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RESUMEN

El estudio se llevé a cabo en la hacienda Cauchitos, municipio de Ibagué, departamento del Tolima (Norte 4° 23’ 51" y Oeste 75° 9’ 7”, 979 msnm,
24.3°C, bosque seco tropical (bs-T), con el objetivo de evaluar las asociaciones entre bacterias fijadoras de nitrégeno con inéculo y sin él en diez
lineas interespecificas de arroz, con tres dosis de nitréogeno (0%, 50% y 100% de 250 kg/ha'l) y tres repeticiones por tratamiento. La inoculacion se
realizé con 1 cm® de unidades formadoras de colonias por 250 g de semilla de cada cultivar. Se aislaron 2.260 bacterias de los géneros Azotobacter
spp y Azospirillum spp, se identificaron las especies A. brasilense, A. lipoferum, A. amazonense y del género Azotobacter las especies A. chroococcum,
A. vinelandii, A. paspali y A. beijerinckii. Respecto al indculo no se encontraron diferencias significativas al realizar su aplicacion, se determiné que
Azotobacter spp y Azospirillum spp fueron géneros tipicos de la flora bacteriana en el cultivo del arroz y en condiciones de campo hubo efecto de los
tratamientos en la flora bacteriana, y Azotobacter spp fue el predominante en cada uno de los tratamientos.

Palabras claves: Oryza sativa, O. rufipogon, O. glaberrima, Azotobacter, Azospirillum.

ABSTRACT

The study was carried out at the Cauchitos farm, Ibague municipality department of Tolima, with bounds: North 4°23’51” and west 75°9°7”, 979
ansm, the average temperature is 24,3°C, tropical dry forest (bs-t) in the Holdridge classification. The purpose of this study was to evaluate the as-
sociation between the nitrogen fixation bacteries with and without inoculo in 10 interespecific rice lines with three nitrogen dosis (0, 50 and 100 %
de 250 kg/ ha™) and three repetitions. The inoculation was realized with 10® former units of colonies per millimeter. 2.260 bacteries of the generums
Azotobacter spp y Azospirrillum spp., and identification the species: Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, Azospirillum amazonense, were
identified and from the genus Azotobacter were identified the species: A. choroococcum, A. vinelandii, A. paspali and A. veijerinckii. Weren’t found
none significative differences after the inoculation. Azotobacter spp and Azospirillum spp. were typical generums of the bacterian flora in the rice
plantation and in field conditions were effect of the treatment effects in the bacterian . The Azofobacter spp was the predominant in generum in
each one of the treatments.

Key words: Oryza sativa, O. rufipogon, O. glaberrima , Azotobacter, Azospirillum

INTRODUCCION como el costo y la contaminacién ecolégica que pro-

A nivel mundial el consumo de fertilizantes nitro-
genados aumenté de 8 a 17 kg ha™ en suelos agricolas
en un periodo de 15 afios (1973-1988) y se predice que
los requerimientos de fertilizantes nitrogenados au-
mentardn en el futuro; sin embargo, con la tecnologia
actual de produccion de fertilizantes y los métodos de
aplicacion empleados que resultan poco eficientes, asi

ducen, su uso se hace mds prohibitivo.

En las dos ultimas décadas se ha relevado la
existencia de asociaciones de bacterias fijadoras de
nitrégeno, con gramineas forrajeras tropicales y cerea-
les. Dentro de las caracteristicas mds importantes estd
la interaccién entre la disimilacién y asimilacién de
nitratos y la fijacion de nitrégenos cuya manipulacién
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debe representar la clave para complementar la fijacion
con abonos minerales

El nitrégeno es el nutrimento que mds influye en
los rendimientos; se le considera un factor limitante en
la produccién del cultivo del arroz (Leon et al., 1981).
En las plantaciones de arroz la demanda de fertilizantes
nitrogenados estd ubicada entre los rubros més altos de
la produccién.

