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POBLACIONES DE MICROORGANISMOS
RIZOSFERICOS DE MAIZ (Zea mays)

PETENELLO, M. C.!, ROMAGNOLI, M. V." & GONZALEZ, M. DEL P2

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto rizosférico de plantas de maiz (Zea mays L.)
sobre las densidades poblacionales de algunos grupos microbianos. En camara de crecimiento du-
rante 20 dias se cultivaron plantas de cuatro hibridos con diferente respuesta a vuelco, y se tomaron
muestras de suelo rizosférico a los 13 y a los 20 dias. Se evalu¢ la densidad de heterotrofos totales,
Azospirillum, pseudoménadas y hongos en la rizosfera y en el suelo testigo, efectuando recuentos en
medio solido de cultivo y expresando los resultados como ufc / g de suelo seco. En el caso de uno de
los hibridos con buen comportamiento frente a vuelco el nimero de heterdtrofos totales, Azospirillum
y pseudomoénadas se increment6 en forma relativa en el segundo recuento, pero no asi el numero de
hongos. Sin embargo esto no se observo en el otro material de caracteristicas similares en cuanto a
vuelco. Estudios posteriores permitiran confirmar éstos resultados y comprobar la relacion entre el
vuelco y la microflora rizosférica.
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SUMMARY

Microbial populations in the rhizosphere of corn (Zea mays)

The rhizosphere effect of four hybrids of corn (Zea mays L.) on several groups of microorganisms
was determined. Corn plants were grown during 20 days in growth chamber and total numbers of
heterotrofic bacteria, Azospirillum, pseudomonads and soil fungy from rhizospheric soil (0 —3ml from
root surface) were counted by the soil — dilution method, 13 and 20 days after planting. Microbial
populations of non — rhizospheric soil were also studied. Bacterial growth in the rhizosphere was
much greater in those hybrids damping resistant, but not fungal growth, as counts at the 20 * days
indicated. Relationship damping - rhizospherical populations will be confirmed and verificated by
further studies.
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INTRODUCCION

La rizésfera es la porcion del suelo que
se encuentra bajo la influencia directa de las
raices de las plantas que incluye a la super-
ficie misma de las raices y al suelo adherido
a ellas (Tate, 1995) en la cual el suelo esta
enriquecido con azucares, aminoacidos, aci-
dos orgénicos, nucledtidos y reguladores del
crecimiento exudados por las raices. Esto
permite el crecimiento de mayor cantidad de
microorganismos, particularmente bacterias,
en relacion al suelo no rizosférico.

Las bacterias de las raices difieren de
las del suelo, en consecuencia, la actividad
rizosférica sera diferente de la del suelo no
rizosférico (Sylvia et al, 1999). Esta activi-
dad es muy diversa: fijacion de nitrdégeno,
denitrificacion, provision de fosforo para
la micorriza, movilizacion de minerales y
produccion de reguladores del crecimiento,
hormonas e inhibidores, siendo muy impor-
tante para el cultivo de plantas. Por lo tanto,
através de los exudados radicales, las plantas
controlan el desarrollo de la microflora rizos-
férica, y también la microflora rizosférica
actiia directa e indirectamente sobre las
plantas ( Davison, 1988; Michiels, 1989;
Wei et al, 1991; Bolton et al, 1993; Jones &
Darrah, 1995; Sylvia et al, 1999).

El control de enfermedades en plantas
utilizando métodos bioldgicos se logra
mediante seleccion y produccion de plantas
resistentes a ciertos patdégenos o mediante
el empleo de otros microorganismos que
sean antagonicos a ellos o que los parasiten
(Mathre et al, 1999). Aun cuando la pro-
duccion y el uso de variedades resistentes
sea el método de control mas antiguo, mas
econdémico y mas efectivo para controlar a
las enfermedades de las plantas, en los tlti-
mos afios ha cobrado un considerable interés
el uso de hiperparasitos o microorganismos
antagonicos para controlar las enfermedades

de las plantas (Agrios, 1998).

