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GLOSARIO

Bacterias asociativas. bacterias que viven en asociacion con las raices de las
plantas sin establecer unainteraccion obligada con éstas ya que pueden sobrevivir
en suelos sin la presencia de plantas. Se adhieren alas raices através de un materia
fibrilar de naturaleza probablemente proteicay se benefician de la planta
alimentdndose del material exudado por las raices utilizandolocomo fuentes de
carbono y energia.

Bacterias simbioticastipo Rhizobium: Bacterias que se desarrollan en € sistema
radicular de plantas leguminosas dentro de estructuras especializadas |lamadas
nodul os, estableciendo con las plantas una asociacion obligada, benéfica tanto para
las bacterias como para las plantas.

Cocultivo: cultivo mixto de dos 0 mas microorganismos llevado a cabo in vitro.
Ensayo de Reduccién de Acetileno (ERA): Técnica indirecta para medir la
fijacion de nitrégeno. Lareaccion consiste en la reduccion de acetileno a etileno,
catalizada por la enzima nitrogenasa. El etileno se cuantifica por cromatografia de
gases, |0 que permite, mediante un factor de conversion, calcular la cantidad de

nitrégeno fijado.
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Didlisis. Proceso de separar en solucion moléculas més pequefias de moléculas mas
grandes mediante &l uso de una membrana semipermeable que permite el paso de
las moléculas pequefias, pero no de las grandes.

Diazotr 6fico: Dicese de los organismos gue fijan nitrdgeno atmosférico.

Fijacion de nitrégeno: Llamada también actividad diazotréfka, consiste en la
reduccion del nitrégeno atmosférico a amoniaco, reaccion catalizada por la enzima
nitrogenasa.

Filosfera: Superficie de cualquier estructura de la planta que se encuentre expuesta
a aire (talo, hojas, flores, espigas etc.)

Hongos micor rizicos vesico-ar buscular es. Asociacion mutualista entre raices de
plantas superiores y hongos del suelo, la cua genera una estructura en las raices
formada por |as hifas que penetran dentro de las células corticales formando una
especie de red. Una gran parte de los hongos gque viven libres en los suelos son
capaces de formar micorrizas.

luoculante bacteriano: Producto sélido o liquido compuesto de bacteriasy algun
soporte como turba o alginato, agregado a las plantas con €l fin de promover su

crecimiento o inhibir algin patdgeno.



Mangle: Nombre comin que reciben plantas superiores arboriformes o arbustivas
(pertenecientes a diferentes familias taxondmicas) las cuales crecen en zonas

intermareales y estuarios.

Osmoregulador: Sustancia que mantiene un nivel éptimo y constante de actividad
osmotica del fluido dentro y fuera de las células.

Rizosfera: Area que incluye tanto la superficie de la raiz comao.el suelo adyacente
gue esta bajo lainfluencia de las raices de las plantas.

Tension salina: Condicion adversa para las células, provocada cuando la presion
osmotica dentro de la célula es menor ala presion osmotica fuera de esta. Esta

condicion puede ser inducida por un exceso de saes en € medio.
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RESUMEN

La capacidad parafijar nitrogeno de Azospirillum brasilense Cd se vid siguificativameute
incrementada al crecerse en cultivo mixto con Staphylococcus sp BALRA9O 10, bacteria no
fijadora de nitrogeno, aislada a partir de raices de mangle. La promocion en la fijacion de
nitrogeno de A. brasilense Cd no se debid a un incremento en el nivel poblaciona de la bacteria,
ni aun decremento en la concentracion de oxigeno en € cultivo mixto sino a la presencia de
sustancia(s) inductora(s) liberadas por Staphylococcus sp. Bagjo las mismas condiciones mixtas de
cultivo, € nivel poblacional de Staphylococcus sp. disminuyé marcadamente y ésto no se debi6 a
una asimilacion mas efectiva de A. brasilense Cd del nitrogeno disponible en el medio de cultivo.

La incorporacion de un dializado de Saphylococcus sp. libre de células a cultivo de A.
brasilense incrementd significativamente la capacidad para fijar nitrégeno de ésta udltima. Al
producir este dializado cultivando Staphylococcus sp. en un medio sin fuente de nitrégeno y sin
extracto de levadura, la actividad promocional del dializado dependié de su concentracion al
incorporarlo a medio de A. brasilense Cd: diluido con una solucion de fosfatos por volumen a un
50% y 25% de su concentracién original, el dializado promovi6 significativamente la fijacion de
nitrogeno de A. brasilense Cd, mientras que incorporado sin diluir, e dializado no incremento la
fijacion de nitrégeno de A. brasilense. En el andlisis por cromatografia en capa fina del dializado,
se identifico acido aspartico, mientras que por cromatografia de gases se identifico € acido
succinico como el principal &cido organico presente. Al incorporar por separado e é&cido
succinico y € aspartico a cultivo de A. brasilense Cd, se encontr6 que solamente el acido

aspartico promovio significativamente la fijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd.



Para determinar s la fijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd se incrementaba también al
crecerse en cultivo mixto con otras bacterias no diazotroéficas asociadas a la rizosfera del mangle.
se evaluo e efecto de Staphylococcus epidermidis y Micrococcus lylae {@idadas a partir de las
raices de Avicennia germinans (L.) Stern} sobre lafijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd. La
capacidad parafijar nitrogeno de A. brasilense Cd se increment6 significativamente al crecerse en
cultivo mixto con Staphylococcus epidermidis, pero no con Micrococcus lylae.

Se discute laimportancia de este estudio en €l desarrollo del concepto de inoculantes mixtos.



ABSTRACT

The nitrogen fixing capacity of Azospirillum brasilense Cd was significantly increased when it
was grown in a mixed culture with Staphylococcus sp., BALRA90 10, a non-nitrogen fixing
bacterium isolated from mangrove roots. The promotion in the nitrogen fixation of A. brasilense
Cd was due neither to an increase in the populatiou of the bacteria nor to a decrease in oxygeu
concentration in the mixed culture. Under the same mixed culture conditions, the Staphyl ococcus
sp population declined sharply but not because A. brasilense Cd was md:e effective in competing
for the available nitrogen.

The addition of a cell-free dialyzate of Staphylococcus sp. culture medium to the A. brasilense
culture significantly promoted the nitrogen fixing capacity of the latter. When this dialyzate was
produced by culturing Staphylococcus in N-free medium without yeast extract, the promotional
activity of the dialyzate depended on its concentration. When diluted by volume to 50% and 25%
of its original concentration, the nitrogen fixation of A. brasilense Cd increased significantly;
When undiluted, the dialyzate failed to enhance nitrogen fixation.

Chemical analyses of the dialyzate by thin layer chromatography identified aspartic acid; gas
chromatography revealed succinic acid to be the major organic acid component. When artificially
added to the A. brasilense Cd culture, only aspar-tic acid significantly promoted the nitrogen
fixation of A. brasilense Cd.

The nitrogen fixing ability of 4. brasilense Cd increased significantly when grown in mixed
culture with the non-fixing bacteria Staphylococcus epidermidis, but not with Micrococcus lylae,

both isolated from mangrove roots.

The importarme of this finding in the context of mixed inoculants is discussed



INTRODUCCION

Las bacterias promotoras de crecimiento en plantas (BPCP), en general, pueden contribuir al
crecimiento y aumento del rendimiento de muchos cultivos agricolas importantes desde pastos
para forrge hasta leguminosas y cereales (Bashan y Levanony, 1990). Estas bacterias pueden
encontrarse asociadas a la filosfera 6 a las raices, y pueden ser de dos tipos: i) simbidticas tipo
Rhizobium y i) asociativas, como Azospirillum,lacua fue propuesta como género por Tarrand
et a., (1978) distinguiendo dos especies. Azospirillum brasilense y A. lipoferum, basandose en
diferencias morfologicas y fisioldgicas entre varias cepas 'y en experimentos sobre homologia del
ADN (Falk et al., 1986). Azospirillum fue aislada por primera vez por Beijerinck (1925) en
Dinamarca, a partir de suelos arenosos pobres en nitroégeno, y fue originalmente llamada Spirillum
lipoferum. En 1976 fue aidada por Débereiner y Day y fueron los primeros en reportar su amplia
distribucion en la rizosfera de varios pastos tropicales. Desde entonces, Azospirillum ha sido
aidada a partir de raices de numerosos pastos silvestres y cultivados, cereales, leguminosas, y a
partir de suelos templados, tropicales y subtropicales de todo e mundo (Ladha et a., 1987).
Investigadores de la Universidad Auténoma de Puebla lograron aidar Azospirillum de larizosfera
y raices de tres especies de cactaceas (Opuntia ficus-indica, Stenocereus pruinosus,y
Senocereus stellatus) colectadas en €l Estado de Puebla (Mascarua-Esparza et al., 1988).

Se ha reportado que Azospirillum coloniza, promueve € crecimiento e incrementa €l
rendimiento de numerosas especies de plantas (Bashan, 1993; Bashan y Holguin, 1995; Bashan y
Levanony, 1990; Okon y Labandera-Gonzalez, 1994). También se ha reportado un gran niimero

de respuestas de las plantas a la inoculacion artificial con Azospirillum como por eemplo: i)



incremento en el peso seco total, ii) incremento en la cantidad de nitrogeno presente en los granos
y brotes, iii) incremento en € nimero de tallos, mazorcas, espigas y granos por espiga, iv)
incremento en el peso del grano, v) en la atura de las plantas. vi) en el tamafio de las hojas, vii)
en la tasa de germinacion, y Viii) floracion y aparicion temprana de la espiga (Bashan et al.,
1992a).

Azospirillumha sido utilizada como inoculante en plantas para promover su crecimiento e
mcrementar sU productividad (Bashan y Holguin, 1995). En la Universidad de Puebla se han
inoculado grandes extensiones de maiz y trigo con diferentes cepas de Azospirillum obteniéndose
incrementos significativos en e rendimiento de la cosecha de ambos granos. Los estudios
demostraron que la inoculacion de trigo con una cepa local de A. brasilense aidada de la rizosfera
de Brachiaria mutica, dido mejores resultados que la inoculacion con cepas de colecciones aisladas
de otras partes del mundo (Okon y Labandera-Gonzalez, 1994).

Azospirillum actla incrementando € desarrollo de las plantas con valores de crecimiento
superiores a los obtenidos por medio de précticas agricolas comunes y el costo de la inoculacion
es relativamente bajo, comparado con el costo de los fertilizantes quimicos (Bashan et al., 1992).
La inoculacion con Azospirillum en campos de maiz en los estados de Puebla y Veracruz, ha
permitido un ahorro del 50% en gastos de fertilizantes nitrogenados (Okon y
Labandera-Gonzalez, 1994).

