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INTRODUCCION

El cultivo de maiz (Zea mays) ha sido utilizado por las familias
mexicanas para consumo alimenticio, aunque el maiz ensilado es uno de los
componentes importantes de la dieta del ganado lechero por que constituye
un tercio de su racion diaria. El maiz forrajero de calidad se selecciona en
base a la materia seca, no interesando tanto su calidad nutritiva (Nufez et al,
1999; Pefia et al, 2002). El incremento en la materia seca y calidad nutritiva
del forraje la proporciona una adecuada fertilizacion por que actualmente se

ha convertido en la dieta diaria del ganado lechero.

Por tradicion se han utilizado los fertilizantes quimicos que
proporcionan los nutrientes que la planta necesita, sin embargo se han
detectado problemas de contaminacion, y para disminuir este problema una
alternativa es el uso de fertilizantes organicos, entre ellos se encuentran las

bacterias que fijan el nitrdgeno atmosférico.

Las bacterias del género Azospirillum ( Dobereiner et al, 1992) tienen la
capacidad de fijar el nitrdgeno atmosférico, dichas bacterias interactuan con
las raices de la planta, se han aislado de raices de maiz, arroz, trigo y

pastos (Paredes et al, 1988).



Se encontré que existe especificidad de especie en los cultivos, ya que
el Azospirillum lipoferum es especifico para maizy A. brasilense para trigo
(Baldani et al, 1980). En maiz el A. sp y brasilense tuvieron una influencia
positiva en la emergencia, floracion, altura de planta y madurez fisiolégica
(Mendoza et al, 1986). En pastos la inoculacion con A. brasilense incremento
la emergencia a un 50 % y la sobrevivencia de 100 hasta 400 % (Esqueda et
al, 2004). En trigo también se aplicaron Azospirillum y Pseudomonas en
formas individuales y mezcladas, encontrando incremento en
amacollamiento, altura de planta, longitud de raices, peso seco y numero de

granos.

La inoculacion con 10 ° a 10 ° células de Azospirillum causa elongacién
e incremento del total de la raiz, pero 10 8 a 10 ° células causan su inhibicidn
(Kapulnik et al, 1985), aunque el A. brasilense también producen hormonas
del crecimiento como giberelinas, citocininas y auxinas (Zimmer et al, 1988,

1991; Lucangeli y Botin, 1997).

Debido al beneficio que le proporciona la bacteria a la planta de maiz el
objetivo de la investigacion fue encontrar las cepas de Azospirillum que fijen
mayor cantidad de nitrégeno y por consiguiente se incremente la altura de

planta y biomasa.

PALABRAS CLAVE: Azospirillum sp, Lineas elite, Maiz Forrajero,
Fijacion De Nitrégeno, Fertilizantes, Bacterias.



REVISION DE LITERATURA

Nuestro pais cuenta con alrededor de 24 millones de hectareas de
superficie agricola, de las cuales alrededor 6 millones son de riego y las
restantes de temporal. Segun CEA (2000) para el ano agricola de 1999 se
sembraron mas de 280 mil hectareas de maiz forrajero y 8.5 millones de
hectareas de maiz para grano, de las cuales se obtuvieron una produccion
de 4.7 millones de toneladas de forraje y 18.3 millones de toneladas de
grano. Para el periodo 1990-1998, la superficie sembrada de maiz
represento en promedio el 52.8% de la superficie nacional de los cultivos

anuales en el afio agricola.

El maiz forrajero es una de las plantas que presenta ventajas que
determinan su utilizacién en la alimentacién animal, entre las cuales estan: a)
Presenta diversas formas de utilizacion, ya que el ganado lo come en verde,
seco 6 ensilado; b) Gran adaptabilidad a las condiciones climaticas
temporaleras existentes en la mayor superficie del pais; c) excelente calidad
nutritiva para la produccion de leche; facilidad de manejo manual y con
maquinaria tanto para su cultivo como para su utilizacion. (FIRA, 1986,

1992).



El uso de los fertilizantes quimicos y su impacto ambiental

Los fertilizantes quimicos fueron el insumo que mas impactaron al
rendimiento, su aplicacion oportuna y completa permitian al inicio elevar la

productividad y reducir el costo por tonelada de producto.

La aplicacion de estos fertilizantes a partir de 1950 y hasta 1985 tuvo un
rapido incremento en cuanto a Nitrégeno, Fésforo y potasio, su consumo
aumentd de 8,442 toneladas a 1.3 millones de toneladas en 1980; y para
1983 llegd a 1.6 millones. En 10 que respecta a nutrientes Nitrogenados Y
Fosfatados México es casi autosuficiente, no asi en potasio ya que de una
manera general sus suelos contienen cantidades suficientes para los

requerimientos de los macro y microorganismos. (PEF, 1985, 1988).

