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RESUMEN

Afinidad y efecto de Azospirillum sp. en maiz. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la afinidad y
efecto de cepas de Azospirillum en maiz. Este bioensayo se
desarroll6 en el estado de México, México, durante el ciclo
primavera - verano del 2009. Para ello se colectd la raiz de
maiz Palomero Toluquefio, Cacahuacintle, Cénico, Chalque-
flo y H-20, y de Teocintle, y después de aislar y purificar las
cepas sobresalientes por actividad nitrogenasa (N’asa), se
re-inocularon ascépticamente en las mismas variedades en
estadio de pldntula de 13 dias de edad (dde) en hidroponia.
Se midié el volumen de la raiz, que también se acondiciond
para determinar la poblacién bacteriana y N’asa a los 60 dde
de maices y Teocintle. Azospirillum no influy6 en el volumen
radical en relacidon con la fertilizacién nitrogenada, pero
el estudio comparativo demostré que las cepas aisladas de
maices Cénico y Chalquefio, ademds de Teocintle, formaron
mayor tejido radical en maiz Chalquefio. A pesar de que la
mayor poblacién bacteriana se obtuvo con la cepa aislada de
H-28 inoculada en maices Chalquefio, H-28 y Cénico, los
mayores registros de N’asa ocurrieron con cepas provenien-
tes de H-28, Palomero Toluquefio y Chalquefio inoculadas
en maiz Chalquefo. Hubo algtin grado de afinidad, o efecto
de la cepa homdloga, entre Azospirillum obtenida de maices
H-28 y Chalquefio y su reinoculacién en estas mismas va-
riedades, al evaluar el nimero de azospirilas y N’asa y un
reconocimiento de Azospirillum de maices de origen reciente
por ancestros del mismo cereal.

Palabras clave: Bacteria daizotrdfica, fijacion asociati-
va de nitrégeno, inoculacién cruzada, cepa homdloga.
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ABSTRACT

Affinity and effect of Azospirillum sp. in corn. The
objective of this work was to determine the affinity and
effect of Azospirillum in corn. This bioassay was conducted
in the state of Mexico, México, during the spring — summer
cycle of 2009. The root system of corn Palomero Toluquefio,
Cacahuacintle, Cénico, Chalqueiio and H-20, and of Teo-
cintle, was collected, and after isolation and purification of
strains outstanding in their nitrogenasa activity (N’asa), were
reinoculated aseptically in the same varieties at the seedling
stage (13 days) under hydroponic culture. Root volume was
determined, and also used to determine bacterial populations
and N’asa at 60 dde, in corn and Teocintle. Azospirillum did
not affect root volumen in relation to nitrogen fertilization,
but the comparative study showed that strains isolated from
Coénico and Chalqueiio corn, in addition to Teocintle, formed
more root tissue in Chalquefio corn. Despite that the largest
bacterial population was obtained with the strain isolated
from H-28 ans inoculated on corns Chalquefio, H-28 and
Conico, the highest N’asa was recorded with strains isolated
from H-28, Palomero Toluquefio and Chalquefio, inoculated
on corn Chalquefio. There was a degree of affinity, or effect
of the homologous strains, between Azospirillum obtained
from corns H-28 and Chalquefio and their re-inoculation on
the same varieties, evaluating the number of azospirills and
N’asa, and a survey of Azospirillum from recent corns, for
ancestors of the same cereal.

Key words: Diazotrophic bacteria, nitrogen biologic
fixation, cruise inoculation, homologous strains.
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INTRODUCCION

La mayor proporcién de nitrégeno en los ecosiste-
mas terrestres y acudticos proviene de la fijacion biol6-
gica, FBN (Roesch et al. 2008). La integraciéon de FBN
a la produccién de cultivos mejoraria la sustentabilidad
de los sistemas agricolas, como maiz. A la relacién bio-
16gica entre rafz y bacterias diazotréficas que realizan
FBN, se conoce como asociacion rizosférica o endofi-
tica (Montafiéz et al. 2008). Es el caso de Azospirillum
(Lodewyckx et al. 2002), que se establece y alimenta
en la raiz (Akello et al. 2008; El-Tarabily et al. 2009)
y suministra nitrégeno a la planta (Mayz-Figueroa
2004, Bashan y de-Bashan 2010). Azospirillum es la
rizobacteria de importancia para mejorar crecimiento
o rendimiento de cultivos, bajo diversos ambientes y
condiciones edéficas (Bashan et al. 2004).