Se ha reportado que algunos de los efectos benéficos que Azospirillum tiene sobre |as plantas,
aumentan cuando Azospirillum esinoculado en combinacion con otros microorganismos. En la
literatura existen egjemplos que demuestran las ventajas de los inoculantes mixtos sobre

inoculantes compuestos de un solo microorganismo: Singh y Subba Rao (1979) obtuvieron una



mayor produccion de soya al utilizar inoculantes mixtos de Azospirillumy Rhizobium que a
utilizar inoculaciones Unicas con Rhizobium. Azospirillum, aplicado en inoculante mixto con
Rhizobium, promovié la proliferacion de pelos radiculares en leguminosas para forraje,
incrementando la susceptibilidad de estas plantas para ser infectadas por Rhizobium (Y ahalom et
a., 1987). Una inoculacion mixta de A. brasilense y hongos micorrizicos vesiculoarbusculares
(VAM) increment6 la biomasa radicular y la absorcion de fosforo en mijo (Subba Rao et a., 1985
a), asl como e rendimiento de cebada (Subba Rao et al., 1985 b) y ~el nimero de sitios de
colonizacion de hongos VAM en plantas haléfitas creciendo sobre dunas (Willy Sylvia, 1990).
Uno de los primeros inoculantes mixtos comerciales estd actulamente en proceso de desarrollo e
involucra a R. meliloti y a hongo solubilizador de fosfato Penicillium b:/aii (Rice et a., 1994).
Sin embargo, este inoculante enfrenta dificultades técnicas, de regulacion y econémicas
(Polonenko, 1994).

Las inoculaciones mixtas de microorganismos que actian como agentes de control biolgico
de enfermedades vegetales también han demostrado ser mas eficientes que inoculaciones con un
solo tipo de microorganismos. Una inoculacion mixta de Pseudomonas sp.y Serratia plymuthica
en plantas de tomate (Frommel et al., 1991) 6 una inoculacion mista con una cepa de
Pseudomonas fluorescente y una cepa no-patdgena de Fusarium oxyvsporum, (Lemanceau y
Alabouvette, 1991) disminuy0 la incidencia de marchitamiento provocado por una cepa patégena
de Fusarium, a compararse con inoculaciones utilizando uno de los microorganismos. Una
mezcla de células de Enterobacter cloacae con enzimas del hongo /richoderma harzianum

inhibio la germinacion de esporas de varios hongos patdgenos (Lorito et al.. 1993).



Todas las cepas silvestres de Azospirillum fijan nitrégeno atmosférico de manera eficiente ya
sea como bacterias libres o en asociacion con plantas. En un principio se propuso a la fijacion de
nitrégeno como €l principal mecanismo responsable de la promocion de crecimiento en plantas
inoculadas con Azospirillum. En algunos trabajos, utilizando la técnica con € isotopo 15N,, se
encontré que del 5 a 18% del nitrégeno total de plantas de trigo y maiz provino de lafijacion de
nitrogeno por Azospirillum, sin embargo, en otros casos se demostré que a pesar de haber
respuesta positiva de las plantas a la inoculacion, la actividad de |a nitrogenasa era insignificante,
contribuyendo en menos del 5% a nitrogeno total asimilado por la planta. Los resultados
obtenidos relacionados con la fijacion de nitrégeno han sido erréticos y variables (Bashan y
Levanony, 1990). En agunos estudios, utilizando mutantes de Azospirillum incapaces de fijar
nitrégeno, se comprobd que tanto los mutantes como las cepas nativas promovian e crecimiento
de las plantas (Barbieri et a., 1986; Bashan et a., 1989).

Recientemente se ha propuesto la hipétesis aditiva para explicar el mecanismo de accién de
Azospirillum para promover € crecimiento de plantas. Esta hip6tesis establece que probablemente
mas de un mecanismo esta involucrado en la asociacién y operan simultdneamente o0 en sucesion
(Bashan y Levanony, 1990). Estos mecanismos son: (i) Asimilacién més efectiva de minerales por
parte de la planta (Bashan et a., 1990), (i) restriccion del crecimiento de patégenos lo que
provoca que las plantas crezcan mas vigorosamente, (iii) cambio en € equilibrio hormonal de las
plantas inoculadas 1o cual puede resultar en un meor crecimiento y desarrollo del sistema
radicular. (iv) fijacién de nitrogeno, la cua tedricamente provee a la planta una cantidad

abundante de nitrégeno esencial para su crecimiento (Cohen et a., 1980; Michiels et a., 1989),y



(v) cambios en las enzimas de vias metabdlicas responsables de la acumulacion de materia seca en
los tejidos vegetales.

Sin considerar laimportancia que lafijacion de nitrogeno pudieratener sobre las plantas, se ha
ignorado la participacion de la actividad diazotréfica en la habilidad de las bacterias para
sobrevivir en la rizosfera. Esta sobrevivencia va a estar determinada principalmente por i) la
capacidad de la bacteria para competir con otros microorganismos de larizosfera ii) la versatilidad
nutricional de la bacteria, iii) su tiempo de generacion y iv) su capacidad de desplazamiento. El
éxito de un inoculante bacteriano en promover € crecimiento vegetal, dependera en gran manera
de la sobrevivencia de las bacterias en el ambiente hostil del suelo (Bashan et al., 1995) y en su
desplazamiento hacia la planta tanto en suelo como en la rizosfera (Bashan y Holguin, 1994;
Bashan y Levanony, 1987). La capacidad de las cepas inoculadas para fijar nitrogeno les ofrecera
mayores oportunidades de sobrevivencia sobre otros grupos no fijadores.

En generd, la actividad diazotrofica puede ser promovida o inhibida a interactuar grupos
bacterianos entre si. Es comiin que como resultado de estas interacciones se afecte la nitrogenasa
(Drozdowicz y Ferreira Santos, 1987; Lindberg y Granhall, 1984; Holguin et a., 1992; Isopi et
al., 1995; Tyler et a., 1979). La fijacion de nitrégeno de Azospirillum en particular, puede ser
promovida a asociarse ésta con otros microorganismos (Drozdowicz y Ferreira Santos, 1987,
Hasdl y Gibson, 1989; Khammas y Keiser, 1992). Resultados preliminares demostraron que a
crecerse en cultivo mixto A. brasilense Cd con Staphylococcus p., bacteria aidada a partir de
raices de mangle, incrementd significativamente la fijacion de nitrogeno de la primera. Esta
asociacion entre A. brasilerae Cdy Saphylococcus sp. se llevd a cabo en un medio disefiado

originalmente para el aislamiento de bacterias diazotréficas marinas (2% NaCl, 0.34M) (Bashan et



a., 1993). El hecho de que A. brasilense Cd se haya desarrollado en este medio con ato
contenido de sales no es inesperado; Hartmann (1988) encontrd que Azospirillum brasilense Sp7
puede crecer en soluciones de NaCl hasta de 0.8 M NaCl.

La salinizacion de suelos representa actualmente un serio peligro para e desarrollo de la
agricultura ya que disminuye la productividad del suelo conduciendo, en ocasiones, a su
degradacion total. Estas sales, de las cuaes la principa es € cloruro de sodio, incluye también
sales de sulfato, bicarbonato de sodio y cloruro de magnesio. El 10% de la superficie total de
todos los continentes son suelos afectados por salinkacion. Se calculaque en Méxicoy América
Central existe un total de 2.0 millones de hectéreas afectadas por este problema (Szabolcs, 1994).

Incrementos en la salinidad del suelo se asocia cominmente con desertificacion (Szabolcs,
1994) ya que €l exceso de sales inhibe no solamente €l crecimiento de cultivos agricolas sino de
plantas como arbustos, pastos y vegetacion nativa que impiden la erosion de suelos provocada
por los vientos (Bashan et a., 1992 b; Szabolcs, 1994).

El problema de salinizacion de suelos, ademés de asociarse con la desertificacion, tiene un
efecto indirecto sobre la salud publica: La poblacion humana en zonas desertificadas generalmente
presenta altos indices de enfermedades respiratorias ya que son areas con concentraciones altas de
polvo en € aire. En € Estado de Bgja California Sur, Mexico, mas del 30% de la poblacion sufre
de enfermedades respiratorias cronicas (siendo los nifios las principales victimas), presentando
este estado, en relacion a la poblacién, el mayor porcentgje de este tipo de enfermedades (Bashan
et a., 1992).

Una de las causas de la salinizacion de suelos es la contaminacion quimica por fertilizantes.

(Szabolcs, 1994). Aunado a ésto, los fertilizantes nitrogenados contaminan los mantos acuiferos



con compuestos carcinogénicos como |os nitratos (Shaffer y Wylie, 1994) asi como la atmosfera
por liberacion del nitrégeno en forma de gases (Peoples et al., 1994).

El problema de salinizacion de suelos puede evitarse parcialmente utilizando Azospirillum
como sustituto parcial o total de fertilizantes nitrogenados. Matsumoto et al., ( 1994) sugieren que
los suelos afectados por salinizacion sean cultivados con plantas halotolerantes o reforestados
con vegetacion haéfita natural. Hay plantas que toleran hasta 30% de sales, con un contenido de
sales en sus hojas de un 57% (Ansari y Flowers, 1994). La inoculacion de plantas haléfitas con
un inoculante mixto compuesto por la bacteria halotolerante A. brasilense Cdy Staphylococcus
sp., podria utilizarse para promover e crecimiento de plantas halotolerantes asi como de

vegetacion haldfita nativa.



ANTECEDENTES

Existen varios reportes sobre €l aislamiento de bacterias del género Staphylococcus en el
medio marino. Se han encontrado bacterias de ese género asociadas a hojas y raices dd pasto
marino Hafophila ovalis (Wahbeb y Mahasneh, 1984) y a camarones (Beckers et a., 1985).
Holguin et al. (1992) aislaron una cepa de Saphylococcus (Staphylococcus sp. BALRA9010) a
partir de raices de mangle y demostraron que increment6 la fijacion de nitrégeno de Listonella
anguillarum, aislada a partir de la misma fuente, a crecerse en cultivo mixto (Holguin et al.,
1992). Sedemostr6 que la misma cepa(Staphylococcus sp. BALRA90 10) incremento la fijacion
de nitrégeno de la bacteria terrestre Azospirillum brasilense Cd a crecerse en cultivo mixto con
ésta (Holguin y Bashan, 1993). Esta promocion se obtuvo a desarrollarse ambas cepas en un
medio disefiado originamente para e aisamiento de bacterias diazotréficas marinas (2% NaCl,
0.34M) (Bashan et al., 1993). Segun la Literatura consultada, éste es € Unico trabajo donde se
estudia la asociacion entre Azospirillumy bacterias obtenidas del ambiente de manglar o de algin
otro ambiente marino.

