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POBLACIONES NATIVAS DE Azospirillum SPP. ASOCIADAS A DOS CULTI-
VARES DE TRIGO, EN SUELOS AGRICOLAS DFEL SUDESTE DE LA

PROVINCIA DE BUENOS AIRES (ARGENTINA)
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AUTOCHTHONOUS AZOSPIRILLUM POPULATIONS FROM SOILS OF THE SOUTHEAST

OF BUENOS AIRES PROVINCE, ASSOCIATED WITH TWO WHEAT CULTIVARS

Autochthonous Azospirillum populations associated with Lwo wheat cultivars, were isolated from soils of the southeast

of Buenos Aires Provinee. Argentina. Triticum aestivim ev. Buck Pucariand 7' durum ev. Balearcefio-INTA plants were

collected at different phenological stages from Balearce. Miramarand [ a Dulee soils. Roots were surface-sterilized and

bacteria were is

ated in semisolid NFb medium, and then characterized in congo red agar and glucose and/or malate

potato agar media. The most probably number (MPN) of bacteria per g fresh root weight was also determined.
Azospirillum-like bucteria. with characteristics similar to those reported for A. brasilense. were isolated in most cases.
The MPN was highest both at wheat tillering and anthesis phenologieal stages, decreasing at physiological maturity.
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INTRODUCCION

El género Azospirillum spp. esta constituido por
varias especies de bacterias microaerofilicas presentes
en la rizosfera, habiendo sido primariamente definido
como caracteristico de suclos tropicales (Dihereiner
1992). Sin embargo, su distribucion geograficaes mun-
dial y se lo ha obtenido a partir de una amplia variedad
de plantas en diversos climas, y en regiones desérticas,
suelos inundados y suelos salinos (Michiels er af. 1989).
Enla Argentina se han aislado bacterias de este género
de la rizosfera de especies vegetales de zonas
subtropicales, templadas y templado-frias (Alvarez 1983:
Okon, Labandera 1994).

Sibien hasido reconocido desde hace tiem poque la
asociacion con Azospirillum favorece el crecimiento y
rendimiento en gramineas (Kapulnik ef a/. 1981), atin
hoy resulta dificil estimar con precision a nivel de
campo, cudl seriael impactoreal de la inoculacién sobre
la produccion vegetal final (Okon, Labandera 1994). En
la Argentina, la siembra de trigo se efectiia
preponderantemente en zonas templadas y templado-
frias. Ahora bien, se ha mostrado en otros paises que la
colonizacion de la rizosfera de gramineas con
Azospirilium spp. es pobre cuando la introduccion del
geénero se realiza en regiones con estas caracteristicas
climaticas (Harris er a/. 1989). Mas atin, las comunida-
des microbianas particulares de los suelos son quienes
parecen controlar a través de su interaccion con
Azospirilium spp.. la proliferacion v funciones de la
bacteria en los mismos (Janzen, McGill 1993). Por otra
parte, todavia esta vigente la discusion acerca de si la

colonizacion preferencial de la planta por determinadas
cepasde Azospiriliumspp. influencia significativamente
0 no el efecto promotor del crecimiento (Bashan,
Levanony 1990). En este contexto, el aislamiento de
poblaciones autéctonas naturalmente asociadas al
hospedante es un paso previo a la obtencién de
inoculantes con mayor capacidad de incrementar el
rendimientodel trigo, que los derivados de cepas foraneas.
Algunas evidencias en este aspecto ya han sido obteni-
das en la Argentina (Okon, Labandera 1994). Estas
consideraciones justifican el objetivo general del pre-
sente trabajo, de investigar la presencia de poblaciones
nativas de Azospirillumen las regiones donde posterior-
mente se realicen experimentos de inoculacion de trigo
acampo y estudios acerca de sus efectos en la produc-
cion vegetal bajo condiciones normales o de estrés.

MATERIALES Y METODOS

Larecoleceion de muestras se realizé en sembradios de trigo
delas loealidades del Sudeste Bonaerense de Balcarce, Miramar
y La Dulee. sobre los cultivares Buck Pucard (Triticum aestivim)
y Balcarceno-INTA (T, duram) y durante los estadios fenolidgicos
correspondientes a macollaje. antesis ymadurez fisioldgica. De las
filas centrales de cada parc . COMPUESTA N SU VEZ POF CINCO SUFCOs.,
seextrajeron al azar en cada caso cineo plantas con sus raiees hasta
treinta em de profundidad. con suelo rizosférico. Las muestras
fueron colocadas en bolsas de polietileno herméti paraevitarla
perdida de humedad durante su doal laboratorio, El sistema
radical de cada planta se lavé con 1gua corriente. luego con agua
destilada, y posteriormente se dividié en dos submuestras homo-
géneas destinadas una de ellasal aislamiento de los microorganismos
ylaotraala cuantificacion de los mismos.

