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RESUMEN

Azospirillum es una de las rizobacterias de vida libre mas estudiada en la actualidad y de gran
interés agricola debido a su capacidad de fijar nitrégeno biolégico y producir fitohormonas. La
presente investigacion tuvo como objetivo la respuesta bioldgica de aislados de Azospirillum
spp. frente a diferentes tipos de estrés. Para ello se realizd la caracterizacion micro y macro
morfologica de los aislados y su respuesta bioldgica frente a estrés de temperatura, pH, salinidad.
Los resultados revelaron que los aislados (C2, C3 y C4) de Azospirillum spp. crecen en mayor
abundancia a temperaturas entre 28-38 °C, a pH entre 7-8. Los aislados C2 y C3 mostraron un
buen crecimiento hasta 3,5 % (m/v) de NaCl, mientras que la cepa C4 fue menos tolerante. Estos
resultados poseen aplicabilidad biotecnolégica, y son de gran importancia en el momento de definir
y controlar las condiciones de produccion masiva de Azospirillum spp. para futuras formulaciones
como biofertilizante en diversos cultivos de interés en Ecuador.
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ABSTRACT

Azospirillum is one of the most studied free-living rhizobacteria currently of great agricultural interest
because of its ability to bind biological nitrogen and produce phytohormones. The present research
aimed at the biological response of Azospirillum spp. facing different types of stress. For this
purpose, the micro and macro morphological characterization of Azospirillum spp. And its biological
response to stress temperature, pH, salinity. The results revealed that the isolates (C2, C3 and C4)
of Azospirillum spp. Grow in greater abundance at temperatures between 28-38 °C and pH between
7-8. The C2 and C3 isolates showed good growth up to 3.5 % (m / v) NaCl, whereas the C4 strain
was less tolerant. These results have biotechnological applicability and are of great importance when
defining and controlling the mass production conditions of Azospirillum spp. for future formulations
as biofertilizer in several crops of interest in Ecuador.
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INTRODUCCION

El suelo es un sistema complejo que alberga una
gran cantidad y variedad de especies vegetales,
animales y de microorganismos. Estos organismos
establecen relaciones entre si en formas variables
y complejas que contribuyen también a generar
las caracteristicas propias de cada suelo mediante
la modificacion de las fases (solida, liquida y
gaseosa) del mismo (Nogales, 2005).

Enlosultimosafios sehandesarrollado estrategias
alternativas para reemplazar los fertilizantes a
través del uso de microorganismos benéficos que
han demostrado cumplir funciones que mantienen
el equilibrio del suelo y apoyan el crecimiento
vegetal mediante diversos mecanismos, entre ellos
estd la solubilizacion de fosfatos y fijacion de
nitrégeno (Corrales ef al., 2014).

El uso de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV) para la formulacion de
biofertilizantes se ha convertido en una de las
tecnologias limpias mas promisorias para el
desarrollo de la agricultura sostenible (Bashan et
al., 2013). Entre las BPCV que mas se destacan
se encuentran las del género Azospirillum, que
tiene la capacidad de fijar nitrogeno, solubilizar
fosforo, producir citoquininas, giberelinas
e indoles, reducir nitratos lo cual admite ser
utilizado como biofertilizante del cual se podra
obtener un producto agricola de calidad y sin
generar consecuencias al ambiente (Fibach-Paldi
etal., 2012).

A través de mecanismos de accion directos e
indirectos, estas bacterias pueden permitir una
reduccion significativa en el uso de plaguicidas
y fertilizantes quimicos. Entre los géneros de
rizobacterias mas utilizados como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)
se encuentran, Azospirillum, Pseudomonas y
Azotobacter (Castellano et al., 2015)

Con el fin de potenciar la actividad microbiana
de los biofertilizantes es necesario definir los
parametros de crecimiento celular de las cepas que
los conforman. Por lo tanto, esta investigacion tuvo
como objetivo evaluar fenotipicamente tres cepas
de Azospirillum desde el punto de vista macro y
micro morfoldgico y su respuesta biologica frente
al estrés de temperatura, pH, salinidad.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a
cabo en el Laboratorio de Microbiologia y
Biologia Molecular del Centro de Estudios

de Biotecnologia Vegetal (CEBVEG) de la
Facultad de Ciencias Agricolas. Universidad
de Granma, Cuba. El trabajo estuvo orientado
a evaluar la respuesta bioldgica de los aislados
de Azospirillum spp. frente a diferentes tipos de
estrés. Para ello se tomaron aislados liofilizados
C2, C3 y C4 de Azospirillum, donde se realiz6
la reactivacidon, colocando 1000 micro litros
(uL) de peptona al 1 % y sembrandolas en
cajas Petri con medio de cultivo Acido Malico
Rojo Congo, las cuales fueron incubadas a una
temperatura de 30 °C por 7 dias.

