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En las ultimas décadas se ha desarrolla-
do un creciente interés por el conocimien-
to y aislamiento de las bacterias fijadoras
de nitrogeno y por el estudio de su efecto
sobre el crecimiento vegetal. El empleo
de la "biofertilizacién nitrogenada” como
alternativa de los fertilizantes minerales
tradicionales, permitira disminuir el riesgo
de contaminacion derivado de los aportes
nitrogenados inorganicos, contribuyendo
al establecimiento de metodologias no
contaminantes acordes con una agricul-
tura ecolégica. Asi, mientras que los fer-
tilizantes nitrogenados inorganicos aplica-
dos al suelo se pierden en gran parte por
procesos naturales de lixiviacion, con ries-
go de contaminacion de aguas subterra-
neas, lagos y rios, causando dafios ecold-
gicos graves, con el empleo de biofertili-
zantes nitrogenados se consigue gue ni-
trégeno fijado en el suelo por las bacte-
rias se encuentre disponible justo en el lu-
gar donde es requerido por la planta (ri-

zosfera), evitandose las pérdidas por lixi-
viacion.

Dado el efecto estimulador sobre el
desarrolio de los cultivos ejercido por las
bacterias fijadoras de nitrégeno, se ha
pretendido potenciar este efecto median-
te indculos bacterianos que aumenten el
numero de estos microorganismos en el
medio de cultivo. Son numerosos los ex-
perimentos, tanto de campo como de la-
boratorio, realizados en este sentido, asi
como los productos comerciales que han
aparecido en el mercado. Sin embargo,
dada la complejidad de factores que afec-
tan tanto a la pervivencia y desarrollo de
los microorganismos en sistemas natura-
les como a su actividad, los resultados
obtenidos en estos estudios han sido
muy variados y a veces contradictorios.

Diferentes experimentos han puesto de
manifiesto que la inoculacidn de semillas
de trigo con bacterias fijadoras de nitrg-
geno produce un incremento en el rendi-
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miento de grano y en la cantidad total de
nitrdgeno (Baldani et el., 1987; Millet and
Fieldman, 1984). Sin embargo, el meca-
nismo exacto por el cual las bacterias fija-
doras de nitrégeno contribuyen a la mejo-
ra del desarrollo de las plantas y a su pro-
duccién es todavia desconocido.

Las bacterias fijadoras de nitrogeno de
los géneros Azotobacter, Rizobium y
Azospirillum han sido las mas empleadas
en agricultura como biofertilizantes y exis-
te cada vez una mayor evidencia de que,
aparte de la posible fijacion de nitrégeno,
el efecto positivo de estas bacterias sobre
la longitud, numero, y area superficial de
las raices es debido a la secrecion por las
mismas de sustancias estimuladoras del
crecimiento (fitohormonas), tales como
auxinas, giberelinas y compuestos fendli-
cos (Murty y Ladha, 1988; Ocon y Kapul-
nik, 1986). En la mayoria de las especies
vegetales estudiadas la colonizacion tiene
lugar en la zona de elongacidn de las rai-
ces, estimulando la densidad y longitud
de los pelos radiculares. Los efectos pro-
ducidos sobre su morfologia y fisiologia
determinan una mayor absorcion de agua
y nutrientes, dando lugar a un mayor cre-
cimiento vegetal.

Ocon y Labandera-Gonzalez (1994) han
indicado que Azospirillum estimula la den-
sidad y longitud de los pelos radiculares,
asi como el crecimiento de raices secun-
darias y la superficie radicular. La intensi-
dad de estos efectos sobre la raiz depen-
de de la especie vegetal y del cultivar em-
pleado, y sobre todo de la concentracién
de inoculo en el medio. En la mayoria de
los casos la concentracion optima es de
107 unidades formadoras de colonias
(UFC) por semilla o plantula. Segun estos
autores, este microorganismo influye en
la concentracién de acido indol acético y
de acido indol-3-butirico, asi como en la
velocidad de la respiracion especifica y en
la actividad de enzimas relacionados con
el ciclo de acidos tricarboxilicos, y tam-
bién en la ruta de la glicolisis en las raices
de maiz y de otras plantas.
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1111 Tratamientos aplicados en el experimento de Germinacion

Por todo lo expuesto, hemos
llevado a cabo un experimento
de germinacion en placas Petri,
sobre un soporte inerte como la
perlita, con el fin de determinar

bidor de la germinacién no se
debe atribuir a la poblacion
bacteriana inoculada sino al
medio en que ésta se encuen-
tra, rico en acido butirico produ-

Volumen de biofertilizante nitrogenado
(Azobac), mi/placa y cantidad de
bacterias fijadoras de nitrogeno

(Azotobacter + Azospirillum), UFC
aplicada con él

Agua,

Tratamientos milplaca

el posible efecto fitohormonal Control 10 0 cido por los propios microorga-
que las bacterias fijadoras de ni- D-1 10 0,0015ml (1,5 x 102 UFC) nismos, el cual tiene un efecto
trogeno (Azotobacter y Azospiri- 0-2 10 0,006 ml (6 x 102 UFC) negativo sobre la germinacion.

