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HIDRODINAMICA EN EL SUELO DE UN PASTIZAL EN UNA ZONA ARIDA
DEL NORTE DE MEXICO

Hydrodynamic Soil Characterization in an Arid Grassland Zone of Northern Mexico

Victor M. Reyes Gomez', Olivier Griinberger’, Jean Louis Janeau’

RESUMEN

El presente trabajo contiene resultados sobre la
caracterizacion hidrodinamica del suelo en un area de
pastizal de interés forrajero, en zonas aridas. Las
caracteristicas hidrodinamicas se refieren a la evolu-
cion de la humedad dentro del suelo, en los procesos de
mojado y secado, la cual se estimé mediante dos
metodologias. En la primera, se siguio la evolucion de
la humedad en e! suelo después de cada lluvia, durante
¢l periodo estival, y también, posteriormente al
periodo, en el proceso de secado. En la segunda, se
aplic una lamina constante de agua en el suelo por el
método Muntz, para observar la evolucion de la
humedad antes y después de alcanzar la saturacion
aparente del suelo. En los dos casos se usé un
dispersor de neutrones para medir las cantidades de
agua en el suelo. Los resultados indican que estas
areas de pastizal presentan una hidrodinamica
vinculada al estado superficial y estructura del suelo.
El agua solo penetré a una profundidad maxima de 80
cm, v se¢ mantuvo almacenada y a disposicion de las
raices del pasto (que alcanzan la profundidad maxima
de 40 c¢m) durante el tiempo necesario para que este
tipo de graminea persista.

Palabras clave: Lluvia natural,
controlada, mojado y secado del suelo.

infiltracion

SUMMARY

This report presents the results of a study on
hydrodynamic features of a soil used for seasonal
pasture. The studied hydrodynamic characteristics are
rclated to the development of soil humidity, during the
processes of soil moistening and drying using the

! Instituto de Ecolozia A.C., Unidad Durango, Apartado Postal
632, 34100 Durange, Dgo.
* ORSTOM. Instituto Francés de Investigacion Cientifica para el
Desarrollo en Cooperacion.

Aceptado: Mayo de 1996.
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following methods: 1) Under natural conditions, the
development of humidity within the soil just after each
rain was evaluated during the summer rainy season
followed by measurements later on, during the drying
process. 2) Under experimental conditions Muntz
controlled infiltration method was applied to a constant
charge of water in order to observe how humidity
develops before.and after the soil becomes apparently
water-saturated. The two methods were conducted
using the neutron probe for local measurement of the
soil water content. The results indicated that thesc
areas are subjected to a hydrodynamic process which
depends on soil structure and on the characteristics of
the soil surface. The water penetrated to a depth of 80
cm only, where the moisture remained stored and
available for the grass.

Index words: Natural rains, controlled infiltration,
soil moistening and drying.

INTRODUCCION

En México, 55% de la superficie esta cubierta por
zonas aridas. La ganaderia extensiva es una de las
principales actividades que se realizan en estos lugares
y representa un sustento para la economia del pais.
Esta actividad depende, ademas del agua, del recurso
forraje proveniente de pastos naturales temporales en
zonas aridas. Desde 1982, en la reserva de la biosfera
de Mapimi se realizan estudios integrados que abarcan
investigaciones enfocadas al conocimiento de los
recursos suelo, agua y vegetacion.

Dichos estudios incluyen temas como la
edafologia, la hidrologia y la climatologia, desde cl
punto de vista de la pluviometria; éstos serviran de
marco para mejorar ¢l aprovechamiento optimo del
suelo, el agua y, consecuentemente, la productividad
vegetal y animal.

En estas zonas aridas, el primer factor limitativo cs
el agua, su comportamiento dentro del suelo (hidro-
dinamica) es determinante para el desarrollo de
especies utiles para el ganado. Por estas razones s¢




planted ¢l objetivo de conocer la hidrodinamica del
suelo en una zona de pastizal (Hilaria mutica), para
entender los fendémenos hidrologicos: infiltracion,
secado y humedecimiento del suelo, y como influyen
¢stos en las comunidades de vegetacion.

De los métodos para seguir procesos hidro-
dinamicos de mojado y secado del suelo, el dispersor
de neutrones es uno de los equipos mas utilizados,
tanto en eventos de lluvia natural como en aplicaciones
de riego y en experimentos controlados como el tipo
Muntz, para conocer drenajes internos (en la agricul-
tura, la ganaderia y la ingenieria civil), consumo de
agua por plantas y pérdidas del agua del suelo. En los
diferentes tipos de manejo de agostaderos naturales en
la ganaderia extensiva, el conocer sobre como se
comporta ¢l agua de estos suelos es determinante para
un mejor manejo de los recursos suelo, agua y
vegetacion.

MATERIALES Y METODOS
Area de Estudio

La zona de estudio, conocida como la reserva de la
biosfera de Mapimi, esta localizada dentro del desierto
Chihuahuense, en el Bolson de Mapimi. La reserva
ticne un area de aproximadamente 160 000 hectareas,
con una altitud entre 1100 y 1600 m y un clima del
tipo BWhw(c), denominado como muy arido (Garcia,
1981). La vegetacion es del tipo “matorral desértico
microfilo” (Flores Mata er al.. 1971) o tipo “matorral
xerofilo” (Rzedowsky, 1981).

Las principales caracteristicas fisicas y climaticas
de la zona de estudio son:

Precipitaciones. Se caracterizan por la escasez y la
poca cantidad de lluvia, asi como por la reparticion
espacial y la variabilidad en el tiempo. En el
laboratorio de la reserva de Mapimi, la media es de
264.2 mm por periodo anual, aunque Delhoume (1990)
demuestra un gradiente geografico de precipitaciones
que va desde 200 mm hasta 400 mm o mas. en la
reserva de Mapimi.

Temperatura del aire. La media anual es de 20.8 °C,
correspondiente a un clima calido, con una variacién
estacional muy fuerte: los inviernos son muy frios (la
media dc las minimas en Enero es de 3.9 °C), y las
¢pocas de calor son muy extremosas (media de las

maximas en Junio de 36.1 °C) (Cornet, 1988).
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Radiacion solar. Esta ligada directamente a las horas
solares y a los diferentes periodos del afio. La tiuctua-
cién de la radiacion solar diaria varia en el curso de
todo el afio: de 13:12 h en otofio a 10:48 h en invierno.
Humedad del aire. La humedad relativa tienc un
promedio minimo de 10 % en Marzo, y un maximo de
85 % en Agosto.

Evaporacion. En la estacion meteoroldgica de la
reserva, mediante un tanque evaporimetro (Clase A).
se demostré que la evaporaciéon total anual es de
2805 mm, sin embargo, no debe olvidarse que en los
dias nublados y de poco viento, la evaporacion es casi
nula (el 23 de enero de 1992 solo sc cvaporaron
0.18 mm), v en algunas ocasiones puede ser muy
elevada (20.56 mm ¢l 9 de julio de 1992).

Geologia. Su geologia esta representada por cerros y
sierras de rocas calcareas, con desarrollo de depositos
coluviales de pie de monte (Bartolino, 1988), entrc los
cuales se encuentra una gran cxtension de suclo de
depositos aluviales del Cuaternario y algunos aflora-
mientos de conglomerados de origen continental Ter-
ciario y rocas igneas cuaternarias dominadas por
basalto.

Suelos. Los tipos de suelos se diferencian escncial-
mente por la naturaleza del material parental v por el
proceso de deposicion original de este material. Se
trata fundamentalmente de depositos aluviales y
coluviales cuya reparticion en el paisaje es funcion de
la geomorfologia (Delhoume, 1988).

El suelo en el paisaje varia segun su ubicacion. se
observa que en las partes mas altas (cerros) ¢l suelo es
poco evolucionado de tipo Litosol sobre roca dura.
Regosol sobre coluviones pedregosos. Los suelos de
pie de monte son poco evolucionados, mas profundos
que en los cerros y son Regosoles sobre coluviones
constituidos por gravas y piedras de tamafio grueso. a
diferencia de la zona de bajada donde los suclos
pueden ser Yermosoles o Xerosoles haplicos sobre
coluviones pedregosos de tamafio medio o sobre
aluviones finos y medianos que cubren las lutitas
encontradas a mediana profundidad. Dentro de la zona
de bajadas donde las pendientes son menores que 1%,
se localiza una zona de “depresiones”. en la cual se
desarrollan cubiertas vegetales de tipo monoespecifico
como los pastizales. donde Hilaria mutica es ¢l pasto
mas representativo. Aqui los suelos son Yermosoles
gipsicos o calcareos sobre aluviones arcillosos que
reposan a mediana profundidad sobre lutitas (Cuadro
1). Después de la zona de depresiones, cl paisaje se
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Cuadro 1. Caracteristicas analiticas del suelo de la estacion de trabajo.

Profun- Textura pH C N total C/N CE CaCO;  Yeso CIC
didad Arcilla Limo Arena agua __orgénico .
cm  ---------- W =mmmme=c== . wentes Y% ------ dSm ------ % --m-- cmol(+)/kg
Da 6 375 20.0 425 84 0.55 0.062 8.9 12 19.0 7.5 19.7
12220 51.5 12.0 36.5 8.9 0.57 0.061 93 I:1 23.0 8.9 22.3
30a40 51.1 14.0 349 8.9 0.38 0.043 8.8 0.5 213 9.5 235
45ai1d.. 5 12.0 329 8.8 0.38 0.033 | 6.8 20.7 9.9 24.5
75a82 8.2 0.34 0.020 17.0 11.9 17.6 i 32.1

“interrumpe” con una zona de transicion en bajada
suave hasta un bajio denominado playa donde los
suclos estan desarrollados sobre material de aporte
constituido por depositos gravosos relativamente
espesos (es una zona de conglomerados). En la zona
mas baja del paisaje denominada playa, cuyas
pendientes son menores que 0.5%, el suelo puede ser
del tipo Yermosol gipsico con fase salina o sodica, o
del tipo Solonchaks orticos y, localmente, Vertisoles
Cromicos.

Hidrologia. La reserva se subdivide en tres cuencas
endorreicas (Henrickson, citado por Breimer, 1985).
Cerca de dos terceras partes del area forman parte de
la represa de la laguna Las Palomas. El noreste de la
reserva drena totalmente a la laguna El Rey, la cual es
uno de los lagos mas salados del Bolson de Mapimi.
La Laguna Las Palomas se extiende al suroeste de la

reserva y el principal rio es La India, que viene del

suroeste (Breimer, 1985).

Vegetacion. La zona de estudio es un pastizal donde la
especie Hilaria mutica representa mas de 90% de la
cobertura vegetal total, que a su vez constituye 40% de
la zona. Este estrato herbaceo contiene algunas
especics de cactaceas del género Opuntia 'y es
dominado por un estrato arbustivo, poco denso, donde
Prosopis glandulosa es la especic mas frecuente
(Besnard, 1989; Montafia y Breimer, 1988). La
pendiente del area es suave (1%) con estado superficial
del suclo representado por 23.91% de cobertura
vegetal basal; 44.48% de costras (generalmente de tipo
decantacion). 10.78% de suelo desnudo: 7.35% de

bioderma y 13.48% de mantillo.

Métodos

Precipitaciones. Las precipitaciones se midieron con
un pluviémetro totalizador, mediante registros después
de cada evento de lluvia.

Caracterizacion hidrodinamica del suelo. En cinco
sitios, ubicados dentro de una zona de pastizal (2500
m?), se sigui6 la evolucion del agua dentro del suelo
segun dos modos operativos: ¢l primero consistio cn
seguir los frentes de humedad dentro del suelo, antes de
la temporada de lluvia, y después de cada evento
pluvial, y al final del periodo estival con el fin de
observar la evolucion del proceso de mojado y secado
de esos suelos con eventos naturales de lluvia. Dicha
evolucion se siguié con un dispersor de neutrones tipo
SOLO 5 (NARDEUX 1), de manera estratificada con
dos repeticiones por cada 10 cm de profundidad de
suelo para cada sitio de muestreo. Los datos se
procesaron con el programa “logiciel integré pour le
traitement des données d’humidimétrie neutronique”
(Poss, 1987). El segundo modo operativo consistio en
aplicar la técnica Muntz (Figura 1), de infiltracion
controlada, simplificada por Delhoume (1990). donde
bajo una lamina constante de agua, el suelo se sometid
a saturacion aparente en funcion del tiempo, lo cual se
logré cuando la infiltracién resulté ser constante.
Durante el experimento se tomoé en cuenta la
infiltracion total dentro del suelo, es decir, la de tipo
vertical, horizontal y por grietas. Al final, por el
método grafico de la dinamica de mojado y secado. se
estimo la reserva hidrica. La calibracion del dispersor
de neutrones se realizo de forma gravimétrica. La
fecha de aplicacion en el primer caso fue del 14 de
junio al 10 de agosto de 1988, en el proceso de mojado
del suelo: y del 16 de agosto al 22 de octubre del
mismo aiio, para el proceso de secado. Al contrario, las
mediciones de infiltracion controlada se realizaron de
Febrero de 1990 hasta Mayo del mismo afio con el fin
de evitar interferencia de lluvias, y seguir los cambics
de humedad en el suelo para los dos casos.
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Figura 1. Diseiio grifico para estimar humedad con sonda de
neutrones después de cada lluvia y durante la infiltracion
controlada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Precipitaciones naturales

Las lluvias ocurridas en el periodo estival
muestran, que la maxima fue de 38.5 mm en Junio, con
minimas entre 1 y 2 mm. La reparticion de lluvias en
este periodo fue muy irregular; la primera lluvia fuerte,
en la altima semana de Junio fue precedida por un
periodo seco hasta el 26 de julio. cuando se presento
otra lluvia de 25 mm (Figura 2). Después hubo un
nuevo periodo seco para culminar en la ultima semana
de Agosto con escasas lluvias de menos de 10 mm. La
altura total registrada en la estacion de trabajo fue de
135.6 mm, repartidos entre 19 eventos de lluvia desde
el 14 dc junio hasta el 23 de agosto.

Lamina de infiltraciéon controlada

La altura de la lamina constante de agua sc
mantuvo entre 40 y 60 mm, y las fechas de aplicacion
fueron ¢l 31 de enero vy el 8 de mayo de 1990, en
tiempos minimos de 24 h y maximos de 46 horas. El
volumen total infiltrado vari6 de 230 a 285 mm
(Figura 3). El comportamiento de infiltracién resulto al
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Figura 2. Ocurrencia de precipitaciones durante el periodo
estival del aino 1988.
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Figura 3. Iispesor de la capa de agua infiltrada por la
metodologia Muntz (promedio de las cinco estaciones).
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inicio de una forma rapida (172 mm en un tiempo de
6.9 h) cuya velocidad de infiltracion alcanzé 24 mm/h
(Figura 3). Después se continud con una fase de
infiltracion media, donde en 19.8 h se infiltraron 64
mm a razon de 3.23 mm/h, y finalmente una
infiltracion lenta que tendié a ser constante, donde en
9.6 h solo se infiltraron 22.2 mm (2.23 mm/h). Este
comportamiento demuestra que las aportaciones de
agua en forma de riego no resultarian convenientes, ya
que aun aplicando volumenes mayores de agua que el
que aporta la lluvia, el suelo no acepta facilmente el
agua sin el efecto del impacto de las gotas de lluvia
sobre la superficie del suelo, y sobre todo por efecto de
hinchamiento de la capa superficial del suelo por el
tipo de arcillas presentes.

Hidrodinamica

Proceso de mojado en el suelo. Tanto en las observa-
ciones de lluvia natural como en la infiltracion
controlada s¢ comprobo que el comportamiento de la
humedad sigue una evolucién por etapas. Primero, el
agua dificilmente penetro hasta 80 cm, ya que el 4 de
agosto, fecha ultima después de las lluvias, solo se
infiltraron 8 mm a dicha profundidad, en tanto que a
40 cm pueden infiltrarse hasta 50 mm; se observo que
mediante Muntz, ni aun en la saturacion aparente del
suelo, se logra algo de infiltracion hasta 80 cm
(Figuras 4 y 5). En los dos casos se observd que la
mayor dinamica de mojado del suelo es hasta 60 cm de
profundidad de suelo. Tomando en cuenta los perfiles
de humedad del 31 de enero y del 8 de mayo de 1990,
antes de saturar el suelo por infiltracion controlada, se
presenta una humedad baja y uniforme en todo el
suelo. Se observo que en Junio, cuando ocurren lluvias,
la humedad aument6 y se mantuvo ¢l tiempo necesario
(por lo menos hasta 40 cm donde esta la zona de
raices) para que el pasto salga de su “latencia” ¢ inicie
otro ciclo. Por otra parte, se entiende que el agua no
penetra a mayores profundidades porque los perfiles
cdafologicos revelan que a 80 cm existe un estrato de
lutita endurecida e impermeable. No se puede pensar
que existe un flujo interno horizontal lateral, ya que en
otros afios se instalaron dispositivos de captura de
agua con movimiento horizontal (0 a 80 cm) y nunca
se registraron muestras, excepto una vez, pero en lecho
de rio.
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Figura 4. Proceso de mojado del suelo medido después de las
lluvias, durante el periodo estival (Enero a Agosto de 1988).
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Figura 5. Proceso de mojado del suelo hasta la saturacion
aparente, bajo infiltracion controlada (Mayo de 1990).

Reserva hidrica del suelo. La humedad de reserva
vario en relacion con la fecha de lluvias y, con base en
el tiempo de aplicacion de agua, de forma constante, ya
que se apreci6 un incremento del agua total infiltrada,
después de cada lluvia. La infiltracion controlada
sigui6 el mismo comportamiento (Figuras 6 y 7).
Durante lluvias mayores que 20 mm, el agua total
infiltrada alcanzé los picos mas altos y se observaron 2
6 tres dias después de la fecha de lluvia. Sin embargo,
el efecto de lluvias repetidas fue mas favorable para el
suelo y se pudo ver que se almacend mas agua cuando
del 21 al 26 de junio llovié tres veces y con menos de
20 mm cada lluvia. En la infiltracion controlada, como




134 TERRA VOLUMEN 14 NUMERO 2, 1996

¢s un proceso ininterrumpido, el agua es aceptada por
el suelo siempre de forma ascendente pues no se aplica
de forma natural.

El almacenamiento maximo de agua después de las
lluvias muestra que el pasto Hilaria mutica despertara
de su letargo cuando la humedad del suelo (en los
primeros 40 cm) es mayor que 100 mm, ya que en
ambos casos la respuesta del pasto se presentd con esa
humedad, aunque seria mas importante conocer el
potencial hidrico del suelo en el momento en que la
planta reinicie su actividad fisiolégica. Se observo que
la lamina infiltrada hasta 80 cm de profundidad del
suelo, fue mayor que la cantidad total de lluvia
(llovieron 136.5 mm y se almacenaron 189.1 mm). El
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Figura 6. Variacion de la reserva hidrica dentro del suelo
durante el periodo estival del afio 1988.
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Figura 7. Variacién de la reserva hidrica dentro del suelo
durante la infiltracion controlada (Mayo a Junio de 1990).
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agua de escurrimiento provenicnie de la pendiente
arriba se acumuldé a las precipitaciones, v origind
condiciones propicias para el crecimiento de la
graminea.

Segun los resultados de infiltracion controlada, se ve el
efecto de la dinamica de las gotas de lluvia sobre el
estado superficial del suclo (Figura 7), ya que sin
reorganizacion de las particulas de la costra
superficial, el agua infiltrada fue menor (Casenave y
Valentin, 1989). Debido a la presencia de arcillas
como la montmorillonita, que al humedecerse se
expanden y provocan una permeabilidad muy baja del
suelo, como puede verse en la grafica de la Figura 6,
donde después de 24 a 46 h de aplicacion de agua, no
hay gran cantidad de agua almacenada en comparacion
con la totalidad infiltrada, ya quc no supera a 130 mm
de los 280 mm infiltrados, indicando con csto ultimo
que ¢l sistema cuenta con fugas laterales que se pueden
confundir con un verdadero flujo horizontal.

Proceso de secado del suelo. En el secado del suclo se
aprecio que los perfiles de humedad evolucionaron de
tal manera que pudieron llegar al estado inicial seco.
Sin embargo, se observa que en los primeros 20 cm de
suelo, el agua puede perderse en 35 dias, en tanto que
en los siguientes centimetros de suelo el agua
permanece hasta que lleguen las ligeras lluvias de
invierno a recargar el “almacén” de agua (en profun-
didades de 50 a 80 cm). La humedad del suelo puede
durar hasta ¢l siguiente periodo de lluvias asi como lo
comprobaron las mediciones de humedad por lluvias.
Por ejemplo, se observa que desde el 16 de agosto
hasta el 22 de octubre, la pérdida de agua fue menos de
la que se infiltré en todo el periodo de lluvia (Figura
8). Asimismo, el método de manera controlada mostro
una hidrodinamica de secado parecida a aquella por
lluvias en los primeros 20 cm, sin embargo, entrc 40 y
60 cm se observo que la humedad aumenta ligera-
mente. Esto se debio al efecto de drenaje vertical
interno del agua a profundidades mayores que 40 cm,
ya que en un tiempo de 35 dias. ¢l agua evapotranspi-
rada solo fue a profundidades arriba de 40 cm (Figura
9). Para el secado, en los dos casos se aprecia que la
hidrodinamica mas importante queda limitada a 60 cm
de profundidad. igual que en el proceso de mojado.
Cuando el periodo de sequia se prolongue por dos o
tres afios, es decir, cuando el promedio anual sea
menor que 190 mm. repartidos en lluvias con laminas
menores que 35 mm, es seguro que algunas zonas de
pastizal no logren perdurar. En el primer ano de
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Figura 9. Proceso de secado del suelo después de la aplica-
cion de agua en forma controlada (Mayo a Junio de 1990).

sequia, los tallos permanecen inactivos, hasta que las
lluvias aparecen de nuevo. Esta adaptacion de especies
al medio arido varia en comportamiento como lo
demostraron Cornet ef al. (1988), quienes encontraron
que las zonas de vegetacion homogénea, como la del
presente estudio, se ven desfavorecidas por el bajo
aporte de agua. Existen otras areas, como las
denominadas “mogotes”, que se han establecido en
sentido perpendicular a la pendiente, ya que en
periodos de sequia logran captar una mayor cantidad
de agua de lluvia y escurrimiento: debido a su
estructura vegetal y a su disposicion en el paisaje

realizan la funcion de trampeadora de agua. Besnard
(1989) observo que Sporobolus airoides, otra cspecie
de pasto mas consumida por ¢l ganado, agota el agua
rapidamente, pero Hilaria mutica sale de su letargo
mas tarde que la primera, aunque el contenido de agua
fuese el mismo. Algunas zonas sin vegetacion
presentan un proceso de mojado y secado, muy rapido
y uniforme a profundidades arriba de 100 cm, asi
como se comprobo en el presente estudio que en 35
dias puede llegar a su estado inicial seco a lo largo del
perfil analizado (150 cm). Sin embargo, en el sitio
donde se experimentd, se encontré que el suelo no
presentaba la capa de lutita endurecida a 80 cm como
en el area de pastizal, incluso a los 2 m sélo existen
dos capas de arenisca compactada que obstruyen
ligeramente la infiltracion, pero la evaporacion se¢
presentd muy precipitada en todo el perfil.

CONCLUSIONES

En general, la caracterizacion hidrodinamica de
estos suelos permite entender la adaptacion del pasto
sabaneta (Hilaria mutica), en regiones tan aridas como
el Bolson de Mapimi. El proceso de mojado de estos
suelos esta condicionado al nimero de lluvias mayores
que 20 mm (y a intensidades mayores que 10 mm/h)
que ocurran durante el periodo estival. El agua
almacenada por estos suelos supera la precipitacion
por estacion debido a que se ubican en una zona del
paisaje donde el escurrimiento (proveniente de la
pendiente arriba) se logra detener en estos sitios, cuyas
pendientes son menores que 1%. El pastizal actia
como trampa de escurrimiento superficial, asi como
actuan las formaciones de vegetacion tipo mogote, que
debido a su estructura de especies (arbustiva-herbacea)
y su ubicacién plano-perpendicular con la pendiente.
aprovecha una mayor cantidad de agua, tanto por la
captacion foliar de los arbustos, como por la
distribucion mas amplia y profunda de las raices. La
profundidad, el tipo de suelo y el mantillo depositado
sobre la superficie del suelo favorecen la infiltracion y
reducen la evaporacion.

El proceso de humedecimiento y secado del suclo
en zonas sin vegetacion, que circundan a los pastizales,
varia en periodos cortos y a profundidades del suclo
(0 a 200 cm) que no permiten ¢l establecimiento de
vegetacion.

Debido a que los suelos en este pastizal son poco
profundos y de gran contenido de arcillas, el agua solo
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penetra hasta 80 cm, ya que a esa profundidad, una
capa de suelo compactado de lutita impide la
penetracién del agua. Si el agua de escurrimiento y de
la lluvia son suficientes para que el suelo se moje, se
logra almacenar este liquido en los estratos inferiores
del suclo (40 a 80 cm). En los periodos cortos de
lluvia, el agua de estos estratos es transportada hasta
los niveles superiores donde las raices del pasto pueden
aprovecharla y completar de nuevo su ciclo. Sin
embargo, cuando la sequia se prolonga y si existe
sobrepastoreo, la planta puede morir.

Ademas de conocer la funcién de trampa del pasto
Hilaria mutica para captacion de agua, y su
utilizacion como forraje en la ganaderia extensiva, bajo
la influencia de la variacion climatica y edafologica, se
requiecre complementar este tipo de estudios con el
conocimiento del potencial hidrico de los suelos y
relacionarlo con el potencial base de la planta. Asi
mismo, se deben realizar pruebas de germinacion de
semillas en campo, sometidas a varios potenciales
hidricos de suelo y algunos procesos naturales de
lluvia, asi como la ruptura de costras superficiales de
suelo con el fin de favorecer el establecimiento de
nuevas areas con este tipo de cobertura herbacea.
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NIVELES DE CONTAMINACION DE LAS AGUAS DEL RIO ATOYAC, ESTADO

DE PUEBLA, POR METALES PESADOS, BORO, GRASAS Y ACEITES
Contamination Levels of Water of the Atoyac River in the State of Puebla by Heavy Metals, Oils,
Fats and Boro

Teodoro Méndez Garcia', Lucia Rodriguez Dominguez, Sergio Palacios Mayorga

RESUMEN

El Rio Atoyac, que durante afios se utilizO para
abastecer de agua potable a varios asentamientos
humanos en el trayecto Rio Frio-San Martin Texme-
lucan, ha sido afectado gradualmente durante su
recorrido al incorporarse las aguas de desecho, tanto
municipales como residuales de San Martin
Texmelucan, Moyotzingo, Puebla y Tlaxcala. Después
de almacenarse temporalmente su caudal en las presas
Independencia y Valsequillo, se utiliza para riego
agricola en los municipios de Tecamachalco y Atlixco.
Sus aguas, de acuerdo con los criterios de Richards
(1994) respecto a la salinidad y sodicidad, pertenecen a
la clase C;S,, siendo muy semejantes al agua de riego
del Valle del Mezquital, Hidalgo, donde, segun
Sanchez (1985) son de clase CsS,, y deben utilizarse
nicamente para riego de cultivos tolerantes a la
salinidad. Al comparar la conductividad eléctrica (CE)
del agua del Rio Atoyac con los valores detectados en
otros paises, ésta alcanza niveles superiores ya que
Neilsen ef al. (1989) mencionan datos de CE que
fluctiian de 853 a 1006 pS cm’' en algunas aguas
municipales de Canada.

Respecto a los niveles de contaminacion, los
valores promedio de grasas y aceites variaron de 196 a
339 ppm. los cuales exceden las 60 ppm, establecidas
como el limite permisible por la NOM-CCA-031-
ECOL/93 para aguas de uso agricola. Son muy supe-
riores a los reportados por Sanchez (1985) en el Valle
del Mezquital, Hidalgo (valores promedio de 23 ppm
de grasas).

Las altas concentraciones de las sustancias antes
mencionadas pueden modificar las propiedades fisicas
y quimicas del suelo. Respecto al boro, los valores
maximos de este elemento, en varios sitios exceden las
0.75 ppm consideradas como permisibles por la NTE-
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CCA-032/91 para aguas de riego agricola. Sin
embargo, son inferiores a las encontradas por Mendoza
(1981), quien menciona valores de 1.33 2 2.83 mg I
en el Distrito 03 en Hidalgo.

Por otro lado, las cantidades de Cu, Zn, Co y Cd
solubles no rebasan los limites maximos permisibles
establecidos por la NOM-CCA-032-ECOL/93 para
aguas con fines agricolas. Sin embargo, el Cr, Niy Fe,
en el sitio 9, rebasan los limites permisibles.
Asimismo, los niveles de Mn, en los sitios 5 y 9,
exceden los valores aceptados por la norma antes
mencionada.

Palabras clave: Aguas residuales y metales pesados.
SUMMARY

Waters from Rio Atoyac have been used for
several years to provide drinking water for some
communities, located between Rio Frio and San Martin
Texmelucan. However, the quality of this water has
been affected along its course, since wastewater from
San Martin Texmelucan, Moyotzingo, Pucbla, and
Tlaxcala joined the current. Independencia and
Valsequillo dams are used as temporal storage for the
above waters, and at Tecamachalco and Atlixco, the
waters are used for agricultural irrigation.

According to Richards (1994) regarding salinity
and sodium, these waters belong to class C3S;; being
similar to irrigation water from Valle del Mezquital,
Hidalgo. Sanchez (1985) claims that those waters are
class C;S,, and must only be used for salinity resistant
tillage. Comparing Rio Atoyac electrical conductivity
(EC) with values found in other countries, the figures
in Rio Atoyac are higher. Neilsen er al. (1989)
reported values from 853 to 1006 pS cm” for some
municipal waters in Canada.

Regarding pollution levels, fats and oils average
figures range from 196 to 339 ppm, exceeding 60 ppm
the NOM-CCA-031-ECOL/93 permissible limit for
waters used in agriculture.
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These levels are much higher than those reported
by Sanchez (1985) from Valle del Mezquital, Hidalgo,
with average values of 23 ppm of oils.

The high concentrations of the above substances
may modify the physical and chemical soil conditions.
Considering boron (B), its maxium values, in scveral
places, exceed 0.75 ppm approved by NTE-CCA-
032/91 for waters used in agriculture. However, these
figures are lower than 1.33 to 2.83 mg I reported by
Mendoza (1981) on irrigation waters from District 03
in Hidalgo. ,

On the other hand, soluble amounts of Cu, Zn, Co
and Cd do not go further than permissible maximum
limits given by NOM-CCA-032-ECOL/93 for
agricultural waters. Nevertheless Cr, Ni and Fe on site
9. exceed permissible limits by NOM-CCA-032-
ECOL/93. Also, Mn levels on sites 5 and 9, go beyond
the accepted values by the last specification.

Index Words: Wastewater and heavy metals.

INTRODUCCION

Entre los problemas ambientales que México
enfrenta actualmente, destacan la creciente contami-
nacion de los cuerpos acuiferos y la disminucion de las
fuentes naturales de abastecimiento de agua, de las
cuales se utiliza aproximadamente 60% para fines
agricolas y alrededor de 30% para uso doméstico e
industrial. El agua que se utiliza con fines agricolas, no
obstante que es enorme, no satisface las necesidades de
este recurso que son cada vez mayores, por lo que se
ha tenido que implementar ¢l uso del agua residual
para estc fin. Esta situacion ha propiciado la
degradacion de los suelos por los efectos de las sales,
detergentes, grasas y metales pesados presentes en las
aguas residuales que se utilizan sin tratamiento alguno
(Cajuste ef al, 1991; Gutiérrez, 1981; Mascareio.
1974: Méndez, 1982).

A diferencia de otros paises, donde se utilizan
aguas residuales previamente tratadas en la
agricultura. en Meéxico, el unico tratamiento que
reciben en la mayoria de los casos, es aquel que se
cfectiia en forma natural, durante el recorrido del agua
de las areas urbanas a las zonas agricolas y los canales
de distribucion (Carrillo et al., 1992; Méndez et al.,
1992: Sicbe. 1994). Esta situacion ha provocado la
introduccion de contaminantes toxicos a la cadena
trofica. por lo que es necesario evaluar la dimension de

los efectos que ocasiona la acumulacién de metalcs
pesados en el suelo, lo cual se refleja en los bajos
rendimientos de los cultivos, asi como en la calidad de
los mismos. Aunque, en algunos Distritos de Riego, los
rendimientos que se obticnen con el empleo de aguas
residuales son altos, como es el caso del Valle del
Mezquital donde mas de 80,000 ha han sido benefi-
ciadas con aguas residuales (Sicbe, 1994), en este caso
ademas de contemplar el rendimiento debe considerarse
la problematica de la incorporacion de sustancias
toxicas al suelo. En este contexto, de acuerdo con
Garcia (1990) a nivel nacional, la superficie bajo riego
con aguas residuales es de 150.000 ha, utilizandosc,
aproximadamente 51 m’ seg' generados por las
descargas de unas 30 ciudades con mas de 100.000
habitantes cada una. Entre estas ciudades sc
encuentran San Martin Texmelucan. Moyotzingo.
Tlaxcala v Puebla que arrojan tanto las aguas
municipales como las residuales al Rio Atoyac. Una
parte del agua de este rio. después de ser almacenada
temporalmente en las presas Independencia y Manuel
Avila Camacho (Valsequillo), sc utiliza en el Distrito
de Riego 030 en Tecamachalco; mientras la mayor
parte del agua del Rio Atoyac sigue su curso hacia ¢l
Pacifico (INEGI; 1987). Se ha utilizado ¢l agua dc este
rio en algunas zonas intermedias importantes, como el
Valle de Atlixco, Huaquechula e Izacar de Matamoros.
Edo. de Puebla, desde los afios cuarenta en mas de
3,000 ha cultivadas con maiz. alfalfa, frijol, plantas
ornamentales. frutales y diversas hortalizas. En cstas
zonas, el uso del agua residual en la agricultura, sin
previo tratamiento, ha incrementado significativamente
los niveles de metales pesados en los suelos (Tamariz
et al.. 1992). afectando las propiedades fisicas v
quimicas de los mismos, ademas de su rendimiento, lo
cual no ocurre en otros paises, donde, por lo menos. se
le da un tratamiento primario y secundario (Neilsen ¢!
al., 1989).

A nivel nacional, ¢l uso de las aguas residuales en
el riego agricola data de principios de siglo (Méndez.
1982). Actualmente, su uso se presenta dentro de un
marco de escasez y conflicto por la gran demanda. Por
un lado. estan los cfectos positivos de su uso

- incrementando la productividad agricola y, por ¢l otro.

las aguas residuales que se emplean en el riego
introducen al suelo metales pesados v otros
contaminantes (Carrillo e/ al., 1992; Mascareiio. 1974:
Sicbe, 1994). En lo antes expuesto se¢ basan los
objetivos de este trabajo, enfocados a evaluar los

L
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niveles de metales pesados, boro, grasas y aceites
durantc ¢l muestreo anual del Rio Atoyac en el
trayecto Chiautla-Atlixco, Edo. de Puebla.

METODOLOGIA

El trabajo se realizo en el Rio Atoyac, en el
trayecto Chiautla-Atlixco, Edo. de Puebla, donde se
ubicaron nueve sitios de muestreo que corresponden a:
1) La Soledad; 2) San Cnstobal; 3) San Cristobal
(Ameyales); 4) Moyotzingo; 5) drenaje zona industrial
de Moyotzingo; 6) Zacatelco; 7) Puente Xoxtla; 8)
antes de la ciudad de Puebla y 9) Atlixco (Figura 1).

139

Previo al muestreo, se realizaron varios recorridos
de reconocimiento de la zona. El muestreo se¢ efectuo
en forma sistematica durante un afio, se tomaron 108
muestras que se mantuvieron en refrigeracion para los
analisis de rutina y especificos. Para la determinacion
de grasas y aceites se afiadio H,SO,4 como conservador
y, para metales pesados, las muestras fucron
acidificadas con HNQO; (US-Environmental Protection
Agency, 1974). También fueron caracterizadas desde
el punto de vista agricola y de contaminacion, segin
los siguientes analisis: actividad de los iones hidrogeno
(pH) potenciométricamente y conductividad eléctrica
(in situ) utilizando un puente de Wheatstone (Richards,
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Figura 1. Localizacion del area de estudio y sitios de muestreo.




1994); ambas determinaciones fueron verificadas en el
laboratorio; Ca®* y Mg® se determinaron por el
método del versenato (EDTA) 0.01 N y el Na' y K°
por flamometria (APHA-AWWA-WPCF, 1994);
COs*, HCOs y CI por titulacion, los dos primeros con
H;SO; 001 N empleando como indicadores
fenolftaleina y anaranjado de metilo, respectivamente,
y los CI' con AgNO; 0.005 N utilizando como
indicador cromato de potasio; los SO,* se analizaron
por precipitacion con BaCl,, ambos aniones se
determinaron de acuerdo con la metodologia de la US-
EPA (1974). Grasas y aceites se cuantificaron por el
método de extraccion Soxhlet y los metales solubles
Fe, Cu, Mn, Zn, Pb, Cr, Co, Ni y Cd por
espectrofotometria de absorcion atomica de flama,

ambos segun la metodologia propuesta por la US-EPA
(1974).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El pH del agua del rio Atoyac tiende a la
alcalinidad durante el afio en la mayoria de los sitios,
observandose valores promedio de: 8.1, 8.0, 7.8, 7.7,
83,8.0,79,76y 7.7 paralossitios 1, 2,3,4,5,6,7,
8 y 9 respectivamente (Cuadro 1; Figura 2). Estos
valores y sobre todo los alcalinos (Hassanin et al.,
1993; Seaker, 1991) estin contribuyendo a la
precipitacion de los metales pesados y, de esta manera,
disminuyen la posibilidad de que se encuentren
disponibles para las plantas, en forma muy semejante a
lo que esta ocurriendo en el Valle del Mezquital
(Cajuste et al., 1991, Hernandez et al.,1990, Méndez,
1982; Siebe, 1994), donde el pH alcalino, tanto del
agua como del suelo, favorece la precipitacion de los
metales pesados quedando inmoviles, pero siguen
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Figura 2. Fluctuaciones del pH y la CE en el rio Atoyac.
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representando cierto riesgo en el suelo, ya que si el pH
del suelo disminuye, los metales pueden quedar
disponibles para las plantas, lo cual puede ocurrir en
Tecamachalco y Atlixco donde se emplea el agua del
rio Atoyac. De acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-CCA-032-ECOL/93) el pH de estas
aguas se encuentra dentro de las concentraciones
recomendadas por esta norma, a excepcion del sitio 5,
el cual permanece por arriba de los valores estable-
cidos durante febrero, marzo, mayo, junio noviembre,
con el maximo de 9.6 en el mes de mayo y la media de
8.3 (Cuadros 1 y 2; Figura 2). La alcalinidad de las
aguas del rio, sobre todo en los sitios 5 y 6, se debe a
los aportes continuos de agua residual de las zonas
industriales de San Martin Texmelucan y Moyotzingo
(Rodriguez, 1992). Posteriormente, se presenta un
efecto de dilucion entre los sitios 7 y 8 que
corresponden a los trayectos mas largos del area
muestreada. Ademas, en estos intervalos del rio no
existen descargas industriales. Por ultimo. en el sitio 9,
el pH aumenta nuevamente como s¢ muestra en la
Figura 2 y Cuadros 1 y 2, a consecuencia de la
incorporacion del agua residual, tanto de origen
industrial como doméstico de las ciudades de Tlaxcala
y Puebla. Los valores de pH en este trabajo son
superiores a los reportados por Valera ef al. (1990) en
las aguas residuales de la planta Volkswagen en el
Edo. de Pucbla. Estos autores consideran, que los
bajos valores de pH de 6.5 que ellos detectaron, se
deben a las sustancias que incorpora la planta
Volkswagen como resultado de los distintos procesos
de produccion. Los valores detectados en este trabajo
superan también los presentes en las aguas residuales
(Mendoza, 1981; Sanchez, 1985) que se emplean para
riego en el Distrito de Riego 03 en el Edo. de Hidalgo.
Mendoza y Sanchez encontraron una fluctuacion de
705 a 755 y de 7.2 a 7.7, respectivamente. Sin
embargo. los valores de pH encontrados en el rio
Atoyac coinciden con los de Méndez er al. (1990)
cuyos valores de pH maximos fieron de 8.3 en las

aguas residuales de la zona Metropolitana de la ciudad
de México (ZMCM).

Al comparar la conductividad eléctrica con la
relacion de absorcion de sodio, desde el punto de vista
agricola y de acuerdo con los criterios de Richards
(1994), los sitios 1 y 2 corresponden a la clase C,S;
mientras los sitios 3, 4, 6. 7 y 8 se clasifican como
clase C,S;: v los sitios 5 y 9 como clase C;S,. En estos

ultimos, los valores variaron de 640 a 1550 y de 370 a
1600 uS, con promedios de 1013 y 953 pS.
respectivamente (Cuadros | y 2). Estos valores
coinciden con los detectados por Valera et al. (1990)
quienes reportaron 925 pS en las aguas residuales de
la planta Volkswagen, antes de su incorporacion al rio
Atoyac. Coinciden también con Neilsen ef al. (1989)
quienes mencionan valores de 853 a 1006 y una media
de 931 uS cm’ en aguas municipales de Canada.
Tomando en cuenta el Criterio Ecologico de Calidad
del Agua 001/89 (CE-CCA-001/89) que establece
como limite 1000 pS para aguas residuales con fines
agricolas, en la zona de estudio los sitios 5, 6 y 9
tuvieron valores superiores a dicho criterio durante por
lo menos un mes. Sin embargo, considerando la NOM-
CCA-032/93, la cual establece un limite de 2000 pS,
el agua del rio, durante todo el afio y en todos los
sitios, permanecen muy por debajo de la norma
(Cuadro 2). Si comparamos los valores dc la
conductividad eléctrica del agua del rio. ain los
valores mas elevados son inferiores a los 1500, 1860 y
2200 pS que detectaron Mendoza (1981), Sanchez
(1985) y Méndez et al. (1990), respectivamente, ¢n las
aguas residuales de la zona metropolitana de la ciudad
de México. las cuales se utilizan para riego en el
D.D.R. 03 del Edo. de Hidalgo. Lo anterior demuestra
que, respecto a la CE, las aguas del rio Atoyac
muestran menos deterioro que las del Gran Canal de
Desagiie de la ciudad de México.

