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SUMMARY 

 
An Azospirillum strain from Cenchrus echinatus roots 
was isolated, and a pure culture of the strain was used 
as inoculum to induce root growth in Capsicum 
chinense seedlings. The inoculum concentration 
effects were evaluated on seeds germination rate, 
radicular system, and shoots growth. The inoculated 
seeds germination occurred a day before non 
inoculated seeds. An increase (P<0.001) in terciary, 
and secondary root number, and in shoot growth was 
obtained. A significative difference of seedlings 
growth (P< 0.01) in sterilized and non sterilized, soil 
was observed. The optimal inoculum size were 3 x 107 
fcu ml-1 and 1 x 107 fcu ml-1. It is suggested that 
inoculum size has played an important role as 
modulator of indigenous microorganisms interactions. 
 
Key words: Azospirillum sp., biofertilization, C. 
chinense, inoculatión. 
 
 
 
 
 

RESUMEN 
 
Se obtuvo un cultivo puro de Azospirillum sp. de las 
raíces del pasto muul o tak’ suuk (Cenchrus 
echinatus). Se evaluó el efecto de la inoculación con 
Azospirillum sp. en la capacidad de germinación de las 
semillas  y en el desarrollo inicial de las plantas de C. 
chinense.  Se encontró que la inoculación aceleró por 
un día la germinación y los porcentajes de 
germinación no varían. La inoculación a diferentes 
concentraciones y en los dos tipos de tierra, estéril y 
no estéril, influye significativamente (P<0.001) en el 
desarrollo del sistema radical (mayor número de raíces 
secundarias y terciarias) y de la porción aérea de la 
planta. En tierra estéril el desarrollo de la planta fue 
significativamente menor que en la tierra normal sin 
esterilizar (P<0.01). La concentración de inóculo que 
mayor efecto tuvo fue de 3 x 107 ufc ml-1 y 1 x 107 ufc 
ml-1. Para que la bacteria influya directamente en el  
rendimiento de la planta debe de interactuar con otros 
microorganismos nativos del suelo. 

 
Palabras claves: Azospirillum sp., biofertilización, C. 
chinense, inoculación. 
 
 

 
INTRODUCCIÓN 

 
En las interacciones entre plantas y ciertos 
microorganismos promotores del desarrollo vegetal, la 
raíz desempeña un papel central por su capacidad para 
ser colonizada (Chiarine et al., 1998; Jiang y Sato, 
1994). 
En los últimos años se ha visto un creciente interés en 
la bacteria del género Azospirillum  por su posible 
contribución en el rendimiento de varios cereales 
(Kapulnik et al., 1983). Inicialmente, los reportes 
sobre la asociación de Azospirillum se restringían 
únicamente a las Poaceae (Graminaceae), que poseen 
la ruta fotosintética C4; sin embargo existen reportes 

de asociaciones de este tipo de microorganismos con 
las raíces de plantas dicotiledóneas (Rao y 
Venkateswarlu, 1982). 
 
Varias especies de microorganismos han sido 
utilizadas, en la práctica, para incrementar la 
producción de algunos cultivos, ya sea por su 
participación en el control biológico de hongos y 
bacterias fitopatógenos o por su capacidad para la 
fijación del nitrógeno atmosférico (Zhang et al., 1996). 
 
De hecho, se ha desarrollado una tecnología sencilla y 
económica para el establecimiento exitoso de 
leguminosas con una amplia variedad de cultivos. Esto 
incluye la práctica de la inoculación de Rhizobium 
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(Hubbell, 1986a), Pseudomonas (Carrillo-Castañeda et 
al., 2000), Azospirillum (Kapulnik et al., 1985; Gowda 
y Watanabe, 1985) y de otros microorganismos en el 
suelo o en las semillas para la infección, nodulación y 
fijación de nitrógeno por la planta o para la promoción 
del desarrollo de algunos cultivos (Hubbell, 1986b).  
 
Se ha demostrado que los cultivos puros de 
Azospirillum sp. producen auxinas, citoquininas y 
sustancias similares a giberelinas, hormonas que 
participan en el desarrollo vegetal (Kapulnik et al., 
1985). Por lo tanto, el género Azospirillum pudiera 
resultar benéfico para estimular el desarrollo vegetal 
(Schnak et al., 1981; Smith  et al., 1984), el 
rendimiento de granos y semillas y producir tasas de 
fijación de nitrógeno en gramíneas de hasta 30 a 40 
kg/ha/año (Okon, 1982). 
 