Azospirillum se encuentra en especies distintas a los
cereales (Gadagi et al. 2004, Pereyra et al. 2010) e inclu-
so nopal (Caballero-Mellado 1990), bajo diversidad de
suelos, climas y manejo agronémico (Cello et al. 1997).
Ademas, sintetiza fitohormonas que promueven el creci-
miento y cambios morfolégicos y fisiolégicos de la raiz
(v.gr., resistencia a estrés) y micro-biocontrol (Correa et
al. 2007, Dobbelaere et al. 2001, Steenhoudt y Vander-
leyden 2000). Esto resulta en mejor aprovechamiento de
agua y nutrimentos (Hamaoui et al. 2001, Dobbelaere et
al. 2002), incremento de rendimiento (Dobbelaere et al.
2001, Dobbelaere et al. 2002) y productividad efectiva
y consistente (Aravind et al. 2009, Sapak et al. 2008).
Bajo esta interaccion “asociativa”, Glucoacetobacter,
Herbaspirillim, Azoarcus y Azospirillum, promueven
FBN sin formar nédulos en cafia de azicar, maiz o arroz
(Hirsch et al. 2001, Sevilla et al. 2001).

Raices de zacates y cereales exudan dcidos orga-
nicos (ciclo del 4cido tricarboxilico), azicares y ami-
nodcidos, compuestos orgdnicos de la rizosfera (Fan
et al. 1997). Azospirillum exhibe movilidad y quimio-
taxia (nivel 6ptimo de energia de exudados radicales)
con algin genotipo particular; hecho descrito como
especificidad (dos Santos et al. 2005). Esta relacion
también se conoce como afinidad u homologia entre
bacteria y genotipo vegetal.

Rhizobium infecta s6lo a leguminosas y, por
el contrario, casi toda esta familia es infectada
por algunas bacterias rizobiales. Esta afinidad, se
consigna en la literatura bajo grupos de inoculacién
cruzada (Broun er al. 2002, Wrigth et al. 2008),
tiene resultados agronémicos importantes. Casos de
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afinidad: Sinorhizobium meliloti y Medicago, Melilotus
o Trigonella; Rhizobium leguminosarum bv. viciae con
Pisum, Vicia, Lens o Lathyrus spp.; R. leguminosarum
bv. trifolii y Trifolium (Hirsch et al. 2001).

Pocos resultados han encontrado cierta afinidad en-
tre Azospirillum y maiz (Penot et al. 1992) o entre dicha
bacteria y cultivares (Wani ez al. 1985). El efecto interac-
tivo de esta afinidad se ha encontrado en trigo (Alamri y
Mostafa 2009, Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia 2008)
y Pennisetum americanum (L.) K. Shum (Tien et al.
1979). Asi, el éxito de la inoculacién con Azospirillum
se fundamenta en la cepa bacteriana para la especie ve-
getal apropiada. Estudios de Garcia de Salomone et al.
(1996) y Garcia de Salomone (2009), invocan afinidad
estadisticamente significativa entre Azospirillum y maiz,
aunque el nivel de colonizacion varié con el genotipo.

Por otro lado, en respuesta a un proceso largo de
domesticacion, se conoce una diversidad de razas de
maiz en México. Wellhausen et al. (1985) describieron
25 de ellas, divididas en cinco grupos: Indigenas Anti-
guas, Exdticas Precolombinas, Mestizas Prehistéricas,
Modernas Incipientes y No Bien Definidas. Posterior-
mente, diferentes autores e instituciones de México
salvaguardan entre 41 (Ortega-Paczka et al. 1991),
59 (Sanchez et al. 2000) y 65 (LAMP 1991) razas de
maiz. Un potencial genético generado por evolucién
de maiz en interaccion con el ambiente y, posiblemen-
te, con la microbiota edafica.

