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RESUMEN 

       La presente investigación se realizó durante el periodo Diciembre 2014 – 

Abril 2015, en el laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento de 

Horticultura de la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro, para evaluar la 

concentración de Azospirillum sp. en raíz de tres genotipos de Chile Huacle 

aplicando composta al 20 y 35 %. El experimento se realizó aislando cepas de 

Azospirillum, se estudiaron 12 tratamientos y 3 repeticiones teniendo 6 

tratamientos con composta al 20% y 6 tratamientos con composta al 35% con y 

sin aplicación de la bacteria los cuales contenían la bacteria Azospirilum en 

concentración de 108 UFC ml-1. Para identificar y cuantificar el género de 

Azospirilum se tomaron muestras de raíz y fueron enviadas de Unidad Laguna 

tomando 4 muestras de 2 cm de la raíz de cada planta, las cuáles se 

depositaron en solución salina de NaCl al 0.085% e incubándose por 72 horas 

a 32 °C, de cada tubo se tomó 1 ml de muestra, enseguida se realizó la 

siembra en tubos con medio Nfb semilíquido incubándose a 30° C por 48 h. 

Pasado este tiempo los tubos presentaron el halo característico de la bacteria 

las cuales fueron sembradas en medio Nfb sólido haciéndose disoluciones de 

101 hasta 1010 UFC ml-1. Estas se incubaron a  30 °C por 24 h. Los datos 

obtenidos de esta investigación se analizaron en el paquete estadístico SAS 

9.0 con un diseño de bloques completamente al azar con arreglo factorial 

3x2x2. Los resultados obtenidos mostraron que la composta al 35% fue mejor 

con 2.144 x 10 10 UFC ml-1. Se concluye que el mayor incremento se obtuvo 

con el  35% de composta y 108 UFC ml-1 de Azospirillum sp sin embargo la 

bacteria no tuvo preferencia entre los genotipos de chile Huacle. 

Palabras clave: Azospirilum, Chile Huacle, Composta 
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I. INTRODUCCIÓN 

       El uso de microorganismos como fertilizantes orgánicos, empleados en 

cultivos ha sido una alternativa para sustituir la fertilización química. Estos 

aportan los nutrientes en forma asimilable para las plantas, las cuales 

proporcionan la fuente de carbono para los microorganismos llevando a cabo 

una asociación entre ambos organismos  (Brook, 2000).  

       Azospirillum es considerado como uno de los géneros de rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal más estudiados en la actualidad debido a su 

capacidad de mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo, así como el 

rendimiento de numerosas especies vegetales agrícolas (Bashan et al. 1997). 

       Uno de los principales mecanismos propuestos en la actualidad para 

explicar la promoción del crecimiento vegetal en plantas inoculadas con 

Azospirillum sp; se relaciona con su capacidad de producir y metabolizar 

compuestos reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas. 

       Desde la prehistoria, el fruto de las plantas de chile ha constituido parte 

primordial en la alimentación y cultura de los mexicanos (Long 1986). Oaxaca, 

destaca por el consumo de chile huacle o chilhuacle pues forma parte 

indispensable en la elaboración del mole negro, una de las especialidades 

culinarias del estado (Agroproduce, 2005). 

        Como composta se entiende, el material que se obtiene producto de la 

acción microbiana controlada, teniendo como materia prima desechos 

orgánicos. La composta es materia orgánica de diversas fuentes, mineralizada 

por microorganismos que pueden ser inoculados. (Noriega, Altamirano y Cruz, 

2002). 
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Objetivo general 

Determinar la concentración de Azospirillum sp. en la raíz de plantas de tres 

genotipos de chile huacle aplicando composta. 

Objetivos específicos 

a) Determinar la concentración de  Azospirillum sp. en la raíz. 

b) Evaluar la concentración de Azospirillum sp. en diferentes porcentajes de 

composta en tres genotipos de chile huacle. 

Hipótesis 

 Por lo menos algún tipo de sustrato en combinación con la bacteria 

Azospirillum sp.  tendrá un incremento en la concentración de la raíz. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

El Género Azospirillum 

       El nombre Azospirillum proviene del francés Azote, que significa nitrógeno 

y del grupo Spirillum, pequeña espiral. Su descubrimiento data del año 1925 

cuando Beinjerick  quien descubrió una nueva especie de bacteria, aislada a 

partir de suelo holandés, a la que primeramente nombró Azotobacter spirillum y 

que posteriormente denomino Spirillum lipoferum (Madigan y Parker, 1999). 