La inoculación con Azospirillum a diferentes tiempos 
no tienen una influencia significativa en el rendimiento 
aéreo y radicular del sorgo; sin embargo, a diferentes 
dosis (1 y 3 ml) y concentraciones (de 104 a 108 ufc 
ml-1) los resultados difieren (Hernandez et al., 1996).  
 
En nuestro estado existen grandes áreas destinadas al 
cultivo de chile y otros cultivos que no reciben 
fertilización adecuada y que pudieran beneficiarse con 
el empleo de estas bacterias. Por esto, en el presente 
trabajo se determinó el efecto de la inoculación de 
Azospirillum sp. en la germinación de semillas, en el 
desarrollo de la raíz y de las plántulas de C. chinense.  
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Aislamiento y purificación de Azospirillum. 
 
Para el aislamiento de Azospirillum, se cortaron 
segmentos de la raíz del pasto muul o tak’ suuk 
(Cenchrus echinatus), de 1.0 a 1.5 cm de longitud. Los 
segmentos de raíz fueron  lavados sucesivamente con 
agua de la llave para separar los residuos de suelo 
adheridos a estos; se esterilizaron mediante un lavado 
con solución desinfectante –cloro comercial- por 5 
min; posteriormente, se  lavaron con agua destilada 
estéril por 5 min y luego con una solución 
amortiguadora de fosfatos a pH 6.8 durante 5 min; 
finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril 
durante 5 min. Los lavados se efectuaron con agitación 
manual. 
 
Después de lavados y esterilizados, los segmentos de 
raíz, se sembraron en tubos de ensaye con medio de 
cultivo NFB semisólido, cuya composición por litro 
fue: 0.05 g. de extracto de levadura; 0.5 g de K2HPO4 
al 10%; 0.01 g de FeSO4.7H20; 0.002  g de 
Na2MoO4.2H20 al 0.1%; 0.002 g de MnSO4.H20 al 
1.0%; 0.2 g de MgSO4.7H20 al 10%; 0.1 g de 

NaCl.2H20 al 1%; Azul de Bromotimol al 0.5% -en 
solución alcohólica-; 2 g de ácido málico y 2.33 g de 
Agar bacteriológico (para preparar el medio NFB 
sólido, se utilizan las mismas concentraciones, se 
agrega 1 g de (NH4)2 SO4 y se varía la cantidad de 
Agar bacteriológico de 2.33 g/L a 18.0 g/L), al final se 
incubó a 35°C por 24-48 h. 
 
Para la purificación de la cepa aislada de Azospirillum 
sp. se prepararon 4 cajas de Petri con medio de cultivo 
NFB sólido, de los tubos de ensayo positivos, se 
tomaron muestras de Azospirillum sp. con un asa 
(previamente esterilizada) y se distribuyeron en estrias, 
para que las colonias quedaran uniformemente 
distribuidas. Las cajas de Petri fueron incubadas a 
35°C de 24-48 h, dependiendo del crecimiento. 
 
Después de purificar las cepas de Azospirillum, se 
registró su reacción a la tinción de Gram así como las 
características morfológicas básicas para tomarlas 
como criterio de discriminación en las pruebas de 
inoculación posteriores, según lo recomendado por 
Tarrand, Kreg y Döbereiner (1978) para el género. 
 
Preparación del inóculo.  
 
Para el crecimiento de Azospirillum sp. en las 
condiciones adecuadas en el laboratorio, se preparó en 
primer lugar el inóculo, siguiendo los pasos que se 
enumeran a continuación: a) en un matraz de 
Erlenmeyer con 50 ml de medio de cultivo NFB 
líquido se añaden 2-3 asadas de la bacteria que creció 
en la caja de Petri (este paso se realiza en condiciones 
estériles); luego, b) el matraz se coloca en un orbitador 
para mantenerlo en agitación. La agitación se realiza a 
35 °C durante 24 h a 180 rpm.  
 
Inoculación de las  semillas. 
 
Primer experimento. Antes de la inoculación, las 
semillas fueron esterilizadas con etanol al 1% y cloro 
comercial al 10%, por 3 y 4 min., respectivamente, y 
se lavaron con abundante agua estéril. Para realizar la 
inoculación se tomó un matraz de Erlenmeyer con el 
cultivo desarrollado (de 6 a 8 h de crecimiento, y 
aproximadamente 107 ufc ml-1) y en ellas se colocaron 
100 semillas, previamente esterilizadas, durante 10 
min para permitir que se dé la imbibición de la semilla 
y el establecimiento de la bacteria (tratamiento 1). 
 