Azospirillum es capaz de llevar a cabo interacciones positivas con otras bacterias terrestres al
desarrollarse en cultivo mixto. La degradacion de celulosa por Cellulomonas sp. CS1-17 sp.
proveyd a Azospirillum DN64 de una fuente de carbono utilizable por medio de la cual obtuvo
energia para la fijacién de nitrégeno. La contribucion de Azospirillum aCellulomonas fue
nitrégeno fijado (Halsall y Gibson, 1989). EI mismo patron se observo en poblaciones mixtas de
diferentes especies de Azospirillum con la bacteria fijadora de nitrégeno Bacillus polymyxa. Con

esta asociacion resultd un incremento significativo en la fijacion de nitrogeno de los cultivos



mixtos, a compararse con los cultivos puros de Azospirillum O Bacillus. Azospirillum se
beneficio de los productos de degradacion de la pectina metabolizada por Bacillus (Khammas y
Keiser, 1992). Se promovio lafijacion de nitrogeno de Azospirillum a desarrollarse en un medio
filtrado donde habia crecido la bacteria diazotréfica Arthrobacter giacomelloi. También se
incrementd la fijacion de nitrogeno de ésta Ultima al crecerse en un medio filtrado donde se
desarroll6 Azospirillum. Se considera que esta interaccion pudo ser regulada por un intercambio
de metabolitos (Lippi et a., 1992). B

El concepto de inoculantes mixtos como practica agricola superior a la constituida por
inoculantes compuestos por un solo organismo, fué concebido hace décadas. Sin embargo, hasta
lafecha, no existe en el mercado un inoculante comercia de este tipo. La industria biotecnol 6gica
esta tratando de superar las dificultades practicas que este nuevo producto ha generado
(Polonenko, 1994), mientras que los intentos para asociar hongos y bacterias se encuentra en sus
primeras etapas (Rice et a., 1994) o desarrollandose bagjo € concepto de “bacteria cooperadora’
en la inoculacion de ectomicorrizas en silvicultura (Garbaye 1994; Li et d., 1992; Lindermann y
Paulitz, 1990). Segun la literatura consultada, ningun inoculante compuesto de dos especies
bacterianas diferentes (fuera de mezlas de cepas pertenecientes a la misma especie como en el
caso de Rhizobium) ha logrado pasar la etapa experimental. La inoculacion de plantas con
bacterias promotoras de crecimiento en plantas, aunque pudiera ocurrir de manera natural, esun
procedimiento agricola artificial. De esta manera, especies de Azospirillum originarias del Brazil,
Pakistan e Irak estan siendo inoculadas a plantas nunca antes expuestas a estas especies

bacterianas (Bashan et al., 1993).



La salinizacion de suelos es un problema reconocido a nivel mundial (Szabolcs, 1994) y
representan en México un 40% de la superficie total del pais (Zapatay Rodriguez, 1994). Como
gemplo de desertificacion en nuestro pais provocada por salinizacion tenemos €l municipio de
Cuauhtémoc, Edo. de Colima, México, del cua e 40% de la superficie esta afectada (Sandova y
Estrada, 199 1). Sin embargo, la mayoria de los suelos afectados se encuentran en los estados
aridosy semiaridos del Norte de La Republica (Rios et a., 1994).

La salinizacion de suelos utilizados para cultivos agricolas inhibe el crecimiento de |as plantas,
provocando el abandono de las tierras por parte de los agricultores. 10 millones de hectareas de
suelos afectados por salinizacion son abandonados al afio a nivel mundia. En € vale de Santo
Domingo, Baja California Sur, es comun el abandono de campos agricolas debido a deterioro
total del suelo (comunicacion personal con agricultores de la zona).

Existen algunos trabajos que reportan la utilizaciéon de plantas para regenerar suelos afectados
por salinizacién (Matsumoto et al. 1994). En la region del mar Aral, Rusia, se llevaron a cabo
plantaciones con arbustos halofitos con € fin de regenerar suelos salinizados. Las raices de estas
plantas penetraron de 30-40 cm dentro del suelo contribuyendo a desalinizar los suelos
(Shevyakova, 1994).

Segun la literatura consultada, no existen reportes realizados en México sobre utilizacion de
plantas para regenerar suelos afectados por salinizacion.

La inoculacion de vegetacion haldfita de la region con Azospirillum con el objeto de
promover e crecimiento de estas plantas, podria contribuir a solucionar e problema de
desertificacion de nuestro Estado. Experimentos preliminares demostraron que la inoculacion de

semillas del Cardon gigante Pachycereus pringlei con A. brasilense Sp-245 incremento
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significativamente la germinacién de las plantulas asi como su altura, didmetro, volumen y la

relacion volumen/superficie (Puente y Bashan, 1993).

JUSTIFICACION

Combinaciones inusuales de A:zospirillum con otras bacterias “obtenidas de diferentes
ambientes (aln agquellas bacterias que no coexisten en e mismo habitat) deben ser evaluadas ya
gue estas combinaciones pueden tener un potencial de aplicacion en e desarrollo de inoculantes
MixXtos.

L os suelos afectados por salinizacion requieren de la utilizacién de inoculantes compuestos de
bacterias halotolerantes, como es e caso de A. brasilense spp. El hecho de que la actividad
diazotréficade A. brasilense Cd se incremento significativamente al crecerse en cultivo mixto con
Staphylococcus sp. aidada a partir de raices de mangle, sugiere la posibilidad de utilizar un
inoculante mixto para plantas hal 6fitas compuesto de A. brasilense Cd y Saphylococcus sp.

La utilizacién de este tipo de inoculante podria beneficiar ala poblacion de B.C.S. de diferentes
maneras. ayudaria a controlar € problema de salinizacién de suelos, contribuiria a disminuir la
desertificacion, reduciria indirectamente el indice de enfermedades respiratorias en la poblacion,
reduciria la contaminacion de los mantos acuiferos y de la atmdésfera y finamente, como
consecuenciaindirecta de o anterior, favoreceriala economia de la zona,

La combinacion de Azospirillum con Staphylococcus sp. en cocultivo fue escogida como un

primer paso hacia un modelo para € desarrollo de inoculantes mixtos, especialmente para ser



utilizado bajo condiciones de tension salina.  El conocimiento de |os factores responsables de la
promocion de lafijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd por parte de Saphylococcus sp. seria el
primer paso en el disefio y utilizacion de este inoculante.

Este trabgjo plantea la siguiente hipétesis. _Debido_a que |a fijacién de nitrégeno de A.

brasifense Cd se incrementa al crecerse en cocultivo con Staphylococcus sp., se propone que

€ incremento podria: deberse a una liberacién o produccion de metabolito(s) generados por

Staphylococcus p. -

OBJETIVO

Investigar algunos de los factores que incrementan la fijacion de nitrogeno de Azospirillum
brasilense Cd a crecerse en cultivo mixto con Staphylococcus sp., y determinar si éste

incremento se produce también entre A. brasilense Cd y otras especies bacterianas de la rizosfera

del mangle.

El objetivo fue abordado planteando |os siguientes objetivos particul ares:
a) Aidamiento a partir de raices de mangle de bacterias no fijadoras de nitrogeno asociadas a
bacterias diazotrdéficas, e identificacion de las cepas.

b) Realizar el ensayo de reduccion de acetileno (ERA) para cultivos puros de A. brasilense Cd
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y mixtos con Staphylococcus sp. a diferentes tiempos de incubacion (24,48,72 y 96 hrs). El
ensayo de reduccion de acetileno se llevd a cabo como medicion indirecta de la fijacion de
nitrégeno.

¢) Determinar s e incremento en la fijacion de nitrogeno de A.brasilense Cd se debe a
incremento poblacional de esta bacteriay evaluar s el aumento en la fijacion de nitrégeno se debe
auna disminucién en la concentracion de oxigeno en e cultivo.

d) Determinar s Staphyl ococcus sp. se beneficiaa crecerse en cultivo mixto con A. brasilense Cd
y s la promocién de fijacion de nitrégeno por A. brasilense Cd se debe ala presencia de alguna(s)
sustancia(s) inductora(s) producida por Staphylococcus sp.

e) Determinar s al crecer a A. brasilense Cd con otras bacterias no diazotréficas asociadas a la

rizosfera del mangle, se incrementa también la fijacion de nitrogeno de la primera.
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METODOLOGIA

Aidamiento a partir de raices de mangle de bacterias no fijadoras de nitrogeno asociadas a
bacterias diazotréficas, e identificacion de las cepas.

Se ha observado que durante e proceso de aislamiento de bacterias diazotroficas se disminuye
0 se pierde la actividad de reduccién de acetileno de las cepas (Lindberg y Granhall, 1984; Eskew
et a., 1977; Holguin et a., 1992; Lethbridge et al., 1982). Una explicacion a este fendbmeno
puede ser la necesidad gque presentan las bacterias de asociarse para crear condiciones apropiadas
para la fijacion de nitrégeno. Se especula que las bacterias no diazotroficas estimulan a las
fijadoras por medio de actividades fisicas y/o bioquimicas recibiendo a cambio compuestos
nitrogenados de los organismos diazotroficos (Tyler et a., 1979). Con base en lo anterior,
diseflamos condiciones de cultivo (medio sin fuente de nitrogeno) propicias para e aislamiento de
bacterias diazotroficas y bacterias asociadas a éstas.

La colecta de plantulas de mangle se llevé a cabo en e manglar de la Bahia de Balandra, Bgja
California Sur. Su localizacion geogréfica es 24°20°N, 1 10°20'W. Esta localidad fue descrita por
Pedrin-Avilés et al., (1990). Se colectaron 3 plantas jovenes de la especie de mangle [Avicennia
germinans. (L.) Stern], se envolvid e conglomerado raiz-sedimento de- cada planta en bolsas de -
plastico, y se transportaron a laboratorio. Se separaron las raices de la planta, se desprendio
cuidadosamente el sedimento que cubrialas raices y se enjuagaron éstas en seis bafios seriados de
agua de mar filtrada. Después se cortaron las raices en segmentos de 3 cm y bgo condiciones
estériles, se lavaron de nuevo en seis bafios seriados de agua de mar estéril. Se inocularon las

raices en botellas de suero (60 ml) las cuales contenian 15 ml de medio semisblido (0.05% agar)
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libre de nitrégeno y se incubaron por 5 dias a una temperatura de 30°C. Se utiliz6 como medio de
enriquecimiento y crecimiento el medio Rennie, (Rennie, 198 1) disefiado para bacterias terrestres.
Considerando gque las bacterias marinas presentan un requerimiento especifico del ion Na y
algunas cepas requieren del ion Mg?* en concentraciones mayores que las bacterias terrestres, €
medio Rennie fue modificado y consistié en tres soluciones preparadas por separado:
)K,HPO,.3H,0, 2.7g; KH,PO,, 0.2g; NaCl, 15g; Na,FeEDTA, 28.0 mg; Na,MoO,2H,0, 25.0
mg; extracto de levadura, 100.0 mg; manitol, 5.0 g; sacarosa, 5.0 g; agua destilada, 900 ml; ii) 3
ml de una solucion de lactato de calcio (3.52g en 30 ml de agua); iii) MgSO,.7H,0, 3.0 g; agua
destilada, 100 ml. Las soluciones se esterilizaron con autoclave por separado y se mezclaron
después de enfiiarlas. Labiotina (5 pg/l) y e &cido P-aminobenzoico (10 pg/l) se esterilizaron por
filtracién y se agregaron ala mezcla anterior. El pH se gjusté a 7.3 con NaOH.

Después del periodo de incubacion, se les realizé a los cultivos de emiquecimiento e ensayo
de reduccion de acetileno (ERA). Se sembrd en placa sobre € medio sdlido la parte turbia de las
botellas que mostraron actividad positiva de reduccion de acetileno, y se incubaron a 30°C
durante tres dias. Todos los morfotipos coloniaes obtenidos fueron sometidos individua mente a
ERA. Aquellos moxfotipos que mostraron actividad positiva, asi como aquéllos que no mostraron
actividad fueron almacenados en glicerol a 15% a -40°C para su identificacion posterior.

