
 



Rizobios  residentes en la rizosfera de plantas de arroz (Oryza sativa L.) cultivar  INCA LP-5

 

Residents rhizobia in the  rhizosphere of rice plants (Oryza sativa L.) cultivar inca lp-5

 

 

M.Cs.  Ionel Hernández Forte, Dra.C. María Caridad Nápoles García

Instituto Nacional de  Ciencias Agrícolas (INCA), Gaveta postal No.1, San José de las Lajas.  Mayabeque, Cuba. CP 32700.

 

 



Resumen 

El objetivo del presente  trabajo fue aislar rizobios de la rizosfera  de plantas de arroz cultivar INCA LP-5. El aislamiento se realizó a  partir del suelo rizosférico y del rizoplano de plantas de arroz cultivadas en  suelo Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico. Se determinó la posible distribución taxonómica de los aislados mediante el  estudio de sus características morfo-culturales y fisiológicas y se realizaron  bioensayos de nodulación in vitro en Macroptilium atropurpureum (DC.)  Urb. (siratro). Se obtuvieron 14 aislados con características culturales  y morfológicas similares a las descritas en los rizobios, de los cuales el  28,57 % se obtuvieron del suelo rizosférico y el 71,43 % del rizoplano de las  plantas de arroz. Todos los aislados resultaron negativo a la prueba de la  cetolactasa y produjeron ácido. Un aislado tuvo un crecimiento moderado sobre  el medio de cultivo mientras que el resto  crecieron más rápidamente. Once aislados provenientes de la rizosfera de  las plantas de arroz produjeron nódulos efectivos en las plantas de siratro. Se  identificó un aislado como posible miembro del género Mesorhizobium y diez en la familia Rhizobiaceae. Cuatro aislados presentaron una elevada efectividad del proceso de  nodulación y uno de ellos incrementó significativamente la masa seca radical.  Los resultados obtenidos en esta investigación constituyen la primera evidencia  en Cuba donde se aborda la interacción de los rizobios con el cultivo del  arroz.
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Abstract

The objective of this work was to  isolate rhizobia from the rhizosphere of rice plants cultivar INCA LP-5. Rhizobia  isolation from rhizospheric soil and rhizoplane of rice plants growing in  Petroferric Ferruginous  Nodular Gley soil was conducted. The possible taxonomic distribution of the isolates  was determinated throught the study of their morpho-cultural and physiological  characteristics. In vitro nodulation assays were also performed in Macroptilium  atropurpureum (DC.) Urb. (siratro). Fourteen isolates showed similar  cultural and morphological characteristics to rhizobia, of which 28,57 % were obtained from the  rhizospheric soil and 71,43 % from rhizoplane of rice plants. All isolates were  negative to cetolactase test and produced acid. An isolated showed moderate  growth on the culture medium while the rest grew faster. Eleven rhizospherics  isolated from rice plants produced effective nodules in siratro plants. A  possible member of the Mesorhizobium genera and ten possible members of Rhizobiaceae family were identified. Four isolates showed a high effectiveness of the  nodulation process in siratro plants and one of them significantly increased  the root dry mass. The results obtained in this study provide the first  evidence in Cuba where interaction of rhizobia-rice is developed.
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INTRODUCCIÓN

El arroz es uno de los  cultivos de mayor importancia para la alimentación humana, con una producción  mundial de 478 millones de toneladasA. En América Latina, Cuba constituye uno de los países de mayor consumo per cápita, con alrededor de  60 kg anualesB. El cultivar  de arroz INCA LP-5, obtenido en el Instituto Nacional de Ciencias  Agrícolas, es uno de los de mayor distribución en el país por sus elevados  rendimientos y por su resistencia a Pyricularia grisea, principal  patógeno del cultivo (1).

  

  La aplicación de fertilizantes nitrogenados y fosfatados al suelo permite  suplir gran parte de las necesidades nutricionales del cultivo del arroz, incrementando  considerablemente los rendimientos (1). Sin embargo, el empleo irracional de  estos productos impacta negativamente los diferentes ecosistemas y encarece el  proceso productivo (2). El aislamiento y caracterización de bacterias que se  asocian naturalmente al cultivo del arroz y que potencian su crecimiento, ha  permitido la elaboración de biopreparados inocuos para el medio ambiente y que  provocan incrementos en los rendimientos agrícolas, con la consiguiente  disminución de los costos del proceso productivo (3).