El arroz constituye el alimento primordial para un
tercio de la poblaciéon mundial. Tomando en conside-
racion el desarrollo demografico actual, se estima que
su produccién mundial deberd aumentar en un 40%
para el afio 2020. El cultivo de arroz utiliza cantidades
sustanciales de nitrogeno, de la cantidad total de nitr6-
geno molecular fijada cada afio el 69.5% corresponde
a la fijacién bioldgica y el 15% es fijado por el hombre
para convertirlo en abonos. Para fijar los 40 millones de
toneladas de fertilizantes que cada afio son arrojados a
los campos se requiere un empleo masivo de combus-
tibles fosiles. El encarecimiento de estos combustibles,
asi como la contaminacion ambiental que produce la
aplicacion masiva de los fertilizantes nitrogenados hace
su uso cada dia mds restringido

El nitrégeno es el nutrimento que mds limita la
produccién del cultivo de arroz (Ledn et al., 1981),
por tal razén la demanda de fertilizantes nitrogenados
corresponde al 20% de los costos en la produccion. La
tecnologia actual de produccién de fertilizantes y los
métodos de aplicacion se califican como poco eficientes,
ademds, si se considera el costo y la contaminacién que
producen, el uso se hace mas restringido.

Al ser relevante el desconocimiento de la fijacion
bioldgica de nitrégeno, el estudio es un reto biotecno-
l6gico como sustituto parcial de fertilizantes nitroge-
nados. Los objetivos de la investigacion fueron evaluar
las asociaciones entre bacterias fijadoras de nitrégeno
con inéculo y sin él en lineas interespecificas de arroz
con tres dosis de nitrégeno, en un Typic haplustalf, y
como objetivos especificos se planted cuantificar las
poblaciones bacterianas Azotobacter spp y Azospirillum
spp, y aislar y purificar las poblaciones reportadas en
la cuantificacion.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo se realizé en la hacienda Cau-
chitos, municipio de Ibagué, departamento del Tolima
(4° 23* 517 Norte; 75° 9’ 7 Oeste, 979 msnm, con
una humedad relativa de 64 — 86.1%, precipitacién de
1.450 mm afio, correspondiente a bosque seco tropical
- bs-t). El suelo se caracteriza fisicamente por presentar
un horizonte ap de 18 cm con textura franco arenosa,
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estructuras migajosas y estabilidad de agregados baja;
y un segundo horizonte Bt argilico con concentracién
alta de arcilla, con profundidad entre 18 cm y 54 cm,
estructura prismadtica y estabilidad de agregados alta;
el drenaje es lento y la retenciéon de humedad alta;
quimicamente son neutros a alcalinos, con concentra-
ciones altas de calcio, carbonatos, potasio, magnesio y
elementos menores; el contenido de azufre y materia
orgénica es bajo (Castilla, 2005).

Se sembraron en surco (10 kg ha'l) 10 cultivares de
arroz representantes de buena parte de la base genética
de Oryza, se tomaron las muestras en los siguientes
tiempos: muestra inicial de suelo testigo (sin cultivo, sin
in6culo y sin fertilizacién nitrogenada), suelo después
de los 60 dias de la siembra de arroz (periodo de emer-
gencia) y en periodo de cosecha; cada material se evalué
con inoculacién y sin ella, con un biofertilizante que
tuvo una concentracién de 1 x 10'° UFC/ml (Unidades
Formadoras de Colonias Bacterianas) de la cepa IBUN-
BO1 de Azotobacter chroococcum (registro interno del
cepario del Instituto de Bioctenologia de 1a Universidad
Nacional de Colombia Sede Bogotd: IBUN No.142111)
y de la cepa IBUN-BO2 de Azospirillum amazonense
(registro interno IBUN No. 121111), las cuales fueron
aisladas en el laboratorio de microbiologia del suelo del
Departamento de Biologia de la Universidad Nacional
- Bogota. La inoculacién se realizé con una concentra-
cién de 1 cm® por 250 g de semilla de cada cultivar y
la siembra fue inmediata.

Se estudiaron tres dosis de nitrogeno: 0%, 50% y
100% de 250 kg de nitrégeno/ha, la fuente utilizada fue
urea granular con 46% de N. Los demds nutrimentos
se aplicaron de acuerdo con el andlisis del suelo con 23
kg ha™ de P05 como fosfato diaménico (18-46-0) y 60
kg ha™ de K,0 en forma de cloruro de potasio (60% de
K;0). Alsuelo en cada parcela se le adicion6 agua hasta
saturarlo, manteniéndolo en ese estado hasta cosecha.
Se realizé andlisis de varianza (ANAVA) para comparar
las medias de los tratamientos de acuerdo con el disefio
de parcelas subdivididas donde las dosis de nitrégeno
corresponden a la parcela principal, el indculo (sin €l y
con él) a la subparcela, y los genotipos (10) a las subpar-
celas, con tres repeticiones. Donde hubo significancia
se realizé una prueba de comparacién de medias por
DMRT (Duncan Multiple Range Test) y se complementd
el andlisis mediante la técnica de estadistica multivaria-
da de la correlacién parcial de Pearson. La disposicién
de los tratamientos se presenta en la Tabla 1.

