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RESUMEN

Las bacterias de los géneros Azospirillum y
Klebsiella, conocidas como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, son fijadoras de nitrogeno y
productoras de sustancias reguladoras del crecimiento,
por lo que ejercen un efecto benéfico en las plantas con
las cuales interaccionan. Esta asociacion
microorganismo-planta puede mejorar el crecimiento de
los cultivos a través de la combinacion de fijacion
biolégica de nitrogeno, produccion de sustancias
hormonales, incremento de la disponibilidad de los
nutrimentos del suelo y supresion de enfermedades, con
un uso reducido de recursos no renovables. En el
presente trabajo, se aislaron 43 cepas de Azospirillum
spp. v 50 cepas de Klebsiella spp. de la rizosfera,
rizoplano, raiz estéril, tallo y semillas de maiz y
teocintle, las cuales presentaron una actividad de la
enzima nitrogenasa mayor de 10 nanomoles de etileno
por hora por mililitro. Todos los aislamientos sintetizaron
diferentes proporciones de sustancias reguladoras del
crecimiento vegetal. Dos cepas de Azospirillum spp.
(ATt3 y ATt26) y tres de Klebsiella spp. (KTt2,
KMRz10-2 y KMR12b) presentaron antibiosis
intragenérica. En adicion, se encontré que la cepa KTt2
de Klebsiella inhibio a todas las cepas de Azospirillum.
Se detecto la produccion de sideroforos en 20 y 90% de
las cepas estudiadas de Azospirillum y Klebsiella,
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respectivamente. La presencia de bacterias en el suelo
y en tejido interno de las plantas sugiere que las bacterias
diazotrofas endofitas colonizan los tejidos de la planta,
por lo que pueden ser potencialmente importantes para
las especies anuales, como el maiz y teocintle, con varios
efectos benéficos, como la promocion del crecimiento
de la planta y el incremento de la resistencia contra
patogenos de la planta.

Palabras clave: diazotrofos, sustancias hormonales,
antagonismo, fijacion de nitrogeno.

SUMMARY

Plant-growth-promoting rhizobacteria (PGPR) in the
genera Azospirillum and Klebsiella are able to fix
nitrogen, produce plant growth-promoting compounds,
increase availability of soil nutrients and, to some extent,
influence control of plant diseases. Through the
combination of these mechanisms. the association
between PGPR and some crops can be beneficial for
plants of agricultural importance, and therefore contribute
to reducing the use of non-renewable resources.
Forty-three and fifty strains of Azospirillum spp. and
Klebsiella spp., respectively, were isolated from the
rhizosphere, rhizoplane, sterile root, stem, and seeds of
maize and teosinte. All of the studied isolations showed
enzyme nitrogenase activity above 10 nanomoles of
ethylene per hour per milliliter and synthesized plant
growth regulators in different amounts. Two strains of
Azospirillum spp. (ATt3 and ATt26), and three of
Klebsiella spp. (KTt2, KMRz10-2, and KMR12b)
presented intrageneric antibiosis. Additionally, it was
found that the Kilebsiella strain KTt2 was able to inhibit
the growth of all the strains of Azospirillum. Siderophore
production was detected in 20 and 90% of the studied
Azospirillum spp. and Klebsiella spp. strains,
respectively. The presence of bacteria in the soil and in
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the internal tissue of the plants suggest that these
bacterial endophyte diazotrophs can colonize plant tissues
and, therefore, are potentially important for annual
species such as maize and teosinte, with several
beneficial effects, such as promoting plant growth and
increasing resistance against plant pathogens.

Index words: diazotrophs, hormonal substances,
antagonism.

INTRODUCCION

En la actualidad, existe una demanda de produccion
de alimentos que utilice tecnologias menos
contaminantes para el ambiente, la cual incluye reduccion
del uso de fertilizantes quimicos y busqueda de
alternativas a través de microorganismos benéficos para
las plantas. Las bacterias de los géneros Azospirillumy
Klebsiella son fijadoras de nitrégeno de vida libre que
viven asociados con la rizosfera, caulosfera y filosfera
de plantas de interés agricola. Se ha demostrado que
estas bacterias incrementan el desarrollo vegetal y
promueven el rendimiento de cultivos en diferentes tipos
de suelos y regiones edafoclimaticas (Haahtela et al.,
1990; Okon y Labandera-Gonzalez, 1994). A pesar de
que se conoce que Azospirillum y Klebsiella son
microorganismos fijadores de nitrogeno, todavia no
existe evidencia de que esta caracteristica sea la unica
que determina el mejor desarrollo de las plantas. Las
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, llamadas
fitohormonas, como el acido indol-3-acético y otros
indoles de origen microbiano también pueden influir
benéficamente en muchas plantas (Patten y Glick, 1996).
Por esta razon, es mas apropiado considerar a estos
microorganismos como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, categoria en la cual se incluyen los
microorganismos que presentan la capacidad de producir
fitohormonas, sideroforos y bacteriocinas.