  

  Azospirillum y Herbaspirillum se encuentran dentro de los géneros  bacterianos más representativos en la rizosfera de las plantas de arroz, aunque  también se destacan Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter y Burkholderia (4). Sin embargo, los rizobios, bacterias que tradicionalmente se han estudiado  por su capacidad de establecer simbiosis con las plantas leguminosas a partir  de la formación de nódulos radicales donde realizan la Fijación Biológica de  Nitrógeno (FBN) (5), también se han observado colonizando las raíces de las plantas de arroz y como endófitos de este  cultivo (6). La inoculación de cepas de rizobios en diversas cultivares  de arroz, ha mostrado efectos positivos en el desarrollo, crecimiento y en los  rendimientos del cultivo (7, 8).

  

  A pesar de los antecedentes expuestos anteriormente, en el mundo se han  realizado escasos estudios sobre la interacción rizobio-arroz y en Cuba hasta  el momento, no existen evidencias documentadas donde se demuestre la presencia  de los rizobios asociados al cultivo del arroz. Por tal motivo, el objetivo del  presente trabajo fue aislar rizobios de la rizosfera de plantas de arroz (Oryza  sativa L.) cultivar INCA LP-5, cultivadas en suelo Gley Nodular Ferruginoso  Petroférrico. Contar con un cepario de rizobios obtenidos de la rizosfera de  plantas de arroz permitiría estudiar detenidamente las particularidades que  rigen esta asociación. Con los aislados de rizobios más promisorios se pudieran  elaborar biopreparados para incrementar el crecimiento y los rendimientos del  arroz, en las condiciones edafoclimáticas de Cuba.

 

MATERIALES  Y MÉTODOS

Muestreo  y caracterización química del suelo

Se  colectaron plantas de arroz del cultivar INCA LP-5 cultivadas en las terrazas  de la zona tres, casillas C y H de la Unidad Científica Tecnológica de Base  “Los Palacios” (UCTB-LP), ubicada en la provincia Pinar del Río. Se muestrearon  cinco sitios, distantes uno de otro en diagonal, para lograr una  representatividad de la microbiota presente en el suelo de la localidad  estudiada.

  

  Se tomaron cinco muestras de suelo en cada  uno de los sitios muestreados, a una profundidad menor de 30 cm y a más de 20  cm de las raíces de las plantas. Para la determinación del contenido de sodio (Na+), potasio (K+),  calcio (Ca2+) y magnesio (Mg2+). Primeramente se  extrajeron empleando la técnica de Maslova; el contenido de Na+ y K+,  se determinó por fotometría de llama y el de Ca2+ y el Mg2+ empleando EDTA. El contenido de fósforo (P) se  evaluó mediante la técnica de Oniani (9). Se determinó además el pH (en KCl) mediante la técnica de potenciometría; así  como el contenido porcentual de materia orgánica por el método de Walkley-Black  (10).

  

  Aislamiento e identificación de la  presencia de rizobios en la rizosfera y rizoplano de las plantas de arroz

En el  momento del muestreo, el cultivo se encontraba en la fase vegetativa del  crecimiento y sometido a condiciones de inundación, fertilización y riego según  lo establecido en el Instructivo Técnico del Arroz (1) y no existían  antecedentes de la aplicación de inoculantes a base de rizobios. Se colectaron  cuatro plantas de arroz en cada uno de los cinco sitios donde se realizó el  muestreo de suelo, para un total de 20 plantas. Se extrajeron las plantas  completas, cuidando no dañar el sistema radical y se conservaron a 4°C en bolsas  de polietileno para su posterior procesamiento en el laboratorio.

  

  Para  el aislamiento de rizobios a partir de suelo rizosférico, se tomaron 10 g de  raíces con suelo rizosférico y se colocaron  en Erlenmeyer de 250 mL que contenían 100 mL de agua destilada estéril.  Los Erlenmeyers se mantuvieron en condiciones de agitación durante 10 min a 60  r min-1. Posteriormente las raíces se extrajeron y a partir de la  suspensión de suelo rizosférico obtenida se realizaron diluciones seriadas en agua destilada estéril (10-1-10-6).  El aislamiento de los rizobios se realizó mediante la siembra por  diseminación de 0,1 mL de las diluciones en placas con medio  levadura-manitol-agar (LMA) (11) con rojo  congo, a pH 6,8. Las placas se incubaron a 29+1°C  durante diez días (12).

  

  Para el aislamiento a partir del rizoplano, se tomaron las raíces extraídas en el  procedimiento anterior y se colocaron nuevamente en frascos Erlenmeyer  de 250 mL que contenían 100 mL de agua  destilada estéril, los cuales se mantuvieron en condiciones de agitación durante otros 30 min a 150 r min-1.  Las raíces se retiraron nuevamente y se aplicó a la suspensión obtenida el  mismo procedimiento de aislamiento descrita para el suelo rizosférico.  Paralelamente, las raíces se cortaron en porciones de 1-2 cm con hojas  de bisturí estériles, y posteriormente se colocaron sobre placas que contenían  medio Luria-Bertani (13), con el objetivo de permitir el crecimiento de  microorganismos más íntimamente adheridos a la  superficie radical. Las placas, en ambos casos, se incubaron a 29+1°C durante diez días (14).