       Actualmente son reconocidas siete especies aunque las más comunes son 

Azospirillum lipoferum y A. bracilense. (Ecker et al., 2001). Esta bacteria puede 

ser de vida libre o asociada con las raíces de los cereales, pastos y plántulas 

tuberosas. Azospirillum sp ha sido el objetivo de numerosos estudios por su 

capacidad de fijar nitrógeno asociado con las raíces de diversos cultivos de 

importancia agronómica (Dobbeleare et al., 2001), son conocidas como Gram 

negativas del grupo de las protobacterias. 

Clasificación Taxonómica 

       Taxonómicamente según la novena edición del manual Bergey´s de 

bacteriología sistémica (Holt et al, 1994) Azospirillum pertenece a: 

Dominio: Bacteria, División: Proteobacteria, Clase: Alphaproteobacterias, 

Orden: Rhodospirillales, Familia: Rhodospirillaceae, Género: Azospirillum, 

Especies: A. lipoferum,A. brasilence, A. amazonense, A. halopraeferans,A. 

irakense ,A.largimobile, A doebereinerae, A. oryzae, A. melinis,A.zeae, A. 

canadense y A. rugosum. 

Principales Características del Género Azospirillum 

  Se describe en la literatura como bacterias gram-negativas, con forma celular 

de bacilos ligeramente curveados, presentan un diámetro de 1.0 µm x 2.1 a 38 

µm. Poseen movilidad en espiral (parecido aun sacacorchos) debido a la 

presencia de flagelos y contiene cantidades elevadas de poli-B-hidroxibutirato 
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(PHB), hasta el 50% del peso seco celular (Figura 1) (Okon et al. 1976a). 

Presentan la capacidad de fijar nitrógeno manifestándolo y crecen en formas de 

un velo blanquecino bajo la superficie del medio semisólido Nfb (Medio libre de 

Nitrógeno) (Döbereiner et al., 1999). 

       Son parte del grupo de diazotroficas asociativas que contribuyen al 

crecimiento de la planta sin la formación de estructuras diferenciadas y no 

establecen simbiosis, crecen a pH de 6.8 a 7.0 y temperaturas entre 30 y 35°C 

(Marín et al., 1990). 

       Las bacterias son organismos fijadores de N2, ya que poseen una amplia 

distribución ecológica, ya que ha sido posible detectar su presencia en zonas 

templadas, tropicales y subtropicales (Velasco, 2001). 

 

Figura 1. Características macro y microscópicas para azospirillum. A. Vista 

macroscópica de la morfología de colonia de Azospirillum. B. Tinción 

Gram y forma celular de Azospirillum. C. Vista macroscópica de la 

tinción del polímero B-hidroxibutirato. Fuente: Hernández (2003). 

 

       En resumen las características morfológicas y metabólicas mencionadas 

se encuentran reportadas en el manual de Bergey´s de Bacteriología Sistémica 

por Krieg y Döbereiner para el género en estudio y descritas en el cuadro 1. 
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Cuadro 1. Pruebas bioquímicas para la identificación del género Azospirillum 

spp. 

PRUEBA BIOQUIMICA RESULTADOS ( Azospirillum) 

Tinción Gram Gram (-) 

Forma Celular Bacilos ligeramente curveados o 

rectos. 

Catalasa + 

Oxidasa + 

Ureasa + 

Sulfatos - 

Indol - 

Lactosa - 

Motilidad + de forma espiral 

Reducción de nitratos + 

Tinción de polímeros B-

polihidroxibutirano 

+ 

Crecimiento en el medio NFB 

semisólido 

Presencia de un velo espeso de color 

blanco, entre 0.5 y 1.5 cm bajo la 

superficie y cambio de color del medio 

de verde a azul. 

Morfología de colonias en agar AM-

RC 

Las colonias poseen forma circular 

ovoide con paredes gruesas similares 

a quistes; superficie: rugosa y 

brillante; de bordes ondulados; 

consistencia: cremoso; y adquieren 

una coloración rojo oscuro o escarlata 

por absorción del colorante rojo 

Congo. 

Fuente: Krieg y Dóbereiner (1984), Manual Bergey´s de Bacteriología 

Sistémica. 
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Ventajas del Uso de Azospirillum sp y Respuesta Agronómica 

 

 Son una alternativa emergente a los fertilizantes químicos inorgánicos 

para incrementar la fertilidad y producción de los cultivos en agro 

ecosistemas sustentables (Wu et al., 2005). 