Existe mayor informacién de la bacteria que la
planta en la fijacién asociativa; la planta responde
positivamente a la inoculacién (Okon y Labandera-
Gonzilez 1994). Esto es una desventaja en la asocia-
cién bioldgica entre Azospirillum y gramineas, que no
ha sido suficiente y apropiadamente documentada. La
evolucién genética de maiz ha dependido de la natu-
raleza o de la induccién del hombre; hecho que limita
y genera incertidumbre de la relacién bioldgica y pro-
duccién sustentable de maiz. Ante esta problematica,
Boddey y Dobereiner (1988) sugirieron estudios prio-
ritarios entre Azospirillum y cultivares para aumentar
rendimiento de gramineas y cereales.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
afinidad y efecto de cepas de Azospirillum en maiz.

MATERIALES Y METODOS

El bioensayo se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia de Suelos, Programa de Edafologia
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del Colegio de Postgraduados, Montecillo, estado de
Meéxico, México, durante el ciclo primavera-verano
2009.

La eleccion del material genético de maiz se hizo
con base a su aparicién cronoldgica en la naturaleza o
al empleo en sistemas agricolas del estado de México
(Cuadro 1): Teocintle [Zea mays L. ssp. mexicana
(Schrader) Iltis., ancestro], Palomero Toluquefio (maiz
con mayor antigiiedad), Cacahuacintle, Cénico, Chal-
queno y H-28 (liberaciéon reciente). El muestreo se
hizo en diez plantas en antesis, elegidas por el método
de zig-zag en el terreno de cultivo; la parte inferior del
tallo unido a la raiz y cepellén de suelo extraido, se
introdujeron en bolsa de polietileno para su conserva-
cién y transporte al laboratorio.

Aislamiento y seleccion de cepas de Azospirillum

Las raices fueron lavadas con agua destilada y
fragmentadas en segmentos de 1 a 1,5 cm de longitud;
quince de ellos fueron esterilizadas superficialmente
con una solucién a base de Etanol (70%) por un minu-
to, después inmersas en Cloramina-T al 1% por cinco
minutos y cinco enjuagues con agua destilada estéril
por cinco minutos (Martinez 1986). Se utiliz6 el medio
de cultivo DNfB (Dobereiner y Day 1974). Con las
pinzas de diseccion se provocaron lesiones en los seg-
mentos de raiz y se introdujeron parcialmente en 2 ml
de medio de cultivo semigelificado confinado en tubos
de 5 ml; se taparon con algodén y gasa y cubiertos con
papel aluminio. La incubacién se hizo a 28°C por cin-
co a siete dias, al observar crecimiento y manifestacion
tipicos de Azospirillum y un viraje de verde al azul en
el color del medio. Después se practicé un estriado
en el medio sélido DNfB en cajas Petri e incubadas a

28°C por trece dias. Después de purificar las colonias
tipicas, se sembraron en tubos de rosca con el medio
de cultivo gelificado inclinado, donde se permitié el
crecimiento de colonias a 28°C y su conservacion
posterior a 4°C.

La caracterizacién de Azospirillum se hizo con
base a la morfologia colonial y microscépica (Krieg y
Dobereiner 1984), mientras que la seleccion de cepas
por actividad de la enzima nitrogenasa (N’asa) me-
diante el método de actividad reductora de acetileno.
Una asada por cultivo se colocd en 2 ml del medio
liquido en tubos de rosca e incubados a 20°C, que se
sometieron a agitacion rotativa a 240 rpm por 48 h. La
lectura se hizo en Espectrofotometro a 240 nm para
ajustar nimero de bacterias/10%, conforme la escala de
McFarland (Martinez 1986).

A partir de la suspensién bacteriana agitada, se
distribuyeron 0,2 ml sobre 7 ml de medio semigelifica-
do DNfB conservado en tubos de 37 ml de capacidad;
se taparon con algodén y gasa e incubaron a 28°C por
48 h. Después se taparon herméticamente, se extrajo
10% del volumen de aire interno y se recuperd con gas
acetileno 10% de espacio interno; enseguida se incuba-
ron por 24 h, al término del cual se extrajeron 5 ml y
depositaron en tubos vacutainer de igual volumen. Para
estimar N’asa por actividad reductora de acetileno, se
extrajeron 0,5 ml y se colocaron en un cromatégrafo de
gases cuyo inyector, columna de 2 m x 3,17 mm, sopor-
te tipo Poropak de 80 a 100 mallas (Mascarta-Esparza
et al. 1988) y detector de flama funcionaron a 110, 60 y
130°C; se permiti6 una circulacién de 30 ml de Hidr6-
geno y 30 ml de Helio/min. La curva patrén se obtuvo
del Etileno disuelto en Helio a concentracién conocida.
Con esta informacidn y registros de temperatura y pre-
sién ambiental durante las lecturas, se obtuvo la curva

Cuadro 1. Origen de plantas de teocintle y maiz, altitud y clima del sitio de muestreo. Estado de México, México. 2009.

