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EVALUACION DE CEPAS NATIVAS DEL GENERO Azospirillum
Y SU INTERACCION CON EL CULTIVO DEL ARROZ

Mabel Pazos®y Annia Hernandez

ABSTRACT. Fourteen native strains belonging to
Azospirillum brasilense species were characterized for their
capacity to fix atmospheric nitrogen. Their effect was studied
on rice (Oryza sativa) cultivation by means of Microcosm
model. Inoculated plant height, fresh weight of root, free phenol
content and protein quantification were determined in leaves.
A positive effect for the inoculation with these rhizobacteria
wasaobservedinal cases, R5(15) strain being remarkablewith
the highest increments of the indicators studied.
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INTRODUCCION

El empleo de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal en el beneficio de cultivos de interés econémico, co-
bra cada dia mayor auge, debido al incremento en lademan-
da de alimentos y a la busqueda de alternativas para lograr
una agricultura sostenible, libre de contaminantes quimicos.

El género Azospirillum sp es bien conocido como fijador
de nitrégeno y se encuentra habitualmente en asociacién con
lasraices de pastos y cereales de diferentes regiones del mundo,
donde se ha observado que la bacterizacién con cepas de
este género se traduce en un aumento significativo de los ren-
dimientos y, consecuentemente, en el ahorro de fertilizantes
minerales y la disminucién de la contaminacion ambiental (1).

La caracterizacion de bacterias rizosféricas y el es-
tudio de los efectos que produce su inoculacion en las
plantas, contribuye al esclarecimiento de la interaccién
planta-microorganismo; el empleo de estas como
inoculantes bacterianos ha puesto en evidencia la influen-
cia que ellas ejercen sobre algunas respuestas fisiolégi-
cas y bioquimicas en las plantas, en cuyo caso se en-
cuentran los compuestos fendlicos y las proteinas (2).

El presente trabajo tiene como objetivos caracterizar
cepas nativas pertenecientes a la especie Azospirillum
brasilense, en cuanto a su capacidad de fijar el nitrdgeno
atmosférico y emplear el modelo Microcosmos para estu-
diar el efecto de estas en el cultivo del arroz.
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RESUM EN. Catorce cepas nativas pertenecientesalaespecie
Azospirillum brasilense se caracterizaron en cuanto a su ca-
pacidad defijar €l nitrogeno atmosférico. Se estudio su efecto
en el cultivo del arroz (Oryza sativa), mediante el modelo
Microcosmos, realizando determinaciones de la altura de las
plantas inoculadas, masa fresca de laraiz y €l contenido de
fenoleslibresy lacuantificacion de proteinas en las hojas. Se
observo en todos | os casos un efecto positivo por lainocula-
Cion con estas rizobacterias, donde se destaca la cepa R5(15)
con los mayores incrementos en los indicadores estudiados.

Palabrasclave: Azospirillum, arroz, proteinas, fijacion del
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MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 14 cepas bacterianas previamente ais-
ladas de la rizosfera del cultivo del arroz e identificadas
como pertenecientes a la especie Azospirillum brasilense
mediante combinacion de métodos tradicionales y
moleculares (3). Se utilizo la cepa A. brasilense Sp 7
ATCC como patron y se realizd la determinacion de la
capacidad fijadora de nitrégeno mediante el método indi-
recto de actividad reductora del acetileno (ARA) en
cromatégrafo gaseoso (4). Las cepas fueron inoculadas
en 2 mL de medio semisdlido (5) contenido en viales de
5 mL de capacidad con tapones de algodén y se incuba-
ron a 37°C durante 24 h. Se emple6 un disefio completa-
mente aleatorizado con tres observaciones para cada
cepa.

Se realizé el montaje del modelo Microcosmos (6)
(Figura 1), paralo cual se sembré una semilla de arroz de
la variedad J-104 pregerminada, en jeringuillas
hipodérmicas que contenian 8 g de suelo Ferralitico
Cuarcitico procedente del Complejo Agroindustrial
Arrocero «Los Palacios», Pinar del Rio y, con posteriori-
dad, se procedio a la inoculacion de 2 mL de las suspen-
siones bacterianas obtenidas por fermentacién en zaran-
da utilizando caldo nutriente a 30°C durante 24 horas. Se
establecieron 16 tratamientos con tres observaciones.

A los 23 dias de la inoculacion se midio la altura de
las plantulas, se determinaron la masa fresca de laraiz y
el contenido de fenoles libres en hojas (7) y se efectué la
cuantificacion de proteinas solubles en hojas (8). Los
datos obtenidos en cada determinacién se analizaron
segln un andlisis de varianza completamente aleatorizado,
balanceado.
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Figura 1. Modelo Microcosmos

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las cepas presentaron actividad reductora del
acetileno (ARA), como se aprecia en la Tabla |; sus valores
oscilaron entre 19-114 nmoles de C_H,. La mayor capaci-
dad de reduccion la presenté la cepa R5(15), que se diferen-
cio significativamente de las restantes. Estos resultados son
superiores a los encontrados al estudiar bacterias
nitrofijadoras pertenecientes a la especie Azospirillum
irakense aisladas de la rizosfera del cultivo del arroz en Iraq (9).