Laidentificacion de las cepas fue realizada por cromatografia de gases de la composicion metil
ester de écidos grasos con longitud de cadena entre 9 y 18 carbonos (Sasser, 1990). El andlisis de
los metil ésteres de &cidos grasos (FAME) fue realizado como servicio comercia en el laboratorio
del Dr. JW. Kloepper en la Universidad de Auburn Alabama, EUA. La cepa aislada y

denominada BA19302, he identificada como Staphylococcus epidermidis y la BA29302 como
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Enterobacter cancerogenus. La cepa BA19303 identificada como Micrococcus lylae, forma
parte de la coleccion del CIBNOR y fue aislada utilizando € medio disefiado por Sundara Rao y
Sinha (1963) para el aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfato. Este medio fue

modificado para el aislamiento de bacterias marinas (Vazquez et al., 1994).

Condiciones de crecimiento de A. brasilense Cdy Staphylococcus sp.

A. brasilense Cd (ATCC) se desarroll6 en agitacion constante (120 fpm) en 50 ml de caldo
nutritivo (Merck), complementado con cloruro de sodio (NaCl) al 2% durante 18 horas a 30°C..
El cultivo se centrifugo a 1700 x g por 10 min a 4°C; € paguete celular se lavo tres veces con una
solucién reguladora de fosfatos (PBS) 0.08M complementada con NaCl0.05M. El pH find de
esta solucién fue de 7.2. Este procedimiento se reaizd bajo condiciones de esterilidad. La
densidad dptica del cultivo de A. brasilense Cd se gjusté a 1.0 a 540 nm con PBS, la cual
correspondi6 a 5 X 10' unidades formadoras de colonia por ml (u.f.c./ml). Un ml de esta
suspeusion bacteriana fue inoculado en botellas de suero de 60 ml con tapones de algodén las
cuales contenian 13 ml de medio semisblido (0.05% agar) HGB (Holguin et a., 1992). Este
medio consiste en tres soluciones: (i) (g/890 ml de agua destilada para preparar un litro de medio)
NaCl, 20.0; MgSO,.7H,0, 3.0; CaCl,, 0.02; DL-acido malico, 5.0; NaOH, 3.0; extracto de
levadura, 0.1; (i) 10 ml de la siguiente solucién concentrada fue agregada a la solucién (i) y
esterilizada por autoclave: (g/500 ml de agua destilada) FeCl,, 0.5; NaMoO,.2H,0, 0.1; MnSO,,
0.105; H,BO,, 0.14; CuCL,.2H,0, 0.0014; ZnSO,, 0.012. (iii) 100 ml de solucién reguladora de
fosfatos 0.39M, pH 7.6 esterilizada por autoclave y agregada a la mezcla anterior después de

enfriarla. El pH final del medio esde 7.2. El medio HGB contiene 0.01% de extracto de levadura,
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la cual se agota después de 48 horas ya que es asimilada por Azospirillumy utilizada para su
crecimiento (Okon et a., 1977). El agotamiento de ésta fuente de nitrogeno es esencial parallevar
acabo los ERA ya que la presencia de nitrégeno en los medios de cultivo inhibe la actividad de la
nitrogenasa. En algunos experimentos se omitio el extracto de levadura con lafinalidad de que no
interfiriera en el andlisis de la composicién quimica del dializado. Las botellas inoculadas con A.
brasilense Cd conteniendo un volumen total de 14 ml, se incubaron sin movimiento a 30°C
durante 48 h.

La bacteria no-fijadora de nitrégeno Saphylococcus sp., BALRA9010 aidada a partir de
raices de mangle (Holguin et a., 1992) fué cultivada y tratada en la misma forma que A.
brasilense Cd. La densidad Optica del cultivo de Staphylococcus sp. se gjustd a 1.8 a 540 nm lo
cual correspondié a4 X 10* u.f.c./ml. Dos ml de esta suspensién fue inocul ada asépticamente a las
botellas de suero conteniendo 14 ml del cultivo de A. brasilense Cd de 48 horas. Como control se

utilizaron botellas de suero conteniendo 16 ml del cultivo puro de A. brasilense Cd.

Cuentasviables de A. brasilense Cd y Staphylococcus sp.

Se contaron las unidades formadoras de colonias (u.f.c) por medio del método convencional
de conteo de dilucion en placa, en medio sdlido HGB para A. brasilense Cd y en “Agar para
staphylococos No. 110" (Bioxon, México) para Staphylococcus sp. (El cultivo mixto se sembré
tanto en este medio como en e medio sdlido HGB con €l objeto de realizar € conteo para ambas
cepas). El conteo se realizd en cultivos puros y mixtos después de 24, 48, 72 y 96 horas de haber
inoculado Staphylococcus sp. a cultivo de A. brasilense Cd, reproduciendo las condiciones de

crecimiento bajo las cuales se redizé6 € ERA. Para establecer s la ausencia de extracto de
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levadura en e medio de cultivo afectaba e crecimiento de Staphylococcus sp., se realizaron

conteos de Staphylococcus sp. cuando fué crecida en medio HGB sin extracto de levadura.

Determinacion de la concentracion de oxigeno en los cultivos

La presencia de oxigeno en el medio de cultivo puede ser determinante en la eficiencia para
fijar nitrogeno de los organismos diazotroficos (Okon et al., 1983). Por esta razon, en estudios
sobre fijacion de nitrogeno se requiere medir la concentracion de oxigeng disuelto en los cultivos.
La concentracién de oxigeno disuelto en cultivos puros y mixtos fué determinada con un
oximetro, modelo 54 ARC (Yellow Springs Inst. USA), equipado con un electrodo para oxigeno,
modelo 5775) y por medio del método Winkler modificado (Williamsy Jenkinson, 1982) después
de 96 horas de haber inoculado Staphylococcus sp. a cultivo de A brasilense Cd. Este método es
mas preciso que la medicion de oxigeno utilizando un oximetro ya que detecta diferencias de
oxigeno en los cultivos hasta de 1 ul/l. EI método utiliza los mismos reactivos que el método
Winkler tradicional, sin embargo, la titulacion se realiza con una bureta automatica la cua tiene
una precision en € flujo del tiosulfato hasta de 1 pl, y se encuentra conectada al tubo que contiene
la muestra. El tubo con la muestra esta coloca en un dispositivo con una fotocelda integrada la
cua registra constantemente la densidad Optica de la muestra al ir agregando € tiosulfato. Esta
sefid es transformada a través de un microprocesador y registrada en la pantalla de un monitor en
forma de una gréfica de pendiente positiva. La grafica indica e final de la titulacion cuando la
pendiente alcanza valor de zero y se mantiene asi por varios segundos. Con €l objeto de lograr
mayor precision en los clculos, € volumen del tubo donde se colocan las muestras debe ser

conocido a un porcentaje de precision mayor de 0.03%
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Ensayo de reduccion de acetileno (ERA)

Se reemplazaron |os tapones de algodon de las botellas de suero son tapones de gomay se les
extrgo alas botellas 1 ml de aire con una jeringa. Se lesinyectdé 1 ml de acetileno y se incubaron
durante 24 horas. Al cromatografo de gases se inyectd 1 ml de muestra. Se utilizdé un
cromatografo de gases Varian 6000 (Varian Instrument Group, U.S.A.) equipado con detector
de ionizacion de flama de hidrogeno (FID). Las condiciones operativas fueron las siguientes:
columna de acero inoxidable empacada con Porapak N, 80/100,150 x 0.2, temperatura de la
columna 60°C, temperatura del detector 200°C, temperatura del inyector 50°C, tasa de flujo del
H, y N, de 25 ml/min, y tasa de flujo de aire de 300 ml/min. Para los ERA también se utilizd un
cromatografo de gases Perkin Ehner propiedad del CICIMAR. Las condiciones operativas fueron
igual alas descritas anteriormente.

Como primera evaluacion, se estimo la reduccion de acetileno de A. brasilense Cd en cultivo
puro y mixto con Staphylococcus sp. a las 24, 48, 72, y 96 horas de haber inoculado
Staphylococcus sp. a cultivo de A. brasilense Cd. Fara cada lectura se utilizaron de 5 a 7 réplicas.
En los experimentos posteriores, solamente se realizo el ERA alas 96 horas de haber inoculado
Staphylococcus sp. a cultivo de A. brasilense Cd. Se selecciond este periodo de incubacion
considerando que s e factor de promocion era una sustancia, ésta podria ser detectada més
facilmente, ya que tedricamente a mayor tiempo de incubacion, la sustancia estaria més
concentrada. La cantidad de etileno producida por célula se calcul6 dividiendo la cantidad total
de etileno producida por cultivo, entre el numero total de u.f.c. presentes en € cultivo (ambas
cantidades expresadas en nimeros logaritmicos). La cantidad de etileno producida es expresada

como nanomoles de etileno por cultivo o por célula en un periodo de incubacion de 24 horas.
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Aquellos experimentos en los cuales se evalud la reduccién de acetileno de A. brasilense Cd aun
solo periodo de incubacién, los resultados se expresaron como porcentgje de incremento sobre el

control, considerando éste Ultimo como & 100%.

ERA de A. brasilense Cd en cultivos puros y mixtos con Staphylococcus sp. contenida
dentro de un tubo de didlisis

La suspension de Staphylococcus sp. fué centrifugada a 1700 x g dyrante 10 min a4°C, se
descart6 € sobrenadante y € botdn celular fué resuspendido a la mitad de su volumen en medio
HGB; 2 ml de esta suspension de Staphylococcus sp. concentrada dos veces, fué colocada
asepticamente dentro de un tubo de didisis con un tamafio de poro de 12 000 daltons. Se cerré €l
tubo que contenia a las bacterias con un hilo de algodon estéril y se coloco dentro de botellas de
suero de 60 ml, las cuaes contenian 14 ml de cultivos de A. brasilense Cd de 48 h. El
experimento incluyd tres controles adicionales: i) A.brasilense Cd en cultivo puro, i) 4.
brasilense Cd en cultivo mixto con Saphylococcus sp., y iii) A. brasilense Cd-y tubo de didlisis

vacio. El ERA delos cultivos fué realizado después de 96 h de incubacion.

ERA de A. brasilense Cd después de agregar un dializado libre de células de Staphyfococcus
sp.

Se evalud la reduccion de acetileno de A. brasilense Cd en i) cultivo puro ii) agregando €
diaizado de Saphylococcus sp. libre de células, vy iii) agregando células muertas (por autoclave,
durante 15 min al10°C) de Staphylococcus sp. al cultivo de A. brasilense Cd. El dializado se

obtuvo introduciendo la suspension concentrada de Staphylococcus sp. descrita en € inciso
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anterior dentro de un tubo de didlisis. El tubo de didlisis con la suspension bacteriana fue
sumergido en una probeta estéril con medio HGB la cual contenia € mismo volumen que el dela
suspension. Después de 96 h de incubacion a 30°C en agitacion constante (110 rpm) se recuperd
el dializado y se agregaron 2 ml alas botellas conteniendo 14 ml del cultivo de A. brasilense Cd.

Después de un periodo de incubacién adicional de 24 h a30°C, serealiz6 e ERA.