Planta Sitio! Localizacion Altura (m) Clima?

Teocintle Tlalmanalco de Veldzquez ~ 19° 127 13”N; 98° 48 10” O 2,401 Cb(W )(W)(i")g
Palomero Toluquefio Chapingo 19°29°34” N; 98° 53’ 51” O 2,255 Cb(W)(W)(i")g
Cacahuacintle San Mateo Atenco 19° 16 13” N; 99° 32’ 00” O 2,577 Cb(W,)(W)({i")g”
Coénico San Mateo Atenco 19° 16 13” N; 99° 32’ 00” O 2,577 Cb(W )(W)({i")g”
Chalquefio Tlalmanalco de Velazquez ~ 19° 12’ 13” N; 98° 48’ 10” O 2401 Cb(W)(W)(i")g
H-28 Chapingo 19°29°34” N; 98° 53’517 O 2,255 Cb(W)(W)(i")g

! Estado de México, México; 2 Fuente: Garcia (1988).
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de regresion lineal a la que se ajustaron resultados de
reduccion de acetileno y seleccion definitiva de cepas.

Siembra de maiz e inoculacion de cepas de Azospi-
rillum en maiz

En experimento preliminar se eligié la solucién
nutritiva Lefebvre modificada (Tirado 1987) y arena
de rio de 1,7 mm de didmetro como sustrato, con base
al efecto en el crecimiento y produccién de materia
seca de maiz en hidroponia.

Las macetas se desinfectaron con formaldehido
(0,1%) frotado con algodén y alcohol (90%) asperja-
do, y cubiertas en el exterior con papel de estrasa; se
colocé un tubo de cristal para el riego y se agregaron
2 kg de sustrato. Las semillas se sumergieron diez
segundos en etanol para su desinfestacién y se lava-
ron con agua destilada estéril; luego se imbibieron
en HgCl, al 1% por tres minutos y enseguida se les
realizé cinco enjuagues en agua destilada; reposaron
por 15 min. Después de sembrar cuatro semillas bajo
asepsia (calor), la parte superior de la maceta también
se cubri6 con papel de estrasa, para evitar la posible
contaminacién por otros microorganismos. El proce-
dimiento fue propuesto por Somesagaran et al. (1981).

Al décimo dia de la siembra se permiti6 el creci-
miento de dos plantas/maceta, expuestas a través de
orificio practicado al papel-cubierta; tres dias después
se inocul6 una carga bacteriana de 4,125 x 107 células/
ml (cdmara Petroff-Hausser) dirigida a la base de la
planta, acompafiada de riego ligero con agua destilada
para conducir las cepas al sistema radical. La inocula-
cién cruzada consistié en inocular (variedad distinta
a su aislamiento) o reinocular (variedad de origen),
individualmente, la cepa purificada de Azospirillum a
maiz o teocintle en invernadero. También se inoculd
Azospirillum lipoferum Sp 59, como testigo (-SP). Los
riegos se programaron con agua destilada estéril por
dos dias continuos y el tercero con la solucién nutri-
tiva, ambas conservadas en depdsitos independientes
en invernadero.

Efecto de cepas de Azospirillum y actividad nitro-
genasa (N’asa)

Volumen radical. Obtenido por el desplazamiento
del nivel de agua destilada ejercido por la raiz, intro-
ducida en una probeta de cristal y volumen conocido.
Se emplearon dos repeticiones.
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Poblacion de Azospirillum en la raiz. Previa lim-
pieza con agua destilada, las raices cosechadas se di-
vidieron en zonas basal, media y apical antes de cortar
en fragmentos; de cada zona se eligieron diez segmen-
tos, enseguida fueron esterilizados superficialmente y
sembrados en el medio semigelificado DNfB por siete
dias, en los que se apreci6 el crecimiento y manifes-
tacion caracteristicos de Azospirillum. Finalmente, se
elaboraron diluciones de 10 a 10* y se hizo el recuen-
to de la carga bacteriana en la cdmara Petroff-Hausser.

