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Number and identification of Azospirillum species were determined in the ri-
zosphiere and roots of maize in 3 different grasses (Panicum maximum, Hyparremia
rufa and Cynodon dactylon) collected in the field We observed differences in the
number of isvlated strains in relation to the sampling areq A lipoferum was predo-
minant in maize roots and A brasilense in C. dactylon roots; roots of the other two
grasses do not show a marked incidence of any of the rwo species A lipeferum straing
were predominanily present in the rhizosphere of all studied plants. The percentage of
denitrifving A brasilense strains in the roots of Cynodon and H. rula was J2.9 and

9 2 while in maize 6 I and in Panicum only .

Introduccitén

n afios recientes s¢ ha insistido mucho en la
necesidad del consumo de las proteinas y por
el enide de Jos aminodeidos. Las proteinas son
las moléculas mids abundantes en el interfor de las
células, pues constituyen el 50% o mids de su peso
seco. Son fundamentales en todos los aspectos de fa
estructura celular y de su {uncidn, puesto que son
los instrumentos moleculares mediante los cuales
se expresa la informacion genética. Todas contie-
nen un porcentaje entre el 15 y 18 de nitrdgeno
{1). Sin embargo, aunque el nitrogeno es un elemento
muy abundante, que constituye casi el 80% de la at-
moésfera terrestre es una fuente nutricional escasa,
debido a que las moléculas de este elemento atmos-
férico son muy inertes, porque el enlace que une a
los dos dtomos es excepcionalmente fuerte y estable;
se {rata de un triple enlace al que debe suministrarse
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una gran cantidad de energfa si se quiere romper, y no
pueden aprovecharlo la mayoria de los organismos.
El nitrégenc unicamente se incorpora en los sistemas
biologicos cuando ha sido “fijado™ o combinado con
ciertos elementos, como el hidrégeno o el oxigeno

En la actualidad, esta fijacion puede realizarse
industrialmente, mediante el proceso de lHaber y
Basch, el cual consiste en combinar el nitrdgeno
atmosférico con el hidiégeno a temperaturas y pre-
siones elevadas, ia energia necesaria es proporciona-
da por los combustibles {dsiles, obteniéndose como
producto de la reaccidn, el amoniaco, este se com-
bina para [irmar otros compuestos usuakes en la fer-
tilizacion nitrogenada como lo son, la urea, nitratos
o bien como sulfato de amonio. Por lo tanto, el costo
energético del proceso de Haber, toma gran impor-
tanicia al considerar Iz fuente del hidrogeno reque-
rido; por cuya razon, el precio de los {ertilizantes
nitrogenados estd intimamente correlacionado con
¢l precio de los combustibles {osiles (2). Aunado a lo
anterior y como una consccuencia de la crisis mundial
de energéticos, y una serie de problemas por contami-
nantes, ligados al uso indiscriminado de {ertilizantes
nitrogenados minerales, se ha visto un aemento en el
interés en favor de realizar estudios sobre i posibili-
dad de suprimir la mayor parte del nitrégeno nece-
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sario para la produccién de proteinas vegetales y
animales a través de la fijacidn biologica del nitrd-
geno atmosférico Ademds de la simbiosis Rhizo-
bium-leguminosas de pgrano y forrajeras, una posi-
bitidad mds, parece surgir de los reclentes descu-
brimientos sobre asaciaciones de gramineas tro-
picales con Dbacterias fijadoras de nitrégeno atmos-
férico, que pueden, bajo condiciones atin no bien de-
finidas, fijar cantidades de N, equivalentes a las fija-
das por la simbiosis Rhiizobiten-leguminosa (3)

Buen niimero de pastos y cultivos de grano estan
adaptados a clima cdlidos y han desarroliado fa ha-
bilidad de wutilizar eficientemente elevadas intensi-
dades luminicas en ambientes con altas tempera-
turas Su distinta via fotosintética, la Hamada via
de {os dcidos dicarboxilicos Cy4, les capacita para fijar
didxide de carbono formando malato, medisnte
enzimas capaces de funcionar a concentraciones de
CO, muy bajas comparadas a las de otras plantas
Lste sistema, permite la fotosintesis con los estomas
casi cerrados durante parie del diz y es por eso mis
econdmico en términos del uso de agua Bajo tem-
peratura Optima, fas gramineas con via Cy pueden
convertir dos veces una elevada intensidad luminica
usando la mitad de la cantidad de agus que necesi-
tarian plantas de clima templado