La utilizaciéon biotecnolégica de estos micro-
organismos benéficos requiere de su caracterizacion
fisiologica previa, con la finalidad de seleccionar
aquellas cepas con mayor potencial de uso en las plantas
con las cuales se asocian. Dentro de los aspectos
ecologicos vy fisiologicos de Azospirillum y Klebsiella
que han sido pobremente explicados se encuentran: i) su
presencia vy distribucion en plantas de teocintle; ii) su
capacidad antibidtica inter e intragenérica; y 1ii) su
capacidad como productores de sideroforos. El objetivo
del presente estudio fue caracterizar fisiologicamente

43 cepas de Azospirillum y 50 cepas de Klebsiella
aisladas de maiz y teocintle, evaluando la capacidad para
la fijacion biologica del nitrogeno a través de la actividad
de la enzima nitrogenasa, la produccion de acido indol-
3-acético ¢ indoles relacionados, sideroforos y la
actividad antibiética inter e intragenérica.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de plantas de maiz criollo
arrocillo, cacahuacintle, negro y el hibrido H-30, en el
ejido de San José Teacalco, localizado en el sureste del
estado de Tlaxcala, a 19°19° 38" Ny 98°03° 36”0, a
una altitud de 2600 m) enlas faldas de La Malinche,
cuyos suelos se clasifican como Cambisoles cromicos.
También se tomaron muestras de plantas de maiz criollo
chalquefio y maiz silvestre (teocintle) raza Chalco en el
municipio de San Juan Atenco, Puebla, localizado a
19°20° 11" Ny 97° 27’ 04” O a 2440 m de altitud, en
Andosoles de textura franco arenosa. Las plantas de
maiz y teocintle se procesaron de acuerdo con la
metodologia descrita por Mascarua-Esparza ef al.
(1988). Para la obtencion de las bacterias del interior de
raiz y tallo, las muestras se lavaron con agua destilada;
luego se esterilizaron de forma superficial, mediante la
inmersion en cloramina T a 1% durante 5 min.
A continuacion, las raices y los tallos se enjuagaron con
solucion estéril reguladora de fosfatos 0.025 M, pH 6.8
y cinco lavados con agua destilada estéril. Después, la
raiz y el tejido interno del tallo se trituraron con una
licuadora estéril hasta formar una suspension. Para el
aislamiento a partir de semillas, éstas se esterilizaron
superficialmente con cloramina T a 1% por 10 min.
Posteriormente, se hicieron germinar en dos soportes

-estériles de Grow Mixture 2 y arena, humedecidos con

agua destilada y solucion nutritiva de Hoagland estériles
(Kapulnik ef al., 1983). Las plantulas completas asi
obtenidas, de una semana de crecimiento en condiciones
de esterilidad, la raiz y la parte aérea se cortaron en
fragmentos y se trituraron hasta formar una suspension.
De las suspensiones de suelo de la rizosfera, raiz, talloy
semilla, se inocularon 100 pL en los medios de cultivo
Nfb semigelificado y caldo MacConkey para
Azospirillum spp. y Klebsiella spp., y se incubaron a
32 °C y 28 °C, respectivamente, de 48 a 72 h. La
seleccion y purificacion de las colonias tipicas de
Azospirillum spp. y Klebsiella spp. se hizo en agar rojo
Congo para Azospirillum spp. (Rodriguez-Caceres,
1982) y agar MacConkey para Klebsiella spp.
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Se tomaron en cuenta las caracteristicas morfologicas
y fisiologicas tipicas de cada género (Tarrand et al.,
1978; Dalton, 1980), confirmando con ¢l ensayo de
reduccion de acetileno la presencia de Azospirillum
(Hartmann, 1989) y de Klebsiella. Este ultimo es un
bacilo Gram negativo, oxidasa negativo y con movilidad
negativa que utiliza los carbohidratos: D-adonitol, lactosa,
myo-mositol y sacarosa (Holt ef al.. 1994).

La actividad de la enzima nitrogenasa se determiné
en los cultivos por el método de actividad reductora de
acetileno (ARA). Para Azospirillum spp. se utilizo el
medio de cultivo Nfb semigelificado (Mascaria-Esparza
et al., 1988) y para Klebsiella spp. el medio liquido de
Hino y Wilson’s con 48 h de incubacion (Dalton, 1980).
Se substituyé en los medios de cultivo Nfb
semigelificado ¢ Hino y Wilson 12% y 35% v/v de
espacio gaseoso de aire por gas acetileno; cada cepa se
ensayo por triplicado. Para cuantificar ¢l etileno
formado, se empled un cromatégrafo de gases Varian
Modelo 3700 con detector de ionizacion de flama y
columnas de 2 mx 3.17 mm (1/8”) y soporte tipo poropak
N de 80 a 100 mallas (Mascartua-Esparza ef al., 1988).
De las aproximadamente 200 cepas aisladas, en el
presente trabajo, solo se consideran aquéllas que
presentaron una actividad de la enzima nitrogenasa mayor
de 10 nmol C_H, h'" mL", excepto la cepa AMS02 que
tuvo 8.62 nmol C_H, h" mL", pero una considerable
produccion de indoles totales de 39.11 pg mL".

Las cepas de Azospirillum spp. y Klebsiella spp.
se propagaron en el medio de cultivo con base en sales
minerales, acido succinico, fructosa y triptofano (SFS)
y se analizo la produccion de AIA e indoles relacionados
con el método de Salkowski (Jain y Patriquin, 1985).
De cada cepa con 10* UFC mL" (unidades formadoras
de colonias por mililitro), se inocul6é 1.0 mL de cultivo
bacteriano al medio SFS. Los cultivos se mantuvieron
a 30 °C, durante 96 h en agitacion a 220 rpm y se
centrifugaron a 9500 g por 15 min a 4 °C. EIAlAy los
indoles se extrajeron del sobrenadante con acetato de
etilo, el cual se evaporo a sequedad al vacio a 37 °C,
resuspendido el residuo con 1.0 mL de metanol. La
determinacion cuantitativa de AIA e indoles se realizo
con el reactivo de Salkowski, en un espectrofotémetro
Varian modelo DMS 90 a 535 nm (Tien et al., 1979:
Hartmann ef al., 1983).