Actividad nitrogenasa. Después de separadas, las
raices de tres repeticiones se introdujeron en contene-
dores de polietileno de 1,370 ml; una vez selladas las
tapas, a través del diafragma fijo de hule, se recuperd
con acetileno 10% del aire extraido. Después de 24
h de incubacién se reservaron 5 ml del contenido en
tubos vacutainer, de los cuales 0,5 ml se usaron en
cromatograffa de gases. La curva de regresion lineal
del etileno reducido, también se obtuvo como anterior-
mente se indicd.

Analisis estadistico

El disefo de tratamientos consisti6 de cinco cepas
aisladas y seleccionadas de cinco maices, y de Azospi-
rillum lipoferum Sp 59 como testigo. Ademds, se estu-
diaron cuatro niveles comparativos de nitrogeno (urea,
449% N) como fuente de fertilizante quimico: 0, 40,
80, 120 kg ha'. El disefio experimental en invernadero
fue completamente al azar con arreglo factorial com-
pleto 7x5 [cepas y variedades (Teocintle no es maiz;
de ahi su separacion durante el andlisis estadistico de
datos)] y completamente al azar en laboratorio. Los
resultados se sometieron a un andlisis de varianza con
el paquete SAS ver. 9 y la prueba de comparacién de
medias con Tukey al 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccion de cepas de Azospirillum

Los valores de la actividad de la enzima N’asa
(en nmol C H /planta/24 h) registrados por las cepas,
estuvieron en funcién de la procedencia de la planta:
Teocintle de 0 a 14945; Palomero Toluqueno de
0 a 3,65; Cacahuacintle de 0 a 151,19; Coénico de
0 a 95,6; Chalquefio de 0 a 281,51; H-28 de 0 a
74,14. El mayor nimero y registro de la N’asa se
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asocié con aislamientos de los maices Chalquefio
y H-28, respectivamente; en cambio, la menor
consistencia se observo en cepas aisladas de Palomero
Toluquefio. Las cepas de Azospirillum con mayor
actividad nitrogenasa, corresponde a los aislamientos
de las cepas de Azospirillum realizados de Teocintle, y
maices Palomero Toluquefio, Cacahuacintle, Cénico,
Chalquefio y H-28, respectivamente; Testigo-SP es la
cepa testigo.

Volumen radical

La inoculacién de las cepas de Azospirillum
disminuyé significativamente el volumen de la raiz
(en cm?) de las variedades de maiz (Figura 1), lo que
representd una reduccion de 38 a 45% entre el grupo
de cepas inoculadas respecto a la fertilizaciéon quimica
nitrogenada de maiz con 60 y 120 kg/ha como testigos.
Esta respuesta es una evidencia de la dependencia que
el cultivo de maiz ha desarrollado por los fertilizantes
quimicos, demostrado por Riedell (2010), quien afirma
que la respuesta sinérgica entre la acumulacion de ma-
teria seca y la concentracién de nitrégeno, resulta del
mayor crecimiento y actividad de la raiz al aumentar
la proporcion de fertilizante nitrogenado en el suelo.
Situacién semejante ocurrié entre Azospirillum zeae
N7 y maiz, donde se denota la ausencia de efectos es-
tadisticos significativo en el rendimiento con respecto
al empleo de 55 y 110 kg/ha de nitrégeno (Menhaz et
al. 2010).