llum), contenidas en un biofertili- D-3 10 0,015ml (1,5 x 10% UFC) Los tratamientos D-8 (2 x 105
zante comercial, AZOBAC, ejer- D-4 9.9 0.1mi (1 10% UFC) UFC) y D-9 (3 x 105 UFC) pro-

. ; D-5 9,7 0,3ml (3 x 104 UFC) . o .
cen spbre ell crecimiento radicu- D-6 95 05ml (5 104 UFC) ducian gna |plt1|b|c10’r1 parcial de
lar. Si consideramos que la se- D-7 9 1ml (1 x 105 UFC) la germinacion, asi como una
milla contiene los elementos nu- D-8 8 2ml (2 x 105 UFC) menor elongacion del tallo y de
tritivos necesarios para el des- D-9 7 3ml (3x 105 UFC) las raices de las plantulas en
arrollo de la plantula en sus pri- D-10 5 5ml (5x 105 UFC) aquellas semillas que llegaban
meros estadios, los posibles D-11 2 8ml (8x 105 UFC) a germinar, lo cual puede ser
D-12 0 10 ml (108 UFC)

efectos positivos observados so-
bre la elongacion de raices o ta-
llos, deben ser atribuidos a sustancias de
tipo fitohormonal, estimuladoras del creci-
miento. Asimismo, hemos realizado un
ensayo de crecimiento de secciones de
coleodptilo de avena a fin de comprobar si
este efecto fitohormonal es, entre otros,
de tipo auxina.

Experimento de germinacion en
placas Petri

En placas Petri conteniendo 6g de perli-
ta se pusieron, 10 semillas de cebada,
anadiendo a continuacion a todas las pla-
cas (incluidas las placas control) 5 mi de
una disolucion nutritiva apropiada para el
crecimiento del indculo bacteriano a apli-
car, y 10 m! de una disolucion contenien-
do el correspondiente tratamiento (dife-
rentes concentraciones de la mezcla de
bacterias fijadoras de nitrogeno,

en oscuridad a 28° C durante 5 dias en
una camara de incubacion, determinan-
dose a continuacion el numero de semi-
llas germinadas y la longitud de tallos y
raices.

Como puede observarse en la Figura
1, todos los tratamientos comprendidos
entre 1,5 x 102 y 3 x 104 UFC de bacte-
rias fijadoras de nitrogeno (0,0015 mly
0,3 ml del biofertilizante Azobac) mostra-
ban un efecto positivo sobre el crecimien-
to de la raiz, y los comprendidos entre
1,5x 102y 105 UFC (0015 y 1 ml de Azo-
bac) favorecian también el desarrollo del
tallo.

Los tratamientos con dosis elevadas de
inoculo bacteriano (D-10: 5 x 10% UFC;
D-11: 8 x 105 UFC, y D-12; 106 UFC) inhi-
bian completamente la germinacion de
las semillas de cebada. Este efecto inhi-

debido, al menos en parte, al
propio retardo producido en la
germinacion.

En el caso de la elongacion de las rai-
ces, se aprecia claramente (Figura 1) que
la respuesta a la dosis se presenta una
tendencia a sequir una curva de Gauss,
incrementando la elongaciéon con la dismi-
nucién de la dosis de inoculo hasta un de-
terminado valor de ésta (dosis D-2: 6 x
102 UFC), disminuyendo este efecto posi-
tivo en la dosis siguiente (D-1: 1,5 x 102
UFC). Este tipo de comportamiento es ti-
pico de las hormonas, las cuales ejercen
un efecto positivo dentro de un determina-
do rango de concentracion, el cual des-
aparece por encima o por debajo de dicho
rango, llegando a ejercer incluso, un efec-
to inhibidor fuera de estos limites.

En el caso del tallo, la respuesta del cre-
cimiento a la dosis de indculo era menos
gradual, pero también se observaba esta

tendencia a seguir una curva de

Azotobacter + Azospirillum, con-
tenida en el biofertilizante co-
mercial AZOBAC). Los trata- | "
mientos se realizaron por cua-
druplicado y en ellos la concen-
tracion de inoculo aplicada osci-
laba entre 108 unidades forma-
doras de colonias (UFC)/placa
(10 ml de Azobac) en la dosis
mas elevada (D-12), y 1,5 x 102
UFC/placa (0,0015 ml de Azo-
bac) en la dosis mas baja (D-1).
Los tratamientos aplicados se

Gauss, apreciandose un menor
efecto de las dosis D-1 (1,5 x 102
UFC)y D-7 (1 x 105 UFC) con rela-
cion a las dosis de D-2 (6 x 102
UFC) a D-6 (5 x 104 UFC); el trata-
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Longitud media de las raices y tallos de las

miento con la dosis D-2 (6 x 102
UFC), al igual que ocurria en el ca-
so de las raices, era el que daba lu-
gar a los mayores valores de elon-
gacion de tallo.

