

Cato A. lipoferum, 
c01 ñDiiimiento lento. 
l,47 X 5,88 µ 

Cato A. brasilense 
1.47 X-2.94 ,u. 

Cerro A. brasilense 
o.3s x2.94 ,u .. 

Las lecturas se hicieren en 1i tercera resiettbra. IN::uba:ien 28-30ºc durante 
72-96 horas, 
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ta; RESIJLTl\DCS !E it:mOI.OGIA c:n:.cmJ\L lE A1DSl?IRIU.UI SE A?UmN EJ. EL al!l[R) 5. 4 

C!WR> 5,4 . ~ c:tlUN.!1ü.' DE A2DSPIRILLlM 

Cepas Medio agar nuizj_ ~~ 
tivo. to de J.eV8iu:ca 

~ Li~fenun* DiSmetro 3-5 lllll ~tro 1-2mn, 
y color rosa, planas ool.or Ba:>. , ele-

A. brasilense* secas, cpac:as y es vadas, secas, o 
trell.adas. - pacas, in:egul.a 

:ces o cU:culal:eS 

A. brasilense DiSnetro 3-4 nm, ~del-2 
~7 (O)iecc.) color rosa, Pl!. nm. oolor c:rena 

na seca, opaca, planas secas, o 
circulares e ~ pa::as e irreguJe. 
gula.res. res. 

~ li~fe:rum 01.&netro 2-3 mn, Di¡§¡ret;ro l-2 mn, 
v.r-2. color rosa, p~ colar Bc:o. ana-nas, secas, q;i¡i rillento, eleva case~. das, secas, ~ 

cas circula:ces 7 

Ssc D~tro 3-5 mn, Dihrl:ro 1-2imn, 
anarillo, c:pacas color B::o-al!Bti 
planas e il::requla llento, planas; 
res. secas, c:pacas e 

irregulares. 

D~tro 2-3nm, Diánet:ro 1-2mn, 
color ana:cillo oolor Bco-anmi 
pllido, planas, !lento, planas-
secas opacas Y opacas, secas 1 
estrelladas. i:regulares. -

C4 ~tro 2-4mn, D~tro 1-2 lllll, 
color rosa, plana color Bco., P1!. 
opaca, circular e nas, secas , q:ia 
irreg.üar. cas, circula:reS. 

• lectura :realizada a los S-10 d1as de incubaci.~ a 28'130°c. 
* !eportado par Tar:rand et al., 1978. 

Medio de papa 

Oi&tetro de 3-Smn, 
ool.ar rosa, planas 
secas, c:pacas y es 
t:relladas. -

~tro de 2-3 mn 
color crema, planas 
secas, opacas circu 
lares e i.J:regulareS. 

DMnEtro 2-3 mn, co-
lor :inicialnEnte Ita. 
~ azuladas, se 
cas, planas, e.pacas, 
estrel.la:las. 

Di&retro 2-4ntn color 
Bcas y~ azu-
ladas, sacas, planas 
opacas esa:elladas. 

OLaitetro 2-4ntn, color 
azul.adas-anarillentas, 
secas,planas,opacas,-
estxelladas. 

Di&retro 2-3nrn, co 
lar azul-auar.illeñto, 
seca plana, opaca, -
es~. 
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IDS RESULTAOOS DE IA Cl\AACTERISTICA PRlNC!l'AL PARA IA IDEm'IFICl\CICN DE -

M.OSPIRIILUM SE AOOmN EN EL amnoo s.s 
Clll\DRO 5.5 Características principales oara la identi".ic:acifu c'e ~-
~ Sfl· ('Illrrard-Kriei:r) · 

Pruebas* !- lipoferum fu brasilense 

Requerimiento de 
biotina' + 

Glucosa y Cetogluta 
rato caro dnica fu~ 
te de carllono + 

NEb ss+ extl:acto de 
levadura, las células 
se hacen largas anchas 
e irur6viles. (4B-72h) + 

J\cidificaci6n del ~ 
dio glUCCGa-pepl:O'la 
en 96 horas. + 

J\cicificaci6n del rre 
dio glu::ooa y fruc~ 
sa en anae.ttiliosis 
(2 serranas) • + 

Crec:iJnien to y acidi-
ficacim producida a 
¡;artir de nanitol, ri 
besa y sorbi tol (72 -
horas) + 

' Realizado en r.edio Nrb ss sin biotina. 

* Re¡::ortado por Tarrand et al., 1978. 

+ 

+ 

+ 

+ 
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LOS llF.stlL'!J\OOS DE IAS ClWCIEUsrICAS BIO;.UICAS PARA LA IOENTIFIC1>CION DE ~-

~ SE AN:1rA EN &. Clll\00:) 5. 6 

CtJllDBO S.6 Cl\MCTElUsm:AS P.MA LA IDENTIFJCK:IOO lE A2DSPIRILUJM (Texrand-Krieg). 

Pruebas' \ de cepas positivas • 

Crecimiento en: ~ A ~7 
Linoferum braS"ilense o:>lecc. VI-2 

Oatcqlutarato 100 o 
Citrato 100 96 y 4 V 

1 

' Gl.u:cnato 100 100 + 
1 

Mal.cnato o o 
i\Cetato o o 
OKa.lato o o 
Glicerol 100 100 
9Jccinato 100 100 
Malato 100 100 
Manitol 8% y 7 V o 
Soroitol 67 y 13 V o 
Ri.basa 40 y 27 V 
Glucosa 100 
Arabínosa 67 y 27 V 
Xi.losa 80 y 7 V 
.f'ructosa 100 
Sacarosa o 
Lactosa o 
lt!l.OOiosa o 
Bilis 1% 100 98 y2v 
NaCl 3% o 51 d 

* Reportado por Tarrand et al., 1979. 