Volumen radical (cm?)
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Figura 1.  Efecto de la cepa de Azospirillum aislada y fertili-

zacion quimica nitrogenada, en el volimen radical
de maiz. Montecillo, estado de México, México,
2009.
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En la Figura 1 también se aprecia que la mejor
respuesta en el volumen radical por la inoculacion, se
presenté con las cepas aisladas de Teocintle, Palomero
Toluquefio, Cacahuacintle, Chalquefio y SP59, aunque
los valores fueron estadisticamente iguales al testigo
absoluto (0 kg de N/ha). La disminucién del volumen
de la raiz por la inoculacién de Azospirillum, como
en nuestro caso para maiz, ha sido comun en arroz
(Cassan et al. 2009), trigo (Steenhoudt y Vanderleyden
2000), Sorghum bicolor y S. sudanese (Morgenstern y
Okon 1987). Las razones que surgen para este tipo de
respuesta, sugieren una variacion en los carbohidratos
y otras fuentes de energia exudadas o de sustancias
inhibidoras del crecimiento (Kipe-Nolt et al. 1985),
crecimiento abundante de pelos radicales en la zona
meristematica y de elongacién de la raiz (Lerner ef al.
2005). Ademas, Azospirillum depende de la nutricion
balanceada y metabolismo de la planta, y las diversas
especies y cepas responden a un espectro de atrayen-
tes que se correlacionan con la calidad de los exuda-
dos radicales tipicos de la rizésfera, donde el mejor
atrayente representa el mejor sustrato de crecimiento
(Alexandre et al. 2000). De esta forma, el comporta-
miento de Azospirillum reflejaria el ambiente en el que
actda (suelo y rizosfera); sin embargo, el sustrato de
crecimiento experimental para la interaccién planta-
Azospirillum consistié de un sustrato inerte, distinto a
un suelo en el que normalmente tiene lugar la fijacién
asociativa de nitrégeno.

Si bien las diferencias estadisticas significativas
del volumen radical se presentaron al interactuar la ce-
pas de Azospirillum con las variedades de maiz Palo-
mero Toluquefio, Cacahuacintle y Cénico, la ausencia
de efectos estadisticos significativos en la interaccion
de cepas y maices Chalquefio y H-28 (Figura 2), de-
mostraria la utilidad de Azospirillum como biofertili-
zante para promover el crecimiento de la raiz de maiz.
Esta interaccion también otorga créditos que favorecen
la asociacién entre cepas de Azospirillum (sin importar
la variedad de maiz de la cual se obtuvo) y maices que
se consideran de menor antigiiedad en la escala de
aparicioén genética y de aprovechamiento agricola en
el centro de México. Este resultado también sustenta
parte de la afinidad que se plantea demostrar en el es-
tudio, en particular entre Chalquefio y cepas aisladas
de las variedades de maiz y teocintle.

Producto delainoculacién cruzada de Azospirillum
enlas variedades de maiz, son las evidencias estadisticas
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Figura 2.  Efecto interactivo entre la cepa de Azospirillum o

fertilizacion quimica nitrogenada, en el volumen
radical de maices Chalquefio (M) y Cdnico (O).
Montecillo, estado de México, México, 2009.

altamente significativas registradas en el volumen de
la raiz (Cuadro 2), que consigna un aumento en la
raiz de maiz Chalquefo al ser inoculado con las cepas
de Azospirillum Teocintle, Cénico, Chalquefio y cepa
Testigo-SP.  De particular importancia es el mayor
tejido radical del maiz Chalquefio al asociarse con la
cepa aislada de Chalquefio y que comprueba, ademads,
la existencia de una afinidad en este tipo de relacién
biolégica y la posibilidad de mantenerse al operar
bajo la inoculacién de cepas de Azospirillum aisladas
de Teocintle y maiz Cénico y con la cepa testigo.
En la literatura no aparece informacién de trabajos
y resultados semejantes, pero el efecto aditivo de
Pseudomonas 'y Azospirillum estudiado por Faggioli et
al. (2008), reflejé una proporcion de raices 25% mayor
que la parte aérea de maiz.

Poblacion de Azospirillum en la raiz

Del espectro de diluciones desarrollado, se tomé
a la poblacién presente x 10-4 (Cuadro 3) para la dis-
cusion. En este cuadro se aprecia un nimero variable
de bacterias en las raices de las variedades de maiz.
No obstante, la mayor consistencia en el nimero se
encontrd al asociarse la cepa H-28 de Azospirillum
con los maices Chalquefio, H-28 y Coénico, entre los
cuales se establece una relacion afin, ademds de un
efecto homoélogo de la cepa con el maiz H-28. Tam-
bién explicaria un reconocimiento regresivo de la
bacteria en maices que, de alguna manera, le brindaron
las condiciones de crecimiento y adaptacion, producto
de la evolucién que las vincula y permite interactuar
y mantenerse en nimero suficiente para sobrevivir
y desarrollarse en los tiempos actuales. En cambio,
Elbeltagy et al. (2001) estimaron que el recuento de
colonias de bacterias promotoras del crecimiento sobre
la superficie, fue significativamente mayor (p<0,05)
dentro de raices de arroz silvestre que en las varieda-
des cultivadas.