indice de Germinacion
El indice de germinacion (IG) es

plantulas de las semillas de cebada germinadas sobre perlita

muestran en la Tabla 1. tratada con diferentes concentraciones de indculo bacteriano

Todas las placas se incubaron

un parametro que engloba el efecto
de un determinado tratamiento so-
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bre la germinacion de semilla y
sobre el crecimiento de raiz en la
plantula germinada y viene dado
por la formula:

IG = %G LilL,

donde:

%G, es el porcentaje de semi-
llas germinadas en el tratamiento
con respecto al control

L;, es la longitud media de las
raices de las plantulas germina-

L
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Bacterias Rjadoras de nitrégeno, UFC/placa

1100 2. Indice de germinacion (%) de las semillas de
cebada germinadas sobre perlita tratada con diferentes
concentraciones de indculo bacteriano

BP0 miey Nove

de coledptilos de avena incubados
con la disolucion conteniendo la
mezcla de bacterias fijadoras de ni-
trégeno (Azotobacter +
Azospirillum) del biofertilizante co-
mercial AZOBAC, que con el medio
basal (CONTROL).

Conclusiones

A partir de los datos obtenidos en
estos experimentos podemos con-
cluir que las bacterias fijadoras de
nitrdgeno contenidas en el producto

das en las placas con tratamiento

Lo, es la longitud media de las
raices de las plantulas germinadas en las
placas control.

Los tratamientos con dosis comprendi-
das entre 1,5 x 102 UFC (0,0015 ml de
Azobac) y 3 x 104 UFC (0,3 ml de Azobac)
presentaban un indice de germinacion su-
perior al de las semillas de las placas con-
trol (Figura 2), indicando que todos estos
tratamientos actuan favorablemente bien
sobre la capacidad de germinacion de las
semillas, bien sobre el desarrollo radicular,
0 bien sobre ambos parametros. La dosis
de 6 x 102 UFC/placa (0,006 ml de Azo-
bac) era la que producia los mejores valo-
res de indice de germinacién (Figura 2),
mientras que dosis entre 5 x 105 UFC y
106 UFC inhibian completamente la ger-
minacion, y dosis entre 105y 3 x 105 UFC
daban lugar a indices de germinacion infe-
riores al control. Volvemos a observar
aqui, como ocurria en el caso de la elon-
gacion de tallos y raices, una tenden-
cia a seguir una curva de Gaus como
respuesta a la dosis de biofertilizante.

Efecto fitoharmonal auxinico
de Zotobacter + Azospirillum

Con el fin de comprobar si el efecto
fitohormonal del biofertilizante ensa-
yado, observado en los experimentos
de germinacion realizados, era de ti-
po auxina, se realizd un ensayo de
crecimiento de coleodptilos de avena.
Para ello, se germinaron sobre ver-
miculita, en oscuridad y a 25 °C, se-
millas esterilizadas de avena, selec-
cionando a las 72 horas de la siem-
bra coleoptilos de 25-30 mm para

cortarlos en secciones subapicales unifor-
mes de seis mm de longitud. Estas sec-
ciones se mantuvieron en una disolucion
tampon de KH,PO, 0,01 M (pH = 4,5) con
2 % de sacarosa (disolucion basal) duran-
te una hora, a fin de eliminar la auxina en-
ddgena, colocandolas a continuacion, por
duplicado, en capsulas Petri estas seccio-
nes con 20 ml, bien de la disolucion basal
anterior (control), bien de la disolucion del
biofertilizante a ensayar a diferentes con-
centraciones. Estas capsulas con los seg-
mentos de coledptilos de avena se incu-
baron en la oscuridad durante 24 horas,
midiendo a continuacion con un estereo-
microscopio con micrometro ocular fa lon-
gitud de las secciones.

Como puede observarse en la Figura 3,
en este ensayo se pudo detectar un efec-
to fitohormonal tipo auxina, obteniéndose
una mayor eleongacion en los segmentos
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|1+ 3 Imagen de coledptilo expuesto al inoculo de bacte-
rias fijadoras de nitrégeno (producto Azobac) (coledptilo supe-
rior) en comparacion con el expuesto a la disolucion basal {(co-
leoptilo inferior)

Azobac (mezcla de Azotobacter y
Azospirillum), con independencia
de su capacidad para fijar nitrogeno, ejer-
cen una accion estimulante sobre el creci-
miento vegetal, particularmente al nivel de
raices. Esta accidn estimulante parece ser
de tipo hormonal ya gue se pone de mani-
fiesto en los primeros estadios del desarro-
llo de la planta (germinacién) cuando las ne-
cesidades nutritivas no son un factor limi-
tante del crecimiento, observandose una
respuesta a la dosis tipo campana de
Gauss, caracteristica de las sustancias de
tipo hormonal, siendo el efecto fitohormonal
observado de tipo auxina.
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