Como se menciond anteriormente en las ultimas décadas se ha
observado un incremento en volumenes utilizados de fertilizantes, lo que
coincide con lo expuesto por las organizaciones ecologistas en relacion al
deterioro ecolégico que resulté de la explotacion no planificada de los
recursos naturales. En el suelo, se han acentuado los problemas de
desertificacion, erosién, contaminacion y como consecuencia una notoria

disminucion de su potencial productivo. (Onudi, 1977).

La vida microbiana en suelos agricolas con uso continuo de fertilizantes

quimicos, ha presentado alteraciones importantes, ya que los
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microorganismos mediante procesos bioquimicos liberan sustancias
nutritivas disponibles para las plantas y al hacer aplicaciones artificiales, se
provocan desequilibrios con la consiguiente disminucion de la flora y fauna

microbiana. (Alexander, 1980)

Importancia de los Abonos orgénicos

La materia organica en el suelo proviene de diversas fuentes; desechos
animales y vegetales estan en constante reciclaje a través de los diferentes

ciclos biologicos. (Burgues, 1977)

Estos desechos se descomponen por la accion de los microorganismos
heterotroficos los cuales desdoblan la porcion organica en monomeros
absorbibles y asimilables tales como la celulosa, hemicelulosa, ligninas,
aceites, ceras, resinas, entre otras. (Alexander, 1980) Y que obtienen su
energia y por otra parte suministran el carbono necesario para su desarrollo

celular.

Dentro de los organismos heterotrofos que intervienen en la
descomposicion de la materia organica se encuentran los que actuan
aerobicamente como los hongos, bacterias aerobias y bacterias anaerobias
facultativas los que liberan CO,, H,0, energia y biomasa (Alexander, 1980);
mientras que las bacterias anaerobias estrictas u obligadas no actuan de

manera tan eficiente por lo que no utilizan a la materia organica en su
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totalidad, dejando considerables cantidades de productos intermedios utiles

para el desarrollo de otros organismos. (Murguia, 1981)

Los abonos orgéanicos

El empleo de los abonos organicos en la agricultura mantuvo un lugar
preponderante antes de la introduccion en gran escala de los fertilizantes
quimicos; en la actualidad con el incremento en costos, transporte,
almacenamiento y aplicacion, ademas de los dafios a la ecologia, ha
propiciado que nuevamente los abonos organicos cobren importancia, los
diferentes estudios demuestran que los organicos tienen las ventajas
siguientes sobre los de origen inorganico: Mayor efecto residual, Aumento de
la capacidad de retencién de humedad del suelo a través de su efecto sobre
la estructura, la porosidad y la densidad aparente, Formacién de complejos
organicos con los nutrimentos manteniéndolos disponibles para las plantas,
Reduccion de la erosiéon al aumentar la resistencia a la dispersion por el
impacto de la lluvia y reducen el escurrimiento superficial, Elevan la
capacidad de intercambio catidnico, Promueven la liberacion de CO, que
propicia la disponibilidad de algunos nutrientes, Abastecimiento de Carbono
organico como fuente de energia y de carbono a la flora microbiana

heterétrofa. (Nufez, 1977)

Uno de los factores que han contribuido al empobrecimiento de los

suelos agricolas Mexicanos es el monocultivo tradicional, sin la incorporacién
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de abonos organicos en sus diferentes formas. Esto l6gicamente tienda
disminuir el contenido de materia organica alterando por lo consiguiente la
relacion estrecha entre el Carbono y el Nitrogeno; donde en términos
generales se puede afirmar que si la relacion C/N es mayor a 30, no hay
liberacion de Nitrégeno aprovechable; por el contrario, si la relacion es menor
de 20, algo de Nitrégeno se mineraliza quedando disponible para las plantas
y para la microflora subterranea, Tisdale, 1975. La aplicacion de abonos
organicos de ninguna manera interfiere con la adicidon de fertilizantes
quimicos y es posible la aplicacién de ambos, tal como lo demuestra Nufez,
1977 quien afirma que la disponibilidad de Fdésforo es mayor cuando el
superfosfato se mezcla con gallinaza que cuando se aplica solo. Asi como
De la Garza y Cisneros 1988 encontraron que cuando se agrega la menor
cantidad de superfosfato triple a la mezcla de estiércol en agua durante la
fermentacion anaerobia; en el biofertilizante liquido se encuentra mayor

disponibilidad de Fosforo.

Biofertilizante liquido

Abencerraje 1984, mencioné que en el proceso de fermentacion

anaerobica de la materia organica por bacterias, se producen junto con el

agua substancias asimilables para un cultivo.



Mendoza 1985, concluyé que la dosis 6ptima de biofertilizante liquido
para el cultivo de frijol ejotero fue de 300 It/ha, tal dosis se aplic6 en dos

partes, la mitad al momento de la siembra y el resto antes de la floracion.

Martinez (1982), indicO que para la soya, en condiciones de
invernadero, la disolucién 6ptima a usar de biofertilizante liquido es de 1:75

utilizando como diluyente el agua de riego.

Pichardo (1980), indicé que 1 m® del biofertilizante liquido producido
diariamente puede fertilizar 100 m? de terreno por afio, a un nivel de 200

kg/ha.