 

 Los efectos benéficos del Azospirillum en el rendimiento y la reducción 

de la fertilización química, incluyendo la fertilización nitrogenada es 

importante para la agricultura y significativo en el cuidado del ambiente 

(Fisher et al., 2007). 

 

 Producen reguladores de crecimiento como auxinas, ácido Indolacético 

(AIA), citocininas, y proteínas como poli amina, fijan nitrógeno, 

incrementan el crecimiento radicular, además son capaces de acelerar y 

potenciar el crecimiento de las plantas (Villegas et al., 2010). 

 

 Participan en la formación de los microorganismos rizosfericos ricos en 

metabolitos microbianos principalmente del tipo aminoácido y 

polisacáridos (Caesar et al., 2007). 

 

 Favorecen la tasa de germinación (Bashan y Bashan, 2005). 

 

 Al permanecer vivas durante años y reproducirse en el suelo, 

contribuyen en la degradación de moléculas orgánicas de origen vegetal 

y animal que son fuente de carbono y energía (Rivera et al., 2010). 

Además participan en diversos procesos del ecosistema, que incluyen el 

reciclaje, solubilización, descomposición y mineralización de compuestos 

orgánicos y la translocación de bioproductos y elementos minerales que 

conllevan a la movilización de los nutrientes en el ecosistema suelo 
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planta (Bare et al., 2005). Disuelven y mineralizan los fosfatos, producen 

sideroforos y antibióticos (Vassey, 2003). 

 

 Se ha comprobado que fertilizando los cultivos con estas bacterias y con 

nitrógeno químico en un porcentaje del 20 al 50% del utilizado 

normalmente se consigue un aumento de producción sobre las cosechas 

obtenidas únicamente con fertilizante químico al 100%. Forma una 

barrera protectora contra hongos y bacterias patógenas en la raíz de la 

planta, por lo que esta crece más sana y fortalecida (Ruso et al., 2008; 

Cassan et al., 2009 b), debido a la capacidad de producirse en grandes 

cantidades bajo condiciones de alta humedad relativa, desplazan a los 

patógenos por la competencia generada o por la fortaleza fisiológica que 

adquiere la planta (Bashan y Bashan, 2002). 

 

 Produce enzimas que solubilizan los fosfatos y los hacen más accesibles 

a la planta, así como factores que facilitan la absorción de 

oligoelementos (Bashan y Bashan, 2005). 

 

 Se ha demostrado que las bacterias resisten mejor en condiciones de 

sequía y los climas áridos ya que forman alginatos en las raíces de las 

plantas (Bashan y Bashan, 2005; Arzanesh et al., 2010). 

 

 Aumentan la tolerancia a factores que originan estrés (Bashan y Bashan, 

2005; Arzanesh et al., 2010) puesto que las plantas responden a los 

mecanismos de estrés a nivel celular y molecular, limitando el 

crecimiento y rendimiento (Pereyra et al., 2006). 
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 El efecto favorable de Azospirillum, produce un mayor desarrollo del 

sistema radical, traducido en mayor superficie de absorción de agua y 

nutrientes así como un mayor desarrollo de la parte aérea de la planta 

(Liriano et al., 2005), teniendo potencial para emplearse en la producción 

de plántulas de interés hortícola (Días et al., 2001). 

 

 Promoción de la división celular en el meristemo radicular. 

 

Existen dos problemas a resolver: 

 

 Una población abundante compite por nutrientes con las plantas, un 

ejemplo de esto es la inmovilización del nitrógeno cuando se incorpora al 

suelo material vegetal con relación C/N alta. Esto indica que no se 

puede sobrepasar ciertos niveles de población y por consiguiente, de 

actividad microbiana (Gómez, 1996). 

 La competencia con otros microorganismos y las propiedades físicas y 

químicas del suelo pueden afectar el potencial de Azospirillum, al ser 

inoculado en la planta hospedera (Arzanesh et al., 2010). 

Aislamiento 

       Para  llevar  a cabo  el  aislamiento  de  las  bacterias  del  género  

Azospirillum,  se utiliza suelo rizosférico o de la superficie de las raíces, 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  nitrógeno  y  con  malato  como fuente  de  carbono.  

(Döbereiner et  al,  1976).   El  cultivo  puro  se  logra  en  diferentes medios de 

laboratorio, al que se le añade colorante rojo Congo (Rodríguez, 1982). En este 

medio de cultivo  Azospirillum brasilense y Azospirillum lipoferum, toman un 

color rojo escarlata que permite la diferenciación de otros géneros bacterianos. 
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Identificación 

       Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias, con forma 

de vibroide, pleomorfismo y movilidad en espiral (Döbereiner, 1992). Presentan 

granulos intercelulares de poli - ẞ - hidroxibutirato, posee un flagelo polar y 

pertenece al grupo de bacterias Gram negativas y Gram variables (Tarrand et 

al., 1978). Al ser vistas en el microscopio presentan forma de bacilos 

ligeramente curveados, con 1 μm de diámetro celular, móviles, además son 

microaerofílicas y crecen en pH de 6.8 a 7.8 (Madigan, et al., 1999). 

