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INTRODUCCIÓN

Los cereales constituyen la base de la alimentación
humana, destacándose el arroz como el alimento prima-
rio de más de la mitad de la población mundial (1).

La aplicación de bacterias promotoras del creci-
miento vegetal (PGPB) en cultivos de importancia agrí-
cola, es una alternativa viable, sobre todo en los países
con una agricultura subdesarrollada, que carecen de
fertilizantes (2, 3, 4).

La capacidad para producir fitohormonas como el
ácido 3-indol acético (AIA) está ampliamente distribuida
entre las PGPB, siendo su detección y cuantificación un
paso vital en la caracterización de las cepas, empleán-
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ABSTRACT. Rice is one of the most important food supplies
worldwide. As a sustainable agriculture strategy, to increase
yield and substitute chemical fertilizers, bacteria-based
biofertilizers are now used. The genus Azospirillum has been
proved to promote plant growth, due to its ability to produce
plant growth regulators such as auxins and fix atmospheric
nitrogen. Several Azospirillum strains were selected to test
their capability to produce auxins by Salkowski´s method and
fix atmospheric nitrogen by the acetylene reduction assay.
Positive results were achieved; the strains produced auxins
(2.75-8.6 ìg.mL-1) and were capable of fixing atmospheric
nitrogen (164.17-384.9 nmol.h-1·5 mL-1). An in vitro bioassay
was carried out to assess plant-growth-promotion ability of
strains in rice, with positive results as well. High increases
referring to control treatment were obtained.

RESUMEN. El arroz es fuente de alimento y empleo para una
gran parte de la población mundial. Como parte de la estrategia
de agricultura sostenible para aumentar el rendimiento y susti-
tuir los fertilizantes químicos, son utilizados actualmente
inoculantes microbianos elaborados a partir de rizobacterias.
En particular, el género Azospirillum ha sido utilizado como
agente promotor del crecimiento vegetal, debido a su capaci-
dad para fijar nitrógeno atmosférico y producir auxinas del
tipo ácido indolacético. Se emplearon cepas nativas aisladas y
de referencia, a las que se les determinó su capacidad de pro-
ducir compuestos indólicos mediante la técnica colorimétrica
derivada de Salkowski y la capacidad de fijación de nitrógeno,
mediante el ensayo de reducción de acetileno. Se obtuvie-
ron resultados positivos para todas las cepas, que resulta-
ron productoras de compuestos indólicos en un rango de
2,75-8.6 µg.mL-1 y con una capacidad de fijar nitrógeno de
164.17-384.9 nmol.h-1·5 mL-1. Se llevó a cabo además un
bioensayo destinado a evaluar la aplicación de estas cepas,
como agentes promotores del crecimiento vegetal en el cul-
tivo del arroz (variedad J-104). Se obtuvo un incremento no-
table en los parámetros de crecimiento de la planta con respec-
to al control.

dose para ello técnicas fisicoquímicas e inmunoquímicas
(5, 6). Entre los géneros más destacados en la produc-
ción de esta fitohormona se encuentran Azospirillum y
Herbaspirillum (7).

Un mecanismo que explica también el aumento en
los cultivos es la capacidad de estos géneros bacterianos
para fijar el nitrógeno atmosférico, ya que luego del agua,
el nitrógeno es el factor limitante más importante para el
desarrollo de las plantas (8). Una técnica empleada fre-
cuentemente en la cuantificación de la actividad
enzimática de la nitrogenasa es el ensayo de reducción
de acetileno (ARA), que resulta sencillo y tiene una sen-
sibilidad adecuada (9).

El objetivo del presente trabajo es hacer una carac-
terización en cuanto a la producción de auxinas y la ca-
pacidad para fijar nitrógeno atmosférico de cepas nativas
de Azospirillum sp. asociadas al cultivo del arroz, así
como la evaluación del efecto que ejerce su inoculación
in vitro en plantas de arroz (Oryza sativa) var. J-104.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivos microbianos. En los diferentes experimentos se
utilizaron cepas endófitas aisladas de plantas de arroz
(Oryza sativa) var. J-104, pertenecientes al género
Azospirillum (AA7, AA9, AA17, AA20, AA21, AA24, AA25,
AA27), identificadas previamente por Rives et al. (10) y
depositadas en la colección de cultivos del Laboratorio
de Ecología Microbiana de la Facultad de Biología. Se
emplearon, además, las cepas patrones Azospirillum
brasilense 245 y A. brasilense 8I, procedentes de
EMBRAPA (Brasil), donadas gentilmente por el Instituto
Nacional de Investigaciones de la Caña de Azúcar (INICA).
Producción de AIA. Para la determinación cuantitativa de
los compuestos indólicos de tipo AIA, se siguió la técni-
ca descrita por Hernández (11), utilizando como revela-
dor el reactivo de Salkowski.
Cuantificación de la actividad nitrogenasa (ARA). Se si-
guió la metodología descrita por Elbeltagy et al. (12),
utilizando como medio semisólido libre de nitrógeno el
Nfb (13). Los resultados fueron medidos en un
cromatógrafo de gases CHROM 5 con un detector de
ionización de llama acoplado a un ordenador. El resulta-
do de la medición proporciona los datos, para calcular la
actividad enzimática del complejo nitrogenasa con ayuda
de una curva patrón.
Ensayo de interacción planta-bacteria en el cultivo del
arroz var. J-104. Se utilizó el modelo de tubos
espermosféricos (14) para probar el efecto de la inocula-
ción de las cepas de Azospirillum en plantas de arroz
(Oryza sativa J-104). La inoculación se hizo en semillas
y el efecto se evaluó a los 21 días luego de la emergen-
cia. Los parámetros de promoción del crecimiento vege-
tal evaluados fueron los siguientes: masas fresca y seca
de raíces y tallo, longitud de las raíces y altura de las
plántulas.