Evaluacion de la actividad del dializado producido al crecer a Staphylococcus sp. en medio
HGB sin fuente de nitrdgeno.

El andlisis de lacomposicién quimica del dializado requirié laomision del extracto de levadura
del medio de cultivo. Sin embargo, se desconocia si esta omision interferiria con la promocion en
la reduccion de acetileno de Azospirillum. Por esta razon, se evalud la actividad promocional del
dializado producido cultivando Saphylococcus sp. en e medio HGB sin extracto de levadura. El
dializado obtenido bagjo estas condiciones se agregd a cultivo de A. brasilense Cd en las

siguientes concentraciones: 100% (sin diluir) 50% y 25% (diluidos por volimen en PBS).

Analisis de aminoacidos y acidos organicos del dializado libre de células de Staphyfococcus
sp.

La concentracion total de aminoécidos del dializado fue determinada de acuerdo a método de
Rosen (1957). La determinacion cualitativa de la composicion de aminoécidos fue realizada por
cromatografia en capa fina (TLC) en silica gd (Al Sil G, capa de 250 um) i) unidimensional, ii)
bidimensional vy iii) en TLC automatica utilizando el analizador cromatogréfico latroscan (MK-5

TLC-FID, Laboratorios latron, Tokyo, Japan). La separacion de aminoacidos en TLC
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unidimensional se realizd con el Solvente 1, [phenol+agua (75:25,v/v)] 6 con e Solvente Il
[2-propanol + hidroxido de amonio (55:45, v/v)]. Ya que con estos solventes se obtuvo buena
resolucion, la TLC bidimensioua se corrio primero con € Solvente 1 seguido del Solvente I
(Robyt y White, 1987). Los solventes utilizados para la TLC automética fueron € Solvente Il 6
el Solvente 111 [2-propanol + hidroxido de amonio (70:30, v/v)]. El reactivo Pauly se utilizo para
la deteccion de tirosina e histidina, € reactivo Sakaguchi para la deteccion de arginina y €
reactivo Ehrlich para la deteccién de triptofano (Robyt y White, 19872. Medio no inoculado fué
utilizado como control. El analizador TLC automatico fué utilizado para la determinacion
cuantitativa de los aminoécidos presentes en el dializado. EIl nitrogeno total del diaizado fue
cuantificado por e método Kjeldahl utilizando un andizador Kjeltec Auto-1030 (Tecator,
Suecia). El andlisis cualitativo y cuantitativo de los écidos organicos volétiles (acético,
propionico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico, caproico, isocaproico y heptanoico) y los
no-volatiles (piravico, lactico, oxalacético, oxdlico, malonico, metihnalonico, fumarico y
succinico) presentes en el dializado, fué realizado por cromatografia de gases (GC) utilizando
reactivos marca Sigma de ato grado de pureza. La extraccion se hizo de acuerdo con Smibert y
Krieg (1981). Muestras de 0.5-1.0 ul se inyectaron en un cromatografo de gases Varian 6000
(Varian Instrument Group, USA) equipado con un detector de ionizacion de flama de hidrégeno
(FID) operado bgjo las siguientes condiciones. Una columna capilar "Fused Silica” (Nukol, USA)
(15m, 0.53mm de diametro interno y 0.5um de grosor de la pelicula), una temperaturainicial de la
columna de 70°C sostenida por un periodo de 5 min, seguida de una taza de incremento de la
temperatura de 8°C/min hasta alcanzar un nivel constante de 140°C por un periodo de 5 min (este

programa para e control de la temperatura se corrié para cada muestra), temperatura del inyector
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de 240°C, temperatura del detector de 240°C, el N, como gas acarreador y € H, parael FID, se
utilizaron a tazas de flujo de 2 mV/min y 30 ml/min, respectivamente, y un flujo de aire de 300

ml/min,

Efecto de la adicion de acido aspartico y aeido succinico sobre la reduccién de acetileno por
A. brasilense Cd

Se prepararon por separado soluciones de &cido aspartico y acido_succinico conteniendo la
concentracion de los compuestos encontrada en € dializado, asi como soluciones conteniendo la
mitad de la concentracion encontrada en el dializado (1.2 mMy 0.6 mM para écido aspértico, y
153 mMy 7.6 mM para € &cido succinico). Dos ml de estas soluciones fueron agregadas por
separado a 14 ml de cultivos de A. brasilense Cd los cuales fueron incubados durante 96 h a
30°C, para después redizar el ERA. Se consider6é como control un tratamiento que incluia la
incorporacion de dializado diluido a un 50% de su volumen con € objeto de poder comparar €l
efecto que pudiera tener e dializado diluido a‘esta concentracion, con el efecto de los acidos
succinico y aspartico agregados también a la mitad de su concentracion encontrada en €

dializado.

Efecto del cultivo mixto de A. brasilense Cd con Staphylococcus epidermidis 6 Micrococcus
lylae sobre la reduccion de acetileno por A. brasilense Cd

Considerando la experiencia previa en la cua la bacteria Gram positiva y cocoidal
Staphyiococcus sp. logro incrementar la fijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd, se decidi6

trabgjar con las dos cepas de bacterias cocoidales S. epidermidis y M. lylae. Enterobacter
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cancerogenus ha sido reportada como patdégena en plantas del género Populus, (Brenner, 1986)
razon por la que fué descartada para este estudio.

Se crecieron S. epidermidis y M. lylae en cultivos mixtos con A. brasilense Cd, de manera
smilar a los experimentos realizados con Staphylococcus sp., para andizar € efecto de los
cultivos mixtos sobre la actividad diazotréfica de A. brasilense. EIl ERA se realizO 96 horas

después de haber agregado S. epidermidis 0 M. lylae alos cultivos de A. brasilense Cd.

Disefio experimental y analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron de dos a cuatro veces cada uno. Cada tratamiento
incluyé un nimero minimo de tres réplicas. El ERA incluyé por lo menos seis réplicas por
tratamiento (cada réplica consistio en un cultivo). Los datos presentados son las medias de todas
las réplicas de aguellos experimentos con tendencias similares, y los valores estan reportados con
el error estandar. La significancia para e anadlisis de dos muestras se determiné por medio de la
prueba t de Student a un valor ‘de P < 0.05. Para aguellos experimentos que incluian varios
tratamientos, se determiné la significancia por e andlisis de varianza de una solavia(ANDEVA) a
un valor de P < 0.05. Los datos presentados como porcentajes fueron transformados a arco-seno

antes de ser analizados.
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RESULTADOS

Fijacion de nitrogeno por A. brasilense Cd en cultivos puros y mixtos con Staphylococcus
sp. a diferentes tiempos de incubacion
La fijacion de nitrégeno por A. brasilense Cd fue significativamente mayor en cultivo mixto

con Staphylococcus sp. que en cultivo puro alas 24, 48, 72 y 96 h de incubacion. (Fig. 1A).
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3000 W == cultivo mixto 8‘
o b/ s b J
S | A
o g {0.30 =
® 1000 | // @ q ' ®
n )
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0O 24 48 72 96 24 48 72 96

Tiempo de incubacion (hrs)

Fig. 1. Produccién de etileno por cultivo de 16 ml (A) y por célula (B) de A. brasilense Cd en cultivo puro

y en cultivo mixto con Staphylococcus sp., a diferentes tiempos de incubacion.
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La fijacion de nitrégeno por célula de A. brasilense Cd en cultivo mixto también se incremento
significativamente a compararse con los resultados obtenidos en cultivo puro, en todos los
tiempos de incubacién. (Fig. 1B). Cada par de puntos marcados con una letra diferente a cada
tiempo de incubacion y en cada sub-figura, difieren significativamente a P<0.05 en la pruebat de

Student

Crecimiento de A. brasilense Cd y Staphylococcus sp. en cultivos puros y mixtos a diferentes
tiempos de incubacion

No se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de A. brasilense Cd, en cultivos
puros y mixtos con Staphylococcus sp. alas 24, 48, 72 y 96 h de incubacion (Fig.2A). Al
crecerse Saphylococcus sp. en cultivo puro en el medio HGB con extracto de levadura, € nivel
poblacional permancecié estable a través de todo el periodo de incubacion, (Fig.2B). Sin
embargo, al crecerse sin extracto de levadura, € nivel poblaciona (después de 96 h) alcanz6 un
valor significativamente menor que el obtenido a crecer Staphylococcus sp. con extracto de
levadura. Al crecer Saphylococcus sp. en cultivo mixto con 4. brasilense Cd, el nivel poblacional
del primero acanzé valores aln menores (Fig. 2B) observandose una disminucién dréstica de la
poblacion. Para €l crecimiento de Staphylococcus sp. solamente se calcularon los valores
obtenidos alas 0, 48 y 96 horas ya que experimentos preliminares demostraron gue los valores de
crecimiento después de 24 y 72 horas no variaban con respecto a la curva de crecimiento obtenida
paralas 48 y 96 horas. En la sub-figura A, cada par de puntos marcados con letras iguales a cada

tiempo de incubacion, no difieren significativamente a P<0.05 por la pruebat de Student.
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En la sub-figura B, los puntos marcados con una letra diferente difieren significativamente a

P<0.05 enel andlisis de variancia de una sola via o ANDEVA.
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Fig. 2. Crecimiento de A.brasilense en cultivo puro y en cultivo mixto (A) y crecimiento de

Staphylococcus sp. en cultivo puro, en cultivo mixto, y en medio sin extracto de levadura (B) a diferentes

tiempos de incubacion.

Concentracién de oxigeno disuelto en cultivos puros y mixtos de A. brasifense Cd
La concentracién de oxigeno disuelto en cultivos mixtos de A. brasilense Cd con
Staphylococcus sp. fué significativamente mayor que la encontrada en cultivos puros después de

96 h de incubacion (Fig.3) utilizando dos métodos diferentes para la determinacion de oxigeno
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disuelto. Los resultados que se reportan son los obtenidos a través del método Winkler
modificado. Las columnas marcadas con una letra diferente, difieren significativamente a P<0.05

en la prueba t de student.

sE ] % iz oo e

Fig. 3. Concentraciones de oxigeno disuelto en cultivos puros de A. brasilense y mixtos con

Staphylococcus sp. después de 96 horas de incubacion, sin agitacion.

Fijacion de nitrogeno por A. brasilense Cd en cultivos puros y mixtos con células de
Staphylococcus sp. contenidas dentro de un tubo de dialisis

La fijacion de nitrogeno por A. brasilense Cd fué significativamente mayor en e cultivo con
células de Staphylococcus sp. contenidas dentro de un tubo de didisis, que en e cultivo de A.
brasilense crecido en asociacion libre con Staphylococcus sp. Este Ultimo tratamiento mostré un
incremento significativo en la fijacion de nitrogeno de A. brasilense a compararse con los
resultados obtenidos en cultivo puro. También se probd que, el tubo de didlisis no causo efecto
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Fig. 4. Incremento en relacién al cultivo puro, en la produccion de etileno de A._brasilense Cd la cual fue
sometida a diferentes tratamientos de interaccion con células de Staphylococcussp 6 productos de

Staphylococcus sp.
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sobre la fijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd (Fig. 4A). Las columnas de las sub-figuras A,
B y C marcadas con una letra diferente, difieren significativamente a P<0.05 en ANDEVA. Los
numeros sobre las columnas indican la produccion de etileno del cultivo puro expresado en
nanomoles de etileno producido en 24 h. Estos nimeros fueron utilizados como base para los

calculos de porcentgje presentados en esta figura.

