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ABSTRACT

The colonization of N-fixing bacteria n supar vane roots (Saccharum officinarum

var NA 56-62) was studied with the transmission electron microscope. Plants obtained

by rooting of cuttings were grown in the greenhouse.

The study indicate the presence of bacteria belonging to the gennr Arotobacter

as well as others which arve probably Spisillum. Some bacteria were alse found colonizing

inside the roaf’s cells.

Acetylene vednction tests carvied out with yoots incubated in cultnre gave positive

ralwes for witrogenase activity

Introdnccion

1. fendmeno de interaccidn de microorganismos

en mices de plantas de la familia Gramineae

fue comprobado desde hace varios afos (2,
3, 4). El uso del método de reduccién de acetileno,
que mide la actividad de la nitrogenasa, enzima fija-
dora de nitrdgeno en todos los sistemas bioldgicos,
permitié también reunir una evidencia bioguimica acer-
ca de la fijacion bicldgica de nitrogeno en algunas es-
pecies gramineas (4, 5, 11}

En cafia de aziicar, Dobereiner y Col (4) encon-
traron una actividad positiva de la nitrogenass, poste
riormente Ruschel y Col (8) dieron una evidencia
directa de la fijacion ripida de nitrégeno atmosférico
utilizando N,
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Tratindose de un campo de investigacién nuevo,
cada investigacion que se realiza, suscita una serie de
interrogantes; dentro de estos, existe Ja inquietud de
saber cudl es el grado de asociacidn que existe entre
los microorganismos y la raiz de la planta en caha
de azbcar, interrogantes al cual este trabajo trata de
aportar algunas evidencias con el reconocimiento al
microscopio electronico de los tipos de bacterias que
se encuentran colonizando la rizosfera, asi como la
presencia de algunas bacterias en el interior de las
células de fa raiz, fendémeno que fue sospechado pre-
cedentemente como muy probable (8)

Muateriales y métodos

Se trabajé con raices de plantas de cafia de azid-
car {Saccharum officinaram L) vagiedad NA 56-62
de dos meses de edad, obtenidas del enraizamiento de
esquejes de tallo cultivados ea condiciones de inver-
nadero, en un sustrato de vermiculita irrigado por ca-
pilaridad con una solucién nutritiva de Hoagland y
Arnon que contenfa dinicamente Ja cuarta parte del
nitrégeno normal. Las plantas fueron inocufadas con
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un licuado de raices provenientes det campo (Fig 1)
Algunas secciones de iz de 1 an de longitud se
incubaron durante 48 h en un medio de cultivo asép-
tico que posefa la siguiente composicion: KH.PQO,
04 g; K,HPO, 0,1 g; MgSO, 7 H,O 0,02 g NaCl
0,1 g; FeCly 0,1 g NaMoO, 2H,0 0,02 g; solucién
alcohdlica de azul de bromotimol 0,5¢%; 5 g de saca-
rose; 12 g de agar y 1000 ml de agua destilada

Después de 48 h de incubacion se efectud una
prucba de reduccidn de acetileno (6). Para este fin,
se colocaron Ias colonias en desarrolfo en un frasco
de 10 mi de capacidad y se incubaron en atmédsfera
de 10% de acetileno Una hora después de! inicio de
la incubacién, se recogié muestra de 0,5 ml de gas
para el andlisis del etileno generado. Las determina-
ciones de etileno se efectuaron en un cromatdgrafo
de gas Beckman GC 65,

El estudio del tipo de bacterias que estaban for-
mando las colonias en el medio de cultivo (Fig 2)
se efectud después de 48 b de incubacion de las raices

Fig 1 —rdspecto del sistemu yadical de plamtas de cada de azitcar
variedead N 56-62 cudtivadas en vermicnlita con des meses
e edud

Na 56-62
6/6/77

Fig 2 —Colupius de bactorias observadas alvededor de lus ratees 48k
desfinds del inicio de la incabaciin

Para este fin se tratd la coloniz con formalina al 1095
con el objeto de mantener la estructura de las paredes
bacterianas, el lavado se centrifugd durante 10 min
a 1500 rpm de esta centrifugacion se tomd la parte su-
pernadante que se centrifugd nuevamente durante 10
min a 3000 1pmy en esta segunda centrifugacidn se
descartd cf supernadante. ¥l residuo del tubo de cen-
teifugacion fue diluido en 2 ml de agua y examinado
luepo al microscopic  electrénico  pravia cologacidn
negativa con una solucién acuosa al 29% del dcido fos-
fotungstico pH 7,2 (PTA) Usando esta misma téc-
aica de coloracion se examind también un lavado de
1afces obtenido directamente de Jas plantas que esta-
ban creciendo en vermiculita.