Los andlisis microbiolégicos incluyeron la cuanti-
ficacion de poblaciones bacterianas, aislamiento, prue-
bas bioquimicas. Para el recuento de las poblaciones
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Tabla 1. Disposicion de los tratamientos en campo

0% de N 50% de N 100% de N
Cultivares
con sin con sin con sin
inéc. inéc inéc. inéc indc. indc
Oryza rufipogon 121 131 151 141 161 171
CT 16049-7-3-1 122 132 152 142 162 172

CT 13943-14-3-M-M 123 133 153 143 163 173

CT-1452-20-M-3-4 124 134 154 144 164 174
FEDEARROZ 50 125 135 155 145 165 175
BG 90-2 126 136 156 146 166 176
CIRAD 127 137 157 157 167 177

CT-13941-11-M-16 128 138 158 148 168 178
CT-16049-7-3-1-2 129 139 159 149 169 179

Oryza glaberrima 130 140 160 150 170 180
e Fuente: Vallejo, 2006.

bacterianas se utilizaron los medios de cultivo Ashby
y LG y se realizé el método de conteo de diluciones
Winograsdki, las estimaciones se hicieron a partir de
las 24h de incubacion. Para identificar los géneros se
realizaron pruebas bioquimicas y de tincidn.

Se utilizé Ashby para aislar Azotobacter sppy LG
para Azospirillum spp. aplicando el método de siembra
de granulos de suelo. Se escogieron 50 cajas de petri

con bacterias de apariencia morfolégica diferente, con el
fin de realizarles las pruebas bioquimicas, se determiné
la produccion de catalasa, H;S, licuacion de gelatina,
hidrélisis de almidén. Se analizaron tres cajas por
muestra, colocando 10 g de suelo en cada una. Cada
bacteria se sembi0 e incubd en los inedios apropiados
para cada actividad, al cabo de siete dias se observaron
los cambios. Se adopté la metodologia descrita por
Llanos y Sanchez de P. (1982) y se clasificé de acuer-
do con las caracteristicas reportadas en el manual de
Bergey y Holt, 1974, y se complement6 la morfologia
con tinciones de Gram. Las pruebas bioquimicas se
realizaron a tres muestras de bacterias por cada grupo
de color; se seleccionaron al azar las cajas petri con la
linea interespecifica aislada.

Los datos se analizaron empleando el programa
S.A.S. (Statistical Andlisis System), ademds del ana-
lisis de varianza con arreglo en bloques y prueba de
Duncans.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la fertilizacion nitrogenada sobre las po-
blaciones de Azotobacter 'y Azospirillum

En el suelo testigo la poblacién microbiana del
género Azotobacter fue baja (Tabla 2), pues el rango
promedio de UFCB oscil6 entre 106y 10°. Azospirillum

Tabla 2. Efecto de la no aplicacion de nitrogeno sobre la poblacion de Azotobacter spp 'y Azospirillum spp en suelos sembrados con

diez cultivares de arroz. *

Azospirillum spp  Azotobacter spp  Azospirillum spp Azotobacter spp Azospirillum spp  Azotobacter spp

Cultivares sin nitrégeno sin nitrégeno 50%N 50%N 100%N 100%N

UFCB/gss UFCB/gss UFCB/gss UFCB/gss UFCB/gss UFCB/gss
BG 90-2 1.60%10™ 1.60%10™ 1.55%10™ 1.58%10™ 1.54¥10™ 1.58%10"
Cirad 1.70#10%" 1.70%10%° 1.68+107 1.73%10™ 1.70%10%° 1.72#10%
CT-13941-11-M16 1.57%10™ 1.68*10™ 1.39%10™ 1.54%10™ 1.3%10™ 1.52%10™
CT-13941-11-M34 1.47+107 1.66%10™ 1.45+107 1.52%107 1.45%10"° 1.41%107
CT-1452-10-M-34 1.61%10™ 1.69%107* 1.56%10™ 1.63%10" 1.59%107 1.47%10™
CT-16049-731 1.55%10" 1.59%107 1.40%10™ 1.48+107 1.37%107° 1.42%10"
CT-16049-731-2 1.58*10™ 1.45%107 1.70%107 1.72%10™ 1.41%107 1.20%10™
FEDEARROZ 50 1.57%10™ 1.60%10" 1.64%10™ 1.57%10™ 1.62%107° 1.53%107
Oryza glaberrima 1.70+10% 1.70+10% 1.62%10% 1.61+10%° 1.68%10%° 1.73%10%
Oryza rufipogon 1.63%10™ 1.68%10%° 1.69%10™ 172107 1.56%10% 1.50%10%
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registré un niimero significativamente mayor de UFCB
(1.117). En los suelos sembrados con Cirad y O. glabe-
rrima se presentaron diferencias significativas entre
las UFCB de Azotobacter spp y Azospirillum spp, con
relacion a los demds cultivares.