Este tipo de respuesta, se podria sustentar en
la disponibilidad de compuestos orgdnicos radicales
exudados por la raiz (Pavinato et al. 2008) de los
maices genéticamente mejorados por el hombre e
influidos por el ambiente, como lo prueban los meca-
nismos estables de colonizacién por la homologia y
afinidad descritas, en funcidén de los microambientes
en la rizésfera creados por el hospedero H-28 para
la cepa H-28 de Azospirillum y respaldados por esta
misma cepa en maices Chalquefio y Cénico, e incluso
Palomero Toluquefio. Al respecto, se ha argumentado

Cuadro 2. Volumen radical (cm?) de maiz en respuesta a la inoculacién cruzada de cepas de Azospirillum. Montecillo, estado

de México, México, 2009.

Variedad de maiz/cepa  Teocintle Palomero  Cacahua- Conico Chalqueiio H-28 Testigo-SP
Toluqueiio cintle

Palomero Toluquefio 55b 6,8 73 5,5 bc 4,1b 5,6 8,3 ab

Cacahuacintle 7.9 ab 7.1 94 6,6 abc 7,7 ab 7.6 7,1 ab

Cénico 7.9 ab 6.9 83 8.1 ab 66D 7.9 6.8 ab

Chalquefio 10,7 a 10,3 8.5 10,1 a 11,7a 8,0 106 a

H-28 68D 6,9 5,7 43¢ 66D 44 59b

ISSN: 1021-7444

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):269-279. 2011



RANGEL et al.: AFINIDAD Y EFECTO DE Azospirillum EN MAiz

275

Cuadro 3. Numero de bacterias de Azospirillum (x 10*) en 2 g de raiz fresca de variedades de maiz de 60 d

de edad. Promedio de tres repeticiones. Montecillo, estado de México, México, 2009.

Cepa/Maiz Palomero Cacahua- Conico Chalqueiio H-28 Promedio
Toluqueiio cintle

Teocintle 17,00 29,09 20,00 11,67 1645 18,84
Palomero

Toluqueiio 21,79 21,90 13,08 13,00 15,93 17,14
Cacahuacintle 46,00 2449 19,00 17,81 26,66 26,79
Cobnico 1,50 4,00 13,97 17,81 19,81 11,42
Chalquefio 28,48 17,00 22,61 2642 23,00 23,50
H-28 28,94 20,51 26,95 29,36 28,80 2691
Testigo 3531 58,09 12,72 11,18 11,93 25,84
Promedio 25,57 25,01 18,33 18,17 20,37

que el nimero de azospirilas por cepa muestra buena
capacidad para agregarse a la raiz e indican que Azos-
pirillum brasilense Cd se establece al finalizar la fase
vegetativa de trigo, con fundamento en la ausencia de
células receptoras al inicio del ciclo (Madi y Henis
1989). Por el contrario, Bashan (1986) afirma que la
inoculacion de la semilla al momento de la siembra,
o inmediatamente después de la emergencia de trigo,
asegura el 80% de infeccion; en nuestro caso, la ino-
culacién se practicé cuando el maiz tenia dos hojas
fotosintéticamente activas.

Por otro lado, la respuesta que surge de la inocu-
lacion cruzada de las cepas Cacahuacintle de Azospi-
rillum y maiz Palomero Toluquefio, podria encontrar
explicacién en la cercania genética de éste con el
Cacahuacintle, mientras que un potencial importan-
te partirfa de la relacién bioldgica que ocurre entre
Testigo-SP y Cacahuacintle, sin estar de por medio la
evolucién genética del maiz y el grado de desarrollo
de la cepa.