La composicion quimica del fertilizante liquido depende de la especie
del animal, edad, alimento consumido, cama utilizada y manejo del estiércol

antes de aplicarse.

Arias (1978), public6 que el efluente liquido de la fermentaciéon
anaerobica contiene una alta concentracién de nutrimentos entre los cuales
se citan N, P, K, elementos menores, vitaminas y hormonas para el

crecimiento tanto animal como vegetal.



Importancia del estiércol

De acuerdo con el V Censo Agricola, Ganadero y Ejidal en 1970.
México tenia una poblacion de 21'136,432 cabezas de ganado vacuno
(Nifez, 1977); un promedio conservador supone que seria probable producir
126,818 millones de toneladas de estiércol anualmente. Salter vy

Schollenberger (1969) citado por Nufiez, (1977)

Los contenidos promedio de nutrimentos del estiércol de bovino son:
0.30 % de N2 total, 0.50 % de N soluble, 0.20 % de Fésforo, 0.10 % de
potasio y 0.10 % de calcio en lo referente al contenido de micronutrientes se
menciona que contienen de 43.8 a 217.8 ppm de Mn y de 16.4 a 82.1 ppm
de Zn (Skinner, A.F 1975). Los datos anteriores se semejan a lo expuesto
por Buckman (1977). De las cifras mencionadas anteriormente Fernandez
(1975) citado por Ramirez (1978) estimé que es posible considerar
adecuadamente 48.7 millones de toneladas. Las caracteristicas del estiércol
varian con la edad del animal, alimentacién y manejo del material. Un manejo
inadecuado produce pérdidas de Nitrégeno por volatilizacion y otros
nutrimentos por lavado; estas pérdidas se favorecen por desecacion, pH

alcalino y altas temperaturas.



Disefio de Digestores Rusticos

Se han realizado diversos experimentos, a fin de analizar los aspectos
tedricos y practicos de modelos de Digestores Anaerobicos que puedan
procesar con eficiencia los desechos organicos, de manera que lo productos
resultantes no contengan caracteristicas fitotdxicas encontrandose amplias

posibilidades en digestores sencillos que procesan desechos biologicos.

Ramirez (1981) En un analisis técnico econdmico establecié un modelo
tipico para un ejidatario o comunero que cuenta con una parcela de maiz, a
este nivel es sencillo el manejo usando tambos de 200 It para adaptar los
como Digestores Anaerobios; los productos liquido y solido sirven como
fertilizante Y como mejorador del suelo, se puede complementar el sistema

con hornos forrajeros enriquecidos por la fraccién liquida.

De la Garza, (1988) Describe al digestor empleado en diversos trabajos
de Investigacion para producir efluentes liquidos y solidos; éste se construy6
uniendo dos tambos con capacidad de 200 It, con una entrada para
suministrar la mezcla; dos salidas, una para los gases Y otra para obtener el

biofertilizante.
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Importancia del Nitrégeno en la Agricultura

Jacob (1971), menciona que el nitrégeno es el elemento esencial para
la vida de los vegetales, por esa razon es de suma importancia conocer en
qué forma y proporcion se encuentra en el suelo, para asi, tener una base de

la cantidad necesaria para la realizacién de una fertilizacion apropiada.

La deficiencia de nitrogeno ejerce un marcado efecto sobre los
rendimientos de la planta. Las plantas permanecen pequefas y se tornan
cloréticas rapidamente, dado que no existe suficiente nitrégeno para la
realizacién de la sintesis proteica y clorofilica. A causa de la deficiencia
clorofilica la planta sufre la inhibicion de su capacidad de asimilacién y de

formacion de carbohidratos.

Ortiz y Ortiz (1984); mencionan que el papel del nitrégeno puede ser

considerado como estructural y metabdlico.

a) Es un constituyente esencial de los seres vivos.

b) Forma parte de las proteinas y de la clorofila.

¢) Imparte un color verde obscuro a las plantas.

d) Promueve el desarrollo de hojas y tallos.

e) Produce un desarrollo rapido en la primera etapa.

f) Aumenta el contenido de proteinas en los cultivos alimenticios y

forrajeros.
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Efecto del Nitrogeno

Thompson y Weiner (1962) y Vesk et al (1966), publicaron que la
apariencia interna de plastidos se altera considerablemente cuando hay
deficiencias de nitrégeno, ya que este elemento es el constituyente de
proteinas, purinas, pirimidinas, enzimas y coenzimas. Por lo tanto, una
interferencia con la sintesis de proteinas y desde luego en el crecimiento, es
el efecto bioquimico, que senala la deficiencia de este elemento, la cual
origina un amarillamiento de las hojas o clorosis. Ademas, una disminucion
en la fotosintesis, inhibe la formacién de aminoacidos esenciales asi como al

mecanismo de sintesis de carbohidratos y de esqueletos carbonados.