El nimero de UFCB de Azotobacter aumentd
cuando se fertiliz6 con 50% y 100% de N, respecto
al suelo sin fertilizacion; Azospirillum spp aumento al
fertilizar con 50% y disminuy¢ al aplicar 100% de N.
Al fertilizar con 50%N las UFC de Azotobacter spp 'y
Azospirillum spp en suelos sembrados con el cultivar
0. glaberrima presentaron diferencias significativas
con las demads lineas interespecificas y cultivares. El
género Azotobacter spp predomind sobre Azospirillum
spp (Tabla 3). Al aplicar 100%N (Tabla 4), las UFC/gss
fueron menores que en las aplicaciones de S0%N, al
igual que cuando no se efectud la fertilizacion; Cirad y
O. glaberrima reportaron diferencias significativas en
el nimero de UFCB frente a los restantes cultivares,
probablemente por la disminucién de la competencia de
las bacterias por nitrogeno al haber mayor disponibili-
dad del nutriente en el suelo. En este caso, las bacterias
no dependen de una planta hospedera para establecer la
simbiosis sino que pueden adquirir el nitrégeno directa-
mente del suelo y el carbono de las reservas de materia
orgénica del suelo (Burbano, 1987).

En general, sin fertilizacién nitrogenada la ac-
tividad bacteriana se encontrd estable. Al aplicar la
primera dosis de nitrégeno (50%N), la actividad se
incrementd, fue mayor la competencia y otras bacterias

Tabla 3. Efecto de la aplicacion de 50% N sobre la poblacién
de Azotobacter spp y Azospirillum spp en suelos sembrados
con diferentes cultivares de arroz.

Cultivares UFQ/gss UFClgss
Azospirillum spp Azotobacter spp
BG 90 -2 1.55%10" 1.58 #10™
cirad 1.68%10™ 173 #10™
CT-13941 - 11 - 16 1.39%10™ 1.54 %10™
CT-13941 - 11-16 1.45%107 1.52 %107
CT - 1452 - 10-M-4 1.56+107 1.63 *107
CT-16049-731 1.40%10™ 1.48%10"
CT-16049-731-2 1.70%10" 1.72%10™
FEDEARROZ 50 1.64%10™ 1.57%10™
Oryza glaberrima 1.62#10% 1.61%10%"
Oryza rufipogn [ 1.69%10" 1.72%107

aa No existen estadisticamente diferencias significativas.

ab Si existen estadisticamente diferencias significativas.
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Tabla 4. Efecto de la aplicacion de 100% N sobre la poblacion
de Azotobacter spp y Azospirilumm spp en suelos sembrados
con diferentes cultivares de arroz.

Cultivares UFCB/gss UFCB/g ss
Azospirilum spp Azotobacter spp
BG 90-2 1.54%107 1.58%107
cirad 1.70%10% 1.72%10%"
CT-13941 — 11 - M16 1.3%107 1.52%10™
CT-13941 — 11 - M16 1.45%107 1.41%¥10™
CT-1452-10-M-34 1.59%10™ 1.47%10™
CT-16049-731 1.37*10™ 1.42%107
CT - 16049 —731 -2 1.41%107 1.20%10™
FEDEARROZ 50 162107 1.53%10™
Oryza glaberrima 1.68+10%" 1.73*10%
Oryza rufipogon 1 1.56%10% 1.50%10%°

aa No existen estadisticamente diferencias significativas.

ab Si existen estadisticamente diferencias significativas.