Respecto a la salinidad efectiva, de acuerdo con los
criterios de Richards (1994), los sitios 5, 7 y 9 se
clasifican como de uso condicionado, ya que los
valores promedio fueron 9.45, 473 y 7.15 meq I,
respectivamente (Cuadro 1), siendo los sitios 5 y 9 los
mas problematicos respecto a esta varable,
comparables tunicamente a lo detectado por Sanchez
(1985) quien menciona hasta 9.75 meq I para el Tinel
de Tequisquiac. Los sitios 5 y 9 corresponden a las
descargas de aguas residuales de la zona industrial de
Moyotzingo v de la presa Independencia. A esta
ultima, se incorporan, tanto las aguas de uso doméstico
como las de las zonas industriales de las ciudades de
Puebla y Tlaxcala (Figura 1). El mayor volumen de
estas aguas se utiliza en el riego de una superficie
considerable de suelos que corresponden al Distrito de
Riego 030, en Tecamachalco y Atlixco, Edo. de
Puebla.
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Cuadro 1. Valores promedio durante un afio de las caracteristicas quimicas y niveles de contaminacion de las aguas del rio Atoyac
en el Estado de Puebla.

Detenminaciones Sitios de Muestreo
1 2 3 4 5 6 7 8 9

pH 8.1 8.0 7.8 It 33 8.0 T 7.6 i
CE [Th] 232 275 542 335 1013 410 433 474 953
Cca¥ meq 1 0.950 1.220 2210 1.460 1.600 1.490 1.460 1.940 4.800
Mg s 1.800 1.600 2.870 1.630 3.090 1.580 2.120 1.510 2.920
Na' % 0.650 0.740 0.820 0.980 4.800 0.940 1.100 1.460 2.400
K 3 0.130 0.160 0.270 0.220 0.230 0.230 0.220 0.300 0.390
C()g.z' B 0.200 0.300 0.400 0.200 2.200 0.400 0.900 0.300 0.700
HCOy s 2.540 2.800 3.500 3.200 2.100 2.900 3.300 3.400 4.400
Cr 2 0.546 0.611 0.708 0.716 1.525 0.856 0.795 0.851 1.941
SO~ 9 1.640 1.550 1.550 2.520 6.690 1.513 3.028 1.481 5.064
SE o 2.720 2.910 3.010 3.760 9.450 3.490 4.730 3.510 7.150
SP & 1.360 1.370 1.520 1.970 4.700 1.610 2.300 1.580 4.470
RAS % 0.570 0.620 0.510 0.790 3.430 0.750 0.830 1.100 1.210
Boro ppm 0.103 0.126 0.095 0.116 0450 0.151 0.148 0.400 0431
Grasas 2 196 339 321 235 234 337 289 303 271
Fe 0.481] 0.602 0.032 0.536 0.119 0.363 0417 0.720 1.430
Cu o 0.011 0.008 0.008 0.0l6 0.016 0.009 0.010 0.011 0.017
Mn 5 0.062 0.033 0.008 0.032 0.012 0.030 0.042 0.122 0.260
Zn = 0.017 0.011 0.010 0.024 0.257 0.026 0.023 0.046 0.034
Pb * 0.043 0.051 0.063 0.065 0.057 0.061 0.058 0.059 0.081
Cr <3 0.004 0.004 0.005 0.004 0.005 0.003 0.003 0.004 0.013
Co 5 0.007 0.005 0.006 0.007 0.009 0.008 0.007 0.008 0.010
Ni % 0.015 0.015 0.016 0.015 0.017 0.014 0.015 0.020 0.032
Cd 5 0.0008 0.0009 0.0008 0.0005 0.0007 0.0006 0.0007 0.0007 0.0011

Cuadro 2. Concentraciones maximas, minimas v promedios de los sitios con mayores problemas en el rio Atoyac, Estado de Pucbla
y su comparacion con los criterios recomendados por SEDUE-SEDESOL.
NS = No se sanciona.

Sitios de Muestreo

Parametro 5 8 9
Max Min X Max Min X Max Min X CE- NTE- NTE- NOM-
CCA- CCA- CCA-  CCA-032-
D01/89  031/91  032/91 ECOL/93

pH 9.6 753 ®3 83 6.5 1.6 8.6 7.2 TF 6-9 6-Y 6.5-85 6.5-8.5

ClL T 1550 64 1013 640 290 474 1600 3T 953 1000 1000 2000 2000

Ca™ Incql'l 2.20 (.860 1.600 T ROD 0.880 1.940 8.000 1.320 4 800

ng 2 B8.96 0.360 3.090 3470 0.470 1.510 4.840 1.100 2.920

Na “ 1243 0.370 4800 2.260 0.220 1.460 4340 0.530 2400

KR’ e 0.33 0.120 0.230 0.690 0.160 0.300 0.610 0.150 0.390

Cﬂ;:' < 16.80 0.000 2.200 1.200 0.000 0.300 1.200 0.000 0.700

HCOy E 3.60 0.000 2.100 6.00 2.400 3.400 3.400 2.400 4.400 100.0

CE = 2.20 0.900 1.525 1.500 0.240 0.851 5.460 0.320 1.941 147.5

S().;:‘ “ 1542 2.050 6.690 4.450 0.000 1.481 13.530 2.200 5.064 130.0

Grasasppm 788 16 234 938 21 303 748 4] 271 60

Boro “ 1440 0.040 0450 1.40 0.000  0.240 1.080 0.010 0.431 0.70 0.75

Ie o i 0.017 0.119 2,711 0.045 0.720 8.090 0.010 1.430 5.0 5.0

Cu s 0.021 0.008 0.013 0.024 0.005 0011 0.034 0.005 0.017 0.20 5.00 5.0 0.2

Mn - e 02 0.005 0.012 0.469 0.003 0.122 0.588 0.007 0.260 0.20 . 0.2

/n “ 0.605 0.002 0.257 0315 0,001 0.046 0.072 0.003 0.034 2.00 6.00 0.02 2.0

Pb w0106 0.017 0.057 0.088 0.035 0.059 0.106 0.053 0.081 5.00 5.00 2.00 5.0
Sy “ 0.008 0002 0005 0008 0.002 0.004 0.037 0.002 0.013 0.01 2.50 0.1

Co “Z 0015 0.005 0.009 0.015 0.002 0.008 0.025 0.002 0.010 NS

Ni “  0.028 0.007 0.017 0.032 0.010 0.020 0.068 0.010 0.032 0.20 4.00 0.05 0.2

Cd “ 00014 0.0004 0.0007 0.0014 0.0004 0.0007 0.0024 0.0064 0.0011 0.01 0.50 0.01 0.01

-
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La variable salinidad potencial indica que en la
mayoria de los sitios, durante casi todo el afio, el agua
fue de buena calidad, ya que no rebaso los 3 meq I de
salinidad potencial mencionados en la clasificaciéon de
Palacios y Aceves (1970), a excepcion de los sitios 5 y
9 donde los valores promedio rebasan los 3 meq I'"; por
lo que se consideran como clase condicionada para el
riego de cultivos sensibles (Cuadro 1; Figura 3). Estos
resultados son semejantes a los reportados por Sanchez
(1985), quien menciona hasta 6.48 meq 1.

Al analizar los resultados de los cationes Ca™,
Mg”, Na' y K', las mayores concentraciones
correspondieron al calcio y al magnesio, principal-
mente en los meses de febrero, junio, noviembre y
marzo en los sitios 5, 8 y 9, respectivamente, ya que
los valores fluctuaron de 1.08 a 2.20; 0.88 a 2.80 y de

1.32 2 8.00 meq I’ con promedios de 1.60, 1.94 y 4.80

meq I de Ca™: y 1.6828.96;047a347yde1.10a
4.84 meq 1" con valores promedio de 3.09, 1.51 y 2.92
meq 1" de Mg®", respectivamente (Cuadros 1, 2; Figura
4). Sin embargo, aunque estos elementos no son san-
cionados por las normas ni por los criterios ecologicos
para aguas residuales con fines agricolas, si son los
responsables de la dureza de las aguas (Rodier, 1990).
Los valores promedio, tanto de calcio como de
magnesio en los sitios 5, 8 y 9 rebasan ligeramente las
concentraciones detectadas por Mendoza (1981) en
aguas residuales del Gran Canal con valores promedio
de 122 y 235 meq I' para calcio y magnesio,
respectivamente; son muy semejantes a las reportadas
por Neilsen et al (1989) para algunas aguas
municipales de Canada con valores promedio de 3.0 y
2.0 meq I' de Ca* y Mg”, respectivamente. El
dominio del Ca®> y el Mg®* sobre el Na“ y el K" en el
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Figura 3. Fluctuaciones de la SE, SP, RAS y grasas en el rio Atoyac.
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agua dcl rio Atoyac es importante, ya que al integrarse
estos clemenios al suelo se contrarrestan los posibles
efectos del sodio (Bohn ef al., 1985). Esto no ha
ocurrido en ¢l Distrito de Riego 03, donde actualmente
existen fuertes problemas de salinidad y sodicidad
(Gutiérrez, 1981; Méndez, 1982).

Respecto al Na™ v K. ¢l comportamiento de ambos
durante casi todo ¢l afio fue semejante, ya que los
valores promedio del Na' fueron 0.65, 0.74, 0.82,
0.98, 0.94, 1.10 y 1.46 meq I"' para los sitios 1, 2, 3,
4, 6, 7y 8, respectivamente. Sin embargo. los sitios 5
y 9 presentan las mayores fluctuaciones de 0.37 a
1243 y de 0.93 a 4.3 meq I y una media de 4.80 y
2.40 meq I respectivamente (Cuadros 1 y 2; Figura
4). Aunque, en general, los valores de sodio no son tan
altos como los detectados por Mendoza (1981) en el
agua de riego del Distrito de Riego 03, quien menciona
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330 mg I (14.35 meq I'"). No obstanie, en los sitios 5
¥ 9, que son los mas contaminados, se detectaron hasta
12.43 y 434 meq I"' respectivamente, lo cual podria
originar serios problemas de sodicidad, sobre todo en
San Martin Texmelucan y Moyotzingo que es donde se
utilizan las aguas del sitio 5. En ¢l caso del sitio 9, que
corresponde a Atlixco, segun los campesinos del lugar
ya existen problemas de salinidad v sodicidad
fomentados por la baja permeabilidad de los suelos de
la zona, por lo que debe tenerse cuidado de que el uso
del agua sea adecuado. En este caso las concentra-
ciones altas de sodio, por tratarse de Vertisoles, pueden
producir problemas de salinidad similares a los del
Valle del Mezquital, Hidalgo. Por otro lado, algunos
valores en el sitio 5 exceden los niveles maximos
permisibles del CE-CCA-001/89 para aguas residuales
con fines agricolas (Cuadro 2).
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Figura 4. Fluctuaciones de los cationes y aniones en el rio Atoyac.
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Respecto al potasio, las mayores concentraciones
se detectaron en los sitios 8 y 9 donde variaron de 0.16
2069 yde0.152a 061 meq I, con valores promedio
de 0.30 y 0.39 meq I", respectivamente (Cuadro 2;
Figura 4).

Los valores de Na” y COs” son los responsables de
la alcalinidad durante la mayor parte de la trayectoria
del rio Atoyac, persistiendo los valores de pH altos los
que, conjuntamente con la conductividad eléctrica,
permiten clasificar el agua como de uso condicionada
en la agricultura, sobre todo en los sitios 5 y 9 (Cuadro
1 y 2; Figura 4) (Valera et al., 1990). Sin embargo,
respecto al Na', las concentraciones son inferiores a
las encontradas por Mendoza (1981), Sanchez (1985)
v Méndez (1985) en el Distrito de Riego 03, donde el
ultimo autor menciona valores de sodio que fluctuaron
de 3.73 a 16.43 meq I’ con una media de 9.35 meq 1"

El i6n sodio, por su abundancia en las aguas del
rio Atoyac, podria originar problemas en los suelos
donde se utilizan estas aguas con fines agricolas, como
es el caso del municipio de Atlixco y el Distrito de
Riego 030 (D.R. 030), donde hay suelos arcillosos
susceptibles de ser afectados pues, de acuerdo con
Richards (1994), al desplazar el Na" al Ca™ y al Mg™*
de los sitios de intercambio se originan problemas de
sodicidad, produciendo efectos importantes en el
desarrollo de las plantas a través de modificaciones
estructurales adversas en el suelo, dispersandolo,
disminuyendo su aireacion, y afectando la disponi-
bilidad de agua, asi como originando alteraciones
nutricionales.

De los aniones analizados, los CO;> son los menos
frecuentes durante el afio (Cuadro 1) a excepcion de
abril y mayo donde se detectaron cantidades considera-
bles de este anion, el cual, al combinarse con el Na’
influyo a elevar el pH. Sin embargo, en los sitios 5, 6 y
7 la presencia de CO;™ fue mas frecuente, detectandose
hasta 16.80 meq I en el sitio 5 en el mes de mayo
(Cuadro 2) ya que este sitio es el que recibe la mayor
influencia de aguas residuales. tanto de origen
doméstico como industrial. La ausencia de COs” en
las aguas que se utilizan en la agricultura es
importante, ya que es uno de los iones que al
combinarse con el Na~ origina serios problemas en la
agricultura (Richards, 1994).

Respecto a los HCO;', su concentracion fue muy
heterogénea, encontrandose, en varios sitios, en
cantidades superiores a las permitidas por el CE-CCA-
001/89 para el uso de aguas residuales con fines

agricolas. En los sitios 4, 7, 8, 3 y 9 se encontraron
promedios de 3.20, 3.30, 3.40, 3.50 y 4.40 meq I,
respectivamente (Cuadros 1 y 2; Figura 4), rebasando
los 100 mg 1" aceptados por el CE-CCA-001/89.
Aunque la presencia de HCO; es considerable, las
altas concentraciones de los mismos no son tan
perjudiciales como las de COs que se encuentran
presentes, como ocurre en la época de estiaje en el
trayecto del rio Atoyac; sin embargo, los HCO; al
llegar al suelo (Bohn ef al., 1985), su retencion,
aunque es débil, puede formar complejos estables con
el Ca®*, Mg™" y A", los cuales al precipitarse forman
sales neutras o ligeramente acidas, que pueden
repercutir en el pH del suelo y éste, a su vez, puede
liberar los metales pesados que se encuentren
precipitados en los suelos que han sido regados con
aguas residuales durante varios afios, por ejemplo en el
Distrito de Riego 030 y Atlixco. Los HCO; ejercen
efectos toxicos especificos en frijol, zacate y
remolacha, en los cuales afectan el metabolismo,
presentandose alteraciones con el calcio, potasio y
magnesio; induciendo clorosis y disminuyendo Ia
actividad de las bacterias del suelo (Richards, 1994).
Las concentraciones de Cl', en la mayoria de los
sitios y durante casi todo el afio, indican que este anion
esti en concentraciones inferiores a los limites
aceptados por el CE-CCA-001/89, a excepcion de
algunas muestras del sitio 9 en el que se incorporan las
aguas residuales de tipo doméstico de la ciudad de
Puebla, donde las mayores cantidades fueron de 5.46

meq "' (Cuadros 1y 2; Figura 4).

La presencia de los SO, en las aguas del rio
Atoyac es semejante a los HCOs™ en su heterogeneidad,
en los distintos sitios durante ¢l afio; las mayores
concentraciones se encontraron en los sitios 5 y 9 con
valores de 15.42 y 13.53 meq I', respectivamente
(Cuadro 2; Figura 4). Tanto estas cantidades como los
valores promedio estan por encima de las detectadas
por Mendoza (1981), superando, tambien, las
permitidas por el CE-CCA-001/89. Bohn et al. (1985)
y Alloway (1990) mencionan que después de los
carbonatos y fosfatos, los sulfatos son los aniones que
forman los complejos de metales pesados mas estables
y mas perjudiciales en los suelos, pero también de los
mas toxicos.

Las concentraciones de grasas y aceites detectadas
durante el afio en los nueve sitios fueron muy
heterogéneas, ya que fluctuaron desde 16 hasta 938
ppm. Sin embargo, las mayores concentraciones



encontradas fueron 938, 798, 788 y 748 ppm que
corresponden a los sitios 8, 6, 5 y 9, respectivamente.
Estas cantidades son inferiores a los valores de grasas
reportados por Valera et al. (1990) de hasta 1419 ppm
en las aguas residuales de la planta Volkswagen, lo que
indica una dilucion de este contaminante al
incorporarse las aguas residuales de esta empresa al
rio Atoyac. Los valores promedio para los distintos
sitios, durante el afio, fluctuaron de 196.92 a 339.33
ppm; estas cantidades exceden los limites maximos
permisibles por la Ley General del Equilibrio
Ecologico y la Proteccion al Ambiente (1989) que
establece como maximo 70 mg I' para aguas
residuales; la NOM-CCA-032-ECOL/93 establece
, como maximo 60 ppm para aguas de uso agricola
(Cuadros 1 y 2; Figura 3). Por otro lado, Valera et al.
(1990) al cuantificar las grasas y aceites en el manto
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freatico, de los terrenos aledafios a la descarga ilegal
de agua residual de la Volkswagen, detectaron
unicamente 40.0 ppm de este contaminante,
concluyendo que la mayor parte de las grasas del agua
se quedan adheridas a las particulas del suclo,
alterando su estructura y permeabilidad. Los valores
encontrados en este trabajo, también, son inferiores a
los detectados por Méndez er al. (1990) en aguas
residuales del D.D.R. 063 en el Estado de Hidalgo, con
valores hasta 6020 ppm y, para esta misma zona,
Mendoza (1981) detectd 96 ppm en 1979.

Respecto a los valores promedio de boro en los
nueve sitios durante el afio, estos indican que se
encuentran dentro de los limites establecidos por la
NTE-CCA-032/91 (Cuadro 1; Figura 5). Sin embargo,
se observo que los valores maximos en los sitios 5, 8 y
9, en los meses de junio, agosto, septiembre y octubre,
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Figura 5. Variacion de metales pesados y boro en el agua del rio Atoyac.
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rebasaron el limite permisible (Cuadro 2; Figura 5).
Estas concentraciones podrian originar algunos
problemas en cultivos sensibles al boro, ya que la
Water Quality Criteria (US-EPA, 1972) indica que,
aunque el boro es un elemento esencial para las
plantas, pero ¢stas lo requieren en pequenas
concentraciones, por lo que cantidades superiores a 0.5
ppm pueden originar toxicidad en ciertos cultivos,
mientras las plantas tolerantes soportan hasta 4.0 ppm.

Los niveles promedio de los metales solubles: Fe,
Cu. Mn, Zn. Pb, Cr, Co, Ni y Cd, a excepcion del Mn
que se encontr6 excedido en los nueve sitios durante el
afio, indican que éstos se encuentran dentro de los
niveles permisibles por la NTE-CCA-032/91. En el
caso del Fe, en general, los valores detectados son
semejantes a los encontrados por Valera ef al. (1990)
en aguas residuales de la planta Volkswagen, quienes
mencionan 2.1 ppm, sin embargo, el valor maximo
detectado en el rio Atoyac supera lo detectado por
estos autores.

Aunque, las concentraciones promedio de hierro en
el rio Atoyac, en general, no rebasan las 5.0 ppm, éstas
son considerables, ya que rebasan el valor promedio
(0.2567 ppm) detectado por Méndez y Guajardo
(1985) en el agua empleada para riego en los suelos del
D.D.R. 03 en ¢l Edo. de Hidalgo que, hasta la fecha, es
una de las zonas mas impactadas por el uso de aguas
residuales. Por lo tanto, es recomendable que el rio
Atovac sea monitoreado continuamente, sobre todo en
los sitios 5. 8 y 9, asi como los suelos de las zonas de
San Martin Texmelucan, Atlixco y Tecamachalco, que
son las areas agricolas mas contaminadas cercanas a
los tramos del rio Atoyac. monitorcadas en este
trabajo.

Los valores promedio de manganeso, a excepcion
de los sitios 3, 5 v 8. exceden los limites de la NOM-
CCA-032-ECOL/93 que establece hasta 0.02 ppm
(Cuadro 1; Figura 5). Las cantidades de Mn son

inferiores a las encontradas por Valera ef al. (1990) de

1.9 mg I'' en aguas residuales de la Volkswagen, donde
los valores tan altos, respecto a lo permisible, se deben
quiza al amplio uso del Mn en la industria automotriz.
Las concentraciones promedio de Ni y Cr, a
excepeion de este ltimo en el sitio 9, son inferiores a
los niveles maximos permisibles (Cuadro 1: Figura 5).
Respecto al Ni, aiin los valores mas altos registrados
son inferiores a los detectados por Mendoza (1981),
Méndez et al. (1990) y Carrillo et al. (1992) quienes
mencionan valores de 0.19, 0.15 y 021 ppm,

respectivamente. Los niveles de cromo en el rio
Atoyac, a excepcion del sitio 9, son inferiores a 0.01
ppm, nivel establecido como méaximo para aguas de
riego por el CE-CCA-001/89, y son inferiores,
también, a los detectados por Mendoza (1981),
Sanchez (1985), Valera ef al. (1990), Méndez ef al.
(1990) y Cajuste et al. (1991), quienes mencionan
0.35, 0.21, 1.00, 0.10 y 0.11 ppm, respectivamente.
Los valores detectados de Cu, Zn, Pb, Co y Cd
resultaron inferiores a los niveles maximos permisibles
por la Norma Oficial Mexicana (1993) y la US-EPA
(1973) (Cuadros 1y 2; Figuras 4 y 5). La mayoria de
estos valores son inferiores, también, a los encontrados
por varios autores que han evaluado los niveles de
metales pesados en aguas residuales usadas con fines
agricolas en el Edo. de Hidalgo (Cajuste ef al. 1991,
Carrillo ef al., 1992; Méndez et al., 1990, Méndez y
Guajardo, 1985, Mendoza, 1981; Sanchez, 1985;
Siebe, 1994) vy Valera er al. (1990) en el Edo. de
Puebla.

CONCLUSIONES

Las aguas del rio Atoyac, en la mayor parte de su
recorrido, tienden a la alcalinidad, son ligeramente
salinas sobre todo en los sitios 5 y 9 por lo que
corresponden a la clase C,S,. De acuerdo con la
salinidad efectiva, las aguas de este rio son de uso
condicionado. Sin embargo, con respecto a la salinidad
potencial, al carbonato de sodio residual y porciento de
sodio posible, son de buena clase.

El Na', los HCO5. SO,” y los CI' son los iones que
rebasan con mayor frecuencia los criterios establecidos
por la SEDUE, sobre todo en los sitios 5 y 9 durante
los meses de febrero a junio, mientras que las grasas se
encuentran excedidas durante todo el afio. Sin
embargo, la mayoria de los iones estan en niveles
inferiores a los detectados en el D.D.R. 03.

Los valores promedio de boro durante ¢l afo, en
los nueve sitios, indican que este elemento se encuentra
dentro de los limites permisibles, a excepcion de los
sitios 5, 8 y 9, donde se rebasaron las 0.75 ppm, sin
embargo, estos valores son también inferiores a los
detectados en el D.D.R. 03, Edo. de Hidalgo.

Las concentraciones de metales pesados Cu, Zn,
Pb, Co y Cd. se detectaron dentro de los niveles
permisibles por SEDUE y la US-EPA para aguas
residuales con fines agricolas. Siendo, ademas
inferiores a las concentraciones que se han encontrado
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en el DD.R. 03 del Edo. de Hidalgo. Sin embargo, los
valores promedio de Mn se encontraron excedidos
durante todo el afio en los sitios 1, 2, 4,6, 7, 8 y 9. En
los sitios 3 y 5 también los valores excedieron la
normatividad, pero resultaron inferiores a los valores
detectados por Valera et al (1990) en las aguas
residuales de la planta Volkswagen, y a los valores
mencionados por varios autores en el D.D.R. 03.

Las cantidades detectadas de Fe, Cr y Ni se
encontraron, en general, dentro de los niveles
permisibles en casi todos los sitios durante todo el afio,
a excepcion del sitio 9 donde estos tres elementos
rebasaron el limite permisible durante febrero y mayo,
coincidiendo con la época de estiaje. Sin embargo, los
niveles de Fe, Cr, y Ni son inferiores a los detectados
enel D.D.R. 03.
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LONG-TERM EFFECT OF DAIRY MANURE ON FORAGE YIELDS AND
SOIL PROPERTIES IN AN ARID IRRIGATED REGION OF NORTHERN
MEXICO
Efecto de Largo Plazo de la Aplicacion de Estiércol de Ganado Lechero sobre el

Rendimiento de Forrajes y las Propiedades del Suelo en una Region Arida Irrigada
del Norte de México

J. Z. Castellanos', J. J. Marques-Ortiz’, J. D. Etchevers’, A. Aguilar-Santelises’, J. R. Salinas’

SUMMARY

The long-term effect of dairy manure application
on forage vyield of annual ryegrass (Lolium
multiflorum Lam.) and silage corn (Zea mays L.), and
on soil chemical and physical characteristics were
evaluated in northern Mexico. Five manure treatments
were evaluated from 1981 to 1987: 1) a control with
no manure, 2) 30 t ha'! year", 3) 60 t ha’ year'] . 4)
application of 120 t ha' year' (in 1981 and 1985
only). and 5) a single application of 240 t ha'in 1981.
Annual ryegrass was sown in the winter and silage
corn in the summer. All of the plots received
recommended rates of N and P fertilizers for northern
Mexico. Application of dairy manure had significant
(p<0.05) positive effects during all the years for dry
matter yield of annual ryegrass but only during some
years for corn. Dairy manure significantly increased
(p<0.05) soil water infiltration, organic matter and
phosphorus concentration, and reduced (p<0.05) soil
bulk density. Low frequent rates of manure application
were more beneficial than application of large non-
frequent single rates. Application of manure in
Xerosols provides a complementary source of N to
increase ryegrass yields per harvest and has potential
to improve soil physical conditions for the arid land of
northern Mexico.

Key words: Rye grass, maize, waler intake, bulk
density, organic matter.
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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio el efecto de la
aplicacion de estiércol de ganado lechero sobre la
produccion de forraje de ballico anual y de maiz
forrajero y sobre las propiedades fisicas y quimcas
de un suelo migajon arcilloso del norte de México. Se
evaluaron cinco tratamientos de estiércol: 1) Testigo
sin aplicacion, 2) 30 t ha” afio”, 3) 60 t ha™ afio”, 4)
120 t ha afio” (en 1981 y en 1985 solamente), v 5)
una sola dosis de 240 t ha" en 1981. Se sembro ballico
anual durante el invierno y maiz forrajero durante el
verano. Todas las parcelas recibieron las dosis
recomendadas de N y P mediante urea y superfosfato
triple, respectivamente. La aplicacion de estiércol tuvo
efectos significativos (p<0.05) positivos sobre el
rendimiento de ballico anual durante todos los afios y
cortes, pero solo durante algunos afios en el maiz. La
aplicacién de estiércol incrementd significativamente
(p<0.05) la velocidad de infiltracion del agua. el
contenido de materia organica del suelo y la
concentracion de fosforo y redujo (p<0.05) la densidad
aparente del suelo. Las dosis bajas de estiércol
aplicadas frecuentemente fueron mas efectivas que las
dosis altas equivalentes aplicadas con poco frecuencia.
La aplicaciéon de estiércol a los suelos Xerosoles del
norte de México es una fuente complementaria de
nitrogeno para incrementar el rendimiento de ballico
anual y tiene el potencial de mejorar las propiedades
fisicas del suelo para las condiciones semiaridas del
norte de México.

Palabras clave: Zacate ballico, maiz. infiltracion,
densidad aparente, materia orgadnica.

INTRODUCTION

Increasing demand of milk and beef products has
resulted in proliferation of dairy and beef cattle
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industries under confinement in the arid zones of
northern Mexico. Most arid soils are low in organic
matter and, in many cases, they present physical
problems (Castellanos et al, 1989). Therefore,
incorporation of dairy manure to these soils is a
suitable alternative to dispose of animal waste and to
improve fertility of irrigated arid soils.

Animal manure improves soil fertility by supplying
macro and micronutrients to the soil (Bouldin et al.,
1984; Castellanos and Pratt, 1981; Pratt et al., 1973;
Sommers and Sutton, 1980), and by improving soil
physical properties (Mathers et al., 1980; Meek et al.,
1982)

Despite a considerable amount of research devoted
to studying the effect of manure application to the soil
on forage yield and soil properties, few studies have
been focused on arid regions and most of them were
short term studies.

The objective of this study was to evaluate the long
term effect of dairy manure application to the soil on
forage vields of ryegrass and corn, and on the
physical and chemical properties of a clay loam
Xerosol soil.

MATERIALS AND METHODS

This research was conducted at La Laguna
Experiment Station, 17.5 km east of Torreon,
Coahuila. located in north central Mexico. Average
annual precipitation at the site is 234 mm with an
average annual temperature of 21 °C. The experiment
was cstablished in 1981 on a calcareous clay loam
Xerosol with 1% organic matter, 14.2% CaCO, and
pH of 8.0.

The experiment lasted from September 1981 to
August 1987 The experimental design was a
randomized complete block with four replications.
Experimental units consisted of 9 x 9 m plots. Dairy
manure application treatments were: 1) a control with
no manure, 2) 30 t ha” year’. 3) 60 t ha’ ycar‘], 4)
application of 120 t ha'' year” (in 1981 and 1985
only). and 5) a single application of 240 t ha™ in 1981.
Dairy manure was obtained from an open lot. Each
year. manure moisture content (fresh weight basis),
organic carbon and nitrogen content (dry weight basis)
were analysed and C/N ratios were calculated. Manure
was applied and incorporated by plowing and disking

between late Scptember and early October from 1981
to 1986, prior to the planting of annual rye grass. After
the rye grass crop the soil was plowed and disked
during May each year, before planting the corn crop.

Annual ryegrass (Lolium multiflorum Lam.) cv.
Oregon was sown every year in all plots after manure
incorporation. A basic fertilization of 80 kg N ha” and
60 kg P,Os ha' was applied at sowing to all
treatments. A rate of 60 kg N ha” was applied after
each cutting. Annual ryegrass was harvested four to
five times during the winter. Water applied during the
growing scason consisted of seven to eight 10 cm
irrigations. Dry matter yield was determined after each
harvest. Samples of the plant material were dried in a
forced air oven for 72 h at 60°C. Samples were ground
and analyzed for total N (AOAC. 1984). The ryegrass
growing season ended in May, then the ryegrass was
plowed and the soil disked.

Silage corn was planted after ryegrass between latc
May and early June. The ryegrass-corn rotation was
repeated every year. Cultivar BJ-1 was grown in 1981
and 1982; and the hybrid H-412 from 1983 to 1986.
Fertilization of corn consisted of 150 kg N ha' in
1981. In subsequent years, nitrogen was applied to this
crop at a rate of 200 kg ha”. In all years N was splitted
in two aplications and every year corn was fertilized
with 60 kg P205 ha' at planting. Water applicd during
the corn growing season consisted of four 12 cm
irrigations. Dry matter yields of the aerial part were
measured when harvesting at milky-dough stage
between late August and early September. At the end
of the corn growing season 12 soil samples per plot
were taken at 0-30 cm depth from 1982 to 1986. These
samples were bulked into a composite sample. then air
dried, ground and passed through a 0.5 mm sieve and
analysed for organic matter by the Walkey and Black
(1934) method and for soluble P (Olsen ¢r al., 1954).
During the last three years of the experiment soil bulk
density data (Blake. 1965) were obtained several times
during the growing season for both ryegrass and corn.
Water infiltration was also measured in the soil in the
rygrass crop using the flooding method (Bertrand,
1965). Weed counting was performed during several
years of the experiment for both crops using a 50 X 50
cm quadrant. Analyses of variance were conducted for
a randomized complete block design (Snedecor and
Cochran, 1967) and treatment means were compared
using Duncan’s multiple range test (SAS, 1987).
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RESULTS

Characteristics of the manures are presented in
Table 1. Moisture varied from 5 to 37%. While
organic carbon was reasonably homogeneous between
years, total N ranged from 149 to 2.25%. The
characteristics of the manure were very typical of an
arid region. During the first crop after manure
application forage yields increased up to a rate of 120
t ha', but the rate of 240 t ha” did not reduce the
yields of the crop. This did not agree with previous
information by Mathers et al. (1975) where manure
ratios higher than 150 t ha' tended to decrease
sorghum grain yields. But on the other hand, Murphy
et al. (1972) reported that yields of silage corn were
only reduced at rates higher than 240 t ha™.

In general. dairy manure application rates had a
significant (p<0.05) effect on dry matter yield of
ryegrass (Table 2). With the exception of 1987, dry
matter vield differences between the control and the
rate 60 t ha' year' increased every year from 1.9 to
59 t ha' Ryegrass average dry matter yields from
1982 to 1985 using manure application rates of 30 and
60 t ha' vear' (totalling 120 and 240 t ha™ in four
years, respectively) tended to be higher than yields
from rates of 120 and 240 t ha' applied in the first
year of that period (Table 2). This suggested that low
frequent rates of manure application were more
efficient in increasing yield than high large single
applications. The accumulated yield of ryegrass for the
30 and 60 t ha™' vear' manure rates were 22 and 33%
higher. respectively, than no manure application.

Manure application did not have a significant
cffect on silage comn yield, except for 1982, 1986, and
1987 (Table 2). In these three years, only the manure
rates of 60 t ha' year' and 120t ha" every four years
were significantly higher (p<0.05) than no application
of manure. At the end of the experiment the
accumulated vield of silage corn for the 30 and 60 t
ha' vear' manure rates were only 3 and 9% higher,
respectively. than no manure application. :

Intially, a positive relationship was observed
between manure rate and nitrogen concentration in
both rycgrass and silage corn forage (Table 3). The 30
and 60 t ha" year' manure rates resulted in average
forage nitrogen concentrations which were 4 to 11%
and 4 to 19% higher for the annual ryegrass and 14 to
31% and 14 to 36% higher than the control in silage
corn, respectively for the 30 and 60 t ha’ year",

compared to no manure application. This suggests that
yield increases were partially due to the additional
supply of nitrogen by manure application (Thomas and
Farias, 1981). Increasing manure rates resulted in
higher rates of weed infestation for both crops.
Significant increases (p<0.05) of Portulaca oleracea
L. and Amaranthus hybridum L. werc observed for
comn. P. oleracea L. and Brassica funcia L. were
observed for ryegrass (Data not shown). These results
were consistent with previous reports on weed
problems related to manure application (Azevedo and
Stout, 1974).

According to manure characteristics and the
method utilized (Gilbertson ef al.. 1979), the available
or mineralized N from manure was nearly half of the N
applied as fertilizer (Table 4). Splitting the manure rate
per year, rather than in a single application, resulted in
9 to 10 % higher N-use efficiency (N recovered in
plant/total available N from manure plus fertilizer
x 100) at the end of the first four years of the study.
Denitrification and NO;-N leaching could explain the
poor N recovery from high single manure rates (Meck
et al., 1982; Pratt ef al., 1976), since losses of N as
ammonia volatilization are expected to be negligible
because the manure was incorporated within one or
two days after application.

Soil bulk density was significantly (p<0.05)
affected by manure application rates both in ryc grass
(October to February) and in silage con (June to
August) (Table 4), but differences between manured
and control treatments were higher right after
incorporation of manure by plowing and disking prior
to the annual rye grass planting. After tillage in both
crops the bulk density increased and the differences
between treatments were reduced. These results agree
with previous reports of a positive effect of manure on
the reduction of soil bulk density of a clay loam soil
(Meek et al., 1982). Water infiltration into the soil was
positively affected (p<0.05) by manure at the end of
the ryegrass cycle when compared to no manure
application (Table 6), but it was not affected at the
beginning of the growing cycle. Initial water
infiltration during January to March increased 65 to
90% and 40 to 70% with rates of 30 and 60 t ha" year
' respectively. Water infiltration is directly associated
with oxygen diffusion rate after irrigation, which
affects plant metabolism and promotes denitrification
(Castellanos and Muiioz, 1985). Meek et al. (1982)
also reported increases in water infiltration as a result
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Table 3. Total N concentration in rye grass and silage corn during the first four years of manure treatment application.

Manure treatment Total N concentration
1981 1982 1983 1984 1982 1983 1984 1985 Average
' R.Grasst Com R.Grasst Com R.Grassf Comm R.Grasst Corn R.Grasst Com
------------ tha' —-cccccccce —ecacesmmmasesssscscccccseene W scccecccccmmmcmmmermr——emaamaaan
0 0 0 ¢ 281 133 213 14 220 0.97 2.52 097 241 1.10
30 30 30 30 292 1.46 244 140 2:32 1.1 2.81 1.28 262 134
60 60 60 60 2.82 1.48 251 154 263 111 296 132 273 1.34
120 0 0 0 3.00 1.50 243 161 227 0.90 2.59 - 1.11 297 " ¥2%
240 0 0 0 3.33 1.42 231 1.64 232 1.02 260 1.11 264 1.30
t Average of all harvests every year.

Table 4. Nitrogen balance at the end of the fourth year of the experiment, with estimated values of N mineralization

Total manure  Organic-N  Available N Available-N  Fertilizer-N Total N recovered N lost§
appli applied from manuref from the soilf  applied available N in crops

BRET - emmemmeectacensmsenn s kgha! ----cme oo % kg ha”

0 0 0 216 1890 2104 1594 76 510

1209 .1886 817 216 1890 2941 2080 71 861
2409 3772 1635 216 1890 3739 2300 61 1439

120 1810 1012 216 1890 3116 2048 66 1068
240 3620 2025 216 1890 4129 2155 52 1974

t Estimated by using the procedure proposed by Gilbertson et al. (1979).
1 An average mineralization of 2.5% of the soil N was estimated in each year for all the treatments (priming effect of manure

was assumed negligible).
§ Difference between total available N and N recovered in the crop. Include N denitrified or volatilized and leached, at the

end of the four first years of the experiment.
§ Splitted into four applications, one per year.
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Table 7. Soil organic matter content at a 0-35 cm depth in plots treated with manure for the first five years
of application.

157

Rate of manure Organic matter content

1981 1982 1983 1984 1985 1982 1983 1984 1985 1986
............. e Rt S e e i R L S s S e
0 0 0 0 0 1.06 a* 1.00 a 1.08 a 1.06a 093a

30 30 30 30 30 1.13 a 1.23b 1.51b 1.36 be 141b

60 60 60 60 60 1.25 ab 144 c 1.68¢ 1.87d 1.86d

120 0 0 120 0 1.52¢ 144 ¢ 1450 1.29b 1.60 ¢
240 0 0 0 0 1.84d 1.63 ¢ 1.63 ¢ 148 ¢ 1.30b

* Values with the same letter in a column are not significantly different (Duncan, p<0.05).

Table 8. Soluble P in the soil at 0-30 cm depth in the plots treated with manure for the five first years of

application.
Manure rate NaHCOs; Soluble P
1981 1982 1983 1984 1985 1982 1983 1984 1985 1986
----------------- tha' ----cveummnnn il e R LA v o R ST AR e
0 0 0 0 0 11.6a* 15.0a 9.6a 78a 1l.6a
30 30 30 30 30 17.8b 21.6b 27.0b 27.1c  28.6b
60 60 60 60 60 26.7c 31.9¢ 49.2c 53.5¢ 59.lc
120 0 0 0 120 42.7d 36.3¢ 30.3b 17.0b  47.7d
240 0 0 0 0 78.9¢ 55.4d 43.9¢c 34.3d 28.5b

* Values followed by the same letter are not significantly different (Duncan p<0.05).

of manure application to a clay loam soil in South
Western USA. Application of manure had a significant
effect (p<0.05) on the content of soil organic matter,
which increased linearly with the rate of manure after
one year of application. The treatment with 30 t ha™
year' increased soil organic matter from 1.0 to about
1.5% after five years of the initial application.
Similarly, the treatment of 60 t ha' year' increased
soil organic matter from 1 to 1.9% during the same
period of time (Table 7). High single rates of manure
resulted in high initial increases of organic matter
(1.8%) but decreased down to 1.3% after the fifth year
of application. The analysis of carbon balance for all
treatments reported an average of 60% of manure
decomposition during the first year of application, and
the decomposition rate for the following years
decreased from 5 to 8% year' of the total applied
during the first year. These results agreed with Meek er
al. (1982) who also mentioned that increases in soil
organic matter by manure application in arid regions
were associated with improvement of soil physical
properties. Phosphorus content in the soil was
significantly affected (p<0.05) by manure rates (Table

8). The variations of P in the soil were similar to those
of organic matter. The highest P content was observed
at 60 t ha' year'. The 30 t ha' year' rate, correspond-
ing to an approximate rate of 300 kg P20Os ha year”
kept available P between 20 to 30 mg kg of soil.
Migration of P to deeper areas of the soil profile (Pratt
and Laag, 1981) could explain the reduction in
availability of this nutrient from the first to the fifth
year at large single manure rates.