Lagarda (1974), dice que el nitrégeno interviene en la composicion de
todas las proteinas vegetales, cuando éste se agrega en altas dosis, a los
cultivos, es causa aparente del aumento del protoplasma celular,
ocasionando con ésto, la deformacién de hojas y tallos mas suculentos vy
menos fuertes, pues aumenta la cantidad de agua en las vacuolas facilitando

el ataque de plagas y enfermedades.

Nitrogeno en el suelo y sus asimilaciones

Fassbender y Black (1975), establecen que las formas inorganicas en
que se presenta el nitrégeno son como 6xido nitroso (N2O), éxido nitrico

(NOs-), Nitrito (NO,-), amoniaco (NHj3), los cuales son gases y no se dan en
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concentraciones grandes para ser detectados, ademas, existen otras como
Amonio (NH4+), Nitrito (NO»-), Nitrato (NOs-), por lo general estas formas

inorganicas, constituyen solo hasta el 2 % del N total del suelo.

Bidwell (1979) dice que el nitrato es la forma mas abundante de
nitrogeno utilizable por las plantas y la fuente mas importante para ellas.
El amoniaco es a veces relativamente abundante, por ejemplo, donde

esta ocurriendo fijacion de nitrégeno o en suelos humedos anaerdbicos.

Debido a los numerosos procesos de cambio que afectan al N del suelo,
la concentracion del N en la solucién del suelo, puede cambiar
considerablemente en periodos cortos de tiempo. Eso se aplica
particularmente al nitrato (NOs-). Cuando las condiciones favorecen la
nitrificacion, se produce un incremento en el contenido de nitrato (NOs-) en la

solucion del suelo.

Mengel y Kirkby (1985), establecen que en primavera cuando suben las
temperaturas y la aereacion del suelo se eleva, también se incrementan los
nitratos (NOs-), coincidiendo con la alta demanda del cultivo, asi los nitratos

(NOs-) son rapidamente tomados por las raices.

Los niveles de nitrato en la solucion del suelo, pueden ser tan altos

como 1,240 ppm después de una aplicacion de fertilizantes nitrogenados. En

13



suelos fértiles existen rangos normales de 124 ppm y 1,240 ppm que es lo

que toman las plantas.

Importancia de la Fijacion del Nitrégeno en el Suelo

Tsidale y Nelson (1982), mencionaron que existe una relacion estrecha
G/N y en términos generales si esta relacion es mayor de 30, no hay
liberacion inmediata de nitrdgeno aprovechable, por lo que existe fijacion de
las formas nitricas y amoniacales, reduciéndose la disponibilidad del
nitrégeno en el suelo, si dicha relacion es menor de 20, algo de nitrégeno se

desmineraliza quedando utilizable para las plantas.

AZOSPIRILLUM

La clasificacion como género de Azospirillum fué hecha por Tarrand et

al (1978), para subsistir al antiguo Spirillum lipoferum y su divisién en las

especies A. lipoferum, A. brasilense, lo que consta en el Manual de Bergey

(1984) y De Krieg (1976).

Spirillum lipoferum es sinbnimo de Azospirillum lipoferum.

Segun el manual de Bergey (1984) el Azospirillum se clasifica en:
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TAXONOMIA

Reino.................... Procaryote
Division.................. Gracilicute
Clase........cccoeenenn. Scotobacteria
Familia................. No existe
Género.................. Azospirillum
Especie................. lipoferum brasilense

Historia del Género Azospirillum.

Azospirillum lipoferum fue primeramente aislado y descrito por
Beijerinck (1952), en Holanda, pero durante casi 50 afos el mismo autor
permanecio ignorado, hasta que fuera redescubierto en Brasil por Bullow y

Dobereiner (1975). Day y Débereiner, ( 1976), Dobereiner et al. (1976).

Barver y Evans (1976), Day y Ddobereiner (1976), establecen que para el
crecimiento y fijacion de Azospirillum requiere de una temperatura de 30 a
40°C y un pH de 6.0 a 7.8 dentro de cuyos limites se encuentran los valores

optimos.

En Argentina lo aislaron por primera vez por Merzari et al (1977) citado

por Rodriguez (1981) Y desde entonces debido a la creciente importancia de
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la fijacion biologica del nitrogeno, el conocimiento sobre el mismo se

incrementd enormemente.

Caracteristicas de la Bacteria
Pérez. (1996), menciona que la cepa C2 es resistente a estreptomicina
a (400 ppm) y su temperatura 6ptima es de 30°C, mientras que la cepa C3

no es tan resistente a estreptomicina, su temperatura optima de 30° C.