' Lecturas hechas en la tercexa recie!lbta. Incubac:i& ZB;.30°c, dw:ante 72- 96 horas, 

V "' Variable, d = ~il. 



U:S RESL'LTAOOS DE !AS CARJ\CTERI5rlCAS ENZIMATICAS PARA LA IDEN!'IFICJ\CICN DE 

AZOSPIRRIUJM SE ANOr1\N EN EL CUADl10 5, 7 
. . . - . . . 

CUADl'D 5, 7 . Cl\RACTERISTICJS ENZIMATICAS PARA LA IDEN'l'IFIC.1\CICN DE• AZÓSPIRILÜíM • 

'rl\RRNID-J<RIEG, 1978. . . ;;:~~':: ... 

1 
j HiU!olisis de 

1 
93latina 

1 Almidcn 
1 
1 

i 
¡ Indol 

' Catalasa 

Esculina 

·Oxida.sa 

Ureasa 

f = fuerte 

d - débil 

AZOSPIRillllM 
lipofenun 

o 

o 

o 

27f y 40d 

lDO 

lDO 

100 

1\ZOSPIRIWM Ssc 

brasilense · 

o 

87f 

.+ 

41 



LCS RESULTAOOS DE FLD\CICN DE m:TR:XJEN:) SE l\OOTl\N EN EL ammD 5. 8 

* aJADro 5. 8 FLJl\CTCN DE NITroGEm OOR M'DSPIRILLl.M 

Cepas 

Pox 

5sc 

Mi.cro-Kjelclhal 

Nitrogeno fijado 

(µq/c"11.tivo) 

750 

750 

1 855.26 

530 

% de ni trtlgeno . 

fijado 

100 

100 

247.36 

70.66 

42 

* ~a.do en nat:races ccn medio 16. IncubOOo duiante 5 d!as a 28-30ºC. 



ILS msaI1l7IOOS IEL HmllU.lSIC mTRDlNND JE IM <Je\$ JE .l\ZOGPIRillJM SE 

~UD\N m u:s allllBlS 5.9 y S.lD (allti.vos agi~ y cultivos estátla:is -

i:espectivaDBlte). 

Ql1l>BJ 5.9 HEr1\BCLI.SK) Nl'fRllN\00 DE A1QW18111m Gt:ultivo* ag:lt:ak>) 

Cepas 

Dete7Jnjn1ci6n 5sc l\x c4 

Nitdigeno <XllO 
hiamsa (pg') 4 m.o5 9 947.37 8 842.ll 

Nit:d5cpio CQ1I) 

anaü.o fpq) 328.43 218.95 2 23.46 

Nit::c(qn> OCllD 
nitritos (pg) 935.56 315 o 

Ni.Lctgeuo CXJ1D 
nitxatm (pg) o o o 

Ni.tr6gmo 
ID 481.66 8 865.57 total (µq) 5 685.04 

Nitcogeoo pei:: 
di.00 al :aE!diO 
anb:iente fpq) l 244.95 o o 

' de nitr6;¡eno 
Ell el llE!di.o 82.035 151.25 127~93 

ide~ 
desnib:íficafn . 17.965 o o 

• ¡ 

*EL llBlio cxntiene injciaJllB\te 6 930 pg de nib6geno en fa:na de nitxato~ 

43. 
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CUl\000 5.10 l-ETAOOLISID NI'mCGEN1IOO DE AWSPIRILU.M (CUltivo* estáticx>) 

Ssc 

Ni tr6geno CC1lD 
biarasa (µg) o 2 500 1190 

Ni tr6geno CatD 
anonio (µ.g) o o o 

Ni tr6geno CCJlD 

nitrito (µg) 6 150 6 600 6 200 

Nitt6geno COilO 

nitra to (µg) 207 407.44, 7.'4 

Nit:I6geno 
' total (µ.g) 6 357 9 507.44 7 307.44 

Niti:6geno per-
elido al nedio-
ambiente (µg) 573 o o 
% de ni tr6geno en 
el rred:i.o 91.73 137.19 105.44 
% de nitr6geno 8.27 o 

.. 
* El rredio ccntiene inicia.lltente 6 930 pq. de niti:6geno en forna de nitratos. 
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r.a; RESUt.T&OS DEL tüSUIMIEmO DE Azospirillun se anotan El'l el cuadro 5.11 

ClWlílO 5. ll AISIAMIEN.10 DE 1\2.0SPIRILUJM A PARTm DE !A Rizoon:AA DE CULTN'.lS: 
DE TRIGO :CDO.JI.MXJS lll Et. !NVERNADERQ, 

Tricp va:riedad 
l~co 82 
inoculado ccn 

Sp-7 (coleo::iótl 
V'I'-l 

Vl'-2 

¡;:'' 
'!estic;p ( +) 

Tustic;p (-) 

% de infecci6n en 

NJ. de 

llUeStras 

5 
5 
5-

5 

5 

5 

5 

Tratamientos inoculados 

'iricp varieda:! 