DISCUSSION

Results from this study indicate that Xerosols of
northern Mexico show a good response to the
application of dairy manure resulting in a reduction of
the physical constraints that have been reported for
these types of soils (Castellanos ef al., 1989).
Responses to manure application were different among
ryegrass and silage corn. The better response of
ryegrass could be explained by both improvement of
soil physical properties and excess N from manure.
Our results agree with previous reports for the same
soil type in which addition of manure to a clay soil
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increased alfalfa yields (Castellanos and Mufioz,
1985). Results showing improvement of soil
infiltration rate and bulk density by manure
application, which caused a positive effect on soil
acration levels after irrigation, were consistent with
previous research by Meek et al. (1982) and
Castellanos and Walker (1988). Adequate N fertilizer
and less susceptibility of com to soil physical
constraints could have limited response of this crop to
manure application. This information is consistent with
Jokela (1992) who did not find significant yield
increases in silage corn when applying N fertilizer and
manure togetherlt was more beneficial to apply a small
frequent rate of manure than large less frequent rates.
Application of manure in Xerosols provides a
complementary source of N to increase ryegrass yields
per harvest and has potential to improve soil physical
conditions for northern Mexico.
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INTERACCIONES ENTRE PLANTAS Y MICROORGANISMOS BENEFICOS
1. AZOSPIRILLUM

Interactions between Plants and Beneficial Microorganisms
L Azospirillum

Yoav Bashan', Gina Holguinl, Ronald Ferrera-Cerrato’

RESUMEN

Azospirillum es la bacteria asociativa mas estudiada.
Afecta positivamente una gran diversidad de plantas. Ha
sido aislada de diferentes regiones geograficas a partir de
una gran variedad de plantas pertenecientes a diferentes
familias botanicas. No s¢ ha definido el mecanismo
principal por medio del cual Azospirillum promueve el
crecimiento vegetal, sin embargo, se discuten algunos
mecanismos de accién que han sido propuestos por
diferentes autores: i) Fijacion de nitrogeno, ii) efectos
hormonales, iii) incremento en el crecimiento del sistema
completo de raices, iv) alteracion del funcionamiento dela
membrana por medio de moléculas de comunicacion
celular, y v) la hipétesis aditiva la cual propone la
intervencion de todos los mecanismos mencionados arriba.

Las propiedades fisiologicas y bioquimicas de
Azospirillum le permiten ser un competidor eficaz en la
rizosfera, pese a la abrumadora microflora nativa con la
capacidad de colonizar raices vegetales. Se ha encontrado
que algunos de los efectos positivos que Azospirillum
provoca sobre las plantas sc ven incrementados al
inocularse con otros grupos de microorganismos.

A pesar de experimentos exitosos, tanto en el campo
como en ¢l invernadero, el desarrollo comercial de
Azospirillum se ha retrasado. La principal dificultad ha
sido la inconsistencia de los resultados de campo
obtenidos con la inoculacion de bacterias de este género.
Hay todavia muchas preguntas que responder respecto a
la interaccion Azospirillum-planta y  sus respuestas
requieren de un intenso esfuerzo de investigacion. Una vez
respondidas podremos determinar si la interaccion
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Azospirillum-planta se utilizara en un futuro solamente
como un modelo biolégico para el estudio basico de
asociaciones entre plantas y bacterias benéficas, o si
tendra un impacto significativo en la produccién agricola
del futuro.

Palabras clave: Agente de control biologico, bacterias
diazotréficas, BPCP, especificidad, fragmentos de
restriccion, hibridacion, inoculantes, perfil protéico,
agroquimicos, rizosfera, técnicas inmunoldgicas.

SUMMARY

Azospirillum is the most studied associative
bacteria. It affects positively a large number of plant
species. It was isolated from different geographical
regions and from a large number of plants belonging to
diverse botanical families. The mechanism by which
Azospirillum affects plant growth is not defined.
However, the following mechanisms were proposed as
the mode of action of this bacteria: (i) Nitrogen
fixation, (i) hormonal effects, (iii) increase in growth
of the entire root system enabling it to adsorb water
and minerals better, (iv) change in root-cell membrane
function by bacterial signal molecules, and (v) the
additive hypothesis suggesting that all the above
mentioned mechanisms are operating each on a small
scale. Their combined effect increases plant growth.

The physiological and biochemical properties of
Azospirillum allows it to compete efficiently with
native rizosphere populations and to colonize plant
roots. Some of the positive effects of Azospirillum are
enhanced when it is coinoculated with other micro-
organisms. Despite success in greenhouse and field
experiments, commercial exploitation of Azospirillum
is very limited. The major difficulty is the inconsistent
and unpredicted field results obtained with this bac-
terial genus, leaving many open questions on the basic
interaction of Azospirillum with plants. This review
presents a critical and comprehensive analysis of the
developments in environmental and physiological




studics related to Azospirillum interactions with plants
based on information published between 1976 and
1996. This review emphasizes the central issues of
Azospirillum rescarch today, such as coinoculation
with other microorganisms and hormonal studies,
shows the less researched areas, and proposes possible
avenues for the exploitation of bacterium in
agriculture.

Index words: Biological control agent, BPCP,
diazotrophic  bacteria, hybridization, inmunological
techniques, inoculants, protein profile, restriction
fragments, rhizosphere, specificity.

EL GENERO AZOSPIRILLUM

La primera especic de Azospirillum fue aislada en
Holanda por Beijerinck (1925) a partir de suelos arenosos
pobres en nitrogeno, y fue originalmente llamada
Spirillum lipoferum. Esta bacteria fue posteriormente
aislada de suelo adherido a pastos marinos secos en
Indonesia (Schroder, 1932 H.C. Derx, sin publicar,
1949, citado en Becking, 1982) y J. Débereiner ef al.
(1976) aislaron la bacteria, siendo los primeros en
reportar su amplia distribucion en la rizosfera de diversos
pastos tropicales. Desde entonces, se han aislado cepas de
Azospirillum a partir de la filosfera (superficie de la
planta que se encuentra expuesta al aire) (Agarwala-Dutt
et al., 1991; Becking, 1982; Singh, 1992a) de raices de
numerosos pastos (silvestres y cultivados), cereales y de
plantas de muy diversas familias, asi como de suelos
tropicales. subtropicales, templados y articos. (Bally ef
al.. 1983; Bilal er al., 1990; Dobereiner et al., 1976;
Fages y Arsac, 1991; Fages y Lux, 1991; Gamo y Ahn,
1991:; George, 1990; Hill ef al., 1983: Horemans ef al..
1988; Kosslak y Bohlool, 1983; Ladha er al., 1987,
Lamm y Neyra, 1981: Li y Castellano, 1987: New y
Kennedy. 1989; Nosko ef al., 1994; Nur et al., 1980b;
Penot et al.. 1992; Rangel-Lucio et al., 1991; Rao y
Venkateswarlu, 1982; Singh, 1992b; Sundaram er al.,
1988: Tyler et al.. 1979: Villarreal-Romero, 1990: Wong
et al.. 1980).

Tarrand et al. (1978) propusieron a Azospirillum
como género con base en diferencias morfologicas y
fisiologicas entre varias cepas y en experimentos sobre
homologia del ADN (Falk er al.. 1986) distinguiendo dos
especies: Azospirillum brasilense y A. lipoferum. Se han

descrito tres especies mas: A. amazonense (Falk et al.,
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1985; Magalhdcs er o/, 1983). aislada de pastos en el
area del Amazonas en Brasil; la especie halo-tolcrante A.
halopraeferans, asociada exclusivamente a raices del
pasto Kallar (Reinhold ef al.. 1987) v la especie que
degrada pectina aislada a partir de raices de arroz, A.
irakense (Khammas er al., 1989; Khammas y Kaiser,
1991). Sin embargo, la mavoria de las cepas aisladas en
los ultimos afios pertenecen a las especies A. brasilense o
A. lipoferum (Krieg y Débereiner, 1986).

EFECTO DE AZOSPIRILLUM SOBRE LAS
PLANTAS

La inoculacion a plantas con Azospirillum puede dar
como resultado un cambio significativo en varios
parametros de crecimiento, los cuales pueden afectar o no
el rendimiento de la cosecha. El (Los) mecanismo(s) de
accion de Azospirillum sobre las plantas no ha(n) sido
todavia elucidado(s).

La mayoria de los estudios sobre la asociacion
Azospirillum-planta se han llevado a cabo en cereales y
pastos (Patriquin e/ a/., 1983) y, en menor grado, en otras
familias de plantas (Bashan e al, 1989b, 1989c:
Crossman y Hill, 1987. Dayakar-Yadav y Nagendra-
Kumar, 1991; Del-Gallo v Fabbri, 1990; Fages y Arsac,
1991: Favilli et al., 1993; Femandez-Vega Figueroa,
1995; Gamo y Ahn, 1991; Govedarica er al, 1993;
Itzigsohn ef al., 1995; Kolb y Martin, 1985; Kothan
Saraf, 1986; Mortley y Hill, 1990; Puente y Bashan,
1993; Russel e Ifiorah, 1995; Saha ef al., 1985; Sarig et
al, 1990; Zaady et al., 1994). Los estudios han
demostrado los siguicntes resultados: 1) Incrementos en
peso seco total, concentracion de nitrogeno en follaje y
grano, numero total dc espigas, espigas fértiles, y
mazorcas, ii) una floracion y aparicion de espigas mas
temprana; iii) incremento en el numero de espigas y
granos por espiga; iv) plantas mas altas ¢ incremento en el
tamafio de la hoja; y v) tasas de germinacion mas altas
(Albrecht ef al, 1981; Baldani y Débereiner, 1980;
Bashan, 1986a; Bhattarai y Hess, 1993; Bouton y
Zuberer, 1979: Bouton et al., 1979; Cohen et al., 1980;
Fulchieri y Frioni, 1994; Hegazi et al., 1983; Kapulnik er
al., 1981a; Mertens y Hess, 1984; Millet y Feldman,
1986: O'Hara ef al., 1981; Pacovsky et al., 1985b; Puente
y Bashan, 1993; Schank et al., 1981, 1985; Stancheva et
al, 1992: Warembourg et al., 1987; Yahalom et al.,
1984). También se ha observado un incremento en el
desarrollo del sistema de raices, tanto en Jongitud como en
volumen (discusion posterior).
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En algunos estudios de campo, realizados con
cercales, s¢ ha llegado a observar una promocion del
crecimiento vegetativo (Kapulnik er al., 1982, 1983).
También se ha reportado un efecto a simple vista sobre el
crecimiento de varios vegetales tales como tomate
(Lycopersicon esculentum Mill), berenjena (Solanum
melongena L.), pimiento (Capsicum annuum) y algodon
(Gossypium barbadense) (Bashan et al., 1989b).

El incremento por efecto de la inoculacion con
Azospirillum en el rendimiento total de plantas crecidas en
¢l campo, vario entre 10 y 30% (Fulchien1 y Frioni, 1994;
Kapulnik er al., 1981c, 1987; Rao et al., 1983; Watanabe
y Lin, 1984). La moculacion de trigo con Azospirillum
incrementd  significativamente el rendimiento de la
cosecha, desde 23% hasta 63 % en 1986 y desde 29%
hasta 43% en 1987 (Caballero-Mellado ef al., 1992). En
algunos trabajos se obtuvieron incrementos en rendimiento
total de la cosecha de 50 a 270% en relacion a los
controles con plantas no inoculadas. La obtencion de
incrementos hasta 20% en el rendimiento s¢ considera
comercialmente valiosa para la agricultura modema,
siempre y cuando estos resultados sean consistentes. Sin
embargo, la informacion disponible puede resultar
insuficientc como para pensar en la comercializacion de
un inoculo bacteriano. Por ahora, existen solo algunas
preparaciones comerciales de Azospirillum disponibles en
el mercado (Fages, 1992; discusion posterior). No
obstante ello, se han reportado muy pocos resultados
negativos o nulos por efecto de la inoculacion (Albrecht et
al., 1981: Harris et al., 1989; Smith ef al., 1984a, 1984b;
Stancheva et al., 1992). Los resultados con rendimientos
muy altos se han debido casi siempre a la utilizacion de
parcelas control de caracteristicas no usuales tales como:
suelos pobres en nutrimentos, nego ineficiente,
condiciones climaticas inapropiadas para el cultivo en
particular, etc. lo cual provoca un incremento en el
rendimiento no relacionado con la actividad de
Azospirillum (Jagnow, 1987). Es dificil realizar una
evaluacion apropiada de trabajos sobre "como responde la
planta en cuanto a rendimiento", debido a la carencia de
ensayos analizados estadisticamente que integren datos de
diferentes localidades y temporadas de crecimiento.
Ademas, muchos de los experimentos no pueden repetirse
apropiadamente como resultado de la carencia de detalles
técnicos csenciales en la descripcion de métodos, tales
como preparacion y concentracion del inoculo y métodos
de inoculacion. Al evaluar datos acumulados a nivel
mundial durante los ultimos veinte afios sobre experi-
mentos de inoculacion con Azospirillum, Okon vy

Labandera-Gonzalez (1994) concluyeron que los expe-
rimentos exitosos fueron aquellos en los cuales los
investigadores utilizaron en el inoculante el nivel 6ptimo
de células. Vandenhove et al. (1993) encontraron que si
el inoculo de A brasilense es tomado de la fase
exponencial del cultivo, las bacterias sobreviven mejor en
suelo que tomando el inéculo de la fase estacionaria.
Se propone estandarizar y optimizar inoculos para asi
evitar la variabilidad en la respuesta vegetal que factores
de manejo no controlados pudieran provocar.

Okon (1985) concluyd que sec obtuvieron efectos
positivos en el rendimiento de la cosecha en aproximada-
mente 65% de los experimentos realizados en el campo.
En 75% de los experimentos con cereales de verano, se
obtuvieron incrementos en ¢l rendimiento; con trigo de
primavera se obtuvo incremento significativo solo en 50%
de los experimentos (Schank y Smith, 1984; Smith ef al.,
1984b). En 70-75% de los experimentos realizados en
macetas con algodon y varios vegetales se obtuvo un
incremento significativo en el rendimiento desde 23%
hasta 72% (Bashan e al., 1989b).

Dos factores basicos que contribuyen a la complejidad
de la respuesta de la planta a la inoculacion son: la
variedad de la planta cultivada, ya que cada una responde
distinto a la inoculacion (Arsac ef al., 1990; Bouton ef al.,
1979; Millet et al., 1986) y el nivel de fertilizacion con
nitrogeno. Los rendimientos mas altos se han obtenido con
niveles de fertilizacion de nitrogeno mas bajos de lo
normal (75% de la cantidad de fertilizante nitrogenado
utilizado normalmente (Kapulnik ef al., 1981b: Lau
Wong, 1987, Macalintal y Urgel, 1992: Mertens y Hess,
1984; O'Hara ef al., 1987). Por lo tanto se¢ considero la
inoculacion con Azospirillum como un sustituto parcial a
la fertilizacion con nitrogeno. Sin embargo. algunos
trabajos demostraron que se incrementé el rendimiento
aun con un nivel de fertilizacion al 100% y que el
nitrogeno puede llegar a incrementar el numero de
bacterias en la rizosfera (Bashan et al., 1989b; Chela ef
al.. 1993; Del Gallo y Fabbri, 1990; Kolb y Martin,
1988; Millet y Feldman, 1986).

Un problema crucial en la mayoria de los experi-
mentos de campo ¢ invernadero, realizados hasta ahora, s
la inconsistencia de la respuesta de la planta a la
inoculacién con Azospirillum spp., no importando de qué
especie vegetal s¢ trate. De esta manera no es posible
garantizar el éxito del experimento (Bashan y Levanony,
1990; Bashan et al., 1993; Patriquin et al., 1983).
Numerosos trabajos reportados en la literatura popular
agricola (especialmente aquellas revistas publicadas en
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Isracl y dirigidas a los campesinos) y de compaiiias
comerciales indican, que experimentos de campo con
disciios experimentales idénticos. conducidos simultanea-
mente bajo condiciones ambientales similares, no han
producido los mismos resultados en el rendimiento que se
esperaba encontrar a pesar de haber experimentado con
diferentes vanables del manejo agrotecnologico (maqui-
naria, control de hierbas y manejo de pesticidas), la
utilizacion de cepas bacterianas diferentes, variando el
tipo de planta huésped. o a través de técnicas de
inoculacion mejoradas (Schank y Smith, 1984). El
desarrollo de un acarreador bacteriano adecuado
(sintético. organico o inorganico) determinara si la
interaccion  Azospirillum-planta tendra un impacto
significativo en la produccion agricola del futuro. El
problema podria ser resuelto si se llegan a dilucidar los
siguicntes  factores: mecanismo(s) por medio del cual
Azospirillum promueve el crecimiento vegetal; coloniza-
cion radicular de Azospirillum; factores de interaccion y
competencia entre Azospirillum y otros microorganismos
de la rizosfera y el papel de la planta huésped en estas
interacciones; estudio de los genes involucrados en la
asociacion planta-bacteria v la subsecuente manipulaciéon
genética de las bacterias: actividad y sobrevivencia de
Azospirillum en la rizosfera al ser afectada por diversos
factores ambientales (pH, salinidad, materia organica,
concentracion de calcio v de nitrogeno), incluyendo la
inconsistencia de la respuesta vegetal. El conocer la
participacion de cada uno de estos factores en la
interaccion Azospirillum-planta, permitira el disefio de
técnicas de inoculacion mas efectivas.

EFECTOS DE LA INOCULACION SOBRE EL
DESARROLLO DE LAS RAICES

Los efectos mas sobresalientes de la inoculacion
vegetal con  Azospirillum son los diversos cambios
morfologicos que sufre ¢l sistema radicular. Estos
cambios se encuentran directamente relacionados con la
concentracion del inoculo; cuando éste es superior a los
niveles optimos ticne efectos inhibitorios, mientras que
dosis bajas no causan efecto. Se ha observado que el nivel
de inoculacion optimo en semillas vy plantulas para
muchos cercales. y en vegetales v plantas de cultivo
comerciales, es de alrededor de 10°-10° unidades
formadoras de colonias (ufc/ml) (Bashan. 1986¢: Bashan
et al.. 1989b: Kapulnik er al.. 1985c: Okon y Kapulnik,
1986; Smith ef a/.. 1984b), mientras que para el maiz es
de 107 ufc/ml (Fallik e al., 1988). Una concentracion de

indculo de 10%-10" ufc/ml generalmente inhibe ¢l
desarrollo radicular (Barbien ef al., 1988: Bashan, 1986c¢,
1990; Kapulnik er @/, 1985c; Morgenstern y Okon,
1987a), excepto para el tomate cuyo nivel de inoculacion
en condiciones in vitro es >10° ufc/ml (Hadas y Okon,
1987). Estos datos no han revelado cuantas células
bacterianas por semilla o plantula se requieren para
obtener una respuesta vegetal positiva.

Los efectos positivos de la inoculacion se reflejan en
diversos parametros morfologicos de la raiz (Fallik ef al.,
1994), incremento en la longitud (particularmente en la
zona de elongacion) (Del Gallo v Fendrik, 1994: Kapulnik
etal., 1985b, 1985¢c; Kolb y Martin, 1985: Levanony
y Bashan, 1989b; Sarig er al., 1988):; en el nimero y
longitud de las raices laterales, lo cual incrementa el
volumen radicular (Barbieri ef al., 1986, 1988. Kolb y
Martin, 1985; Morgenstern v Okon, 1987a; Tien et al..
1979; Venkateswarlu y Rao. 1983), incremento en ¢l peso
seco de la raiz (Hadas y Okon, 1987; Kapulnik e al.,
1981a; Morgenstern y Okon, 1987a; Schank er al., 1981;
Umali-Garcia et al., 1980), en el nimero, densidad y
aparicion temprana de pelos radicularcs (Dubrovsky ef
al., 1994; Hadas y Okon, 1987. Kapulnik et al., 1985c;
Martin v Glatzle, 1982; Morgenstern y Okon, 1987a;
Umali-Garcia et al., 1980; Venkateswarlu y Rao, 1983),
en ¢l area de superficie radicular (Bashan, 1986c¢; Fallik et
al, 1988), promocion de la division celular en el
meristemo radicular (Levanony y Bashan, 1989b),
cambios en los arreglos celulares de la corteza (Kapulnik
et al, 1985¢c; Lin et al, 1983; Okon ef al.. 1983),
estimulacion de la exudacion radicular (Heulin er al.,
1987; Lee v Gaskins, 1982) y cambios en la morfologia
externa de las raices (Bashan ef al.. 1989b; Morgenstern
y Okon, 1987a). Estas observaciones s¢ fundamentaron
en estudios microscopicos, pero no pudicron ser
confirmadas en un estudio posterior donde se utilizo la
misma cepa de A. brasilense (Levanony et al., 1989).
Otros estudios indican claramente que ocurre una
disminucién en la longitud radicular, masa y volumen,
pese a que se observa un incremento en parametros de
crecimiento de los brotes (Kucey, 1988a; Murty y Ladha,
1988; Reynders y Vlassak. 1982).

Tales efectos contradictorios en raices, a consecuencia
de la inoculacion de plantas con cepas de Azospirillum.
son aparentemente reales, ya que la mayoria de dichos
parametros morfologicos se pueden medir facilmente vy
con precision, y fueron analizados utilizando métodos
estadisticos reconocidos.
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COLONIZACION RADICULAR POR
AZOSPIRILLUM

Azospirillum puede colonizar la parte intema o
externa de la raiz. En esta ultima, las bacterias tienden a
formar pequefios agregados, aunque es posible encontrar
también células aisladas distribuidas a lo largo de la
superficie radicular. Por otro lado, las bacterias coloni-
zadoras de la parte externa de la raiz se encuentran
embebidas en la capa mucilaginosa que cubre la superficie
radicular (Bashan et al., 1986; Berg et al., 1979; Bilal et
al., 1993; Murty y Ladha, 1987; Schank et al, 1979,
Umali-Garcia ef al., 1981). Tanto raices vivas como
muertas pueden ser colonizadas (Bashan y Levanony,
19882, Bashan et al., 1986). En el proceso de colonizacion
intcrna, las células de Azospirillum pueden invadir las
raices penetrando a través de los espacios intercelulares
(Andreeva et al., 1991; Levanony et al., 1989; Patriquin y
Dobereiner, 1978; Umali-Garcia ef al., 1981).

Azospirillum tiende a colonizar preferentemente las
zonas de elongacion de la raiz y de pelos radiculares
(Assmus et al., 1995; Bashan et al., 1986, 1991a; Okon y
Kapulnik, 1986, Zamudio y Bastarrachea, 1994). En
cercales, la colonizacién ocurre principalmente en la
superficie radicular y muy pocas bacterias se adhieren a
los pelos radiculares (Bashan y Levanony, 1989b; Okon y
Kapulnik. 1986), mientras que en prroz se observa
frecuentemente colonizacion masiva en ‘estas estructuras
(Murty y Ladha, 1987). En todas las plantas que han sido
inoculadas con Azospirillum muy pocas veces se ha
detectado penetracion de Azospirillum a pelos radiculares,
y se asume que Azospirillum no penetra a los espacios
intercelulares a través de pelos radiculares. Sin embargo,
A. brasilense Sp-245 fue encontrada repetidamente en
altas densidades en el interior de células de pelos
radiculares en plantas de trigo (Assmus et al., 1995).

Algunas cepas de Azospirillum pueden colonizar los
cspacios intercelulares de la corteza (Andreeva et al,
1991; Levanony ef al.. 1989; Patriquin y Dobereiner,
1978: Whallon ef al., 1985). La poblacion bacteriana
interna comprende la mayoria de la poblacion total
radicular en trigo (Bashan et al,, 1986), mientras que en
mijo (pearl millet) la mayoria de la poblacion de
Azospirillum se concentra en la superficie radicular
(Matthews ef al., 1983). No siempre ocurre colonizacion
intena de raices; tal es el caso del pasto "Kallar" en ¢l
cual solo s¢ ha detectado colonizacion masiva en la
superficie (Reinhold ef al., 1986).

Estudios sobre colonizacion vascular por una ccpa
especifica de A. lipoferum, detectada con microscopia de
luz (Patriquin y Dobereiner, 1978), no fueron confirmados
por estudios de microscopia electronica al utilizar 4.
brasilense (Levanony et al., 1989).

Se desconoce el mecanismo de penetracion de
Azospirillum a los espacios intercelulares. Las diversas
teorias, propuestas hasta ahora, son: (i) invasion
bacteriana via tejidos corticales destruidos donde
ramificaciones de raices laterales emergen a partir de
raices principales (Matthews ef al., 1983; Patriquin y
Débereiner, 1978; Umali-Garcia ef al., 1980, 1981), (i1)
invasién a través de pelos radiculares lisados y heridas
mecanicas ocasionadas durante el crecimiento de la
planta, y (iii) penetracion directa a través de lamelas
intermedias seguida de degradacion de la pectina una vez
que la bacteria logra penetrar por hendiduras de la zona
cubierta por epidermis donde emerge la raiz lateral
(Umali-Garcia et al., 1980). Se conoce que algunas cepas
de este género producen pectinasas in vitro (Khammas et
al., 1989; Okon y Kapulnik, 1986; Plazinski y Rolfe.
1985a; Tien et al., 1981).

Se han identificado dos fases en ¢l mecanismo de
adhesion de Azospirillum a raices de trigo. La primera
fase del proceso de adhesion de Azospirillum consiste en
una adhesion rapida y débil dependiente de profcinas
superficiales bacterianas; al enjuagar las raices con agua,
agitandolas suavemente, la mayoria de las bacterias se
pueden liberar (Bashan et al., 1986). La mayoria de las
areas radiculares son saturadas en un periodo de dos horas
después de la inoculacion, encontrandose variacion
dependiendo de la fase de crecimiento bacteriana y de la
cepa utilizada (Bashan y Levanony, 1988b: Eyers e/ al..
19882, 1988b; Gafni ef al.. 1986; Sukiman y New. 1990;
Umali-Garcia et al., 1980). El segundo paso (llamado
anclaje) bajo condiciones in vitro es independiente del
primero y consiste en un anclaje firme, caracterizado por
la produccion de fibrillas largas. Estas han sido
observadas en estudios de microscopia electronica de
barrido en diversas especies vegetales (Bashan ef al..
1986, 1991a; Gafni ef al., 1986, Hadas y Okon, 1987
Okon y Kapulnik, 1986; Patriquin e al., 1983: Umali-
Garcia et al., 1980) formando una red que conecta las
células de Azospirillum entre si y a la superficie radicular
de las plantas (Bashan y Holguin, 1993; Bashan e al .
1991a) e involucra la participacion de un polisacarido
extracelular (Michiels ef al., 1991). Este proceso empicza
después de 8 h de incubacion y alcanza un nivel maximo
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después de 16 h (Michiels er al, 1991). Estudios
preliminares indican que las fibras contienen compuestos
de naturaleza proteica y polisacaridos (Bashan y
Levanony, 1989b; Michiels ef al., 1991). El movimiento
de Azospirillum a lo largo de la superficie radicular es
minimo, debido a la formacion de estas fibras producidas
por la misma bacteria. Estas fibras de soporte aseguran el
transporte vertical bacteriano debido al crecimiento de la
punta radicular (caliptra) hacia capas de suelo mas
profundas (Bashan y Levanony, 1989a).

Se ha demostrado adhesion polar de células de
Azospirillum en raices (Levanony et al., 1989; Patriquin
et al., 1983; Whallon er al., 1985). Sin embargo, un
examen detallado de este fendmeno revelé que comprendia
solo un pequefio porcentaje del total de células. La mayor
parte de la superficie radicular fue colonizada por
bacterias en posicion horizontal lo cual es termodinamica-
mente mas estable. La cinética de adhesion de A
brasilense Sp-245 a plantulas de trigo se ajusté a la
isoterma de adsorcion de Langmuir indicando que existe
un numero saturable y especifico de sitios en las raices
disponibles a ser colonizados por la cepa (Zamudio y
Bastarrachea, 1994).

La adhesion fibrilar de la bacteria es dependiente
de un metabolismo bacteriano activo; bacterias muertas
no se adhirieron a raices, pero bacterias vivas si se
adhirieron a materia vegetal muerta (Bashan et al., 1986;
Gafni et al, 1986). El comparar el anclaje de Azospi-
rillum brasilense Cd al poliestireno hidrofobico con el
anclaje a raices reveld que células vivas se adhirieron
significativamente mas a raices. Las células crecidas sin
manganeso se anclaron a raices en mayor concentracion
que células crecidas con manganeso (Bashan y Holguin,
1993).

Se desconoce el mecanismo especifico por medio del
cual Azospirillum se adhiere a las raices. Diversos
factores quimicos, fisiologicos, ambientales y nutricio-
nales regulan la adhesion de A. brasilense a las raices
(Bashan y Holguin, 1993; Bashan y Levanony, 1989b;
Umali-Garcia ef al., 1980). A través de la utilizacion de
un mutante de A. brasilense sin flagelos, se demostrd que
el flagelo polar esta involucrado en la adhesion de las
bacterias a las raices, encontrandose que flagelos polares
purificados se adhieren a raices de trigo bajo condiciones
in vitro (Croes et al., 1993). Se ha sugerido que el
mecanismo de adhesion bacteria-planta estd mediado por
lectinas expuestas en la superficie celular de la bacteria
(Del-Gallo er al., 1989, Tabary et al., 1984; Umali-

Garcia ef al., 1980) o contenidas en el material fibrilar
(Bashan y Levanony, 1988b). Es probable que la lectina
de A. brasilense esté involucrada en la recepcion de la
aglutinina de germen de trigo (una de las lectinas de
plantas mas estudiadas) (Antonyuk ef al., 1993). Se
encontrd que la adicion de aglutinina de germen de trigo a
A. brasilense Sp-245 promovié la fijacién de nitrogeno
(Antonyuk ef al., 1993, 1995) por esta cepa, la excrecion
de amonio y la sintesis de IAA. Estos resultados sugieren
la hipétesis de que la aglutinina de germen de trigo tiene la
funcion de molécula de comunicacion celular, la cual
altera el metabolismo de Azospirillum en beneficio de la
planta (Antonyuk er al., 1995). Parece ser que el
mecanismo de adhesion a raices y la agregacion de células
bacterianas se encuentran relacionados con el contenido de
polisacaridos en la superficic bacteriana (Del-Gallo y
Haegi, 1990, Michiels et al., 1990; Zaady y Okon, 1990).

Observaciones microscopicas de raices inoculadas
con Azospirillum revelaron la presencia de dos tipos
celulares: una forma celular altamente mévil y una forma
sésil que presenta dos tipos de exopolisacaridos: el
componente de polisacarido capsular (CPS) y el compo-
nente de exopolisacarido (EPS) (Del Gallo et al., 1989).
La produccion de polisacaridos extracelulares, asi como
de una capsula, forma parte del proceso de formacion de
las formas celulares sésiles llamadas quistes (Sadasivan y
Neyra, 1985).

Se ha encontrado que al crecer Azospirillum bajo
ciertas condiciones de cultivo, tales como presencia de
fructosa y nitrato, se promueve la sintesis de polisacaridos
exocelulares provocando la formacion de agregados
celulares. Contrario a estos resultados, Zaady er al.
(1993) encontraron que células de A. brasilense Cd
crecidas con fructosa no formaron agregados. Se ha
demostrado que un polisacarido de la superficie celular de
A. brasilense que se une al colorante fluorescente
Calofluor, es necesario para la floculacion o agregacion de
A. brasilense (Michiels ef al., 1990). Es posible que las
microfibrillas de celulosa detectadas en los agregados
celulares asi como los polisacaridos extracelulares, estén
participando en el proceso de infeccion en la rizosfera,
provocando la agregacion de las células bacterianas
colonizadoras (Sadasivan y Neyra, 1985). Se propone que
la formacion de agregados es una ventaja ecoldgica para
Azospirillum ya que permite a la bacteria establecerse en
mayor concentracion en la superficie radicular. Ademas,
bajo condiciones desfavorables, los agregados incremen-
tarian la posibilidad de sobrevivencia de Azospirillum en
la rizosfera.
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La capacidad de adhesion de Azospirillum a las raices
vegetales permite a la bacteria establecer una asociacion
permanente con la planta. Esto es importante por varias
razones: (i) Si las bacterias no se adhieren a las células
radiculares, las substancias excretadas por las bacterias se
difunden hacia la rizosfera donde son consumidas por
otros microorganismos. Sin embargo, si las bacterias se
adhieren a la superficie radicular, parte de estas sustancias
penetran a los espacios intercelulares de la corteza
radicular. (i) Si no se encuentran firmemente adheridas,
las bacterias pueden ser facilmente desprendidas de la raiz
por el agua, provocando que mueran en el suelo ya que
se ha demostrado que Azospirillum no sobrevive bien en
suelos sin plantas (Bashan y Levanony, 1990, Bashan er
al, 1995d). (iii) Los sitios disponibles de adhesion en
raices sin la presencia de Azospirillum son susceptibles de
ser colonizados por otras bacterias no-benéficas. Con-
cluyendo, el mecanismo de colonizacion radicular de
Azospirillum varia dependiendo de la cepa bacteriana,
especic vegetal, condiciones ambientales tales como
humedad del suelo, temperatura y pH, factores quimicos,
fisiologicos y nutricionales y otros todavia no
identificados. La interaccion entre todas estas varables
crea diferencias en grados vy patrones de colonizacion
radicular, tamaiios poblacionales y sitios de colonizacion.
Las principales zonas de colonizacion, en la mayoria de
plantas estudiadas, son las de elongacion y zonas de pelos
radiculares.

La colonizacion de la superficie de la raiz, apoyada
por ¢l anclaje fibrilar, es un aspecto fundamental en la
colonizacion de Azospirillum. La colonizacion interna de
las raices solo ha sido demostrada en algunas especies
vegetales.

MECANISMOS DE ACCION DE
AZOSPIRILLUM SOBRE EL
CRECIMIENTO VEGETAL

No se ha definido el mecanismo principal por medio
del cual Azospirillum promueve el crecimiento vegetal.
Sin embargo, se han propuesto algunos mecanismos de
accion (Cuadro 1): i) Fijacion de nitrogeno, lo cual
contribuye con nitrogeno a la planta: 1) efectos
hormonales, los cuales promueven el metabolismo y
crecimiento vegetal: iii) incremento en el crecimiento del
sistema completo de raices. lo cual puede estar
relacionado con cambios hormonales y que origina una
mayor capacidad de absorcion de agua y minerales; 1v)
alteracion del funcionamiento de la membrana por medio

de moléculas de comunicacion celular (moléculas de
comunicacion celular de bajo peso molecular pueden ser
responsables en alterar actividad y funciones de
membrana relacionadas con la absorcion de iones), y v) la
hipétesis aditiva la cual propone la intervencion de todos
los mecanismos mencionados arriba. Se desconoce si estos
mecanismos s¢ expresan dependiendo de la cepa de
Azospirillum. Sin embargo, ya que se ha demostrado que,
en la mayoria de los casos, las cepas alteran la proporcion
brotes/raices (peso seco) de la planta, se propone que las
bacterias de este género ejercen sobre la planta un efecto
multiparamétrico (Bashan y Dubrovsky, 1996; Bashan y
Levanony, 1990).

Fijacién de nitrégeno por Azospirillum

Todas las cepas silvestres de Azospirillum fijan
nitrogeno atmosférico ya sea como bacterias libres o en
asociacion con plantas y participan en vanas
transformaciones relacionadas con el ciclo del nitrogeno
(Heulin et al., 1989; Hurek ef al., 1988; Tarrand ef al..
1978). Después de la inoculacion hay un incremento en el
nitrogeno total de brotes y granos de plantas inoculadas
(Baldani et al_, 1983, 1987; Boddey et al., 1986; Cohen et
al., 1980; Hegazi et al., 1983; Kapulnik ef al., 1981a,
1983, 1985b; Mertens y Hess, 1984; Nur er al., 1980a;
OHara et al., 1981; Pacovsky ef al., 1985b; Rennie et
al., 1983; Schank et al. 1981, Wani et al, 1985;
Warembourg ef al., 1987; Yahalom e al., 1984). De aqui
que, la fijacion de nitrogeno fue el primer mecanismo
principal sugerido para explicar el incremento del
crecimiento vegetal por Azospirillum. La incorporacion de
nitrogeno atmosférico en la planta huésped por
Azospirillum fue evaluada principalmente por el método
de reduccion de acetileno (Hardy er al, 1968). Sin
embargo, a través de estudios que involucran el uso de
N, se ha comprobado que las plantas obtienen parte de
su nitrogeno de la atmoésfera. Para una revision detallada
de este tema, se recomiendan los trabajos de Boddey
(1987) y Boddey y Dabereiner (1988).

La contribucion de la fijacion de nitrogeno bacteriana
al balance de nitrogeno de las plantas, esta fundamentada
en el hecho de que la actividad de la nitrogenasa en raices,
medida a través de la técnica de reduccion de acetileno, se
ve significativamente incrementada (Berg ef al.. 1980;
Cohen et al., 1980. Hegazi et al., 1983; Hess, 1932;
Kapulnik ef al., 1981b; Okon ef al., 1983; Patnaik ef al.,
1994; Rao y Rajamamohan Rao, 1983; Yahalom ef al.,
1984). Si todo el nitrogeno fijado por actividad bacteriana
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Cuadro 1. Mecanismos de accion de Azespirillum sobre las plantas.

(A) Fijacion de nitrogeno

TERRA VOLUMEN 14 NUMERO 2, 1996

Evidencia a favor

Evidencia en contra

Acumulacion de compuestos nitrogenados en
plantas inoculadas

Alta actividad de ia nitrogenasa en plantas inoculadas
Crecimiento vegetal normal en plantas inoculadas
sin haber incorporado N

5-18% del nitrogeno total en la planta proviene
de la fijacion de nitrogeno

(B) Hormonas vegetales

Las cepas mutantes Nif ' y Nif ~ provocaron un mismo
efecto sobre las plantas

Efectos positivos en plantas crecidas en condiciones
inhibitorias a la fijacion de N

Minima actividad de nitrogenasa en plantas con
respuesta positiva a la inoculacion

Las concentraciones de nitrogeno fijado no explican el
incremento en rendimiento de las plantas

Evidencia sobre

Falta de evidencia sobre

Azospirillum produce in vitro varias hormonas
vegetales

La adicion de hormonas provoca el mismo efecto
sobre las plantas que la inoculacion

Mutantes sobreproductores de hormonas provocaron
un efecto mas pronunciado sobre el crecimiento vegetal

Prueba de que la inoculacion cambia la concentracion
de hormonas en la planta

Efecto de mutantes deficientes en la produccion de
hormonas

Cambios en el equilibrio hormonal de las raices

Relacion entre efectos hormonales y produccion en
una planta mejorada

(C) Promocion a nivel general del crecimiento de la planta y en la absorcién de minerales

Ewvidencia sobre

Falta de evidencia sobre

Acumulacion de minerales en follaje

Actividades enzimaticas relacionadas con transfor-
macion de iones de follaje

Promocion en la absorcion de agua

Sustitucion parcial de la fertilizacion con N

Incremento en el flujo de protones de plantas inoculadas

Incremento en muchos parametros de crecimiento

Actividades enzimaticas relacionadas con absorcion
de minerales y agua

La mayoria de las cepas promueven la absorcion
de minerales
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fuese incorporado por la planta, se incrementaria el
rendimiento en ésta (el cual se expresa en términos de
concentracion de nitrogeno total) (Mertens y Hess, 1984
Sarig ef al., 1984). Estudios sobre la inoculacion de trigo
y maiz han indicado que de un 5-10% (Kucey. 1988a) y
hasta 18% (Rennie, 1980; Rennie ef al., 1983; Rennie y
Thomas, 1987) del nitrogeno total de la planta se deriva
de la fijacion de nitrogeno; ademas, las plantas inoculadas
crecieron normalmente con solo una cantidad parcial del
fertilizante de nitrogeno requerido para tal crecimiento,
aun en zonas templadas (en las cuales Azospirillum es
menos efectivo) y bajo cultivo intensivo (Berge er al.,
1990; Kapulnik et al., 1981b; Millet y Feldman, 1986;
Mortley y Hill, 1990; Nur et al., 1980a). Por otro lado
existen estudios que han mostrado baja, y a veces
insignificante. actividad de la nitrogenasa en plantas que
responden positivamente a la inoculacion (Fernandez-
Vega Figueroa, 1995; Kapulnik ef al., 1985a; Lethbridge
y Davidson, 1983: Sarig ef al., 1990; Venkateswarlu y
Rao, 1983). Aun mas, de todo el nitrogeno fijado por
Azospirillum menos del 5% fue incorporado a las plantas
huésped (Eskew ef al., 1981; Okon ef al., 1983). Esta
cantidad de nitrogeno fijado es insuficiente como para
explicar incrementos totales en el contenido de nitrogeno
de las plantas inoculadas. Niveles altos de fertilizacion
nitrogenada (lo que inhibe la fijacion de nitrogeno) no
suprimicron la respuesta positiva de la planta a la
inoculacion (Avivi v Feldman, 1982, Bashan er al.,
1989b. 1989c; Kapulnik er al, 1981b, 1982, 1983:
Mertens y Hess, 1984; Millet y Feldman, 1986: Pal y
Malik. 1981: Rai y Gaur, 1982: Reynders y Vlassak,
1982).

El control definitivo para distinguir la contribucion via
fijacion de nitrogeno de otros efectos de la inoculacion
bacteriana es ¢l utilizar mutantes Nif (incapaces de fijar
nitrégeno) pero al mismo tiempo isogeénicas con respecto a
las cepas silvestres. La inoculacion de cereales con
mutantes Nif causo los mismos efectos en las plantas que
las cepas silvestres (Barbieri ef al., 1986: Morgenstern y
Okon, 1987a; O'Hara ef al.. 1981). Plantulas de tomate
respondicron a la inoculacion con la mutante Nif de
forma similar a la respuesta obtenida con la cepa silvestre
(Bashan er al.. 1989c). Esto indica que la respuesta de la
planta fue causada por otros factores diferentes a la
fijacion de nitrogeno.