Fijacion de nitrogeno del cultivo de A. brasifense Cd al mezclarse con un dializado libre de
células de Staphylococcus sp.

Lafijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd fué significativamente mayor a mezclarse con un
dializado libre de células de Staphylococcus sp. que los resultados obtenidos en cultivos puros de
A. brasilense Cd. La incorporacion de células muertas de Staphylococcus sp. a cultivo de A.

brasilense Cd no causo efecto sobre lafijacion de nitrégeno (Fig. 4B).

Fijacion de nitrogeno del cultivo de A. brasifense Cd mezclado con un dializado libre de
células de Staphylococcus sp. cultivado en medio HGB sin extracto de levadura.

Cuando €l dializado de Staphylococcus sp. producido a cultivar Staphylococcus sp en medio
HGB sin extracto de levadura fue diluido a 50% y 25% de su concentracion original, se
incremento significativamente la fijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd a compararse con los
resultados obtenidos en cultivo puro (Fig. 4C). Sin embargo, el dializado no-diluido

(concentracion 100%) no causo efecto sobre la fijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd.
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Andlisis de aminoacidos, &cidos organicos, nitrogeno total y pH del dializado libre de
células de Staphylococcus sp.

L a concentracion total de aminoécidos en e dializado fué de 295.33 + 19.55 pg/ml. Por
medio de la separacion del dializado en el analizador automético para TLC (Solvente I11) y de las
pruebas adicionales con los reactivos Pauly, Sakaguchi y Ehrlich, fué posible descartar la
presencia de algunos aminoécidos en € dializado tales como tirosing, histiding, arginina y
triptofano. Sin embargo, la utilizacién del analizador automético para FLC llevado a cabo en
varillas y la TLC unidimensional sobre placas de silica gel no nos permiti6 diferenciar entre los
aminoéacidos acido aspartico, leucina, valina, metionina e isoleucina los cuales mostraron valores
deRf similares. Los resultados obtenidos con la TLC bidimensional sobre silica gel (Solvente 11
seguido del Solvente 1) sugirieron que e tnico aminoacido presente en el dializado de
Staphylococcus sp. era &cido aspartico (Fig. 5A). Estos resultados se confirmaron a través del uso
de TLC automadtica utilizando € Solvente Il. La corrida solamente se rediz0 para € &acido
aspartico y para la muestra de diaizado (Fig 5D). La concentracion de &acido aspértico en €
dializado fue de 160 pg/ml (1.2 mM). El andisis de acidos organicos en el dializado por GC
detectdé &cido succinico a una concentracion de 1806+53 pg/ml (15.3 mM) (Figs. SBy C).
También se detectdé acido malénico a"una concentracion de 97 pg/ml. (Fig. 5C) El andlisis no
detecto acidos organicos no-volatiles. La concentracion de nitrogeno total en e dializado fué de
33+5pg/ml. El pH mostré un promedio de 0. Il unidades sobre e pH del medio de cultivo no
inoculado. En & medio sin extracto de levadura no inoculado, € cual fué utilizado como control,

no se detectaron aminoacidos, acidos organicos 6 nitrogeno.
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Fig. 5. Imagen rastreada por computadora de una placa de TLC bidimeusional realizada con estdndares de
aminoécidos y con e dializado de Staphyloceccus sp. en placas de silica gel (A). Imagen rastreada por
computadora de un cromatograma del control con &cidos organicos separados e identificados por
cromatografia de gases (B), y muestra del dializado (C). Imagen rastreada por computadora de un
cromatograma de aminoécidos separados, identificados y cuantificados por TLC automatizada, muestra del
dializado (D) y del control (E).
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Efecto del acido aspartico, del acido succinico y de las bacterias de la rizosfera del mangle
Staphylococcus epidermidis 6 Micrococcus Iplae sobre la fijacion de nitrogeno de A.
brasilense Cd.

La incorporacion de écido aspartico (0.6 mM) alos cultivos de A. brasilense Cd increment6
significativamente |a fijacion de nitrégeno de esta cepa, comparado con los resultados obtenidos
para el cultivo puro (Fig. 6). La incorporacion de acido aspartico a una concentracion de 1.2 mM

no afecto lafijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd. Sin embargo, |a fijagion de nitrogeno del
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Fig. 6. Incremento en relacion a cultivo puro en la produccion de etileno por A. brasilense Cd sometida a
diferentes tratamientos
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cultivo de 4. brasilense Cd mezclado con €l dializado diluido al 50% fué significativamente mayor
gue €l tratamiento en el cua solo se adiciond acido aspartico. La adicién de &cido succinico (7.6
mM) no causo efecto sobre la fijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd. Lafijacion de nitrogeno
de A. brasilense Cd seincrement6 al crecerse en cultivo mixto con Staphylococcus epidermidis,
sin embargo, no se observé ningln efecto al crecerse en cultivo mixto con Micrococcus lylae. Las
columnas marcadas con letras diferentes difieren significativamente a P<0.05 en ANDEVA. Las
barras representan € error esténdar. Los nimeros colocados sobre la primera columnaindican la
produccion de etileno del cultivo puro expresada en nanomoles de etileno producidos en 24 h.
Estos nimeros fueron utilizados como base para los calculos de porcentaje presentados en ésta

figura.

ANALISIS

Reportes anteriores demostraron que Staphylococcus sp., ademas de presentar la capacidad de
incrementar la fijacion de nitrégeno de Listonella anguillarum {bacteria fijadora de nitrégeno
aidada también de la rizosfera del mangle, (Holguin et al., 1992)}, incrementd también, y en
mayor magnitud, la actividad diazotréfica de la bacteria terrestre A. brasilense Cd (Holguin y
Bashan, 1993). En este trabajo se encontré que encultivo mixto Staphylococcus sp. promovié la
fijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd a diferentes tiempos de incubacién, obteniéndose
incrementos en su actividad diazotréfica hasta de un 90% en relacion a cultivo puro. Al realizar €

conteo de unidades formadoras de colonia de A. brasilense Cd a través del periodo de incubacién,
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se observo que € nivel poblacional no varid através del tiempo. Este Ultimo resultado asi como
el observar que la fijacion de nitrogeno por célula fué también mayor en cultivo mixto que en
cultivo puro nos permitié concluir que la promocion en la actividad de la nitrogenasa no se debi6
a un incremento poblacional de A. brasilense Cd a crecerse en cultivo mixto con Staphylococcus
sp. Algunos trabajos han obtenido resultados semejantes en la fijacion de nitrégeno de bacterias
diazotroficas a crecerse en cultivo mixto con otras cepas bacterianas. Drosdowicz y
Ferreira-Santos (1987) midieron los efectos de 50 cepas de bacterias. Gram-negativas y de 29
Gram-positivas sobre la fijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd 6 de A. lipoferum Brl7, y
encontraron que seis cepas afectaron significativamente la actividad diazotrofica de A. brasilense
Cd 6 de A. lipoferum Brl7. Los autores concluyeron que la promocién en la actividad de la
nitrogenasa no se debié a un incremento poblacional de las cepas diazotréficas ya que € nivel
poblacional de las cepas no se incrementd paralelamente con lafijacion de nitrogeno.

Al desarrollarse Staphylococcus sp. y A. brasilense Cd en cultivo mixto, e crecimiento de la
primera disminuye drasticamente sobre todo después de 96 horas de incubacion. Sin embargo,, se
observa que a crecer Saphylococcus sp. bgjo las mismas condiciones de crecimiento pero en
cultivo puro, € nivel poblacional permanece estable a través dd tiempo. Una explicacion a este
descenso podria ser que al crecer las dos cepas en cultivo mixto se establece una competencia por
la fuente de nitrégeno (0.01% de extracto de levadura) mostrando A. brasilense Cd mayor
capacidad para buscar y consumir € poco nitrdgeno disponible en € medio de cultivo. Se ha
reconocido la capacidad de Azospirillum para competir eficazmente por nutrientes en la rizosfera
(Bashan y Levanony, 1990). Sin embargo, se descarté esta posibilidad ya que Staphylococcus sp.

logré mantener su nivel poblacional relativamente estable aun en un medio sin fuente alguna de
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nitrégeno.  Un fendmeno similar ocurri6 a asociar A. brasilense Cdy Arthrobacter giacomelloi
en cultivo mixto: Un filtrado libre de células de A. brasilense Cd inhibi6 €l crecimiento de A.

giacomelloi (Lippi et al., 1992). Estos son los Unicos trabajos donde se reporta que Azospirillum
tenga actividad antagénica sobre €l crecimiento de bacterias y son de interés porque este
fendmeno podria ser uno de los mecanismos de Azospirillum para promover e crecimiento de las
plantas. la inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas en plantas.

Se intentd relacionar €l incremento en lafijacion de nitrogeno de 4. brasilense Cd con una
reducida concentracion de oxigeno disuelto en € cultivo mixto, lo cua resultaria favorable para
A\ brasilense Cd por ser ésta una bacteria que fija nitrégeno bajo condiciones microaerofilicas, sin
embargo, se encontré que la concentracion de oxigeno en los cultivos mixtos era mayor (15-20
uM) que la concentracion considerada optima para la fijacion de nitrogeno de Azospirillum (0.6-8
uM) (Hurek et a., 1988). Hurek et al. (1987) encontraron que A. halopraeferens Y A. lipoferum
cultivadas bajo presiones de oxigeno electronicamente reguladas y en agitacion, no fijaron
cantidades detectables de nitrogeno al ser incubados ‘a concentraciones de oxigeno disuelto de 10
y 12 uM respectivamente (Hurek et al., 1987). Estos resultados difieren con los resultados
obtenidos para A. brasilense Cd en nuestros experimentos ya que se obtuvo actividad diazotréfica
aln a concentraciones de oxigeno consideradas inhibitorias. Esta diferencia puede explicarse ya: -
gue en € estudio realizado por Hurek et a., (1987) las condiciones de cultivo eran de agitacion,
lo cua no permitio la formacion de gradientes de oxigeno y agregados celulares, (ambos eventos
comunes en cultivos sin agitacion) los cuales permiten la formacion de microambientes apropiados
para que se lleve a cabo la fijacion de nitrogeno (Okon et al., 1983). Y a que la concentracion de

oxigeno disuelto eramés ataen e cultivo mixto que en € cultivo puro, deducimos que & oxigeno
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no era un parametro predominantemente responsable en la promocion de la fijacion de nitrégeno
de A. brasilense Cd. Esto no excluye la posibilidad de que € cultivo mixto proporciond las
condiciones de cultivo que indirectamente incrementaron la tolerancia de la nitrogenasa a
concentraciones més atas de oxigeno. Cultivos mixtos de A. brasilense y Arthrobacter
giacomelloi mostraron fijacién de nitrégeno alta alin bajo concentraciones de oxigeno reportadas
como inhibidoras de la nitrogenasa (10 uM). Estos resultados no estuvieron relacionados con un
incremento en la asimilacion de oxigeno en los cultivos mixtos y por lo tanto no apoyan la
hipétesis de que en éste cultivo mixto existe proteccion a la nitrogenasa por medio de una ata
tasa de actividad respiratoria, como ocurre en el caso de Azotobacter (Cacciari et a., 1989).