Aislamiento

Para llevar acabo el asilamiento de las bacterias del género Azospirillum
resulta en lo general muy simple, ya sea a partir de suelo rizosférico o de la
superficie de las raices, o tallos de algunas plantas. El medio de cultivo
usado por excelencia para el enriquecimiento de las especies de Azospirillum
ha sido el NFb semigelificado “libre” de nitrdgeno y con malato como fuente
de carbono (Ddbereiner J, 1976). EIl cultivo puro se logra en diferentes
medios de laboratorio, siendo comunmente utilizado un medio al que se le
afnade colorante rojo congo (Rodriguez et al, 1982), en el cual Azospirillum
brasilense y Azospirillum lipoferum, toman un color rojo escarlata que permite

la diferenciacion de otros géneros bacterianos.
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Identificacion

Existen diversas pruebas para el reconocimiento de las especies de
Azospirillum entre ellas las bioquimicas y las inmunoldgicas. Algunas
caracteristicas utiles en la identificacién rutinaria son la forma vibroide, el
pleomorfismo y su movilidad en espiral (Ddbereiner J. 1992). Las células
contienen gran cantidad de de poli-B-hidroxibutirato (PHB), hasta 50 % del
peso celular (Okon et al, 1976), observandose al microscopio las células
joévenes con abundantes granulos refringentes. En cultivos semigelificados y
gelificados con mas de 24 hrs. de incubacion se presentan frecuentemente
células refringentes con forma ovoide y de paredes gruesas similares a
quistes (Lamm R et al, 1981). Una de las caracteristicas fenotipicas mas
ampliamente utilizada como criterio para el reconocimiento tentativo del
género Azospirillum es el color rojo escarlata que toman las colonias al
crecer en un medio adicionado del colorante rojo congo (Rodriguez et al,
1982). Sin embargo, en este medio pueden hallarse colonias mutantes de
Azospirillum de color blanco debido a la incapacidad de producir

polisacaridos no identificados (Bastarrachea, F et al, 1987)

Distribucién

Los Azospirillum muestran una amplia distribucion geografica alrededor
del mundo. Aun cuando son mas abundantes en las regiones tropicales,

también se les encuentra en las regiones templadas, frias y desérticas (Tyler
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M et al 1979). En las regiones templadas del sur de Brasil, los Estados
Unidos y Kenia, la presencia de Azospirillum es menor al 10 % (Marriel et al,
1976) El pH del suelo juega un papel importante en la presencia de las
especies del género Azospirillum. Las especies Azospirillum brasilense y
Azospirillum lipoferum se encuentran en mayor abundancia en suelos con
valores de pH cercanos a la neutralidad, aun cuando a pH menor a 5 se les
encuentra en forma esporadica y no se logra su aislamiento de suelos con un

pH menor a 4.5 (Elshanshoury, A. R. 1995)

Las bacterias del genero Azospirillum han sido aisladas de la superficie
de la raiz de una amplia variedad de plantas y de su rizosfera, incluyendo
cereales como maiz, trigo, sorgo, arroz, avena, (Wong, Py Stenberg, 1979),
pastos forrajeros, algunas especies de henequén y plantas cactaceas (

Mascarua E et al,1988)

Ambiente rizosférico

La adaptacion de Azospirillum al futuro ambiente rizosférico
probablemente se inicia con la germinacion de la semilla, la cual exuda
infinidad de compuestos organicos. Aun cuando las especies de Azospirillum
difieren en su capacidad para utilizar diferentes compuestos como fuentes de
carbono y nitrogeno, estas bacterias usan para su crecimiento unos pocos
mono Yy disacaridos asi como alcoholes polihidroxilados, principalmente
diversos acidos organicos tales como malico, succinico y algunos

aminoacidos. (Tarrand J. et al,1978)
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Tanto Azospirillum brasilense como Azospirillum lipoferum tienen la
capacidad de crecer autotréficamente con Hy y CO,. Ademas una respuesta
hacia el oxigeno (aerotaxia) fue observada en Azospirillum brasilense
(Barak, R. et al, 1982). Zonas de baja concentracion de oxigeno fueron
preferidas por las células bacterianas para su crecimiento y multiplicacion,
siendo repelidas por altas concentraciones de oxigeno y condiciones
anaerobicas (Barak, R., et al, 1982). La colonizacion de la rizosfera y la
superficie o interior de las raices sera el resultado del enriquecimiento
selectivo de los microorganismos mejor adaptados a estos ambientes. Por
ejemplo, la capacidad para producir bacteriocinas por algunas cepas de
Azospirillum brasilense y Azospirillum lipoferum (Oliveira, R. A. Drozdowicz.
1987) podria ser una ventaja competitiva sobre las cepas de estas especies

o intimamente relacionadas que sean sensibles a estas biomoléculas.