Muchos reportes de control biologico en
enfermedades de raiz involucran a la micro-
flora rizosférica. Rovira en 1988 determind
que la presencia de bacterias, actinomicetes
y hongos en la rizosfera puede controlar a
los hongos patdgenos presentes en el suelo.
Es abundante la informacion acerca de los
efectos benéficos de muchas pseudomonas
fluorescentes, ya que son capaces de con-
trolar bioldégicamente hongos patégenos
presentes en el suelo (Parke, 1990; Paulitz
et al., 1992; Tate, 1995; Harman, 2000).
Pseudomonas fluorescens produce ciertos
antibidticos de amplio espectro tales como
la pirrolnitrina y la piolu-terina, capaces
de controlar el desarrollo de Rhizoctonia
solani'y Pythium ultimun, causantes de en-
fermedades en la plantula de maiz (Howell
& Stipanovic, 1980; Weller & Cook, 1983;
Rovira, 1988; Mathre et al., 1999). Por otro
lado, la produccion de ciertos sider6foros
por parte de las pseudomodnadas, tendrian
efecto positivo sobre los cultivos dado que
impedirian el acceso por parte de la micro-
flora patdgena al hierro cercano a las raices
(Loper, 1988).

Las bacterias de género Azospirillum han
sido muy estudiadas debido a su capacidad
para producir sustancias promotoras del
crecimiento de las plantas y para fijar ni-
trogeno atmosférico (Michiels et al, 1989;
Bashan & Levanony, 1990; Falliik & Okon,
1996) aunque no en cantidades importantes
(Hubbell & Gaskins, 1984; Tate, 1995).
Azospirillum forma una simbiosis asocia-
tiva con la superficie de las raices de maiz,
trigo y otras especies tropicales, generando
un sitio particularmente favorable para este
microorganismo (Stevenson, 1986).

El objetivo del presente trabajo fue estu-
diar las poblaciones naturales de microor-
ganismos en la rizésfera de hibridos de
maiz con diferente comportamiento frente
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a vuelco.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron para este trabajo cuatro
hibridos de maiz con buenas caracteristicas
agrondmicas y diferente comportamiento
frente a vuelco. Los hibridos 31Y09 y
DK696 (ambos hibridos Bt) se selecciona-
ron por expresar muy buen comportamiento
frente a vuelco y los materiales Experimental
273 y Atar481 por su mala respuesta frente
al mismo caracter. El suelo empleado para
la siembra proveniente de los 10 cmts. su-
perficiales, poseia un contenido hidrico del
13.6%, fue secado a temperatura ambiente,
tamizado (tamiz de 2mm), colocado en
macetas de plastico soplado y llevado a ca-
pacidad de campo con agua corriente (23%
de agua p/p). El lote del cual provenia el
suelo esta situado en la localidad de Zavalla,
provincia de Santa Fe (ubicada a 33°01¢ L.S.
—60°53¢ L.O. y 50m, snm) y en las ultimas
tres campafias se cultivdo maiz en el mismo.
Taxonomicamente se trata de un Argiudol
vértico, familia fina, illitica, térmica, con-
tenido de MO = 3.41% en el horizonte A,
relacion C/N = 12.94% en el horizonte A,
pH en agua (1:2.5) = 6.09.

Se utilizaron cuatro macetas por cada
hibrido, sembrandose cuatro semillas en
cada una.

El tratamiento control consistié en una
maceta de suelo no rizosférico.

Posteriormente se llevaron a camara de
crecimiento a 26°C, con un fotoperiodo de
16hs de luz / 8hs de oscuridad, y se man-
tuvieron a humedad constante por subirri-
gacion.

Cadauno de los cultivares mas el suelo no
rizosférico fueron considerados como trata-
mientos. Con ellos se realizd un ANOVA de
dos vias y se compararon los dos momentos
de obtencion de suelo por medio del método

prog glm del programa estadistico SAS.

Recuento de microorganismos

La extraccion del suelo rizosférico se
realiz6 en dos momentos: 1°) a los 13 dias
de sembradas (cuando la mayoria de las
plantas present6 su 3° hoja desplegada) y 2°)
a los 20dias (4° hoja desplegada). Para ello,
2 plantas de cada hibrido fueron descalzadas
totalmente, se lavaron las raices con agua
corriente para desprender el exceso de suelo
y se cortaron a la altura del cuello. Posterior-
mente se colocaron en erlenmeyers de 250ml
que contenian 50ml de agua destilada estéril
que se llevaron a un agitador excéntrico
durante 30 minutos a 100rpm, tras lo cual
se efectud una serie de diluciones decimales
por cada tratamiento (10" a 107). El mismo
procedimiento de diluciones se efectud con
una muestra de 5g de suelo no rizosférico (
Frioni, 1990).

