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ESTUDIO DE ALGUNOS GENEROS MICROBIANOS
ASOCIADOS A DIFERENTES VARIEDADES DE TRIGO
(Triticum aestivum L.) EN SUELO FERRALITICO ROJO

Annia Hernandez"®, R. Plana, Gloria M. Martin y J. L. Santander

ABSTRACT. The predominant bacterial generawere studied
intherhizosphere of four whesat varieties (TriticumaestivumL.)
grown in a Red Ferralitic soil. The chemoattraction of some
rhizobacteriawas also evaluated toward root exudates of this
crop. The Espermospher Model was used for the isolation
and collector tubes and the chemotaxis camera modified for
the evaluation of the chemotactic effect of those radical
exudates. Results demonstrated that in Gang and Caete
varieties, Pseudomonas is a dominant population,
Pseudomonas (Burkholderia) cepacia being the most strongly
attracted species by those root exudates at 14 days and 40
minutes of exposure. In Culiacam and Antisama varieties,
Azospirillumisthe predominant genusin therhizosphere, this
species being the most strongly attracted by radical exudates
at 14 days and 60 minutes of exposure. This investigation
allows fertilizer application based on predominant microbial
generaof wheat rhizosphere, strengthening itsactivity without
altering soil biology.
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INTRODUCCION

Un amplio nUmero de microorganismos son comun-
mente encontrados en el suelo, incluyéndose entre ellos
bacterias, hongos, actinomicetos, protozoos y algas (1).
La diversidad y el nUmero en que aparecen en larizosfera
depende en gran medida de la composicién y concentra-
cion de los nutrientes exudados por las raices de las
plantas.

La interaccion entre los microorganismos rizosféricos
y las raices de las plantas puede ser beneficiosa, dafiina o
neutral. En ocasiones este efecto puede variar en depen-
dencia de las condiciones del suelo (1). Desde el punto de
vista ecoldgico, es importante conocer los integrantes de
la comunidad bacteriana, favoreciendo la aplicacion de
inoculantes sin provocar dafios en el equilibrio bioldgico de
los suelos.
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RESUMEN. Se estudiaron |os géneros bacterianos predomi-
nantes en larizosfera de cuatro variedades de trigo (Triticum
aestivumL.) crecido en un suelo Ferralitico Rojo. También se
evalud la quimioatraccion de algunas rizobacterias hacia los
exudados radicales de este cultivo. Se utilizé el Modelo
Espermosférico parael aislamientoy lostubos colectoresy la
cémarade quimiotaxismodificadaparalaeva uacion del efecto
quimiotéctico de los exudados radicales. L os resultados obte-
nidos demostraron que en las variedades Gang y Caeté,
Pseudomonas es la poblacion dominante, siendo
Pseudomonas (Burkholderia) cepacia la especie mas fuerte-
mente atraida por los exudados radicales a los 14 dias 'y 40
minutos de exposicion. Enlasvariedades Culiacamy Antisama,
esel género Azospirillumel predominanteen larizosfera, sien-
do esta especie la més fuertemente atraida por los exudados
radicalesalos 14 diasy 60 minutos de exposicion. Estainves
tigacion permite laaplicacion de biofertilizantes abase delos
géneros microbianos predominantes en larizosfera del trigo,
potenciando su actividad sin aterar labiologiadel suelo.

Palabrasclave: quimiotactismo, trigo, rizosfera, bacteria

La inoculacién del trigo (Triticum aestivum L.) con bacte-
rias benéficas que estimulan el crecimiento vegetal y/o
biocontrolan patégenos ha sido informada por varios auto-
res. Asi se han encontrado efectos positivos al inocular este
cultivo con bacterias de los géneros Azospirillum,
Azotobacter, Beijerinckii, Pseudomonas y otros (2),
lograndose en todos los casos incrementos en los pesos
secoy fresco de la parte aérea, la altura de las plantas y del
rendimiento y sus componentes (3, 4).

Este trabajo tiene como objetivos estudiar algunos gé-
neros bacterianos predominantes en la rizosfera de cuatro
variedades de trigo y evidenciar la quimioatraccion de algu-
nas rizobacterias hacia los exudados radicales de este
cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizé el cultivo del trigo (Triticum
aestivum L.), variedades comerciales Gang, Culiacam,
Caeté y Antisana, crecidas en suelo Ferralitico Rojo,
extraido del Departamento de Servicios Agricolas del Insti-
tuto Nacional de Ciencias Agricolas perteneciente ala Gran
Llanura Roja Habana-Matanzas, ubicada a 138 m snm.
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Caracteristicas del suelo. Al suelo utilizado se le deter-
minaron algunas propiedades quimicas (Tabla I) en el
Laboratorio de Analisis Quimico del Departamento de
Biofertilizantes y Nutricién de las Plantas del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (5).