Zac:a teca VT 7 4 

str-7 
VT-I 

V'l'-2 

VS-I 

5sc 

'!estigo (+) 

Testicp (-) 

IS de infeo::iái en 
tratamientos ino-

No. ce 
lllllE!Sb:as 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

~tras positivas 
Aislamientos 

*Io. 2o. 3o. 4o. So. 6o • 

. O 4 

Aislamientxe 

*Io .. 20·; 3o. 4o, So. 6o. 

4 5 5 5 

s, 4 3 4 5 

o .,:/4 ' 4, 5 4 5 

o ' ,::;f,:,, 3 5 5 . :5 
. :;", .··' 

o '4 ' ..... 5: 5 5 ··.5, 
o o,, 

º'·· o o":· o 
o o o o o o· 

80 84 92 92 100 

* El priner aislamiento f~ realizado cuando las plántulas tenian 72 horas de desa­

:crollo, previos a la inoculaci6E 



LOS RE&!LT.AOOS DEWtlMEro DE l\ZOSPIRILU!M Pm EL ME.'lt'CO 

!EL NlHro MAS PR:lBAm.E SE AN1rA EN EL Cll1IDro 5.12 
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CllNlRO 5. l2 

Suelo antas de inocularlo 

9.lelo despé de 
la cosecha 

Tratamientos, variedades' 
Ml!xico 82 

Sp-7 (oolecc:itn) 

Vl'-l 

VT-2 

S\'-l 

Ssc 
'lestigo (+) 

'nlstigo (-) 

Tratamientos, variedad • 

1.acateca VT 74 

Sp-7 

V'l'-1 

Vl'-2 

51.'-l 

Ssc 

'nlstic:;o ( +) 

Testig> H 

" 9.lelo del Valle de 'lbluca 
1 de trigo. 

MEn'OOO DEL No. MAS Pro!WlLE 
No. DE AZQSPIRIL!JM PCR GWfJ 

DE Sl1EI.Q¡ 

1.7 X 102 

5.8 X 104 

1. 7 X 104 

1~7 X 105 

l.7 X 105 

5.8 X 105 

5.8 X 102 

1. 7 X 102 

s.8 x 103 

5.8 X 102 

S.B X 102 

1. 7 X 103 

l. 7 X 103 

l. 7 X 103 

1.7.x 103 



IOS RESULTADOS DE PES:> SEJ:0 DE IA m.RIE AEREA DE IAS PLANmS DE 'llUCD 

VARIEDAD MEXICO 82 Y Zl\CATEx:'A VI 7 4 RESPEC'1'IVAMEN SE: NUl'llN EN IDS -

crmoR:)S 5,13 Y 5.14 

COl\DRb 5, 13 DE'IERMIN.11Cial CE PESO sa::D (parte ~rea) DE Ll\S PIAN1'AS 

DE TRIOO. 

Variedad de trlgo ~co 82. 

'n:atamientos Tt 

~7 9.77 

VT-1 8.07 

'll'l'-2 9.7 

sv-1 7.29 

Ssc 7.84 

'!estit;J:> (+) 8.76 

'lestit;J:> ~ (-) 7.89 

1\NALISIS DE Vl\lW\NZI\ 

Fuente de 
Variaci(n gl 

>Ct 

1.954 

1.614 

1.94 

l.458 

1.568 

l.752 

l.578 

Bl.oqoo 'lb iaJ 

1 13.14 l.0n 

2 12.64 1.805 

3 12.2 1.742 

4 10.97 1.567 

5 10.37 1.481 

CM F observada . F xequei:ida 

47 

Si 1% 

34 

4 

6 

24 

6.159 

o. 767 

1.114 

4.2n 

Tt .. &Urna total de trati.~tcs 

'lb "' Slina total de blc:qoos 

xt ... lot!dia de tratamientos 

ii> .. Madia de bl.cql.ES 

0.191 

0.105 
0.178 

1.077 

1.042 

2.78 

2.51 

4.22 

3.67 
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aJADOO 5.14 lE'l'ERMINl\CION DE PFSl SEXn (parta aérea} DE LAS PIANrAS 
DE 'IRIOO; 

Variedad de trii;p Zl\CAm:AS vr 74 

Tratamiento 'l't xt B1.o:;¡ues 'lb Sib 

S?-7 7.08 1.46 l U.07 1.58 
Vl'-1 8.86 1.77 2 10.85 1.55 
Vl.'-2 0. 74 1.74 3 U.34 1.62 
SV-1 8.52 l. 70 4 11.94 1.70 
Ssc a.SS 1.71 5 12.67 1.81 

Testigo (+) 8.19 1.63 

Testit;p (-) 7.93 1.sa 

Jl.NALISIS DE VARI1IN1A 

(11 se F observada "E' mc¡uerida 
5% 1% 

34 6.77 
4 0.310 0.077 a.309. 2.78 4.22 
6 0.447 0.074 Q.298 2.51 3.67 

24 6.019 0.250 



IDS REm.ILTAOOS DE LA DEl'ERM!NllCICN DE! m:TroGEID (¡,:arte &Srea) EN E'!JINl.'1\S 4 9 