Es posible que en el ambiente rizosférico las especies de Azospirillum
puedan ser antagonizadas. Alrededor de 400 actinomicetos aislados de la
rizosfera del centeno fueron reportadas como antagonistas de Azospirillum
spp. Yy Azospirillum lipoferum (Ladha, J. et al, 1982). Esta actividad
antagonista correlaciona con alta sensibilidad de Azospirillum brasilense a
los antibioticos estreptomicina, tetraciclina y cloranfenicol (Lépez-Reyes et al,
1989) producidos por actinomicetos del suelo en comparacion a la elevada

resistencia a los antibiéticos R-lactamicos producidos por hongos.
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Diversas condiciones tales como el envejecimiento celular y la
presencia de metales pesados provocan que las células vibroides de
Azospirillum cambien su morfologia y tomen la forma de “quistes” (conocidos
como formas C), conduciendo a la agregacion celular y formando grumos
visibles de gran tamano (Bashan, Y., G. Holguin. 1997). La agregacion y la
formacion de quistes mejora la sobreviencia de Azospirillum, situacion en la
que la acumulacién de poli- R-hidroxibutirato (PHB) parece desempenar una
funcién importante al servir como almacen de carbono y energia(Albrecht, et
al, 1976), Ademas, diversas funciones fisiologicas son atribuidas al PHB,
destacandose la mayor resistencia a la desecaciéon (Lamm at al 1981), a la
luz ultravioleta y al choque osmatico (Tal S. et al 1985) Se ha sugerido que la
formacién de quistes pudiera desempefiar una funcion importante en la
sobrevivencia de Azospirilum en el ambiente rizosférico, por ejemplo,
cuando los nutrientes son limitados, previo a la asociacion con las raices de

la planta (Tal S. et al 1985).

Fijacion del Nitrogeno por la Bacteria

Evans (1975) y Brown et al. (1975), publicaron que es importante

entender la bioquimica, la genética, la fisiologia y la biologia de estas

bacterias, si se quiere obtener la mayor ventaja del nitrogeno fijado

biologicamente y dirigir el trabajo basico hacia el campo.
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La fijacion del nitrégeno, es un proceso clave para que continue la vida
sobre este planeta, por ella se recobra el nitrdgeno que se pierde por la via

de la desnitrificacion microbiana en el suelo.

Existe también la esperanza de que el conocimiento del mecanismo de
la fijacion del N, por la nitrogenasa puede estimular el desarrollo de
catalizadores que pueden reducir la demanda energética para el nitrogeno

fijado industrialmente.

Cada N2 que se fija requiere aproximadamente de 12 a 24 moléculas de
A TP. La estequiometria exacta depende de la relacién de los componentes
proteinicos, asi como la disponibilidad de ATP y de electrones (Shah et al,
1975). Este requisito de energia tan alto, presumiblemente es la razén de

que la mayoria de los organismos no fijan al N2.

Efectos de Azospirillum en Diferentes Cultivos

Danneber, et al (1986), sefialan que después del descubrimiento desde
hace algunos afos de la asociacion entre cereales y la bacteria del género
Azospirillum es necesaria su identificacion y distribucién en los suelos de
estas regiones aridas. Esta ha sido en general la esperanza, para la fijacion
del nitrégeno, la bacteria vive en y dentro de la superficie de las raices y
proporciona nitrogeno disponible a la planta. A su vez puede reducir la

demanda de fertilizantes nitrogenados e incrementar la cosecha.
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Sashan, et al (1990), evalu6 la capacidad del Azospirillum brasilense
para mejorar la acumulacién de K* , P, Ca™, Mg*, S2 Na', Mn*?, Fe*?, B,
Cu*?, y Zn" en plantas inoculadas de trigo y frijol de soya, utilizando dos
diferentes métodos analiticos con cinco cepas de A. brasilense originarias de
cuatro diferentes regiones geograficas. Se incluyd como control un aislado de
Pseudomonas de la rizésfera de plantulas de Zea mays. Todas las cepas de
A. brasilense mejoraron significativamente el crecimiento de trigo y frijol de
soya al incrementar el peso seco de la raiz y el tallo, y el area de superficie
de la raiz. El grado de respuesta de la planta a la inoculacion varié entre las
diferentes cepas de A. brasilense. Todas las cepas pudieron colonizar las
raices, pero el mejor colonizador de raiz, la especie Pseudomonas no tuvo
efecto sobre el crecimiento de la planta. Las cantidades de organismos de
cepas brasilefas Sp-245 y Sp-246 que colonizaron raices fueron similares
sin importar la planta anfitriona. Las cantidades de organismos para las otras
cepas dependieron directamente de la planta anfitriona. El elemento principal
que caracterizé la acumulacién mineral en plantas inoculadas fue que todos
los tratamientos de inoculacion cambiaron el balance mineral de las plantas,
pero en forma inconsistente. La mejoria del incremento mineral en las
plantas también vari6 en gran medida entre las cepas, y dependio
directamente de la combinacion entre cepa vy planta. Una cepa capaz de
incrementar la acumulacién de un i6n en particular en una especie o cultivo
de una planta frecuentemente carecia de la capacidad de hacer lo mismo en

otra. Los minerales en las plantas inoculadas no se distribuyeron en forma
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igual en diferentes tejidos de la planta, y los cambios variaron entre los
grupos de plantas dentro de cada tratamiento de inoculacién de cepa
bacterial. Sugerimos que, aunque las cepas de A. brasilense son capaces de
cambiar el balance mineral y el contenido de las plantas, es poco probable
que esta habilidad sea el mecanismo general responsable de que el A.

brasilense mejore las plantas.