Para este estudio se pregerminaron semillas en cá-
maras húmedas. Las semillas germinadas se traslada-
ron a tubos de cultivos de 20x3 cm, a razón de dos semi-
llas por tubo, que contenían 20 mL de medio MS (15).

Para la inoculación de las semillas, se añadieron
2 mL de una suspensión bacteriana de concentración ce-
lular de 108cel.mL-1 a cada tubo de cultivo, usando como
control negativo la inoculación de 2 mL por tubo de agua
destilada estéril. Se establecieron 10 tubos por tratamiento
(20 plantas), repitiendo el bioensayo dos veces.

La incubación transcurrió a temperatura ambiente en
régimen de 14 horas de luz y 10 horas oscuridad. Al cabo
de 21 días, las plantas se removieron de los tubos con
mucho cuidado, se lavaron con agua destilada, se seca-
ron con papel de filtro y se procedió a separar la sección
aérea de la raíz, a fin de determinar los diferentes
parámetros de crecimiento.

Se midió el largo de la raíz principal y el tallo, utili-
zando una regla milimétrica como instrumento de medi-
ción. Para determinar la masas fresca y seca, tanto de la
raíz como del tallo de las plántulas, se utilizó una balan-

za analítica (Sartorius). La determinación de la masa fres-
ca se hizo luego de la medición de la altura del tallo y el
largo de las raíces, y la masa seca se determinó luego
de secar completamente el material vegetal en un horno
(Memmert, Bélgica) a 70ºC durante tres días.
Análisis biométricos. De forma preliminar, a todas las
variables se les realizó la prueba de normalidad de Shapiro
y Wilk y homogeneidad de varianza, contenidas en el
paquete estadístico Statistica 5.0. A partir de estos resul-
tados, se decidió realizar los análisis paramétricos y no
paramétricos según correspondiera.

Los bioensayos presentaron distribución normal y
se realizó la prueba de Student-Newman-Keuls (SNK)
paramétrica. Todas las pruebas estadísticas realizadas
están contenidas en el paquete estadístico Statistica 5.0.

RESULTADOS

Producción de AIA. Se determinó que todas las cepas
seleccionadas producen compuestos indólicos con acti-
vidad auxínica del tipo AIA.  Estos resultados coinciden
con otros planteamientos que indican la producción de
estos metabolitos por bacterias con actividad promotora
del crecimiento vegetal. En este sentido, Munir et al. (16),
Barea et al. (17) y Nelson (18) indicaron que la síntesis
de AIA en cepas de Azospirillum es uno de los mecanis-
mos de acción responsable de los efectos beneficiosos
obtenidos al inocular plantas con esta bacteria. La Figura
1 corresponde a los resultados obtenidos.

Las letras no comunes indican diferencias significativas (p<0.05)
según la prueba SNK paramétrica

Figura 1. Concentración de compuestos indólicos de
tipo AIA producidos por las cepas seleccio-
nadas de Azospirillum y las cepas patrones

Los niveles de producción de AIA son bajos si se
comparan con los informados para este mismo género
(19, 20, 21). Este comportamiento podría estar relaciona-
do con la concentración de triptófano adicionada al me-
dio, como precursor de la síntesis de este metabolito. En
este sentido, Zakharova et al. (5) señalaron que concen-
traciones de 50 µg.mL-1 de triptófano en el medio, favore-
cen de forma óptima la mayor producción de AIA de
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Azospirillum brasilense, observándose cierta inhibición
en algunas cepas al utilizar concentraciones mayores,
que normalmente son empleadas para estos fines (en
este estudio, 100 µg.mL-1). Este fenómeno parece ser
dependiente de la cepa, ya que otros no han referido di-
cha inhibición (20, 21).
Cuantificación de la actividad nitrogenasa (ARA). Se
encontraron diferencias significativas en la actividad
enzimática nitrogenasa entre las cepas. A. brasilense 245
y A. brasilense 8I se destacaron por los valores de la
actividad nitrogenasa. En orden descendente, le siguen
las cepas AA25, AA27, AA20 y AA7, que no presentan
diferencias significativas entre sí (Figura 2).