IE 'lRIOO VARIEDMl ZACATEX:A VT 74 Y MEXICO 82 SE~ EN IDS CU1\DROS -

5.15 y 5.16 ~-

OJllDRO 5.15 IEimlIN1\CIOO DE mrroc:EN) (de la parte a&:eal en plan-

tas ae m<P 

VARIEDAD DE 'mIOO ~ VT 74, 

TRATAMJE)l'IDS Tt 2t Bl'1Cp!s 'lb lb 

~7 140.12 28.02 l 195.47 27.92 

·vr-1 152.12 30.42 2 202.50 28.92 

VT-2 126.00 25.20 3 208.25 29.75 

VT-1 143.37 28.67 4 209.12 29.87 

5sC 140.80 28.16 5 lTT.05 25.29 

'lestigo (+) 152.17 30.43 

'l'estic;p (-) 137.80 27.56 

ANALISIS IE \11\RJ.l\NZA 

F\Jente de 

variaci!n gl se Ql F d:Jservada F x:equerlda 
5% 1% 

'lbtal 34 1 046.75 

B.lcques 4 99.02 24.75 o. 78 2.78 4.22 

'.Cratamiento 6 97,23 16.20 0.51 2.51 3.67 

Eo:or 24 850.49 . 35.43 



so 
CUAD.00 5 .16 OETERMOO\CICN OE NITROGENO (de la parte aérea) EN PU\NTJIS DE. 'lRIOO 

Variedad ~o 81 

'lratanientcs Tt Xt B1t:ques 'lb iib 

~7 87.5 17.5 l ·. 157.25 22.45 

VT-1 82.67 16.51 2 157.25. 22.46 

Vl'.2 121.62 24.32 3 •• _156.25 22.32 

vs-:1:·. 135.37 27.07 4 180.30 25.75 

Ssc 146.75 29.35 5 164.07 . 23.43 

'fustigo (+) 134.62 26.92 

'fustigo (-) 106.55 21.31 

ANALISIS DE VARUINZA. 

FUI:Nl'E m: F requerida 

VARD\Cim gl . S::._ .. ----·•·- _ On __ . F ol:lservada 5% 1% 

'lbtal 34 1 395~62 ,:·.',: 

Bloques 4 59.oe 14.n 0.597 2.78 4.22 

Tratamienms 6 743.39 123.89 

Error 24.71 



U:S RESULTArxl> DE IA PRUEB!\. DE DUNCAN PARA I.A VARIED;ID 

!-EXICO 82 SE RUrPN I:N EL CIJllDOO 5.17. 

aw:ro 5,17 PRUEBA DE D~l 

n = 5 repeticiones 

s2 = 24. 714 

fli = ?4 
si 

L.S. = i:as {prom. - gl) 

p = 7 tratamientos 

alfa= O.OS 

~ praredio 

t multiple 

L.S. entre dos 
nroiedios 

2 3 4 - 5 

2.92 3.07 3.15 3.22 

6.491 6.925 7.003 7.159 

T* 5sc VSl T{+) VT-2 T(-) 

29.35 27.07 26.92 24.32 21.31 

SP-7 

17.5 

T* = 'mATAMIEN10 

6 

3.28. 

7.292 

VT-1 
16.51 

51 

7 

3.31 

7.358 
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6. D I S C U S I O N D E R E S U L TA D O S 

6.l. An~lisis físico y guímito de los suelos. 

IDs resultados del cuadro 5.1 indican las caracte­

rísticas de los suelos e.1lpleados. En la pr.imera columna se_ . 

registran lós datos del suelo a partir de 1 cual se efectuó­

el aislamiento y en la segunda columna aquellos que se ab-­

serva:ron en el suelo muestreado p:i.ra realizar el experirren­

to en inve:madero. Se. cbserva. que presentan. un pH neutro, -

contenido de· nitre)geno total, ~teria orgánica y nitratos de 

bajo a regulares correspondiendo estos últimos al suelo ~ 
. . . .' .. . . 

pleado para- la experimentación en .invemadero. En tanto -

que los contenidos de fósforo y potasio· asimilables son -

altos, ya que de 22 a 48 kg/Ha de fósforo asimilable sen -

catalogados caro de bueno a excelente, para potasio de 111 

hasta 447.3 Kg/Ha son clasificados cano de bajo a bueno~ 

serv~d~se que en una de las muestras fué mayor. Respecto­

ª la textura ambos son de tipo franco arenoso. 
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6. 2. Aislamiento de Azospirillurn 

Los resultados de la tabla 5.2. :indican la pre­

sencia de Azospirillum en estos suelos qoo se encuentran -

ubicados en una zooa de clima tenplado. 

En cuanto al Azo~irillum aislado de la raíz -

da <:tiferentes cereales este resultó bajo lo que indica que 

las plantas !l11Jestreadas no sen el hospedero adecuado ·o - -

bien qoo la ~cnica. de des.infección de ra!ces fué muy dráS­

tica eliminando a la mayor. parte de la flora, ya gue en los 

aislamientos procedentes de raíces se observó no solo un -

nenor nÚl'erO de tubos positivos sino en general manar desa­

rrollo. ce otros microorganismos. 

La purificacioo de Azospirillum en muestras de 

suelo y· ra!oes M inpedida por . la presencia de. contaminan­

tes tales o:mo bastones noviles. o. no, bacilos y cocos Gram-
.. 

negativos, los que se cbservaron en gran abundancia en los-

tubos prcx:ledentes de la pr.inera seleccioo. 

Estos:· resultados coocuerdan ero los. repartados­

por Al vamz-, 1983; .. pues . .rep'.)rta dificultades para efectuar­

el aislamiento de Azospirillurn de otros microorganisnos -

diazotrdfioos gua se desarrollan bien en este rredio de cul-
~ . ti.ve. .. . 