Para las pruebas de antibiosis, se utilizo el
procedimiento de doble capa de medio de cultivo
descrito por Tapia-Hemandez et al. (1990). Las 43 cepas
de Azospirillum spp. y las 50 cepas de Klebsiella spp.

se propagaron en el medio liquido Nfb v caldo nutritivo,
respectivamente, y se incubaron a 32 °C por 18 h. De
cada cepa se inocularon 10 pL de cultivo bacteriano con
10 UFC mL" a placas Petri con el medio de cultivo
para detectar antibiosis, utilizando un multiinoculador
de Steers. Después de 48 h de incubacion, el crecimiento
se removio con un portaobjetos por deslizamiento sobre
las colonias. El remanente de células se tratdo por
inversion de la placa Petri sobre vapores de cloroformo
por 30 min; el residuo de cloroformo se evapord en
condiciones de esterilidad. Las cepas indicadoras de
antagonismo se propagaron en las mismas condiciones
que las cepas anteriores, pero se incubaron por 48 h:
0.1 mL (10° UFC) de estos cultivos se mezclaron con
4.9 mL del medio de cultivo y se vertieron uniformemente
sobre la capa de agar. Las zonas de inhibicion alrededor
de las colonias bacterianas muertas después de 18 h se
consideraron indicadoras de antagonismo entre cllas. Se
realizaron las combinaciones: i) Azospirillum spp. versus
Azospirillum spp.; il) Azospirillum spp. versus
Klebsiella spp.; iii) Klebsiella spp. versus Klebsiella
spp.. vy iv) Klebsiella spp. versus Azospirillum spp.

Las 43 cepas de Azospirillum spp. y las 50 cepas
de Klebsiella spp. se propagaron en el medio de cultivo
peptona-succinato-sales (PSS), adicionado de biotina y
piridoxal en una concentraciéon de 2 mg mL" (1 mL L")
y tiamina 0.04 mg mL’ (1 mL L"'). Los cultivos se
incubaron a 32 °C durante 24 h en agitacion a 220 rpm.
Se inocularon 10 pL de cultivo bacteriano con
10¢ UFC mL"' en cajas Petri, con el medio cromo azurol
S (CAS), utilizando el multiinoculador de Steer. Las cajas
Petri se incubaron a 32 °C durante siete dias, tomando
lecturas cada 24 h. Se utilizé6 como testigo negativo la
cepa Cd (ATCC 29729) de Azospirillum brasilense, la
prueba positiva para la produccion de sideroforos fue el
vire del medio de azul a anaranjado (Neilands y Leong,
1986: Alexander y Zuberer, 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron 43 cepas de Azospirillum spp., de las
cuales 22 procedieron de plantas de maiz (Cuadro 1) y
21 de las plantas de teocintle (Cuadro 2). En ambos
casos, la mayor proporcion de cepas, 45% y 52%. se
aislaron de la rizosfera de maiz y teocintle,
respectivamente, y, en menor proporcion, del rizoplano,
raiz estéril y tallo de ambas plantas. Fue interesante
observar que una proporcion importante provino de
semillas de dichas plantas, con 32% y 19%,
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Cuadro 1. Actividad nitrogenasa, produccion de indoles totales, procedencia geografica y planta de aislamiento de las cepas estudiadas
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de Azospirillum spp.
Clave de la cepa' Planta de origen Procedencia geogréfica’ Actividad nitrogenasa® Indoles totales”
nmol C,H, h™' mL" pg mL”
AMRz] Maiz criollo Puebla 7008 +741 a 21.22 £ 10.48 defg
AMRz2 Maiz criollo Puebla 4223 £ 13.11 abede 41.55+12.71 ab
AMRz3 Maiz criollo Puebla 3946 +2.68 bede 23.55+4.87 defg
AMRz4 Maiz criollo Puebla 66.59+4.22 ab 31.44+3.12 bede
AMRz5 Maiz criollo Puebla 56.59 +£3.88 abcd 2433+291 defg
AMRz6 Maiz criollo Puebla 58.13£5.39 abc 22.11£2.84 defg
AMRzI10 Cacahuacintle Tlaxcala 50.69 £3.95 abed 24.00+£2.78 defg
AMRz10a Cacahuacintle Tlaxcala 29.62 +£20.63 def 19.66 £ 3.08 efghi
AMRz11 Cacahuacintle Tlaxcala 5568 £1.10 abed 22.55+ 12.38 defg
AMRz16 Negro Tlaxcala 39.06 +20.83 bede 2.00£0.00 j
AMRp10 Maiz criollo Tlaxcala 54.35 £ 13.72 abed 49.66 £10.01 a
AMR3 Maiz criollo Puebla 47.00+2.04 abcde 2622+5.10 cdefg
AMR7 Maiz criollo Tlaxcala 57.02+£429 abed 29.33+3.87 bedef
AMRI12 H-30 Tlaxcala 44,08 £ 548 abcde 31.44 £3.97 bcde
AMRI3 H-30 Tlaxcala 44.24 £ 15.75 abcde 26.77+5.73 cdefg
AMSO01 Maiz criollo Puebla 6233 +1.85 abc 32.55+10.03 bed
AMS02 Maiz criollo Puebla 862+163 f 39.11 £20.52 abc
AMS03 Maiz criollo Puebla 51.70 £4.16 abcd 844+ 181 ijj
AMS04 Maiz criollo Puebla 56.71 £6.21 abcd 922+£1.39 hiyj
AMS05 Maiz criollo Puebla 38.14 £2.55 cde 16.33+£2.39 ghi
AMS07 Maiz criollo Puebla 36.72 £10.11 cde 16.77 £4.99 fghi
AMS10 Maiz criollo Puebla 1946 £2.74 ef 14.66 £ 1.80 ghjj

Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05).
! A= Azospirillum; M= maiz; Rz= rizosfera; Rp= rizoplano; R= raiz estéril; S= semilla; ! San Juan Atenco, Puebla; San José Teacalco, Tlaxcala; §
valores promedio * desviacion estandar, n = 3; * valores promedio * desviacién estiandar, n = 3 con tres lecturas de cada una.

respectivamente. En el caso de Klebsiella spp. se
aislaron 50 cepas, de las cuales 33 (66%) procedieron
de plantas de maiz (Cuadro 3). Se aislaron 17 cepas de
Klebsiella spp. de teocintle (Cuadro 4); cuatro
procedieron de rizosfera, dos de raiz estéril y 11 de tallo.