Considerando que las bacterias asociativas no
secretan amonio y, por lo tanto, proveen a la planta
huésped de cantidades minimas de nitrogeno, se
seleccionaron mutantes de A. brasilense capaces de

excretar amonio (producto de la fijacion de nitrogeno).
Para contrarrestar la desventaja ecologica que esto
representa, s¢ intentd establecer estas bacterias en ¢l
interior de la raiz a través de la produccion de para-
nodulos (estructuras radiculares que simulan nédulos y
ctya formacion es inducida agregando la auxina sintética,
acido 2,4-diclorofenoxiacético) (Christiansen-Weniger y
Van Veen, 1991). Se demostré colonizacion intracelular
de mutantes de A. brasilense excretores de amonia
(producto de la fijacion de nitrogeno) en para-nodulos de
maiz y de trigo (Christiansen-Weniger, 1992;
Christiansen-Weniger y Vanderleyden, 1994). A través de
estudios con "N, en estas plantas, se demostro que estos
mutantes lograron transferir mayores cantidades de
nitrogeno a las plantas huésped que la cepa silvestre
(Christiansen-Weniger y Van Veen, 1991). Estos
resultados indicaron que las plantas gramineas son
potencialmente capaces de establecer una simbiosis con
bacterias diazotroficas y en la cual el simbionte excretor
de amonio provee a las plantas huésped de una fuente de
nitrogeno. Otros trabajos en para-nodulos de raices de
plantulas de trigo (Sriskandarajah et al., 1993) demos-
traron que la actividad nitrogenasa en para-nédulos fue
mayor que en raices inoculadas sin para-nédulos (Yu er
al. 1993; Zeman et al., 1992).

Una estrategia innovadora en el estudio de la
interaccion Azospirillum-planta es a través del cultivo de
tejidos. Cultivos de callo del pasto Eulaliopsis binata y de
caiia de azicar. Saccharum officinarum, fucron co-
cultivados con A. lipoferum obteniéndose actividad
positiva de la nitrogenasa después de doce meses de haber
sido co-inoculados (Gosal et al., 1990). De Freitas y
Germida (1990) desarrollaron un cultivo de raices de trigo
para estudiar las interacciones bacteria-raiz y colonizacion
radicular por bacterias asociativas incluyendo a A.
brasilense.

Existe la posibilidad de que la fijacion dc nitrogeno
aporte a la planta pequefias cantidades de nitrogeno. lo
que puede ser de importancia significativa en etapas
criticas del desarrollo vegetal, tales como reproduccion y
épocas de generacion de retofios. Se puede concluir que la
fijacion de nitrogeno es un fendmeno que sc presenta en
muchas asociaciones de¢ plantas con Azospirillum; sin
embargo, surgen las preguntas: ;Con cuanto nitrogeno
contribuyen las bacterias a la planta y bajo qué
condiciones de crecimiento ésta contribucion es mayor”’
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Efectos hormonales de Azospirillum sobre las plantas

Cepas de Azospirillum producen diversas hormonas
vegetales cuando son cultivadas en medios liquidos. Una
de las prncipales es el acido indol-3-acético (IAA)
(Barbieri ef al., 1986; Fallik ef al., 1989; Hartmann ef al.,
1983: losipenko y Ignatov, 1995; Jain y Patriquin, 1985;
Kolb y Martin, 1985; Ruckdischel et al., 1988; Tien et
al., 1979; Venkateswarlu y Rao, 1983). Se encontrd que
A. irakense liber6 al medio 10 veces menos la
concentracion de IAA que A. brasilense Sp-7 (Zimmer et
al., 1991) y que se requiere de oxigeno para la conversion
de triptofano a IAA (Bar y Okon 1995). Varias cepas de
bacterias diazotroficas asociativas utilizaron un 0.28-
1.0% del triptofano disponible para la produccion de IAA
(Kravchenko er al., 1994). La liberacion de IAA se
incrementd con la presencia de amonia en el medio de
cultivo, asi como en el inicio de la fase estacionaria de
las células por lo que se le considera un metabolito secun-
dario (Omay ef al., 1993). Otras hormonas detectadas a
niveles mas bajos, pero biologicamente significativos, son
el acido indolactico (Tien et al., 1979), acido indol-3-
butirico (IBA) (Fallik ef al., 1989), indol-3-¢tanol, indol-
3-metanol (Crozier ef al., 1988), y compuestos de indol no
identificados (Hartmann ef al., 1983). También varias
giberelinas (Bottini ef al., 1989; Janzen ef al, 1992;
Piccoli y Bottini, 1994; Rademacher. 1994; Tien ef al.,
1979), acido absicico (ABA) (Kolb y Martin, 1985) y
citoquininas (Horemans er al., 1986; Strzelczyk et al.,
1994a; Tien et al., 1979).

Yahalom ef al. (1991) encontraron que el efecto de la
hormona IAA sobre las raices dependid de su
concentracion; concentraciones de 10*M estimularon la
elongacion radicular, mientras que concentraciones
mayores a 10°M la inhibieron y redujeron la longitud de
la zona de elongacion. Las hormonas vegetales pueden
promover la capacidad de Azospirillum para fijar nitro-
geno (Christiansen-Weniger, 1988, Sriskandarajah ef al.,
1993) asi como su crecimiento (Strzelczyk et al., 1994a).
Estudios sobre la aplicacion externa de hormonas
sintéticas o purificadas a partir de cultivos bacterianos a
plantulas, imitaron los efectos positivos que provoca
Azospirillum sobre el desarrollo y morfologia radicular
(Haran et al., 1988; Kucey, 1988b; Tien et al., 1979,
Zimmer et al., 1988). Asi mismo, se incrementd la
longitud de las raices (Kolb y Martin, 1985; Morgenstern
y Okon, 1987a; Yahalom ef al., 1991), el nimero de pelos

radiculares (Kapulnik ef a/,, 1985¢; Morgenstern y Okon,
1987a) asi como la ramificacion de éstos (Jain y
Patriquin, 1984). Se produjeron mas raices laterales
(Barbieri ef al., 1986; Tien et al., 1979) y se incrementd
la tasa de division celular y diferenciacion en tejidos
meristematicos (Fallik er al, 1989). Una cepa de
Azospirillum y una mutante sobreproductora de IAA en
condiciones de cultivo, modificaron considerablemente la
morfologia radicular (Jain y Patriquin, 1985; Kolb y
Martin, 1985), mientras que mutantes incapaces o
disminuidos en su capacidad de producir IAA en
condiciones de cultivo, no causaron efectos en la
morfologia radicular (Barbieri ef al., 1986), en el
desarrollo del sistema de raices, y no lograron promover la
absorcion de minerales (Barbieri ef al., 1991, 1995). Sin
embargo, Bothe ef al. (1992) encontraron que la hormona
TAA no logré promover la formacion de raices laterales en
plantulas de trigo, mientras que la inoculacion con
Azospirillum si lo logro. Se ha observado que plantas
inoculadas con Azospirillum mantienen en estado 6ptimo
durante mas tiempo su equilibrio hormonal que plantas no
inoculadas, contribuyendo asi a obtener una mayor
produccion. La inoculacion con Azospirillum mejord el
equilibrio hormonal de una mutante de trigo defectuosa en
la produccion de hormonas (Inbal y Feldman, 1982). Se
encontraron concentraciones mas altas de IAA y IBA en
raices de maiz inoculadas que en plantas no inoculadas
(Fallik et al., 1989). La inoculacion de plantulas de maiz
con A. lipoferum alteré el equilibrio de giberilina de las
plantulas (Fulchieri ef al., 1993).

Estos resultados aportan evidencia sobre la
participacion de Azospirillum en la regulacion hormonal
de la planta. Sin embargo, para poder afirmar que los
efectos hormonales son el mecanismo principal por medio
del cual Azospirillum promueve el crecimiento vegetal, se
deben de hacer estudios adicionales, ya que otros factores
no considerados en el disefio experimental pueden estar
involucrados, i.e. el nitrito, como producto del metabo-
lismo de Azospirillum, o agregado directamente, provoca
de igual manera un drastico incremento en la formacion de
raices laterales de trigo por lo que el sistema de ensayo
utilizado puede estar provocando la generacion de nitrito,
promoviendo asi el crecimiento de las plantas (Bothe et
al., 1992).

Los cambios en la morfologia radicular tienen un
efecto directo sobre el crecimiento de la planta, dando
como resultado un efecto positivo o negativo en rendi-
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miento, sin embargo, estos cambios deben de demostrarse
también en los difcrentes estadios de la planta y no
exclusivamente en la etapa de plantula.

No se ha demostrado si los efectos en la morfologia
radicular de la plantula pueden desaparecer o des-
vanecerse cuando la poblacion de Azospirillum presente
en la raiz disminuye drasticamente durante las etapas de
maduracion de la planta. Es necesario demostrar
claramente cambios en el equilibrio hormonal de plantas
de diferentes especies crecidas en suelo por efecto de la
inoculacion con Azospirillum.

Promocién en el desarrollo de raices, absorcion de
minerales, actividad de membrana, moléculas de
comunicacién celular y relacién planta-agua por
Azospirillum :

Ademas de afectar positivamente (Kapulnik ef al.,
1981a, 1985c) o negativamente (Kucey, 1988a) muchos
parametros en raices, la inoculacion de plantas con
Azospirillum puede afectar muchos parametros
relacionados con el follaje. Estos cambios son atribuidos
directamente a efectos positivos en la absorcion de

minerales por parte de la planta. Se ha propuesto que la .

absorcion de NOs, NH;", PO.*, K", Rb" y Fe™ inducida
por Azospirillum es el factor responsable en incrementar
la materia seca foliar y la acumulacion de minerales en
tallos y hojas (Barton ef al., 1986; Jain y Patriquin, 1984,
Kapulnik ef al., 1985b; Lin ef al., 1983; Morgenstern y
Okon, 1987b; Murty y Ladha, 1988; Sarig ef al.. 1988).
Durante el periodo de reproduccion vegetal, estos
minerales pueden ser transferidos a las paniculas y
espigas, lo que finalmente resulta en un mayor
rendimiento.

Se ha sugerido que el incremento en la absorcion de
minerales se debe a un incremento general en el volumen
del sistema de raices y no a un mecanismo de absorcion de
iones mas eficaz (Morgenstern y Okon, 1987b; Murty y
Ladha. 1988). Por otro lado se sugiere que la inoculacion
con Azospirillum puede provocar que la absorcion de
iones en ¢l suelo sea mas eficiente (Lin er al., 1983) (se
desconoce ¢l mecanismo de este proceso); esto explicaria
la acumulacion de compuestos de nitrogeno en la planta
sin existir una aparente fijacion de nitrogeno. La planta
puede asimilar el nitrogeno del suelo de manera mas
eficiente, requiriendo menos fertilizacion con nitrogeno.

La inoculacién de frijol yorimoén y frijol de soya con
A. brasilense Cd increment6 el flujo de protones de sus
raices, reduciendo el potencial de membrana por lo que se

propuso que la membrana celular funciona como un
sensor sobre el efecto de Azospirillum (Bashan et al.,
1992). El cambio en la actividad del flujo de protones en
raices de trigo inoculadas con Azospirillum, y cambios en
¢l potencial de membrana de células radiculares, asi como
cambios en la concentracion relativa de fosfolipidos en la
membrana celular del frijol yorimén, apoyan la hipotesis
que propone que en raices inoculadas la absorcion de
nutrimentos es mas eficiente (Bashan, 1990, 1991a;
Bashan y Levanony, 1991; Bashan ef al., 1989a 1990,
1992). Es conocido que el flujo de protones a través de las
membranas radicales se encuentra  directamente
relacionado con el equilibrio idnico en las raices.
Recientemente se propuso que moléculas de comunicacion
celular no identificadas de bajo peso molecular pueden ser
responsables en alterar actividad y funciones de la
membrana relacionadas con la absorcion de iones
(Bashan, 1991a; Bashan et al, 1992). Ya que las
membranas son extremadamente sensibles a cualquier
cambio, pueden servir como indicadores de la actividad
de Azospirillum a nivel celular. Se encontré que la adicion
de aglutinina de germen de trigo a A. brasilense Sp-245,
ademas de provocar cambios en el metabolismo celular de
la cepa (ver seccion sobre colonizacion radicular de
Azospirillum), provocé cambios en la proporcion relativa
de los fosfolipidos acidos de la membrana. Es probable
que los fosfolipidos acidos estén participando en la
comunicacion celular a través de la membrana. Se sugiere
que la aglutinina de germen de trigo puede tener la funcion
de molécula de comunicacion celular en la asociacion
Azospirillum-planta (Antonyuk et al., 1995).

Ademas de promover la absorcion de minerales, la
inoculacion con Azospirillum mejora factores relacio-
nados con el agua y la conductividad hidrica en plantas de
sorgo sometidas a un periodo de estrés acuoso, dando
como resultado mayor concentracion de agua en el follaje,
mayor potencial hidrico en hojas, y menor temperatura de
follaje que en plantas no inoculadas. Asi mismo, se ha
observado que la extraccion total de humedad del suelo
por parte de plantas inoculadas con Azospirillum es
mayor que en plantas no inoculadas y el agua puede ser
extraida de capas mas profundas del suclo. Por esta razon,
el incremento en rendimiento de sorgo inoculado se
atribuye principalmente a una mejor captacion de la
humedad del subsuclo (Sarig ef al., 1988, 1992). Es muy
probable que la promocion en la absorcion de agua y
minerales jueguen un papel vital en la asociacion
Azospirillum-planta. Sin embargo, la informacion presen-
tada hasta ahora, no ha demostrado si estos resultados son
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la causa o efecto de otros mecanismos tales como cambios
en el equilibrio hormonal de las plantas. Ademas, la
amplia gama de actividades enzimaticas relacionada con
estos fenomenos ha sido estudiada de manera superficial y
no se ha llevado a cabo una evaluacion con mutantes
deficientes en inducir la absorcion de agua y minerales.
Finalmente, debe aclararse que se han evaluado muy
pocas cepas de Azospirillum y existen dudas sobre la
capacidad de otras cepas y/o especies de Azospirillum de
producir estos efectos. Existe evidencia sobre cepas de A.
brasilense que no promovieron la absorcion i6nica pero si
promovieron el crecimiento de las plantas (Bashan et al.,
1990).

ESPECIFICIDAD Y VARIABILIDAD
EN AZOSPIRILLUM

Una de las preguntas mas controvertidas relacionadas
con las asociaciones Azospirillum-planta es si existe
especificidad en dicha interaccion como para afectar el
crecimiento vegetal. Se ha sugerido que existen diferencias
especificas entre las respuestas de plantas C; y Cq; A
lipoferum fue la especie predominante en colonizar
plantas C, y A. brasilense lo fue en plantas C; de zonas
tropicales (Baldani y Débereiner, 1980; Baldani ef al.,
1986). Asi mismo. se encontro una preferencia similar a la
anterior con plantas hospederas de zonas templadas
(Haahtela et al., 1981; Lamm y Neyra, 1981). Cuando la
especie bacteriana es inoculada a su respectiva planta
hospedera, la frecuencia de éxito es mayor al hacer la
combinacion planta-bacteria apropiada (Baldani ef al.,
1983, 1987: Percira et al., 1988; Rangel-Lucio, 1991;
Reynders y Vlassak, 1982). Diferentes efectos
morfogenéticos en pelos radiculares de trigo han sido
atribuidos a ciertas cepas de Azospirillum en particular
(Jain y Patriquin, 1984 Patriquin ef al., 1983). Algunos
estudios demuestran que algunas plantas (de muchas
variedades probadas) respondieron a la inoculacion con
una cepa de Azospirillum en particular (Bouton ef al.,
1979; Garcia de Salomone y Dobereiner, 1996; Millet et
al., 1986; Wani ¢f al., 1985). Hay indicaciones de que la
especificidad no es a nivel especie sino a nivel cepa.
Caballero-Mellado ef al. (1992) encontraron que los
incrementos en rendimiento de trigo dependicron de la
cepa de Azospirillum brasilense utilizada. Por otro lado,
otros estudios muestran falta de especificidad en la
interaccion Azospirillum-planta. La cepa Cd/Sp-7 de A.
brasilense benefici6 un gran numero de cereales de
verano € invierno tales como trigo, maiz, Sefaria, verduras

como tomate, berenjenas, pimientos v plantas de cultivo
industriales (Bashan er al., 1989b; Kapulnik e/ al., 1981c,
1983; Smith ef al., 1984b; Yahalom e al., 1984). La
noculacion de semillas del Cardon gigante (Pachycereus
pringlei) con cepas de Azospirillum redujo ¢l tiempo de
germinacion de las semillas y promovio el crecimiento de
las plantulas (Puente y Bashan, 1993). Ademas, la
inoculacion de frijol yorimoén (cowpea) y soya con la cepa
Cd de A. brasilense produjo cambios en ¢l metabolismo
de estas plantas (Bashan ef al., 1990; 1992). Las cepas
Cd y Sp-245 de A. brasilense colonizaron exitosamente
64 especies de plantas de las cuales 48 eran hierbas
(perennes y anuales) y 16 eran plantas de cultivo (Bashan
y Holguin, 1995).

Considerando que Azospirillum afecta positivamente
un gran diversidad de plantas, se propone que no existe
especificidad en la asociacion Azospirillum-planta. Sin
embargo, esto no significa que no pueda existir mayor
afinidad entre una especie bacteriana y su respectiva
planta hospedante que con otra planta a la que nunca ha
estado asociada.

Para confirmar esta propuesta es necesario: 1)
Realizar pruebas comparativas con cepas obtenidas en
lugares diferentes ¢ inoculadas a un solo tipo de planta
hospedera, asi como pruebas de inoculacion con una sola
cepa realizadas en plantas hospedantes diferentes e, ii)
implementar pruebas rapidas para evaluar la asociacion
planta-bacteria en todas las cepas y asi poder predecir
combinaciones planta-bacteria exitosas antes de realizar
pruebas de campo (Sukiman y New, 1990).

INTERACCION DE AZOSPIRILLUM
CON MICROFLORA DE LA RIZOSFERA

Después de su incorporacion al suclo. las células de
Azospirillum se ,deben adaptar rapidamente a las
condiciones siempre cambiantes de la rizosfera, mismas
que incluyen modificaciones frecuentes en la disponi-
bilidad de nutrimentos, asi como la interaccion con
bacterias nativas las cuales compiten también por los
nutrimentos disponibles. Las interacciones pueden ser
antagonistas, sinergistas o del tipo predador-presa, en las
cuales Azospirillum puede ser presa disponible para la
micro y macro-fauna necesitada de nutrimentos.

La interaccion microbiana mas ecstudiada de
Azospirillum involucra a Rhizobium. Por un lado,
pruebas de campo ¢ invernadero han demostrado que una
inoculacion simultanea de Azospirillum y Rhizobium o el
inocular Azospirillum a leguminosas colonizadas de
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* manera natural por los rizobios, da como resultado
incremento en la fijacion de nitrogeno, mayor nimero de
nodulos, incremento en el contenido de aminoacidos de
raices y brotes, y eventualmente un incremento en
rendimiento (Andreeva e al., 1991, 1993; Del Gallo y
Fabbri, 1991; Elmokadem y Badawi, 1992; Fabbn y Del
Gallo, 1995; Hassouna et al., 1994; Iruthayathas et al.,
1983; ltzigsohn er al., 1993; Rai, 1983; Sarig ef al,
1986; Yadav ef al., 1992; Yahalom ef al, 1990). Se
encontrd que el flavonoide luteolina (inductor del gen
involucrado en nodulacion) incrementoé al igual que
Azospirillum la formacion de nodulos en alfalfa (ltzigsohn
etal., 1993).

La inoculacién de frijol con floculados (agregados
masivos) conteniendo una mezcla de Azospirillum y
Rhizobium promovio significativamente la nodulacion y el
crecimiento de las plantas (Neyra et al., 1995), sin
embargo, la inoculacion mixta de Rhizobium 'y
. Azospirillum en cacahuate no produjo ningun efecto
sinérgico en la simbiosis Rhizobium-planta (Raverkar y
Konde, 1990).

Estudios de inoculacion mixta en laboratorio han
generado datos contradictorios. La aplicacion de 4.
brasilense previa a Rhizobium incrementd la formacion
dc nodulos en zonas libres de pelos radiculares, aun
cuando Rhizobium fue aplicado en una concentracion no
inductora a la formacion de nodulos. Este incremento en la
susceptibilidad de las leguminosas a la infeccion por
Rhizobium fue atribuido al efecto estimulador de las
hormonas secretadas por Azospirillum. Estas hormonas
inducen la formacion de un mayor mimero de células
epidérmicas, las cuales se diferencian en pelos radiculares.
Esto favorece la infeccion por Rhizobium debido a que
este organismo infecta principalmente a través de pelos
radiculares (Schmidt et a/., 1988; Yahalom et al., 1987).
Sin embargo, cuando las células de Azospirillum llegan a
sobrepasar en numero a las células de Rhizobium en la
mezcla, la inoculaciéon mixta provoca efectos negativos,
impidiendo la nodulacion de trébol (Plazinski y Rolfe,
1985b. 1985¢. 1985d). Aparentemente. la colonizacion de
Azospirillum en pelos radiculares bloquea los sitios de
infeccion de Rhizobium.

Al agregar Azospirillum en concentraciones mayores
a 10® cfu/ml se inhibié el proceso de clongacion de las
raices, aunque este efecto fue menor al combinarse
Azospirillum con Rhizobium (Yahalom et al., 1991). Se
ha demostrado la participacion del etileno en procesos de
senescencia de las plantas. La inoculacion de Azospirillum
a una concentracion de 10° cfu/ml provoco un incremento

en la produccion endogena de etileno por las raices. A
una concentracion menor del inoculo, no se incremento la
produccion de etileno por las raices. La produccion de
etileno por Azospirillum dependi6 de la presencia de
metionina cuando la fuente de carbono son malato y
succinato (Strzelczyk ef al., 1994a). La inoculacion con
Azospirillum increment6 la actividad especifica de las
enzimas glucosa-6-fosfato heshidrogenasa y otras enzimas
al compararse con inoculaciones tnicas con Rhizobium
(Yahalom ef al., 1990).

Estos reportes sobre la interaccion Azospirillum-
Rhizobium indican que, antes de hacer inferencias. se
debe definir como interactian exactamente ambos
generos.

En contraste, la inoculacion mixta con Azospirillum y
hongos micorrizicos vesiculo-arbusculares (V-A) origina

~una interaccion sinergista, obteniéndose un incremento

significativo en crecimiento y en ¢l contenido de fosforo de
las plantas. Esta inoculacion doble podria reemplazar la
aplicacion de fertilizantes de nitrogeno y fosforo (Al-
Nahidh y Gomah, 1991; Barea et al., 1983; Pacovsky,
1988; Pacovsky ef al., 1985a; Singh, 1992b; Singh et /.,
1990; Subba Rao et al., 1985a; 1985b) y promover la
infeccion de hongos micorrizicos en plantas (Barea ef al..
1983). Los extractos libres de células de Azotobacter
chroococcum, Beijerinckia sp., Azospirillum brasilense
Cd y A. lipoferum promovieron la germinacion de esporas
del hongo micorrizico G. fasciculatum (Tilak y Dwivedi,
1990).

Estudios con plantas de sorgo demostraron que la
inoculacion combinada de A. brasilense y las bacterias
solubilizadoras de fosfato Pseudomonas striata o Bacillus
polymyxa, incrementé significativamente el rendimiento
del grano y la absorcion de nitrogeno y fosforo al
compararse con los resultados de la inoculacion con un
solo grupo de organismos (Alagawadi y Gaur, 1992). Los
pocos datos obtenidos hasta ahora son alentadores y
estimulan la investigacion hacia este tipo de interaccion,
ademas de que la descripcion de las propiedades
elementales de esta interesante interaccion bacterias-
hongos-plantas es muy reciente.

La inoculacion de plantas de cebada en maceta con
las combinaciones bacterianas A. [lipoferum 137 +
Agrobacterium radiobacter 10 (solubilizadora de fosfato)
y A lipoferum 137 + Arthrobacter mysorens T,
incrementaron el rendimiento de las plantas al compararse
con inoculaciones unicas. Las inoculaciones dobles
tuvieron un mejor efecto sobre el desarrollo de las plantas
cuando la concentracion de nitrogeno combinado en el



suelo era baja. Se concluye que la inoculacion con
mezclas bacterianas permite que las plantas tengan un
alimentacion mas balanceada, mejorandose la absorcion
del nitrogeno y fosforo presentes en ¢l suclo.
Experimentos de campo con tres variedades de cebada
confirmaron el hecho de que la inoculacion con cultivos
mixtos le ayuda a la planta a alcanzar un equilibrio
nutricional, ¢ incrementa significativamente su rendi-
miento al compararse con inoculaciones unicas (Belimov
et al, 1995a).

La inoculacion mixta de A. brasilense y A. lipoferum
con el hongo agente de control biolagico Phialophora
radicola increment6 significativamente el peso seco de
brotes de plantas de trigo al compararse con inoculaciones
unicas. Se encontro que el filtrado del hongo estimulé el
crecimiento de ambas cepas de Azospirillum (Flouri et al .
1995).

Se inhibio la colonizacion de células de A. brasilense
en raices del pasto Kallar (Leptochloa fusca) al inocular
las semillas dc! pasto simultincamentc con Herbaspi-
rillum seropedicae (Stein et al., 1995).

La moculacion mixta de Azospirillum lipoferum v el
hongo micorrizico Glomus intraradices en plantas de
sorgo, incremento todos los parametros de crecimiento de
las plantas, los niveles de fosfatasas en raices asi como la
absorcion de minerales, al compararse con inoculaciones
unicas (Veeraswamy ef al., 1992). Al inocular trigo con
A. brasilense v Glomus sp. se increment6 el peso fresco v
seco de brotes y raices (Gori y Favilli. 1993). La
inoculacion doble de Glomus macrocarpum y A
brasilense en la planta Corchorus ollitorius promovio su
crecimiento (Bali y Mukerji. 1991).

Azospirillum establece asociaciones con una gran
variedad de bacterias que degradan polisacaridos cn las
cuales los productos de degradacion o fermentacion
generados por ellas son utilizados por Azospirillum como
fuentes de cnergia o carbono. De la inoculacion con
Azospirillum v Cellulomonas u hongos celuloliticos surge
una interaccion sinergista, promoviéndose la descompo-
sicion de paja por las bacterias o los hongos. Los cultivos
bacterianos mixtos, liquidos o en suclo, degradan mas
cficientemente la celulosa que los microorganismos
celuloliticos por si mismos. La interaccion microbiana
también promueve la fijacion de nitrogeno  de
Azospirillum. Se ha encontrado que las cclulas de
Azospirillum v Cellulomonas spp. se¢ cncontraban en
relacion estrecha v cercana. facilitandose de csta mancra
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una asociacion mutualista (Halsall y Gibson, 1985, 1986,
1991, Halsall y Goodchild, 1986: Halsall er al., 1985;
Markus y Krimer, 1988). Este sinergismo podria explicar
indirectamente el rendimicnto mas alto que sc ha obtenido
con Azospirillum ocurrido en suelo mezclado con paja
(Hegazi, 1988; Hegazi er al., 1983). Al crecer a A.
brasilense en cultivo mixto con Enterobacter cloacae,
utilizando glucosa como fuente de carbono, E. cloacae
degrado la glucosa produciendo acido acético v succinico,
los cuales fueron utilizados por A. brasilense para fijar
nitrogeno (Kaiser. 1995). Se ha encontrado quc la
degradacion de pectina por Bacillus (Khammas y Kaiscr,
1992) sc incrementd en presencia de Azospirillum. Se
obtuvo un incremento en la actividad de la nitrogenasa de
A. brasilense al crecer en cultivo mixto con Arthrobacter
giacomelloi. Esta interaccion parcce estar regulada por un
intercambio de metabolitos (Lippi ef al., 1992). Al crecer
a A brasilense Cd cn cultivo mixto con Staphylococcus
sp., bacteria aislada de la rizosfera del mangle Avicennia
germinans. se incrementd la  fijacion de nitrégeno de la
primera. El cfecto fue mayor al agregar ¢l dializado
diluido de Staphylococcus sp. al cultivo de A. brasilense
Cd v se¢ debio parcialmente a la liberacion de acido
aspartico por Staphylococcus sp. (Holguin y Bashan,
1996). De¢ mancra similar a la interaccion entre
Azospirillum y hongos micorrizicos V-A, es necesario
primero definir estas interacciones antes de cvaluar su
potencial. Estos resultados sugieren que Azospirillum
puede establecer interacciones positivas con otras
bacterias de la nzosfera sin importar si se trata de
bacterias de otros ambientes completamente  ajenos
(Holguin y Bashan. 1993).

Las interacciones mencionadas anteriormente repre-
sentan solo una fraccion pequefia de las relaciones que
Azospirillum sostiene con otros microorganismos de la
rizosfera. Su interaccion con especics predominantes de
Pseudomonas v con poblaciones de Bacillus ha sido
escasamente estudiada, y la aplicacion de Pseudomonas
sp.. la cual sobrepas6 en namero a Azospirillum, inhibid
el efccto benéfico de Azospirillum sobre las plantas (Fallik
et al., 1988). Muchas especies de Azospirillum producen
bacteriocinas, las cuales, sorprendentemente, inhibicron a
otras especies del mismo género (Oliveira y Drozdowicz,
1981. 1987; Skorupska et al.. 1985 Tapia-Hernandez ef
al.. 1990). Estas bacteriocinas no identificadas desaparc-
cicron después de haber sido aplicadas cn varios tipos de
suclos. pero persisticron en suclo con bajo contenido de
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materia organica y minerales de arcilla (Oliveira y
Drozdowicz, 1988). Se desconoce el significado ecologico
de las bacteriocinas producidas por Azospirillum.

Se ha demostrado que algunos microorganismos del
suelo, tales como streptomicetos y hongos, ejercen efectos
antagénicos sobre Azospirillum, sin embargo, no se
logro establecer si esto se debe a la produccion de
antibiéticos (Drozdowicz y Ferreira Santos, 1987,
Kulinska y Drozdowicz, 1983; Kulinska y Kroczynska,
1990; Zuberer y Roth, 1982). Muchas cepas de
Azospirillum son altamente resistentes a una amplia gama
de antibidticos, tales como streptomicina, rifamicina y
penicilina (Baldani er al., 1986; Bashan y Levanony,
1985; Débereiner y Baldani, 1979; Horemans et al.,
1987), por lo que el aislamiento de cepas de Azospirillum
resistentes a antibidticos es una tarea simple. Apro-
vechando la resistencia natural de Azospirillum hacia los
antibi6ticos, se ha mejorado la colonizacién radicular de
Azospirillum con un subsecuente incremento en el
rendimiento de plantas de trigo cultivadas en macetas.
Estos resultados sugieren el utilizar compuestos a los
cuales Azospirillum es resistente, pero que inhiben
temporalmente la microflora natural competidora. Aunque
esta inhibicion dura solamente algunas semanas, esta
resistencia de Azospirillum hacia una amplia gama de
antibidticos le confiri6 una ventaja significativa sobre
otros organismos en la colonizacion radicular (Bashan,
1986a). Obviamente esta practica no puede ser utilizada
directamente en el campo, va que tendria que tratarse todo
el suelo ocupado por el sistema de raices, practica que
originaria altos costos asi como contaminacién del suelo.
Sin embargo, se debe evaluar este enfoque utilizando
agroquimicos baratos que no representen un peligro para
la salud de la poblacion y no contaminen el medio
ambiente.

El tamafio poblacional de Azospirillum ha sido
estimado en 1-10% de la poblacion total de la rizosfera
(Okon, 1985). Es probable que en algunos casos se
obtengan estos numeros, sin embargo, generalmente se
obticnen cifras mas bajas. Conteos de rutina en la
rizosfera indican que este porcentaje es una sobre-
estimacion. En plantas creciendo en suelo, las poblaciones
de Azospirillum son relativamente pequefias; el nimero
poblacional mas alto fue registrado en cereales de verano
en Brasil (10°-10° ufc/g) (Baldani er al., 1983). Por lo
general, la poblacion de Azospirillum es mucho mas
pequeia, alcanzando un tamaiio poblacional promedio de
10°-10° ufc/g en trigo (Balandreau, 1986; Bashan y
Wolowelsky, 1987, Bashan et al., 1987, 1991b;

Levanony y Bashan, 1989a, 1990, 1991a; Levanony et
al., 1987; Negi ef al., 1987). En varias ocasiones se han
reportado poblaciones de la rizosfera aun mas pequefias
(Albrecht et al., 1983; Harris ef al., 1989; Smith ef al.,
1984b). De esta manera, una estimacion mas adecuada
del tamafio poblacional de Azospirillum estaria dentro de
los valores 0.001-1% de la poblacion total de la rizosfera
(O'Hara et al., 1981). Las técnicas de inmunoabsorbencia
(ELISA y ABELISA) se han utilizado con éxito para
la identificacién y conteo de Azospirillum en suelo o
raices (Levanony y Bashan, 1990, 1991a; Levanony et
al., 1987). Estas técnicas presentan la inconveniencia de
no detectar niveles poblacionales bajos (menor a 10°
bacterias por mililitro).

Recientemente se¢ ha incrementado el nimero de
trabajos relacionados con el estudio de las interacciones
entre Azospirillum y otros microorganismos. Sin
embargo, la informacién se encuentra muy fragmentada,
dispersa entre datos no relacionados con el tema y es de
naturaleza descriptiva. Todos estos factores hacen
imposible una prediccion confiable de las interacciones
mas importantes. Considerando que Azospirillum
comprende solo una pequefia fraccion de la poblacion de
la rizosfera, es de suponer que muchas otras especies
bacterianas afectarin positiva o negativamente a
Azospirillum en la rizosfera y su participacion debera de
tomarse en cuenta al incorporar Azospirillum al suelo.
Janzen y Mcgill (1995) demostraron que en micro-
ambientes fisicoquimicamente definidos, la proliferacion
de A. brasilense Cd dependio de las interacciones entre las
poblaciones a nivel de la comunidad.

AZOSPIRILLUM COMO AGENTE
DE CONTROL BIOLOGICO

Aun cuando Azospirillum no logro reducir el indice de
enfermedad provocado por algunos hongos patogenos
(Hadas y Okon, 1987), existen algunos trabajos que nos
hacen pensar en el potencial de Azospirillum como agente
de control biologico. Una cepa de A. lipoferum produjo
sideroforos el cual exhibe actividad antimicrobiana en
algunas bacterias y hongos (Shah er al, 1992). La
inoculacion de algunas dicotiledoneas con A. brasilense
inhibié el desarrollo de cancer provocado por Agro-
bacterium tumefaciens (Bakanchikova e al., 1993). El
nivel poblacional de Staphylococcus sp., decayé drastica-
mente al crecer en cultivo mixto con A. brasilense Cd
(Holguin y Bashan, 1996).
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AZOSPIRILLUM COMO COMPETIDOR
EN LA RIZOSFERA

La gran cantidad de estudios relacionados con las
propiedades fisiologicas y bioquimicas de Azospirillum
revelaron que este género no presenta caracteristicas
especiales que lo distingan de otros géneros bacterianos
presentes en la rizosfera (Hartmann y Zimmer, 1994;
Pedrosa, 1988). Sin embargo, algunas especies en
particular y ain cepas individuales de Azospirillum
poseen caracteristicas de otras especies bacterianas. Esto
faculta a dichos organismos a competir eficazmente en la
rizosfera de diferentes plantas, a partir de niveles de
inoculo extremadamente bajos (10° ufc/m?), pese a la
abrumadora microflora nativa con la capacidad de
colonizar raices vegetales en condiciones de campo
(Bashan, 1986¢).

Por definicion, todo Azospirillum nativo es fijador de
nitrogeno y capaz de satisfacer sus necesidades de
nitrogeno (Tarrand ez al., 1978). Dado que la actividad de
la nitrogenasa es sensible a la presencia de oxigeno,
Azospirillum debe fijar nitrogeno bajo condiciones
microagrofilicas (Hartmann y Hurek, 1988) y mas ain,
algunas cepas presentan una marcada respuesta
acrotactica, que puede llgar a enmascarar otras
propiedades relacionadas con substratos quimicos (Barak
et al., 1982a, 1982b; Das y Mishra, 1984: Del Gallo et
al., 1988; Grishanin et al., 1991; Hurek ef al., 1987;
Okon et al, 1980; Reiner y Okon, 1986). También
presentan taxis hacia gradientes "redox" (Grishanin et al.,
1991; Zhulin y Armitage, 1992). Azospirillum es un
microorganismo versatil en su nutricion, dado que las
muchas vias metabolicas alternas le permiten consumir
una amplia variedad de acidos orgénicos, azicares, y
aminoacidos de origen vegetal o microbiano disponibles
en la rizosfera (Okon, 1985). Azospirillum produce
vitaminas del grupo B (tiamina, biotina, riboflavina, acido
nicotinico y pantoténico) al crecerse en cultivo liquido y su
crecimiento se ve afectado por la presencia de éstas
(Dahm e al., 1993; Rodelas ef al., 1993). La aplicacion
artificial de vitaminas al medio también afecta el
crecimiento de Azospirillum (Rozycki et al., 1992). Casi
todas las cepas son altamente moviles, tanto i vitro como
en el suelo, y poseen una significativa movilidad
quimiotactica hacia una gran variedad de compuestos
(Barak ef al., 1983; Bashan, 1986d; Bashan y Levanony,
1987; Hall y Krieg, 1984; Heinrich y Hess, 1985; Lopez
de Victoria y Lovell, 1993; Maheswari y Purushothaman,
1990; Mandimba er al.. 1986; Okon et al.. 1980;

Reinhold ef al., 1985). La respuesta quimiotictica de
Azospirillum no ha demostrado especificidad en cuanto al
tipo de planta (Fedi et al., 1992).

Se evalu6 la capacidad de la cepa silvestre Cd de A.
brasilense y de una mutante deficiente en movimiento, de
trasladarse de raices de una planta hacia otra en arena y
charolas con suelo. La cepa no-mévil no se traslads a
raices no inoculadas permaneciendo en el sitio de
inoculacién, mientras que la cepa mévil se traslado de una
planta inoculada hacia otra no inoculada. La presencia de
sustancias  atrayentes tanto como de repelentes
determinaron la movilidad. Se propone que el traslado de
A. brasilense de la raiz de una planta hacia otra es un
paso preliminar al proceso de reconocimiento de la
bacteria hacia la planta. El traslado de Azospirillum hacia
las raices de otras plantas es un proceso activo que no
depende de la influencia de algin atractante o repelente en
particular (Bashan y Holguin, 1994; Zhulin y Armitage,
1993) y es influenciado posiblemente por ¢l efecto global
de los atractantes y repelentes exudades por las raices
(Bashan y Holguin, 1994). En cuanto al traslado de 4.
brasilense entre hierbas, la cepa mévil se trasladé de una
planta hacia otra independientemente de la especic o
familia botanica de la planta 6 si se trataba de hierbas
perennes o anuales. En suclos saturados de agua sin
plantas, Azospirillum permanccid en el sitio de
inoculacién sin moverse (Bashan y Holguin, 1995).
Azospirillum present6 quimiotaxis a concentraciones pico
y nanomolares de acidos aromaticos, por lo que se
considera que Azospirillum presenta mecanismos
sensoriales mas sensibles para la deteccion de sustancias
que otras bacterias del suelo pudiéndolas utilizar como
fuentes de energia y carbono. Esta capacidad seguramente
contribuye a su sobrevivencia y capacidad de colonizacion
(Lopez de Victoria y Lovell, 1993; Lopez de Victoria er
al, 1994). La quimiotaxis dependié de la fase de
crecimiento de las células. A brasilense  mostrd
quimiotaxis en respuesta a gradientes temporales de
quimioefectores (Zhulin y Armitage, 1993). Cambios en el
comportamiento quimiotactico de A. brasilense Sp-7
coincidié con cambios en el potencial de membrana. el
principal componente de fuerza motriz para ¢l flagelo
(Zhulin et al., 1995), por lo que se proponc que la
quimiotaxis depende del mecanismo de bombeo de
protones que acciona al flagelo.

A. brasilense migra hacia las raices, a través de
secciones de suelo carentes de plantas (Bashan, 1986d;
Bashan y Levanony, 1987) y tienen capacidad de
movilidad inter-radical (Bashan y Holguin, 1994; Broek ef
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al., 1993). Mutantes no moviles presentan menos
habilidad de colonizacion que las cepas nativas (Bashan y
Holguin, 1994; Kimmel ef al., 1990). Las bacterias
pueden ser transferidas pasivamente a grandes profun-
didades a través de la punta de las raices que s¢
encuentren en proceso de crecimiento (Bashan y
Levanony, 1989a) o por medio de su propia movilidad
(Bashan, 1986d; Bashan y Levanony, 1987). Sus flagelos
polares rotan en sentido de las manecillas del reloj asi
como en direccion contraria (Zhulin y Armitage, 1993).

Bajo condiciones de estrés tales como radiacion
ultravioleta, desecacion o tension osmotica y escasez de
nutrimentos, Azospirillum es capaz de formar quistes, los
cuales incrementan significativamente el indice de
sobrevivencia de las células (Bashan et al., 1991a;
Bleakley ef al., 1988; Lamm y Neyra, 1981; Madi ef al.,
1988; Murray y Moyles, 1987; Oliveira y Desouza, 1991,
Sadasivan v Neyra, 1985, 1987, Zaady er al., 1993).
Azospirillum acumula grandes cantidades de poli-Beta-
hidroxibutirato (PHB) (hasta un 70% de su peso seco) el
cual puede ser almacenado para una bioconversion
posterior o utilizado como fuente de energia cuando el
organismo se enfrenta a escasez de nutrimentos (Berg ef
al., 1979; Tal y Okon, 1985). Se demostro que estas
formas enquistadas ricas en PHB sobreviven mejor que
células sin. PHB, siendo los quistes formas celulares
fisiolégicamente activas (Assmus ef al., 1995) capaces de
fijar nitrogeno en ausencia de una fuente de carbon
exogena (Okon y Itzigsohn, 1992).

A. amazonense y A. halopraeferans son resistentes a
los acidos. a sales vy a altas temperaturas (Hartmann,
1988: Reinhold ef al., 1988a), lo que favorece signifi-
cativamente sus indices de sobrevivencia en la rizosfera.
La tolerancia de bacterias del género Azospirillum
hacia altas concentraciones de NaCl, sacarosa o
polictilenglicol, se incrementa en el orden de A.
amazonense, A. lipoferum, A. brasilense y A.
halopraeferans (Hartmann ef al., 1991; Rai, 1991). Los
mecanismos de regulacion osmotica de Azospirillum
involucra la acumulacion de prolina, glutamato y glicina
betaina (Madkour ef al., 1990; Riou y Rudulier, 1990;
Riou ef al., 1991) y de beta (1-3). beta (1-6) glucano
(Altabe et al., 1994).