6. 3. Caracterizacién ·de Azospirillum 

LOs cuadros 5.3. y 5.4 muestran los resultados -

Ele morfolog!a colooial de Azospirillum en .nedios· de culti­

Vos diferentes~ se c:bserva que hay gran s:imilitu:l entre la 

"' 
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i:rorfología colonial reportada por la literatura y las cepas 

aisladas, pues en general el color, el diárretro y la consi.:! 

tencia de las colonias panniten ubicar a las cepas aisladas 

dentro del género Azospirillum • 

. La abservaci6n ce las características para la -

identificación de es¡;ecies de Azo?IJirillum según los crite­

rios propuestos por D'.±ereiner, indican que la cepa Ssc ~ · 

ple con las características para ser considerada carro ~­

pirill um lipoferum pues: 

- Crece bien en rredio NFb con glucosa semis6li­

do. 

- Requiere de biotina para.su crecjzniento. 

- En n:edio NFb semis61ido más extracto de leva-

dura presenta c~lulas plearórficas en fo.una -

de "S" o hélice ccn mw.i.miento lento. 

Mientras que las cepas. Pox y c
4 

currplen con las 

caracter!sticas para ser consideradas· cerno Azospirillurn E_r~ 

silense y estas características son ccntrarias a las que ~ 

presenta Azosp_irillun lip?f~. 

En cuanto a sus dim::msic:nes, Azospirillurn ~ -

ferum es más grande qtlS Azospirillum brasilense. Así, la ~ 

pa Ssc mide 1.47 x 5.88 micras y las cepas: Pox mide l. 47 -
. ' 

x 2.94 micras, c4 0.35 x 2.94 micras. 

En la cbservaci6n microscópica· de los cultivos­

se abserv6 a las 24 horas de desarrollo ambas especies son­

rr6viles con :rrorfología celular s:irnilar. Azospirillum ~ 
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ferum presenta plecrnorfismo después de las 72-96 horas de­

desarrollo y Azospirillum brasilense no presenta cambios -

en ~ roorfolog!a. celular en cultivos de 6-7 d!as. En culti­

vos de rcás de una serrana de desarrollo se observaron fo.mas 

serrejante a quistes en las cepas de ambas especies. 

Larrm y Neyra ·en 1981 reportan que en :incubacio­

nes prolongadas· de. cultivos de Azospirillum ~· en ~dios -

sanisólidos y sólidos se prcduoo el engrosarnien to de la pa­

red y se forman estructuras ovoides llamados cist.os y prob~ 
ron que los cultivos con abundantes cistos son más resis"te!:. 

tes a la desecación que los cultivos con células vegetati­

vas. Ellos sugieren que la producci6n de cistos representa­

un necanisno para qus Azospirillum persista en la rizosfera 

durante oondicianes desfavorables del nedio arrbiente. 

En el cuadro 5.5 se llUlestran las características 

para·la identificación de Azospirillum, según los criterios­

propuestos por Tarrand y Krieg crn los que se confi.:l:m5 la -

identificación d:>tenida con base a los criterios propuestos­

por D(i,ereiner. 

El cuadro .s. 6 ~stra resultados de crecimiento­

de Azospirill'l.l!l con diferentes -fuentes de ca:rbono, estas -

prUebas son·nuy variables tanto en las· cepas de colecci61 -· 

caro en las cepas aisladas. Y se d::>serva que la oopa Ssc ~ 

siderada ciaro ~~ l.ipoferum desarrolla bi~ usando caro tlni­

ca. fuente de carlxmo a la sacarosa. Según los reportes en~ 

trados en la literatura el género Azospirill'lln es :incapaz de 
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crecer en nedio coo sacarosa, rnalonato y oxalato. Sin em- -

bargo es necesario considerar que en este tipo de pruebas -

hay variabilidad aan en cepas que corresponden a la misma -

e~cie; y que de las pruebas realizadas Ja mayor parte coi!!_· 

cidió con las reportad.& para el microorganismo en estu::lio. 

En las pruebas enzi.rriáticas presentadas en el -

cuadro 5. 7 se observó gran similitud entre las cepas aisla- · 

das y las reportadas por la literatura, las tres prlireras -

pruebas son negativas y las tres últimas SCT1 positivas para 

el género Azospirillum y solamente la prueba de la catalasa 

da resultados de fuerte, débil y negativa. La única cepa -

que di6 negativa esta prueba fué la Pax; la cepa c
4 

y Ssc 

fueren catalasa r;ositiva. 

De acuerdo oon los resultados obtenidos se pien 

sa que las pruebas que ofri:=cen mayor ventaja para la ident.f. 
ficación de la especie de AzoSPirillurn sm las presentadas 

en el cuadro S.S. según los criterios descritos previarrente 

por d:.bereiner. Y que las otras pruebas son útiles para te-' 

rer una mayor infrn::mación scbre la fisiología de las dife­

rentes. cepas de Azospirillum, que su variabilidad no penni­

te emplearlas ccm::> par~tros para la sepa:caci6n de espe- -

cies. 