Los aislados de Azospirillum spp. se
obtuvieron a partir de aislamientos de suelo
rizosférico del cultivo de maiz en su fenologia
V7. El muestreo se realiz6 en diferentes puntos
del terreno de cada localidad, con la ayuda de un
barreno, se tomo aproximadamente 3 kg de suelo
a una profundidad de 15 cm, de las principales
provincias maiceras del Ecuador: Azuay,
Canar, Bolivar, Tungurahua, Chimborazo,
Cotopaxi, Pichincha, Imbabura, Carchi. Las
mismas que fueron ingresadas al Laboratorio
del Programa de Maiz perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), donde se realizaron los trabajos
de aislamiento, purificacion, identificacion,
liofilizacion y trabajos de inoculacion en
condiciones controladas de invernadero y
campo, encontrando resultados significativos
para los aislados C2, C3 y C4. Por tal razon se
utilizaron para este trabajo de investigacion los
aislados liofilizados de las provincias descritas
en la Tabla 1.

Caracterizacion fenotipica de los aislados de
Azospirillum spp.

La caracterizacion fenotipica de los aislados
incluyeron la caracterizacion macromorfoldgica,
micromorfologica y ecologica de las mismas.
Para ello se inocularon 50 pl del cultivo de cada
uno de los aislados en 30 ml de medio Caldo
Acido Succinico, estas fueron colocadas en un
agitador orbital a 150 rpm y 28 + 2 °C, hasta
alcanzar una densidad optica (D.O.) de 1 000 a
una A=540 nm (correspondiente a 10° UFC 'mL).
Caracterizacion cultural de aislados de
Azospirillum spp.

La caracterizacion cultural de los aislados
microbianos se basdé en la observacion de las
células al microscopio estereoscopico. La

41



http://cagricola.uclv.edu.cu/

Centro Agricola

45 (1): 40-46. enero-marzo, 2018

Tabla 1. Codigos y procedencia de los aislados de Azospirillum spp. utilizados en la investigacion

Caodigo Provincia Canton Parroquia Barrio Altitud m.s.n.m.
C2 Bolivar Guaranda Veintimilla Laguacoto 2 2617
C3 Tungurahua Pillaro Emilio Teran Capulicito 2599
C4 Chimborazo Alausi Sibambe Guiin 2311

caracterizacion se realizd a colonias crecidas
en medio Agar Acido Succinico Rojo Congo
a 32 = 1 °C durante 48 h. Los aspectos para
su caracterizacion incluyeron las formas de
las colonias, de los bordes, elevacion, color,
apariencia.

Caracterizacion morfologica de aislados de
Azospirillum spp.

La caracterizacion morfologica comenzo con
la observacion microscopica de las células, con
el método de tincion de Gram. La caracterizacion
de las células se realiz6 tomando en cuenta los
aspectos tales como: forma, tamafio, respuesta a
la tincion, presencia o no de endospora bacteriana.

Respuesta biologica de aislados de Azospirillum
spp. frente a estrés por temperatura

El estrés por temperatura se realiz6 induciendo
a los aislados a diferentes temperaturas
comprendidas entre (18, 28, 38 y 48 £ 2 °C),
Para ello se empleo placas Petri con 20 ml de
Agar Acido Succinico Rojo Congo, en estas se
inocularon 50 pl de indculo de cada uno de los
aislados. Las placas se colocaron en incubadoras
por cinco dias, excepto para la temperatura de 18
°C que se incubaron en un cuarto frio. Pasado
el tiempo de incubacion se realizo la lectura de
las mismas. Los experimentos se realizaron por
triplicado.