El separar a A. brasilense Cd de Staphylococcus sp. utilizando un tubo de didlisis, asi como la
incorporacion del dializado libre de células de Saphylococcus sp. al cultivo de A. brasilense, nos
permitié suponer que sustancia(s) que se estaban filtrando del tubo de didlisis, estaban
promoviendo la fijacion de nitrégeno de A. brmilense Cd. El hecho de que la fijacion de
nitrégeno fié mayor en aguellos cultivos con Staphylococcus sp. contenida dentro de un tubo de
didlisis, que en los cultivos donde e estafilococo se encontraba en asociacion libre con A.
brasilense Cd, sugiere que esta promocion es probablemente debida a que alguna(s) sustancia de
alto peso molecular producidas por Staphylococcus sp. no pasaron a través de la membranay no
reprimieron parcialmente la fijacion de nitrégeno. Los experimentos realizados con células
muertas por autoclave de Staphylococcus sp. sugieren gque se requiere de células vivas para que
se promueva lafijacién de nitrégeno de A. brasilense Cd. Sin embargo, para concluir lo anterior
es necesario probar el efecto de células muertas de Saphylococcus sp. sin € uso de la autoclave,

ya que es posible que la autoclave haya aterado la(s) sustancia(s) promotoras de la actividad
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diazotréfica de A. brasilense Cd y que éstas sustancias sean producto de la descomposicion de
células muertas de Staphylococcus sp.

La actividad del dializado (obtenido en medio de cultivo sin extracto de levadura) de
Staphylococcus sp. sobre la fijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd, dependié de la
concentracion en la que era incorporado. La actividad de la nitrogenasa puede ser inhibida por
altas concentraciones de nitrégeno total en el medio de cultivo (Hartmann, 1989).
Concentraciones mayores a 50 mg N/1 reprimié en un 50% la reduccion de acetileno por A.
bradense (Das and Mishra, 1982a). La concentracion de nitrogeno total encontrada en el
dializado de Staphylococcus sp (33 mg/l) fue menor a valor reportado como represor para la
actividad de la nitrogenasa. Por esta razon deducimos que la concentracion de nitrégeno total
encontrada en € dializado no fue € factor que provocd que € dializado agregado a un 100% de
Su concentracion no incrementara la actividad diazotréfica de A. brasilense Cd a compararse con
el incremento provocado por e diaizado agregado a un 25% o0 a un 50% de su concentracion.
De manera similar a nuestros resultados, filtrados diluidos libres de células de Arthrobacter
giacomelloi estimularon significativamente |a fijacion de nitrégeno y el crecimiento celular de A.
brasilense Cd, mientras que € filtrado sin diluir inhibi6 tanto a la nitrogenasa como a crecimiento
(Lippi et al., 1992). Los autores no lograron identificar la naturaleza de la(s) sustancia(s)
promotora(s).

Se logro detectar acido aspartico en el dializado de Staphylococcus sp. y se demostroé que a
agregar este aminoacido a cultivo de A. brasilense Cd en una concentracion equivaente a la
encontrada en € diadizado (0.6 mM), se incremento la fijacion de nitrogeno de la bacteria

diazotrofica. Esta bien documentado que en organismos diazotréficos, diferentes a Azospirillum,
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los aminoacidos pueden aumentar o inhibir la actividad de fijacién de nitrégeno (Hartmann et al.,
1988); Das y Mishra (1982 b) encontraron que €l &cido aspartico estimula a la nitrogenasa de 4.
brasilense Sp7 a una concentracion 2 mM, mientras que concentraciones mayores de acido
aspartico ( 10 mM) no lograron promover la fijacion de nitrégeno por A. brasilense Sp7
(Hartmann et a., 1988). La incorporacion de écido aspartico a cultivo de A. brasilense Cd,
promovio la fijacion de nitrégeno de ésta ultima de manera similar a reportes anteriores al
incorporar histidina, la cual promovié la actividad diazotréfica de varias cepas de A. brasilense
(Hartmann et al., 1988).

Bajo condiciones de tensién osmatica, los aminoacidos y sus derivados son los solutos
compatibles dominantes en organismos tan filogenéticamente diversos como bacterias
halotolerantes, plantas haldfitas, invertebrados marinos y lampreas (Yancey et a., 1982). Existen
en la literatura estudios que discuten la participacion de los aminoacidos en la fijacion de
nitrogeno bajo estas condiciones. Adicionamente se ha encontrado que la incorporacion de los
osmoreguladores glicina-betaina y N-dimetilglicina estimularon la fijacion de nitrégeno de A.
brasilense Sp7,sin embargo, no lograron incrementar € crecimiento de la cepa (Hartmann,
1988). Asi mismo, se reportd una ata correlacion entre la escasa asimilacion de estos
compuestos por parte de la cepa, con € potencia de estas sustancias como osmoreguladores: las
propiedades osmoreguladoras de A. brasilense sp7 fueron promovidas debido a la acumulacion
intracelular de estos compuestos durante condiciones de tension osmaotica (Hartmann et al.,
1991). Segun los resultados de este trabgjo, es posible que bgjo las condiciones de tension
osmotica provocadas a crecer A. brasilense Cd en e medio HGB con alto contenido de saes, €

acido aspértico haya participado como osmoregulador, promoviendo de esta manera la fijacion de
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nitrogeno bagjo las condiciones descritas las cuales normamente inhiben esta actividad. Es
necesario explorar mas ampliamente la posibilidad de la participacion del acido aspartico como
osmoregulador en la asociacion entre Staphylococcus sp. y A. brasilense Cd.

El incremento en lafijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd causado por la adicién de acido
aspartico (0.6 mM) fue menor que €l tratamiento en & cual se agreg6 a cultivo de A. brasilense
el didizado de Staphylococcus sp. dilnido a un 50% de su concentracion. Estos resultados
sugieren que e &cido aspartico es probablemente sdlo uno de los metabolitos presentes en el
diaizado con la habilidad de promover la fijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd. También es
posible que la promocién sea un resultado de la suma de los efectos de varios metabolitos todavia
indefinidos producidos por Staphylococcus sp., |os cuales se encuentran presentes en e dializado.
La adicién de la fraccion proteica del dializado de Staphylococcus sp. (obtenida a pasar €
dializado por una columna de Sephadex G25 equilibrada con agua destilada) al cultivo puro de A.
brasilense Cd, logré incrementar ligeramente y sin significancia estadistica la fijacion de nitrogeno
de A. brasilense Cd. Este experimento debe repetirse ya que € método de separacion utilizado
pudo haber reducido la actividad promotora de la fraccion proteica, a disminuir su concentracion
origina através del proceso de elucion.

El pH del dializado fue ligeramente mayor que € medio de cultivo sin inocular (6.94 para €l
medio de cultivo y 7.04 para el dializado), sin embargo, no se analizé € efecto del pH sobre la
fijacion de nitrogeno de A. brasilense Cd.

Se encontré que de manera similar a Saphylococcus sp., Saphylococcus epidermidis
promueve la fijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd. Sin embargo, Micrococcus lylae, aunque

aislada de la misma fuente, no logré incrementar la fijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd. El
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haber encontrado que otra especie del género Saphylococcw (S epidermidis,), fue también capaz
de promover la actividad diazotréfica de A. brasilense Cd sefialan e potencial de interacciones
positivas para la fijacion de nitrégeno entre los géneros Azospirillum y Saphylococcus, potencial
gue hasta e momento no ha sido evaluado. Drosdowicz y Ferreira Santos (1987) probaron €
efecto de 79 especies bacterianas sobre la actividad de la nitrogenasa de Azospirillum en
cocultivos y no encontraron correlacion entre la posicion taxondmica de las bacterias y su efecto
positivo o negativo sobre la actividad diazotréfica de Azospirillum, sin embargo sus experimentos
no incluyeron cepas del género Saphylococcus.

Es claro que los resultados obtenidos in vitro no pueden ser transferidos directamente alo que
ocurre in situ, Sin embargo, éste y otros estudios realizados en € laboratorio nos indican €
potencial y capacidad fisiol6gica de os microorganismos que nos interesa estudiar.

La promocion de la actividad diazotréfica de A. brasilense inducida en un medio con ato
contenido de sales, sugieren la inoculacion mixta de Staphylococcus sp. y A. brasilense Cd en

' plantas bajo condiciones de tensiéon salina. La liberacidon de acido succinico por Staphylococcus
sp. proveeriaa A. brasilense de una fuente de carbono contribuyendo asi a la sobrevivencia de A.
brasilense en la rizosfera. Los &cidos organicos son la fuente principal de carbono de
Azospirillum (Hartmann et al., 1988). La liberacion de écido asparico proporcionaria a A.
brasilense Cd una sustancia promotora de su actividad diazotréfica. Es probable que una

inoculacion combinada de estas cepas promueva €l crecimiento de plantas en mayor grado que

una inoculacién utilizando Unicamente a A. brasilense Cd.
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Una de las metas a largo plazo que este tipo de trabgjo de investigacion pretende lograr es la
reforestacion de suelos afectados por salinizacion en nuestro Estado y este trabgjo representa un

primer paso hacia € logro de esta meta.

CONCLUSION

Concluimos que en cultivos mixtos de A. brasilense Cd con Saphylococcus sp. lafijacion de
nitrégeno por A. brasilense Cd se incrementa significativamente. Esta promocién no se relaciona
con un incremento en e nivel poblacional de A. brasilense Cd ni tampoco con una baa
concentracion de oxigeno disuelto en los cultivos mixtos. Los resultados sugieren que la
promocion en la actividad diazotréfica de A. brasilense Cd puede ser debida parciamente a la
liberacion de écido aspéartico por células de Staphylococcus sp. El hecho de que S. epidermidis
también haya promovido la fijacién de nitrégeno de A. brasilense Cd, sefidlan la posibilidad de
interacciones positivas relacionadas con la actividad diazotréfica, entre A. brasilense Cd y
bacterias del género Staphylococcus aisladas del medio marino.

La combinacion inusua de la. bacteria terrestre A. brasilense Cd con la bacteria marina
Staphylococcus sp., bacteria no fijadora de nitrégeno aislada de las raices del mangle, puede tener
un potencial de aplicacion en e desarrollo de inoculantes mixtos sobre todo en suelos afectados
por salinizacion.

Este tipo de trabajos tienen relevancia en México y en € estado de B.C.S. ya que son trabajos

pioneros que tienen como metas a largo plazo contribuir a solucionar el problema de
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desertificacion provocado por la salinizacién y nace de la preocupacion por € deterioro del medio

ambiente, el cual ademas de ocasionar problemas de salud, incide sobre la economia del Estado.