  

    Para la purificación de los posibles aislados de rizobios, se tomaron aquellas  colonias que presentaron características culturales similares a las descritas  para este grupo microbiano (11). Se realizaron pases sucesivos en medio LMA  hasta obtener cultivos puros. Los aislados se conservaron a 4°C en tubos de  ensayo que contenían dicho medio de cultivo.

  

    Para la selección de rizobios del conjunto de  aislados bacterianos obtenidos de la rizosfera de las plantas de arroz cultivar  INCA LP-5, se realizó una caracterización cultural y morfológica. Además se  tuvo en cuenta el resultado de la prueba de la cetolactasa. Se determinó la  capacidad de los aislados para producir ácido/base y se realizaron ensayos de  inoculación in vitro en plantas de Macroptillium atropurpureum (DC.) Urb. (siratro).

  

  Caracterización cultural y morfológica  de los aislados bacterianos

  

  La pureza de los cultivos bacterianos,  así como sus características tintoriales y la morfología de las células se observó mediante la Tinción de Gram (15). Las características morfológicas celulares que se  estudiaron fueron, forma de la célula  bacteriana, respuesta a la tinción de Gram y la presencia de esporas.

  

    Para la determinación de las características culturales, los aislados se  cultivaron por agotamiento en medio LMA con rojo congo, a pH 6,8. Se incubaron  durante diez días a 29+1°C y se determinó,  mediante microscopía estereoscópica: color, producción de mucus y diámetro (mm)  de las colonias (16). Además se determinó la tasa de crecimiento de cada  aislado, monitoreando la aparición o no de las colonias en las placas cada 24 h durante diez días de incubación.  Los aislados cuyas colonias se hicieran visibles en el medio a los 2-3 días de  incubación, se consideraron de rápido crecimiento; las que aparecían a partir  de los 4-5 días, se consideraron de  crecimiento moderado y aquellas que se observaban a partir de los siete días, se clasificaron como microorganismos de crecimiento lento (11).

  

  Ensayo de la cetolactasa

Los  aislados se cultivaron en medio Levadura-Lactosa-Agar  (LLA) (17) e incubados a 29+1°C durante tres, cinco y siete días, de  acuerdo con su tasa de crecimiento. Posteriormente, se añadieron 10 mL del reactivo de Benedict sobre el crecimiento bacteriano y se mantuvo por 10 min, para observar posible cambio de coloración del medio.

Producción  de ácido y base

  

  Los aislados bacterianos se cultivaron en medio LMA a  pH 6,8 con indicador azul de bromotimol. A los siete días de incubación a 29+1°C se observó  cambio de coloración en el medio de cultivo durante el establecimiento  de las colonias bacterianas sobre el mismo.

  

  Ensayo de inoculación in vitro en plantas de siratro

  

  Se prepararon inoculantes de cada uno de los aislados bacterianos, para lo  cual se utilizaron Erlenmeyers de 20 mL con  5 mL de medio líquido LM (levadura manitol) a pH 6,8. Se inocularon con una asada de los microorganismos conservados a 4°C  en medio sólido. Los frascos se mantuvieron en condiciones de agitación  en zaranda orbital a 150 r min-1 durante 18-20 h a 29+1°C.

  

    La identidad de los rizobios se confirmó mediante su capacidad de nodular la  leguminosa siratro, tradicionalmente utilizada como planta modelo para este  tipo de estudios (18). Las semillas de esta leguminosa se donaron por la  Estación Experimental de Pastos y Forrajes de Cascajal, provincia Villa Clara.

  

    Para la descarificación de las semillas se  mantuvieron en etanol al 70 % durante cinco minutos, posteriormente se  lavaron con agua destilada y se sometieron a un tratamiento con ácido sulfúrico  concentrado durante 10 min. Luego se sumergieron en hipoclorito de sodio al 25  % (v/v) durante 15 minutos y se lavaron seis veces con agua destilada estéril.  Seguidamente, las semillas se colocaron en placas con Agar-Agua (0,75 g de agar  en 100 mL de agua destilada) e incubadas a  29+1°C en la oscuridad durante 24 h.  Las semillas germinadas con raíces de  aproximadamente 1-2 cm de largo se colocaron en frascos de 200 mL que contenían  50 mL de medio Norris y Date semisólido (15), a razón de una semilla por frasco. Posteriormente, las semillas  se inocularon con 0,5 mL de inóculo de los diferentes aislados a una  concentración de 108 UFC mL-1.