Evaluacioo de Azospirillum 

Fijaci6n. de nitrógeno abrosférico 

De aCU3rdo ccn los resultados obtenidos por el­
nétcxfo de rnicrokjeldhal cuadro 5. 8 se ~centro que la cepa -
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con nayor capacidad de fijaci6n correspc:nde a Pox con - -

1 855.26 nú.cragrarros por 50 ml del cultivo, después las ce­

pas Sp-7 de colecci6n y la c 4 ambas ccn 750 rnicrograrros par 

50 m1 del cultivo, la de m:mor capacidad fué la cepo. Ssc -· 
cal 530 micrograrros ror 50 ml de cultivo • 

Los valores obtenidos oon la cepa Sp-7 de cole~ 

ci6n se tomaron ccm::> referencia, debiro a que estudios pre­

vios han derrostrado que es una cepa con gran capacidad de -

fijacioo de nitrt5geno. (Coh.en et al., 1980). 

6.4.2. Evaluacil5n de la desnitrificaci6n 

El cuadro 5.9 muestra los resultados de los - -
t 

cultivos agitados, se observa qoo: la cantidad de nitr6ge­

no en fonna de bianasa es alta, hay poca cantidad de nitró­

geno ccm::> am::inio, la cantidad de nitrógeno caro nitrito e~ 

tá ligeraroonte elevada en dos de las cepas y no hay nitr6-

geno en· foi::ma de nitrato en el nedio de cultivo. Esto indi­

ca que se llevó a cabo la reducción total de nitratos a ~ 

nio lo que ocasionó una elevada producción de biamasa. Esto 

corrobora los reportes de la literatura que indican que en· 

condiciones de aerobiosis se lleva a cabo la as.imilacioo de 

nitratos y la desnitrificaci5.."1 es nula. 

En tanto que la cepa Ssc rostro un ccnportami~ 

to at1pico ya que si desnitrific6. 

En el cuadro 5.10 se rruestran los resultados de 

los cultivos est!iticos (coodiciones l:f.mitédas de ax1geno) .-
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Bajo estas condiciones se tiene que: la cantidad de bianasa 

es :rrenor canparada con·. los cultivos agitados, no se detect6 

presencia de nitrógeno en fo..Y'!l'a de amonio; hay .presencia de 

nitritos en el rredio de cultivo de tedas las cepas y esta -· 

ligerarrente elevado, la presencia de nitratos en todos los­

cultivos es baja. Esto sugiere que en ccndiciones limitadas 

de oxígeno se lleva a cabo la desas.imilaci6n de nitratos. 

Por lo tanto confome a los resultados obteni­

dos, se piensa que las cepas elegibles son: en prirrEr t~ 

no la.cepa Pox por presentar una mayor capacidad de fija--­

ción de nitr6geno y no desnitrifica, en segundo término te­

neiros a la cepa c4 por canportarse de forma similar a la ~ 

pa ~7 de coleccién en la fijación de nitrógeno y no pre­

sentar desnitrificación, por últinn tenemos a la cepa Ssc -

aunqµe sus valores de fijacifo de nitrógeno fueren los más­

bajos c~arados c:on las dos cepas anteriores, se encuentra 

todavía dentro de los rangos para ser considerada cano una­

cepa reccmmdable para la inoculación ya que presenta baja­

capacidad: de desnitrificacién. 

6.4.3. Los resultados del cuadro 5 .12 indican la exis-

tencia ae-A.zospirillum en los suelos en estu:lio, sin em­

bargo este microorganisrro nativo no fué capaz de infectar -

a las variedades de trigo en estudio, lo que se cbserva en­

los resultados del cuadro 5.11 en dmde no se detectó in­

fección en los tratamientos testic;p. 
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En-tanto que las 5 cepas prd:>adas infectaron sa­

tisfactori.arrente a las dos variedades y la infección aurren­

t6 a través del desarrollo del cultivo cbteniéndose el 100% 

de infecci6n en el til timo muestreo realizado en las dos va­

riedades es'b.ldiadas. 

Al cc:rcparar estos resultados con los abt.enidos­

. en un trabajo previo en esta misma regi5n realizado por ~ 

ke ·et al., 1985. ErLel que se enple6 ma!z caro hoST?edero -

y se :cealiz6 en caidiciones de carcpo, se observa variabili­
dad. Se encrntró qU3 el 1\zospirillum nativo que no infectó 

al trigo si infecta al matz. Se reparta que la inoculación-

1:avoreci6 el proceso de infección obteniéndose el 60% de -­

ratees. infectadas en t~to que en los testigos solo alean -

:zaroo el 22% 1 la infección alcanz6 su máxima expresión du­

rante la floración para declinar posteriarnente. Esto no -

coincide.con nuestros resultados, sin embargo se debe cons.f. 

dera.r que las ccndiciones·ae ·mvemadero favorecen la fisi~ 

logia de la planta1 en tan to que en condiciones de ca..'11po la 

fisiolo::¡ía de la bacteria, de la planta y consecuenternente­

de la a.Sociacién son afectadas par los canbios arrbientales­

cam estos autores lo m:>...ncionan y atribuyen la decl.inaci6n­

de la mfección a una helada que afectó al cultivo antes de 

efectuar el últ.itro mues~o que se realiz6 en la madurez -

f isiolOgica del cultivo. 

·ne los· resultados .obtenidos ·cuadro 5.12 se ab -

serva que las oopas nativas de Azospirillum en el suelo se 

encuentran en una ccncentraci6n Itnl.Y baja, mientras gue en-
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los suelos desp~s de la cosecha aurrent.6 ligeramente la can 

tidad de Azospirillurn para el suelo donde se sernbr6 la va­

riedad de trigo if3xico 82 y en renor cantidad para el suelo 

donde se sembr6 la variedad Zacateca VI'-74. 