Por esta razdn, los pastos y cultivos de grane,
con via Ca, sugieren una gran posibilidad de usar ele-
vadas cantidades de ia energia luminosuy en benelicio
de In fijacion biologica del N,. Si solamente un
10% de ia materia seca incorporaca por estas plantas
fuera usada como un substrato enerpético y si es
tomada la mitad de la eficiencia en la conversidn del
substrato por las leguminosas, podrian ser fijados
200 kg de nitrdgeno por hectdrea substituyendo la
mitad de laz cantidad necesaria para tales cultivos.
Afortunadamente las condiciones climdticas que
permitan estos rendimientos altos son encontrados
en los tropicos, regiones donde los incrementos
substanciales en rendimiento son aun posibles y
ademds muy necesarios (4}.

Tomande en consideracidn {os elementos ante-
riormente expuestos el presente trabajo se ha realiza-
do utilizando diferentes gramineas de la region deno-
minads Costa Grande del Estado de Guerrero,
México.

Material vy métodos
Muestras analizadas:

El aislamiento de Azospiritium fue realizado a par-
tir de ratces de maiz {Zea mays) zacatdn o guinea

(Panicum maxinuan), pard (Hyparremia rufu)t y
grama {Cyuodon dactylon)

El suelo de aistamiento fue de la zona de rizosfera
de los mismos cultivos.

Localizacion de la regidn de muestreo;

Los cultivos empleados se encuentran localizados
en la regidn denominada Costa Grande del Estado
de Guerrero, que abarca desde el puerto de Aca-
pulco hasta Zihuatanejo, siendo las zonas de mues-
trea:

JAtoyac de Alvarez 2} San Jeronimo de Judrez
y 3) Tecpan de Galeana, situado entre los 17 y
E8° de lutitud Norte y entre los 100 y 101° de longi-
tud oeste (5)

Climatologia:

Las zonas mencionadas presentan un clima iro-
pical (Subhimedo cdlido}, cor una pluviosidad
anuzl de 1 000 2 [ 100 mm en promedio y tem-
peratura que oscilan en el Estado entre ios 22.3°C
como minimo en el mes de diciembre y 26.2°C en los
mescs de abril y mayo (5). Sin embargo, es necesario
hacer mencion que en los {ltimos 3 afios, el régimen
pluviométrico ha disminuido grandemente, presen-
tdndose asi mismo temperaturas muy superiores
a4 las mencionadas anteriormente (observacicnes per-
sonales)

Suelos:

El tipo de suelo que se encuentra en esta regidn es
el denominado de Pradera, que se caracteriza por su
color café (5) Las caracteristicas del mismo en las
3 zonas presenian una textura arenosa, atin cuando
los sueios de la zona de Tecpan de Galeana son muy
ricos en maleria orgdnica v humedad habitual alta,
en tanto que las otras dos zonas piesentan pobre
cantidad de materia orginica y humedad habitual
baja, con excepcion de aquéllos donde existe riego
por canales.

El pH de los mismos, en fo general es tendiente
a la neutralidad. Los suelos de Atoyac presentan
un pH de 6.8 a 7.3 con la excepcion del suelo de
rizosfera de maiz que tiene 6.1. El ptl de los suclos
de ia zona de San lerdnimo entre 6.7 y 7.2, Los sue-
los de la zona de Tecpan presentan un pH entre 6.8
y 7.2

" En esta zona se ha reportade con diferenies nombres
ciertificos al llamado vulgarmente “pard”’; parece ser
que ¢l mds aceptado es Brachinria nutica
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Estos suelos soportan cuitivos de pastos varios, o
bien cultivos de un solo de ellos, siendo también
frecuente ¢l cullivo de pastos entre los cocoteros,
afio tras afio. En tanto que los terrenos donde se
cubtiva ¢l maiz, se utiliza solo para esta graminea
durante todo el afto