  

    Las plantas crecieron en condiciones controladas, con un fotoperíodo de 12 h luz/12  h oscuridad, a una temperatura día/noche de 26/22°C y humedad relativa del 70 %. Cinco semanas después, se determinó  el número de nódulos en la raíz principal; número total de nódulos; la  efectividad de los nódulos y la efectividad de la nodulación (EN) según la  expresión:



    

  donde: NNt y NNte son los valores absolutos del número de nódulos totales y  número de nódulos totales efectivos,  respectivamente. Se determinó, además, la masa seca de las raíces de las  plantas (g).

  

  La efectividad de los nódulos se determinó mediante el método visual, lo cual  se realizó mediante la disección de los nódulos con hojas de bisturí de acero  inoxidable, detectando o no la presencia de una coloración rojiza en el  interior de los nódulos, característico de la proteína leghemoglobina (19).

  

  Se empleó un diseño completamente aleatorizado, utilizando siete repeticiones  por tratamiento. Se utilizó un tratamiento control, sin inocular. Los  resultados procedentes de las variables: número de nódulos en la raíz principal  y total, así como el número de nódulos efectivos en cada caso, fueron sometidos  a análisis no paramétricos de Kruskal Wallis. En caso de determinar diferencias  significativas entre tratamientos, se realizó la prueba de Mann Witney para establecer diferencias entre los rangos  promedios de las variables en cada uno de los tratamientos establecidos (20).  La variable EN no se sometió a análisis estadístico pues es resultante  de los valores absolutos de la nodulación efectiva total y la nodulación total  en cada uno de los tratamientos.

  

  Los datos procedentes de la masa seca radical de las plantas de siratro se  sometieron a la prueba de normalidad (test de Bartlett) y homogeneidad de  varianza (test de Kormogorov-Smirnov) (21). Posteriormente se aplicó análisis  de varianza de clasificación simple, utilizando el test de comparación de  medias de Tukey para p<0,05 (22); con el objetivo de determinar diferencias  entre las medias (20). Estos datos se graficaron con el programa SigmaPlot  2001.

 

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

El suelo Gley Nodular  Ferruginoso Petroférrico de la UCTB Los Palacios, Pinar del Rio, se caracterizó  por presentar un pH cercano a la neutralidad. El contenido de materia orgánica  y los niveles de fósforo disponibles resultaron ser altos. Sin embargo, según  el Manual de la Dirección General de Suelos y Fertilizantes (23), este suelo  presenta un bajo contenido de calcio (Ca2+), magnesio (Mg2+),  sodio (Na+) y potasio (K+) (Tabla I).



  

  El valor de pH en el suelo (6,87), propicia el establecimiento de los rizobios,  los cuales requieren valores muy similares para su multiplicación (24). Aunque  no es determinante, el establecimiento del cultivo del arroz resulta óptimo a pH cercano a la neutralidad (1). El pH del suelo de esta localidad afectaría  positivamente el establecimiento del cultivo y de los rizobios, así como la  interacción entre ambos organismos.

  

  Los contenidos de calcio, magnesio,  sodio y potasio en este suelo son bajos, lo que pudiera afectar negativamente la multiplicación de los rizobios. Sin embargo, los altos contenidos de  fósforo y de materia orgánica que posee, propician la proliferación de estas  bacterias y el establecimiento y desarrollo de las plantas de arroz. La materia orgánica condiciona, en gran  medida, la distribución de los principales grupos microbianos en el suelo y potencia su crecimiento en  aquellas zonas donde existe una mayor disponibilidad de los nutrientes (25).

  

  En el momento del muestreo, las plantas de arroz cultivar INCA LP-5 se  encontraban en condiciones de inundación, propiciada por el riego al que estuvo  sometido el cultivo y por las características descritas con anterioridad para  este tipo de suelo. Se plantea que el suelo de la UCTB Los Palacios clasifica  como Hidromórfico Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico, de textura fina, con  un gran contenido de arcillas y de poco drenaje (26).

  

  Una relación directamente proporcional entre el contenido de humedad del  suelo y la distancia recorrida por Azospirillum se describió con anterioridad (27). Esto sugiere que la elevada humedad  presente en el suelo muestreado a las que estaban sometidas las plantas de  arroz cultivar INCA LP-5, pudiera haber favorecido el movimiento de bacterias  flageladas como los rizobios hacia las raíces.

  

  El proceso de aislamiento de rizobios de la rizosfera de las plantas de arroz  cultivar INCA LP-5 se realizó tomando como criterio primario las  características culturales de las colonias descritas para el grupo de los  rizobios (15). En el medio LMA, las cepas de crecimiento rápido originan colonias  mucosas de 1 a 5 mm luego de 3 a 5  días de incubación, mientras que en las de crecimiento  lento, con una superficie más seca, las colonias no exceden un diámetro  de 1 mm en un período de diez días (15).