Tablal. Principales caracteristicas quimicas del suelo

empleado
Localidad  Tipode K* Ca* Mg* P Maeia PH
suelo (Cmol .kg?) (ppm) orgénica (H.0)
(%)
San Josg, Ferrditico 0.76 155 4.07 1754 3.57 7.3

LaHabana. Rojo

El suelo Ferralitico Rojo se caracteriza por tener un
contenido alto de materia organica para este tipo de sue-
lo, un pH ligeramente alcalino y un contenido medio de
Ca, K, Mgy P. Estos suelos presentan un predominio de
minerales arcillosos del tipo 1:1. El proceso de formacion
de estos es de Ferralitizacion, caracterizado por una al-
teracion intensa de los minerales y acumulacion de Oxi-
dos e hidroxidos de hierro y aluminio. Estos suelos tie-
nen una capacidad retentiva del agua de media a bajay
tienen una alta productividad agricola (6).
Caracterizacion de la rizosfera. Se tomaron plantas de
tres semanas de sembradas, a partir de las cuales se
conformaron cinco muestras (7). El muestreo se repitio
tres veces en diferentes &reas de la misma localidad. Se
pes6 un gramo de suelo rizosférico por muestra, se ma-
cerd en morteros estériles, se agitd en vortex y se llevé a
un volumen final de 100 mL de solucion salina fisiologica
(PBS). Se realizaron diluciones seriadas de 10 a 10 (8).

Las semillas de trigo de las variedades en estudio,
previamente desinfectadas (7) y germinadas, se coloca-
ron en tubos espermosféricos (9) que contenian medio
mineral semisdélido Watanabe. Posteriormente, se inocu-
laron con alicuotas de 0.1 mL de cada una de las dilucio-
nes seriadas y se incubaron con un fotoperiodo de 14
horas luz-10 horas oscuridad a 30°C durante siete dias.
Se montaron cinco tubos de cada dilucion.

Para el aislamiento se utilizaron los medios Agar
Nutriente (microbiota total), King B (Pseudomonas),
Watanabe (Bacillus), Caseina almidén agar
(Streptomyces), Asbhy (Azotobacter) y Nfb-Rojo Congo
Agar (Azospirillum) (8). Las cepas fueron identificadas
mediante la combinacion de métodos tradicionales y
serolégicos (10).

Coleccion de exudados radicales. Se estudio la
quimioatraccioén de los exudados de las cuatro varieda-
des de trigo en estudio hacia diferentes especies de
rizobacterias pertenecientes a los géneros dominantes
en la rizosfera (Burkholderia cepacia, Pseudomonas
fluorescens y Azospirillum brasilense). Para la coleccion
de los exudados radicales, se desinfectaron semillas de
las variedades en estudio (11), se pregerminaron y colo-
caron en tubos colectores que contenian solucién nutriti-
va de Hoagland diluida 1:2 (12). Se coloc6 una planta en
cada tubo. Se incubaron bajo un fotoperiodo de 14 h luz-

10h oscuridad, a temperatura ambiente. Se desmontaron
10tubos a los siete diasy 10 a los 14 dias. Los exudados
fueron colectados y guardados a 4°C.

Determinacion del efecto quimiotactico. Para evaluar el
efecto quimiotactico de los exudados radicales se utilizo
la camara de quimiotaxis modificada (12). En el pocillo
se colocaron 0.5 mL de la suspension bacteriana de las
cepas en estudio ajustada a una concentracion de
10°UFC.mL™. En un capilar se colocaron los exudados
radicales y en el otro solucion de Hougland estéril. Se
permitio la entrada de las bacterias al capilar a tiempos
de 20, 40 y 60 minutos de exposicion. Posteriormente,
los capilares fueron extraidos y su contenido se diluyo en
agua destilada estéril. Se sembr6 en medio Agar Nutriente
y se incubd a 30°C durante 48 horas. Se cuantifico el
nimero de UFC.mL™.

Anédlisis estadistico. Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante un andlisis de varianza con
arreglo trifactorial, mediante el procesador estadistico Start
(Ver 4.10, 1998), tomando como factores las cepas en
estudio, la edad de los exudados radicales (siete y 14
dias) y los minutos de exposicién (20, 40 y 60).

RESULTADOS Y DISCUSION

El empleo del Modelo Espermosférico permitié el
aislamiento de un conjunto de cepas pertenecientes a
diferentes grupos microbianos. De ellas 36 fueron clasifi-
cadas como pertenecientes al género Pseudomonas, 30
como Azospirillum, 23 como Bacillus, 18 como
Azotobacter y nueve como Streptomyces, por la corres-
pondencia de sus caracteristicas con las cepas de refe-
rencia (Tablalll).