Para el amiento de microorganismos se cortaron, de la
zona mmediatamente superior a la cofia, tres segmentos de | em




de longitud cada uno que fueron esterilizados superficialmente
con cloramina-T al 1% durante | min. lavados con buffer fosfato
S0 mM (pH 7) | min y enjuagados tres veces con agua destilada
estéril. Cada segmento asi tratado fué homogeneizado en mortero
con buffer fosfato S0 mM (pH 7) estéril. Cada muestra vegetal se
sembrd primariamente en medio NFb semisdlido (Ddbereiner
1980) e incubd a35°C durante 6 dias. efectudndose observaciones
iniciales a las 24 y 48 hs. En los casos en que se forma una pelicula
subsuperfieial blanca con earacteristicas tipieas del género (Baldani.
Disbereiner 1980 realizd unsegundo repiqueen iguales medio
v eondiciones cultivo, sembrandose también en medio rojo
congo (RC). Este tltimo fué utilizado como eriterio complementa-
rio, con el fin de identificar colonias de Azaspirilium por sus
caracteristicas macroscopicas (Rodriguer Caceres 1982). Luego
delocual se realizaron observaciones microscopicas bajo contraste
de fases. a fin de confirmar la presencia de bacilos curvos con
movimientos espiralados. tipicos del género (Tarrand eral. 1978),

Sobre la segunda submuestra del sistema radical de cada
planta se realizd la cuantificacion de nimero mas probable de
microorganismos por gramo de peso fresco (NMP g7 peso fresco
deraiz), segun latéenica deseripta por Me Crady (Postgate 1969).
A partir de | g de material vegetal desinfecetado superficialmente
con cloramina-T al 1% y lavado como se indico en la seccidn
precedente. se realizaron homogenatos en mortero y diluciones
seriadas con buffer fosfato S0 mM (pH 7). Cada dilucion sesembrd
por triplicado en medio NFb semisolido e incubt 2 35°C durante 6
dias. Lahomogeneizacion de laraizserealiz luegode la desinfec-
cion superficial de la misma. por lo que sélo fueron cuantificados
los diazatrafos microaerdfilos desuinterior.

A partir de las colonias aisladas en medio RC se realizaron
diversas pruebas conel finde identificar especies dentro del género
Azospirillum, siguiendo algunos de los criterios descriptos por
Tarrand e al. (1978): 1) crecimiento en medios con distintas
fuentes de carbono. estoes. medio de cultivo agarpapa conmalato
o con glucosa; 2) desarrollo en medio NFb semisolido sin el
agregadodebiotina: y 3) observacion delamotilidad delos bacilos
através del iempo. Esta (ltima se realizd para cada aislamiento a
los dias 1.2, 4y 7 de cultivo en medio NFb semisolido.

RESULTADOS Y DISCUSION

El género Azospirilfum se halld asociado al sistema
radicular de ambos cultivares de trigo, en las tres localida-
des relevadas. A partir de los dos primeros muestreos,
coincidentes con los estadios fenologicos de macollaje y
antesis, se realizaron 33 aislamientos totales de ambos
cultivares. Todos ellos produjeron en medio NFb
semisolido, una pelicula de crecimiento subsuperficial,
densay blanca, entre las 24 y 72 hs, con alcalinizacion del
mediodecultivo. Laobservacidon delamisma, con micros-
copio bajo contraste de fases. reveld la presencia de
espirilos Gram negativos, con granulos refractivos v des-
plazamiento en forma de espiral tipico de Azospiritium
spp., mostrando avance y retroceso de las eélulas curvas
con rotacion radial (Tarrand ef af. 1978). Todos los
aislamientos fueron sembrados en medio RC, donde se
desarrollaron colonias pequenas, de color rojo, forma
circular con borde ondulado y apariencia seca, coinciden-
tes con las descriptas para el género Azospirilum
(Rodriguez Caceres 1982). Si bien muchos microorga-
nismos absorben el colorante utilizado en dicho medio, la
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observacion microscopica de las colonias confirmo la
presenciade bacilos curvos, conmovimientos espiralados.
Las prucbas de caracterizacion, basadas en los criterios de
utilizacién delafuente carbonaday la pérdidade motilidad
en cultivos envejecidos, mostraron que 18 de dichos
aislamientos poseian caracteristicas coincidentes con las
delaespecie A. hrasilense. Tas mismas correspondieron a
la formacion de colonias pequefias, rosado-blanquecinas,
con superficie opaca y consistencia seca en medio agar
papamalato, sin presentarcrecimientoen agar papaglucosa.
Ademas, no perdieron la motilidad al cabo de 7 dias de
cultivo en medio NFb semisolido. En oposicion, A.
{ipoferwm desarrolla en medio agar papa glucosa, produ-
ciendo colonias blancas de tamafio grande y consistencia
mucoide, y pierde su motilidad con el tiempo. Solo tres
aislamientos realizados a partir de raices del cultivar Buck
Pucara, en las tres localidades, coincidieron con estas
particularidades reportadas para dicha especie, requirien-
do ademas la presencia de hiotina en el medio de cultivo.
Los restantes 12 aislamientos presentaron caracteristicas
comunes a ambas especies de Azaspirilfum.