se desplazaron en bisqueda del nutriente, contrario
a lo que sucedié cuando existe suficiente nutriente,
donde la actividad microbiana vuelve a disminuir. La
variacién de la presencia de las bacterias nitrificantes
radica en la diferencia en sensibilidad y respuesta a las
practicas de manejo conservacionista como la labranza
minima, altos contenidos de materia orgdnica, entre
otros (Haydes,1986, citado por Rivera, 2003). La po-
blacioén bacteriana tiende a dominar especialmente en
capas superficiales; si se incorporan residuos al suelo
se crean condiciones favorables para las bacterias. La
mayor parte del reservorio de nitrégeno mineral que
no estd inmovilizado en los microorganismos del suelo
las plantas lo absorben y asimilan durante la etapa de
crecimiento, el tiempo de persistencia del nitrogeno en
el suelo es muy variable dado que la longevidad de las
moléculas que contienen nitrégeno en el suelo estd en
funcién de la solubilidad, del grado de ligamiento de los
coloides del suelo y de la facilidad con que las uniones
sean rotas por los microorganismos (Haydes,1986,
citado por Rivera, 2003).

El mayor o menor nimero de unidades formadoras
de colonias bacterianas fijadoras de nitrogeno implica
un incremento en la disponibilidad del nutriente en el
suelo, por lo tanto esta propiedad se va a reflejar en otros
pardmetros como el crecimiento y la produccién en el
caso del cultivo de arroz. Uno de los mayores rubros
en el cultivo de arroz es la fertilizacién nitrogenada.
Primavesi (1982) sefiala que el efecto de la raiz sobre
los microorganismos es tanto mayor cuanto mds defi-
ciencias de nitrégeno tiene el suelo, debido a la presen-
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cia de exudados radicales, que sirven como fuente de
alimento para las bacterias; asi mismo sugiere que en
suelos ricos en materia orgédnica el efecto desaparece,
mientras que en suelos con deficiencias nutricionales
es mas fuerte.

Efecto de la inoculacion en los tratamientos

En cuanto a la inoculacién no se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos, es decir,
inocular no ocasiona ningtn efecto en el nimero de
UFCB, pero cuando se inoculd y se fertilizé la com-
binacién de los tratamientos incrementd el niimero de
UFCB/gss. El nimero de UFCB/gss de Azospirillum
aument6 en O. glaberrima y Cirad. Martinez (2001)
afirma que la respuesta a la inoculacién en combinacién
o por separado con Azotobacter sppy Azospirillum spp
depende del genotipo utilizado.

Castilla (2005) al realizar la evaluacion de lineas
interespecificas de arroz (Oryza spp) a la inoculacién
con las bacterias fijadoras de nitrégeno Azotobacter
chroococcum 'y Azospirillum amazonense en el mismo
suelo, concluye que la inoculacién con A. chroococcum
y A. amazonense 'y 50% de la fertilizacion nitrogenada
produjeron plantas de arroz mds vigorosas, con mayor
biomasa aérea y radical; especialmente en las lineas
interespecificas Cirad y Cirad CT13941 logré la mayor
altura a los 60 dias de siembra; sin embargo, a la cosecha
este efecto no aparecio.

Durante los tres periodos de muestreo: muestra
inicial de suelo testigo, muestra con suelo después
de los 60 dias de la siembra de arroz y periodo de
cosecha, se detectd la presencia de los dos géneros

18.5

bacterianos; sesenta dias después de la siembra fue
mayor el aporte del tejido muerto de la siembra ante-
rior y de los exudados del sistema radical, debido a la
mayor actividad fisiol6gica por la primera floracién.
Como el tipo de nutricién de los dos géneros bacte-
rianos requieren materia orgdnica preformada como
fuente de energia y carbono (Burbano, 1989), estos
dos aspectos y las propiedades fisicas y quimicas de
los suelos podrian explicar la abundancia de los dos
géneros. (Figura 1)