Gallo, et al (1991), reportan el efecto, en pruebas de campo, del
Azospirillum brasilense Cd sobre las producciones de triticale en dos
experimentos diferentes. los experimentos se llevaron a cabo en la "Azienda
Presidenziale di Castelporziano " cerca de Roma. El cultivo Rigel de Triticum
x Secale se inoculd con bacteria A. brasilense Cd a una concentracion de 1 x
106 bacterias por planta. Se establecieron ocho repeticiones para cada
tratamiento, 60 kg/ha. de N (50%), 120 kg/ha. de N (100%), 60 kg/ha. mas
Azospirillum y 120 kg/ha. mas Azospirillum. Los resultados confirmaron datos
que se habian obtenido previamente cuando se inocularon otros granos y
pastos de forraje. Los tratamientos inoculados con Azospirillum a niveles
intermedios de nitrdgeno mostraron una produccion similar a la de aquellos
no inoculados; los tratamientos totalmente fertilizados y los tratamientos
inoculados enriquecidos con 120 kg/ha. de N, mostraron un incremento en la

produccion de aproximadamente 53 % sobre los testigos.
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Mokadem, et al (1992), estudid el efecto de la inoculacion con
Azospirillum brasilense a 30, 60 Y 90 dias sobre el contenido de aminoacidos
ligados a proteinas de trigo, chicharo y lupina, asi como la de Rhizobium spp.
en leguminosas, tanto solo como mezclado con Azospirillum.
Independientemente de la edad de las plantas, el contenido de aminoacidos
siempre fue mas alto en las raices y los retofos después de inocular con
Azospirillum. En los tejidos de las leguminosas se obtuvo la concentracidon
mas alta de aminoacidos al infectarlas con la mezcla; le siguieron la
inoculacion con Rhizobium y después la inoculacion con Azospirillum. Las
diferencias mas claras se presentaron en las fases tempranas del
crecimiento. No se encontraron diferencias cualitativas entre los aminoacidos
mas importantes. El favorecimiento de la acumulacién de aminoacidos en los
tejidos vegetales se debié a una reaccidon fisiologica especifica de las

plantas, causada por la colonizacion con Azospirillum en la region radicular.
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MATERIALES Y METODOS

Se colectaron raices de maiz de tres localidades (Torredn, Bienvista,
Coahuila y Celaya, Gto.) y se obtuvieron 40 cepas nativas de Azospirillum
sp, las cuales se reprodujeron y aplicaron a la semilla a concentracion de 10
® bacterias mL "' en dos genotipos de maiz forrajero, en el laboratorio de
apoyo a investigacion del Departamento de Ciencias Basicas. Los genotipos
son una linea seleccionada con bajo contenido de nitrégeno (CML- 384) y

otra seleccionada con contenido normal de nitrégeno (CML-321).

Por otro lado se esterilizé suelo de bosque, tamizé pasando por malla
de 2 mm y depositd en botes de carton de 1 kg de capacidad, en el
invernadero 4 de Buenavista en la UAAAN se realizd la siembra con 4
semillas de maiz por bote (la semilla se inocul6 un dia antes de la siembra) y

tres repeticiones de cada cepa, en un disefio completamente al azar.

Se tomaron datos de altura de planta durante cuatro semanas y
después se cortd la base del tallo, separando también la raiz, pesando el
follaje y raiz por separado, obteniendo el peso fresco, posteriormente se
secaron ambas en la estufa a 65 ° C y se obtuvo el peso seco o biomasa por

diferencia de peso.
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Se utilizé en el programa estadistico el programa SAS, en el que se
incluiran lineas, cepas, repeticiones, fechas de muestreo, peso fresco y seco

de follaje y raiz.

Resultados y discusion

El analisis de varianza para altura de planta indica diferencia (P< 0.01)
en la interaccion de lineas por cepas, fechas de muestreo, y fechas por
lineas (Cuadro 1), pero entre lineas sucedio lo contrario. Por otro lado el
analisis de comparacion de medias de Tukey (Cuadro 2), en la linea CML-
321 muestra que la mejor cepa nativa de Azospirillum sp corresponde a
Celaya, Gto., con el numero 22, aunque también son estadisticamente
iguales la 20, 18, 1, 17, 26, 39, 21, 28, 37, y 29. Para la linea CML-384 la
que incrementd en mayor medida la altura de planta fue la 7 aislada de
Torredn Coahuila, aunque son estadisticamente iguales la 36,23, 3 y 26. Al
comparar con el testigo con cada linea, se encontr6 mayor diferencia en la
CML-384, quiza por que es una linea con bajo contenido de nitrogeno. Es
importante sefalar que las cepas antes mencionadas inducen la sintesis de
hormonas del crecimiento como auxinas y giberelinas por ello la respuesta

en altura de planta como lo reporta Lucangeli y Botin, 1997.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del ANVA para altura de planta en dos lineas

de maiz forrajero inoculadas con

40 cepas de Azospirillum sp de tres

localidades en Buenavista, Coahuila, 2005.