Tabla Il. Principales caracteristicas micromorfol6-
gico-culturales de los géneros microbianos
en estudio

Género Caracterigticas culturaes Respuesta  Matilidad
alatincion

degram

Pseudomonas  Colonias peguefias redondas, - +

de aparienciatrand(cida,

presencia de pigmentos

difusibles en agar

Colonias pequefias con bordes - +

irregulares, secas, opacas,

color rojo escarlata

Colonias pequefias, concavas, + +

con bordes regulares, opacas (Presenciade
endosporas)

Colonias pequefias, convexas, - +-

secas, con bordes regulares,

produccion de pigmentos

insolublesen d agar

Crecimiento micdlid, olor a NR NR

suelo himedo, presenciade

espordforas formando micelio

2éreo y micdlio sustrato

Azospirillum

Becillus

Azotobacter

Streptomyces

NR: no responde



Estudio de algunos géneros microbianos asociados a diferentes variedades de trigo en suelo Ferralitico Rojo

Numerosas investigaciones han sido desarrolladas
con el objetivo de aislar microorganismos rizosféricos
asociados a diferentes cultivos de interés agricola, me-
diante este modelo. Diversos autores plantean que al
emplear este procedimiento aumenta la probabilidad de
conocer la verdadera composicion y estructura de la co-
munidad bacteriana asociada con las raices de las plan-
tas estudiadas (13).

En este sentido, dicho procedimiento fue utilizado
para el aislamiento de rizobacterias de la rizosfera del
maiz en tres localidades edafocliméticas de la provincia
La Habana, demostrando su efectividad para estos fines
(7). Asimismo se demostré que mediante este modelo
se logra favorecer el aislamiento de nuevos tipos
bacterianos, permitiendo ademas esclarecer algunos as-
pectos relacionados con la interaccion planta-bacteria (14).

Las cepas de Pseudomonas y Azospirillum mostra-
ron respuesta positiva al ser enfrentadas a los antisueros
anti-Pseudomonas sp. y anti-Azospirillum sp., mediante
inmunofluorescencia indirecta, cuestion que corrobora los
resultados obtenidos mediante los métodos tradiciona-
les. Estudios realizados han demostraron la importancia
de combinar métodos tradicionales con seroldgicos, con
vistas a viabilizar el diagndstico microbiano (10, 14).
Determinacion de la frecuencia de aparicion de los géne-
ros estudiados. Como se puede observar, la estructura
de la comunidad microbiana en las variedades Gang y
Caeté es muy similar, apareciendo el género Pseudomo-
nas como dominante, seguido por Azospirillum, Bacillus,
Azotobacter y Streptomyces (Figura 1).

Mientras en las variedades Culiacam y Antisama es
Azospirillum quien aparece dominando en la rizosfera del
cultivo, seguido por los géneros Pseudomonas, Bacillus,
Azotobacter y Streptomyces. Esto podria deberse al
amplio espectro de exudados radicales producidos por el
cultivo del trigo, los cuales seleccionan y estimulan el
tipo bacteriano que lo colonizan. Se dice que existen di-
ferencias en la respuesta de este cultivo cuando se ino-
cula con rizobacterias, lo cual podria deberse a la variabi-
lidad que existe en el tipo y la composicion de los
exudados radicales entre las variedades (15).

Es frecuente que Pseudomonas constituya pobla-
ciones sobresalientes en la rizosfera, lo cual se explica
por poseer un corto periodo de latencia, rapida velocidad
de crecimiento y metabolismo versétil, ademas de produ-
cir una amplia gama de metabolitos secundarios, lo que
le permite asociarse fuertemente a las raices y multipli-
carse con facilidad (7).

En diferentes estudios realizados se demostro que
este género constituye una poblacion dominante en la
rizosfera del cultivo del maiz, destacandose en este caso
B. cepacia por la mayor frecuencia de aparicion (10). Asi
mismo se demostro la presencia abundante de este gru-
po en la rizosfera del cultivo de la gerbera, constituyendo
la poblacién de Pseudomonas el 30.6 % de la microbiota
total (16). Estudios de taxonomia polifasica, que involucran
técnicas de Biologia Molecular, han demostrado que B.
cepacia es una rizobacteria cominmente asociada a las
plantas (17).

Culiacam

Antisama

[ Pseudomonas

[]Azotobacter

[{ Azospirillum
Bl Streptomyces

| Bacillus
g Otros

Figura 1. Frecuencia de aparicidon de los géneros estudiados en las variedades analizadas
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Conregularidad aparecen en los aislamientos de la
rizosfera de gramineas, poblaciones altas del género
Azospirillum. Se demostrd que este género constituye
una poblacién dominante en el cultivo del arroz, variedad
J-104, sembrada sobre suelos Ferralitico Rojo y Ferralitico
Amarillento (14). En cafia de azdcar también predomina
este género microbiano (18). Sin embargo, en maiz de-
mostro que aparece en poblaciones relativamente peque-
fias en relacién con la poblacién bacteriana heterotréfica
total (9, 10).