Para la observacién de los cortes ultrafinos al mi-
ctoscopio electrdnico, se fijaron secciones de raiz to-
madas directamente de a planta; también se estudiazon
raices incubadas dutante 48 h en medio aséptico asi
como poiciones del medio de cultivo donde habian
sido colocadas las raices para su incubacidn. La técnica
de preparacion de estos espécimes fue la siguiente:

El material se fijé en glutaraldehido al 6,39, en
un amortiguador de cocedilato de sodio 0,125 M, pH
7,0 dusante 1,5 h, luego se efectud una posfijacidn
con tetradxido de osmio al 295 en el mismo amorti-
guador dusante una hora a 4C Una vez fijado el ma-
terial se efectud una precoloracidn con acelato de ura-
nifa al 2% en una solucidn acuosa de acetona al 75¢%
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Fa 3 —Coloracidn megativa dv s rspension de bactevias dol gdnera

Fig

Azotobacter proremivnres de wn lannado de ovaices

A —Bacterhas dol génere Spirilum sleenidus oo wp o medio e col
ths pura, olrervalas al micrascepio elvetrdnice  wsando e
téenica de o coloracidn wegalini

Fig 5 —Buarterra del géners Spivillum encomtrads en el medio de cul
feo donde Jupron colocadas las rafces en incubacidn, obite
vada al microseopio slectrdnico wsando e téciica de la colo.
racidn negativa

Eig & —Bacteriar del gétere Azatobacter oluewidar en wa riodie dy

cultite puro y observadar ol miceescapio elecirdnics wiande
lu téciica e la coloracidn megattita




206 TURRIALBA: VOL 28, N° 3 TRIMESTRE JULIO-SETIEMBRF 1978

en un refrigerador (% 5C) 16 h; después de la pre-
caloracion el material se deshidraté en acelona de 90
y 1009, finalmente se efectud la inclusion en Epon
812,

fos cortes ultrafinos se obtuvieron en un ultrami-
crdtomo MT-T marca Sorvall y se¢ montaron en sopot-
tes de cobre con una membrana de colodion  Se-
guidamente se procedié a colorear los cortes con ace-
tato de uranifa al 2% y citeato de plomo segin la téc-
nica de Reynolds (7) EI material fue examinado en
un microscopio de transmision Siemens Elmiskepia

Resultados v discusion

Eas pruebas de reduccién de acetileno efectuadas
cort el material de raiz incubado durante 48 h en
medio de cultivo die valores positivos para [a activi-
dad de la nitrogenasa (Cuadro 1), fa actividad pro-
medio encontrada fue de 66,5 n moles/g de colonia
en 1 h de incubacion; lo cual es un valor bastante
efevado si se compara con lo obtenido por Ruschel
(9). La wvarinbilidad encontrada se debe muy proba-
blemente a la heterogeneidad de In microflora que sc
desarroll6, ya que estas colonias estin compuestas por
mds de un tipo de bacteriz fijadora de N

La Tigura 2 evidencia que las bacterias se encuen-
tran no solo en la superficie de la raiz sino que tam-
bién en el interior ya que fas colonias se inician casi
siempre en el extremo de Iz misma, lo que indica una
mayor actividad bacteriana en la region apical de la
raiz

El examen al microscapio electronice de Jos lavadaos
de raiz revela la abundancia de bacterips del género
Azotobacter (Fig. 3, 6) Con la técnica de la centri-
fugacién de lavados del medio de cultivo, fue posible
también identificar la presencia de otras bacterias,
probablemente Spirillum {Tigs 4, 5)

El examen de los cottes ultrafinos de raiz con in-
cubacidn previz (Fig 7) ilustze el caso de una &
lula colonizada por un gran nGmero de hacterins, Fl
hecho de que ¢l material con el cual se practicd la
prueba de reduccivn acetileno, haya dado positivo,
pata la prueba de actividad de la nitrogenasa (Cua-
dro 1), indica que muy probablemente estas bacterias
sean fijadoras de nitrogeno. Nétese también la simi-
fitud de Ia bacteria encentrada dentro de una célula
de raiz (Fig. 8) en un corte efectuado con materinl
recolectado directzmente en el invernadero con la bac-
teria observada en el medjo de cultivo (Fig 3$).

Lstas observaciones concuerdan con lo encontrado
por Ruschel y Col (8) quienes hallaron microorganis-
mos colonizendo las células epidérmicas de la raiz

En conclusion, de estas primeras observaciones al
microscopio electrénico sobre la asociacion de microor-
ganismos fijadores de nitrdgeno, asi como de lo encon-
trado por otros autores (10), se perfila la hipdtesis
de que pueden existir varios grados de asociacidn bac-

Cuadro 1 -~Actividad de la nitrogenasa en raices de
cafia de azicar después de 48 horas de
incubacidn en un medio de cultivo en

agar
N e Muestea n moles CiHa/psh
1 136,8
2 49,1
3 38,5
4 77,0
5 31,5
X 66,5 SH2042 oy 644 9

Tig 7 ~~Corte nlirafine de ung seccién de raiz quE estnve o fncubee
chdn durante §8 hoon wn medio de cnliive en ugar

Fig &~Corte wlirafine de une swecidn apical de raiz recolectada di-
vectumente on plantas cudtivadus en invernadvra B = buctiria,
P o pared,. M = mitecondric
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teriana en [a rafz de la cafin de szdcar, ya que las evi-
dencias experimentales revelan la presencin de éstas
en el interfor de la raiz, en la superficie y en la rizos-
fera. Con estas evidencias, conviene ahora encontrar
pruebas directas que demuestren que los organismos
que se encuentran dentro de la rafz son fijadores de
nitrégeno  atmosférico.