Se realizó un control (tratamiento 2) en el que la 
imbibición de las 100 semillas se dio únicamente con 
agua. Para evaluar sólo el efecto de Azospirillum sp. en 
la germinación de las semillas y eliminar el efecto del 
medio de cultivo, se colocó de igual manera otro grupo 
de 100 semillas en imbibición solamente con el medio 
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líquido (tratamiento 3) durante el mismo tiempo que 
los otros dos tratamientos. 
 
Efecto de la inoculación en la capacidad de 
germinación de las semillas. 
 
Para determinar el efecto de la inoculación se 
colocaron grupos de 25 semillas de C. chinense  en 
placas de Petri (con un total cuatro cajas para cada 
tratamiento) sobre dos  capas de papel filtro húmedo y 
se conservaron a 28 – 30 °C en la oscuridad. Se 
consideró que la semilla había germinado cuando se 
rompió la testa. 
 
Efecto de la inoculación en el desarrollo de la raíz y 
de la planta. 
 
Segundo experimento. Para medir el efecto de la 
inoculación en el desarrollo de la planta, se utilizaron 
bolsas de plástico de 1.5 kg con suelo estéril y no 
estéril (tomado de un mismo sitio) y a diferentes dosis 
de inoculo (1, 3 y 6 ml); el inóculo se tomó de los 
cultivos desarrollados en matraces Erlenmeyer, de 6 a 
8 h de crecimiento y concentración aproximada de 107 
ufc ml-1. En este experimento se utilizó un control sin 
inoculo.  
 
El suelo se tomó de los primeros 15 cm de 
profundidad, siendo del tipo Kaan Kab (Luvisol) o 
tierra roja. La tierra se esterilizó por flujo de vapor 
durante 4 h por tres días consecutivos. 
 
Para el experimento se tomaron semillas de C. 
chinense y se germinaron en cajas de Petri con agua 
destilada y se conservaron a temperatura ambiente. 
Después de 24 h, las semillas se sembraron en 
bandejas, lo que permitió que las plántulas se 
desarrollaran hasta alcanzar 5 cm de altura (15 días 
después de su germinación). Las plántulas se 
transplantaron a las bolsas de plástico con el suelo 
correspondiente.  
 
Los parámetros a medir fueron las ramificaciones 
secundarias y terciarias de la raíz, el peso seco de la 
parte radicular y la parte aérea (esta última comprende 
toda la planta, excepto la parte radicular). La medición 
de los parámetros se realizó a los 35 días del 
experimento.  
 
Para los análisis estadísticos se utilizó el programa 
Statgraphics Plus para Windows 4.1. Se empleó el 
análisis de varianza para un diseño bifactorial de 
efectos fijos para determinar efectos significativos de 
la tierra (estéril y no estéril) y la concentración del 
inóculo (0, 1, 3 y 6 ml) sobre cada uno de los 
parámetros. Cabe señalar que los parámetros 
ramificaciones secundarias y terciarias de la raíz 

fueron transformadas con raíz cuadrada para dicho 
análisis. Los ocho tratamientos fueron A: tierra no 
estéril sin inoculo (control); B: Tierra no estéril con 
inoculo de 1 ml; C: Tierra no estéril con inoculo de 3 
ml; D: Tierra no estéril con inoculo de 6 ml; E: Tierra 
estéril sin inoculo; F: Tierra estéril con inoculo de 1 
ml; G: Tierra estéril con inoculo de 3 ml y H: Tierra 
estéril con inoculo de 6 ml. Para determinar que 
tratamientos difieren con el control se realizó la 
comparación múltiple de Dunnett (Montgomery, 1997; 
Zar, 1999).  
 

RESULTADOS 
 
Entre 24-48 h de incubación se observó, en los tubos 
de aislamiento, una zona de crecimiento a manera de 
una fina película blanquesina por debajo de la 
superficie del medio líquido, indicando la preferencia 
por las condiciones microaerofílicas de Azospirillum. 
Posteriormente se obtuvieron cultivos axénicos  a 
partir de los cuales se determinaron sus características 
morfológicas: la forma de coma (por medio de la 
tinción de gram) y de la observación en vivo de 
movimiento vibratorio y oscilatorio de los espirilos. 
 
Efecto de Azospirillum en la capacidad germinativa 
de semillas de C. chinense.  
 