En la actuplidad, es una de las zonas ganaderas
auds importantes de la region, ademds de cultivares
grandes extensiones de terreno con maiz

Esterilizacion de las rafces:

Las rafces muestreadas de las diferentes grami-
neas, fueron lavadas con agua corriente y poste-
riormente se esterilizd la superficie de lis mismas
con cloramina T {&)

Aistamiento a partir de mices:

Una vez esterilizada la superficie de la raiz se cor-
taron piezas de 5 a & mm de longitud (de las raices
que presentaban mayor mimero de rafces sccundarias)
{3}, v se colocaron en frascos tipo antibidtico de
80 m! de capacidad conteniendo 4 0 mi de medio
NFb semigelificado (7). Se incubaron a 32°C duran-
te 48 horas, procediéndose & resembrar en ef mismo
medio 1odos os frascos que presentaban vire del in-
dicador hacia la alcalinidad {szul), observindose la
formacion de una fing pelicula, densa y blanquesina
en forma de “Sombrilla™ que se hace apreciable poco
despuds de las 14-18 horas de incubacion de 2a 4 mm
por abajo de la superficie del medio. Todos los culti-
vos que presentaron la formacion de esta pelicula y
vire del indicador {ueron sembrados por estria cruza-
da en placas con medio NFb-agar conteniendo 20 mg
de extracto de levadura ¢ incubdndose a 32°C durante
una semana. Después de los 7 dizs, se aislaron fas co-
lonias de tamafo pequefio {1-2 mm), blancas, duras
opacas, o bien, en ausencia de éstas, se aislaron las
que predominaban en el cultivo, siendo transferidas
auevamente a {rascos con 4.0 mi de medio NFb semi-
gelificado, incubando durante 36 horas a 32°C. La
formacion de la pelicula en este medio indica el éxi-
to del aislamiento,

Para la comprobacion de la pureza del cultivo, se
procedid @ sembrar en placa en el medic de agar
infusion, de papa (BMS), incubéndose a 32°C durante
7 dias, creciendo al término de este tiempo colonias
con una coloracion rosa, amarilla o naranja. Siendo
éstas resembradas para su conservacion en tubo, en
el medio de EMS, para su posterior identificacién {6).

Aislamiento a partir de suelo de rizosfera

Se siguid el mismo procedimiento que para el

aistimiento a partir de raiz, sélo que las piezas de
0.5 a 0.8 mm se substituyeron por granitos de suelo
de 3 a 5> mm de didmetro.

Cuantificacién

La cuantificacidén de Azospirilluni sp. por gramo
de raices de gramineas, se realizo utilizando el medio
NFb-semigelificado, con el dcido malico disminuido
a 0.5 gramos y el hidréxido de potasio de 0.3 g,
adicionando 0.5 g de azicar comercial (8).

La superficie de las raices fue esterilizada y tri-
turada cont 9.0 ml de agua destilada estéril en un mor-
tero. Se hicieron diluciones decimales en serie, con
medio NIFb sin malato, sin agar y sin indicador Se
inoculé en ef medio citado para la cuantificacion
0.1 ml de las diluciones 107, 107, 107, 1077,
haciendo 3 repeticiones de cada dilucion Después
de 2, 3y 5 dias se observé si existia la formacién de
la pelicula en forma de “sombriila”™ y alealinizacion
del medio, tomdndose la presencia de dzospirilliom
como positive, cuando existian éstas dos caracteris-
ticas (8) Se procedid a calcular el numero mids pro-
bable (NMP) con las tablas de Mc Grady (9)

Identificacion

La identificacion de especie de Azospirillie se
realizd con base en el crecimicnto en medio NFb
semigelificado, substituyendo el dcido milico y el
indicador por glucosa al 0 5% (NFb-glucosa} (6}

Otras de las pruebas de identificacion de especies
que {ue empleada, es la desamilacion de los nitratos,
utilizando para tal fin el medio NFb-semigelificado,
complementando con nitrato de amonio S5mM (6).