Distribución 

       Azospirillum presenta una amplia distribución geográfica, a pesar de ser 

más abundante en regiones tropicales, también se encuentra en regiones 

desérticas, frías y templadas (Dobereiner et al., 1976). También la presencia de 

Azospirillum depende en gran medida del pH del suelo, por ejemplo, las 

especies de A. brasilense y A. lipoferum se encuentran en suelos con pH 

cercanos a la neutralidad, aun cuando el pH se encuentra por debajo de 5 se 

encuentran en forma esporádica, pero en pH menor de 4.5 no se logra 

encontrar presencia (Döbereiner et al., 1976. Döbereiner, 1978. New et al., 

1989). En suelos, Azospirillum brasilense es beneficiada en su sobrevivencia 

por factores abióticos como porcentaje de arcilla, materia orgánica, capacidad 

de retención de agua y contenido de nitrógeno (Bashan et al., 1995), pero la 

alta concentración de carbonatos de calcio afecta negativamente su 

sobrevivencia. 

Ambiente Rizosférico 

       La adaptación de Azospirillum al futuro ambiente rizosférico probablemente 

se inicia con la germinación de la semilla, la cual exuda infinidad de 

compuestos orgánicos. Aun cuando las especies de Azospirillum difieren en su 

capacidad para utilizar diferentes compuestos  como  fuentes  de  carbono  y  

nitrógeno,  estas  bacterias  usan  para  su crecimiento  unos  pocos  mono  y  

disacáridos  así  como  alcoholes  polihidroxilados, principalmente  diversos  
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ácidos  orgánicos  tales  como  málico,  succínico  y  algunos aminoácidos. 

(Hartmann et al, 1988). 

       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.   y Azospirillum  lipoferum. (Kulinska  y  Kroczynska,  1990). Esta  

actividad  antagonista  correlaciona  con  alta sensibilidad  de Azospirillum  

brasilense a  los  antibióticos  estreptomicina,  tetraciclina  y cloranfenicol 

producidos  por  actinomicetos  del  suelo  en  comparación  a  la  elevada 

resistencia a los antibióticos ß-lactámicos producidos por hongos. (López, 

1989). 

       Diversas  condiciones  tales  como  el  envejecimiento  celular  y  la  

presencia  de metales  pesados  provocan  que  las  células  vibroides  de 

Azospirillum cambien  su morfología y tomen la forma de “quistes” (conocidos 

como formas C), conduciendo a la agregación  celular  y  formando  grumos  

visibles  de  gran  tamaño.  (Bashan,  y  Holguin, 1997). La agregación y la 

formación de quistes mejoran la sobrevivencia de Azospirillum, situación en la 

que la acumulación de poli- ß-hidroxibutirato (PHB) parece desempeñar una 

función importante al servir como almacén de carbono y energía. (Okon et al, 

1976). 

       Además, diversas funciones fisiológicas son atribuidas al PHB, 

destacándose la mayor resistencia  a  la  desecación  (Lamm  y  Neyra,  1981), 

a  la  luz  ultravioleta  y  al  choque osmótico.  (Tal  y  Okon,  1985).  Se  ha  

sugerido  que  la  formación  de  quistes  pudiera desempeñar una función 

importante en la sobrevivencia de Azospirillum  en el ambiente rizosférico, por 

ejemplo, cuando los nutrientes son limitados, previo a la asociación con las 

raíces de la planta. (Okon e Itzigsohn, 1992). 
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Interacción con la Planta 

       La inoculación de plantas con Azospirillum puede provocar cambios 

significativos en varios parámetros de su crecimiento los cuales puede afectar o 

no el rendimiento del cultivo. Esta bacteria benéfica, general y no especifica es 

notoria por sus efectos sobre plantas comerciales (Dosreis et al., 2000), pastos 

y plantas de cereales cultivadas como trigo (Hassan et al., 1998), además de 

producir asociaciones con varias plantas suculentas desérticas (Carrillo et al., 

2000)  

       En gran número de artículos científicos se describen los efectos que 

provoca la bacterización con diferentes cepas de Azospirillum, medido en el 

aumento de peso seco total, contenido de nitrógeno de hojas, granos y brotes, 

floración y aparición temprana de la espiga y granos en estas, peso y tamaño 

del grano, altura de la planta y tamaño de la hoja, índice de área foliar y tasa de 

germinación (Velazco, 2001, Woodard,  et al., 2000).  