  

  Para la selección de las colonias típicas de rizobios, otro elemento esencial  fue la falta de absorción del rojo congo, pues generalmente los cultivos  jóvenes de estos microorganismos forman colonias translúcidas, blanquecinas o  ligeramente rosadas en el centro (28). Teniendo en cuenta lo anterior, se  aislaron 78 colonias que reunían las características de tamaño y mucosidad típicas de los rizobios, pues se  observaron como colonias grandes (2-4 mm) y mucosas, a los 2-3 días; excepto  un aislado en el cual se visualizaron colonias secas de 1-2 mm de diámetro a  los 4-5 días de incubación.

  

  El 44,87 % de las 78 colonias bacterianas se obtuvieron a partir de las  muestras de suelo rizosférico, mientras que el 55,13 % restante, se encontraron  en el rizoplano de las plantas de arroz. De este último grupo, el 90 % de los  aislados se detectaron ligeramente adheridos al rizoplano, ya que se obtuvieron  en las diluciones seriadas que se realizaron con las raíces de las plantas. El  10 % restante, se identificó sobre el tejido epitelial, observándose como una  película fina, mucosa y blanquecina que cubría las raíces a los cinco días de  haberlas colocado sobre el medio Luria-Bertani. 

  

  La tinción de Gram se empleó como segundo criterio de clasificación. Los  resultados de esta determinación permitieron agrupar a los 78 aislados en siete  grupos, considerando las características morfológicas de las células  bacterianas, así como la respuesta a la Tinción de Gram (Tabla II).



    

  La caracterización morfológica y tintorial  permitió identificar tres tipos morfológicos de células: uno cocobacilar  (predominante) y otros dos donde las células presentaban forma de cocos o  bacilos. La mayor parte de los aislados rizosféricos (42,3 %) correspondieron a  cocobacilos esporulados, Gram negativos; mientras que el grupo menos  representativo (1,28 %) estuvo conformado por bacilos esporulados Gram  negativos.

  

  La tinción de Gram permitió observar  una gran diversidad en las células bacterianas en la rizosfera de las plantas  de arroz cultivar INCA LP-5. El alto contenido de materia orgánica y de fósforo  presente en el suelo de las áreas arroceras de la UCTB Los Palacios,  pudiera estar favoreciendo el establecimiento de la diversidad bacteriana que  se observó en esta investigación.

  

  Los rizobios se han descrito como bacilos finos, Gram negativos, no esporulados (17). Estas características son similares  a las que se observaron en el 17,95 % de los aislados bacterianos (Tabla II, grupo 3); ya que se observaron como cocobacilos o bacilos finos, con extremos redondeados y en ocasiones afinados, no esporulados y con  respuesta negativa a la tinción de Gram. Este porcentaje corresponde con  catorce aislados, de los cuales el 21,43 % (cuatro aislados) se obtuvieron del  suelo rizosférico y el 78,57 % (once aislados) se obtuvieron a partir del  rizoplano (Tabla III).



  

  Todos los aislados que se estudiaron produjeron colonias semitranslúcidas en el  medio LMA (pH 6,8); sin embargo, se observó una diversidad de coloraciones  tenues hacia el centro de las colonias, sobre todo en aquellos aislados  provenientes del suelo rizosférico de las plantas de arroz. Resultados  alcanzados por otros autores difieren a los obtenidos en esta investigación, ya  que obtuvieron colonias blanquecinas en el 100 % de los aislados de rizobios  que se estudiaron (29).

  

  Se realizó la prueba de la cetolactasa, con el objetivo de diferenciar los  aislados en estudio  del género Agrobacterium ya que ambos grupos presentan características culturales y morfológicas  similares. Por otra parte, el género Agrobacterium se estudia usualmente  por su capacidad de producir agallas o tumores en las raíces y tallo de las  plantas, estructura muy similar a los nódulos que forman los rizobios en las  plantas leguminosas (30).

  

  La prueba de la cetolactasa, permite observar  la capacidad de Agrobacterium (no en los géneros de la familia Rhizobiaceae) para reducir el óxido de cobre I (Cu2O) presente en el reactivo de Bénedict que se emplea en esta prueba (31). En este trabajo todos los aislados seleccionados  como posibles rizobios, por sus  características culturales y morfológicas, resultaron cetolactasa negativos. Esta respuesta corrobora la posible ubicación  taxonómica de los aislados en estudio como rizobios (32). Al determinar la  capacidad de producir ácido o base en medio LMA con azul de bromotimol, se  observó en todos los casos un cambio de coloración de verde a amarillo  alrededor del crecimiento bacteriano, lo cual indica la capacidad de estos  microorganismos para producir ácido.