Los estudios de sobrevivencia de Azospirillum en su
nicho microecologico natural demuestran que este micro-
organismo sobrevive por periodos prolongados de tiempo
y s6lo el tamafio de la poblacion llega a variar. Las cepas
de Azospirillum pueden sobrevivir en raices durante la
temporada de inviemo bajo condiciones templadas, pero el

nivel de poblacion se mantiene relativamente bajo (De
Coninck ef al., 1988 Harris ef al., 1989; Horemans ef al..
1988), a excepcion del trabajo realizado por Gernuda
(1986) en el cual se observdo un buen nivel de
sobrevivencia en suelos de climas templados. Asimismo,
se ha demostrado que Azospirillum sobrevive en raices
durante toda la temporada de crecimicnto de cereales
(Bashan y Levanony, 1987; Bashan ef al., 1987: Jagnow,
1982) y arroz (Nayak ef al., 1986). Sin embargo, s¢ ha
demostrado que Azospirillum es incapaz de recuperar su
nivel poblacional original después del inviemo (Fages,
1992; Harris et al., 1989; Horemans et al., 1988). En
tanto que en zonas templadas se encontro que ocurre una
transferencia de bacterias de la nzosfera a plantas
ubicadas lejos del area original de inoculacion, por medio
de corrientes de aire (Bashan, 1991b). La importancia
ecologica de esta habilidad de sobrevivencia a largo plazo
tiene todavia que ser determinada. Dada la capacidad de
Azospirillum para sobrevivir por periodos prolongados, su
habilidad de reinoculacion y su fase aérea, la explotacion
comercial de Azospirillum puede llegar a obstaculizarse,
ya que una sola inoculacion del producto bastaria para
producir efectos benéficos por varios afos.

La mayoria de las cepas de Azospirillum se
encuentran en la rizosfera; sin embargo, algunas ccpas
permanecen en el suclo. Azospirillum fue originalmente
aislada de suelos arenosos (Beijerinck, 1925); aunque se
ha encontrado que bacterias similares al género se
encuentran solo en aluviales de Somalia (Favilli e al.,
1988). En un gran nimero de campos belgas persisten
niveles bajos de Azospirillum sin importar la textura del
suelo (De Coninck et al., 1988; Horemans ef al., 1988),
mientras que es comiin encontrar altos niveles de cepas
nativas en suelos tropicales. La explicacion a este
fendmeno se desconoce ya que estos suelos no han sido
caracterizados (Débereiner, 1988: Dabereiner ef al.,
1976; Patriquin ef al., 1983). Una evaluacion de la
sobrevivencia de A. brasilense Cd y Sp-245 en 23 tipos
de suelos diferentes obtenidos de distintas regioncs
geograficas, asi como un andlisis de la tasa de sobre-
vivencia para 15 parametros edaficos diferentes.
demostraron que en presencia de plantas la tasa de
sobrevivencia fue buena y no dependié del tipo u origen
del suelo (Bashan et al., 1995¢.,d). En ausencia de plantas
se encontré que por periodos prolongados (35-45 dias),
Azospirillum sobrevive pobremente en la mayoria de los
suelos, tanto en el campo como en el invernadero y casi
desaparece después de un periodo menor de 15 dias. Aun
asi, una fraccion de la poblacion puede sobrevivir en el
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suelo por periodos prolongados (Albrecht er al.. 1983,
Bashan ef al., 1995ab,c.d; Bashan y Levanony, 1987,
1988c: Horemans ef al., 1988; Smith et al, 1984b),
siempre y cuando las condiciones de estrés (falta de
humedad y materia organica, valores bajos de pH, altas
concentraciones de carbonato de calcio y alto porcentaje
de arena) no prevalezcan (Bashan ef al., 1995d; Germida,
1986; Hegazi, 1988; Jagnow, 1982; Sadasivan et al.,
1986a; Schank e al., 1985). Se encontrd correlacion
positiva entre la viabilidad bacteriana y porcentaje de
arcilla, nitrogeno, materia organica y capacidad de
retencion de agua. Concentraciones altas de CaCO; y
presencia de arena tuvieron efectos adversos en la
sobrevivencia de las cepas (Bashan ef al., 1995a.b).

En contraste con sus caracteristicas superiores, ya
mencionadas, Azospirillum puede ser parasitado por
Bdellovibrio sp. en suelo (Germida, 1987) y puede servir
de presa a protozoarios nativos del suelo. Como
conclusion, Azospirillum tiene el potencial para mantener
un buen nivel de sobrevivencia en la rizosfera. Es
probable que su versatilidad metabolica le permita
competir eficazmente con otra microflora de la rizosfera,
sin embargo, se requicren de mas estudios sobre
rizocompetencia para verificar lo anterior. Las varias
fases de Azospirillum en la rizosfera se muestran en la
Figura 1.

INTERACCION DE AZOSPIRILLUM CON
PARTICULAS DEL SUELO

La inoculacion de plantas con Azospirillum en
algunas ocasiones se ha realizado aplicando las bacterias
directamente al suelo, junto a las plantulas germinadas
(Bashan, 1986b; Okon y Hadar, 1987). Durante este
proceso, la bacteria es expuesta a fuerzas fisicas y
quimicas naturales ¢ interacciones que ocurren entre las
bacterias y particulas del suclo. Para superar cstas
barreras y colonizar las raices. Azospirillum tiene que
generar la fuerza fisica suficiente como para poder
desplazarse en el subsuclo (Bashan. 1986d: Bashan y
Levanony, 1987). Pocos trabajos han abordado el estudio
de la interaccion de Azospirillum con particulas del suelo.
Las células de Azospirillum usualmente se encuentran
adheridas de manera irreversible a la fraccion superior del
perfil de suelo, principalmente mediante interacciones
electrostaticas con arcillas y materia organica. A.
brasilense Cd se adsorbid fuertemente a suelos de textura
ligera asi como a los de textura pesada. sin embargo, se

adsorbi6 muy ligeramente a particulas de cuarzo
(Levanony y Bashan, 1991b).

Las condiciones fisicoquimicas del suelo, tales como
pH, el grado de humedad y la disponibilidad de sustancias
quimicas que atraen a las bacterias, afectan cn diferentes
grados de magnitud la adhesion de Azospirillum al suelo
(Bashan y Levanony, 1988c; Horemans ef al., 1988). La
adhesion de Azospirillum a arena pura, carente de arcillas
y materia organica, es debil, y es llevada a cabo por una
red de puentes proteicos que entrelazan la célula
bacteriana y las particulas de cuarzo. Se concluye que las
fibrillas bacterianas son esenciales para el anclaje de 4.
brasilense Cd. La formacion de puentes proteicos es
controlada principalmente por la disponibilidad de
nutrimentos los cuales seran utilizados para su sintesis
(Bashan y Levanony, 1988d, 1991; Bashan et al., 1991a).

La concentracion de nitrato disponible en el suclo para
las plantas se puede reducir debido a la desnitrificacion, a
la que se le puede atribuir hasta un 20-30% de pérdidas de
nitrogeno aplicado como fertilizante (Firestone, 1982). La
participacion de Azospirillum en este proceso de pérdidas
de nitrogeno provocadas por la desnitrificacion debe ser
investigada.

ASPECTOS AGROTECNICOS:
INOCULANTES Y SU INTERACCION CON
PESTICIDAS

Una poderosa razén para entender la interaccion
Azospirillum-planta, es la aplicacién comercial de la
bacteria en sistemas agricolas de paises modemos y de
paises en via de desarrollo. Sorprendentemente, muy poco
se ha publicado acerca de los aspectos agrotécnicos del
sistema, i.e. efectos potenciales de una inoculacion con
Azospirillum, conjuntamente con diferentes compuestos
quimicos aplicados en sembradios de interés comercial.
Este tipo de informacion, la cual seria llevada a cabo por
compaiiias de investigacion y desarrollo, no es accesible,
ya que este tipo de compaiiias se niegan a publicar sus
resultados (Fages, 1992).

Ain después de haber establecido la mejor
combinaciéon planta-Azospirillum, para la produccion
comercial de cultivos todavia persiste el problema de
lograr una aplicacion exitosa de las bacterias. Las
bacterias tienen que llegar a la raiz a pesar de que el
sistema de raices se¢ encuentre muy extendido; la
inoculacion bacteriana debe realizarse en el momento
preciso requerido por la planta (Bashan, 1986¢): las  téc-



BASHAN ET AL. INTERACCIONES ENTRE PLANTAS Y MICROORGANISMOS L 177

/ g \
Inoculante en fase solida

Inoculante en fase liquida

Sobrevivencia a largo plazo en el inoculante (dependiendo de la

biodegradacion del inoculante).

/

Adsorcién al suelo (interaccion pasiva carga-carga)

Adsorcién activa a arena mediada por fibrilla bacterianas

Migracién limitada en suelo en ausencia de plantas

)

muerte en ausencia de plantas o nutrimentos disponibles
después de periodos cortos

Multiplicacion en suelo

quimiotaxis no especifica en suelo

hacia raices en crecimiento

Competencia-antagonismo con olras
bacterias de la rizosfera

Produccion de bacteriocina en suelo ¢ 2
Depredacion por otra microfauna

Sinergismo con: rizobias en leguminosas
hongos micorrizicos
otra microflora de la rizosfera

Colonizacion de la superficie radicular principalmente en zonas de elongacion y de pelos

radiculares \
Colonizacion interna de la corteza Migracion hacia plantas vecinas

Transferencia vertical a traves de las puntas de
las raices

Induccién de efectos sobre el crecimiento vegetal

Sobrevivencia de poblaciones a largo plazo en suelo y rizosfera de zonas tropicales
En zonas templadas pocas poblaciones sobreviven al invierno.

Figura 1. Fases de Azospirillum en la rizosfera®, solo indicaciones.
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nicas de inoculacion deben ser practicas, economicas y
facilcs de manejar por el agricultor; el producto formulado
debe proveer indculo suficiente para la planta; debe ser
competitivo con las normas comerciales vigentes, asi
como tener una viabilidad de almacenamiento larga
(Fages, 1992).

Actualmente s¢ utilizan algunos métodos para
inocular Azospirillum. El mas simple es aplicando las
bacterias en suspension liquida, ya sea directamente al
suclo o a las semillas. Esta técnica ha sido utilizada en
numerosos experimentos de invernadero y de campo
(Albrecht et al., 1981; Fallik er al, 1988: Millet y
Feldman, 1986; Reynders y Vlassak, 1982; Smith ef al.,
1984b) pero resulta inadecuada puesto que el tiempo de
scbrevivencia de Azospirillum en suelo es relativamente
corto en ausencia de un acarrcador (técnicas mas
confiables utilizan varios acarreadores organicos (Okon,
1985 Sadasivan et al., 1986b). Los mcjores resultados en
rendimiento han sido obtenidos a partir de suspensiones de
turba vertido por goteo al surco o distribuyendo el
inoculante de turba granular al momento de la siembra. Al
comparar la viabilidad de Azospirillum con diferentes
acarrcadores, la turba super6 a la vermiculita, ¢l polvo de
talco. los granulos de basalto y la bentonita (Fallik y
Okon, 1996). Estos inoculantes practicos no poseen
ninguna de las caracteristicas que requiere un buen
inoculante debido a la liberacion incontrolada de bacterias
y varias dificultades técnicas ya que carece de una
viabilidad de almacenamiento (Bashan, 1986b), lo que da
como resultado una inconsistencia en el rendimiento. El
encapsulamiento de células en biopolimeros como el
alginato protege a las células de las tensiones ambientales
y permite una gradual liberacion de las bacterias al suelo
(Bashan. 1986b). La sobrevivencia de las células
dependera de muchos parametros tales como la cepa. la
composicion del medio en que se suspenden las células y
las condiciones de secado. Paul ef al. (1993) encontraron
que la viabilidad de células de Azospirillum lipoferum
encapsuladas en alginato (macroesferas) es mayor con
una tasa baja de secado (1.18g/g peso seco/h). Otra
opcion es la produccion de microesferas o
microencapsulados bacterianos en una matriz de alginatos
v liofilizados. De esta manera, se satisfacen los
requerimientos de un inoculante bueno y practico. Es un
acarrcador quimicamente inerte similar a polvo de
marmol. arena o carbonato de calcio, seco, facil de usar,
uniforme, biodegradable por organismos del suelo, de
naturaleza no-toxica, que contiene una poblacion
bacteriana vasta y uniforme, permite la liberacion gradual

de las bacterias durante periodos largos hasta de un mes, y
puede ser producido a gran escala (Bashan, 1986b.
Bashan et al., 1987, Paul et al., 1993). Durante el
proceso de optimizacion para la produccion  de
microesferas de alginato, se obtuvo mayor sobrevivencia
de las celulas al agregar leche descremada con
deshidratacion por aire controlada, obteniendo, finalmente,
un inoculante en polvo facil de almacenar y manejar con
mas de 10 billones de células/g (Fages, 1990, 1992).
Debido a las ventajas de sobrevivencia que presentan las
células enquistadas de Azospirillum sobre las células
vegetativas, s¢ sugiere la generacion de inoculantes
compuestos por agregados masivos o floculados de
Azospirillum y/o Rhizobium, los cuales consisten en una
mezcla de quistes y células vegetativas rodeados por una
red de polisacaridos. La inoculacion de frijol con formas
floculadas de R. leguminosarum o coagregadas con A.
brasilense, promovié la nodulacion y el crecimiento de las
plantas al compararse con inoculaciones con Rhizobium
no floculado (Neyra et al., 1995). Se encontré alta
actividad nitrato reductasa en células enquistadas de A.
brasilense Sp-7 y Sp-245 inmovilizadas en csferas de
alginato, en cultivo continuo bajo condiciones anaerobias
(Ueckert et al, 1991). Los mejores resultados en
crecimiento de plantas de maiz se obtuvieron al utilizar
como inoeulo células de Azospirillum brasilense con 40%
de polihidroxibutirato (Fallik y Okon, 1996).

El desarrollo comercial de inoculantes de
Azospirillum a escala industrial depende de tres factores
principales, los cuales estan interrelacionados entre si: (1)
avances en la investigacion basica relacionada con el
entendimiento de la asociacion planta-bacteria; (2) una
formulacion y una tecnologia de aplicacion optimizadas; y
(3) un cambio de actitud favorable por parte de las
industrias agroquimicas y semilleras hacia los inoculantes
microbianos, asi como normas legislativas en cada pais
que autoricen su uso.

El desarrollo de inoculantes avanzados ¢s una tarea
esencial para lograr una aplicacion futura de
Azospirillum. El desarrollo de un acarreador bacteriano
adecuado (sintético, organico o inorganico) determinara si
la interaccion Azospirillum-planta tendra un impacto
significativo en la produccion agricola del futuro.

Los agroquimicos, especialmente los pesticidas,
pueden ejercer efectos colaterales indeseables sobre micro-
organismos presentes ¢n ¢l ambiente.

Se ha ignorado la investigacion relacionada con
esta area de estudio. La tinica informacion disponible sc
refiere a estudios realizados in vitro donde los herbicidas.
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fungicidas ¢ insecticidas afectaron negativa o positiva-
mente la actividad de la mitrogenasa (Buff ef al., 1992;
Gallori et al., 1991; Haahtela et al., 1988; Jagnow erf al.,
1979: Jena ef al., 1992; Martinez-Toledo et al.. 1990;
Rivarola et al.. 1992; Roslycky, 1990; Salmeron et al.,
1991), asi como el crecimiento de Azospirillum (Gadkari
1987. 1988; Omar et al., 1992) y el proceso de
respiracion bacteriana (Omar y Abd-Alla, 1992).

Se estudio el efecto de thiobencarb en Azospirillum
asociado con arroz bajo condiciones de laboratorio y
campo y se encontro que tuvo un efecto negativo en el
crecimiento de las plantulas (Omar et al., 1992). Jena et
al. (1990) concluyen que bajo condiciones de no
inundacion en cultivo de arroz, el efecto de los herbicidas
sobre las poblaciones de bacterias diazotroficas dependio
del tipo de suelo, concentracion del herbicida y del grupo
de bacteria.

El pesticida diflubenzuron incremento significativa-
mente el crecimiento, reduccion de acetileno y concen-
traciones de ATP en células de A. brasilense (Sanchez ef
al., 1994). De seis pesticidas probados, cinco inhibieron ¢l
crecimiento v la fijacion de nitrogeno de Azospirillum
lipoferum v cuatro afectaron la movilidad y volumen
celular. La incorporacion de insecticidas en el medio de
crecimiento puede provocar el rompimiento de células de
Azospirillum vy la generacion de células enquistadas
(Mano et al., 1988) o un incremento en la fijacion de
nitrogeno y produccion de IAA (Jena et al., 1987).

Sin embargo, algunos trabajos han demostrado que
Azospirillum puede tolerar altas concentraciones de
algunos herbicidas v pesticidas (Langenbach et al., 1991
Salmeron ef al.. 1991). A. lipoferum pudo reducir un
compuesto aromatico utilizado en la fabricacion de
pesticidas, colorantes. explosivos y solventes industriales
(Russel v Muszynski. 1995).

La aplicacion tecnologica de Azospirillum dependera
de la realizacion de mas estudios bajo condiciones de
campo sobre ¢l efecto de los agroquimicos sobre la
fisiologia de cstas bacterias.

TECNICAS EN LA IDENTIFICACION,
LOCALIZACION DE AZOSPIRILL.UM EN
RAICES Y ESTUDIO DE LA INTERACCION
PLANTA-BACTERIA

Generalmente se siguen cuatro estrategias diferentes
para el monitoreo de poblaciones y colonizacion de
Azospirillum en raices y suelo: Los métodos tradicionales.

los métodos inmunologicos, los métodos moleculares y
combinaciones de varios métodos.

Los métodos tradicionales utilizan marcadores de
resistencia 2 los antibioticos (Garcia de Salomone
y Débereiner, 1996), métodos de microscopia directa con
técnicas de inmunofluorescencia (Schloter e al., 1992),
métodos de conteo por dilucion en placa (Puente y
Bashan, 1993), técnicas de cultivo y métodos fisiologicos
de rutina. Estos métodos son populares en aquellos
laboratorios de investigacion agrondmica, preocupados
por monitorear la presencia de determinadas cepas en
suclo o en plantas. Estos métodos ne son utiles para la
identificacion de bacterias a nivel de especie. Ademas, la
mayoria de estos métodos no pueden detectar niveles
poblacionales bajos (menores a 10°- 10° bacterias/ml). Se
puede mejorar el método de inmunofluorescencia a través
del procesado de imagenes de microfotografias epifluo-
rescentes O con microscopia de barrido con laser
(scanning confocal laser microscopy), el cual involucra la
iluminacion de un solo punto de la muestra por un rayo
laser eliminando la interferencia provocada por otros
componentes de la muestra no afocados, al mismo tiempo
que permite (a traves del procesado de imagenes) la
reconstruccion en tres dimensiones del objeto analizado
(Schloter et al., 1995). Los métodos de deteccion inmuno-
logicos han empezado a cobrar importancia en ecologia
microbiana para el rastreo de microorganismos
especificos y para ¢l analisis de la comunidad bacteriana.
Para una aplicacion confiable de estas técnicas, los
anticuerpos monoclonales o el antisuero policlonal
utilizados deben cumplir ciertos criterios de calidad. Se
debe descartar la posibilidad de reaccion cruzada asi como
determinar la  localizacion celular del determinante
antigénico, las caracteristicas de afinidad y la expresion
del determinante antigénico en condiciones ambientales.
Los métodos inmunolégicos pueden ser utilizados para la
identificacion, cuantificacion y  enriquecimiento  de
bacterias especificas, asi como para la visualizacion de
células in sime. La sensibilidad de estas técnicas
inmunologicas avanzadas es comparable a los resultados
obtenidos con la reaccion en cadena de la polimerasa PCR
(polvmerase chain reaction) (Schloter et al., 1995).

Una de las técnicas inmunologicas mas utiles y
directas es la técnica ELISA con sus variantes. Su
principal desventaja es que el nivel de deteccion no es
mayor a 10 bacterias/ml de suelo (Levanony er al., 1987).
La incorporacion del complejo avidina-biotina a la técnica
estandar de ELISA mejoro el nivel de deteccion y la cuan-




tificacion de A. brasilense (Levanony y Bashan, 1990).
Para mejorar el nivel de deteccion, se desarrollo un
método sencillo de enriquecimiento, basado en la
multiplicacion limitada de 4. brasilense en el medio semi-
solido convencional. El conteo de las bacterias se realiza
después por la técnica ELISA o por la técnica del Numero
Mas Probable (NMP) (Bashan ef al., 1991b).

Un método aiin mas sensible y rapido que la técnica
ELISA es el inmunoensayo basado en quimiolumi-
niscencia. Con este método fue posible cuantificar a A.
brasilense Sp-7 hasta a una densidad de 100 bacterias/ml
de extracto de suelo (Schloter et al., 1992).

Las técnicas de vanguardia para la deteccion de
microorganismos son las moleculares utilizadas solas o en
combinacion con técnicas inmunologicas. Por ahora, estas
técnicas son principalmente utilizadas en laboratorios de
investigacion para la deteccion de especies y, hasta donde
sabemos, no han sido utilizadas a gran escala por la
industria de los inoculantes. Sin embargo, es de esperarse
que. debido a su precision, en un futuro estas técnicas
seran ampliamente utilizadas.

Existen varios métodos de analisis del perfil proteico
o ‘fingerprinting" para identificar especies de
Azospirillum, siendo posible, en algunos casos, diferenciar
hasta cepas de una misma especie. El analisis del perfil
proteico utilizando electroforesis en "pulsed-field gel"
demostro que diferentes cepas de Azospirillum asociadas
a plantas de cultivo diferentes, mostraron un patron
genético muy similar (Eid y Sherwood, 1995). El analisis
del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (restriction fragment length polymorphism,
RFLP) es otra opcion para la identificacion de bacterias a
nivel cepa. La identificacion de células de Azospirillum a
través del RFLP del operon histidina y el andlisis del 16S
rDNA. son métodos faciles, rapidos, confiables y
reproducibles (Grifoni ef al., 1995) o a través de sondas
(probes) de Azospirillum basados en ¢l gen del 16S-rRNA
(Kabir er al.. 1995). Giovannetti ef al. (1992) tuvieron
éxito en la identificacion de cepas pertenecientes a las
especies A. lipoferum. A. brasilense y A. amazonense
utilizando el analisis del patrén de restriccion, por lo que
sugieren su uso para la identificacion rutinaria de
Azospirillum. Al marcar a A. brasilense con el transposon
Tn5. el nivel de deteccion alcanzo niveles tan bajos como
de 25 células/g de suelo (Christiansen-Weniger, 1992).
Adicionalmente, los genes indicadores (reporter genes)
NifA-lacZ fueron utilizados para localizar a A. brasilense
Sp-7 en raices de trigo (Katupitiya et al., 1995).
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Se utilizo hibridacion de células completas con sondas
de oligonucleotidos marcadas con fluorescencia (fluor-
escently labeled rRNA-targeted oligonucleotide probes)
para el monitoreo in situ de A. brasilense en plantulas de
trigo. Para eliminar la interferencia provocada por la
fluorescencia que emiten otros componentes de la muestra,
se utilizd "scanning confocal laser microscopy”. Esta
técnica permitié un analisis de alta resolucion de la distri-
bucion espacial de las bacterias en la rizosfera del tngo
(Assmus ef al., 1995).

Ademas de las técnicas mencionadas, se utilizd un
método microcalorimétrico basado en la produccion de
calor del cultivo, para medir la sobrevivencia de las
bacterias en suelo asi como su metabolismo in sifu
(Vandenhove ef al., 1993). Ellos proponen caracterizar los
cultivos de Azospirillum y estandarizar y optimizar
indculos a través de datos microcalorimétricos del cultivo.

En suma, aunque las técnicas tradicionales seguiran
siendo utilizadas con fines practicos, seguramente seran
reemplazadas por versiones sencillas o kits de los métodos
avanzados descritos aqui.

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS

En la discusion general de la ultima conferencia
internacional sobre Azospirillum 'y microorganismos
relacionados sostenida en Sarvar, Hungria, 1994, los
participantes  decidieron  dirigir los esfuerzos de
investigacion futura sobre fisiologia y ecologia de
Azospirillum a los siguientes temas: (1) co-inoculacion
con otros microorganismos, (ii) inoculacion de plantas
maderables, (i) la participacion de superficies
bacterianas y vegetales en el proceso de adhesion, (iv) la
importancia del genotipo en la interaccion Azospirillum-
planta, (v) especificidad y afinidad, y (vi) adaptabilidad
ambiental (rizocompetencia).
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INTERACCIONES ENTRE PLANTAS Y MICROORGANISMOS BENEFICOS

II. BACTERIAS ASOCIATIVAS DE LA RIZOSFERA

Interactions between Plants and Beneficial Microorganisms
II. Associative rhizosphere bacteria

Yoav Bashan', Gina Holguin', Ronald Ferrera-Cerrato’

RESUMEN

Esta revision sobre bacterias asociativas no incluye a
Azospirillum ni a agentes bacterianos utilizados en control
biologico. Algunas especies del género Bacillus 'y
Azotobacter son consideradas BPCP porque presentan
caracteristicas que las identifican como tales: Las cepas de
Bacillus a) promovieron la emergencia de las plantulas y
el crecimiento foliar en varias especies vegetales, b)
presentan buena sobrevivencia en la rizosfera, ¢) sinte-
tizan hormonas vegetales, d) producen efectos sinergistas
sobre ¢l crecimiento vegetal al incorporarse en cultivo
mixto con Rhizobium, Bradyrhizobium, Azospirillum y
hongos micorrizicos y €) son solubilizadores de fosfato
eficientes. En cuanto a Azotobacter, a) promueve el
crecimiento de muchas especies vegetales pertenecientes a
diferentes familias botanicas, b) sintetiza hormonas
vegetales como la auxina, giberilina v citoquinina y ¢) la
inoculacion mixta de Azotobacter con Rhizobium o
Azospirillum incrementd el desarrollo vegetal e
incrementd la fijacion de nitrogeno. Es una de las
bacterias fijadoras de nitrogeno mas comunes de suelos
templados y en la rizosfera de vanas especies vegetales de
India. Aparentemente Azotobacter no es especifica para
alguna planta en particular y es inhibida por herbicidas
comunes. Otras bacterias con potencial para ser BPCP y
que se¢ discuten en esta revision son Klebsiella,
Enterobacter, Acetobacter diazotrophicus, Alcaligenes
faecalis, Azoarcus sp., Serratia sp.. cianobacterias y
bacterias que oxidan azufre.
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Palabras clave: Aislamiento, bacterias oxidantes del
azufre, cianobacterias, diazotrdfico, rizosfera, sobre-
vivencia, solubilizacion de fosfato, inoculacion mixta,
pesticida.

SUMMARY

This review deals with associative rhizosphere
bacteria apart from Azospirillum and biocontrol
agents. Some strains of Bacillus and Azotobacter are
considered plant beneficial bacteria because they
possess characteristics beneficial for plants. These
characteristics include Bacillus strains that promote
seed germination and foliage growth for some
vegetables. They survive well in the rhizosphere,
synthesize plant growth hormones. and produce
synergistic effects on plants when mixed in cocultures
with other known beneficial bacteria like Rhizobium,
Bradyrhizobium Azospirillum, and with mycorrhizae
fungi. Some strains are phosphate solubilizers.
Azotobacter strains promote the growth of many plant
species, synthesize plant hormones and have an effect
similar to Bacillus in cocultures with other beneficial
microorganisms. Other bacterial genera with the
potential of plant growth promotion are: Klebsiella,
Entrobacter, Acetobacter diazotrophicus, Alcaligenes
faecalis, Azoarcos, Serratia, various cyanobacteria
and sulfur oxidizing bacteria. The commonality of all
these bacteria is they are little studied. Therefore,
comprehensive analysis of their potential value for
agriculture, using current knowledge, is premature.
Nevertheless, this review highlighted their positive
effects on plants to encourage further research in these
relatively neglected areas.

Index words: Cyanobacteria, diazotrophic, isolation,
mixed inoculation, pesticides, phosphate
solubilization, rhizosphere, survival, sulfur oxidizing
bacteria.
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INTRODUCCION

Las principales actividades benéficas llevadas a cabo
por bacterias de la rizosfera asociadas a raices o
asociativas incluyen la solubilizacion de minerales y
nutrimentos, fijacion de nitrogeno, produccion de
hormonas reguladoras del crecimiento, interaccion
sinérgica con otros microorganismos benéficos de la
rizosfera, vy la inhibicion de fitopatogenos; todas estas
actividades incrementan la productividad vegetal (Gaskins
et al.., 1985; Parke, 1991). La mayor parte de la investi-
gacion dirigida a mejorar la respuesta vegetal ha
enfatizado el uso de bacterias fijadoras de nitrogeno
nativas en cereales v pastos de forraje y, recientemente, ha
incluido a otras plantas de cultivo. Bajo ciertas
circunstancias, la cantidad de nitrégeno fijado por estos
organismos puede ser significativa, pero no explica por si
misma el incremento del crecimiento de las plantas.

Hace mas de veinte afios se especuld por primera vez
sobre hacer extensivo el uso de bacterias del género
Rhizobium en las plantas agricolas mas importantes, los
cereales. Desde entonces la complejidad de la biologia
molecular del sistema nitrogenasa ha obligado a
reconsiderar esa especulacion (Quispel, 1991) y a
explorar la posibilidad de utilizar bacterias fijadoras de
nitrogeno asociadas de manera natural a plantas de cultivo
particulares.

En una revision, realizada hace 12 afios, Brown
(1982) declar6 que la unica manera de obtener una
respuesta positiva de inoculacion bacteriana en el
desarrollo y rendimiento vegetal es que la poblacion
bacteriana alcance una biomasa significativa en la raiz.
Por tanto, la caracteristica mas importante que debe tener
una bacteria fijadora de nitrogeno que pretenda utilizarse
con fines practicos, es que sea un colonizador agresivo de
raices. Al evaluar la capacidad de colonizacion radicular
de bacterias de la rizosfera, es necesario distinguir entre
adaptacion a la rizosfera y la habilidad para continuar
desarrollandose a la par con las raices en proceso de
desarrollo. Solamente aquellos organismos capaces de
trasladarse de las semillas a las raices e incrementar
subiomasa en la rizosfera pueden ser considerados
colonizadores de raices competitivos (Lifshitz e al.,
1986). Con el objeto de encontrar esta bacteria ideal
se considero importante el estudio de diferentes asocia-
ciones entre bacterias benéficas y diferentes tipos de
plantas. La investigacion que en esta direccion ha sido

promovida, se ha enfocado en la interaccion Azospirillum-
planta, la cual puede servir como modelo para todas las
bacterias asociativas (que constituye la primera parte de la
revision cientifica titulada "Interacciones entre plantas y
microorganismos"). Existen algunos estudios sobre otros
géneros bacterianos como Bacillus, Azotobacter,
Klebsiella y otras bacterias no muy estudiadas del género
Acetobacter y Azoarcus, la especic Alcaligenes faecalis,
y otros grupos bacterianos tales como cianobacterias,
bacterias  solubilizadoras de  fosfato, bactenas
sulfoxidantes y bacterias diazotroficas patdgenas en
plantas.

La presente revision se concentrara en bacterias
asociativas, aunque sin incluir a Azospirillum, m a
agentes bacterianos utilizados en control biologico, las
cuales tienen la capacidad potencial de promover el
crecimiento vegetal (bacterias promotoras de crecimiento
en plantas, BPCP o PGPR).

AISLAMIENTO

El aislamiento de bacterias asociativas es relativa-
mente facil. Un gran nimero de estudios indican que en la
rizosfera hay poblaciones de microorganismos diferentes
entre si. En ocasiones el aislamiento de una especie
bacteriana en especial depende de la especie vegetal, ya
que en algunos casos existe cierta especificidad; sin
embargo. se han llegado a aislar especies bacterianas
similares independientemente de la especie vegetal de la
cual se trate, tipo de suelo o condiciones climaticas.
Algunas veces es dificil comprender por qué una bacteria
domina en cierto lugar y no se encuentra en otro donde
existen condiciones similares (Berge ef al., 1991a).

Los pasos mas dificiles del aislamiento son: (I) la
localizacion de sitios donde haya bacterias benéficas, y
(II) la identificacion de bacterias benéficas entre la gran
variedad de bacterias heterotrofas que se desarrollan
cominmente en medios de cultivo. Este problema surge
debido a que (i) no existe un medio selectivo para el
aislamiento de bacterias benéficas, y (ii) no existe un
método rapido para preveer el potencial benéfico de
alguna cepa inmediatamente después de su aislamiento.
De esta manera, el efecto que una bacteria pueda tener
(independientemente de sus caracteristicas fisiologicas)
sobre la planta, sera impredecible hasta que sea
probada. Por lo tanto, la prueba definitiva es la respuesta
vegetal. Esta prucba necesaria puede ser cara y
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laboriosa si tiene que evaluarse una gran cantidad de
cepas, en especial si el parametro a medir es el incremento
en rendimiento.

Se han propuesto una serie de estrategias para salvar
estos obstaculos tales como produccion por parte de la
cepa a) de IAA, b) de la enzima ACC deaminasa (1-
aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa) (Glick er
al., 1994), o longitud de la raiz principal, pero ninguna es
optima ni particularmente recomendada. El investigador
debera seleccionar el proceso mas adecuado para sus
necesidades y expectativas particulares. Se describen una
seric de métodos y procedimientos en la seccion titulada
"Procedimientos para el aislamiento y caracterizacion de
hongos micorrizicos y rizobacterias promotoras de
crecimiento en plantas” la cual constituye la tercera parte
de la revision cientifica "Interacciones entre plantas y
microorganismos benéficos".

La mayoria de los aislamientos de bacterias
asociativas han sido enfocados al grupo de bacterias
diazotroficas debido a que: (i) en ocasiones estas bacterias
contribuyen nitrogeno a la planta, (i) el nitrogeno es el
fertilizante mas importante en plantas (Ela ef al... 1982),
(iii) Rhizobium, y recientemente también Azospirillum,
tienen una presentacion comercial efectiva, y (iv) la
prueba de reduccion de acetileno es una técnica barata,
facil y rapida para evaluar fijacion de nitrogeno a gran
escala. Sin embargo, no se ha ignorado el aislamiento de
otras especies bacterianas. Se ha puesto particular
atencion a las Pseudomonas fluorescentes y bacterias del
género Bacillus con potencial como agentes de control
biologico sobre muchos hongos patogenos nativos del
suelo.

En seguida se mencionan varios ejemplos tipicos de
bacterias asociativas aisladas en la ultima década. las
cuales son promotoras potenciales de crecimiento en
plantas.

Bacterias diazotroficas

Estudios recientes sobre bacterias fijadoras de
nitrogeno asociadas a raices de plantas superiores han
mostrado un tipo de poblaciones muy similares,
compuestas por anaerobios facultativos del género
Bacillus y de la familia Enterobacteriaceae (Nelson ef al.,
1976; Wright v Weaver, 1981), ademas del aerobio
Azotobacter vy el microaerofilico Azospirillum. Sin
embargo. esta homogeneidad bacteriana encontrada debe
ser un error técnico. Probablemente sea un reflejo del uso
de técnicas tradicionales de aislamiento e identificacion.

las cuales favorecen ¢l crecimiento de ciertos grupos
bacterianos. Existen ejemplos que apoyan esta conjetura:
(i) Se han aislado frecuentemente bacterias dificiles o
imposibles de identificar, tratandose probablemente de
especies nuevas. Sin embargo, muy pocos investigadores
han publicado sus resultados, describiendo los
aislamientos de manera apropiada, ni mucho menos
almacenaron las cepas en colecciones debido a que los
analisis formales requeridos para establecer una nueva
especic bacteriana son laboriosos y requieren con
frecuencia la colaboracion interdisciplinaria  entre
diferentes paises. Esta serie de dificultades provoca que la
motivacion para declarar una especie nueva como tal se
vea truncada antes de que se realice un registro oficial de
la cepa. (i) Es bien sabido que la incorporacion de
determinada fuente de carbono en algin medio selectivo
para el aislamiento de bacterias fijadoras de nitrogeno
estimula el crecimiento de ciertos grupos bacterianos; i.c.,
el empleo de manitol o glucosa conlleva al aislamiento de
bacterias de la familia Azotobacteriaceae mientras que el
uso de malato favorece el aislamiento de Azospirillum, a
pesar de utilizar la misma zona radicular de la planta.

Como un esfuerzo por eliminar el efecto de la fuente
de carbono sobre el aislamiento, se desarrollo el "modelo
espermosfera” (spermosphere model) (Thomas-Bauzon et
al., 1982), en el cual la semilla germinada provee a las
bacterias de exudados naturales como fuente de carbono.
Las bacterias fijadoras de nitrogeno mas representativas
han sido aisladas de la rizosfera de plantas de arroz
mediante este método. Ademas de un abundante nimero
de representantes de la familia Entcrobacteriaceae, los
aislamientos mas comunmente obtenidos pertenecen a
Azospirillum y Pseudomonas paucimobilis, un taxon
relacionado con Flavobacterium capsulatum (Bally et al.,
1983). Las bacterias diazotroficas dominantes asociadas
a raices de maiz y a suelo de la rizosfera se aislaron en
tres localidades diferentes en Francia; como resultado
Bacillus circulans fue la bacteria diazotrofica dominante
en dos de estas localidades; en la tercera localidad,
Enterobacter cloacae, Klebsiella terrigena y bacterias
similares a Pseudomonas fueron las especies de bacterias
diazotroficas mas abundantes, no detectandose la
presencia de Bacillus circulans. No se logro aislar en
ninguno de los tres tipos de suelos Azospirillum, la cual
ha sido reportada como importante diazétrofa asociada a
rizosfera del maiz (Berge ef al.. 1991b).

Las Pseudomonas diazotroficas, aunque menos
frecuentes que otros grupos y mucho menos abundantes
que las Pseudomonas fluorescentes utilizadas como



agentes de control biologico, se han aislado de habitats
muy diversos, desde tropicales hasta articos (Haahtela er
al., 1983; Prabha ef al., 1978). De raices de arroz en los
tropicos se aislaron Pseudomonas diazotrophicus,
Enterobactercloacae y Klebsiella planticola (Barraquio
et al., 1983; Ladha ef al., 1983; Watanabe ef al ., 1987).
En el artico canadiense se aislaron Pseudomonas
fluorescentes psicréfitas fijadoras de nitrégeno a partir de
varias plantas nativas. Varias de estas cepas colonizaron
raices de canola cultivada (Brassica campestris) en el
campo. Estas bacterias demostraron poseer ventajas
competitivas para colonizar raices, sobre otras bacterias
de la rizosfera a temperaturas muy bajas (4°C) (Lifshitz et
al., 1986).

A partir de la rizosfera de trigo sembrado en el campo
y de cereales y pastos de forraje sembrados en
invernadero, se lograron aislar en Suecia bacterias
diazotroficas. Algunos aislamientos se lograron identificar
como pertenecientes a las especies Enferobacter
agglomerans y Bacillus polymyxa, se encontraron
también otras bacterias de taxonomia incierta (Lindberg y
Granhall, 1984; Lindberg ef al.. 1985). En Pakistan, la
especic bacteriana diazotrofica mas abundante en el
arbusto forrajero Atriplex fue Enterobacter agglome-
rans. Atriplex crece en suelos pobres v salinos (Bilal ef
al., 1990). La mayoria de las bacterias fijadoras de
nitrogeno aisladas de la interfase raiz-suelo de pastos de
forraje en la region subtropical de Texas pertenecian a la
especie Enterobacter cloacae o a Klebsiella pneumoniae
(Wright y Weaver, 1981). Rahnella acquatilis es una
nueva especie de bacteria entérica fijadora de nitrogeno
asociada a la nzosfera de trigo y maiz (Berge ef al,
1991a).

Bacterias del género Acefobacter fueron aisladas por
primera vez en Brasil a partir de cafia de azicar
(Cavalcante y Dobereiner. 1988). A partir de raices o
rizostera de cafa de azicar v llevando a cabo cultivos
sucesivos en medio semisolido libre de nitrogeno con
sacarosa, se¢ lograron aislar cepas diazotroficas de
Acetobacter en cuatro regiones de Queensland, Australia.
No se lograron aislar los mismos microorganismos de
pastos de las mismas localidades (Li y MacRae, 1991).

El género Azotobacter, un diazétrofo comiin en
suelos, ha sido aislado también de la rizosfera de algunas
plantas en diversas regiones del mundo, independiente-
mente del tipo de clima presente. En Egipto, A
chroococcum fue la especie predominante mientras que A.
vinelandii se encontré en menor numero. Los resultados
demuestran que Azofobacter varia en su poblacion
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dependiendo de la especie de planta, la edad de ésta, y del
tipo de suclo. Es mas comiin encontrar un mayor niimero
poblacional en la rizosfera de plantas leguminosas,
especialmente en plantas jovenes (Shawky, 1983).

La mayoria de bacterias diazotroficas acrobias
aisladas en suelos canadienses pertenecian a la especie 4.
chroococcum y a la familia Chroocaccaceae. En contraste
con los resultados obtenidos con suelos egipcios, el tipo
de suelo (valores de pH entre 6.5 y 8.0; contenido de
humedad entre 8 y 18%) parecid no influir sobre el
numero poblacional de estas bacterias. La presencia de
trigo o tipos de césped comunes no promovid el
establecimiento de las Azotobacteraceae. Sin embargo, se
encontrd que en rizosferas de maiz, avena y soya la
densidad poblacional de estas bacterias fue significativa-
mente mayor que en pastos (Kole ef al., 1988).