       La asociación de Azospirillum con las raíces de las plantas se desarrolla en 

dos etapas completamente independientes, (Michiels et al., 1991). La primera 

consiste en una adsorción rápida débil y reversible, la cual es dependiente de 

proteínas de la superficie bacteriana del tipo de las adhesinas en conjunto con 

la participación del flagelo polar. (Croes et al, 1993).La segunda fase consiste 

en un anclaje lento pero firme e irreversible que  alcanza  su  máximo  nivel  16  

horas  después  de  la  inoculación,  el  cual  parece  ser independiente de un 

polisacárido extracelular de Azospirillum. (Michiels et al, 1991). 

       La  inoculación  de  diversas  plantas  con Azospirillum ha  demostrado  

que  los principales sitios de colonización son las áreas de elongación celular y 

las bases de los pelos radicales. (Levanony y Bashan, 1991). La inoculación de 

raíces de trigo con una cepa de Azospirillum que expresa el gen reportado gus 

A mostró que en los primeros días de  la  asociación  las  células  bacterianas  

colonizan  específicamente  los  sitios  de emergencia de las raíces laterales y 
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las regiones de los pelos radicales, tanto de la raíz primaria como de las raíces 

secundarias y posteriormente la superficie de la raíz. (Vande et al, 1993). 

       Es de interés señalar que los sitios de colonización Azospirillum lipoferum 

son diferentes,  dependiendo  de  la  variedad  de  la  planta,  al  menos  en  el  

caso  del  arroz. (Murthy et  al.,  1987).  La  capacidad   de Azospirillum para  

colonizar  las  raíces  de  las plantas es variable dependiendo de la cepa 

(Caballero, 2003). 

El Chile Huacle 

       El chile huacle es un cultivo endémico del estado de Oaxaca, de 

importancia cultural al formar parte esencial del mole negro, debido a que 

alcanza precios muy elevados y la reducción gradual de la superficie cultivada 

en la región Cañada, es un cultivo que podría ser utilizado bajo condiciones de 

invernadero (Langlé, 2011). 

       La importancia del chile huacle radica en que es un condimento 

indispensable para la elaboración de mole negro, una de las especialidades 

culinarias del estado de Oaxaca y por tanto forma parte de la riqueza cultural 

del estado (Agroproduce, 2005). 

       La principal problemática radica en que este tipo de chile es endémico por 

lo tanto muy poco conocido y no apto para distintos tipos de suelo, para lo cual 

se desarrolló el siguiente experimento buscando que con la inoculación y 

aislamiento de cepas de Azospirillum sp. más composta en diferentes 

porcentajes tenga un buen desarrollo en la planta. 

Composta 

       La composta es un abono que aumenta la porosidad del suelo y su 

capacidad de retención de agua (Valtueña, 2002). Composta es un fertilizante 

natural y acondicionador del suelo que airea del terreno, mejora su capacidad 

para retener agua y nutrimentos, ayuda a prevenir la erosión e impide que se 

desperdicien los nutrimentos en los vertederos. El oxígeno,  la humedad, el 
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nitrógeno y una temperatura no excesivamente alta son elementos necesarios 

para la creación de la composta, las bacterias del suelo interactúan con los 

desperdicios degradables,  produciendo un excelente fertilizante (Del Valle, 

2006).  

       Como composta se entiende, el material que se obtiene producto de la 

acción microbiana controlada, teniendo como materia prima desechos 

orgánicos. La composta es materia orgánica de diversas fuentes, mineralizada 

por microorganismos que pueden ser inoculados. (Noriega, Altamirano y Cruz, 

2002). 

       La composta es un material resultante de la descomposición inducida y 

controlada de los residuos  orgánicos (de origen agroindustrial, pecuario o 

urbano) por medio de hongos, bacterias, actinomiceto, lombrices, entre otros. 

Se produce mediante la fermentación de las materias orgánicas contenidas en 

los residuos sólidos en presencia de aire por acción de la cantidad de 

bacterias, lo cual ofrece propiedades para la agricultura ya que tiene carácter 

de abono porque contiene elementos fertilizantes como nitrógeno, fosforo y 

potasio. 
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Cuadro 2. Análisis químico de la composta utilizados como fertilizante orgánico 

en la producción de tomate en invernadero (Ochoa-Martínez et al., 

2009). 