  

  Los ácidos orgánicos que se producen  por los microorganismos rizosféricos incrementan la disponibilidad de  micronutrientes como el fósforo, el hierro, el zinc y el manganeso en el suelo,  al disminuir el pH en la rizosfera, o  por la quelación de estos micronutrientes. La detoxificación de metales en el suelo se ha informado como otra  de las funciones que realizan los ácidos orgánicos que escretan por  estos microorganismos (33).

  

  Los estudios de la producción de ácidos orgánicos por los rizobios mayormente  se enfocan a la promoción del crecimiento vegetal, como por ejemplo el ácido  3-indolacético (AIA) y aquellos que se relacionan con la solubilización de  fosfatos en los suelos (34, 35).

  

  La tasa de crecimiento de los rizobios es  uno de los aspectos a tener en cuenta durante los estudios taxonómicos, ya que  su capacidad de multiplicarse rápida, moderada  o lentamente en el medio de cultivo, es una característica fenotípica muy  relacionada al género al cual pertenecen las especies de este grupo bacteriano  (28).

  

  El estudio de la tasa de crecimiento  de los diferentes aislados sobre el  medio LMA a pH 6,8 permitió detectar un crecimiento rápido en la mayoría de los aislados, ya que pudo  constatarse al menos una colonia de estos microorganismos sobre el medio  de cultivo a las 48 horas de incubación. El aislado Rf7, a diferencia del  resto, presentó un crecimiento moderado pues sus colonias se comenzaron a  visualizar a partir del cuarto-quinto día de incubación (Tabla III).

  

  Sólo el 8 al 20 % de la superficie de las  raíces se coloniza por las bacterias. En las zonas de mayor exudación se  observa un mayor establecimiento microbiano (36). Una mayor efectividad en la  colonización de la rizosfera por ciertos microorganismos se debe, entre otros  factores, a su rápida multiplicación. Esta capacidad les permite utilizar una  gran cantidad y diversidad de nutrientes presentes en los exudados radicales  como aminoácidos, ácidos orgánicos, azúcares, vitaminas, enzimas, iones  inorgánicos y moléculas gaseosas como fuentes de carbono, oxígeno, nitrógeno,  fósforo y azufre (37).

  

  La capacidad de producir nódulos como parte de la simbiosis  rizobio-leguminosa, constituye una de las premisas a tener en cuenta para la  ubicación taxonómica de una rizobacteria en el grupo de los rizobios (8).  Siratro constituye una planta modelo para evaluar la capacidad de infección y  la efectividad de la nodulación de aislados de bacterias bajo condiciones  controladas. Esta planta se utiliza en investigaciones de este tipo, pues  responde como hospedero a un amplio espectro de cepas de rizobios provenientes  de una gran diversidad de leguminosas (38).

  

  El ensayo de inoculación in vitro en  las plantas de siratro permitió observar que todos, excepto Rf13, Rf33 y Rpd10, produjeron nódulos efectivos en las raíces  de estas plantas (Tabla III). El ensayo permitió concluir que 11 aislados  bacterianos provenientes del suelo rizosférico y del rizoplano de plantas de arroz INCA LP-5, pertenecen al grupo  de los rizobios. Estos resultados constituyen la primera evidencia en Cuba de la interacción de bacterias del grupo de los rizobios con el cultivo  del arroz.

  

  Los resultados que se obtuvieron en esta investigación fueron similares a los  que se encontraron en los primeros estudios sobre la interacción de los  rizobios con el cultivo del arroz (39). En estas investigaciones se demostró, a  través de bioensayos con las leguminosas trébol blanco (Trifolium repens var. Dutch) y alfalfa (Medicago sativa var. Gemini), que eran rizobios los endófitos que se encontraron en las  plantas de arroz. Estos microorganismos produjeron nódulos en dichas  leguminosas.

  

  Los avances en técnicas moleculares han permitido realizar una reubicación  genérica de especies bacterianas dentro del grupo de los rizobios, teniendo en  cuenta su capacidad de realizar la FBN y de formar nódulos radiculares en las  plantas leguminosas. Actualmente 14 géneros bacterianos  conforman al grupo de los rizobios,de ellos 11 son Rhizobium,  Mesorhizobium, Ensifer, Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga,  Azorhizobium, Ochrobactrum, Methylobacterium, Devosia y Shinella, en la  clase alfa-proteobacterias; dos: Burkholderia y Cupriavidus,  dentro de la clase beta-proteobacterias y el género Pseudomonas en la  clase gamma-proteobacterias (5).