Es cooveniente efectuar un seguimiento de la so­

breVivencia en el su:üo de las cepas intro1ucidas, ya que -

esta es una de las caracter~sticas qre deben reunir las ce­

pas que se .recanienda para la fabricacilSn de ino:::ulantes. 

En el cuadro 5 .13 se observa gue el peso seo::> de 

la parte ~ea de la variedad de trigo .Mfud.oo 82 fué muy va 

riable yno se registraron diferencias estad!stica:rrente si.9:, 

nificativas. 

Los resultados de peso seco y nitr6g'eno de la -
parte aérea (cuadro 5.14 y 5.15) indican que en la variedad 

Zacateca vr 74 se :registró un mayor peso en los tratamien­

tos inoculados, excepto en el que fre inoculado oon la cepa 

de coleocién, sin errbargo en el anl§.lisis estadistico no se­

encontraron diferencias· significativas y en cuanto a conte­

nido de nitr5geno ·tambi& fueron nuy variables. 

En los cuadros· 5.16 y 5.17 se repartan los re -

sultados del contenido de nitrógeno en la variedad de trigo 

M§xico 82 y la pneba de Duncan muestra_ gue el tratamiento.. 

Ssc. es significativamante diferente a los otros tratamien­
tos enpleados. Es inportante hace notar gue esta cepa co -

rresponde a la aislada de la mgión y que probablemente no 

tuvo problenas de adaptaci&. al suelo en este estudio. Pero 
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este resulta.do no coincide con las pruebas de lal::xJratorio,­

ya que fué la cepa que .fijó rrenor cantidad de nitr6:¡eno at­

xrosf&ico. Los tratamientos VS-1 y Vl'-2 resultaron simila -

res al testigo adicicnado de nitr6;reno y fueron mayo.res al -

testigo sin nitr6geno, pero no hay diferencia significativa 

entre ellos •. En cuanto a la :::epa Sp-7 y VI'-1 fueron las que · 

dieron los valores más bajos, a oesar de Q:'l.E en trabajos -

previos se les ha establecido cano i::epas altarrente fijado­

ras de nitr6geno • 

• 
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CONCLUSIONES Y 

R E e o M E N. D A e I o N E s 

l. De las capas en estudio la 5sc fu~ caracteri­

zada caro A. liP?ferurn, en tanto que la Pax -

Y C 4 COIID ~· brasilense. 

" 
2. Pxesencia de .Azospirillum en los suelos en es 

tulio. 

· 3. La flora existente no es capaz de establecer­

asociaciOn can la granúnea en estudio. 

4. Los resultados obtenidos de la fijacioo de n.f_ 

tr6geno in vitre no se relacirnan con el can­

portamiento de las cepas en presencia del ho§. 

pedero. 

s. La inoculaci6n favorece la :ínfeccioo. 

6. Se recani.enda hacer más estudios del efeci:o -

de estos microo.rganism:::> sobre el desarrollo -

de las plantas. Y errplear el hospedero del -

qua. fueron aisladas las cepas, ya que este -

factor puede ser el que limita la expresi6n -

de la fijaeión de nitr6geno. 



8. A NE X O 

M:?dio 1 

~o NFb semis15lido libre de nitrógeno 

Acido susc!nico 

K2HP04 

M:JS04· 7H20 
NaCl 

cac12 
· NafbO 4 • H20 

MnS04 • H20 

FeEDTA .. (solucioo al l. 64%) 

Azul de branotirrol (solución alCX)holica al 5%) 

Biotina (solución al 0.01%) 

KOH 

63 

s.o g/l 

o. 5 11 

0.2 " 

0.1 " 
o·.02 n 

0.002" 

0.01 11 

4 rn1 

2 m1 

1 ml 

4.5 g/l 

Ajustar el pH 6.8 - 7.2 c01 soluci6n de NaOH al 10%, agregar 

l. 75 gramos de agar previanEnte disuelto, ccrrpletar el volu­

zren a l litro. Esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 -

minutos. (.Albrecht, 1980). 

M9dio 2 

~ M:rlio NFB· sólido 

Igual al rredio 1, :¡;:ero s:in biot.ina y cm 20 miligrarros de ex­

tracto de levadura y 15 g/l de agar. oébereiner, 1980. 

M:rlio 3 

~º uc Cinfusioo de papa) 



64 

Hervir durante 20 minutos 200 granos de papa cortadas con -

~ara en un litro de agua, filtrar con algodón o. gasa. -

Restablecer el voluman inicial. Adiciaiar 2. 5 grarros de ~c.f. 

do suc:ciñico, 2.5 gram:>s de azúcar carercial y 2.5 granos -

de .KOH. Ajustar el ¡il a 6. 8. Agregar 1 rnl ·de solucirn de -

biotina al O. 01% y 15 granos de agar. Esterilizar m autocl~ .... 
ve a 121 °C durante 15 m:inutos. (Doberefuer, 1980). 

Medio 4 

Aqar nutritivo 

Extracto de carne 

Peptona 

Agar 

fil 

3 g/l 
5 11 

16 " 
7.0 :!: 2 

Esterilizar en autoclave a l21ºC durante 15 minutos. 

M3dio 5 

NPb·glucosá semisólido 

Igual al nedio 1,. pero.sustituyendo el ~cido succtnico por -

gluco9a (O.l%)y sirÍ indicador. (D~, 1980). 