Azospirillum y Klebsiella poseen una amplia
distribucion en la naturaleza (Haahtela,1985; Roper y
Ladha, 1995). Por lo que el relativamente alto nimero
de cepas aisladas de la rizosfera, rizoplano, raiz, tallo y
semilla de maiz y teocintle no resulta sorprendente.
Durante los ultimos afios, diversas bacterias
diazotréficas incluidas en los géneros Azospirillum,
Herbaspirillum, Acetobacter, Klebsiella, Enterobacter
y Aquaspirillum, se han aislado de la rizosfera o del
rizoplano de una gran variedad de plantas no
leguminosas (Débereiner, 1992; Roper y Ladha, 1995;
Volkogon et al_, 1995; Kirchhof et al., 1997). Enel caso
especifico de maiz, existen multiples reportes de
la presencia de microorganismos fijadores de nitrégeno
en su rizosfera y caulosfera (Fisher ef al., 1992; Palus

ef al., 1996). Esta situacion es contrastante con la que
ocurre en teocintle (planta ancestro del maiz de enorme
importancia, desde el punto de vista genético, para el
maiz), del cual los reportes son escasos (Ruschel y
Da Silva, 1981). Asi, el presente estudio constituye uno
de los pocos registros del aislamiento de
microorganismos fijadores de nitrégeno en teocintle
(Palus et al., 1996; Triplett, 1996). Es importante hacer
notar que en algunas muestras no se aislaron bacterias,
lo cual pudo deberse a que Azospirillum y Klebsiella
representaron sé6lo una pequeiia proporcion de la
poblacion bacteriana total de la rizosfera de las plantas,
o a la poca selectividad de los medios, ya que en los
medios usados crecié una gran cantidad de
microorganismos, algunos de los cuales crecen mas
rapido que Azospirillum y Klebsiella, limitando asi
el desarrollo de éstas. En este sentido, es de interés
mencionar que, al parecer, éste constituye el primer
registro de la presencia de Klebsiella como endéfito de
plantas de teocintle. En Azospirillum ya se habia
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Cuadro 2. Actividad nitrogenasa y produccion de indoles totales
en 21 cepas de Azospirillum spp. aisladas de plantas de teocintle
de la raza Chalco.

Cepa’ Actividad nitrogenasa’  Indoles totales®
nmol C,H ;h”" mL™ pg mL”’
ATRzl 49.67 + 12.87 be 21.88 £5.88 de
ATRz2 4150+ 641 bed 1522 + 1.20 fgh
ATRz3 1457582 g 13.77£1.71 gh
ATRz10 4988 + 12.40 be 11442122 h
ATRz10a 51.14£3.13 be 2600141 cd
ATRzl1 38.88+8.75 bede 4122+724a
ATRz13 53.08 £432 be 200+£0.001
ATRzl6 7822470 a 21.11 £3.62 def
ATRz18 76.58+722 a 28.88 +£4.98 be
ATRz19 42.03+6.35 bed 3233+2640b
ATRz20 3540 +£0.39 bedefg 14.00 £ 1.00 gh
ATRO8 1770 £1.90 fg 16.88 + 3.44 efg
ATR20 3342 £1.66 cdefg 16.66 +2.64 efg
ATt1 4471 +4.68 bed 18.33 +£2.00 efg
ATE3 40.22 £4.94 bede 16.88 % 5.60 efg
ATtS 5464+11.63b 33.00+435b
ATt26 20.14+£2.04 efg 13.77 + 3.96 gh
ATS01 37.63 = 11.40 bedef 26.00+2.64 cd
ATS02 2840 £ 1.65 defg 20.55 +£2.78 def
ATS03 1701 +£1.74 fg 21.66 +£3.16 de
ATS04 16.36+1.67 g 4644 +324 a

Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias
estadisticas (Tukey, P < 0.05).

t A= Azospirillum. T= teocintle; Rz= rizosfera; R= raiz estéril; t= tallo:
S= semilla. * valores promedio * desviacion estandar, n = 3; ¥ valores
promedio * desviacion estindar, n = 3 con tres lecturas de cada una.

reportado previamente (Rao y Venkateswarlu, 1988
Volkogon et al., 1995) como endofito en semillas de maiz:
en el presente trabajo, se reporta por primera vez en
semillas de teocintle. A pesar de que la funcion que
pueden tener estas bacterias diazotrofas en dichas arcas
no esta totalmente entendida, la colonizacion interna de
las plantas por dichas bacterias endéfitas podria estar
relacionada con efectos benéficos para las plantas, como
la fijacion de nitrégeno, la produccion de fitohormonas
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000: Cocking, 2003) y
sustancias antibidticas, en las cuales las bacterias
endofitas interactian con patogenos o estimulan una
resistencia sistémica de las plantas (Hallmann ef al..
1997; Kirchhof et al., 1997).