  

  A pesar de que la caracterización que se realizó en es te trabajo no es suficiente  para ubicar taxonómicamente a los aislados de rizobios, en todos ellos; con  excepción de Rf7, se identificaron aspectos fenotípicos  de la familia Rhizobiaceae (40). La formación de nódulos  efectivos en la FBN, la produción de ácido y rápido crecimiento en medio LMA,  permitiría clasificarlos dentro de los géneros Rhizobium, Ensifer o Shinella, de la familia Rhizobiaceae.

  

  El aislado Rf7, que también induce la  formación de nódulos, produce ácido y presenta una tasa de crecimiento moderada  pudiera ubicarse dentro del género Mesorhizobium, en la familia Phyllobacteriaceae (41, 42).

  

  La determinación de la presencia de 11 aislados de rizobios en la  rizosfera de las plantas de arroz cultivar INCA LP-5, resultados que se  muestran en esta investigación, constituye la primera evidencia documentada en  Cuba sobre la interacción de rizobio-arroz. La implementación de estos  resultados en la investigación básica y en la elaboración de bioproductos para  el cultivo del arroz, abre nuevas puertas al conocimiento de esta interacción  en el país.

  

  El aislamiento de rizobios de la rizosfera de plantas de arroz cultivar INCA  LP-5 que se realizó en este trabajo, permitió identificar una mayor cantidad y  diversidad de estos microorganismos en el rizoplano que en el suelo rizosférico  de estas plantas (Tabla III).  El rizoplano es la zona de la rizosfera más influenciada por los exudados  radicales y donde la concentración de estos  compuestos es máxima, pues una vez en el suelo, los exudados se van dispersando  (43). La presencia de altas concentraciones de nutrientes en el  rizoplano, lo convierte en una zona atractiva para la colonización microbiana.  Esto pudiera explicar el qie se encontrara mayor número y diversidad de rizobios  en el rizoplano respecto al suelo risoférico.

  

  Los exudados radicales establecen un ambiente selectivo en la rizosfera, de  manera que propician la colonización de ciertos microorganismos y desfavorecen  el desarrollo de otros (38). Diferencias en los requerimientos nutricionales de  los microorganismos en la rizosfera, así como sus respuestas quimiotácticas,  cobran vital importancia en la especificidad entre las plantas y los  microorganismos (44).

  

  Diferencias en la movilidad de cada aislado de rizobio, su respuesta  quimiotáctica a los exudados radicales, el efecto selectivo que ejerce la  especificidad de estos compuestos, así como las características genotípicas y  fisiológicas intrínsecas del cultivar de arroz INCA LP-5, pudieran haber  influido en la localización de los rizobios en la rizosfera de las plantas  estudiadas.

  

  En esta investigación además, se pudo constatar diferencias entre los aislados  de rizobios que se obtuvieron del rizoplano de las plantas, teniendo en cuenta  su capacidad para adherirse a la superficie radical. Un grupo de estos aislados  se caracterizó por adherirse más estrechamente a las células epidérmicas de la  raíz y otro mantuvo una relación menos estrecha con la superficie radical  (Tabla III). Cuatro de los aislados  de rizobios (Rpr1, Rpr2, Rpr3 y Rpr11) se encontraron fuertemente unidos a la superficie  radical. Se ha documentado la capacidad de los rizobios para la formación de  biopelículas sobre el rizoplano, mecanismo mediante el cual logra mantener una  estrecha relación con los exudados de las raíces de las plantas (45).

  

  Estudios genómicos han aportado elementos importantes que explican los  mecanismos involucrados en la expresión de los genes de RapA1. Esta proteína  tiene una importancia crucial en la unión de los rizobios al rizoplano y en la  formación de las biopelículas en las raíces de las plantas (39). La presencia  de flagelos en los rizobios, así como la producción de exopolisacáridos,  también tienen una función importante en la  formación de estas asociaciones, ya que mutaciones en genes relacionados  con la síntesis de estos componentes afectan la estabilidad de las biopelículas  (40).

  

  El efecto de la inoculación de los 11 aislados que produjeron nódulos efectivos  en las plantas de siratro y que se consideran rizobios se muestra en la Tabla IV.





En las plantas que se  inocularon con el aislado Rpr11 se observaron los mejores resultados en el  número de nódulos. Se observaron diferencias  significativas entre Rpr11 y el resto  de los aislados, excepto con Rpr3 en el número de nódulos totales. Ambos  aislados, además, mostraron los mayores porcentajes de EN.

  

  Además de los aislados mencionados anteriormente,  se destacaron Rpr1 y Rpr2, que superaron al resto en las variables  número de nódulos totales, número de nódulos totales efectivos y en la  efectividad del proceso.

  

  La abundante nodulación en las plantas de siratro que se inocularon con Rpr1, Rpr2, Rpr3 y  Rpr11,microorganismos que se  encontraron fuertemente adheridos a la superficie radical, permite sugerir la  presencia de mecanismos en estos microorganismos que les permite colonizar más  efectivamente diferentes puntos de la raíz e invadir los pelos radicales de las  plantas de siratro. Ambas fases constituyen las primeras etapas de la formación  de los nódulos (46, 47).