Respuesta bioldgica de aislados de Azospirillum
spp. frente a estrés por pH inicial

El estrés por pH se realizo induciendo los
aislados a diferentes escalas de pH. Para ello se
prepard Caldo Acido Succinico a diferentes pH
(5,6,7,8y9), el pH se ajustd con una solucion
de 4cido clorhidrico al 0,1 % (v/v) y una solucioén
de hidroxido de sodio a 4 mol L™

El medio Caldo Acido Succinico se distribuyd
en relacion de 30 ml por Erlenmeyer, donde se
inocularon 50 pl de cultivo de cada uno de los
aislados los cuales se colocaron en un agitador
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orbital a 150 rpm e incubaron a 28 + 2 °C durante
36 h. Transcurrido este tiempo se realizd la
determinacion de la D.O. a una A=540 nm. Las
lecturas se realizaron por triplicado.

Respuesta biolégica de aislados de Azospirillum
spp. frente a estrés por salinidad

El estrés por salinidad se realizo induciendo a
los aislados a diferentes porcentajes de cloruro de
sodio (NaCl). Para eso fue preparado el medio
Caldo Acido Succinico con diferentes porcentajes
de NaCl (1,0, 1,5, 2, 2.5, 3, 3,5, 4 y 5) m/v. El
Caldo fue distribuido en relacion de 30 ml por
erlenmeyer, donde se inocularon 50 pl de cultivo
de cada uno de los aislados los cuales fueron
colocados en un agitador orbital a 150 rpm e
incubaron a 28 + 2 °C durante 36 h. Transcurrido
este tiempo se realizo la determinacion de la D.O.
en un espectrofotometro a 540 nm. Las lecturas
se realizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fenotipica de aislados de
Azospirillum spp.

Los resultados de esta variable nos indican
que los tres aislados (C2, C3 y C4) respondieron
negativo a la tincion de Gram (-), las colonias
presentaron una forma ovoide con paredes
gruesas, de color rojo. En cuanto al crecimiento
de los en el medio de cultivo Agar Rojo Congo
incubadas a 38 + 2 °C, se observo que los
aislado presentaron colonias planas y brillantes,
con forma circular y bordes enteros, elevadas en
los bordes y deprimidas en el centro.

Estos resultados concuerdan con lo sefalado
por (Okon et al., 1976), quien sefiala que el
género Azospirillum, pertenecen al grupo de
bacterias Gram (-), con forma celular de bacilos
ligeramente curveados, presentan un didmetro de
1,0um x2,1-3,8 um. Poseen movilidad en espiral
debido a la presencia de flagelos y contienen
cantidades elevadas de poli-B-hidroxibutirato
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(PHB), hasta el 50 % del peso seco celular.
A nivel morfologico, el género Azospirillum
presentan la caracteristica de que sus colonias,
poseen una forma circular ovoide con paredes
gruesas similares a quistes; superficie: rugosa
y brillante, de bordes ondulados; consistencia:
cremosa y adquieren una coloracidon rojo oscuro
o escarlata por absorcion del colorante Rojo
Congo (Krieg y Dobereiner, 1984).

Respuestabioldégica de aislados de Azospirillum
spp. frente a estrés por temperatura

Como se puede apreciar en la Tabla 2,
los aislados (C2, C3 y C4) de Azospirillum
crecieron con mayor abundancia a temperaturas
comprendidas entre los 28 y 38 °C a los cinco dias
de incubacion. Estos resultados son interesantes
dado que aunque las cepas fueron aisladas
de zonas geograficas con clima frio (Bolivar,
Tungurahua, y Chimborazo), los mejores
resultados se obtuvieron a temperaturas calidas
Diaz et al. (2013), manifiesta que temperaturas
cercanas a los 20 °C disminuyen el crecimiento
de A. brasilense, favorecen la formacion
de estructuras y sustancias de proteccion y
la disminucion del metabolismo basal, que
garantizan el mantenimiento del microorganismo,
pero no su crecimiento, no asi para temperaturas
superiores. Estudios realizados por Perdomo
(2015) manifiesta que la temperatura influy6
significativamente (p < 0,05) en la viabilidad
de A. brasilense cuyo crecimiento abundante se
obtuvo a los 30 °C.