Se ha aislado Bacillus sp. a partir de ectomicorrizas
tuberculadas del abeto Douglas, el cual pudo fijar
nitrogeno  solo  bajo condiciones microaerofilicas,
provocadas por el proceso de respiracién del complejo
tubercular (planta-bacteria-hongo) (Li ef al., 1992).

Phyllobacterium sp., perteneciente a la familia Rhizo-
biaceae, produce acido indol-acético en cultivos in vitro e
induce efectos similares a los producidos por la auxina al
ser cultivado con callos de tabaco (Lambert ef al., 1990a).
Estas bacterias fueron aisladas a partir de nodulos foliares
de plantas tropicales, y resultaron ser el segundo grupo
bacteriano mas abundante en raices de plantas jovenes de
betabel, Beta vulgaris. La primera especie bacteriana mas
abundante fue P. fluorescens (Lambert ef al., 1990a).

Listonella anguillarum vy Vibrio campbellii, dos
especies nuevas de bacterias fijadoras de nitrogeno, fueron
aisladas a partir de raices del arbol de mangle Avicennia
germinans de una laguna costera mexicana. Al mezclarse
¢l cultivo con Staphylococcus sp., bacteria no diazotrofica
aislada de la misma fuente, la fijacion de nitrogeno de L.
anguillarum se incremento (Holguin ef al., 1992).

Bacterias no diazotroficas

Las bacterias no diazotroficas son muy abundantes en
la rnizosfera y se han llevado a cabo varias busquedas
selectivas de ellas.

De una busqueda de los grupos bacterianos mas
abundantes en la superficie radicular de 1100 plantas
jovenes de betabel, se obtuvicron 5600 aislamientos. Estas
plantas procedian de tres parcelas diferentes en Bélgica v
de una parcela en Espaiia. Las mas abundantes pertene-
cian a las especies Pseudomonas fluorescens, Xantho-
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monas maltophilia, P. paucimobilis y Phyllobacterium
sp. (Lambert et al., 1990b).

Dc la rizosfera de plantas de trigo y cebada, y
utilizando técnicas estandar, se aislaron las siguientes
especies: Bacillus pumilus, B. subtilis, P. fluorescens,
Streptomyces spp., Xanthomonas maltophilia, 'y una
saprofita corineforme (Juhnke ef al., 1987).

Lalande ef al., (1989) llevaron a cabo una evaluacion
de rizobacterias obtenidas a partir de 20 plantas de maiz
hibridas, tomadas de diferentes localidades de la provincia
de Quebec, y encontraron que Pseudomonas spp. era el
grupo bacteriano mas prominente en el rizoplano y en la
rizosfera. Bacillus spp. v Serratia spp. se encuentran en
menor cantidad. Del interior de la raiz s aislaron Bacillus
spp. v Pseudomonas spp. siendo mas abundante la
primera. En una bisqueda de bacterias promotoras del
crecimiento en plantas, los aislamientos Serratia lique-
faciens y Pseudomonas spp. promovicron el crecimiento
vegetal de manera consistente. Se aislaron poblaciones de
Xanthobacter a partir de raices de cultivos de arroz en
campo (Reding ¢f al., 1991). Como puede observarse, hay
abundancia de rizobacterias. La pregunta clave es cual(es)
ticne(n) potencial como bacteria(s) benéfica(s) para la
agricultura.

APAREAMIENTO GENOTIPICO
(GENOTYPIC MATCH)

Existe un argumento que sostiene que el apareamiento
genotipico (lo cual significa que determinada cepa solo
promovera el crecimiento de determinada planta) entre las
plantas y las bacterias asociativas puede determinar la
naturaleza de la respuesta, ya sea la estimulacion o
inhibicion del crecimiento de la plantula. Sin embargo, no
esta claro si la especificidad genotipica surge cuando la
planta es sembrada y las bacterias benéficas existentes en
la flora bacteriana del suelo son scleccionadas y
enriquecidas en la rizosfera (Chanway y Holl, 1992). Si
asi fuera. no habria necesidad de llevar a cabo una
inoculacién artificial ya que la planta se encargaria de
scleccionar v cnriquecer a las bacterias benéficas ya
presentes en ¢l suelo.

Podemos proponer la hipotesis de que si se inoculan
microorganismos a la misma planta de la cual se aislaron,
la probabilidad de obtener efectos positivos como
resultado de la inoculacion bacteriana es mayor que si
estos microorganismos fueran inoculados a plantas a las
que nunca antes han estado asociadas. Sin embargo, esta
hipotesis no se confirmo al evaluarla en plantas forestales.

Es de esperarse que la presion selectiva sobre bacterias de
la rizosfera es particularmente fuerte en bosques debido a-
(i) el tiempo tan prolongado que un arbol ocupa
determinado  sitio, y (i) las tasas rcproductivas
relativamente altas de la poblacion microbiana asociada.
Sin embargo, no se encontro evidencia de que la
especificidad de la interaccion bacterias-abeto Douglas-
suelo fuera de importancia en la promocion del creci-
miento de las plantulas (Chanway et al.. 1990: Chanway
y Holl, 1992).

El aislamiento de cerca de 1000 cepas de bacterias
asociativas a partir de cereales silvestres y su posterior
inoculacion en trigo cultivado, dio como resultado que una
sola cepa de la especie Pseudomonas sp. incrementara
significativamente el rendimiento de los cultivos (Bashan.
resultados no publicados: Bashan, 1986).

Un caso notorio es el efecto que provoca la
inoculacion con Azospirillum spp., aislada de un cereal,
sobre muchas especies vegetales que no son cereales y
nunca antes habian sido expuestas a este microorganismo.
Todas respondieron positivamente a la  inoculacion
con esta bacteria (Bashan et al., 1989, 1991). Los casos
mas extremos son los resultados obtenidos con plantulas
del cardon gigante Pachycereus pringlei inoculadas con
cepas de Azospirillum, originarias de arcas tropicales
humedas (Puente v Bashan, 1993) o con la hicrba de
clima templado, Arabydopsis (Dubrovsky et al., 1994).

Sin embargo, un estudio reciente sobre la diversidad
fenotipica y genética de Bacillus polymyxa en ¢l suclo y la
rizosfera de trigo apoya la teoria de seleccion. Los
resultados indican que la diversidad de la poblacion dc B.
polymyxa en suelo que no se encuentra bajo la influencia
de la raiz es mayor que la poblacion del rizoplano. Por lo
tanto, parece ser que las raices seleccionaron una sub-
poblacion especifica a partir de poblaciones naturales de
B. polymyxa del suelo (Mavingui et al.. 1992).

Parece que ¢l apareamiento genotipico es una cuestion
no resuelta y probablemente valida para algunas
asociaciones planta-bacteria.

EJEMPLOS DE BACTERIAS ASOCIATIVAS
QUE PROMUEVEN EL CRECIMIENTO
VEGETAL

La mayoria de las especies de bacterias asociativas
fueron aisladas durante la ultima década. Todavia cs
incierto si estos aislamientos ayudan al crecimicnto
vegetal. Sin embargo, sc mencionaran a continuacion
asumiendo que, a menos que se pruebe que un aislamiento



bacteriano sea neutral o inocuo, puede ser benéfico ya
que coexiste con la planta huésped.

Azotobacter

Después de Azospirillum, la mayor parte de la
literatura de la ultima década sobre bacterias asociativas,
es sobre Azotobacter. Azotobacter fue probada en los
afios 30 y 40 como un biofertilizante potencial, sobre todo
en la antigua Unién Soviética. Los resultados de la
inoculacion obtenidos con esta bacteria heterdtrofa y libre
no justificaron su comercializacion a gran escala. Por esta
razdn, el desarrollo de una tecnologia para Azotobacter
fue literalmente abandonada por el mundo occidental. El
uso potencial de Azotobacter como biofertilizante ha sido
revisado por Brown (1974) quien concluyé que la
inoculacion con A. chroococcum (la especie de Azoto-
bacter mas comunmente utilizada) en ocasiones provoco
incrementos en el rendimiento de las cosechas, probable-
mente a través de mecanismos alternos a la fijacion de
nitrogeno. Sus poblaciones alcanzan niveles generalmente
bajos. El reciente interés en bacterias benéficas ha
despertado el estudio de Azofobacter.

Efecto de Azotobacter sobre el rendimiento vegetal. La
mayoria de la informacion actual concemiente al efecto
que ejerce Azotobacter en el rendimiento vegetal, fue
obtenida a partir del estudio de diversos cultivos en India.
Se mencionan a continuacién los resultados sobre
rendimiento en cercales, mostaza y algodon. Asi, experi-
mentos realizados en macetas con suelo del campo, arena
y vermiculita, bajo condiciones controladas e inoculadas
con A chroococcum, dieron como resultado un
incremento en el peso y en el contenido de nitrogeno de las
paniculas en el pasto Setaria italica. Sin embargo, la
inoculacién en el campo dio como resultado un incremento
en rendimiento no significativo de solo 8% (Yahalom et
al., 1984).

La inoculacion con Azotobacter sp. de plantas de avena
contenidas en macetas no incremento el rendimiento de las
plantas. Sin embargo, tanto el incremento de nitrogeno
total en suelo al final del experimento como el equilibrio
positivo de N en la rizosfera fueron estadisticamente
significativos. La cantidad de nitrogeno acumulado en el
suelo fue similar a la concentracion de N adicionado como
fertilizante (Shabaev et al., 1991).

La inoculacion de semillas de mostaza con A
chroococcum en presencia de urea originé un incremento
tanto en rendimiento como en absorcion de nitrogeno. Esto
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puede ser atribuible no solo a la capacidad de la bacteria
para fijar nitrogeno, sino también a la promocion del
crecimiento de la raiz (Poi ef al., 1988).

En algodén, Azotobacter incrementd ligeramente el
contenido de aceite de la semilla. Otros beneficios fueron:
a) promocion en la germinacion asi como en el vigor de
las plantulas germinadas, y b) reduccién del nimero de
semillas germinadas anormalmente o muertas. La
inoculacion incremento el rendimiento de la semilla de
algodon en 19%, debido a un incremento en el namero de
capsulas de algodon por planta (Pandey ef al., 1989a,b).
Casi todos los estudios han demostrado efectos positivos
como resultado de la inoculacion con Azotobacter. Sin
embargo, este panorama es probablemente subjetivo, ya
que no existe un inoculante comercial de Azofobacter,
probablemente debido a la existencia de resultados
negativos nunca publicados. La mayoria de la
informacion que existe ha sido publicada en revistas
agricolas de divulgacion en la anterior Unién Soviética,
las cuales no exigen el analisis estadistico de los datos,
repeticion de resultados, o metodologia cientifica. Esta
falta de informacién impide evaluar adecuadamente el
potencial de Azotobacter como promotor del crecimiento
vegetal. :

Sobrevivencia en la rizosfera. Existen pocos estudios
que reportan la presencia de Azofobacter en la rizosfera, a
pesar de ser una bacteria muy comin del suelo. En suclos
del Este canadiense casi el 90% de las bacterias
diazotroficas aerobicas pertenecian a la especie A.
chroococcum o a miembros de la familia = Azoto-
bacteraceae. El nivel poblacional vario entre 10* y 10°
bacterias por gramo de suelo. Ni el tipo de suelo ni la
presencia de trigo y pasto provoco un incremento en el
nivel poblacional (Kole ef al., 1988).

En la rizosfera de plantas de algodén, sorgo y trigo,
Azotobacter resultd ser la bacteria diazotrofica libre mas
comtn. Su poblacién vari6 entre 2.0 x 10° y 1.1 x 10
bacterias por gramo de suelo (Sindhu y Lakshminarayana,
1986).

Azotobacter sobrevivié mejor en la rizosfera de cebada
inoculada cultivada en suelo complementado con basura
organica compostada que en suelos no abonados (Negi ef
al., 1987). En cultivo de tejido de raices de trigo invernal,
Azospirillum y Pseudomonas cepacia colonizaron mejor
la raiz que Azotobacter (De Freitas y Germida, 1990).

La evidencia acumulada hasta ahora, la cual se encuentra
muy dispersa, confirma que Azotobacter no es una verda-
dera bacteria asociativa. Probablemente las condiciones de
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cultivo o ambientales la obligan a trasladarse del suclo a
la rizosfera de manera temporal.

Inoculacion mixta de Azotobacter con Rhizobium o
Azospirillum. Existen varios trabajos que demuestran que
el inoculante compuesto por Azotobacter y otras bacterias
fijadoras de nitrogeno, promueve el crecimiento de
plantas. Cultivos mixtos de Azotobacter y Rhizobium
Japonicum incrementaron el nimero de nodulos en raices,
el peso fresco de los nodulos, el peso seco de las plantas
de soya, asi como la fijacion simbidtica de nitrogeno (EI-
Bahrawy, 1983). La inoculacion de Sesbania
(leguminosa) con R sesbani y A. chroococcum ylo A.
vinelandii, incremento significativamente la actividad de
la nitrogenasa (El-Gamal, 1992).

Los valores mas altos de actividad nitrogenasa
(determinada a través del ensayo de reduccion de
acetileno) en raices se registraron en tratamientos que
incluian una inoculacion compuesta de Azotobacter y
Azospirillum. La inoculacion con una sola de estas
bactenas no produjo ningun efecto sobre el crecimiento de
plantas de trigo y cebada; sin embargo, una inoculacion
mixta incremento significativamente el crecimiento vegetal
(Fayez. 1990).

Actividad hormonal. Azospirillum y Azotobacter tienen
la capacidad de sintetizar hormonas vegetales reguladoras
del crecimiento las cuales, a su vez, pueden alterar el
metabolismo vegetal y. eventualmente, incrementar el
rendimiento de los cultivos.

En el sobrenadante de un cultivo de Azorobacter, aislado a
partir de raices del frijol comin y plantas de tomate, se
encontro acido indol acético junto con otros derivados
no identificados de auxinas y giberilinas (El-Bahrawy,
1983; Mahmoud ¢ al., 1984).

Se probo el efecto de Azotobacter como productor de
hormonas sobre el crecimiento vegetal. La cepa de A.
chroococcum, productora de citoquinina, se inoculd en
suelo (invernadero) con plantas de maiz y precursores
sintéticos de citoquinina. La combinacion de precursores
de citoquinina v A. chroococcum resulté ser la mas
efectiva en promover el crecimiento vegetativo del maiz, al
compararse con la sola aplicacion de A. chroococcum. El
peso scco de raices, tejidos de brotes y varios otros
parametros de crecimiento se incrementaron hasta cinco
veces comparado con los controles. La promocion en el
rendimiento vegetal se le atribuyd principalmente a la
produccion de citoquininas por parte de A. chroococcum
(Nieto y Frankenberger, 1991).

Algunos trabajos han indicado la posibilidad de la
existencia de especificidad en la asociacién Azofobacter-

planta. Azotobacter paspali presenta especificidad al
pasto de forraje Paspallum, a la vez que incrementa el
crecimiento de esta planta (Abbas y Okon, 1993a,b). Se
encontraron variaciones en la respuesta de algunos
cultivos a la inoculacion con diferentes cepas de A.
chroococcum (Rajakumar y Lakshmanan, 1990). Los
tipos de planta que se favorecieron por su asociacion con
Azotobacter tenian metabolismo C.. Esta respuesta
favorable posiblemente se debid a la produccion de
exudados radiculares lo cual satisface la demanda de
Azotobacter por un sustrato organico para la fijacion de
nitrogeno (Ela ef al, 1982). A pesar de ésto, la poca
diversidad de especies de Azorobacter encontrada en 200
suelos diferentes aporta evidencia contra la especificidad
de la interaccion Azofobacter-planta (Kole ef al., 1988).
Pesticidas. Por razones economicas, la mayoria de las
practicas agricolas modemas utilizan una amplia variedad
de herbicidas y pesticidas, los cuales pueden afectar a
otros microorganismos que contribuyen a la fertilidad del
suelo. El efecto varia dependiendo del compuesto, asi
como de la preparacion del mismo. Algunos no ejercen
ningun efecto sobre los microorganismos, otros retardan
procesos fisiologicos especificos, mientras que otros
estimulan la actividad microbiana. En la Gltima década se
han escrito pocos estudios relacionados sobre
interacciones herbicida-Azotobacter. En uno de ellos, el -
herbicida pre-emergente (adicionado antes de que la planta
emerja a la superficie) "Alachlor" (2-cloro-N-(2,6-
dietilfenil)-N-metoximetilacetamida) estimulé las pobla-
ciones de Azotobacter bajo condiciones de campo
(Mohammad, 1984). Se demostrd que A chroococcum y
A. vinelandii son muy sensibles al contacto con el
herbicida  Sethoxydim (2] I (etoximino)]-5-[2-etiltio)-
propil}-3-hidroxo-2-ciclohexenon-1). En general. varios
parametros fisiologicos de A. chroococcum se inhibieron,
mientras que en el caso de A. vinelandii estos mismos
parametros fueron estimulados al utilizar determinadas
concentraciones del herbicida. En relacion a la fijacion de
nitrégeno Sethoxydim estimuld intensamente la actividad
de A. chroococcum (Roslycky, 1990). Por otro lado, el
herbicida "Arelon" (N-[4-isopropilfenil]-N', N'-dimetil-
urea) nhibio la fijacion de nitrogeno de A. chroococcum y
de A. vinelandii (Gadkari, 1987).

Bacillus (no incluye cepas utilizadas como agentes de
control biologico)

Generalizando, bacterias de la rizosfera del género
Bacillus son considerados rizobacterias promotoras del
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crecimiento en virtud a su actividad como agentes de
control biologico de patogenos del suelo. Esta concepcion
erronea probablemente se origind de la informacion
existente sobre el famoso aniquilador de insectos, Bacillus
thuringiensis, el cual es comercialmente utilizado para el
control de aquéllos. De hecho, algunas bacterias del
género Bacillus tales B. megaterium, B. polymyxa y B.
circulans son promotores del crecimiento a través de
mecanismos diferentes al control de patogenos tales como
fijacion de nitrogeno y solubilizacion de fosfato. En
muchos casos, es complicado determinar los mecanismos
por medio de los cuales estas bacterias promueven el
crecimiento de las plantas.

Efectos de Bacillus sobre el crecimiento vegetal. Se
estudiaron dos de los efectos que Bacillus puede provocar
en plantas inoculadas: (i) emergencia mejorada, e (i)
incremento en el crecimiento del follaje. Para que una
cepa posea potencial comercial es necesario que presente
las dos, o por lo menos la ultima caracteristica. Algunos
ejemplos demostraron estas premisas.

~ Al inocular la bacteria diazotrofica B. circulans (aislada
de la rizosfera del maiz) a plantas de maiz cultivadas en el
campo en regiones templadas y bajo cultivo intensivo, se
increment0 significativamente el rendimiento del grano del
maiz por planta (7%), el peso seco total (3%), y el
nitrogeno total del grano (4%) y de la planta (14%) (Berge
et al., 1990).

La inoculacion de semillas de pino con B. polymyxa
increment6 significativamente el peso seco de raices y
brotes de las plantulas. La promocion del crecimiento de
la plantula de pino esta en funcion del tamafio (alrededor
de 10° ufc/g) de la poblacion bacteriana en la rizosfera
(Holl y Chanway, 1992).

La inoculaciéon de semillas de abeto blanco Picea glauca
con B. polymyxa bajo condiciones de vivero, incremento
significativamente  (8%) el mnumero de plantulas
emergidas; sin embargo, disminuy6 el peso seco de los
brotes (8%) y de la raiz (16%) en plantas de cuatro meses
(ONeill et al., 1992b). Estos resultados sugieren que los
efectos que provoca la inoculacion con Bacillus sobre la
emergencia de plantulas y sobre el crecimiento, son
independientes, y que bacterias promotoras del proceso de
emergencia pueden inhibir el subsecuente crecimiento de
la plantula. Esta es una gran desventaja para la tecnologia
de la inoculacion. Sin embargo, ya que las compaiiias
comerciales evalian cepas de Bacillus como posibles
agentes de control bioldgico, es probable que de esta
busqueda surgan otras cepas promotoras del crecimiento.

Efectos hormonales inducidos por la inoculacion con
Bacillus. Estudios preliminares demostraron que, al igual
que Azospirillum y Azotobacter, Bacillus produce
reguladores de crecimiento, afectando asi ¢l crecimiento
vegetal.

B. cereus, aislada de la rizosfera de arboles de manzana,
promovio significativamente el crecimiento de plantulas,
posiblemente a través de la produccion de sustancias
analogas a IAA, en presencia y ausencia del hongo
patogeno Pythium en las raices (Selvadurai ef al., 1991).
La inoculacion de trigo con Bacillus promovio el
crecimiento, bajo diferentes condiciones de cultivo tales
como ensamblados estériles, macetas no estériles, y en
campo. Algin factor no termoestable debe estar
involucrado ya que al autoclavear las células de Bacillus
se inhibid el crecimiento; sin embargo, el agregar el
sobrenadante fue tan efectivo como el agregar células
completas. No se aclaré si fue debido a la presencia de
hormonas. Se pudo detectar IAA en el sobrenadante,
mas la adicion de IAA exdgeno, no produjo ningin efecto
sobre el crecimiento de las plantas (Chanway y Nelson,
1990).

La inoculacion de plantas de trigo con Bacillus
increment6 ¢l peso de las raices de trigo al igual que la
incorporacion de acido giberélico sintético en las camaras
de crecimiento hechas de papel y plastico (“"pouches").
Ademas, el agregar a las camaras los filtrados celulares
junto con células bacterianas muertas,  provoco
respuestas vegetales similares a las producidas al agregar
células vivas (Kucey, 1988).

Inoculacion mixta de Bacillus con otros
microorganismos. Se ha estudiado la interaccion entre
Bacillus con los simbiontes de leguminosas, Rhizobium y
Bradyrhizobium y con hongos micorrizicos en plantas de
bosque. Se han publicado muy pocos estudios
relacionados con el tema.

En plantulas del pino Pinus contoria Douglas la
inoculacién con el hongo micorrizico Wilcoxina mikolae
provoco una disminucion en el nimero de brotes (11%) y
en la biomasa radicular (4%). La inoculacién unica de
Bacillus no tuvo efecto sobre la biomasa de la plantula o
sobre el contenido de nitrogeno en el follaje. Al comparar
la inoculacion conjunta de micorrizas y Bacillus con la
inoculacion tinica del hongo, se observo lo siguiente: (1) un
nivel de infeccién por micorrizas similar al obtenido con la
inoculacion tunica de los hongos, v (i) se obtuvo, no
obstante, una mayor biomasa de brotes (12%) y de raiz
(11%) con la inoculacién conjunta (Chanway y Holl,
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1991). Estos resultados demostraron que por medio de
una interaccion sinergista se indujo el crecimiento vegetal,
no como resultado de un mayor numero de micorrizas
sino que sélo parcialmente como resultado de la actividad
de fijacion de nitrogeno asociada.

La inoculacién conjunta de hongos micorrizicos y algunas
bacterias benéficas, incluyendo a Bacillus sp., en
plantulas del abeto Douglas dio como resultado un
incremento en la generacion de micorrizas en raices cortas
(Duponnois y Garbaye, 1991).

La inoculacion conjunta de una cepa de Bacillus
productora de antibiéticos con rizobios resistentes a €sos
antibioticos, ha sido propuesta como una forma de
promover la colonizacion de los rizobios y nodulacion de
leguminosas. Este efecto benéfico se manifestd con el
nivel de colonizacién alcanzado por Rhizobium meliloti en
el incremento en ¢l nimero de nodulos, asi como en el
rendimiento de la alfalfa. Se observaron los mismos
efectos con Bradyrhizobium japonicum pero en plantas
de sova. Debido a que los mutantes no-productores de
antibioticos del género Bacillus no lograron promover la
colonizacion ni la nodulacion de raices de alfalfa por R
meliloti, se considera que el beneficio obtenido como
resultado de esta inoculacion doble se debe a la pro-
duccion de antibidticos de la bacteria "ayudante".
Permanece incierto si el efecto es debido a la actividad de
control biologico de Bacillus sobre organismo(s)
patogeno(s), o a la inhibicion generalizada de la
microflora de la rizosfera (Li y Alexander, 1990). Las
semillas de soya tratadas con cepas con actividad de
control biologico de B. cereus, incrementaron su nimero
de nodulos al desarrollarse en el campo. Se demostro que
este efecto no guarda relacion alguna con el control
biologico, ya que este efecto tambicn fue demostrado en
suelo estéril (Halverson y Handelsman, 1991).

La inoculacion conjunta de Bacillus con otros
microorganismos es una linea de investigacion
prometedora que debe ser estudiada mas a fondo. En esta
interaccion. Bacillus participa como "bacteria ayudante”,
permitiendo que el principal microorganismo benefactor
lleve a cabo sus funciones de promotor del crecimiento
vegetal de manera optima.

Solubilizacién de fosfato por Bacillus. La adicion de
fosforo es la base de cualquier practica agricola, ya que el
fosfato es uno de los principales iones consumidos por las
plantas. Los fertilizantes fosfatados, especialmente los
complejos, son relativamente caros y lejos del alcance de
la mayoria de los agricultores de paises en via de
desarrollo. Por otro lado, la roca fosforica no es cara y

esta a la disposicion de todos. El problema es que el
fosforo presente en esta roca no esta disponible para las
plantas; por e¢llo la importancia de las bactenas
solubilizadoras de fosfato. La mayoria de las revisiones
sobre la habilidad de las especies de Bacillus para
solubilizar fosfato insoluble y hacerlo disponible para
leguminosas, arroz y sorgo provienen de India.

B. subtilis y B. circulans disuelven una gran cantidad de
fosfato tricalcico. La inoculacion de frijol con estas cepas
promovid: a) la nodulacion por parte de los rizobios, b) el
contenido de fosfato disponible en suelos aluviales, c) la
biomasa de raices y brotes, d) el rendimiento de paja y
grano, v ¢) la absorcion de nitrogeno y fosforo por las
plantas. Como fuente de fosforo, se recomienda la
utilizacion de roca fosforica para aquellas zonas agricolas
de bajos recursos, por ser mas barata que el fertilizante
comercial (Gaind y Gaur, 1991).

La inoculacion de frijol Yorimon con Rhizobium
increment6 significativamente la absorcion de nitrogeno
por parte de la planta; sin embargo, se obtuvo mayor
respuesta  al inocular simultancamente Rhizobium. la
bacteria solubilizadora de fosfato B. polymyxa, y el hongo
micorrizico Glomus fasciculatum. Esta inoculacion triple
dio como resultado un incremento en la produccion de
materia seca vy en la absorcion de fosfato al compararse
con los resultados obtenidos a partir de inoculaciones
dobles o tinicas, combinando cualquiera de los organismos
ya mencionados. Las cepas G. fasciculatum y B.
polymyxa fueron muy cficientes al inocularse en plantas
cultivadas en suelo con fosfato insoluble (Poi er al.
1989).

En cultivo de arroz la inoculacion mixta de B. circulans y
B. subtilis y la aplicacion de estiércol con o sin roca
fosforica, dio como resultado un incremento en el mivel de
fosforo disponible en la rizosfera, asi como en la
absorcion de fosforo y contenido de materia seca (Banik y
Dey, 1985).

Una inoculacion mixta de Azospirillum brasilense y las
bacterias solubilizadoras de fosfato B. polymyxa o P.
striata en plantas de sorgo cultivadas en el campo dio
como resultado un incremento significativo en el
rendimiento del grano (46% y 40%), materia seca (34% y
64%) y en la absorcion de fosforo (52% y 47%) al
compararse con los resultados obtenidos a partir de
inoculaciones unicas de cualquiera de los organismos
mencionados (Alagawadi y Gaur, 1988, 1992).

El gran éxito obtenido en India con la utilizacion de
bacterias solubilizadoras de fosfato (Algawadi y Gaur,
1988, 1992) debe servir de motivacion a investigadores de
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otras partes del mundo para utilizar este tipo de bacterias
en sus inoculantes. Debe promoverse particularmente en
paises en via de desarrollo, los cuales generalmente
cuentan con depositos de roca fosforica y carecen de
fondos para comprar fertilizantes fosfatados.

OTRAS BACTERIAS ASOCIATIVAS CON
POTENCIAL PARA SER BPCP

Existe poca informacion sobre las especies de
bacterias asociativas que se describen a continuacion. Sin
embargo, se exponen brevemente aquellas bacterias
BPCP potenciales para practicas agricolas futuras.

Klebsiella y Enterobacter

Algunas plantas xerofitas, colonizadoras de dunas,
deben establecerse rapidamente en la arena, antes de que
el viento las desprenda. Estas plantas se consideran de
importancia como estabilizadoras de la conformacion de
costas, ya que, al crecer sobre las dunas, evitan que el
viento cambie la conformacion de las mismas. La
inoculacién de Uniola paniculata L. con Klebsiella
pneumoniae no contribuy6 con nitrégeno a la planta; sin
embargo, se incremento el crecimiento de raices y el
tamafio de la espiga mayor (43% y 3%, respectivamente).
La inoculacion bacteriana logré ademas incrementar el
nivel de colonizacion radicular de los hongos micorrizicos
vesiculo-arbusculares (15 %) al compararse con plantas
inoculadas solamente con los hongos. K. preumoniae
logré incrementar la germinacion de esporas (15%) vy el
crecimiento de las hifas de Glomus deserticola (400%)
(Will y Sylvia, 1990).

Se analizo la capacidad de algunas cepas de
Enterobacter agglomerans, E. aerogenes, E. cloacae, K.
pneumoniae, v K. terrigena aisladas de plantas o
humanos, para incrementar el crecimiento en pastos por la
produccion de auxinas y compuestos relacionados con el
indol. Cada uno de los aislamientos enterobacterianos
logré incrementar significativamente el namero de pelos
radiculares de Poa pratensis. No se encontro diferencia
entre el efecto causado por bacterias aisladas de vegetales
y las aisladas de humanos. La sustancia bioactiva resulté
ser una auxina, acido indol-3-acético. El analisis de los
filtrados bacterianos demostrdé que los aislamientos
enterobacterianos produjeron al menos 10 compuestos
indol, detectandose la auxina mencionada en el 88% de los
filtrados (Haahtela et al., 1990).

La inoculacién de plantas de arroz con K. oxytoca dio
como resultado un incremento de un 6 % en el peso
de la planta, incrementandose ¢l contenido de nitrégeno de
las plantas hasta en un 8% (You ef al., 1986).

Se midi6 la actividad de la nitrogenasa de las
bacterias asociativas K. pneumoniae y E. agglomerans,
aisladas de pastos finlandeses, en presencia de varios
herbicidas. La actividad de la nitrogenasa de K
preumoniae se inhibié en presencia de herbicidas tipo
acido fenoxi. En presencia del mismo tipo de herbicida, la
actividad de la nitrogenasa de E. agglomerans se vio
incrementada en un 10-50% (Haahtela ef al., 1988).

Las cepas de Klebsiella se adhirieron a las raices de
la graminea norteamericana "bluegrass" (Poa pratensis) y
al pasto Festuca rubra con mayor fuerza a los pelos
radicales que a la superficie de la zona de elongacion y a
la capa mucilaginosa de la raiz. No se observo adhesion a
las c€lulas epidermales localizadas entre los pelos
radicales. La inoculacion de K. pneumoniae a plantulas
de P. pratensis, ocasioné cambios morfologicos en las
raices. Las raices de plantas infectadas se cubrieron por
completo de pelos radicales, los cuales, en muchos de los
casos, s¢ encontraban deformados y ramificados
(Haahtela et al, 1986). Dos tipos de fimbrias de K
prneumonia 'y de E. agglomerans actuaron como
intermediarios en la adhesion de las bacterias a las raices
de P. pratensis (Haahtela et al., 1985).

Acetobacter diazotrophicus

Esta especie ha sido recientemente descrita
(Cavalcante y Débereiner, 1988; Gillis ef al, 1989); es
una bacteria endofitica asociada de manera natural a
raices, tubérculos y tallos de cafa de azicar y camote. Se
cultiva en un medio de cultivo rico en sacarosa. 24 cepas
de A. diazotrophicus fueron aisladas a partir de tejidos
internos de fallos y raices de 24 variedades de cafia de
azicar obtenidas de diferentes regiones geograficas en
Meéxico (Caballero-Mellado y Martinez-Romero, 1994).
Después de 15 dias de ser inoculada se observo
colonizacion bacteriana externa en raices y ramas
inferiores de cafia de azucar, particularmente en cavidades
de las coyunturas de las raices laterales. Las bacterias
penetraron en los tejidos radicales a través de células
sueltas en las puntas radicales. Después de 15 dias las
bacterias se encontraban en los vasos del xilema en la
base del tronco (James ef al.. 1994). A. diazotrophicus en
particular tiene un gran potencial a nivel comercial, ya que
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aparentemente provee todos los requerimientos de
nitrogeno de la cafia de azicar cultivada en Brasil. Esta
area de estudio debe ser considerada con énfasis, ya que la
cafa de azicar es uno de los cultivos proveedores de
combustibles mas prometedores del futuro. En Brasil, la
cafia de azicar es el cultivo mas importante, ya que se
utiliza en la produccion de etanol, utilizado como
combustible para vehiculos.

La inoculacion mixta de A. diazotrophicus y €l hongo
micorrizico Glomus clarum en camotes micropropagados,
promovié la generacion de esporas en mayor cantidad que
con la inoculacion tunica del hongo micorrizico. Las
plantas inoculadas con esporas de hongos, las cuales a su
vez fueron inoculadas con bacterias, mostraron
incremento en el numero de esporas formadas dentro de
las raices. A. diazotrophicus colonizo (in vitro) las partes
de las plantas de camote expuestas al aire y las de cafia de
azicar (en suelo no esterilizado) solo al ser inoculadas en
conjunto con micorriza vesiculo-arbuscular (MVA) o al
estar presentes en esporas de MVA (Paula ef al., 1991).
Plantulas micropropagadas de cafia de azicar inoculadas
con esporas de VAM con bacterias diazotroficas, tenian
un mayor numero de bacterias que aquellas plantulas
inoculadas solamente con bacterias. Se observo un efecto
similar, con excepcion de la colonizacion de partes a€reas,
en sorgo dulce (Paula er al., 1991). La produccion de IAA
de A. diazotrophicus fue 100% mayor que la produccion
de IAA de Azospirillum lipoferum. El efecto de A
diazotrophicus sobre el crecimiento de plantas de papa se
debid a una promocion en el proceso de micorrizacion,
dandose en consecuencia una asimilacion mas cficiente de
los nutrimentos, mas que por fijacion de nitrogeno (Paula
etal., 1992).

Estos resultados sugieren que A. diazotrophicus
gjerce efectos positivos sobre las plantas a través de
mecanismos alternos a la fijacion de nitrogeno al ser
inoculado en conjunto con esporas de MVA. Esta
combinacion puede ser de utilidad en plantas propagadas
vegetativamente o por medio de semillas. La posibilidad
de introducir microorganismos diazotroficos en raices
vegetales por medio de esporas de MVA abre un nuevo
campo para la biotecnologia.

Serratia sp.
Cepas diazotroficas del género Serrafia incre-

mentaron significativamente el crecimiento de trigo en ex-
perimentos en maceta y en el campo. Se cree que este

género esta bien representado en la rizosfera de trigo de
climas templados (Ruppel, 1991).

Alcaligenes faecalis de la rizosfera del arroz

El arroz puede crecerse bajo condiciones aerobias o
anaerobias dependiendo del sistema de cultivo utilizado
(inundacion de las parcelas o no-inundacion). Casi todos
los grupos importantes de bacterias diazotroficas pueden
crecer bajo ambas condiciones. La gran mayoria de
bacterias asociadas a raices de arroz en China pertenecen
a la familia Enterobacteriaceac o a los generos
Pseudomonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Derxia y Flavobacterium.

El diazotrofo A. faecalis, aislado a partir de raices de
arroz, se encuentra ampliamente distribuido en suclos
inundados de China (You ef al., 1991). La mayor parte de
la poblacion se encontré en la capa mucilaginosa de la
superficie radical. Cerca de un 10% de las bacterias
acumuladas en la superficic penetraron a los espacios
radicales intercelulares. Algunas bacterias penetraron
dentro de las células vegetales, donde se multiplicaron y
fijaron nitrogeno. Estudios de microscopia electronica
demostraron que A. faecalis crecio dentro de la célula
radical. Callos inoculados con bacterias crecieron bien en
medio de cultivo sin fuente de nitrogeno; sin embargo. los
callos no inoculados murieron a los treinta dias, posible-
mente debido a la falta de fuente de nitrogeno (You y
Zhou, 1989; You et al., 1991).

Azoarcus sp.

Azoarcus sp. (Reinhold-Hurek er al. 1993) fue
aislada en Pakistan a partir del pasto Kallar, el cual crece
en suelos salinos de potencial agricola marginal Se estimo
el namero poblacional de bacterias diazotroficas en el
interior de la raiz v en el rizoplano del pasto Kallar. Se
demostr6 que Azoarcus fija nitrogeno (Hurek e al., 1987,
Reinhold ef al., 1986, 1987) y coloniza el pasto Kallar y
plantas de arroz inter- ¢ intracelularmente.

La colonizacion es acompaifiada de una matnz
extracelular. No todas las raices fueron penetradas, y la
penetracion fue mayor en la zona de elongacion de las
partes jovenes del sistema de raices. El proceso de
colonizacion aparentemente termind con la formacion de
colonias grandes tanto intra- como intercelularmente. La
base del tallo sirve de inéculo para raices secundarias
nuevas. Probablemente estas bacterias estan emparen-
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tadas con micorrizas vesiculo-arbusculares (Hurek et al.,
1991).

Ya que toda la informacion que concierne a esta
asociacion ha sido producida por un solo equipo de
investigacion, el cual no ha realizado hasta la fecha
ningin experimento sobre incremento de crecimiento o
rendimiento, se¢ desconoce si se trata de un nuevo
representante de BPCP, o se trata simplemente de una
bacteria de la rizosfera.

Cianobacterias

Se probo la habilidad de cianobacterias heterocisticas,
fijadoras de nitrogeno, de los géneros Nostoc, Anabaena y
Cylindrospermum para asociarse con raices de plantulas
de trigo cultivadas en cultivo liquido. Se reconocieron dos
tipos de asociaciones: (i) Asociaciones laxas de filamentos
bacterianos creciendo entre pelos radicales, tipica de
aislamientos de Anabaena. (i) Asociaciones firmes de
microcolonias en asociacion intima con la superficie
radical, exclusivas de ciertos aislamientos pertenecientes
al género Nostoc. Las diferencias de magnitud de la
actividad diazotrofica entre cianobacterias libres 'y
asociadas, aunado a los efectos de incorporacion de
nitrato, indican que la actividad de la nitrogenasa puede
ser influenciada por la planta y/o sus productos (Gantar ef
al., 1991). La inoculacién de plantulas del mangle negro
Avicennia germinans con la cianobacteria Microcoleus,
incrementd la actividad de fijacion de nitrogeno de
plantulas inoculadas asi como su crecimiento (Toledo y
Bashan, 1994).

Bacterias oxidantes del azufre

El azufre elemental es frecuentemente utilizado como
fertilizante. Este fertilizante de azufre debe ser oxidado a
sulfato antes de ser asimilado por las plantas.

El nimero de bacterias heterétrofas que oxidan azufre
fue mayor en suelo de la rizosfera de trigo y canola
(Brassica campestris) que en suelo no asociado a raices
(Grayston y Germida, 1991). 18 cepas de este grupo de
bacterias incrementaron el peso seco de vainas (en mas del
100%) v brotes (alrededor del 80%) en plantas maduras.
Algunos aislamientos lograron incrementar el area de la
hoja en presencia de sulfato e incrementar la absorcion de
otros elementos, mientras que otros aislamientos
inhibieron el crecimiento de los hongos patogenos de
canola Rhizoctonia solani y Leptosphaeira maculans. De
esta manera, parece ser que algunas bacterias oxidantes

del azufre estimulan el crecimiento de canola promoviendo
la absorcion de minerales de azufre, hierro y magnesio,
mientras que en otros casos parece que también
intervienen efectos de antibiosis (Grayston y Germida,
1991).

Bacterias hipersalinas de la rizosfera

A partir de plantas xerofitas de una salina espafiola se
lograron aislar varias especies de bacterias Gram
positivas tales como: Micrococcus, Staphylococcus,
Planococcus, Bacillus, Arthrobacter, Corynebacterium,
Brevibacterium, Nocardia, y otros aislamientos no
identificados. Como representantes de bacterias Gram

" negativas se encontraron Pseudomonas, Alcaligenes,

Flavobacterium, Acinetobacter, Halobacterium. Las
bacterias anaerobias facultativas encontradas fueron
cepas de Vibrio y especies no identificadas de la familia
Enterobacteriaceae (Quesada ef al., 1982). La mayoria de
estas bacterias eran moderadamente halofilas. La
explicacion a este fenomeno debe estar relacionada con la
heterogeneidad del habitat del suelo, en el cual la salinidad
puede variar abruptamente de un microhabitat a otro en el
tiempo. Como resultado de esta heterogeneidad, aquellos
organismos muy especializados serian eliminados por el
proceso de seleccion natural, o se encontrarian en bajos
niveles poblacionales, favoreciéndose la presencia de
organismos haléfilos moderados (Quesada ef al., 1982).
En la actualidad los ambientes salinos son poco utilizados
como suelos agricolas. Sin embargo, el potencial de estas
areas marginales no sera ignorado por mucho tiempo en
areas con alto crecimiento poblacional y bajo ingreso.

Bacterias patogenas diazotroficas

Generalizando, las bacterias patogenas en vegetales
son parasitos que obtienen sus nutrimentos del huésped;
por lo tanto, no es de esperarse que fijen nitrogeno,
actividad que requiere un gran costo energetico.