Actividad de la Enzima Nitrogenasa

La actividad nitrogenasa de las 22 cepas de
Azospirillum aisladas de maiz varié de 8.62 a 70.08

nmol C,H, h"" mL" y se encontraron diferencias
significativas entre las cepas aisladas (Cuadro 1). Estos
valores extremos se presentaron en la cepa AMSO02,
aislada de semilla, y la cepa AMRzl, aislada de la
rizosfera, respectivamente. En las 33 cepas de
Klebsiella spp., aisladas de las plantas de maiz de las
dos zonas de muestreo (Cuadro 3), la actividad
nitrogenasa mostro valores de 42.0 nmol C_H, h"' mL"'.
en la cepa KMRz2d, a 122.46 nmol Csz h'mL", enla
cepa KMRII-3.

Produccion de Indoles Totales

En relacion con la produccion de indoles totales en
Azospirillum, se encontraron valores que variaron desde
2 hasta 49.66 pg mL"', en las cepas AMRz16 y AMRp 10,
respectivamente; se observé que todas las cepas con
actividad nitrogenasa también produjeron indoles
(Cuadro 1). En ¢l caso de indoles totales, los valores
registrados variaronde 9.11 pg mL", en la cepa KMT14,
a 40.55 pg mL'. en la cepa KMT10-2. Se observaron
diferencias estadisticas entre las cepas, tanto en fijacion
de nitrégeno, como en produccion de indoles totales,
independientemente de su origen, sin encontrar relacion.
Por ejemplo, la cepa KMRz2d de Klebsiella spp.
presento alta actividad de la enzima nitrogenasa (122.46
nmol C,H, h" mL") y baja produccién de indoles totales
(26.55 pg mL").

La actividad nitrogenasa en las 21 cepas de
Azospirillum aisladas de teocintle vario de 14.57 nmol
CH, h' mL", en la cepa ATRz3, a 78.22 nmol C H,
h'mL", en la cepa ATRz16 (Cuadro 2). Al evaluar la
produccion de indoles totales en estas cepas, se hallo
un valor de 2.0 pg mL™', en la cepa ATRz13, y de 46.44
pug mL', en la cepa ATS04, aislada de semilla. En
17 cepas de Klebsiella spp. aisladas de plantas de
teocintle (Cuadro 4), se encontrd una actividad de la
enzima nitrogenasa minima de 24.07 nmol C,H, h"' mL"',
en la cepa KTtla, aislada de tallo y un valor maximo de
110 nmol C,H, h" mL”, en la cepa KTtlg. En la
produccién de indoles (Cuadro 4), el valor mas bajo
(2.22 pg mL") correspondié6 a la cepa KTt2, mientras
que el valor maximo (42.33 pg mL™") se obtuvo con la
cepa KTRz4, la cual no presento actividad de la enzima
nitrogenasa.

Los cereales y pastos forrajeros de importancia
agricola han sido objeto de numerosos estudios sobre
fijacién de nitrogeno asociativa como una fuente del
elemento en la agricultura.Hasta hoy este tema es
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Cuadro 3. Actividad nitrogenasa, produccién de indoles totales, procedencia geogrifica y plantas de origen de las cepas estudiadas
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de Klebsiella spp.
Clavedelacepa’  Planta de origen Procedencia geogrifica' Actividad nitrogenasa® Indoles totales’
nmol C,H,h” mL" pg mL’!
KMRz2d Maiz criollo Puebla 4200+892 g 13.33 £ 1.00 fgh
KMRz3a Maiz criollo Puebla 91.82+7.95 abedef 14.44 £ (.88 efghi
KMRz3b Maiz criollo Puebla 106.04 + 11.02 abcde 12.77 £+ 1.20 fghi
KMRz4d Maiz criollo Puebla 60.98 £ 26.26 efg 14.88 + 2.93 efghi
KMRz10-2 Cacahuacintle Tlaxcala 11241 +£11.87 abe 21.33 £2.44 cdefg
KMRz11-4 Cacahuacintle Tlaxcala 89.67 +£7.03 abedefg 11.33 = 1.65 ghi
KMRz12b H-30 Tlaxcala 105.88 +£5.93 abede 22.77 + 2.68 bedef
KMRz13 H-30 Tlaxcala 73.34 = 10.28 bedefg 11.88 £ 3.05 ghi
KMRz13a H-30 Tlaxcala 84.53 + 10.85 abcdefg 20.77 £ 4.60 cdefgh
KMRIla Maiz criollo Puebla 62.36 £ 8.35 defg 19.00 £ 6.57 defghi
KMR2d Maiz criollo Puebla 66.11 £6.48 cdefg 13.00 + 1.22 fghi
KMR3c Maiz criollo Puebla 89.53+7.83 abcdefg 10.66 + 1.87 i
KMR10-3 Cacahuacintle Tlaxcala 73.06 £ 7.32 bedefg 11.88 £ 1.90 ghi
KMR11-1 Cacahuacintle Tlaxcala 92.43 £ 30.83 abedef 22.88 £2.71 bedef
KMRI11-3 Cacahuacintle Tlaxcala 12246 £2940 a 26.55 +£3.77 bed
KMR]12a H-30 Tlaxcala 90.16 % 25.86 abcdef 16.77 £ 2.10 defghi
KMR12b H-30 Tlaxcala 107.94 £ 22 45 abcede 20.22 + 4.14 defghi
KMRI3a H-30 Tlaxcala 91.31 £9.20 abcdef 29.66 +4.60 bc
KMRI13d H-30 Tlaxcala 65.00 £ 20.06 cdefg 12.66 + 2.06 fghi
KMR14b Negro Tlaxcala 93.74 £4.30 abcdef 13.66 + 2.69 efghi
KMR14c Negro Tlaxcala 89.31 £0.12 abedefg 20.55 £ 1.33 cdefgh
KMTI1b Maiz criollo Puebla 48.00 £9.76 bedefg 10.77 = 1.39 hi
KMT2¢c Maiz criollo Puebla 71.81 £6.02 bedefg 19.00 + 1.58 defghi
KMT4a Maiz criollo Puebla 72.52 £7.68 bedefg 10.88 £+ 1.53 hi
KMT4c Maiz criollo Puebla 110.87 £ 20.92 abe 11.00 £2.34 hi
KMT10-2 Cacahuacintle Tlaxcala 75.70 £0.52 abcdefg 4055+ 1880a
KMT11-1 Cacahuacintle Tlaxcala 109.38 +29.16 abcd 23.66 = 7.79 bede
KMT11-2 Cacahuacintle Tlaxcala 65.32 +£21.18 cdefg 18.22 + 4.94 defghi
KMT12b H-30 Tlaxcala 117.02 +25.76 ab 13.66 +2.95 efghi
KMT13a H-30 Tlaxcala 4989+871 fg 19.66 + 1.14 cdefgh
KMT13¢c H-30 Tlaxcala 95.71 + 12.96 abedef 12.88 + 1.61 fghi
KMT14 Negro Tlaxcala 69.79 £ 6.10 bedefg 9.11%1.161
Kpue2Rz Maiz criollo Puebla 69.16 £ 5.87 cdefg 3244 £536 ab

Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05).
! K= Klebsiella, M= maiz; Rz= rizosfera; R= raiz estéril; T= tallo; ¥ San Juan Atenco, Puebla; San José Teacalco, Tlaxcala; ¥ valores promedio *
desviacion estandar, n = 3; * valores promedio * desviacién estandar, n = 3 con tres lecturas de cada una.

controversial, debido, en parte, a las limitaciones
percibidas en los métodos usados para estimar
cuantitativamente la fijaciéon (Boddey, 1987). Es
importante reconocer que la medicion de la actividad de
la enzima nitrogenasa, mediante la técnica de reduccion
de acetileno, demuestra la existencia de la fijacion de
nitrogeno, pero no es una medida de la incorporacion de
nitrogeno fijado en la planta, y las proporciones no
pueden ser facilmente o con precision extrapoladas para

obtener las estimaciones cuantitativas del nitrogeno
fijado. Sin embargo, a pesar de su limitacion para medir
cuantitativamente los valores exactos del nitrogeno
fijado, el ensayo de reduccion de acetileno es sumamente
util para la seleccion de bacterias diazétrofas y especies
o variedades para usarse como plantas de referencia
(Boddey y Victoria, 1986). La distribucion de
microorganismos fijadores de nitrogeno, aunque no esta
completamente dictada por la disponibilidad de nitrégeno
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Cuadro 4. Actividad nitrogenasa y produccion de indoles totales
en 17 cepas de Klebsiella spp. aisladas de plantas de teocintle de
la raza Chalco.

Indoles totales®
nmol C,H, h™ mL™! pg mL’

Cepa' Actividad nitrogenasa'

KTRzlg 3841 £0.75 cde 35.44 £21.77 abe
KTRz3-2 76.21 £ 20.80 abed 33.11 £ 10.69 abc
KTRz3-3 53.38 £45.09 bede 2933+234 bed
KTRz4 N.D. 4233+795 a
KTR3-2 80.45 £ 13.86 abc 39.55+11.79 ab
KTR4 68.35 + 12.86 abcde 2477+097 cde
KTtl 101.17 £5.50 ab 13.66 £ 1.80 efg
KTtla 2407£5.95 ¢ 15122 1.39. of
KTtld 70.48 +15.18 abede 12.00 + 1.87 fg
KTtlf 72.73 £24.65 abcde 19.11 £2.02 def
KTtlg 110.84 £560 a 15.66 £ 1.80 ef
KTtl1 2643+439 de 1344 +£1.94 efg
KTi2 3793 £591 cde 222044 g
KTt3 99.75+21.58 ab 988+214 fg
KTt3-2 85.72 £ 13.99 abe 1333 1.11 elp
KTt3-4 81.11 £14.01 abe 17.00£2.78 ef
KTt4 64.05 £ 11.12 abede 11.88+£2.89 fg

Letras iguales dentro de la misma columna no tienen diferencias
estadisticas (Tukey, P < 0.05).
! K= Klebsiella: T= teocintle; Rz= rizosfera; R= raiz estéril; t= tallo.
* valores promedio % desviacion estindar, n = 3; ¥ valores promedio +
desviacion estindar, n = 3 con tres lecturas de cada una. N.D. = no
detectada.
en el ambiente, es aleatoria y puede predecirse con base
en las caracteristicas del habitat (Zehr e al., 2003).
Aunque, originalmente, se sugirié que ¢l mecanismo
de accion de Azospirillum para promover el crecimiento
de las plantas era su habilidad para fijar el nitrégeno
atmosférico, en la actualidad se han propuesto
mecanismos alternativos, como la produccion de
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal. La
fitohormona mas importante producida por Azospirillum
y Klebsiella es la auxina (AIA), la cual causa cambios
morfologicos en la raiz y, ademas, se ha relacionado con
la absorcion de minerales (El-Khawas y Adachi, 1999;
Steenhoudt v Vanderleyden, 2000). La produccion de
auxinas varia entre especies y cepas del género
Azospirillum y es afectada por las condiciones de
cultivo, la etapa de crecimiento, la disponibilidad de
sustratos y las diferentes vias biosintéticas de produccion
de auxinas. Estudios i» vifro han demostrado que algunos
cultivos microbianos pueden producir pequefias
cantidades de AIA, en ausencia de un precursor
fisiologico. Sin embargo, en presencia de triptofano, la
microbiota muchas veces libera gran cantidad de AIA y
sus derivados (Frankenberger y Arshad, 1995).