El tercer muestreo, realizado ala madurez fisiologica
del trigo, no permitio obtener aislamientos, ya que en el
medio de crecimiento NFb semisélido se forma una peli-
culadifusade limitesnobien definidos. conalcalinizacion
temprana del medio. La observacion microscopica de la
misma reveld, en un numero reducido de repeticiones, la
presencia de bacilos curvos con las caracteristicas antes
mencionadas. cualquiera fuese el cultivar y lalocalidad en
estudio.

La Tabla 1 muestra el NMP g peso fresco deraiz, en
los cultivares Balcarcefio-INTA y Buck Pucaradetrigo, en
diferentes estadios de desarrollo y distintos suelos. El
NMP fué mayor en ¢l estadio de macollaje en ambos
cultivares, independientemente de lalocalidad de proce-
dencia. Durante el estadio de antesis los valores de NMP
o' peso fresco de raiz se mantuvieron sin variacion en

Tabla . Niunero mas probable de microorganismos por g de
peso fresco de raices de trigo en diferentes estadios fenoldgicos,
en tres localidades del sudeste de la Provincia de Buenos Aires.

Estadio Balcarce Miramar La Dulce

fenologico

CvA CvB CvA CvB CvA CvB

Macollaje 11 10% 11 10% 1L FOS 1L 1O 1.0 10° 1.1 10°

Antesis 45100 1.5 10" 4.5 10° 7.5 10% 1.1 10° 9.5 18

Madurez

fisiologica 2.5 107 2.5 107 2.5 107 2.5 107 0.9 107 0,9 10?

Cv Ay Cv B: cultivares Balcarceio-TNTA y Buck Pucard,
respectivamente. Cada valor corresponde al promedio de cinco

plantas, con desviaciones estindares en el rango=20% (P<0,05).
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ambos cultivares de la localidad de La Dulce y en el
cultivar Buck Pucara de lalocalidad de Balcarce, dismi-
nuyendo en las restantes muestras a concentraciones del
orden de 10” microorganismos por g de raiz. La presen-
ciaubicuade Azospirillum es acorde con susignificancia
ecoldgica en lo que hace al efecto promotor del creci-
miento que provoca su asociacion con vegetales, No
obstante, se ha sugerido que en la rizésfera de regiones
templadas y frias su nimero puede verse superado por
otros microorganismos, minimizandose asi su importan-
cia cuantitativa (Michiels et al. 1989). No parece ser éste
el caso de nuestro trabajo, ya que al menos en el periodo
correspondiente a los estadios fenoldgicos de macollajey
antesis, el NMP g peso fresco de raiz de diazotrofos
microaerofilos fué de 10° en ambos cultivares (Tabla 1).
Locual podriaresponderen parte alanecesidad planteada
de aislar de la rizoslera bacterias autdctonas promotoras
del crecimiento que muestren una fuerte colonizacion
radicular (Michiels et al. 1989).

Es probable que la elevada concentracian bacteriana
observada en estas etapas fenolgicas tenga su correlato
enlagranactividad de lascélulas meristematicas existen-
te en estos estadios, lo cual originaria un alto nivel de
metabolitos exportables a la rizésfera y por lo tanto
disponibles por los microorganismos para su estableci-
miento, reproduccion y supervivencia (Christiansen-
Weniger, Van Veen 1991).

Durante lamadurez fisiolégica se produjo una dismi-
nucion del NMP g ' peso frescode raizen amboscultivares
yen lastreslocalidades, llegandosealos valores mas bajos
en lalocalidad de La Dulce,

Los resultados obtenidos en experimentos a campo
han mostrado en general un efecto de la inoculacion con
Azospirillumenelrendimiento de diversas especies vege-
tales variable, del orden del 5-30% (Okon, Labandera
1994). No obstante, a nivel de invernaculo y en suclos
pasteurizados, la inoculacion de plantulas de trigo con A.
brasilense Sp. 245 puede revertir en un 50% el efecto del
estrés hidrico aplicado en antesis, sobre la produccion
final de granos (Alvarez, Barassi 1992). Es posible que en
el campo este efecto se vea reducido por la competencia
con otros microorganismos de larizosferao con bacterias
del mismo género. Pero por otra parte. en suclos no
estériles siempreesta presente la posibilidad que cepas de
Azospiriflun spp. autdetonas contrarresten parcialmente
en las plantas controles los efectos deletéreos de la sequia,
restringiendo asi en las experimentales la visualizacion
del efecto de la inoculacion con la cepa escogida. Las
cepas de Azospirillum spp. reportadas en el presente
trabajo podrian aportar datos a fin de clarificareste y otros
aspectos tendientes a optimizar el uso del género como
paliativo del estrés hidrico en vegetales.
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