Herbaspirillum seropedicae es una especie de
bacteria cuyos representantes son conocidos como
fijadores de nitrogeno. Fue aislada en Brasil en 1986 a
partir de raices de cereal donde en condiciones naturales
coexiste con Azospirillum (Baldani et al, 1986). H.
seropedicae caus6 sintomas de la enfermedad "mottled
stripe" (manchado en franjas) en sorgo y pasto Napier,
mientras que con Pseudomonas rubrisubalbicans,
patdgeno débil emparentado con H. seropedicae, s¢
observaron los mismos sintomas pero en caiia de azicar
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(Pimentel e al., 1991). Estas dos especies, junto con
Agrobacterium tumefaciens (Kanvinde y Sastry, 1990),
son los unicos agentes patogenos conocidos como
fijadores de nitrogeno. Se desconocen las ventajas que su
actividad diazotrofica ofrece a estos organismos, y si es
posible considerarlos BPCP debido a su actividad
diazotrofica.

CONCLUSIONES

El nimero de bacterias presentes en la rizosfera con
potencial de ser BPCP, es mucho mayor que el nimero
de azospirilos y rizobios en conjunto. Se cuenta con
informacién fragmentada sobre diferentes especies y al
generarse mas informacion, se descubre mayor potencial
para su uso en la agricultura. Se considera que el estudio
de las bacterias oxidantes del azufre y las bacterias
solubilizadoras de fosfato son areas de investigacion
prometedoras. El potencial de Acefobacter, el cual
reemplaza la fertilizacion de nitrogeno en cafia de azucar,
"el cultivo energético”, es de suprema importancia debido
a que el etanol es un importante generador de divisas en
Brasil. Lo mismo ocurre con las cepas de Azotobacter 'y
Bacillus ya mencionadas, las cuales merecen ser
consideradas de nuevo, utilizando las nuevas técnicas de
inoculacion desarrolladas para Rhizobium y Azospirillum.

Una de las dificultades principales que enfrenta el
investigador en esta area de trabajo es la dificultad que
representa el registro de una nueva especic. Este factor
desalienta a los investigadores, especialmente de paises
subdesarrollados, a reportar sobre bacterias nuevas con
potencial. Probablemente, en beneficio del descubrimiento
de aislamientos nuevos y mas eficientes, la comunidad
cientifica deberia aligerar los requerimientos para la publi-
cacion de especies nuevas. Ello alentaria a estudiosos de
la sistematica a colaborar en la descripcion de los nuevos
aislamientos. Se ha publicado recientemente un ejemplo
pionero de lo expuesto anteriormente (O'Neil et al,
1992a).

Ya que en la actualidad la liberacion al ambiente de
bacterias disefiadas por la ingemieria genética esta
estrictamente regulada, la estrategia seguida por muchos
investigadores y por las industrias de inoculantes es la
busqueda de cepas con potencial.

En conclusion, aunque no se dispone de la suficiente
informacion cientifica y agronomica que pudiera atraer el
interés de la industria de inoculantes, y analizando los
resultados obtenidos hasta ahora, los investigadores deben
asumir que pronto encontraran BPCP con potencial

agricola que tengan influencia positiva sobre el
crecimiento vegetal.
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Interactions between Plants and Beneficial Microorganisms
I1L. Techniques for isolation and characterization of mycorrhizae fungi
and plant growth-promoting bacteria
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RESUMEN

Se describen a) técnicas de aislamiento para hongos
endomicorrizicos, ectomicorrizicos y para bacterias
promotoras de crecimiento en plantas BPCP, b) medios de
cultivo para los diferentes grupos bacterianos, y ¢)
técnicas tradicionales y modemas de caracterizacion €
identificacion de BPCP.

Palabras clave: Andlisis del perfil proteico, bacterias
diazotréficas,  bacterias  halofilicas, espermosfera,
fragmentos  de  restriccion, homologia,  hongos
ectomicorrizicos, hongos endomicorrizicos, rizosfera,
sideroforos.

SUMMARY

This review describes the details of: (i) techniques
for isolation of endo- and ectomycorrhizae fungi and
for Plant Growth-Promotion Bacteria. (i) Culture
media for the different tvpes of bacteria. (iii)
Traditional and modern techniques for identification
and characterization of Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria.
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INTRODUCCION

La biotecnologia ha abierto nuevas posibilidades para
la introduccion de microorganismos benéficos en suelos
con el fin de promover el crecimiento de plantas y llevar a
cabo un control biologico de patogenos presentes en
suelos (Bashan y Levanony, 1990; Kloepper et al.. 1989).
Dada la actual posicion legislativa del mundo occidental,
es poco probable que en un futuro cercano se lleve a cabo
la liberacion al ambiente de microorganismos producidos
por la ingenieria genética. Por lo tanto, el aislamiento y
seleccion de microorganismos (con actividad promotora
de crecimiento en plantas, con alta capacidad de sobre-
vivencia en suelo y de colonizacion radical, versatilidad
metabolica, etc.) presentes de manera natural, continia
interesando a institutos biotecnologicos y a la industria de
inoculantes. Ademas de simbiontes del grupo de los
rizobios, se ha encontrado que algunos grupos de
bacterias asociadas a raices, llamadas "Bacterias
Promotoras de Crecimiento en Plantas, BPCP" (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR), también
promueven el crecimiento de ciertas plantas. Las BPCP
comprenden a los siguientes generos: (i) Pseudomonas y
Bacillus los cuales inhiben el crecimiento de micro-
organismos patogenos o deletéreos (control biologico)
(Kloepper et al., 1988; Kloepper er al., 1989) y. ()
bacterias que promueven directamente el crecimiento de
plantas, tales como Azospirillum, Herbaspirillum.
Enterobacter, Acetobacter, Azotobacter y Pseudomonas
(Bashan y Levanony, 1990, Cavalcante y Débereiner,
1988: Kole ef al, 1988) asi como muchos otros
aislamientos obtenidos de la rizosfera, los cuales todavia
no han sido identificados. La capacidad de los hongos
micorrizicos para promover ¢l crecimiento de plantas esta
bien documentada (Ferrera-Cerrato, 1993).

En general, no hay algin sitio especifico para
localizar BPCP, va que todas las raices vegetales s¢



212 TERRA VOLUMEN 14 NUMERO 2, 1996

asocian con numerosas especies de microorganismos, ya
sea patogenos o benéficos. Ademas, los requerimientos
nutricionales y ambientales de estos microorganismos son
tan diversos, que no existe un método generalizado que
permita aislar cualquier especie de BPCP o de hongos
micorrizicos. Por lo tanto, se han desarrollado una
variedad de métodos, sobre todo en los ultimos veinte
afios. Para cste trabajo se han seleccionado una serie de
estrategias Utiles y practicas: (i) El mejor lugar para
buscar un agente de control biolégico es en el mismo
nicho ecologico donde se localiza el patogeno que se
quiere combatir (Kloepper et al., 1988; Tipping ef al.,
1989); (it) Se pueden aislar BPCP a partir de antecesores
silvestres de la planta de interés y utilizar estos
aislamientos para mocular plantas cultivadas (M.
Feldman, sin publicar); (ii) Cuando se introduce al suclo
alguna planta de interés, se¢ puede enriquecer
artificialmente la poblacion de BPCP en la rizosfera y asi
facilitar su recuperacion (Y. Bashan, sin publicar); (iv)
BPCP con potencial para el control biolégico son selec-
cionadas con base en su produccion de sideroforos o
antibioticos observada in vitro (Kloepper ef al., 1988); (v)
De las miles de bactenas aisladas al azar de la rizosfera de
- diversos habitats, muchas son seleccionadas por su
capacidad para incrementar el crecimiento de plantas sin
tomar en cuenta su posicion taxonomica. Este tipo de
enfoque es comun en programas industnales llamados
R&D, investigacion .y desarrollo, (Research and
Development) (Kloepper et al., 1989).

Habitats de hongos micorrizicos

La asociacion mutualista que se lleva a cabo entre las
raices de las plantas superiores y los hongos, lo que se
conoce como micorriza, posibilita mediante mecanismos
bioquimicos, una mayor absorcion de nutrimentos,
principalmente fosforo, y ademas magnesio, calcio,
potasio, azufre, fierro, cobre, boro y manganeso. La
asociacion también permite tolerancia al estrés hidrico.
Las micorrizas s¢ dividen en ectomicorriza (micorriza en
vaina, la que se caracteriza por tener un manto compacto
de hifas que cubre las raices cortas con una red micelial,
que crece entre las células corticales llamada Red de
Hartig) y endomicorrizas cuyo tipo mas comun es la
vesiculo-arbuscular (V-A) la cual forma sus estructuras
dentro de las células corticales de la raiz (Ferrera-Cerrato
et al., 1993).

La endomicorriza V-A esta ampliamente distribuida
en todo el remno vegetal (98%) por lo que es muy dificil
encontrar plantas que no estén colonizadas con este tipo
de hongos. Propagulos endomicorrizicos pueden colec-
tarse en cualquier época del afio en raices de plantas
hospederas anuales, perennes o herbaceas, o lefiosas y en
todo tipo de suelo (Ferrera et al., 1993).

La asociacion micorrizica tiene una amplia distri-
bucion por lo que puede hallarse frecuentemente en
diversas areas ecologicas tales como campos cultivados,
campos virgenes, bosques, pantanos, etc. (Gonzilez-
Chavez, 1993).

AISLAMIENTO DE BPCP

Fundamento: Las bacterias que colonizan el interior de las
raices son distintas a las que colonizan la superficie de las
raices (Van Peer ef al., 1990). Por esta razon, para el
aislamiento de cada grupo se siguen estrategias diferentes.

Aislamiento de bacterias que colonizan la superficie
radicular

1) Después de lavar perfectamente las raices con agua
corriente y después con agua destilada estéril varias veces,
se embeben las raices por un periodo de 10 minutos en
una solucion amortiguadora de fosfatos y sal (PBS,
phosphate-buffered saline) K,HPO,-KH,PO, 10mM,
NaCl0.14 M, pH 7.2. Después se cortan las raices en
pedazos pequefios (3 cm), se colocan en el medio o medios
de enriquecimiento seleccionados (descritos posterior-
mente) y se incuban a 25-30°C por una o dos semanas
hasta que el crecimiento sea evidente (Kremer et al.,
1990).

ii) Las bacterias colonizadoras de la superficic radical
pueden también ser aisladas agitando los pequefios
pedazos de raiz durante 10 minutos, en un agitador
girador mecanico o vortex. Las raices deben estar
suspendidas en PBS o en una solucién amortiguadora de
fosfatos y peptona la cual contiene, por litro: peptona,
1.0 g; K,HPO,, 1.21 g; KH,PO,, 0.34 g (Lalande ef al.,
1989). Otros diluyentes que se pueden utilizar como
alternativa son: PBS mas Tween 20 al 0.025%, Tween 40
al 0.01%, (Kremer et al., 1990) o caldo de soya tripticasa
al 0.1% (TSB, tryptic soy broth) (Hagedom er al., 1989,
Lalande et al., 1989). Las muestras diluidas se colocan
en el medio apropiado y se incuban a la temperatura
seleccionada.
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Aislamiento de bacterias que colonizan la parte interna
de la raiz

Se esteriliza la superficie radicular embebiendo las
raices en etanol 95% (v/v) durante 1 min y posterior-
mente en HgCl, al 0.1% (p/v) acidificado y después se
lavan con agua destilada estéril minimo diez veces (De
Freitas y Germida, 1990). Otros procedimientos de
desinfeccién que se ofrecen como alternativa son: i) Se
embeben las raices en alcohol etilico al 70% durante 5
min, después en hipoclorito de sodio al 6.25% durante 10
min y por ultimo se enjuagan varias veces con agua
destilada estéril (Lalande et al., 1989) o ii) se embeben las
raices en H,0, (10%; 15 s) y se enjuagan tres veces con
solucion acuosa de MgSO, (0.1 M) (Van Peer ef al,
1990).

Posteriormente se suspende el material vegetal en
PBS 0.05 M o solucién acuosa de MgSO; 0.1 M y se
muele en un mortero o se homogeneiza con un
homogenizador a velocidad alta durante 1-3 min, (100 ml
de PBS por cada 5 g de peso fresco de raices). El
homogeneizado se puede filtrar con una tela de algodén
estéril (Lindberg y Granhall, 1984). Se preparan alicuotas
diluidas o no diluidas para ser colocados en el medio de
enriquecimiento previamente seleccionado.

Un método de aislamiento alternativo, es tomar las
raices ya estériles y colocarlas sobre agar nutritivo
suplementado con glicerol al 1% para verificar si la
superficie radicular esta estéril. Se cortan las raices
longitudinalmente y se colocan en el medio de enrique-
cimiento seleccionado, preferentemente suplementado con
glucosa (las bacterias productoras de acidos que
metabolizan la glucosa parecen dominar en la parte
interna de la raiz) y se incuban hasta que el crecimiento
sea evidente (Lalande ef al., 1989). Después del periodo
de incubacion, 0.1 ml del medio rico en bacterias se
dispersa en el medio solido que ha sido seleccionado y
se incuban de nuevo a la misma temperatura. Los
cultivos aislados se deben de estriar varias veces en el
mismo medio solido hasta obtener crecimientos
bacterianos puros.

Aislamiento de BPCP diazotroéficas

Modelo espermosfera (Thomas-Bauzon ef al., 1982).

Fundamento; El modelo espermosfera consiste en
germinar una semilla en la obscuridad la cual libera
exudados en un medio sin fuentes de carbono y de
nitrogeno. La plantula es después inoculada con diluciones

de suelo ¢ incubada bajo una atmésfera con acetileno.
Este sistema es interesante por lo siguiente: i) La plantula
provee a las bacterias de fuentes de carbono utiles
impidiendo asi la presencia de fuentes de alimento
indeterminadas y ii) la plantula en crecimiento consume la
fuente de nitrogeno disponible a través de la actividad
diazotrofica bacteriana, manteniendo un medio altamente
selectivo y libre de fuentes de nitrogeno.

Procedimiento:

1. Se muelen 10 g de suelo de la rizosfera (raices y el
suelo que se les adhiere) en un mortero y se afora a 100ml
con PBS procurando mantener un margen no mayor de
dos horas después del muestreo. Se deben preparar
diluciones decimales adicionales del homogeneizado en
PBS.

2. Las semillas desinfectadas se colocan en tubos de 35
ml conteniendo 5 ml de medio semi-solido al 0.3% agar,
sin fuentes de nitrogeno y de carbono (el medio se describe
en la seccion sobre medios de cultivo). Los tubos
espermosfera se guardan en la obscuridad a 28°C (o a otra
temperatura que se considere conveniente) durante una
semana. Los tubos con un brazo adyacente conteniendo 2
ml de NaOH 1 N, se pueden utilizar como trampa de CO;
cuando sea necesario.

3. Cuando los coledptilos miden 1 cm o mas de altura.
los tubos se inoculan con las diluciones obtenidas en ¢l
paso #1, utilizando alicuotas de 0.5 ml. Una inoculacion
mas temprana resulta en muerte prematura de las
plantulas. Una inoculacion oportuna permite percatarse
de contaminacion ocasionada por una desinfeccion
inadecuada de las semillas.

4. El nimero de bacterias diazotroficas se determina por
el Método del Numero Mas Probable (MPN) (Postgate,
1969). La estimacion se basa en el numero de tubos
nitrogenasa-positivos (diez réplicas para cada dilucion)
detectados por ¢l ensayo de reduccion de acetileno (Hardy
etal., 1968).

5. El contenido de los diez tubos que resultaron ser
etileno-positivos en las diluciones mas altas, se combina,
se homogeneiza, se diluye en series decimales (10°-107) y
se siembra en medio sin fuente de nitrogeno (Omar er al..
1988: Rennie, 1981) en botellas de suero planas (120 ml o
mas). Se incuban en acetileno al 1% durante 4-8 dias (el
proceso de combinar todos los tubos y la homogenei-
zacion, evitan los problemas que puede ocasionar el
transferir un pedazo pequefio de raiz a un tubo de dilucion
alta). Las colonias que se desarrollen en el medio solido
deben de ser escogidas individualmente, purificadas de
manera convencional en medio sin fuente de nitrogeno y




su capacidad para fijar nitrogeno debe ser examinada
como arriba se describe. En algunos casos es necesario
hidrolizar parcialmente el material capsular utilizando
NaOH 0.5 6 0.1N para la eliminacion de contaminantes.
Limitaciones de la técnica: Esta técnica no da un
panorama completo de la comunidad de bactenas
fijadoras de nitrgeno de la rizosfera y sblo nos
proporciona un bosquejo de la concentracion y naturaleza
de las bacterias diazotréficas mas abundantes.

Medios de enriquecimiento semi-solidos para el
aislamiento de bacterias diazotréficas microaerofilicas
(Dobereiner, 1988; Débereiner y Day, 1976).
Fundamento: Los medios semi-sOlidos sin fuente de
nitrogeno son la clave para el aislamiento de algunas
bacterias diazotroficas microaerofilicas asociadas a raices.
Las técnicas que utilizan estos medios son muy sencillas y
utiles cuando hay abundancia de bacterias diazotroficas
asociadas a raices. Se pueden obtener cultivos puros con
solo algunos pasos de purificacion y sin muchas
dificultades. Esta técnica se utilizo en el descubrimiento
de cuatro cepas de Azospirillum, Campilobacter
nitrofigilis, Herbaspirillum seropedicae, algunas Pseudo-
monas  diazotroficas, Acetobacter diazotrophicus 'y
Bacillus azotofixans.

Procedimiento:

1. Se colocan pedazos de raiz intactos (0.5-1.0cm) en los
medios semi-solidos (agar al 0.05% o menos) NFb, OAB
o BL (descritos posteriormente) y se incuban sin agitacion
durante 2-5 dias a 25-35°C. (A temperaturas mas bajas se
debe prolongar el tiempo de incubacion.) Al término del
periodo de incubacion se podra observar una pelicula
blanca bacteriana formada 2-10 mm abajo de la
superficie. Se debe evaluar la capacidad de fijacion de
nitrogeno del cultivo de enriquecimiento por medio del
ensayo de reduccion de acetileno (Hardy et al., 1968).
Hay que tener especial cuidado en mantener intacta la
pelicula, ya que de lo contrario se interfiere con la
actividad de la nitrogenasa. Se logra obtener cultivos casi
puros despiies de 1-3 subcultivos en el mismo medio,
seguidos de la siembra por estria de cultivos de 24 horas
sobre el mismo medio sélido (Débereiner y Day, 1976).

2. (Para el aislamiento de la bacteria diazotrofica
Acetobacter asociada a la cafia de azicar): Las raices y
tallos de la cafia de azicar se lavan en agua corriente, se
maceran en una licuadora y se preparan diluciones
seriadas en una solucion de sacarosa al 5% y se incuban
en medio semi-solido (descrito después). Continue como
se indica en el procedimiento 1 (Cavalcante y Dobereiner,
1988).
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MEDIOS DE CULTIVO PARA EL
AISLAMIENTO DE BPCP

Medios no selectivos para el aislamiento de bacterias
de la rizosfera

Fundamento: El medio comin TSA descrito posterior-
mente recupera una amplia variedad de bacterias acrobias
y anaerobias facultativas Gram-positivas y Gram-
negativas (Hagedom et al., 1989). Sin embargo, se
recomienda llevar a cabo el proceso de aislamiento
utilizando simultaneamente diferentes medios de cultivo,
ya que un solo medio no-selectivo permitira recuperar solo
una pequefia porcion de la poblacion de BPCP presentes.
1. Medio TSA (agar soya tripticasa) diluido diez veces
(1/10) para bacterias heterdtrofas. Contiene caldo de soya
tripticasa, 3 g; v agar, 15 g (Hagedom ef al., 1989). Se
puede aislar una poblacion mas diversa de bacterias de
suelo o de otros sitios utilizando el mismo medio pero
diluido 100 veces (1/100; 0.3g TSA) (Tipping et al,
1989).

2. El medio TSA contiene (g/l): extracto de came 3.0,
extracto de levadura 3.0; peptona de caseina 15.0;
peptona de came 5.0; lactosa 10.0; sacarosa 10.0; glucosa
1.0; citrato NH; Fe™ 0.5; NaCl 5.0; tiosulfato de sodio
0.5; rojo fenol 0.024; agar 12.0; agua destilada 1000 ml;
pH=74 (Stolp y Gadkari, 1986). La eliminacion de
bacterias Gram-positivas en TSA al 1/10 se logra
agregando 2 pg/1 de cristal violeta (Tipping ef al., 1989) 6
1.2 g/l de lauril sarcosinato de sodio (SLS) al medio S1
(descrito en la seccion sobre aislamiento de pseudomonas
fluorescentes).

Los medios de cultivo siguientes pueden utilizarse
simultaneamente para lograr una recuperacion de las
poblaciones mas comunes de BPCP.

1. El medio selectivo para el aislamiento de
Pseudomonas (Stolp y Gadkari, 1986) se basa en el
medio TSA suplementado con (pg/ml): fucsina basica, 9,
nitrofurantoina, 10; acido nalidixico, 23; y con (mg/ml):
cyclohexamida, 0.9; TTC (cloruro de trifeniltetrazolium),
1.4. El medio base TSA es suplementado con fucsina
basica y TTC antes de esterilizarse. El 4cido nalidixico y
la nitrofurantoina se esterilizan por filtracion, utilizando
filtros de membrana de 045 pm y se agregan
asépticamente al medio TSA estéril. La ciclohexamida se
puede esterilizar por filtracion o agregarse directamente
como polvo no estéril.

2. Las bacterias corineformes y otras bacterias Gram-
positivas sc aislan en el medio D-2 (Kado y Heskett,
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1970) el cual se suplementa con dicromato de potasio (50
mg/l) y ciclohexamida (100 mg/l) para promover la
selectividad del medio 6 sobre agar rojo de metilo para
bacterias Gram-positivas.

3. El medio King B para Pseudomonas contiene: (g/1):
proteosa peptona no. 3 (Difco), 20; glicerol, 10 ml;
asparagina, 2.25; K;HPO,, 1.5; MgS0,4.7H,0, 1.5; agar,
15 (King et ai., 1954). La temperatura de incubacion es
30°C.

Todos los medios arriba mencionados pueden ser
suplementados con benomyl, 20 mg/ml (Benlate, 50% PA
Dupont, USA) o Nistatina v actidiona (50 mg de cada uno
por litro) para reducir el crecimiento de hongos.

Medios para el aislamiento de Pseudomonas
fluorescentes

Fundamento: Las Pseudomonas fluorescentes (P. putida
y P. fluorescens) son un grupo de bacterias muy amplio
que se encuentran en la rizosfera de varias plantas de
cultivo. Pueden ser aisladas facilmente en los siguientes
medios de cultivo:

1. Medio B de King modificado, suplementado con los
antibidticos (mg/l): cloramfenicol, 5; cyclohexamida, 75,
novobiocina, 45; vy penicilina G, 75000 unidades
(Kloepper et al., 1988)

Comentarios: i) La resistencia a los antibioticos
recomendados no es unicamente en Pseudomonas. i) El
medio B de King original es aceptado como un medio de
diagnostico para la deteccion de fluorescencia, sin
embargo, no ¢s muy apropiado para el aislamiento de
estas bacterias ya que no es selectivo.

2. El medio D4 (Kado v Heskett. 1970) contiene (g/1):
glicerol, 10.0 ml; sacarosa, 10.0; hidrolizado de caseina, 1
g, NH,CL, 5.0 g; dodecil sulfato sodico (SDS), 0.6 g (para
eliminar no-pseudomonas); Na,HPO, (anhidro); agar,
15g. Este medio es ¢l mas ampliamente utilizado, sin
embargo, muchas otras bacterias Gram-negativas pueden
crecer en €l y no se puede observar fluorescencia.

3. El medio S1 (Gould er al., 1985) contiene (g/1): agar,
18; sacarosa, 10 glicerol, 10 ml; casamino acidos
(leCO)- 50., Na.HCO;, 10., MgSO47H20., 105 KQI‘IP()q,
2.3: lauril sarcosinato de sodio (SLS), 1.2; y 20 mg de
trimetropima, (5-[(3.4,5-trimetoxifenil) metil]-2.4- pirimi-
dina-diamina)(Sigma). El pH final del medio es entre 7.4 y
76.

Comentarios: i) Se agrega la trimetropima después de
esterilizar por autoclave y dejar enfriar el medio. ii) Este
medio tiene varias ventajas sobre otros medios utilizados

para el aislamiento de Pseudomonas fluorescentes ya que
provee consistentemente de una alta selectividad y buen
porcentaje de recuperacion al procesar muestras obtenidas
de diferentes habitats. Se puede observar fluorescencia al
inicio del aislamiento.

Medio para el modelo espermosfera (Omar er al.,
1988).

Solucion A (mg/l): H;BO,, 750; ZnS0,.7H;0, 550;
C0S0,.7H,0, 350; CuS0..4H,0, 22; MnCl,.4H,0, 10;
agua destilada 1000 ml.

Solucion B (g/1): FeS0,.7H,0, 0.8; MgS0,.7H;0, 4.0;
Na;Mo00,.2H,0, 0.118; CaCl,.2H,0, 4.0; EDTA, 0.8;
solucion A, 4 ml; agua destilada 996 ml.

Solucién final (g/1): KH,PO,, 1.8; K;HPO,, 2.7; solucion
B, 50 ml; Agar nobel, 5; agua destilada, 950 ml; pH
ajustado a 6.8 con KOH; esterilizar en el autoclave.

El medio sin fuente de nitrogeno utilizado para el
modelo espermosfera contiene: (g/l): extracto de levadura
como iniciador de crecimiento, 0.1; almidon, 5; glucosa,
5. manitol, 5; acido malico, 3.5; mas el medio basal
descrito anteriormente (Berge et al., 1991) o el medio
descrito a continuacion, el cual contiene varias fuentes de
carbono.

Medio para el aislamiento de bacterias diazotréficas

(Rennie, 1981)

Fundamento: Este medio combinado fue disefiado para
incorporar los componentes quimicos comunes de los
medios sin fuente de nitrogeno mas utilizados, ya que la
composicion basica de estos medios es muy similar. Se
incluyd manitol para favorecer el crecimiento de
Azotobacter sp., biotina y acido p-aminobenzoico para
Bacillus sp. Se agregé el extracto de levadura para
proveer a las bacterias de una fuente de nitrégeno con
factores de crecimiento organicos miscelaneos iniciadores
del crecimiento sin llegar a inhibir la reduccion de
acetileno.

Solucion A: K;HPO,, 0.8 g; KH,PO4, 0.2 g; NaCl, 0.1 g;
Na,FeEDTA, 28 mg; Na,M00,.2H,0, 25 mg; extracto de
levadura, 100 mg; manitol, 5 g; sacarosa, 5 g; lactato de
sodio, 0.5 ml (60%, v/v) agua destilada, 900 ml.

Solucion B (g): MgS0,.7H,0, 0.2; CaCl,, 0.06; agua
destilada 100 ml. Las soluciones se esterilizan por
separado, se dejan enfriar y se mezclan. A esta nueva
solucion se agrega biotina (5p/1) y acido p-aminobenzoico
(10p/1) esterilizados por filtracion y el pH final se ajusta a
7.0.
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Medios para el aislamiento de Azospirillum

Fundamento: El medio mas cominmente utilizado para el
aislamiento de Azospirillum es el medio NFb semi-solido
(Débereiner y Day, 1976; Dobereiner ef al., 1976). Se
han desarrollado varias modificaciones utiles y se
mencionan a continuacion.

1. Medio NFb =

(g/l): DL-acido malico, 5; KOH, 4; K;HPO. 0.5;
MgSO4.7HgO, 02. CaClz, 002, NaCl, Ol, FCSO4.7H20,
0.5; (mg/l): NaMo00,.2H,0, 2; MnS0,H;0, 10; solucién
de azul de bromotimol al 0.5% (disolver en etanol o en
solucion acuosa de KOH 0.2N); utilizar 2 ml por litro de
medio de cultivo; agar, 0.0175-0.5%; 1000 ml agua
destilada, pH 6.8 (Dobereiner y Day, 1976). Auln
suplementado con extracto de levadura a bajas
concentraciones (0.002-0.005%), este medio previene el
crecimiento de contaminantes y permite la formacién de
colonias bajo condiciones aerobias (Débereiner, 1988). En
algunos casos donde el acido malico-KOH inhibe el
crecimiento de las bacterias, éste puede reemplazarse con
10 g/l de succinato de sodio o sacarosa al 0.5% (Tyler et
al., 1979). El azul de bromotimol se puede sustituir con
purpura de bromocresol al 0.001% (New y Kennedy,
1989).

2. Medio OAB (Okon ef al., 1977)

Fundamento: Este medio modificado es mas apropiado
para el crecimiento de Azospirillum que para su
aislamiento. No es muy selectivo para este género, pero
provee mayor capacidad amortiguadora que el medio
original. Incluye en su composicion quimica micro-
elementos, una concentracion limitada de NH, para iniciar
el crecimiento en condiciones aerobias y una pequefia
cantidad de extracto de levadura para acortar la fase de
latencia (lag phase) del crecimiento y contribuir a un
crecimiento vigoroso. Se puede utilizar en forma liquida,
semi-solida (0.05% agar) o solida. Para ¢l crecimiento
optimo de Azospirillum (esto no es estrictamente
necesario) en medio liquido, se debe mantener el cultivo a
una presion de oxigeno constante de 0.005-0.007 atm bajo
una atmosfera de N, mezclada con aire.

Solucion A: (g/1) DL-acido malico, 5; NaOH, 3; MgSO..
TH,0, 0.2; CaCl,, 0.02; NaCl, 0.1; NH,CI, 1; extracto
de levadura, 0.1; FeCl;, 0.01; (mg/l) NaMo0.,.2H,0, 2;
MnSO,, 2.1; H;BO;, 2.8; Cu(NO;),3H,0, 0.04;
ZnS0,.TH;0, 0.24; disolver en 900 ml agua destilada.
Solucién B: (g/1) K;HPO,, 6; KH,PO,, 4; agua destilada,
100 ml.

Después de esterilizar y enfriar, se mezclan las dos
soluciones. El pH del medio ¢s 6.8.

Comentarios: El FeCl; puede ser reemplazado por 10 ml
de Fe(IlD-EDTA (0.66%, P/V, en agua). Este medio
puede ser suplementado con 10 ml de una solucion de
vitaminas para mejorar su capacidad para aislar bacterias
microaerofilicas heterétrofas fijadoras de nitrogeno. La
solucién de vitaminas contiene por litro: D- biotina (200
mg), pantotenato de calcio (40 mg), mioinositol (200 mg),
niacinamida (40 mg), acido p-aminobenzoico (20 mg),
hidrocloruro de piridoxina (40 mg), riboflavina (20 mg),
dicloruro de tiamina (4 mg) y son esterilizados por
filtracion (Reinhold ef al., 1986).

3. Medio semi selectivo NFb-rojo congo (Rodriguez
Caceres, 1982)

Este medio es basicamente el medio NFb suplementado
con 15 ml/l de solucion acuosa de rojo congo (1:400)
esterilizada por separado.

Comentarios: Este medio permite reconocer las colonias
de Azospirillum facilitando el aislamiento, ya que las
colonias se¢ tifen de rojo obscuro o escarlata, con
caracteristicas coloniales tipicas; otras bacterias de suelo
no absorben el rojo congo.

4. Medios BL y BLCR (Bashan y Levanony, 1985)

Estos dos medios semiselectivos se basan en el medio
OAB. El medio BL es medio OAB suplementado con
(mg/l) de sulfato de estreptomicina, 200; ciclohexamida,
250; deoxicolato de sodio, 200, y cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio, 15. EF medio BLCR es medio BL
suplementado con una solucion acuosa de rojo congo (1-4
g).

Comentarios: Estos medios son apropiados para el
aislamiento de Azospirillum a partir de la rizosfera, ya
que las colonias son faciles de reconocer, especialmente en
el medio BLCR. Sin embargo, algunas cepas de A.
brasilense no pudieron crecer en este medio (Horemans et
al., 1987) y, en general, el crecimiento de Azospirillum en
el medio BLCR, es significativamente mas lento que en el
medio OAB original (aproximadamente 10 dias de
incubacion).

Medio para el aislamiento de bacterias diazotréficas
halefilicas (Reinhold ez al., 1986; 1987)

(g/1) acido DL-malico, 5; KOH, 4.8; MgS0,.7H0, 0.25;
CaCl,, 0.22; NaCl, 1.2; Na;SO,, 2.4; NaHCO;, 0.5;
K;S0.,, 0.17; Na,COs, 0.09; Fe(llI)-EDTA, 0.077,
K;HPO,, 0.13; extracto de levadura, 0.02; (mg/1) biotina,
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0.1; Na3M004.2H30, 2 MIIC134H20, 02, HgBO], 02,
CuCl,.2H,0. 0.02; ZnCl,, 0.15; agar 2-8 g; 1000 ml de
agua destilada. El pH del medio es 8.5. El acido malico,
KOH vy el agar se disuelven en la mitad del volumen total
y se esterilizan. La solucion de sales se esteriliza por
filtracion después de disolver los ingredientes en la mitad
del volumen total. Después de centrifugar el medio, se
descarta el precipitado. La formula permite pequefias
alteraciones en las concentraciones de los reactivos
(Reinhold et al., 1987).

Medio para el aislamiento de bacterias halofilicas
(Quesada et al., 1982)

Fundamento: Las bacterias de la rizosfera de plantas
xerofitas en suelos hipersalinos (5.0-10.7% NaCl) pueden
ser aisladas alterando la concentracion total de sales del
medio a 9, 50, 100, 200 y 250 g/l.

El medio base contiene 200 g/l de sales totales y se
compone de (g/1): NaCl 158.9: MgCl, 13.8; MgSO, 20.9;
CaCl, 1.5; KCl 4.2; NaHCO; 0.2; NaBr 0.5.

Estas mezclas basicas de sales pueden ser
suplementadas con alguno de los tres medios descritos a
continuacion (g/1): 1) Peptona P (Oxoid), 10. i1) Extracto
de levadura, 10; Proteosa Peptona (Difco). 5; glucosa, 1.
ii) Extracto de levadura, 5; glucosa, 1; y extracto de
suelo. El extracto de suelo se prepara esterilizando
volimenes iguales de suelo de jardin con su
correspondiente mezcla de sales: después de decantar, se
filtra a través de papel de filtro y se agrega al filtrado el
resto de los nutrimentos. Los valores de pH se ajustan a
7.5 con KOH.

Medio para el aislamiento de Acetobacter (Cavalcante y
Daobereiner. 1988)

Fundamento: Este medio semi-solido esta basado
principalmente en el medio NFb al cual se le hicieron
algunas modificaciones para crecer Acetobacter la cual
tolera condiciones acidas en el medio.

Solucién A: (g/l) cafa de azicar (o sacarosa O
glucosa), 100; MgS0..7H,0, 0.2; CaCl,.2H;0, 0.02;
FeCl. 6H,0, 0.01; agar, 2.2 (mg/l) Na;M00..2H;0, 2.
solucion al 0.5% (disuelta en 0.2 N KOH) de azul
bromotimol. 5 ml: agua destilada, 900 ml.

Solucién B: (/1) K.HPO. 02: KH;PO. 06: agua
destilada, 100 ml.

Comentarios: Se recomienda esterilizar las dos soluciones
por separado y mezclarlas después de enfriarse. Despucs

se acidifica ¢l medio con 4cido acético a un pH de 4.5.
Para la purificacion de los aislamientos, se suplementa el
medio con 0.02 g de extracto de levadura y 15 g de agar.
El proceso de aislamiento puede ser mas eficiente
adicionando jugo de cafa al 1%. Las colonias presentan
un color anaranjado oscuro.

Medio para el aislamiento de bacterias diazotroéficas
marinas (HGB)

Fundamento: El medio HGB se basa en el medio OAB
(Okon et al, 1977) modificado para el aislamiento de
bacterias marinas. Se considera util para el aislamiento de
vibrios diazotréficos (Holguin et al., 1992).

Solucion A: (2/890 ml de agua destilada) acido DL-
malico, 5; NaOH, 3; MgS0..7H;0, 3; CaCl,, 0.02; NaCl,
20: extracto de levadura, 0.1.

Solucién B: (solucion concentrada o "stock". g/500 ml
agua destilada) FeCls, 0.5: Na;Mo00;.2H;0, 0.1; MnSO,,
0.105: HyBO:, 0.14; CuCl,.2H,0, 0.0014; ZnS0,.7H;0.
0.012.

Solucién C: 100 ml PBS 0.39 M, pH 7.6.

10 ml de la solucion (B) se agregan a la solucion (A) y se
esterilizan. Después de enfriarse, se mezcla esta solucion
con la solucién amortiguadora (C), la cual debe
esterilizarse por separado.

Medios para el aislamiento de Bacillus

Las especies de Bacillus se seleccionan sometiendo
las diluciones bacterianas a tratamientos de calor (100°C)
por periodos de 15 minutos antes de proceder con la
siembra sobre medio TSA solido diluido diez veces
(Tipping et al., 1989).

Medio para el aislamiento de Azotobacter (Kole et al.,
1988).

Fundamento: El medio no contiene fuente de nitrogeno y
s basa en la utilizacion de extracto de suelo y de manitol
como fuente de carbono.

Composicion (g/1): KHPOs, 1.0; MgS0,.7TH,0; 0.2;
NaCl. 0.2: FeSOs. 7TH,0, 0.005; extracto de suelo, 100
ml; agua destilada, 900 ml; agar, 15;y manitol, 20. El pH
se ajusta a 7.6 con NaOH antes de esterilizar. El manitol y
el FeSOs se esterilizan por separado y se agregan al resto
del medio al enfriarse. El extracto de suelo se prepara de
la siguiente manera (Page. 1986): El material que no s
suelo se descarta mediante tamizado y el suelo se



pulveriza asépticamente. El suelo pulverizado (10g) se
agita con 90 ml de agua destilada estéril durante 15 min.
Un mililitro de esta suspension se diluye en 9 ml de NaCl
al 0.85% y un mililitro de ella se siembra en medio libre
de nitrogeno. Las placas se incuban durante 4-5 dias a
26°C.

AISLAMIENTO DE HONGOS
ENDOMICORRIZICOS

Fundamento: Las esporas producidas por los hongos
endomicorrizicos V-A y localizadas en el suelo son de
gran importancia ya que al no poder crecer éstos en
cultivos axénicos, es necesario inocularlos a una planta
hospedero. Para lograr este fin, se requiere la separacién
de esporas del suelo, tratando de obtener una muestra que
contenga la méaxima cantidad de ellas (98-100% de
extraccion). Previo a la inoculacion es necesaria llevar a
cabo la identificacion del hongo, la cual también sélo es
posible mediante sus esporas o esporocarpos. La
colonizacién producida también puede identificarse por
medio de la observacion microscdpica, por ejemplo, unas
especies producen solo colonizacion arbuscular, otras
vesiculas lobuladas y otros rasgos anatomicos de un
hospedero especifico. Sin embargo, la identificacion de las
distintas especies en cada género esta basada en la
caracterizacion motfologica de las esporas, en donde se
considera tamafio, color, forma, estructura citoplasmatica,
estructura superficial, niimero de paredes, grosor de éstas,
entre otros caracteres,

Para describir las especies de los hongos
endomicorrizicos o probar su efectividad, se deben de
propagar las esporas aisladas con el fin de obtener
cultivos puros en cantidades masivas de una sola cepa. La
noculacion de plantas hospederas es la tinica forma de
asegurarse que se aislaron esporas de hongos que forman
la endomicorriza vesiculo-arbuscular.

Muestreo

Para determinar la poblacion de esporas en el suelo se
toman muestras de la rizosfera de la planta o de la capa de
material organico. Se puede utilizar un tubo de metal de 3
cm de didmetro interno, el cual se introduce en forma
vertical al suelo. La muestra estd integrada por la zona
correspondiente a 4-8 cm de profundidad, aunque en
especies vegetales con raices profundas pueden ser mas de
20 cm. Dicha muestra se conserva en bolsas de plastico
almacenada a 4-10°C hasta su procesamiento.
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Extraccion de esporas

El método de tamizado y decantacién (Gerdemann y
Nicolson, 1963) permite la extraccién de esporas en un
buen porcentaje y es un método muy utilizado. La
desventaja es que no ofrece una buena separacion de
esporas del material organico.

El método de centrifugacion en sacarosa (Jenkins,
1964) tiene como objetivo la mejor separacion de las
esporas del suelo y del material organico, ya que facilita el
aislamiento y la identificacion. Su desventaja es que el
decantado, agua y material organico puede contener
muchas esporas que se pierden, y la solucién de sacarosa
puede dafiar a las esporas si no se elimina rapidamente.

Identificacién de esporas

La identificacion de las esporas se basa en: extraccion
de esporas, examen de las esporas al MICroscopio
estereoscopico, preparacion de laminillas, observacion
microscopica y el uso de guias tentativas y finales.
Preparacion de laminillas.- En cada preparacién se
colocan de 20 a 25 esporas intactas y otro tanto de
esporas rotas sutilmente, para observar su tipo de pared.
El medio de montaje que se recomienda es la mezcla de
alcohol polivinilo-acido lactico (PVL) compuesta por
alcohol Polivinilo, 56 ml; acido lactico, 22 ml: glicerol, 22
ml, ya que es ¢l que menos afecta la morfologia de las
esporas. El medio de montaje utilizado puede provocar
cambios trascendentales en las esporas y en su
identificacion final, lo que afecta notablemente la
observacion de la morfologia de la pared.

Observacion microscopica.- Se caracteriza la superficie de
la espora, la presencia de saculo esporifero, la forma de la
hifa sustentora, color y forma de la espora. Los diferentes
tipos de pared que existen en una espora han sido
esquematizados por Morton (1986).

Uso de guias tentativas y finales.- Schenck y Pérez (1990)
publicaron informacion acerca de la identificacion de
especies de hongos formadores de endomicorriza V-A,
conjuntando todas las especies identificadas y un resumen
con caracteristicas recién incluidas de cada una de ellas.