Los resultados sobre la capacidad de germinación de 
las semillas mostraron que los tres tratamientos siguen 
la misma cinética (Cuadro 1). No aumentó ni 
disminuyó la capacidad de germinación de las 
semillas; sin embargo, la inoculación con Azospirillum 
sp. aceleró en un día, el proceso de germinación. En el 
caso del tratamiento con el medio de cultivo la 
capacidad de germinación de la semilla inoculada fue 
similar a la del control.  
 
Al comparar la germinación acumulada de cada uno de 
los tratamientos se observa que el tratamiento con  
Azospirillum sp. aceleró la germinación. 
 
 
Cuadro 1. Germinación de semillas de C. chinense
del día 5 al 14 del período experimental 
 
 Semillas germinadas1 
Tratamiento/día 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Total
Agua 0 2 6 9 17 15 13 9 2 0 73 
Azospirillum2 5 11 9 16 16 10 2 3 2 1 75 
Medio 0 0 4 15 13 12 16 8 2 2 72 
1Valores corresponden a número total de semillas 
germinadas en 3 de lotes de 25 semillas c/u en el día 
señalado. 
2El inóculo de Azospirillum se tomó de un cultivo de 6 
a 8 h de crecimiento y aproximadamente 107 ufc ml-1. 
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Efecto de la inoculación en plántulas de C. chinense 
 
El efecto de la interacción entre la inoculación en 
diferentes concentraciones y en los dos diferentes tipos 
de suelo (estéril y no estéril) tuvo un efecto en la 
radiculación (número de raíces secundarias (P<0.001) 
y terciarias (P<0.0001) así, como en la acumulación de 
materia seca aérea (P<0.0001) y radicular (P<0.0001).  
 
Se observó una diferencia entre los dos tipos de suelo. 
El suelo esterilizado mostró poco o lento desarrollo de 
la plántula de chile comparado con el del suelo no 
esterilizado, donde el crecimiento fue mayor (Figura 
1). 

 
En el desarrollo radicular, los datos del cuadro 2 y la 
figura 2 muestran las diferencias que se obtuvieron 
entre suelo esterilizado y no esterilizado a diferentes 
concentraciones, donde las plántulas crecidas en suelo 
no esterilizado desarrollaron mayor número de raíces 
secundarias y terciarias que las de suelo esterilizado 
(P<0.01). 
 
La diferencia (P<0.01) entre concentraciones muestran 
que el inóculo con mejor resultado fue el de 3 ml. 
seguido por el de 1ml., con suelo no estéril 
(tratamiento C y B respectivamente) contra el control 
(tratamiento A), Cuadro 2. 

 
 
 
 

 
 
 Cuadro 2. Efecto de la inoculación de Azospirillum sp. en la radiculación, en el peso de plántulas de Chile 
Habanero (C. chinense) a los 35 días de  la inoculación. 
 

Tratamientos Peso Aéreo seco 
(g/planta) 

Peso Radical seco 
(g/planta) 

Número de raíces 
secundarias 

Número de raíces 
terciarias 

Control (A) 0.108 0.032 4.112 3.949 
B 0.307 * 0.043* 6.054* 6.206* 
C 0.342* 0.066* 7.589* 8.979* 

 
 

(NE) 

D 0.303* 0.080* 6.136* 6.271* 
E 0.053* 0.009* 2.504* 2.698* 
F 0.069* 0.031 4.162 3.782 
G 0.066* 0.036 4.542 3.990 

 
 

(E) 

H 0.055* 0.017* 3.693 3.589 
*Medias que difieren significativamente del control con α = 0.01 (prueba de Dunnett ). 
A: Control; B: inóculo de 1 ml; C: 3 ml; D: 6ml; E: 0 ml; F: 1 ml; G: 3 ml; y H: 6 ml. (NE): Tierra no estéril; 
(E): Estéril 
 
 

Figura 1. Influencia de la inoculación del Azospirillum sp. en las plantas de C. chinense. A: Tierra no estéril (NE) 
sin inóculo –Control-; B: (NE) y 1 ml; C: (NE) y 3 ml; D: (NE) y  6 ml; E: estéril (E) y 0 ml; F: (E) y 1 ml; G: (E) y 
3 ml; y H: (E) y 6 ml. 
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DISCUSIÓN 
 
En los tubos que contenían las raíces lavadas en el 
medio semisólido libre de nitrógeno se observó una 
película densa y blanca a unos milímetros por debajo 
de la superficie. Este comportamiento ha sido 
atribuido a la necesidad del microorganismo de migrar 
hacia una región donde la difusión del oxígeno se 
encuentre en una proporción adecuada para la 
respiración bacteriana y que no inhiba la fijación de 
nitrógeno. Por lo tanto las características observadas 
del aislamiento de Azospirillum concordaron con lo 
reportado por Döbereiner y Day, 1976, Hernández et 
al., 1994, Hernández y Sarmiento, 1994 y Becking, 
1963. 
 