Resnmren

Se estudizron al microscopio electronico de transmi-
sion las bacterias que colonizaban la rafz de la csfia
de azilcas (Saceharam officinarnm var NA 56-62) en
plantas cuitivadas en  invernadero obtenidas por en-
raizamiento de esquejes.

E! examen al microscopio electronico reveld In pre-
sencia de bacterias del género Azotobacter asi como
de otras que muy probablemente sean Spiridinn:. Se
encontraron también algunas bacterias colonizando el in-
terior de las células de la raiz

Las pruebas de reduccion de acetileno efectuadas
en el material de raiz incubado en medio de cultivo
dieron valores positivos para la actividad de Ia nitro-
genasi
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Notas y Comentarios

Prublicaciones

CIDIAT 78 El Centro Interamericano de Desarrolio In-
tegral de Apuas y Tierras (CHDIAT), con sede en Mérida,
Venezueln, ha iniciade la publicacion de un informativo tri-
mestral, CIDIAT 78, destinado a dar a conocer las activida.
des de fa institucidn, que en su mayor parte son cursos de
alicstramiento v capacilacidn, en categoria de postgrado {De-
sarrollo de Recursos  Hidedulices), cursos cortos nacionales
en Vemezuels o en otros paises {Ecuador, Nicaragua, Bra.
sil, Honduras, Bolivia, Colombiz), cursos interamericanos
{en Ferd y Colombia), seminarios nacionales, y seminarios
interaacionales. Tiene un trabafo de “comunicacién directs”
sebre peoorama al sector riego en México, escrito por Enri
que Palacios Velez T director es Germin Uzeitegui v Ia
direccién es Apartado 219 Mérida, Venezuela

Publicaciones

Empirical Economics  Unpa nueva revista trimestral  del
instituto de Estudios Avanzados, Viena, dedicada zl campo de
la investigacién ccondmica empivica mediante el uso de mé-
todos estadisticos para atacar los prablemas econdmicos ac
tuales, En el volumen I, nimero 1, {1976) hay: Un modelc
mundial del comercio internacional, por K. Marwak, § Co
radi y G Gambetta, escriben sobre ia estimacidon de atraso
distribuide mediante funciones curvas; v B, K, Tordh vy J S
Lewis tratan de [z identificacién de complejos industriales a
partic de cuadros de insumo-producto  La suscripcion snual
es de DM 100, v la direccion es Physica-Verlag Subser Dept s
PO Box 1136, D-8700 Wurzburg 2, Alemaniz.

Variedad de aroz para cerveza

Una variedad nueva de arroz, "TA110, desarrollada por la
Lstacidn Experimental del Estado de Louisiana, ayudari 2 cu.
brir las necesidades de almidén de las cervecerias que pre-
Fieren usar arroz en vez de maiz molido ¢ Agricnltural Rerearch
July 1978).

La demanda por fuentes de almidén para la industria cer-
vecera ha ueado en los Gltimos afies, lo que ha dado fugar
a que crezca la importacién del tipo de arroz apropiado

Ia variedad LAL10 es producto de un crace de dos tipos
de arroz recientemente introducidos a los Estados Unidos Es
la primera variedad de arroz semienano que se entrege 2l cul-
tivo comercial en ese pais Su capacidad para altes rendimien-
tos v resistencia a todas las razas del guemado del arrow
(Pyricalaria orizee) existentes en los Estados Unidos, hace
n esta varieded una excelente fuente de germoplasma para pro-
gramas de meloramiento

Décimo Cuarto Congrese de Ciencia del Pacifico

El XIV Congreso de Ciencia del Pacifico se realizard ded
20 de agosto al 5 de sctiembre de 1979, en Khebarovsk (Ja-
harovsk), Unidn Soviética. Los programas preliminazes anun.
cizdos hasta la fecha comprenden a) Ciencias de la Tierra
Sdlida, b} Entomelogia, ¢} Ciencizs del Agua Duice, d) Arre-
cifes de Coral, ¢} Lcologia y uso racional de Feosisternas is-
lefios, Fy Comunicacion de Ia Ciencia y Educacién, g) Cien-
cing Sociales y Humanidades, Seccidn de Problemas Etnocultu
rales en la investigacidn sobre el Pacifico Posteriormente so
completardn los demds programas. El Presidente del Certamen
es ol Académico A, V. Sidorenke, v el Secretario General ¢
Dr M A Drobyshey La direccion del Comité Organizados
de XIV Congreso es: Academia de Ciencias de I URRS, 12
Zhdanov 5t Mosci 103043