Nutriente Composta 

(% peso seco) 

N  0.97 

P 0.54 

K  3.59 

Ca 4.97 

Mg 0.98 

Fe 0.85 

Mn 0.041 

Zn 0.026 

Cu 0.007 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

Descripción del Área Experimental 

       El experimento se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del 

Departamento de Horticultura, de la Universidad Autónoma Agraria Antonio 

Narro, en Buenavista Saltillo, Coahuila. México, en el periodo diciembre 2014- 

abril 2015, se ubica en las coordenadas geográficas 25° 21´ 20” latitud N y 101° 

02´ 07” longitud W, a una altitud de 1763 msnm. 

Materiales 

       Cajas Petri PIREX, tubos de ensayo PIREX, micro pipeta SAMPLER 

SYSTEM 1ml, puntillas para micro pipeta, vasos de precipitado KIMAX, matraz 

Erlenmeyer PYREX, agitador de vidrio, mechero,  cinta selladora, campana de 

flujo laminar IAV, incubadora, parrilla modelo Thermo scientific mediana, papel 

aluminio, balanza analítica AND HR-200, reactivos. 

Recolección de Raíces de Chile 

       Se  obtuvieron  raíces  de  tres genotipos de chile huacle el rojo, amarillo y 

negro  provenientes de UAAAN-UL, para aislar la bacteria Azospirrillum sp.  

       Para lograr el aislamiento, las raíces de chile fueron lavadas con agua 

corriente para eliminar la tierra. Las raíces se colocaron en cajas estériles 

donde fueron lavadas con etanol al 95% por un minuto y tres veces con agua 

estéril. Posteriormente se retiró el agua y fueron colocadas en tubos de ensaye 

de 18 x 150 mm. Con 10 ml de solución de NaCl al 0.085 % y se incubaron por 

24 horas a 25 °C. 
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Tratamientos estudiados 

       En el experimento anterior, se inocularon cepas de Azospirillum, aisladas 

por Mendoza (2014) a concentración de 108 UFC ml-1 M1 y M2 proporcionadas 

por Galeote (2014) distribuidas en 12 tratamientos y 3 repeticiones (Cuadro 3) 

los cuales contenían la bacteria más la composta a concentración de 20% y 

35% evaluando la cantidad de colonias por cada genotipo. 

Cuadro 3. Clasificación de los tratamientos utilizados. UAAAN-UL, 2015. 

Tratamiento 
Genotipo  Nivel de compost Azospirillum 

1 Amarillo Compost 20 % Con (10 8 UFC ml -1) 

2  Compost 20 % Sin 

3  Compost 35% Con (10 8 UFC ml -1) 

4  Compost 35% Sin 

5 Rojo Compost 20% Con (10 8 UFC ml -1) 

6  Compost 20% Sin 

7  Compost 35% Con (10 8 UFC ml -1) 

8  Compost 35% Sin 

9 Negro Compost 20% Con (10 8 UFC ml -1) 

10  Compost 20% Sin 

11  Compost 35% Con (10 8 UFC ml -1) 

12  Compost 35% Sin 

Medios selectivos de crecimiento 

       Se utilizó el siguiente medio para la selección de cultivos puros, a partir de 

muestras rizosféricas de plantas de Chile huacle con tres genotipos. 
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 Medio de cultivo Nfb carente de nitrógeno, que permite el aislamiento y 

crecimiento de microorganismos que puede fijar biológicamente N2. 

Además tiene ácido málico, principal fuente de carbono para las 

bacterias del género Azospirillum. 

Cuadro 4. Composición del medio (Dobereiiner y Day, 1976; Dobereuier ef al., 

1976).  

Compuesto Cantidad g/L 

KH2PO4 0.04 

K2HPO4 0.6 

MgSO4. 7 H2O 0.2 

NaCl 0.1 

CaCl2 0.02 

Na2MoO4. 2 H2O 0.02 

FeCl3 Trazas 

Ácido málico 5.0 

Agar 1 g 

Azul de bromotimol 0.05 

Preparación de Medio Nfb 

       En la preparación de medio de cultivo Nfb semilíquido, se pesaron las 

sales antes mencionadas; en seguida se mezclaron en un matraz erlenmeyer 

con ayuda de un agitador de vidrio aplicando calor para que se diluya. 