Varios estudios han demostrado la produccion in
vitro de AIA y otras hormonas fisiologicamente activas
derivadas del triptofano, como una caracteristica de las
cepas de Azospirillum brasilense (Tien et al., 1979; Jain
y Patriquin, 1985). Existen diferencias entre especies y
cepas de Azospirillum en su capacidad para sintetizar
AIA en medio de cultivo. Esta capacidad depende de
las condiciones del cultivo; por ejemplo, de la etapa de
crecimiento, la constitucion genética y la concentracion
del sustrato (Fallik ef al., 1989). En adicion, se ha
observado que la cantidad de oxigeno y la limitacién
de nitrogeno, condiciones ampliamente distribuidas en
el suelo, elevan la produccion de AIA y la fijacion de
nitrogeno (Frankenberger y Arshad, 1995). Los analisis
con cromatografia de liquidos (HPLC) han revelado que
la produccion de AIA en cepas de A. lipoferum puede
variar de 0.04 a 4.1 pg mL"' y en 4. brasilense de 0.01
a4.5 pgmL? (Crozier ef al., 1988). Por su parte, Khalid
et al. (2004), realizando un analisis colorimétrico de
auxinas en diferentes rizobacterias aisladas, encontraron
una gran variacion en su eficiencia para producir auxinas
en medio de cultivo, en presencia y ausencia del
aminoacido triptofano.

En las bacterias entéricas, como Klebsiella, se ha
demostrado con el método de dilucion de "N que el
nitrogeno se fija y transfiere a la planta, lo cual aumenta
el rendimiento de materia seca y el contenido de
nitrogeno (Haahtela ef al., 1988). Haahtela et al. (1990)
encontraron que Klebsiella, ademas de fijar nitrogeno,
es capaz de adherirse y colonizar las raices de pastos y
que su colonizacion induce alteracion en la morfologia
de la raiz. aumentando el numero de pelos radicales
debido a la produccion de sustancias bioactivas del tipo
de las auxinas en 80% de las cepas aisladas. Asimismo,
Mascaria-Esparza et al. (1988) encontraron resultados
similares a los reportados en el presente trabajo, en
cuanto a la reduccion de acetileno y produccion de
indoles totales en cepas de Azospirillum aisladas de
cactaceas. En Klebsiella, Haahtela ef al. (1990) al hacer
un estudio comparativo en la produccion de
fitohormonas, en cepas de origen clinico y agricola,
mediante la técnica de cromatografia en capa fina. se
detectd que el acido indol-3-acético se produce en
diferentes concentraciones por ambos grupos de aislados.

Antibiosis in vitro entre Azospirillum spp. y
Klebsiella spp.

La evaluacion de la antibiosis entre 43 cepas de
Azospirillum spp. y 50 de Klebsiella spp. mostré que
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las cepas ATt3 y ATt26, de Azospirillum (Cuadro 5),
presentaron antibiosis hacia cepas del mismo género.

El mismo efecto ocurrié con las cepas KTt2,
KMRz10-2 y KMR12b, de Klebsiella (Cuadro 6), donde
se encontro que la cepa KTt2, de Klebsiella, aislada de
teocintle, presentd, ademas de su autoinhibicion, la
inhibicion de todas las cepas de Azospirillum. Cuando
se enfrentaron cepas de Azospirillum contra Klebsiella
spp., no se observo ningun efecto.

A pesar de que Azospirillum no se ha considerado
tradicionalmente como un agente directo de control
biolégico contra patogenos del suelo (Bashan y Holguin,
1997), se le podria considerar como un agente indirecto,
dado que produce bacteriocinas y sideréforos que inhiben
el crecimiento de hongos y bacterias fitopatogenas. Los
extractos de sideréforos purificados de Azospirillum
lipoferum mostraron actividad bactericida y fungicida
al inhibir la esporulacion (Shah et al., 1992).

Por su parte, Tapia-Hernandez et al. (1990)
encontraron que 27 cepas de Azospirillum producen
bacteriocinas que inhiben el crecimiento de varias cepas
del mismo género. Oliveira y Drozdowicz (1981)
encontraron que 16 de 24 cepas de Azospirillum
lipoferumy 10 de 21 cepas de Azospirillum brasilense
mostraron la capacidad de producir bacteriocinas, las

cuales inhibieron el crecimiento de las cepas de
enterobacterias, estreptococci y bacterias Gram
negativas no identificadas. Por esta razon, dichos autores
consideraron que Azospirillum puede jugar un
importante papel adicional en la composicion de la
microbiota de la rizosfera. De Freitas y Fredrickson
(1978) mostraron, a través de modelos simples de
crecimiento, que dos poblaciones compiten por un solo
nutrimento y pueden coexistir si al menos una de las
poblaciones produce un autoinhibidor. Sus resultados
mostraron que la produccion de autoinhibidores juega
un papel importante en el mantenimiento de diversas
especies de diferentes ecosistemas microbianos. Lo
anterior corrobora los datos obtenidos, ya que la cepa
KTt2, de Klebsiella, inhibio a 42 cepas de las 50 aisladas
del mismo género y a las 43 cepas de Azospirillum.
Se ha demostrado que Azospirillum produce acido
fenil acético, una molécula tipo auxina con actividad
antagonica “in vitro” hacia bacterias Gram negativas
como Erwinia carotovora, Pseudomonas syringae y
E. coli, asi como actividad antifiingica contra Alternaria
brassicola, Fusarium oxysporum y Neurospora
crassa. Sin embargo, se desconoce la significancia
ecologica del acido fenil acético producido por
Azospirillum brasilense (Somers ef al., 2005).