Las diluciones se sembraron en diferentes
medios de cultivo, con el fin de realizar el re-
cuento de los microorganismos presentes.

Para el recuento de Heter6trofos totales se
empled el medio Agar Plate Count (Merck)
sembrando por inclusion en masa 1ml de
cada suspension — dilucion. Tras 5 dias de
incubacion a 28°C, en oscuridad, se conta-
ron las cajas que contenian entre 30 y 300
colonias, expresandose el resultado en ufc /
g de suelo seco.

Para el recuento de Azospirillum se
empled el medio Nfb (Dobereiner,1980)
semiso-lido, sembrando 0.2 ml de cada sus-
pension dilucion, utilizando la técnica del
nimero mas probable (NMP), las lecturas se
efectuaron entre los 7 y14 dias de incubacion
a 28°C en oscuridad, considerandose posi-
tivos los tubos con viraje de color y tipica
pelicula subsuperficial.

Para evaluar pseudomoénadas fue utiliza-
do el Medio B de King (King et al, 1954),
sembrando por inclusion en masa 1ml de
cada suspension - dilucion, por duplicado.
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Cuadro |: Nimero de heterdtrofos totales; Azospirillum;
pseudomonadas y hongos (ufc x 10°/g suclo seco) en la
rizosfera de plantulas de 13 y 20 dias correspondientes
a cuatro hibridos de maiz. Letras diferentes representan
diferencias significativas con p0,01.

HETEROTROFOS AZOSPIRILLUM PSEUDOMONAS HONGOS
Hibridos 13 Dias 20 Dias 13 Dias 20 Dias 13 Dias 20 Dias 13 Dias 20 Dias
31Y09 58,00b 82,50¢ 5,10b 205,00b 7.80a 205,00b 1,71a 0.93b
DK 0696 8,10b 350,00b 155,00a 215,00b 21,00a 1900,00a 0,15a 399,00ab
EXP273 160,00a 180,00bc 26,50b 26.50c 30.80a 97,00b 0,49a 1120,00a
ATAR481 47,00b 1250,00a 190,00a 1250,00a 770,00a 1200,00ab 1,04a 805,00a
SUELO no rizosférico 23,00b 5,88b
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Luego de 4 - 5 dias de incubacién a 28°C,
en oscuridad, se contaron las cajas que con-
tenian entre 30 - 300 colonias, expresandose
el resultado en ufc / g de suelo seco.

Los recuentos de Hongos del suelo
se realizaron en medio de cultivo PDA
(Potato Dextrose Agar-Difco), sembrando
por extension en superficie 0.1ml de cada
suspension -dilucion por duplicado. Se
contaron las colonias luego de 2-3 dias de
incubacion a 20°C y el resultado se expreso
como propa-gulos / g de suelo seco (Gasoni
& Rimolo, 1983).

RESULTADOS

Primer muestreo:

Microflora heterdtrofa aerobia total: Se
encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (hibridos) y suelo no rizosféri-
co. El valor mas alto fue registrado para el
suelo rizosférico del cultivar Experimental
273. En el caso de Azospirillum se encon-
traron diferencias significativas entre trata-
mientos, obteniéndose los valores mas altos
en el caso de Atar 481 y DK696. Para las
poblaciones de pseudomoénadas y hongos
no se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos (Cuadro 1).

Segundo muestreo:

Se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos para los microor-ganis-
mos heterdtrofos totales. El valor minimo lo
presento el suelo no rizosférico y los valores
mas altos"Atar481 y DK696.

En el caso de Azospirillum se encontra-
ron diferencias entre tratamientos, presen-
tandose en el siguiente orden de mayor a
menor: 1° Atar481, 2° DK696 y 3° 31Y09.

También se encontraron diferencias sig-
nificativas en el recuento de pseudomoéna-
das, y los mayores valores fueron para el
suelo rizosférico de 31Y09 y DK696.

En el recuento de hongos se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos,
y el suelo rizosférico de Experimental 273
presento los mayores valores.

Hubo diferencias entre los momentos
de extraccion de suelo rizosférico (13 y 20
dias) para heterdtrofos totales, Azospirillum,
y hongos. Existe una interaccion entre
tratamientos y momentos de extraccion de
suelo. Para pseudomoénadas hay diferencias
entre momentos de obtencion del suelo pero
no hay interaccion tratamiento / momento
(Cuadro 1).