- . o
Ambas pruebas {ueron incubadas a 32°C durante
48 horas.

Las caracteristicas usadas para delerminar la espe-
cie de Azospirillum sp, se basaron en el siguiente
Cuadro (6).

Resultados y discusion

En el interior de todas las raices de las 4 gramineas
analizadas se encontré A lipoferun y A, brasilense,
hallindose también estos microorganismos en todos
los suelos de rizosfera de las mismas gramineas

Los resultados del aistamiento de Azospirillim sp.
a partir de raiz y suelo se muestran en e} Cuadro 1. Se
observo que existen variaciones en el mimero de aisla-
mientos para un mismao tipo de gramineas, dependien-
do de la zona de muestreo de donde provienen. Lo
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anterior se puede explicar con base en que no existe
una distribucion uniforme en el sistermz radicular
de sitios con actividad nitrogendsica, es decir, ausen-
cia de microorganismos capaces de llevarla a cabo,
pues sodlo un 10% de las muesiras analizadas presen-
tan actividad elevada, y mds de la mitad es inactiva
(3). No se puede pensar que estas variaciones sean
debido al mayor o menor ndmero de Azospirillum
en el suelo que puedan infectsr ls raiz, dado a que
los porcentajes de aislamiento a partir de los suelos
que estudiamos son mucho muy homogéneos en
cuanto a No. de estos microorganismos, como se
puede apreciar en el mismo Cuadro 1.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto pode-
mos decir, que et [00% de aislamientos & partir
de piezas de raiz, serd posible cuando se identifique
con precisidn los sitios donde se localiza el micro-
organismo responsable de la actividad nitrogendsica

Dichas variaciones en el porcentaje de aislamiento
pueden también ser debidas a la suceptibilidad a la
infeccion de 1z planta hospedera para ser infectada
por up mayor o menor admere de microorganismos,
como sucede en la predominancia de una especie u
otra de Azospirillum en una misma graminea {6)

En el Cuadro 2 se puede apreciar el predominio
de A. lipoferum sobre A hrasilense en todas las
muesiras de raices de maiz de donde se realizd
el aislamiento, siendo aproximadamente el doble de
A Adipoferim (28 39%), que de A hasilense
{14 79% ).

De los aislamientos realizados tanto de Panicuni
como de Hvparremia. se identificaron como A lipo-
ferum 1851 v 370% v como A brasilense 24 68
y 44.44% respectivamente (Cuadro 2). Es decir, se

manifiesta a través de la téenica empleada una ligera
predominanciz de 4 brasilense sobre A lipoferin en
el interior de las raices de estos dos pastos

Lua predominancia de 4. brasifense (38 88% ), se
encontrd claramente mayor que la de A. lipoferum
(25.92%), en todas las muestras de raiz de grama
analizadas {Cvnodon dactyion), Cuadro 2).

Un afto porcentaje de desnitrificadores (Nir+) den-
tro de las rufces, fueron encontrados en maiz
{6.16% ) v en grama (12.97% } en comparacion con ¢l
porcentaje de no desnitrificantes (Nir™ ) aislados de
estas gramineas {Cuadro 2). Esto lo consideramos de
impertancis pues bajo ciertas condiciones ambienta-
les, podria inducir a une competencia entre bacterias
v plantas asociadas por la fuente nitrogenada (nitra-
tos), pudiendo provecar serias deficiencias nutricio-
nales para la planta, fundamentalmente en el renglon
de la sintesis proteica, y po lo mismo, serios proble-
mas si se piensa en el uso de estas gramineas para el
consumo humano en el caso del maiz, o para el con-
sumo del ganade, como lo es la grama En tanto que
los porcentajes encontrados de los desnitrificantes,
en Papmicum (1.23% ) y en Myparremiz (9.25% ) pue-
den considerarse “‘desprecizbles” en funcién del ni-
mero bastante mayor de bacterias no desnitrificantes.