Las letras no comunes indican diferencias significativas (p<0.05)
según la prueba SNK paramétrica

Figura 2. Valores de actividad nitrogenasa (nmol.h-1·5 mL-1)
de las cepas seleccionadas de Azospirillum

De forma general, los valores encontrados para
la actividad nitrogenasa en el género Azospirillum son
elevados, lo que se corresponde con otros resultados
informados (22, 23, 24). Es importante destacar que
el mecanismo de fijación biológica de nitrógeno at-
mosférico ha sido muy utilizado, para explicar los efec-
tos beneficiosos obtenidos en plantas de interés agrí-
cola mediante la inoculación con cepas de este géne-
ro (25, 26, 27).

Ensayo de interacción planta-bacteria en el cultivo del
arroz var. J-104. En la Tabla I se muestran los resulta-
dos de los bioensayos de promoción del crecimiento.

De modo general, la mayor capacidad para promo-
ver el crecimiento vegetal fue alcanzada por las cepas
de Azospirillum sp. AA7 y AA20, que ocuparon los pri-
meros lugares en los parámetros evaluados, destacán-
dose también por alcanzar altos niveles en la produc-
ción de auxinas. Mantelin y Touraine (28) señalaron la
importancia de este mecanismo en el desarrollo del sis-
tema radical del cultivo, y la toma de nitrato y otros
nutrientes por la planta.

Asimismo, la fijación biológica de nitrógeno en
microorganismos de vida libre asociados a gramíneas,
constituye un mecanismo importante de promoción del
crecimiento (9), aunque es necesario tener en cuenta la
interacción planta-microorganismo, para describir con
mayor exactitud el efecto beneficioso en cada caso par-
ticular (12). Esto se pone de manifiesto en el presente
trabajo, ya que aunque 8I y 245 fueron las cepas de
referencia que mostraron los mayores valores de fija-
ción de nitrógeno, seguidas por AA25, AA7 y AA20, es-
tas no fueron las de mayor efecto promotor del creci-
miento vegetal. En este sentido, Persello-Cartieaux et
al. (29), Ping y Boland (30) y Bashan y de-Bashan (20)
señalaron que conocer el comportamiento de las espe-
cies microbianas ante los exudados radicales de las
plantas, constituye un principio básico de la interacción
planta-microorganismo. Asimismo, Hernández et al. (31)
señalaron la acción selectiva de los exudados radicales
ante los grupos microbianos presentes en la rizosfera,
pudiendo manifestarse un comportamiento diferenciado
según la especie vegetal, la cepa microbiana, la edad
vegetal e incluso la variedad de la planta. En el presente
trabajo, se aislaron cepas potencialmente eficientes en
la promoción del crecimiento en el cultivo del arroz, aun-
que se considera necesario continuar los estudios en
macetas y campo, para confirmar los efectos beneficio-
sos observados.

Efecto promotor del crecimiento vegetal de cepas de Azospirillum sp. en el cultivo del arroz
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Parámetros de crecimiento 
Masa fresca (mg) Masa seca (mg) Longitud (cm) 

 
Tratamientos 

Raíz Tallo Raíz Tallo Raíz Tallo 
AA25 69,78±6,38 c 74,57±7,36 b 14,14±0,36 b 10,64±1,59 ab 9,78±0,45 a 31,30±0,76 c 
AA20 81,42±8,95 ab 68,64±4,97 c 13,93±1,18 bc 9,93±1,61 b 9,68±0,63 a 33,23±0,91 a 
AA7 84,40±6,18 a 74,90±7,64 b 15,42±0,85 a 12,07±1,54 a 9,47±0,65 a 33,73±0,99 a 
AA9 75,84±6,22 bc 75,57±5,72 b 14,27±1,06 b 10,71±1,13 ab 9,97±0,62 a 31,10±0,57 c 

8I 77,68±6,85 b 84,07±5,31 a 13,35±0,74 cd 9,50±1,16 b 4,80±0,38 d 30,90±0,65 c 
245 72,19±6,61 bc 72,38±5,71 bc 14,21±0,69 b 11,57±2,10 a 8,41±0,47 b 32,14±1,05 b 

Control 69,33±3,84 c 67,54±5,24 c 13,07±0,82 d 7,28±0,82 c 6,18±0,60 c 25,27±0,66 d 

 

Tabla I. Mediciones de los parámetros de crecimiento vegetal. Tratamientos: control sin inocular, cepas
de Azospirillum sp. y cepas patrones
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