Estudios realizados por Diaz et al. (2013) en
varios experimentos que incluyeron temperaturas
superiores, manifiestaque bajastemperatura (entre
los 22 y 25 °C) no resultan satisfactorias para el
crecimiento de la bacteria diazotrdficas, pero en
este intervalo las elevadas concentraciones salinas
tienen mayor influencia, no asi para temperaturas
superiores. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Caballero-Mellado (2002), quien
manifiesta que temperaturas cercanas a los 20
°C disminuyen el crecimiento del A. brasilense,
favorecen la formacidn de estructuras y sustancias

de proteccién y la disminucion del metabolismo
basal, que garantizan el mantenimiento del
microorganismo pero no su crecimiento.

Para la mayoria de los Azospirillum la
temperatura Optima a la que crecen es de 32 a 36
°C, excepto para A. largimobile que se desarrolla
a los 28 °C y A. halopraeferens (41 °C). La
modificacion de la temperatura en la cual las
bacterias se encuentran en el medio de cultivo
influye negativamente en su crecimiento. Si la
temperatura de incubacion no es el adecuado,
puede disminuir o hasta impedir la formacion de
un metabolito determinado (Cortez, 2012).

Respuesta biologica de Azospirillum
frente a estrés por pH

La cepa C2 mostr6 una meseta entre los
valores de D.O. obtenidos a pH=7 y pH=S,
sin embargo, incrementd este valor para pH 9
(Figura 1). La cepa C3 mostr6 valores similares
de D.O. desde 7 hasta 9. La cepa C4 indica que
el pH 7 es el optimo para el crecimiento de la
misma. No obstante, el crecimiento a pH 8 y 9 no
tomo6 valores de D.O. menores de 1 400. Estos
resultados nos muestran un mayor crecimiento
de estos aislados en el rango de pH entre 7 y 8§,
valores de D.O. superiores a uno, lo cual indica
que hay mas de 10° UFC mL.

Los resultados obtenidos se corresponden con
los referidos en la literatura cuando describe
como valores Optimos para el crecimiento
de Azospirillum pH entre 6 y 7,8. Estudios
realizados por Perdomo (2015) manifiesta que la
temperatura y el pH influyen significativamente
en la viabilidad de A. brasilense. La mayor
abundancia de aislados fueron obtenidos a los 30
°C,aun pH entre 6 a 7,8.

Segun lo descrito por Aguilar (2015) la
actividad nitrogenasa de las cepas endofitas se
favorece cuando estas se cultivan a pH entre
acido y neutro (pH de 5 a 7), y se inhiben a pH
3 y 8. La mayor actividad nitrogenasa de estos
organismos estd asociada con el suelo rizosférico
o con el interior de la raiz, presentando una
variaciéon estacional que en algunos casos

SPP.

Tabla 2. Efecto in vitro de la temperatura en el crecimiento de los aislados de Azospirillum spp.

Cepas Temperatura °C
18°C 28°C 38°C 48°C
C2 + +++ +++ ++
C3 ++ +++ +++ +++
C4 + +++ +++ +++

+++ Abundante, ++ abundancia moderada, +ausencia
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Figura 1. Efecto in vitro del pH en el crecimiento de los aislados

coinciden con la etapa reproductiva de la planta
(Marquina et al., 2002).

Se ha demostrado que la estructura de las
comunidades microbianas es influenciada por
el pH y las condiciones nutricionales del suelo
en experimentos a corto plazo, mientras que en
ensayos de mayor duracion, las especies vegetales
ejercen un efecto altamente selectivo, debido a
las cantidades y composicion de los exudados
radicales (Marschner et al., 2004). Los valores de
pH optimo para el crecimiento de algunas especies
del género Azospirillum son: A. brasilense: pH
6,0-7,8; A. lipoferum: pH 5,7-6.8; A. amazonense:
pH 5,7-6,5; A. halopraeferens: pH 6,0-8,0; A.
doebereinerae: pH 6,0-7,0 (Cortez, 2012).

Los resultados del presente estudio poseen
aplicabilidad biotecnolégica y son de gran
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importancia en el momento de definir y controlar
las condiciones de produccion masiva de biomasa
de A. brasilense para futuras formulaciones como
biofertilizante.