En la Fig. 1 se puede observar la repre-
sentacion grafica de los resultados obtenidos
en los ensayos realizados.

DISCUSION

En los tltimos afios se ha incrementado
el estudio de la biologia de la rizosfera y el
impacto que ésta tiene en distintas areas de
la microbiologia del suelo, patologia de rai-
ces, control bioldgico de enfermedades de
raiz, nutricion de las plantas y crecimiento
de las mismas.

Las poblaciones rizosféricas bacteria-
nas comienzan a aumentar a partir de la
germinacion de la semilla y llegan a un
maximo alrededor de los 30 dias. Es dificil
la evaluacion del efecto de las raices sobre
las poblaciones de hongos porque si bien
los recuentos totales no parecerian resultar
incrementados por la presencia de la raiz,
si pueden resultar estimuladas algunas
poblaciones individuales (Tate, 1995). En
consecuencia el efecto rizosférico es posi-
tivo, aunque menos espectacular que para
el caso de bacterias (Davison, 1988; Bolton
etal., 1993). Los resultados encontrados en
los hibridos ensayados concuerdan con los
citados por la bibliografia antes menciona-
da, ya que entre los 13 y 20 dias se vieron
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Fig. I: Nimero de microorganismos
rizos{éricos estimados ¢n pldntulas
de diferentes hibridos de maiz a los
13 y 20 dias comparados con suelo
no rizosférico.
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incre- mentados los recuentos de todos los
grupos estudiados.

Entre los hibridos de buen y mal com-
portamiento frente a vuelco no se encontrod
homogeneidad en los resultados. En 31Y09
se incrementaron las poblaciones rizosfé-
ricas de heterétrofos totales, Azospirillum,
y pseudomoénadas a lo largo del periodo
estudiado, pero no lo hicieron significa-
tivamente los hongos. Esto podria estar
relacionado con su buen comportamiento
frente a vuelco. Seria interesante considerar
en futuros ensayos si esta reduccion relati-
va de propagulos fingicos en la rizosféra
estd efectivamente asociada a poblaciones
bacterianas promotoras del crecimiento
(Wei et al, 1991), aun efecto antagdénico en
particular por parte de las pseudomonadas
fluorescentes (Davison, 1988) o al hecho
de tratarse de un hibrido Bt. El comporta-
miento de las proteinas insecticidas Bt sobre
la microflora del suelo no ha sido todavia
muy estudiado, si bien hay datos acerca de
su comportamiento sobre la microfauna
(Saxena et al, 1999; Shelton et al, 2000).
Por lo tanto convendria evaluar si el poco
representativo incremento de los hongos ri-
zosféricos en 31 Y09 podria relacionarse con
la presencia de dichas toxinas en el suelo, si
bien tal comparacion deberia hacerse entre
los hibridos Bt y los no Bt de los cuales
se partio para su modificacion genética.
Sin embargo en DK696 no se observo este
fenémeno en relacion a los hongos.

En cuanto al grupo de las pseudo-
monadas se observo un notable incremento
en el transcurso del periodo estudiado, en
el caso de los hibridos 31Y09 y DK696,
los recuentos aumentaron un 2628% y
un 9047%, respectivamnente. En cambio,
para Experimental 273 y Atar481, los in-
crementos fueron sélo del 314% y 155%
respectivamente, a lo largo del mismo
periodo. Seria conveniente investigar si este

hecho esté o no relacionado con su compor-
tamiento frente a vuelco, ya que el efecto
benéfico del grupo de las pseudomonadas
es ampliamnete citado por la bibliografia.
(Howell & Stipanovic 1980; Weller &
Cook 1983; Loper, 1988; Rovira, 1988;
Parke, 1990; Paulitz et al. 1992; Matrhe
et al. 1999)

En cuanto a Azospirillum, nuestros re-
sultados, indicadores de una estimulacion
de todos los hibridos sobre este diazotrofo,
concuerdan en general con la bibliografia
(Davison, 1988; Michiels et al. 1989; Tate,
1995). Queda por determinar la real
importancia que pueda tener la presencia
de este microorganismo en la rizésfera del
maiz y el posible efecto antagonico sobre €l
que puedan presentar ciertos hongos (Fallik
& Okon, 1996).
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