Una gran parte de los estudios realizados en la zona
rizosférica de las Poaceas evidencian que las especies
correspondientes a los géneros Bacillus y Azotobacter
se hayan presentes en una pequefa proporcion (19).
Streptomyces presentd los menores porcentajes, sin
embargo, diversos autores han demostrado su presencia

abundante en diferentes ecosistemas. Asi, se demos-
tro su alta frecuencia de aparicion en cafia de azlcar y
maiz (20).
Quimiotaxis de la interaccién planta-bacteria. Para las
variables estudiadas en las cuatro variedades, se presen-
té una interaccion significativa entre los factores analiza-
dos, lo cual indica el efecto conjunto de las cepas, la
edad de los exudados radicales y el tiempo de exposicion.
En las variedades Gang y Caeté, Pseudomonas
(Burkholderia) cepacia es la especie mas fuertemente
atraida por los exudados radicales del cultivo. En la varie-
dad Gang, seguida por A. brasilense y P. fluorencens,
mientras que en Caeté ocurre lo contrario (Figura 2). En
todos los casos, la mayor atraccion se obtuvo a los 14 dias
y 40 minutos de exposicion.
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Figura 2. Respuesta quimiotactica de las cepas en estudio ante exudados radicales de las variedades Gang

y Caeté
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En el caso de las variedades Antisama y Culiacam,
la mayor atraccion se establece con cepas de Azospirillum,
y exudados de 14 dias de edad, a los 60 minutos de expo-
sicion, diferenciandose significativamente del resto de los
tratamientos (Figura 3).

En este experimento se demuestra que los exudados
radicales colectados durante siete y 14 dias pueden con-
tener diferentes sustancias liberadas por las raices de
las plantas. En este caso, la mayor atraccion se estable-
ce con exudados radicales de 14 dias de edad, corrobo-
rando los resultados obtenidos por otros autores, quie-
nes sefialan que en los exudados radicales se encuen-
tran presentes compuestos tales como azlcares y
aminoacidos, y que su composicion puede diferir con la edad
del cultivo (21), desempefiando un importante papel en el
establecimiento de los microorganismos en la rizosfera.

Los resultados obtenidos coinciden con otros estu-
dios realizados en gramineas. En el cultivo del maiz, en
un estudio con exudados radicales de siete, 14y 21 dias
de edad, se demostr6 que la mayor respuesta
guimiotactica de Burkholderia cepacia se produce con
exudados de 14 dias (24). En el arroz se demostré que
las cepas de Azospirillum eran las mas fuertemente atrai-
das por los exudados radicales del cultivo (14, 22).

Se evidencia que el tiempo 6ptimo para evaluar el
potencial quimiotactico en el trigo es de 40 6 60 mi-
nutos, en dependencia de la variedad. Este compor-
tamiento podria estar relacionado con la atraccién y
motilidad de las rizobacterias en estudio, cuestion que
coincide con la mayor entrada de microorganismos al
capilar.
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Las raices de las plantas secretan un complejo
polisacaridico mucilaginoso, que constituye fuente de car-
bono para el desarrollo de los microorganismos, ejercien-
do un efecto selectivo sobre los microorganismos en la
rizosfera. Estudios realizados con el mucilago producido
por plantas de trigo, arroz y maiz purificado y como Unica
fuente de carbono para el desarrollo de microorganismos
rizosféricos, demostraron que P. fluorescens y B. cepacia
crecen normalmente en estas condiciones (23).

Mediante el empleo de la camara de quimiotaxis,
fue posible conocer que los compuestos presentes en
los exudados radicales de las diferentes variedades de
trigo estudiadas atraen a las especies bacterianas en
estudio, cuestidon que no ocurre en el caso del capilar
utilizado como testigo, donde no existié crecimiento
microbiano al sembrarse en el medio Agar Nutriente.

Constituye un principio basico de las relaciones plan-
ta-microorganismo conocer el comportamiento de las
especies estudiadas ante exudados radicales de las plan-
tas de interés, debido a que ellos son utilizados inmedia-
tamente por los microorganismos que viven en la superfi-
cie de lasraices y la rizosfera, sirviendo como fuente de
nutrientes y energia (24). De este modo, inhiben o esti-
mulan la actividad microbiana e influyen indirectamente
en las interrelaciones entre los microorganismos coloni-
zadores, a través de la accion selectiva que ejercen so-
bre especies o grupos particulares.

Esta investigacién permite la aplicacién de
biofertilizantes a base de los géneros microbianos predo-
minantes en la rizosfera del trigo, potenciando su activi-
dad sin alterar la biologia del suelo.
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