FV GL
Linea 1
Cepa (linea) | 79
Fecha 3

Linea *fecha | 3
Error 237

CM
1.90
2.88

3094.00
3.80
0.95

F

0.1683 NS

0.0001**
0.0001**
0.0101**

Cuadro 2. Comparacion de medias de Tukey para altura de planta en linea

CML- 321 (1)

Torreon (1-17), Celaya, Gto.(18- 26) y Buenavista, Coahuila (27-40).

Linea

[ N . N [ N R i [\ [ N R ) . N R N L N [ U N U N

y CML- 384

Cepa altura

22 66.71 a
20 66.42 a
18 65.83 a
1 64.10 a
17 64.02 a
26 62.21 a
39 61.91 a
21 61.46 a
28 61.39 a
37 61.06 a
29 60.92 a
15 60.55 a
35 60.51 a

Linea

N NN DNDDNDNDDNDNDNDNDDNDNDDNDDN

Cepa
7
36
23
3
26
1
24
38
2
9
17
19
39

Altura

63.98 a
63.72 a
63.51 a
62.77 a
61.39 a
59.63 b
59.50 b
59.38 b
59.34 b
58.17 b
57.49b
56.67 b
56.65b

(2), inoculadas a semilla con 40 cepas de
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—_— ) e - [ N . N N QRS [\ [ N [ N [ U R N L N S N N N -

[ N . N . N Q. N [ N S N P (. U [ N I W -

33

Testigo
41

31
8

32
11

6

38
12
34
3

27
40
25
13
5

14

59.80 a
59.43 b
59.36 b
59.30 b
59.27 b
59.24 b
58.87 b
58.63 b
58.17 b
58.13 b
57.83 b
56.39

56.17 b

54.95 b
54.90 b
54.27 c
53.61c

53.50c
5342c
51.62 c
5153 ¢
50.80 c
50.19 ¢
48.80 c
47.47 d
41.36 e
41.03 e
34.14 f

NNDNDNDNDNDDNDNDNDNDDNDDNDDNDDND

NN N DN

NN DNDNDDNDNDDNDNDDNDDNDDD

18
21
37
34
4

31
6

22
29
25
14
20
35

30
27
28

Testigo
42

33
13
32
40
11
10
8

15
16
12
5

56.56 b
56.32 b
55.64 b
55.14 b
55.02 b
5495 b
54.88 b
53.53 b
53.06 c
53.03 c
5114 c
51.01c
50.88 ¢

50.63 ¢
50.24 ¢
49.45c
48.88 c

48.74 c
48.71c
48.58 ¢
48.12c
46.93 c
46.17 c
4581 ¢
45.31d
43.25d
4191d
39.48d
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También se analizé el peso fresco y seco de follaje y raiz, el cual indico

diferencia solo entre lineas, como se muestra en el Cuadro 3, y al comparar

las medias por la prueba de Tukey la linea con mayor peso fresco y seco fue

la CML- 321, como lo indica el Cuadro 4. Aparentemente solo la linea

(genotipo) es el responsable del incremento en el peso de follaje y raiz, sin

embargo estos resultados se obtuvieron en el invernadero y no se llevo a

hasta la cosecha para evaluar las diferentes etapas fenoldgicas del maiz

forrajero.

Cuadro 3. Cuadrados medios de peso fresco y seco con 40 cepas de

Azospirillum sp en dos lineas de maiz forrajero, CML- 321 (contenido de

nitrogeno normal) y CML — 384 (contenido bajo de nitrdgeno) en invernadero,

UAAAN, Saltillo, Coahuila., 2005.

FVv
Linea
Cepa
Linea*cepa

Error

PFF
GL CM

1 1386.242
41 35.099
39 36.720
164 27.137

51.08**

1.29NS

1.35NS

PSF

CM

13.968

0.379

0.352

0.283

49.29*

1.34NS

1.24NS

PFR

CM

202.033

5.436

5.021

3.982

50.74**

1.37NS

1.26NS

PSR

CM

4.056

0.072

0.102

0.085

47.90*

0.85NS

1.20NS

Cuadro 4. Comparacion de medias de Tukey para peso fresco y seco de

follaje y raiz en linea CML-321(1) y CML- 384 (2), inoculadas a semilla con

40 cepas de Azospirillum sp
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PFF PSF PFR PSR

Linea | Media Linea | Media |Linea | Media | Linea | Media
1 16.53a |1 1.61a 1 3.78a 1 0.71a
2 11.68b 2 1.14b 2 1.95b 2 0.43b

Conclusiones
La cepa 22 de Asospirillum sp aislada de Celaya, Gto. Obtuvo la mayor
altura de planta con relacion al testigo en la linea con bajo contenido de

nitrogeno CML-384, y la cepa 7 aislada de Torreén, Coahuila lo fue para la

CML-321 (contenido normal).

La linea CML-321 obtuvo el mayor peso fresco y seco de follaje y raiz.
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