       Posteriormente se coloca en cada tubo de ensayo 10 ml de medio 

trasladándose a la autoclave modelo Chromalox por 20 minutos a una 
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temperatura de 120 °C. Para el medio sólido se pesan las mismas cantidades a 

excepción del agar con 20 g de igual manera se esteriliza por el mismo tiempo, 

temperatura.  Una vez esterilizado todo el material, el medio de cultivo se vierte 

en las cajas Petri para su solidificación, al terminar se sellaron las cajas con 

cinta plástica para evitar contaminaciones para su posterior siembra con la 

bacteria. 

Inoculación y Aislamiento 

       Se inocularon raíces de chile huacle de tres genotipos diferentes siendo el 

amarillo, rojo y negro con azospirillum sp. 

       Para el aislamiento de cepas de Azospirillum se tomaron muestras de 2 cm 

de raíz por planta colocándose en una solución salina de NaCl al 0.085% e 

incubaron por 72 h a 32 °C, de cada tubo se tomó un ml de extracto 

realizándose diluciones seriadas con base de 10 para su posterior siembra en 

medio Nfb sólido. Estas se incubaron a 32 °C por 24 h. 

Descripción de Colonias y Tinción de gram 

       Después de aisladas las bacterias se desarrollaron en medio Nfb sólido, 

las cuales se describen en el Cuadro 5. 

       Para identificar las cepas aisladas se utilizó la siguiente prueba: 

 Prueba de tinción de Gram, este sistema de identificación de 

bacilos gran negativos específicos para el género Azospirillum sp. 
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Modelo estadístico  

       El proyecto se realizó bajo un diseño de bloques completamente al azar 

con un arreglo factorial 3x2x2 realizándose una transformación de datos con 

raíz cuadrada teniendo 12 tratamientos y 3 repeticiones dando un total de 36 

unidades experimentales. 

Los datos obtenidos, fueron sometidos a un análisis de varianza (ANVA) con 

prueba Tukey (p≤ 0.05), procesados mediante el paquete estadístico SAS 

(Statiscal Analysis System) versión 9.0. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Se confirmó la presencia de Azospirrillum en las raíces de chile huacle por 

medio selectivo Nfb y por prueba bioquímica Tinción Gram. 

Cuadro 5.  Descripción de colonias desarrolladas en medio Nfb 

Tratamientos Color Forma Tinción de Gram 

T1 Crema Redonda (-) 

T2 Amarillo Amorfa (-) 

T3 Amarillo Amorfa (-) 

T4 Amarillo Amorfa (-) 

T5 Crema Amorfa (-) 

T6 Crema Redonda (-) 

T7 Amarillo Redonda (-) 

T8 Crema Amorfa (-) 

T9 Crema Amorfa (-) 

T10 Crema Redonda (-) 

T11 Crema Redonda (-) 

T12 Amarillo Redonda (-) 

 

Comportamiento de la colonización de Azospirillum en dos porcentajes 

de composta 

 

       Se realizó el análisis estadístico por medio del análisis de varianza 

encontrando que la concentración de composta tuvo diferencia significativa al 

realizar la comparación de medias mediante la prueba de Tukey al p≤ 0.05%, 

observándose que la composta al 35% tuvo mayor contenido de colonias de 

Azospirillum con un resultado de 2.144 UFC ml -1 siendo un 34.94% mayor que 
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la composta al 20% a la cual no se le inoculo la bacteria y no tuvo influencia con 

el genotipo (Figura 2).  

       Al respecto Murthy et al., (1987) menciona que los sitios de colonización de 

Azospirillum son diferentes dependiendo de la variedad de la planta, al menos 

en el caso de arroz. La inoculación con Azospirillum a diferentes tiempos no 

tienen una influencia significativa en el rendimiento aéreo y radicular del sorgo; 

sin embargo, a diferentes dosis (1 y 3 ml) y concentraciones (de 104 a 108 UFC 

ml-1) los resultados difieren (Hernández et al., 2000) 

 

 

 

Figura 2. Prueba de comparación de medias con composta al 20% y 35%. 

Concentración microbiológica de Azospirillum, con y sin inoculación 

 

       Se realizó el análisis de varianza encontrando diferencias significativas al 

95%. Al realizar la comparación de medias mediante la prueba Tukey al P≤ 

0.05, indica que la aplicación de Azospirillum tuvo mayor concentración (UFC 

ml-1) con un resultado de 2.019 UFC ml-1 de colonias difiriendo en los genotipos 

y siendo un 24.67% mejor que sin la aplicación de la bacteria (Figura 3).  
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Figura 3. Prueba de comparación de medias con aplicación de Azospirillum sp. 