Los datos obtenidos a partir del muestreo realizado
60 dias después de la siembra no presentaron varia-
ciones significativas entre tratamientos; los cultivares
que mejor respondieron a los tratamientos respecto a
las UFCB fueron Fedearroz 50, O. glaberrima y O.
rufipogon, con valores que oscilaron entre 1.42x10® y
1.97x10® respectivamente. La poblacién de Azotobacter
spp fue similar durante los dos periodos de muestreo,
en todos los tratamientos; Azospirillum spp reportd
variaciones poblacionales. Los cultivares O. rufipogon,
0. glaberrima y Cirad continuaron manteniendo los
mejores estdndares poblacionales de los dos géneros.
Las mayores poblaciones de UFCB se presentaron en
la aplicacion 50%N. Martinez (2001) dice que existe
positiva y marcada influencia del nitrégeno sobre los
rendimientos de arroz y que este efecto es mayor cuando
se fracciona en dos aplicaciones; la mitad a los 45 dias
después de la siembra, igualmente en la siembra, el me-
jor rendimiento se obtuvo con niveles de 120, 80 y 40
kg/ha de N, P,O5 y K,O respectivamente incorporado
al suelo, obteniendo una produccion de 7.832 kg/ha,
contra el testigo 3.558 kg /ha.
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UFC/ g suelo

13.5 T

50 100

Dosis de nitrégeno/ ha

[ Azotobacter spp 60 dias de sembrado el arroz

[ Azospirillum spp a los 60 dias de sembrado el arroz

[ Azotobacter spp en época de cosecha de arroz

B Azospirillum spp en época de cosecha de arroz

Figura 1. Efecto de las dosis de nitrogeno sobre las UFCB/gss de los géneros Azotobacter spp y Azospirillum spp en las dos épocas

de muestreo.
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En la época de cosecha Azotobacter registré entre
1.34x10" UFCB/gss y 1.44x10°UFCB/gss. O. glaberri-
ma fue el cultivar que mejor respondio6 a los tratamien-
tos. Esto se debe probablemente a las caracteristicas
genotipicas de la linea y al efecto positivo de los tra-
tamientos sobre ella. Azospirillum spp reportd valores
desde 1.33x10"UFCB/gss hasta 1.79x10® UFCB/gss. El
cultivar Cirad respondié mejor a los tratamientos.

Género bacteriano predominante

Azotobacter predomind sobre Azospirillum; en
Azotobacter spp no se observd la presencia de quistes,
los cuales se forman cuando las condiciones de vida
se tornan desfavorables para el desarrollo continuo de
las bacterias (Correa, 2001). Las especies del género
Azospirillum son menos competitivas en la ocupacion
de sustratos ya colonizados por Azotobacter spp (Do-
bereiner, 1975).

En general en los suelos arroceros de la meseta de
Ibagué la mayor proporcion de porosidad estd constitui-
da por microporos en la rizosfera, la constante liberacién
de carbono y las bajas tensiones de oxigeno conforman
un ambiente favorable para los fijadores de nitrégeno
(Diaz, 2002). Burbano (1989) dice que los exudados
producidos por las gramineas estimulan el crecimiento
de las bacterias, especialmente las fijadoras de nitré-
geno. Los sistemas de asociaciones mds comunes son
Azotobacter spp 'y Azospirillum spp.

Aislamientos

Se realizaron 2.260 aislamientos de Azotobacter
spp y Azospirillum spp, se registraron 55 cepas y 20
se identificaron hasta especie. El 78 % present6 forma
de coco y 22% de bacilo. Se identificaron las formas
caracteristicas de Azotobacter spp y Azospirillum spp,
tales como células con forma de bastén y redonda
unas veces alargadas, cortas y agrupadas en estrepto-
bacilos. De 39 cepas, 20 fueron Gram negativas y 18
Gram positivas, incluyendo los bacilos. En la rizosfera
predominan las Gram (-) porque presentan elevadas
tasas de crecimiento, en respuesta a la adiciéon de
aminodcidos y azucares solubles (Siquiera y Franco,
1988; Cardoso, 1992).

De 60 muestras bacterianas, repartidas en 15 de
acuerdo con el grupo de color, y realizando tres repeti-
ciones por muestra, 90% fueron catalasa positiva'y 60%
degradaban almidones. Respecto a la produccion de
cido sulfhidrico a partir de peptona 76% reaccionaron
positivamente y 30% produjeron ureas 93% fueron ae-
rébicas, lo cual estd muy ligado a organismos que tiene
habilidad para producir catalasa (Figura 2).
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Figura 2. Interpretacion de las pruebas bioquimicas de las
bacterias aisladas.