Técnicas de propagacion

Para la propagacién del inoculante se recomiendan
plantas de crecimiento rapido (ciclo vegetativo corto), que
desarrollen un sistema radical amplio con un peso fresco
de mas de 50 g, que el follaje tenga cobertura minima para
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que la densidad de plantas por unidad de area sea mayor,
exigencia moderada en el riego y que sea altamente
susceptible a la colonizacion micorrizica. En la Seccién de
Microbiologia de Suclos del Colegio de Postgraduados, en
Montecillo, México, se utilizan plantas como cebolla
(Allium cepa), frijol comun (Phaseolus vulgaris), frjol
ayocote (Phaseolus coccineus), alfalfa (Medicago sativa)
y maiz (Zea mays).

Todas las técnicas para la propagacion de cepas
micorrizicas se basan en la inoculacion de esporas, raices
colonizadas o mezclas de ambas:

1.- Método de embudo (Gerdemann, 1955). Se hace un
embudo de aluminio y se coloca algodén en la parte
terminal de un embudo de vidrio. Se llena el embudo con
arena de cuarzo y se colocan de 20 a 50 esporas iguales.
Se siembran semillas desinfectadas superficialmente y se
agrega agua destilada y esterilizada. Cuando germina la
semilla en el embudo, se coloca en un matraz Erlenmeyer
con agua destilada. 15 dias después, el embudo se
sumerge en una solucion nutritiva (Long Ashton) por un
periodo de 24 horas la cual contiene los siguientes
ingredientes: NaNO,, 0.808g; Ca(NO;),.4H;0, 0.944g;
NaH,PO,H,0, 0.184g; MgS0,7H,0, 0.368g;
MnS0.4H.0, 00022g; CuSO0.5H,0, 0.00025g;
ZnS0.7H,0, 0.00029g; H;BO;, 0.00310g; NaCl,
0.00590g; (NH.)sMo;0.:.4H,0, 0.000088 g citrato
férrico al 1%, 2ml; agua destilada, 1000 ml. Después de
24 horas se vuelve a colocar el embudo en agua destilada.
Al mes de crecimiento, se evalia la colonizacion.

2.- Método de inoculacion en invernadero. El suelo
fumigado se coloca en una maceta desinfectada con
formaldehido al 0.1% y posteriormente con alcohol. La
maceta se llena hasta tres cuartas partes de su capacidad
total. El inéculo endomicorrizico se coloca en una capa
homogénea, en la parte superior de la maceta debajo de
una capa pequeiia de suelo fumigado. Las macetas se
llenan hasta su capacidad total con suelo fumigado. Se
procede a la siembra con semillas desinfectadas. Se
mantiene bajo condiciones de invernadero de tres a cinco
meses.

3- Método utilizado en el CIAT-proyecto Micornza
(Sieverding, 1991). Este método se utiliza para propagar
cepas aisladas. Se usan vasos con capacidad de 200 g que
contienen suelo, cuyas condiciones quimicas correspondan
en forma aproximada con las del sitio original de donde
proviene la cepa. Dicho suelo se esteriliza en autoclave. Se
hace un hoyo de 2 a 3 cm de profundidad en el suelo y se
colocan en ¢l de 25 a 50 esporas. Se tapa el hueco y se
siembra la semilla desinfectada de Pueraria phaseoloides.

Posteriormente se agrega el equivalente a 12.5 kg P, 40 kg
Ny 25 kg Mg ha’. La solucion de fertilizante utilizada
tiene ademas un inoculo de Rhizobium. Las plantas se
dejan crecer seis semanas y después se transplantan a
macetas de 3 kg de capacidad que contienen ¢l mismo
suelo al puesto en los primeros vasos.

Evaluacion de la colonizacién micorrizica

La evaluacion de la colonizacion puede ser una simple
observacion de la presencia de hongos endomicorrizicos
que colonizan las raices de las plantas. A menudo se
requiere una cuantificacion para correlacionar el efecto de
los tratamientos con los niveles de colonizacion. En
ocasiones se requiere la evaluacion de la colonizacion
micorrizica simplemente para observar un inoculo
establecido en suelo esterilizado.

Metodologia. Se considera aceptable tomar al azar como
muestra representativa las raices de cinco plantas en una
superficie de 12m’. Las muestras radicales pueden
procesarse inmediatamente o fijarse en FAA (90 ml de
alcohol al 50%, 5 ml de acido acético y 5 ml de
formaldehido) para su examen posterior.

Tincion de raices.- Involucra los pasos de a) clareo, b)
blanqueo, c) acidificacion, d) tincion, e) decoloracion.

a) Las raices libres de suelo se colocan en capsulas
esterilizables, en un vaso de precipitados al que se agrega
suficiente KOH al 10% para cubrirlas. Despucs se
calientan 10 minutos bajo 10 libras de presion en el
autoclave. Se retira el KOH y las capsulas con las raices
se enjuagan con agua destilada.

b) Se agrega H,0, al 10% para cubrir las raices durante
tres minutos y se enjuaga con agua destilada.

¢) Las raices se cubren con HCI al 10% por tres minutos,
se elimina el &cido y sin enjuagar se procede a la tincion.
d) Las capsulas con raices se cubren con una solucion de
azul tripano al 0.05% en lactoglicerol (acido lactico-
glicerol) y sc calientan por 10 minutos a 10 libras de
presion en el autoclave.

¢) Se elimina el colorante y se decoloran las raices con
lactoglicerol limpio.

Después de la tincion se procede a la determinacion
del porcentaje de colonizacion micorrizica V-A en raices
lo cual se realiza por microscopia Optica por varios
métodos. Uno de ellos es el método de Phillips y Hayman
(1970), el cual requiere el montaje de raices tefiidas en
portaobjetos. La desventaja de este método es, que no se
toma en consideracion la longitud del sistema radica o
volumen de suelo, los cuales intervienen en ¢l valor real de
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la colonizacion. Marsh (1971) utiliza el método de
interseccion de cuadrantes. Por este método se evalia
porcentaje de raices colonizadas. Es util cuando se cuenta
con un numero grande de muestras, sin embargo, por
medio de este método solo es posible cuantificar
colonizacion total.

AISLAMIENTO DE HONGOS
ECTOMICORRIZICOS (Ferrera-Cerrato, 1993)

Fundamento: Estos hongos pueden aislarse de tejido del
cuerpo fructifero (esporoforo, esclerocios, rizomorfos y
esporas). Una vez aislados y estudiados desde el punto de
vista morfologico a nivel macroscopico y microscopico, se
propagan para que sirvan de inoculo en las pruebas de
micorrizacion in vitro en los medios escogidos.
Aislamiento de los hongos ectomicorrizicos a partir de
los cuerpos fructiferos. a) Una vez localizado el espéci-
men, se escarba el suelo para sacarlo totalmente y se
envuelve cuidadosamente en papel encerado. b) Se limpia
el cuerpo fructifero con lavados abundantes con agua
destilada v esterilizada. c) Se parten a la mitad y se toman
fragmentos de la parte camosa para sembrar en los
medios de Hagem (Palmer, 1969), PDA (papa dextrosa
agar) vy el medio Melin-Norkrans modificado (MNM)
(Marx, 1969).

Medio Hagem: KH,PO,, 0.5 g; MgSO.,.7H;0, 0.5 g;
NH,Cl, 0.5 g; FeCl; (solucion acuosa al 1%), 10 gotas;
glucosa, 5 g; extracto de malta, 1000 g; pH, 5.

Medio Melin-Norkrans modificado: Extracto de malta,
0.3 g; glucosa, 10 g; (NHs):HPO,, 0.25 g; KH,PO, 0.5 g;
MgS0, 0.15 g; CaCl,, 0.05 g; FeCl; (solucién acuosa al
1%), 10 gotas; NaCl, 0.025 g; clorhidrato de tiamina,
1000 mg; agua destilada 1000 ml; pH después de
esterilizar, 5.5 a 5.7. Los medios inoculados se incubaran
a 28°C a temperatura ambiente.

Aislamiento a partir de las estructuras micorrizicas.
Las raices se lavan y se selecciona la micorriza mas
sencilla. Se corta la raiz con micorriza en fragmentos de 1
a 2 cm y se colocan en un vial o tubo de centrifuga con
perforaciones. Después se toman los viales con la muestra
y se colocan en un recipiente conteniendo 1 litro de agua
destilada mas 2-3 gotas de Tween 20 y se agita uno o dos
minutos con fuerza.

Se ponen los viales con las muestras a un recipiente de 1
litto que contenga una solucion acuosa de HgCl, (100
ppm) durante 1-4 minutos.

En condiciones estériles se pasan los viales con las
muestras:

1) A agua destilada estéril (1 minuto).

2) A nueva agua destilada y estéril (5 minutos).

3) A nueva agua destilada y estéril (10 minutos).

Se separa la micorriza y se transfiere a medio de Melin y
Norkrans, Hagem o PDA. Se recomienda poner sélo una
estructura por tubo de ensayo. Las colonias que se forman
se siembran a cajas individuales.

Pruebas de micorrizacion in vitro

Se usan para estas pruebas las semillas de pino. Este
método es el utilizado por el Servicio Forestal de los
Estados Unidos.

a) Semillas de buena calidad se colocan en wviales de
plastico perforados y el vial con las semillas se lava
durante una hora con agua de la llave.

b) El vial con las semillas se pasa a una soluciéon de
Tween 20 con agitacion durante hora y media y después
se lava abundantemente con agua durante el mismo
tiempo.

c) Se sumerge el vial a una solucion de H;O, al 30% con
agitacién durantec una hora y después se lava con dos
litros de agua destilada en condiciones asépticas.

~ d) Se escurre el agua destilada y se pasa la semilla a una

caja de Petri estéril y vacia.
€) Se colocan las semillas sobre PDA (papa dextrosa agar
al 1%) o agua-agar, cuidando que la tercera parte de la
semilla quede clavada en el medio y se ponen a germinar.
) De acuerdo al método implementado por Zak (1976), en
un matraz de dos litros se mezclan 840 ml de vermiculita
en 60 ml de turba molida, se humedece con 550 ml en
solucion mineral de medio d¢ MNM. Se esteriliza una
hora a 120°C con un pH final entre 5y 5.5.
£) Se propaga el hongo en tubo inclinado. Cuando éste ha
crecido, se suspende homogéneamente y se inoculan 5-10
ml en el sustrato donde crece la planta que se transplanto.
h) Las plantas inoculadas se colocan en una camara de
crecimiento con luz incandescente y fluorescente a una
temperatura de 22-25°C con un fotoperiodo de 12 horas
luz, 12 horas oscuridad.

La micorriza puede tardar en formarse de cuatro, seis
a ocho meses. Después se puede proceder a la evaluacion
de la micorriza, lo que incluye evaluar forma, color,
formacion de rizomorfas y porcentaje de colonizacion.

Para mas informacion sobre produccion de inéculo
con hongos ectomicorrizicos y su mangjo en la
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inoculacion a nivel de vivero forestal, consultar a Ferrera-
Cerrato (1993).

CARACTERIZACION DE BPCP
Pruebas in vitro de actividad antimicrobiana

Fundamento: La seleccion de BPCP en ocasiones se
fundamenta en el antagonismo bacteriano hacia patogenos
vegetales. Las principales dificultades a las que se
enfrenta el investigador al identificar aislamientos
microbianos utiles como agentes de control biologico, es el
gran nimero de cepas que hay que examinar para
encontrar candidatos potenciales. No existen reportes que
identifiquen con éxito caracteristicas utiles asociadas con
la inhibicion de patogenos que ayuden a desechar a
aquellos aislamientos prometedores dentro de cualquier
coleccion (Hagedom et al., 1989).

1. Ensayos en agar. i) Las cepas bacterianas aisladas se
inoculan en el centro de una placa con papa-dextrosa-agar
y se incuban a 28°C. El crecimiento bacteriano concluye
después de cuatro dias si se exponen las cajas a vapores
de cloroformo. Las esporas de los patogenos fingicos se
suspenden en agua destilada estéril y se rocian en
aspersiones sobre las placas que contienen los
crecimientos bacterianos. Las zonas de inhibicion se
miden después de 36 horas de crecimiento a 28°C (Juhnke
et al., 1987). ii) Las esporas en suspension se¢ obtienen
cubriendo por completo o "inundando" el cultivo de la
placa con Tween 40 estéril. Las suspensiones de esporas
(0.5 ml) se plaguean sobre el mismo medio que se utilizo
para ¢l aislamiento y se dejan secar por dos o tres horas.
Los aislamientos bacterianos se inoculan (a través de
picaduras en cuadrantes) en las placas con agar conte-
niendo ¢l hongo patogeno y se incuban (en el caso de
Fusarium oxysporum la incubacion es por siete dias a
27°C). La produccion de antibidticos se observa como una
zona de inhibicion de crecimiento alrededor del lugar
donde se inoculd la rizobacteria (Kremer et al., 1990).
Desventajas: A pesar de que muchos estudios han
utilizado los ensayos en agar para determinar la inhibicion
a patogenos inducida por aislamientos de BPCP. esta
practica es controversial. El ensayo en agar. aunque
sencillo de realizar, presenta la desventaja de no contar
con la presencia de la planta, la cual puede ser
determinante para la supervivencia, colonizacion, 'y
actividad inhibidora de la bacteria hacia el hongo
patogeno.

2. El ensayo en plantas. El ensayo "en planta" es
representativo de las condiciones a las cuales se exponen
las bacterias, una vez que se inician las prucbas de campo
(Hagedom et al., 1989). El siguiente es solo un ejemplo de
los numerosos  ensayos "en plantas" utilizados para
identificar aislamientos para control biologico de
enfermedades.

El patogeno fiingico se hace crecer en papa-dextrosa-agar
por 72 horas; después, una de las placas se macera con
100 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH
6.8. El homogeneizado se utiliza como inoculo para 4 kg
de una mezcla estéril de arena y vermiculita esténl (1:1,
v/v), suplementada con carbonato de calcio (10 g/kg), v
empacada en tubos de ensaye de vidrio estériles (200 mm
x 25 mm). Los tubos se lienan hasta los 15 cm de altura y
se humedecen con 18 ml de solucion nutritiva de
Hoagland al 50%. Se colocan las semillas, las cuales ya
han sido esterilizadas, sobre la superficie del suelo y se
inoculan con aproximadamente 50 pl de 107 ufc/ml de la
suspension bacteriana deseada. Después se cubren las
semillas con una capa de 2 cm de mezcla de suelo
infestada, y se agregan 3 ml de solucién nutritiva. Como
controles positivos se utilizan cepas de referencia de
BPCP, asi como semillas no tratadas en mezclas de arena
y vermiculita inoculadas y no inoculadas con el patogeno.
Si alguna de las cepas de prueba indica tan buenos
resultados como la cepa de referencia, se le considera un
agente de control biologico prometedor.

3. Capacidad antagonica de BPCP regulada por
sideréforos. Un gran numero de bacterias tales como
Vibrio cholerae, Bacillus megaterium, Azotobacter
vinelandii, Pseudomonas fluorescentes, y muchos hongos
ascomicetos y basidiomicetos son productores de
sideroforos, las cuales son moléculas muy diversas con
receptores para fierro que participan en el transporte de
fierro a la célula bacteriana. Estos sideroforos agotan de
manera eficiente el fierro del ambiente, convirtiéndose en
un elemento limitante para ciertos MiCroorganismos,
incluyendo los patogenos vegetales (Glick, 1995; Kremer
et al., 1990). La actividad antagonica de Pseudomonas
promotoras de crecimiento vegetal puede ser determinada
de acuerdo a su habilidad para inhibir el crecimiento de
Erwinia agricola y F. oxysporum en medios pobres en
fierro tales como el medio SR y el medio SR-Fe™* (20 g de
FeCly/ml). Supuestamente, las rizobacterias capaces de
inhibir microorganismos patogenos en medio SR pero no
en medio SR-Fe*', producen sideroforos quelantes de
fierro extracelulares. Cuando la inhibicion de la enferme-



dad es duplicada por el sideréforo purificado y la
inhibicién es revertida al agregar el hierro, se puede inferir
la participacion del sideréforo en el control de la enfer-
medad (Hamdan et al., 1991).

Caracterizacion de BPCP a nivel de especie

La deteccion de BPCP nuevas se puede abordar de
dos maneras: (i) a través del aislamiento de cepas
diferentes de especies conocidas y (ii) aislando especies
nuevas, proceso que requiere de tiempo y esfuerzo
considerable. En algunos casos es dificil saber cual
abordar, debido a que no se puede saber de antemano qué
especies encontraremos. Sin embargo, es importante
considerar las dos posibilidades, ya que en el caso de que
el investigador solamente desee encontrar cepas mejores
que las que tiene, pero de la misma especie, el tiempo y
dinero invertido en el proceso se ve sustancialmente
reducido.

Sondeo inicial (screening)

Este sondeo debe realizarse de acuerdo con
caracteristicas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y
nutricionales de los aislamientos, considerando que
mientras mas pruebas se realicen, es mejor. Muchas de
estas pruebas, listas y tablas existen en las referencias
bibliograficas. Debido a la falta de espacio, sélo se citaran
aquellos trabajos que estén disponibles en la literatura.
Aunque obsoleto para algunas especies, debe consultarse
el manual Bergey de Bacteriologia Sistematica (Bergey's
Manual for Systematic Bacteriology, 1984), por lo menos
para la descripcion a nivel género. Las fuentes de
informacion para la descripcion de especies son: para
Azospirillum (Bashan et al., 1989; Bashan ef al., 1991;
Daébereiner ef al., 1976, Magalhdes y Dobereiner, 1984;
Reinhold er al, 1987; Tarrand ef al., 1978); para
Herbaspirillum (Baldani ef al., 1986), y para Acetobacter
(Cavalcante v Débereiner, 1988). En cuanto a Pseudo-
monas, muchas especies aisladas del campo son muy
heterogéneas, estan vagamente definidas y no encajan de
manera precisa dentro de las subdivisiones taxondmicas
establecidas (Lifshitz ef al., 1986). Miembros del género
Pseudomonas pueden clasificarse dentro de diferentes
grupos con base en 1) caracteristicas fenotipicas (Stanier
ef al., 1966); ii) caracteristicas bioquimicas y de cultivo
(Holding y Collee, 1971; Hugh y Gilardi, 1974); ii1)
homologia rRNA-DNA (Palleroni et al., 1973); 1v)
composicion de acidos grasos celulares con énfasis en
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acidos grasos hidroxi (lkimoto e al., 1978; Oyaizu y
Komagata, 1983; Watanabe ef al., 1987).

Homologia de DNA y RNA

Para relacionar taxonémicamente alguna cepa con
alguna especie conocida después de haber completado los
primeros pasos de identificacion, se cuenta con las
prucbas de homologia del RNA y DNA, las cuales
constituyen herramientas muy utiles para estos propésitos.
Estas pruebas no son especificas para BPCP. Por lo tanto,
cualquier metodologia general sobre homologia del DNA
y RNA puede ser utilizada para caracterizar nuevas
especies tales como los métodos de Johnson (Johnson,
1981) empleados para caracterizar cepas de Azospirillum
(Falk et al., 1985; 1986). El principal inconveniente que
encierran cstos métodos es que para llevar a cabo la
comparacion de los nucledtidos, se requieren cepas de
referencia provenientes de una coleccion.

Analisis del perfil proteico en una o dos dimensiones
(fingerprinting)

Fundamento: Estos métodos tan fidedignos utilizan un gel
de poliacrilamida para electroforesis con dodecil sulfato
sodice en una o dos dimensiones (SDS-PAGE). En ellos
se emplean las proteinas solubles o totales de las cepas de
prueba para compararlas con las proteinas respectivas de
las cepas de referencia. Estas técnicas permiten diferenciar
con exactitud las cepas de referencia y en muchos casos
son sensibles a nivel especie. De esta manera se pueden
caracterizar y comparar un gran nimero de cepas
problema en periodos relativamente cortos. El analisis de
proteinas totales en dos dimensiones es adecuado para la
caracterizacion de cepas, diferenciando ain aquellas
estrechamente relacionadas; aquellas cepas que produzcan
una imagen "fingerprinting” idéntica en dos dimensiones,
estan estrechamente relacionadas, si no es que son
idénticas (De Mot y Vanderleyden, 1989; Lambert ef al.,
1990). Estas técnicas son utiles para procedimientos de
patente.

Cada uno de estos métodos consta de dos etapas: la
etapa que comprende la extraccion de proteinas es crucial.
Extraccion de proteinas solubles (Bally ef al., 1990;
Kersters y De Ley, 1975). Las proteinas solubles pueden
obtenerse sometiendo la suspension bacteriana a
sonicacion fuerte. Las proteinas presentes en la mezcla se
concentran mezclando con acetona a una proporcion de
1:5 (v/v). Después de centrifugar a 15 000 x g, se descarta
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el sobrenadante y la acetona remanente se evapora del
aglomerado o "pellet” bajo condiciones de vacio. El
aglomerado que se obtuvo se suspende en solucion
amortiguadora Tris-HCl 62 mM, pH 6.8 suplementada
con 2.3% de SDS (dodecil sulfato sodico) (p/v) y 5% de
B-mercaptoetanol (v/v). Se hierven las muestras por tres
minutos antes de realizar la electroforesis. Otros métodos
de extraccion de proteinas solubles descritos en un
principio para Bradyrhizobium (Kamicker y Brill, 1986)
y Bacillus (Shivakumar ef al., 1986) han sido utilizados
con éxito para la caracterizacion de Azospirillum (Bilal et
al., 1990; Sundaram ef al., 1988).

Extraccion de proteinas totales.

Método # 1 (De Mot y Vanderleyden, 1989).

Los aglomerados de células en fase estacionaria son
lavadas en solucion salina de fosfato, pH 7.2, se
suspenden en 0.75 ml de solucion amortiguadora de
extraccion que esti compuesta por: sacarosa 0.7 M; Tris
0.5 M, HCI 30 mM, EDTA 50 mM, KCIl 0.1 My
dithiothreitol 40 mM e incubadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después se agrega un volumen
equivalente de fenol (saturado con solucién Tris-HCI 50
mM, pH 8.0). La mezcla se mantienc en agitacion
continua. Después de obtener separacion de fases por

centrifugacion, la fase que contiene el fenol se recupera y

se vuelve a extraer por dos ocasiones con un volumen
equivalente de la solucion amortiguadora de extraccion.
Las proteinas se precipitan de la fase fendlica adicionando
cinco volumenes de acetato de amonio 0.1 M disuelto en
metanol. Se incuba la mezcla durante varias horas a
-20°C. El precipitado se lava dos veces con solucion fria
de acetato de amonio y finalmente con acetona fria al
80%. El aglomerado se seca al aire y se disuelve en 75 pl
de la siguiente solucion litica (que provoca lisis),
compuesta de urea 9.8 M, 2% (v/v) Nonidet P-40 (LKB),
dithiothreitol 100 mM y 2% (v/v) de una mezcla de
anfolinas (ampholytes) de pH 5-7 y de pH 3.5-10 (LKB) a
una proporcion de 5:1. Las muestras se almacenan a
-80°C.

Método # 2 (Lambert et al., 1987).

Cada una de las cepas de prueba se transfiere a cada uno
de los pozos colocados en dos placas de cultivo de tejidos
que contienen 48 pozos (Costar Europe). Los pozos deben
contener 500 ul de caldo de soya triptica (TSB). Las
bacterias se incuban en los pozos por un periodo de
exactamente 48 horas a 28°C. Después se agrega glicerol
(concentracion final, 25% [v/v]) a los cultivos bactenianos
va desarrollados. Una placa se almacena a -70°C y la otra
se utiliza para caracterizacion posterior de la célula.

Las placas de cultivo de tejidos conteniendo las cepas
completamente desarrolladas se centrifugan durante 30
min a 300 X g (angulo fijo) utilizando un adaptador
especial. Se descartan los sobrenadantes. Se preincuba
cada aglomerado durante 15 min a 37°C en una solucion
de lisozima conteniendo 2 mg de lisozima por ml de
polietilenglicol al 12%. Las proteinas celulares totales se
extraen hirviendo cada aglomerado a 95°C durante 10
min en 50 pl de una mezcla de solucion amortiguadora
compuesta de 2.5% dodecyl sulfato sédico, 0.125 M
B-mercaptoetanol, 150 mM Tris a pH 8.8, 4 mM EDTA,
0.75 M sacarosa, 0.075% azul de bromofenol) y se sonica
por 10 segundos. Después de enfriarse en hielo, se le
agregan 7 pl de una solucién de yodoacetamida, 0.5 M.
Andlisis monodimensional del perfil de proteinas
solubles (Kamicker y Brill, 1986, Sundaram et al., 1988).
Las muestras se someten a la técnica de electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) en una dimension
utilizando gel de resolucion al 12% y gel concentrador al
5%. Se ponen 10 pl de muestra en geles conteniendo 50-
100 g de proteina por pozo, una vez que s llevo a cabo la
estimacion de proteina por medio de la técnica de
Bradford (Bradford, 1976). Después de una clectroforesis
estandar, se tifien con azul de Coomassie R-250, 0.2%
(p/v) durante una hora. Se enjuagan durante toda la noche
en acido acético al 7% y se decoloran en una solucion de
metanol absoluto, acido acético glacial y agua (9:2:9,
viv/v). Después de fotografiar los geles, se detectan las
bandas por medio de un densitometro o "scanner” en su
hendidura mas angosta para lograr una resolucion
Se comparan las fotografias de las huellas proteicas de las
cepas microbianas, marcando con un miSmo nUMEro
aquellas huellas que sean correspondientes o iguales y
marcando con diferente nimero aquellas que no coincidan.
La numeracion de los tipos de huella se realiza secuencial-
mente. Se logra la identificacion de la composicion
quimica de los tipos de huella por medio de pruebas
bioquimicas clasicas en combinacion con estuches o "kits"
comerciales para identificacion (Lambert et al., 1987).
Este tipo de caracterizacion puede también utilizarse para
comparar proteinas de envolturas celulares asi como para
¢l analisis de lipopolisacaridos (Van Peer et al., 1990).
Andlisis bidimensional del perfil proteico total (De Mot
y Vanderleyden, 1989).

La resolucion de todas las proteinas presentes en la célula
pueden conseguirse en un gel bidimensional que separa
las proteinas primero por carga y después por tamafio.
La separacion por carga s¢ logra mediante enfoque
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isoeléctrico (IEF), la cual se lleva a cabo con geles dentro
# de un tubo IEF (8 X 0.1 cm) conteniendo urea 9.8 M,
Nonidet P-40 2% (v/v), anfolinas 6.4% (v/v) pH 5-7,
anfolinas 1.3% (v/v) pH 3.5-10, N N'-methylene-
bisacrylamida 0.23%, y acrilamida 4%. Posterior al pre-
enfoque (15 min a 200 V, 30 min a 300 V y 60 min a 400
V) se cargan 10 pl de muestra en el extremo basico de los
geles v se cubren con 10 pl de una solucién conteniendo:
urea 8 M, anfolinas 1% (v/v), Nonidet P-40 5% (v/v) y
dithiothreitol 100 mM. La solucion amortiguadora de la
parte superior (catodo) consiste en NaOH 20 mM; la
solucion de la parte inferior (anodo) consiste en H;PO, 10
mM. El enfoque hacia el equilibrio se lleva a cabo durante
20ha400V.

La segunda dimensién (SDS-PAGE) se lleva a cabo en
geles en placa (5% del gel concentrador, 15% del gel de
separacion, 0.1% SDS). Los geles IEF se extraen del
tubo, se corta la parte correspondiente a cada banda y se
coloca cada banda por separado en el gel concentrador. Se
cubren con una solucién amortiguadora de equilibrio
(Tris-HCI 60 mM, pH 6.8, SDS 2%, dithiothreitol 100
mM, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.002%). Se deben
utilizar estandares de intervalos bajos. Después de
equilibrar por un periodo de 10 min, se corren’los geles a
15 mA. Se tifien con azul de Coomassic R-250 y se
deshidratan en un secador de geles en placa. Los
resultados se analizan a partir de las fotografias de los
geles.

Identificacion de cepas por medio del polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccién (restriction
fragment length polymorphism) (RFLPs) (Brown ef al.,
1990)

Fundamento: Esta técnica es particularmente util para la
identificacion de cepas especificas. Por medio de este
procedimiento se aisla todo el genoma y se divide con una
o varias endonucleasas. Los fragmentos de DNA resul-
tantes se separdn por tamafio por electroforesis en gel de
agarosa y se prueban o sondean (probe) con un
fragmento de DNA clonado. Se determina la especificidad
por medio de la secuencia de la sonda y de los patrones de
digestion de las endonucleasas de restriccion. Las
secuencias de la sonda son muchas veces repetitivas, lo
que incrementa la sensibilidad de la deteccion. Las
enzimas de restriccion utilizadas con mayor frecuencia

tienen sitios de reconocimiento a seis pares de bases. Estos
dos factores, (i) secuencias repetitivas y (ii) sitios cortos
de reconocimiento de la enzima, eliminan factores de
variacion debidos a pérdida de secuencias o rearreglos.
También generan un perfil de RFLP, que al compararse
con el perfil estandar RFLP de alguna cepa, confirma o
anula la identidad de la cepa.

Procedimiento:

1. Extraccion del genoma. Los aglomerados celulares
obtenidos de 20 ml de una suspension de células
bacterianas en fase estacionaria se suspenden en solucién
Tris 50 mM, pH 8.0, con 20% de sacarosa. Se tratan con
1 mg/ml de lisozima después de haber agregado 100 ml de
EDTA 25 mM, vy de haberse lisado en SDS al 0.5%
(agregado al 10%). Después del proceso de digestion con
RNasa A (40g/ml) y proteinasa K (20 g/ml), se separa el
DNA en gradientes de CsCl, con la presencia de bromuro
de etidio, precipitado con isopropanol, lavado con etanol
al 70%, y liofilizado. Los aglomerados se suspenden en
agua destilada. La concentracion de DNA se determina a
260 nm.

2. Obtencién de los fragmentos de digestion y sondeo. Se
incuban 3 pg de DNA gendmico con 15 unidades de la
enzima de restriccion apropiada (e.g. EcoRI, PSTI or
Pvull) en un volumen total de 28 pl durante 2 horas. Se
marca un plasmido sonda (pAM141) utilizando ya sea el
estuche "Oligo Labelling Kit" (no. 27-9250-01,
Pharmacia) o el estuche de marcaje y deteccion de DNA
(no-radioactivo, No. 1093-625, Bochringer Manheim).

3. Electroforesis y "blots" (se denomina blot a lo que
resulta de transferir el DNA de los geles de agarosa a
membranas de nitrocelulosa). Las muestras del DNA
genomico digeridas se someten a electroforesis en agarosa
al 1% (Mamniatis et al., 1982) y se blotean al vacio a
GeneScreen Plus (NEN Research Products), de acuerdo
con ¢l fabricante (Pharmacia). Los marcadores de tamafio
se producen al cortar el fago lambda DNA (BRL) con
HindIll y con BGIII La pre-hibridacion y la hibridacion
se realizan en una mezcla de 50% de formamida, 5% de
sulfato de dextrano, 5% de agente bloqueador (Boehringer
Manheim), 5Xssc ( 1X:0.15 M NaCl mas 0.015 M
citrato de sodio), N-laurilsarcosina al 0.1%, y SDS al
0.02%, a 42°C. Los blots son hibridados por lo menos
durante 6 h a 42°C y se lavan a temperatura ambiente
durante 2 X 5 min en 2 X SSC, SDS al 0.1%, y a 68°C
durante 2 X 15 minen SSC al 0.1%, SDS al 0.1%.
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Identificacion de bacterias por medio del analisis de
acidos grasos celulares por cromatografia de gases
(Sasser, 1990)

Este método es muy util y preciso y puede identificar
cepas a nivel de especie. Sin embargo, para realizar un
trabajo manual apropiado. el investigador debe tener
acceso a una coleccion de cepas ya identificadas. Ademas,
el analisis manual de patrones obtenidos a través de
cromatografia de gases es extremadamente laborioso,
especialmente cuando no contamos con ningun indicio
sobre la identidad de la cepa aislada en cuestion. El
programa para computadoras que relaciona la cepa ain
no identificada con los ceparios de bacterias clinicas y no
clinicas estan disponibles en el mercado. Si no se cuenta
con la infraestructura apropiada, se recomienda el utilizar
servicios de identificacion comerciales. Por esta razon los
detalles técnicos para la identificacion de BPCP por medio
de este método, no se incluyen en este trabajo.

ALMACENAMIENTO

Las cepas aisladas pueden ser almacenadas por
periodos de tiempo cortos, en tubos de agar inclinado con
TSBA al 1/10. Para bacterias diazotroficas se recomienda
el medio OAB (Okon ef al., 1977) o este medio en
combinacion con varias fuentes de carbono (Rennie,
1981) a 2°C. Para periodos prolongados, las cepas pueden
ser almacenadas en soluciones de glicerol al 30% a <15 y
-70°C. Para almacenamiento indefinido, se recomienda
liofilizarlas utilizando cualquier técnica de liofilizacion
convencional.
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S()I) INSTITUTO TECNOLOGICO

agropecuario No. 10
CENTRO DE INVESTIGACION Y GRADUADOS AGROPECUARIOS

Introduccion

El centro de Investigacién y Graduados Agropecuarios (CIGA) de Torreén, Coahuila es una .

Institucién de la Direccién General de Educacién Tecnolégica Agropecuaria (DGETA), que depende
directamente de la Secretaria de Educacién Publica (SEP). Tiene como funcién principal educacién
cientifica y tecnolégica de alto nivel y realizar investigacién en las dreas de suelos irrigacibn.

Actualmente se encuentra incorporado al padrén de programas de excelencia de Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia en la Maestria en Suelos y en la Maestria en Irrigacion.

Integracién Académica de las Maestrias
Las maestrias con especialidad en Suelos e Irrigacién, estin integradas por un total de 90
créditos distribuidos con un 70 % en materias de la especialidad y 20 % en actividades de
investigacion.
Duracién

Dos aiios, divididos en 4 semestres y un curso de verano.

Infraestructura

Recursos humanos: El CIGA, cuenta con recursos humanos altamente capacitados en ambas
especialidades, de tiempo completo y con niveles de maestria y doctorado.

Infraestructura fisica

Cuenta con instalaciones exclusivas para el posgrado debidamente equipados asi como una
superficie agricola de 60 has de riego y maquinaria agricola e implementas necesarios.

Recepcién de documentos

Se reciben solicitudes todo el aiio, emitiendo el dictamen de seleccién durante la segunda
quincena del mes de junio de cada afio.

Inscripciones
El periodo de inscripcién sera la iltima semana del mes de agosto de cada afio.
Informes
Centro de Investigacién y Graduados Agropecuarios

Carr. Torreén-San Pedro Km. 7.5 Anna, Torreén, Coah., México
Apartado Postal 3F Tel. 91(17)21-46-81



FACULTAD DE AGRICULTURA Y ZOOTECNIA DE LA UJED

En 1986 la antes Escuela Superior de Agricultua y Zootecnia fundada en mayo
de 1972 pionera de la educacién agricola superior de la Comarca Lagunera se eleva a
rango de Facultad de Agricultura y Zootecnia (FAZ) de la Universidad Juérez del Estado
de Durango (UJED). La Divisién de Estudios de posgrado de la F.A.Z.-U.J.E.D. ha
llevado a la Institucién a conseguir metas muy importantes como el ser el primer

posgrado de la UJED con el grado de excelencia en el padrén de CONACYT.

La Divisién ofrece dos maestrias, la primera en SISTEMAS DE PRODUCCION
AGROPECUARIA la cual inicia en el afio de 1986, siendo una excelente opcién para
profesionistas nacionales e internacionales con carreras afines a la agronomia para
especializarse en el enfoque sistematico, el cual le permitira entender e identificar los
Sistemas de Produccién existentes en base a un diagnéstico, derivado de un marco de
referencia, a fin de que sea capaz de identificar problemas, jerarquizarlos y plantear

alternativas para hacer un uso mas eficiente de los recursos.

La segunda opcién de estadivisién es la Maestriaen AGRICULTURA ORGANICA
SUSTENTABLE ya que bajo el contexto del marco referencial la produccién agronémica
a nivel regional nacional y mundial la agricultura orgénica sustentable estd en funcién
de diferentes estrategias que condicionan el uso eficiente y eficaz para la optimizacién

de recursos naturales agua-suelo-planta y productos orgénicos e inorgénicos.

Para mayores informes favor de dirigirse a:

FACULTAD DE AGRICULTURA Y ZOOTECNIA
APARTADO POSTAL No.142
GOMEZ PALACIO, DGO.
TELS: 90-17-27-04-64
FAX: 90-17-27-21-25
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UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
UNIDAD REGIONAL UNIVERSITARIA DE ZONAS ARIDAS
BERMEJILLO, DGO.

La Universidad Auténoma Chapingo, a través de la Unidad Regional
Universitaria de Zonas Aridas, conciente de la importancia que implica la
difusion de la ciencia, la tecnologia y la cultura, se une al esfuerzo realizado por
los organizadores de la prestigiada revista TERRA, con el unico objeto de
coadyuvar a la noble labor de los objetivos de esta revista.

Es necesario recapacitar en el uso de los recursos con que contamos,
estos no son interminables, solo con la investigacion es posible encontrar la
forma mas viable para que estos puedan mantenerse en el espacio y tiempo, y
que el conocimiento generado, pueda llegar a los productores, con la
intervencién de las instituciones de educacién agricola superior.

El personal académico y de investigacion de esta casa de estudios, desea
que los articulos cientificos y tecnolégicos que aqui se publicaran contribuyan
al desarrollo de la agricultura nacional y en particular a la regiéon en que nos
encontramos. Solo con la conjuncién de esfuerzos entre los investigadores y
entre las instituciones involucradas en esta tarea sera posible lograr el objetivo
comiin “desarrollar un tipo de agricultura que sea ecologicamente estable,
culturalmente aceptable y que permita satisfacer la demanda basica de
alimentos para la poblacién sin comprometer nuestros recursos para las
futuras generaciones”

Finalmente, enviamos un fraternal saludo a todas las instituciones y
personas que hicieron posible la edicién regional de esta revista. Deseamos un
sinnamero de logros que finalmente repercutan en el engrandecimiento de esta
tierra en particular y de México.

ENSENAR LA EXPLOTACION DE LA TIERRA
NO LA DEL HOMBRE

DIRECCION REGIONAL
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA (POSGRADO)

El Posgrado en la Universidad Autdénoma Agraria
Antonio Narro, nace en 1971. Actualmente se ofrecen 13
programas, de 1los cuales 11 de ellos se desarrollan en
la sede de Buenavista, Saltillo, Coah., y dos en la Unidad

Laguna sede en Torredn, Coah.

En agosto de 1993, el H. Consejo Universitario
autoriza la creacidn del Posgrado en la Unidad Laguna,
el cual inicia formalmente en enero de 1994, con los
programas PRODUCCION AGRONOMICA y REPRODUCCION ANIMAL.
Actualmente ambos ©programas pertenecen al Padrdén de
Posgrados de Excelencia del CONACYT.

Los programas, tienen como objetivo la formacidn
de recursos humanos capacitados para la investigacidn
y tecnologias relacionadas con la Produccidn Agricola
y la Reproduccidn Animal, lo cual se sustenta en las lineas

de investigacidn respectivas.

El programa de Reproduccidn Animal, estd enfocado
a la biotecnologia de 1la produccidén y reproduccidn de
pequefios rumiantes. El primero se basa en el proceso
productivo de los animales domésticos; y el segundo estéd
orientado a la contribucidén de alcanzar una alta eficiencia

en la produccidn y reproduccidn de cabras y ovejas.

Para mayores informes, debera dirigirse a 1la
Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna,
periférico y carretera a Santa Fé, en Torredn, Coahuila,
México, C.P. 27000 Apdo. Postal 940. Teléfono (91-17)
33=00~67, -32-12-70, ext. 129., FAX 33~12~10.
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CONSEJO ESTATAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA

El Consejo Estatal de Ciencia y Tecnologfa (COECYT) fue creado en enero de
1998, el cual coordina a los diferentes érganos que realizan, promueven y utilizan
la investigacién cientifica y tecnolégica, asi como aquellas que preparan

investigadores en la entidad.

Su objetivo principal es establecer las bases para promover el desarrollo
cientifico y tecnolégico en el Estado, fijando mecanismos de coordinacién y asesoria
entre el Gobierno del Estado y las diferentes instancias que desarrollen investigacion,

asl como fortalecer la formacién de recursos humanos de alto nivel académico.

Para el cumplimiento de este objetivo el COECYT deberéa planear, promover
y evaluar las actividades relativas a la Ciencia y Tecnologla en el Estado de

Coahuila, su vinculacién con el desarrollo nacional y sus relaciones con el exterior.

OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL COECYT-UNIDAD LAGUNA.

Los objetivos son muchos y variados que van desde la creacién del Programa
Regional de Ciencia y Tecnologfa, asi como la vinculacién de las diferentes
instancias involucradas con la ciencia y tecnologia, estatal, nacional e internacional,
promocién y trdmite de servicios del CONACYT, asi como promover el intercambio
de investigadores entre las diferentes instancias, dar seguimiento a programas de
desarrollo social, productivo y buscar la transferencia de tecnologla generada por las
diferentes instituciones de educacién e investigacién, también realizaré lapromocion
de foros para presentar avances y resultados de los diferentes proyectos, establecer
sistemas de conformacién para dar a conocer las instituciones que forman recursos
humanos a nivel estatal y nacional, a fin de establecer la capacidad que se tiene en
cada una para responder a las necesidades y demandas prioritarias, que requiere la
sociedad en general y por dltimo la promocién de un programa regional de difusién
cientifica y tecnolégica, con el objetivo de rescatar a sujetos precalificados para

integrarlos a un programa de capacitacién de alto nivel.
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Interacciones entre plantas y microorganismos
benéficos. II. Bacterias asociativas de la rizosfera

YOAV BASHAN
GINA HOLGUIN
RONALD FERRERA-CERRATO

Interacciones entre plantas y microorganismos
benéficos. III. Procedimientos para el aislamiento
y caracterizacion de hongos micorrizicos y
rizobacterias  promotoras de crecimiento en
plantas
/ GINA HOLGUIN
7 YOAV BASHAN
RONALD FERRERA-CERRATO
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