  

  Los nódulos que se ubican sobre la  raíz principal poseen una mayor efectividad en el aporte de nitrógeno fijado,  lo cual se traduce en un incremento en el desarrollo foliar y los rendimientos  del cultivo. La cercanía de estas estructuras a los vasos conductores hace que  el microsimbionte tenga un mayor acceso a los fotosintatos, y la planta al  nitrógeno proveniente de la FBN que realizan los rizobios (48).

  

El amonio que se produce durante la  fijación del nitrógeno atmosférico por las células de rizobios se emplea por la  leguminosa para la síntesis de aminoácidos, enzimas y proteínas  estructurales (49). La disección de los  nódulos presentes en las raíces de las plantas de siratro permitió observar que  todos los aislados bacterianos produjeron nódulos efectivos, ya que se observó  una coloración rojiza en el interior de estas estructuras, característica de la  presencia de la leghemoglobina. Esta proteína constituye un indicador de la  efectividad de los nódulos para realizar el proceso de fijación de nitrógeno y  del establecimiento exitoso de la simbiosis rizobio-leguminosa (20). La  presencia de un gran número de nódulos en la raíz principal de las plantas de  siratro inoculadas con Rpr11, muchos de los cuales fueron efectivos en la FBN,  pudiera explicar el efecto positivo de este aislado sobre la masa seca de las  raíces de las plantas (Figura).



    

  El número y efectividad de los nódulos de las plantas que se inocularon  con Rpr3 superó a aquellas donde se empleó Rpr2. Sin embargo, este  microorganismo produjo un mayor efecto en el crecimiento radical. El  comportamiento pudiera deberse a una mayor actividad de la enzima nitrogenasa  en Rpr2. Este aislado produciría entonces mayores niveles de amonio que Rpr3,  traduciéndose en un incremento del crecimiento radical de las plantas de  siratro. Resultados similares se encontraron  en soya, pues se observaron incrementos de la altura de las plantas ante un  aumento de la actividad de la enzima nitrogenasa (50).

  

  Los aislados que produjeron el mayor número de nódulos en las raíces de las  plantas (Rpr1, Rpr2, Rpr3 y Rpr11) coincidieron con aquellos que presentaron  los porcentajes de EN más elevados, y en el caso de Rpr11 también con un efecto  superior en la masa seca radical. Con este ensayo se confirma la pertenencia de  estos aislados al grupo de los rizobios y se destacan algunos en su capacidad  de nodular plantas de siratro.

 

CONCLUSIONES

Las  características del suelo Gley Nodular Ferruginoso Petroférrico de la UCTB Los  Palacios, Pinar del Río propiciaron la proliferación de poblaciones de rizobios  en la rizosfera de plantas de arroz cultivar INCA LP-5. Esta investigación permitió contar con nuevos aislados de  rizobios que defirieron en el nivel de interacción que establecieron en la  rizosfera de las plantas de arroz y en su efectividad en la nodulación de  siratro. Estos hallazgo  constituyen la primera evidencia en Cuba donde se aborda la interacción de los  rizobios con el cultivo del arroz.
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Figura. Efecto de la inoculacion de los aislados
de rizobios obtenidos de la rizosfera
de plantas de arroz cultivar INCA LP-5
en la masa seca radical de plantas
de siratro. Letras iguales no difieren
significativamente ES**= 0,003, n=7
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Tabla II. Grupos bacterianos idenf

ados en el

suelo rizosférico y el rizoplano de plantas
de arroz cultivar INCA LP-5, segun sus
caracteristicas morfolégicas y tintoriales
de la célula bacteriana

[ Caracteristicas Caracteristicas ~ Proporcion

PO micromorfologicas tintoriales (%)
Cocobacilos .

U coponados Gramnegative 423
Cocobacilos y

2 bacilosgruesosno  Gramnegativo 16,67
esporulados
Cocobacilos, bacilos

3 finoséredondeados  Gramnegativo 17,95
no esporulados,

4 Bacilosycocobacilos o oiive 12,82
esporulados
Cocos no :

5 coporsiados Gram negativo 5,13

o Daclloscurvadosno o iivo 385
esporulados

7 Bacilos esporulados  Gram negativo 1,28





e0105117.gif





t0305117.gif
‘Tabla ll. Aistados obtenidos de plantas de arroz cultivar LP-3, caracteristicas morfologicas, tintoriales.
'y respuesta a la nodulacion en plantas de siratro.
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Tabla I. Caracteristicas quimicas del suelo muestreado en la UCTB Los Palacios
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