La respiracion de la poblacién aerdbica se incre-
menta con el contenido de agua del suelo y logra el
méximo cuando el porcentaje del espacio poroso lleno
de agua alcanza 60%, la actividad de los microorganis-
mos aerdbicos declina por encima de este 60% toda vez
que el agua adicional aparentemente limita la difusién
del oxigeno a través del suelo; el estado de agua en los
suelos superficiales sometidos a no labranza resulta
mejor para la actividad microbial que el de suelos so-
metidos a la labranza convencional (Burbano, 1989).
Respecto a la flora bacteriana, predominan cocos, gram
(-), aerébicos con alta actividad de catalasa, amilasa y
proteasa y muy baja actividad de ureasa, lo cual lleva a
pensar que en el suelo estudiado puedan existir distur-
bios en el ciclo del nitrégeno, que pueden conducir a
incrementar los gastos en este elemento o a ineficiencia
en el suministro a la planta; especialmente a partir de
fertilizaciéon quimica (Diaz, 2002).

Cuantificacion bacteriana total

En este trabajo la poblacion total fluctud entre 1.33
#10"y 1.87 #108 UFCB/gss, registrandose los mayores
valores en las lineas O. rufipogun, O. glaberrima 'y
CIRAD. La comunidad microbiana se estimé en aproxi-
madamente 10%a 10° UFC/ gss, variando de acuerdo con
el método de conteo o el tipo de manejo del suelo. Las
bacterias pueden llegar a presentar entre 25-30% de la
biomasa microbiana total (Diaz, 2002).

Las colonias de Azospirillum brasilense y A. lipo-
ferum usualmente aparecieron en forma de un papelillo
sobre la superficie entre los 3 y 5 dias, después de 2
semanas fueron pequefias de aspecto blanco y seco; al
secarse las colonias se tornaron rosa. A. brasilense son
bacterias motiles y se desplazan en espiral. La forma de
A. lipoferum inicialmente fue indistinguible y se tor-
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naron de un color azul por estar en un medio alcalino,
el cual ocasiona cambios y hace que la bacteria adopte
una forma pleomérfica. Las colonias de A. amazonense
se formaron después de cinco dias en un medio de N»,
las colonias fueron blancas y de 5 mm de largo. Las
colonias de A. chroococcum aparecieron después de
24 horas de incubacion a 30°C, inicialmente fueron
blancas, pero después de 3 a 5 dias se tornaban café
oscuro. Las colonias de A. vinelandii fueron similares
pero no se tornaron oscuras; las de A. paspali presen-
taron motilidad por flagelos, las cuales pueden alcanzar
10-15 pum de longitud (Dobereiner, 1975).

Las colonias de A. vinelandii inicialmente fueron
blancas y pequefias, para luego alargarse y tornarse de
color café; segtin Dobereiner (1975), las colonias inicial-
mente son blancas por la fijacién de N, y pueblan répi-
damente, posiblemente por los polisacaridos capsulares
de la bacteria; estas colonias se extienden para proteger
el O,. El aislamiento de A. paspali se incub6 facilmente
a 35°C por siete dias. Las colonias que fijaron nitrégeno
fueron de color beige luminoso, las que no lo hicieron
fueron de color café. Después de 4 a 10 dias de incubacion
a30°C, A. beijerinckii formé pequeiias colonias blancas
que se extendieron rdpida y fijamente.

Las colonias de Azotobacter chroococcum, en el
medio de cultivo Ashby manitol, presentaron a los tres
dias las siguientes caracteristicas: pardo amarillentas,
trasldcidas, circulares, con bordes irregulares y consis-
tencia elevada; a los tres dias se tornaron de color café
a negro, brillantes, circulares, con bordes irregulares,
consistencia viscosa y sin elevacion. La presencia de Azo-
tobacter spp se verifico por el crecimiento de la bacteria
en el medio especifico y se observaron crecimientos con
mucosidad alrededor de los granulos (Novo, 1988).

Las colonias de A. vinelandii se diferenciaron de
A. chroococcum porque producen un pigmento verde
fluorescente y células pequeias.

CONCLUSIONES

Los mayores valores de unidades formadoras
de colonias de Azotobacter spp y Azospirillum spp
se presentaron en suelos sembrados con las lineas O.
rufipogon, O. glaberrima y Cirad.

Azotobacter spp 'y Azospirillum spp son géneros
presentes de la flora bacteriana en suelos cultivados
con arroz. Azotobacter spp predominé en todos los
tratamientos.

Se identificaron las siguientes especies: Azospi-
rillum brasilence, A. lipoferum, A. amazonense y del
género Azotobacter se identificaron las especies A.
chroococcum, A. vinelandii y A. paspali.
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