Actividad nitrogenasa (N’asa)

La actividad N’asa de Azospirillum en raices, ex-
presa la relacion estrecha que existe entre la poblacién
bacteriana y su localizacién y funcién en el sistema
radical. La raiz de maiz Chalquefio presentd, en pro-
medio, ca. 92% de infeccién con las cepas de Azospi-
rillum probadas y la mayor afinidad se registré con las

ISSN: 1021-7444

cepas Teocintle (100%) y Palomero Toluquefio (97%),
mientras Cacahuacintle ofrecid la menor oportunidad
de infeccidn a la bacteria (Cuadro 4). En este sentido,
se considera que la colonizacién radical es un pre-
requisito para que las bacterias fijadoras de nitrégeno
interactien con las plantas (Kim et al. 2005). Nuestros
resultados indican que las cepas de Azospirillum pre-
fieren poblar la zona basal de la raiz (91% de infec-
cién) y disminuye con la profundidad radical media
(86%) y apical de la raiz (84%); esto corresponderia
con la menor concentracion de oxigeno y nitrogeno
en el sustrato hidropénico. Dindmica poblacional que
también fue encontrada por Baldani et al. (1986).

La técnica de reduccién de acetileno permitié el
reconocimiento entre la cepa de Azospirillum y varie-
dad de maiz a través de la actividad N’asa (Cuadro 4).
La mayor afinidad que deriva de los resultados de la
N’asa, se encontraron al interactuar el maiz Chalquefo
con las cepas HV-28, Palomero Toluquefio y Chalque-
no, que las ubicaron 99,1, 98,9 y 98,5% por arriba de
la N“asa que registré la cepa Testigo-SP, inoculada en
la misma variedad de maiz. Esta respuesta indicaria
que la mayor restriccién de nitrégeno se present en
el maiz Chalquefo y que esta desventaja seria mejor
aprovechada por las cepas descritas para desarrollar
mayor N’asa, y por lo tanto la intervencién de un con-
trol genético de la cepa bajo condiciones limitantes de
nitrégeno (Postgate 1982), semejante al modo en que
opera A. brasilense (Pedrosa y Yates 1984).
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Cuadro 4. Actividad nitrogenasa de Azospirillum (nmoles C,H /2 plantas/24 h) en la raiz de variedades de

maiz bajo inoculacién cruzada. Montecillo, estado de México, México, 2009.

Cepa/Maiz Palomero Cacahua- Coénico Chalqueiio H-28 Promedio
Toluquefio cintle

Teocintle 228,09 352,15 1,018.22 376,51 2200 439.0
Palomero

Toluqueiio 97,49 16,56 143,32 1,496.62 40,61 3589
Cacahuacintle 16,00 583,15 1,224.71 112,28 482,67 4838
Coénico 402,66 302,52 1,86 357,62 13,77 2157
Chalquefio 161,61 786,42 5,52 1,083,36 36,96 4148
H-28 612,86 40,40 279,62 1,930.43 43,49 5814
Testigo 128,48 962,15 30,58 15,83 250,01 2774
Promedio 235,30 434 8 386,30 767,50 155,30

En cambio, la cepa H-28 de Azospirillum aislada de
un maiz recién liberado, precisamente inoculada en el
maiz Chalquefio, tuvo N’asa promedio 109% superior
que la cepa Testigo-SP (Cuadro 4). De este modo se
podria hablar de un reconocimiento regresivo de la
cepa por un maiz (Chalquefio) que, evolutivamente,
antecedié a la variedad de la cual se aislé (H-28).
Esta recesividad de la N’asa parece depender del
control genético que ejercen las poblaciones sobre las
lineas puras de maiz, inoculado con A. brasilense y A.
lipoferum, y que también se repite entre genotipos de
maiz (Marocco et al. 1985) y sorgo (Purushotaman
y Oblisami 1985), dada la cantidad y calidad de los
exudados radicales (Kipe-Nolt et al. 1985). Esto
muestra la afinidad de cepas y plantas de maiz, que
habia sido advertido por Pecina-Quintero et al. (2005)
y que, sin embargo, limita la posibilidad de elaborar un
inoculante comercial confiable a base de Azospirillum
(Bashan y Holguin, 1997). Algunas de las causas de
estos resultados provienen, entre otras, de la capacidad
de establecimiento de la bacteria y del genotipo
hospedero (Chotte et al. 2002, Ramos et al. 2002).
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