Tabla I. Actividad reductora del acetileno de las cepas
en estudio

Tratamientos

M edia de nmoles de C,H,4/h/m

A. brasilense Sp 7 93.32c
R 5 (3) 42.64d
R 5 (8) 43.32d
R 5(9) 37.44 e
R 5 (10) 38.73 e
R 5 (11) 35.82¢e
R 5 (13) 19.24 h
R 5 (14) 96.29 bc
R 5 (15) 114.00 a
R 5 (18) 21.98¢g
R 5 (19) 101.00 b
R 5 (20) 95.67 c
R 5 (21) 29.23 f
R 5 (33) 98.72 b
R 5 (36) 35.34 ¢

ESx 1.38***

Estudios de laboratorio demuestran que particular-
mente las cepas del género Azospirillum reducen mas
intensamente el acetileno que otros grupos microbianos
con igual capacidad, al ser observados diferentes
diazotrofos de la rizosfera del arroz y cafia de azlcar, y
encontrar que los mayores valores de reduccion del ace-
tileno se correspondieron con los de este género (10).

Este resultado es importante si se tiene en cuenta
gue las gramineas son potencialmente capaces de esta-
blecer simbiosis con bacterias diazotréficas, como es el
caso de Azospirillum; en tal sentido, el aporte de nitroge-
no a la planta puede ser fundamental en etapas criticas
del desarrollo vegetal, tales como la reproduccion y la
generacion de retofios (11).

La altura de las plantulas se vio estimulada en todos
los tratamientos donde se inocul6 con rizobacterias con
respecto al control (Figura 2). Se destacan los tratamien-
tos donde se emplearon las cepas R5(15), R5(19), R5(33),
R5(14) y R5(20) por los mayores incrementos, las que
presentaron diferencias significativas con respecto a la
cepa A. brasilense Sp 7.
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Figura 2. Efecto de lainoculacién sobre la altura de
las plantulas

Resultados similares han sido descritos (12), al ob-
servar que la inoculacion con cepas del género
Azospirillum produce un aumento en la altura de plantas
de arroz con respecto al control sin inocular. Esto se atri-
buye, fundamentalmente, a la produccion de hormonas
estimuladoras del crecimiento y a la excrecién de nitrato
por estos microorganismos (13).

La masa fresca de la raiz (Figura 3) se increment6
en las plantulas inoculadas con las cepas en estudio; se
ha visto comunmente que la inoculacion con rizobacterias
provoca una estimulaciéon en el desarrollo del sistema
radical, lo que a su vez se traduce en una mayor absor-
cién de agua y nutrientes (14).

H
®©
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Figura 3. Efecto de lainoculacién sobre lamasafresca
de la raiz
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El efecto méas detectable de la accion de las bacte-
rias del género Azospirillum sobre las plantas se mani-
fiesta fundamentalmente en el desarrollo y aumento en
namero de los pelos radicales, lo que puede que esté
directamente vinculado con la produccion de hormonas
promotoras del crecimiento vegetal. En el caso de las
bacterias pertenecientes a la especie Azospirillum
brasilense, se plantea que producen bacteriocinas y
sideroforos y que fundamentalmente su estimulacién esta
dada por la produccién de hormonas del tipo acido indol
butirico (15, 16).

La Figura 4 refleja los valores correspondientes al con-
tenido de fenoles en hojas. Los resultados obtenidos de-
muestran que los valores de fenoles en las hojas varian
con la inoculacion de las rizobacterias del género
Azospirillumy que existen diferencias entre los tratamientos.
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Figura 4. Efecto de lainoculacién sobre el conteni-
do de fenoles en las hojas

Mediante el estudio de los compuestos fendlicos y
las proteinas en la parte aérea del vegetal, se puede co-
nocer el efecto de la inoculacién bacteriana sobre la plan-
ta. Se han observado incrementos en estos indices como
respuesta a la accidn microbiana, estando estos a su
vez relacionados con el crecimiento y desarrollo de los
cultivos.

Los resultados evidencian una actividad fendlica po-
bre en laraiz y el tallo, que pudiera deberse a la propia
actividad antibiética y enzimatica de los microorganismos
asociados (17) y, por tal sentido, no valoramos estos re-
sultados como indicadores del efecto del Azospirillum en
el arroz.

Al analizar los valores de proteinas totales solubles
en las hojas (Figura 5), se evidenci6 un incremento en los
tratamientos donde se inocul6 con las cepas en estudio.
Se obtuvieron los mayores valores con las cepas R5(15),
R5(19), R5(33), R5(20) y R5(14), en coincidencia con los
mayores valores obtenidos para la altura de las plantulas.

27

w
o

ESx=0.07***

Proteinas solubles (mg/g)
P N
Ll LN I LN

o
o

(=}
sp7

control

R5 (3)

R5 (8)

R5 (9)
R5 (10)
R5 (11)
R5 (13)
R5 (14)
R5 (15)
R5 (18)
R5 (19)
R5 (20)
R5 (21)
R5 (33)
R5 (36)

Tratamatos

Figura 5. Efecto sobre el contenido de proteinas so-
lubles en las hojas

Los resultados corroboran que la inoculacién con
cepas del género Azospirillum produce un efecto positivo
en el cultivo del arroz, lo que se evidencia por los incre-
mentos en la altura de las plantas, la masa fresca de la
raiz y, a su vez, en la variacion de los indicadores
bioquimicos, tales como el contenido de fenoles libres y
proteinas solubles (18).
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