Respuesta biologica de aislados de Azospirillum
spp. frente a estrés por salinidad

En la Figura 2 se presenta la respuesta de los
aislados frente a diferentes porcentajes de cloruro
de sodio. En esta se puede observar que los aislados
C2 y C3_mostraron un crecimiento hasta 3,5 % de
NaCl. A partir de esta concentracion comenzo6 a
disminuir el valor de D.O. hasta caer completamente
en el medio de cultivo con un 5 % de NaCl. En
cuanto al aislado C4 esta mostrdé un crecimiento
hasta 2 % de (NaCl), a partir de esta concentracion
comenz6 a disminuir el valor de D.O.

—p— 2
——C3
—h—C4

3.5 4 45 5 55

Porcentaje de clorure de sadio [mfv)

Figura 2. Efecto in vitro de la salinidad inducida por cloruro de sodio en el crecimiento de los
aislados de Azospirillum spp.
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Estos resultados indican que los aislados de
Azospirillum son haldfilos ya que crecieron en
un rango de NaCl entre (2,5 y 3,5 %). Ademas,
concuerdan con Larsen (1986) en estudios
realizados sobre microorganismos halofilos y
halotolerantes quien sefiala que las bacterias
halotolerantes son un grupo capaz de crecer bien
en medios que contienen un rango de NaCl entre
(1 % - 33 %). Resultados que son corroborados
por Ramadoss ef al. (2013), en estudios realizados
sobre la Mitigacion del estrés salino en plantulas
de trigo por bacterias halotolerantes aisladas de
habitats salinos, donde sefialan que los aislados
crecieron en rangos de 3 % al 18 % de NaCl por lo
que entran en el grupo de bacterias halotolerantes.
De igual manera observaron que el porcentaje
de cepas tolerantes a sales disminuye cuando la
salinidad aumenta, lo que se corresponde con
un estudio realizado por Ramadoss et al. (2013)
quien obtuvo que del total de cepas aisladas 92,8
%, 70 %, 32 % y 25 % crecieron en 5, 10, 15y
20 % de NaCl respectivamente. Mientras que
en este estudio el 15 %, 2,8 % y el 1,5 % de las
cepas aisladas crecieron en 10, 15y 18 % de NaCl
correspondientemente. Asimismo, existen reportes
que indican que las bacterias aisladas de ambientes
salinos sobreviven mds a las concentraciones
inhibitorias de sal que las aisladas de suelos no
salinos (Upadhyay et al., 2009).

La salinidad afecta negativamente la actividad
biologica, excepto a las bacterias haldfilas. Por lo
tanto, las bacterias tolerantes a sales que colonizan
las raices pueden sobrevivir en condiciones
adversas del medioambiente y ayudar con sus
propiedades benéficas (Yildirim et al., 2008).
Los aislados promotores del crecimiento vegetal
pueden producir exopolisacaridos que unen
los cationes incluyendo el Na* (Siddikee et al.,
2011). La inoculacion con estos aislados no solo
disminuye la concentracion de Na* y CI', sino que
inducen el incremento en N, P y K, de esta forma
ayudan a reducir los efectos del estrés salino
(Arora et al., 2012).

En la actualidad diferentes géneros de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal bajo
condicionessalinas, hansidoestudiadas,taleselcaso
de Acinetobacterium, Alcaligenes, Azospirillum,
Bacillus, Brevibacterium, Clostridium,
Enterobacter,  Flavobacterium,  Halobacillus,
Halomonas, Klebsiella, Oceanobacillus,
Planococcus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia,
Staphylococcus,  Sporosarcina,  Streptomyces,
Thiobacillus, Thalassobacillus, Terribacillus y
Virgibacillus (Lubna et al., 2013).

CONCLUSIONES

Los aislados (C2, C3, C4) de Azospirillum
Spp. presentaron caracteristicas fenotipicas como
células en forma ovoide con paredes gruesas,
colonias planas y brillantes de gran tamafio,
bordes enteros de color rojo intenso caracteristicas
tipicas del género.

La temperatura y el pH influyeron
significativamente en la  viabilidad de
Azospirillum spp. El crecimiento maximo se
encontrd a temperaturas comprendidas entre
28 — 38 °C, a un pH de 7,8. Estas muestran un
buen crecimiento hasta 3,5 % (m/v) de cloruro
de sodio. Los resultados del presente estudio
poseen aplicabilidad biotecnolédgica, y son de
gran importancia en el momento de definir y
controlar las condiciones de produccién masiva
de Azospirillum spp. para futuras formulaciones
como biofertilizante en diversos cultivos de
interés en Ecuador.
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