       Por lo que menciona Parra (2002) que el modo de colonización radical por 

Azospirillum puede variar, dependiendo de la cepa bacteriana, las especies de 

plantas utilizadas, las condiciones ambientales y otros factores no identificados 

así como el sustrato o composta ya que la interacción entre todas estas 

variables crea diferentes grados y patrones de colonización radical, diferentes 

tamaños de poblaciones y diferentes sitios de colonización. 

       La colonización interna ha sido demostrada solamente en algunas especies 

de plantas y es única para ciertas interacciones planta-Azospirillum,  

Steenhoudt, (2000). 

 

 

 

 

 

a

b

0

0.5

1

1.5

2

2.5

Con aplicación Sin aplicación

C
o

lo
n

ia
s 

d
e 

A
zo

sp
ir

ill
u

m
 s

p



30 

 

V. CONCLUSIONES 

 

1. El mayor incremento de unidades formadoras de colonias (UFC) se 

obtuvo con 35% de composta y 108 UFC ml-1 de Azospirillum sp. 

2. No hubo influencia de la concentración de bacteria con los genotipos de 

chile Huacle. 
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VI. APÉNDICE 

Cuadro 1A. Análisis de varianza para la concentración de bacterias UFC ml -1) 

** Diferencia Significativa 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente de 

variación  

Gl Suma de 

Cuadrados 

Cuadrados 

Medios 

F- 

Valor 

Pr > F 

Composta 1 5.047 5.047 26.33 <.0001** 

Genotipo  2 0.167 0.083 0.44 0.6522 

Bacteria 1 2.232 2.232 11.65 0.0025** 

Repetición 2 0.221 0.110 0.58 0.568 

Composta*Genotipo 2 0.845 0.422 2.20 0.134 

Composta*Bacteria 1 0.138 0.138 0.72 0.405 

Genotipo*Bacteria 2 0.186 0.093 0.49 0.621 

Compos*Geno*Bac 2 0.130 0.065 0.34 0.714 

E.E:  0.1917         C.V : 24.73 
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Cuadro 2A. Comparación de medias entre Compostas 

PORCENTAJE COMPOSTA UFC ml-1 

20 1.395  b 

35 2.144  a 

 

Agrupamiento de medias para Composta mediante la comparación de medias 

Tukey (p< 0.05), medias con la misma letra no son significativamente 

diferentes. 

Cuadro 3A. Prueba de comparación de medias con y sin inoculación de 

Bacteria                       

Bacteria UFC ml-1 

Con aplicación 2.019 a 

Sin aplicación 1.521 b 

 

Agrupamiento de medias para Bacteria mediante la comparación de medias 

Tukey (p< 0.05), medias con la misma letra no son significativamente 

diferentes. 

 

Cuadro 4A. Concentración de datos utilizados para el análisis de varianza. 

Genotipo Trat  Compot  Geno  Bact  Rep Coloni 

Composta al 20% c.b                1 1 1 1 1 1.732 

  1 1 1 1 2 1.414 

  1 1 1 1 3 1.414 

Composta al 20% s.b                2 1 1 2 1 1.414 

  2 1 1 2 2 1 



39 

 

  2 1 1 2 3 1 

Composta al 35% c.b                3 2 1 1 1 2.828 

  3 2 1 1 2 2.449 

  3 2 1 1 3 2 

Composta al 35% s.b                 4 2 1 2 1 2 

  4 2 1 2 2 2.236 

  4 2 1 2 3 1.732 

Composta al 20%  c.b               5 1 2 1 1 2 

  5 1 2 1 2 1 

  5 1 2 1 3 1 

Composta al 20%  s.b               6 1 2 2 1 1 

  6 1 2 2 2 1 

  6 1 2 2 3 1 

Composta al 35% c.b                7 2 2 1 1 2.449 

  7 2 2 1 2 2 

  7 2 2 1 3 2.828 

Composta al 35%  s.b               8 2 2 2 1 1.732 

  8 2 2 2 2 2.828 

  8 2 2 2 3 1.414 

Composta al20% c.b                9 1 3 1 1 2.236 

  9 1 3 1 2 1 

  9 1 3 1 3 2.449 

Composta al20%  s.b              10 1 3 2 1 1 

  10 1 3 2 2 1.732 

  10 1 3 2 3 1.732 

Composta al 35% c.b             11 2 3 1 1 2.449 

  11 2 3 1 2 2.449 

  11 2 3 1 3 2.645 

Composta al 35%  s.b             12 2 3 2 1 1.732 

  12 2 3 2 2 1.414 

  12 2 3 2 3 1.414 

 

 

 

 

 