Cuadro 5. Cepas de Azospirillum spp. causantes de antibiosis sobre cepas del mismo género.

Cepas causantes de Cepas sensibles a antibiosis con halo de

Cepas sensibles a antibiosis con halo de

antibiosis inhibiciéon menor de 1 em inhibicion mayor de 1 em

AT ATRz2, ATRz10a, ATRz11, ATRz18,
AMRz2

ATI26 AMRz10a, AMR3, AMR13 ATRz16, ATS04, AMRz16, AMR12

A = Azospirillum;, T = teocintle; t = tallo; M= maiz; Rz = rizosfera; R = raiz estéril: 8 = semilla.

Cuadro 6. Cepas de Klebsiella spp. causantes de antibiosis sobre cepas del mismo género.

Cepas causantes de

antibiosis inhibicién menor de 1 cm

Cepas sensibles a antibiosis con halo de

Cepas sensibles a antibiosis con halo de
inhibicién mayor de 1 cm

KT KTRzlg, KTRz3-2, KTRz3-3, KTRz4, KTR3-2, KTR4,

KTt4, KMR10-3, KMR 13a, KMT12b, KMT13c

KTtl, KTtla, KTtld, KTtlf, KTtlg, KTtli, KTt2, KTt3,
KTt3-2, KTt3-4, KMRz2d, KMRz3a, KMRz3b, KMRz4d,
KMRz10-2, KMRz11-4, KMRz12b, KMR 1a, KMR2d,
KMR3c, KMR11-1, KMR11-3, KMR12a, KMR12b,
KMT1b, KMT2c, KMT4a, KMT4c, KMT10-2, KMT11-1,

KMT11-2
KMRz10-2

KTRzlg, KTt3, KTt4, KMRz3b, KMR Ia, KMR10-3,

KMR13d, KMT1b, KMT4a, KMT12b, KMT13a, KMT'13c

KMR12b KMRz4d

K = Klebsiella; T = teocintle; t = tallo; M = maiz; Rz = rizosfera; R = raiz estéril.
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Deteccion de Siderdéforos

Uno de los mecanismos por medio de los cuales
puede presentarse antibiosis es la produccion de
sideroforos. sustancias organicas de bajo peso molecular,
con alta afinidad a Fe**. Los sider6foros son producidos
por microorganismos y plantas y se encuentran
ampliamente distribuidos en microorganismos aerobios
y anaerobios facultativos, pero ellos difieren en su
eficiencia de produccién (Neilands y Leong, 1986). Los
sideroforos quelatan al ion férrico, en la rizosfera, y puede
originar la inhibiciéon del crecimiento de otros
microorganismos. incluyendo microorganismos
patogénicos. cuya afinidad por el hierro es baja. La
competencia por el hierro es probablemente mas
importante en la rizosfera que en el resto del suelo. Glick
y Bashan (1997) mencionan que la produccion de
sideroforos por bacterias inhibe a patogenos de plantas
in vitro y también promueve el crecimiento de plantas
en el suelo. La habilidad de los sideréforos para actuar
como agentes efectivos supresores de enfermedades es
efectada por el tipo de planta, la especificidad del
fitopatogeno a suprimir, la composicion del suelo y la
bacteria que sintetiza el sideréforo. La capacidad de las
bacterias del suelo de producir y utilizar los sideréforos
puede conferir ventajas ecologicas en la colonizacion
de la rizosfera y la superficie de las plantas.

Los resultados de la prueba con el medio CAS
mostraron que 20% de las cepas en Azospirillum spp. y
90% de las cepas Klebsiella spp. presentaron produccion
de sideroforos. Azospirillum y otras rizobacterias como
Klebsiella no son agentes de control bioldgico tipicas,
sin embargo, pueden considerarse como
microorganismos rizocompetentes, capaces de
multiplicarse para formar grandes poblaciones en
determinadas condiciones o por preferencia de algunos
sustratos, por lo que podrian desplazar a otros
microorganismos, dentro de ellos a algunos patogenos v,
en este proceso, reducir la severidad de la enfermedad
v mejorar el crecimiento de la planta (Bashan y de-
Bashan, 2002).

CONCLUSIONES

- Se aislaron 43 cepas de Azospirillum spp. y 50 cepas
de Klebsiella spp. de la rizosfera, rizoplano, raiz estéril,
tallo y semilla de plantas de maiz y teocintle (maiz
ancestral) v se observo que dichos microorganismos
pueden vivir en el suelo y en las plantas como endofitos.

- Se demostro que las cepas aisladas de Azospirillum
spp. v Klebsiella spp. secretan sustancias que regulan
el crecimiento vegetal en diferentes concentraciones,
las cuales dependen de la zona de aislamiento de la planta.
En adicion, se detectaron sideroforos en 20 y 90% de
las cepas de Azospirillum y Kiebsiella, respectivamente.
- Dentro de las 93 cepas estudiadas, las que presentaron:
1) mayor produccion de indoles totales fueron AMRp10
y ATS04; i1) mayor actividad nitrogenasa fueron
KMRz10-2 y KMR11-3; y ii) mayor actividad
antibiotica fueron KTt2 y ATt3. Debido a estas
propiedades, estas cepas podrian tener un enorme
potencial para usarse en la inoculacion de plantas de
maiz o de otros cultivos de interés agricola.
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