El estudio de Azospirillum en ia rizosfers de las
plantas analizadas (Cuadros 1 y 2), muestra clara-
meate la similitud de los porcentajes de zislamiento
encontrados de A. lipoferum y A. brasilense Nir® ¥y
Nir™ las 3 distintas zonas, con la excepcion de las
cepas Nirt aislados de s rizosfera de Cynodon dac-
tvlon

Asi mismo se observa que existe dominancia
en todos los casos de A lipoferum sobre A birasilen-

Cuadro 1. Determinacion delf namero de Azospa iliurn sp. por gramo de raiz por el método del nitmero mis probable (NMP),

Graminea Localid No. de Azospirillum sp. No. de 4 lipoferum No. de A brasilense
por pramo de raices por gramo de raices por gramo de raices

Z nays 1 933x10° 508x 10" 4724 x 16G*

Z mays 2 830 x10° 607 x 108 242 x 10

Z mays 3 1180 x 10" 7.76 x 10" 322 x 10"

P maxinnon 1 500x10° 2041 x 10Q* 14 .58 x 16"

P omaxinnan z 3266 x 10" 14 .84 x 10" 1788 x 10°

P.maxinuni 3 4200 x 0" 1350 % 10" 3150 x 10*

H rufa 2 1140 x 10" J o6 x 100 739 x 10"

M orufa 3 866 x 10" 505 x 10 3.60x10°

C dactvion 2 523 x10¢ 174 x 10° 3.48 x 10*

C dactvilon 3 140 x10° .65 x 10° .74 x 10°

Parz cada una de las determinaciones se utiizaron 3 muestras, realizindose 3 repeticiones de cada dilucidn empleada.
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Cuadro 2. Determinacion promedio del nimero de Azospirillum sp. por gramos de raiz de cada graminea por el método del nuamero

mis probable (NMP), de las tres zonas de muestreo.

Graminea Pramedio del No, de
dzospirilinm sp., por
gramo de raices

Promedio del No. de

Promedio def No. de
A brasilense por
gramo de raices

A lipoferun por
gramo de ralces

£ mays 961 x10°
P maximum 36.55 x i0°
Horufu 983 x 10"
C daciyvlon 208100

6 30 x 10° 329 x 10°
15.25 x 10® 2029 x 10°
4.35x% 10¢ 346 x10°
090 x 10° 1 78x10°

se en la rizosfera de las cuatro graminess, encon-
trindose que existe un porcenlaje aproximado o
superior a un 50% del primero con respecto al segun-
do, con la unica excepcidn de i rizosfera de C dac-
tylon, donde el porcentaje de aislamiento es sola-
mente superior en un 33%. Lsto nos hace pensar
fundamentalmente en la semejanza de condiciones
ambientales en toda esa Repidn; condiciones tales
como temperatura ¢ intensidad, que influyen in-
crementando los exhudados radiculares (11), asf
como condiciones microecoldgicas como los son
la textura, aereacién, acidez, etc. que afectan la den-
sidad de la flora bacteriana (12). También podria
pensarse, en la posibilidad existente, de que el tipo
de substrato carbonado que sea excretado por las
4 gramineas estudiadas, sean en cantidad y cali-
dad muy semejantes y por lo tanto el mimero de
microorganismos se encuentre ea proporcidn cons
tante, como se sugicre para la predominancia en la
infectividad por una especie u otra de Azospirillum
en gramineas {6)

De los resultados obtenidos de la determinacidn
del nimero de Azospirillum en ralces de gramineas,
observamos que el mayor numero de ellos lo encon-
tramos en Panictm maximem (36.55 x 10%/g de
raiz). En tanto que el aumero de los mismos es apro-
ximadamente igual para el maiz (9.61 x 10°), y el
pard (9.83 x 10°%), encontrindose el nimero mis
bajo por gramo de raiz en Cyrnodon dactylon {2.68 x
10%). La diferencia en numero de Azospirillim por
gramo de raiz, se puede deber, come ya se ha suge
rido, a la suceptibilidad a la infeccidn de la planta
hospedera.