Si bien es cierto que hay diferentes métodos para 
inocular  bacterias fijadoras de nitrógeno  (caldos, 
inoculantes en soportes y liofilizados bacterianos en 
cápsulas de alginato), cada una depende de las 
condiciones en las que se les aplique (García y 
Sarmiento, 2000). La inoculación de la semilla no 
mostró grandes diferencias con respecto al control al 
comparar el total de semillas germinadas al día 14 
(cuadro 1).  
 
La falta de algún soporte para la inoculación con 
Azospirillum sp., pudo ser la causa de que el numero 
total de semillas germinadas no mostrara grandes 
diferencias entre los tres tratamientos. Dutto y 
Labandera (1994) indican que la forma de inoculación 

podría ser uno de los factores que afectan la 
inconsistencia de las respuestas. 
 
Respecto al segundo experimento, la inoculación fue 
realizada después de los 15 días de ser transplantada, 
ya que la colonización bacteriana es alta en esta etapa 
en la raíz, lo cual ha sido reportado en otros trabajos 
(Bashan y Levanony, 1990), y esto es porque el 
desarrollo radical permite la presencia de exudados, 
los cuales son la principal fuente de carbono para los 
microorganismos. 
 
Como se observa en los cuadros y figuras, la 
inoculación a diferentes concentraciones tuvo un 
efecto significativo en el incremento del número de 
raíces secundarias y terciarias, así como en el peso 
seco radicular y aéreo. Esta respuesta, pudo ser efecto 
de la producción hormonal de la bacteria. Sin 
embargo, al incrementar más aún la dosis (6 ml) el 
comportamiento fue similar al de 1 ml., lo cual indica 
que solo con pequeñas dosis se pueden obtener estos 
efectos (Okon, 1982). 
 
Lo anterior puede ser explicado por el hecho de que en 
el suelo no estéril los microorganismos nativos 
interfieren con la colonización de la bacteria (Okon, 
1982), sin embargo, también se ha observado que los 
microorganismos nativos pueden ayudar al 
establecimiento de Azospirillum en las raíces de la 
plántula, en este caso fue más evidente al compararlas 
con las de suelo estéril. Azospirillum es conocido 
ampliamente por su capacidad para promover el 

Figura 2. Efecto de la inoculación del Azospirillum sp. en la radiculación de la planta.  
De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: A,B,C,D,E,F,G,H. 
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desarrollo de plántulas; pero los mecanismos 
involucrados en este proceso aún no se conocen 
plenamente (Carrillo-Castañeda et al., 2000). 
 
En el suelo estéril se encontró que las dosis de 
Azospirillum no tuvieron grandes efectos como los 
encontrados en el suelo no estéril; Hernández et al., 
(1997) reportaron que una sobredósis de bacteria 
podría provocar un efecto inhibitorio en la planta, ya 
que en el suelo estéril no se encuentran otros 
microorganismos que interactúen con Azospirillum lo 
que permite que la producción de hormonas se 
acumule provocando un efecto depresivo en la plántula 
(Hernández et al., 1996). Sin embargo, cabe señalar 
que en este estudio solamente se evaluó el efecto de 
Azospirillum durante el primer mes de desarrollo, por 
lo que las conclusiones que se enuncian se basan en 
este hecho.  
 
Se sugiere que los experimentos continúen, en 
condiciones de campo, durante el desarrollo de las 
plántulas para medir los efectos en el inicio de la 
floración y en el número y peso de los frutos; además 
se valore la respuesta con diferentes tipos de suelo y se 
considere, previamente, la concentración de nitrógeno 
en los mismos. 
 

CONCLUSIONES 
 
Azospirillum no tuvo respuesta visible en la capacidad 
de germinación en semillas de C. chinense. 
 
Las plántulas, en los tratamientos con suelo no estéril, 
y concentraciones de inoculo de 3 x 107 y 1 x 107 ufc 
ml-1, presentaron incrementos en el peso seco aéreo y 
radicular y en el número de raíces. 
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