M3dio 6 

mh sin biotina 

Identiex> al nedio l pero sin biotina 

M:!dio 7 
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NEb semi s6lido mas extracto &! levadura 

Igual al rredio l pero con ·SO miligramos de extracto de le~ 

dura, sin biotina.(I:ttiereiner., 1980; Tarrand; et al.1 1978) • 

.rt.edio .a 

NFb oon difererites fuentes de azúcares y ácidos org~ioos ro 

rto fuente de carbono. 

Similar al rredio NFb rredio l, :;ero sustituyendo el ácido s~ 

cínico por las fuentes de ca.rgono a probar; adicionandose e~ 

tos en una concentración de 1% para azúcares y de 0.5% para-

5cidos orgánicos. En el madi.o glucosa-p:=ptma estos se adi­

cionaron en una concentración de 0.5% para tener una a::>ncen­

tración ~inal de 1%. Para la p...'1..leba de desarrollo y produc -
ción de acidez los rredios glucosa y fructosa en anaerabiosis 

se adicionó a los tubos una ~ de parafina scbre la su¡;:er­

f icie del rredio, después de .ir.ocular. (Tarrand, et al., 19-

78). 

M:dio 9 

Hidr6lisis de gelatina 

M::dio gelatina nutritiva 

Peptona de carne 

Extracto de came 

Gelatina 

pH 

s.o g/l 

3.0 g/l 

120.0 g/l 

7.0 t 0.2 -
Disolver y esterilizar aJn cuidado 10 minutos a llSºC. (DifCX> 
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Laboratorios 1953) • 

M3dio 10 

Hidr6lisis de almidón 

Esta prueba se realizó ccn el me::lio de ag-ar nutritivo más -

0.2% de a.lmid6n. 

Medio 11 

P.rueba de .indol 

Caldo triptcna 

Peptona de caseina 

Cloruro de sodio 

10.0 g/1-
s.o g/l 

7.0 + 0.2 

Disolver y distribuir en tubos, esterilizar en autoclave, -

incubar 48-72 horas a 2B-30°C, posterio1:mente recubrir el -

nedio de cultivo con una capa (de O. 5 cm. de altura, apro~ 

rra:iam:mte) de reactivo de Ehrlich o Kovac, en caso de cultf. 
vo indol p::>sitivo, la capa de_ reactivo tana un color rojo -

cereza al cabo de _!X)COS minutos. 

Reactivo de Ehrlich o l{Dvac 

P-di.m:rt:ilbe.nzaldehído 

Alcohol Amílico 

OCl qcn. 

s.o g 

75.0 rol 

25.0 

Disolver el P-climetilbenzaldelúdo en el alcohol amílico y -

agregar al .§cido clorotú.drido (el reactivo es de color ama­

rillo). 
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M=dio 12 

PIUeba de catalasa 

A una nuestra de cultivo desarrollado en el medio l durante 

48 horas a 28-3o'C, se le adicionó una gota de H2o2 al 6%. 

~o 13 

Prueba de esculina 

El rredio.enpleado fué igual al medio 1, .sustituyerrlo el áci­

do susc!nico por la esculina (concentración 1%). 

M=dio 14 

Prueba de oxidasa 

Pocas gotas de solución al 1% del sustrato recientenente pre­

parado, de clorhidrato de dirnetil pa.rafenilendiamina se pUso­

en cont.;cto con las colonias del microorganisrro desarrolla -

das en rredi o NEb (M:dio 1) .tos microo.rganisws prcductores -

de oxida$a tanan un col_or.J:"Qsa, despu~s mar:rcn y finalmente -

negro~ Los microo:rganisrros oxidasa negativo no producen cam­

bios de color en las colonias. 

M3dio 15 

caldo urea 

Extracto de levadura 

Potasio dihidrogenofosf ato 

Discxlio hidrogenofosf ato 

U:r:ea 

O.l g/l 

9.1 11 

9.5 " 
20.0 .. 



Rojo de fenol 

pH 

0~01 g/l 
+ 7.0 - 0.2 

68 

Disolver calentando a 60ºC ccm:i máxino; esterilizar por fil 

traci6n o calentando en maI:rnita de-vapor ·por·S minutos. No­

esterilizar en autoclave,, 

Los rnicroorganism:>s qu= utilizan ·urea producen­

un viraje del indicador hacia el rojo y ·eventualnente su -

crecimiento prcduce turbidez del nedio· de cultivo. (Difco -

Laboratories, 1953). 

M9dio 16 

NFb 1:1'.quido nás O. 08% de agar 

Similar al rredio l, pero sin indicador y con 0.08% de agar. 

(DObereiner, 1980). 

M;rlio 17 

NFb l!quido m§s nitrato de potasio 

Igual al rredio 1 adicioo:édo de_'· 1 g/l de- N03R'F s:in indicador 

y sin agar. CD&eminer, 1980) • 

.l>Edio 18 

Soluci6t NEb 

Identico al nedio 1, ·pero sin ácido· succ:l'.nico, s:in indica -

dor y sin agar. (nObereiner, 1980). 
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M3dio 19 

NFb · semis6lido para NMP 

Igual al m=dio 1, pero can o-.s g/l· de ~cido succ!nico y -
oon O. 05 g/l de azúcar ccrrerciaL (DÓbere.iner 1980) • 

¡ 
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