Con respecto a la determinacion hecha en rafces
de ¢ dactylon de Iz zona 3 (Tecpan), el nimero
sumamente bajo de Azospirilos cuantificado en com-
parzcidn con la determinacion realizada con el mismo
pasto de la zona 2 (San feronimo), considera que en
esta deterrninacidn existié algan error que ne fue
deteciado.

Con base en las colonias aisladas, tanto en medio
de NFb-extracto de levadura, como en agar infusidn
de papa (BMS), se observo que existe una morfologia
colonial un poco diferente entre las cepas aistadas
de A. lipoferum, sobre todo en lo relacionado al
color y tipo de elevacidén, que no siempre corres-
ponde a lo citado en la literatura {6, 8). Sin embargo,
una caracteristica que se observa siempre constante
en todas las colonias aisladas, sean de A4 lipoferuim o
A. brasilense, en los medios de cultivo arriba citados,
es la capacidad de impedir el paso de luz, es decir,
son opacas. Otra caracteristica que se puede tomar
muy en cuenta para la identilicacion de Azospiri-
Mhum sp. win cuando se presentan variaciones, es el
aspecto de las colonias que generalmente son secas.
Puede decirse que las colonias del género multict-
tado tienen una gran semejanza, ¢n ¢uanto a su mor-
fologia, como las que desarrcllan los actinomicetos
sobre medios convencionales

En relacidon a la morfologia microscopica obser-
vada, ambas especies se muestran segun io citado
en la literatura (6, 10), 4 [lipoferiun, se observa
como células grandes y polimorfas, poco méviles,
asi como la presencia de granulaciones intracito-
plismicas muy refringenies; mientras que A brasi-
lense se observa como células pequeas, muy mo-
viies v en forma de ese (S)

Conclusiones

Se muestrz ln presencia de ambas especies de
Azospiriliom en el interior de las rajces asi como
en Iz rizosfera de Zeg mays, Panicin maximum,
Hyparremia rufa y Cynodon dactylon, en muestras
de la region de la Costa Grande del Bstado de Gue-
rrero, México.

Se comprueba lo citado por Dobereiner (6), en

relacidn ¢ la predominancia de A. lipoferum tanto en
suelo de rizos{era como en raices de mafz {(Zea muays).
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Observamos predominancia de A brasilense en el
interior de las raices de Cynodon dactylon {grama);
esta predominancia es solo ligera en P maximuen vy
en H rufa, en tanto que A lipoferum predomina
en el suelo de rizosfera de as 3 pramineas,

En cuanto al ndmero de estas bacterias encontra-
mos abundanciz de ellas en el interior de las raices de
Pomaximum, H jufa y Zea mays, mientras que en
C dactylon este ndmero es mds bien, bajo

Hay poca varjscién en la morfologia colonial
de Azospirilhem en medios convencionales usados
para aislamiento.

La morfologia de Azospirillum se observa tal como
lo ya reportado previamente (6, 1G).

Una inoculacion adecuads a las graminess estudia-
das asi como una interpretacion mejor de los resul-
tados de este trabajo. Sin embargo todavia se requie-
re de mucha investigacion bdsica para una mejor com-
prensidn del significado de esta asociucidn y de su uti-
lizacién en las pricticas agricolas.

Resumen

Se Hevo a cabo un conteo e identificacion de
especies de Azospiriffum en el interior de las
raices ¥y en la rizosfera de maiz, zacatdn, pard y
grama (Zea mays, Panicum maxinwm, Hypmremia
rufa y Cynodon dactylon) colectadas en campo. Se
observd variacidn en el nimero de aistamientos para
una misma graminea, dependiendo de la zona de
muestreo. Se pudo constatar el predominio de A
fipoferum en lz raiz del maiz y de A brasilensis en
grama; en los otros 2 pastos no hay acentuada domi-
nancia de una especie sobre otra. En la rizosfera de
todas las plantas estudiadas domina 4 lipoferum. El
por ciento de cepas de A Dbrasilensis desnitrificantes
es de 129 y de 9.2 en Cynodon y en M rnefa respec-
tivamente, mientras que en maiz es de 6.1 y en
Panicum de solo 1.29%
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