RECOMENDACIONES

L os experimentos realizados en esta tésis no fueron suficientes para explicar por qué el nivel
poblacional de Staphylococcus sp. decae al crecer en cocultivo con A. brasilense Cd. Hasta
ahora no se han reportado efectos inhibitorios por parte de Azospirillum spp hacia el crecimiento
0 metabolismo de otras bacterias, por o que este fendbmeno requiere una investigacion mas
amplia

Se requiere determinar si es esencial la presencia de células vivas de Saphylococcus sp. para
lograr promover lafijacion de nitrégeno de A. brasilense Cd. Esta duda lograra aclararse al incluir
en e experimento células muertas por calor, sin € uso de la autoclave.

L os resultados obtenidos en ésta tésis sugieren investigar los efectos que un inoculante mixto
de Staphylococcus sp. y A. brasilense Cd pudiera tener sobre plantas hal otolerantes

Se requiere andlizar los factores que incrementaron la fijacion de nitrégeno de A. brasilense
Cd, a crecerse en cocultivo con S. epidermidis, ademas de investigar s bacterias del género
Saphylococcus en general, presentan la capacidad de promover la fijacion de nitrégeno por A.
brasilense Cd, y s esta actividad promotora se extiende también para otras especies de

Azospirillum.



Para aquellas areas de nuestro estado de Bgja California Sur afectados por salinizacion,
recomendamos su reforestacion con plantas del desierto, por ser éstas excelentes estabilizadores
del suelo superficial. Algunas de estas plantas halotolerantes podrian ser utilizadas como forraje

convirtiéndose asi en una fuente de ingresos para laregion.
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Summary- Azospirillum brasilense Cd fixed more nitrogen when grown in a mixed culture
with Staphylococcus sp., a non-nitrogen fixing bacterium isolated from mangrove roots. This
was not the result of anincreasein the bacterial population nor of decreased oxygen
concentration in the mixed culture. Under these conditions, the Staphylococcus population
declined sharply, but not because A. brasilense Cd was more effective in competing for the
available nitrogen. .

The addition of a cell-free dialyzate of Staphylococcus sp. cufture medium to the A.
brasilense culture significantly promoted the nitrogen fixing capacity of the latter. When this
dialyzate was produced by culturing Staphylococcus in N-free medium without yeast extract,
the increased dialyzate activity depended on the concentration. When diluted by volume to 50%
and 25% of its origina concentration, the nitrogen fixation of A. brasilense Cd increased
significantly; when undiluted, the dialyzate failed to enhance nitrogen ftxation.

Chemical analyses of the dialyzate by thin layer chromatography identified aspartic acid; gas
chromatography revealed succinic acid to be the major organic acid component. When
artificially added to the A. brasilense Cd culture, only aspartic acid significantly promoted the
nitrogen fixation of 4. brasilense Cd.

The nitrogen fixing ability of A. brasilense Cd increased significantly when grown in mixed
culture with the non-fixing bacteria Staphylococcus epidermidis, but not with Micrococcus
lylae, both isolated from mangrove roots.

The importarme of this finding in the context of mixed inoculants is discussed.



w

o1

-~

(o]

10

12

13

14

15

16

17

18

19

20

INTRODUCTION

Azospirillum has been found to colonize, promote growth and increase the y-ield of
numerous plant species (Bashan, 1993; Bashan and Holguin, 1995; Bashan and Levanony,
1990; Okon and Labandera-Gonzales, 1994). However, some of these effects can be enhanced
when Azospirillum is co-inoculated with other microorganisms. A higher soybean yield was

obtained when using mixed inoculants of Azospirillum and Rhizobium as compared to
inoculations of Rhizobium alone (Singh and Subba Rao, 1979). Azospirillum, by enhancing the
proliferation of root hairs, increased the susceptibility. of forage legumes to Rhizobium infection
(Yahaom et a. 1987). A dual inoculation of A. brasilense and vesicular-arbuscular mycorrhizal
fungi (VAM) increased the root biomass and the absorption of phosphorus in pearl millet
(Subba Rao et d. 1985a), barley yield (Subba Rao et al. 1985b) and the number of colonization
sites of VAM fungi in halophytic plants growing in dunes (Will and Sylvia, 1990).

Mixed inoculations with Plant-Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) can also be more
beneficial than single ones. A double inoculation of Pseudomonas sp. and Serratiaplymuthica
in tomato plants (Frommel et a. 1991), or a mixed inoculant of fluorescent Pseudomonas and a
non pathogenic strain of Fusarium oxysporum (Lemanceau and Alabouvette, 1991) significantly
decreased the incidence of Fusarium wilt as compared to single inoculations. The inhibitory
effects of several fungion spore germination was increased by mixing enzymes from the
biocontrol fungi Trichoderma harzianum and cells of Enterobacter cloacae (Lorito et al.

1993).
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One of the first commercial mixed inoculants currently under development involves R.
meliloti and the phosphate solubilizing fungi Penicillium bilaii (Rice et a. 1994); however, this
approach is facing technical, business and regulatory difficulties (Polonenko, 1994).

Nitrogen-fixation may be one of the minor mechanisms involved in plant growth promotion
by Azospirillum (Bashan and Levanony, 1990; Michiels et a. 1989). Despite the small
importarme of this mechanism to plants, the role of nitrogen-fixation in rhizocompetence,
survival in soil and interactions of Azospirillum with other rhizosphere bacteria has been
overlooked. The success of a Azospirillum inoculant in promoting plant growth will largely
depend on its survival in the hostile soil environment (Bashan et a. 1995) and on its movement
towards the host plant both in bulk soil and in the rhizosphere (Bashan and Holguin, 1994;
Bashan and Levanony, 1987). The capacity of a bacterium to fix nitrogen may improve its
survival as compared to non-fixing strains.

The interaction of nitrogen-fixing bacteria with other bacteria can inbibit or promote their
diazotrophic activity This ability to affect nitrogenase is quite common among bacteria
(Drozdowicz and Ferreira Santos, 1987; Isopi et al. 1995). The nitrogen fixing activity of
Azospirillum can be enhanced when associated with other microorganisms. The degradation of
cellulose by Cellulomonas sp. CS1- 17 provided Azospirillum sp. DN64 with a usable carbon
source to obtain energy for nitrogen fixation. The contribution of Azospirillum to Cellulomonas
1s fixed nitrogen (Halsall and Gibson, 1989). The association between different Azospirillum
species and the nitrogen fixer Bacillus polymyxa, enhanced the nitrogen fixing activity of the

co-cultures as compared to pure cultures of either Azospirillum or Bacillus. Azospirillum is
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benefited by the products which are released from the degradation of pectin by Bacillus
(Khammas and Keiser, 1992).

In preliminary observations, the nitrogen fixing activity of A.brasilense Cd increased
significantly when grown in mixed culture with the mangrove rhizosphere bacteria
Staphylococcus sp. (Holguin and Bashan, 1993), similar to when Staphylococcus sp. was
grown with the marine nitrogen-fixer Listonella anguillarum (Holguin et al. 1992). This
occurred in a medium originally devised for the isolation of marine diazotrophic bacteria (2%
NaCl) (Bashan et a. 1993). This finding looks promising for the future application of mixed
inoculants of Azospirillumin salt-affected soils.

The ongoing objective of this work is to explore factors responsible for enhanced nitrogen
fixation caused by the interaction between these bacteria. This should serve as the first step in
devising a mixed inoculant of Azospirillunt designed for salt-affected soils. A preliminar-y

account of this study hasbeen published elsewhere (Holguin and Bashan, 1993).

MATERIALS AND METHODS

Bacteria

Aczospirillum brasilense Cd ATCC . ....and Saphylococcus sp. BARA9O 10 (Holguin et .

1992) isolated from mangrove roots were used in all experiments.
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Isolation and identification of other non-fixing mangrove rhizosphere bacteria
The isolation site in Balandra lagoon, Bgja Cdifornia Sur, Mexico was described by
Pedrin-Avilés et al. ( 1990) and Holguin et al. (1992). The sampling of mangrove seedlings
[Avicennia germinara (L.) Stern], preparation of roots, bacterial emichment and isolation
procedure, were as previously described (Holguin et al. 1992). Rennie’s medium (Rennie et al.
1981) was used as enrichment and growth medium. Rennie€'s medium was modified and
consisted of three components: i) K,HPO,.3H,0, 2.7g; KH,PO,, 0.2g; NaCl, 15g; Na,FeEEDTA,
28.0 mg; Na,Mo00,.2H,0, 25.0 mg; yeast extract, 100.0 mg; mannitol, 5.0 g; sucrose, 5.0 g;
distilled water, 900 ml; i) 3 ml of a calcium lactate solution (3.52g dissolved in 30 ml of water);
iii) MgSO,.7H,0, 3.0 g; distilled water, 100 ml. The solutions were autoclaved separately and
mixed after cooling. Biotine (5 pgl") and p-aminobenzoic acid ( 10 pgI™), sterilized by
filtration, were added to the previous mixture. The pH was adjusted to 7.3 with NaOH.

Species identification was done by FAME analysis through gas chromatography of cell fatty
acid methyl esters that have achain length between 9 and 18 carbons long (Sasser, 1990).
FAME analysis was carried out as a commercial service by Dr. JW. Kloepper's |aboratory,
Auburmn University, Alabama, USA.  Strain BA9302 was identified as Staphylococcus
epidermidis and BA9303 as Micrococcus lylae, the later was isolated by a modified medium

devised for the isolation of phosphate solubilizing bacteria (Sundara Rao and Sinha, 1963).

Growth conditions of A. brasilense Cd and Staphylococcus p.

A. brasilense Cd was grown in 50 ml of Nutrient Broth (Merck) supplemented with 2% NaCl

21 under rotar-y agitation ( 120 rev min™) for 18 hours at 30°C in 250 ml Erlenmeyer flasks. The



1 culture was washed three times at 4°C under sterile conditions a 1700 x g for 10 min with
2 phosphate-buffer-sde (PBS) 0.08M supplemented with NaCl 0.05M, final pH 7.2. The optical
3 density of the bacterial culture was adjusted to 1.0 at 540 nm with PBS, corresponding to 5 X 10’
4 cfu ml". One ml of this bacterial suspension was inoculated into 60 ml serum bottles sealed with
5 cotton stoppers and containing 13 ml of semi-solid (0.05% agar), N-free HGB medium (Holguin
6 et al. 1992) (athough this medium contains 2% NaCl and 0.01% of yeast-extract which was
7 added as a starter for growth) and incubated without movement- at 30C for 48 h. The
8 non-nitrogen fixing bacterium, Staphylococcus sp. (Holguin et al. 1992) was grown and washed
9 similarly to A. brasilense Cd. The optical density of the culture was adjusted to 1.8 at 540 nm
10 corresponding to 4 X 10° cfu mI”'. Two ml of this suspension was aseptically added to the bottles
[l containing 14 ml of the 48-hour-old culture of A.brasilense Cd. Bottles containing 16 ml of pure

12 culture of Azospirillum or Staphylococcus sp. were used as control.

13 Acetylene reduction assay (ARA)

14 The ARA was performed as previously described (Holguin et a. 1992). As a first
15 evaluation, the acetylene reduction of A. brasilense Cd in pure and mixed culture with
16  Staphylococcus sp., was evaluated 24, 48, 72, and 96 h after inoculating Staphylococcus .
17 into the A. brasilense Cd culture. A different set of bottles was used for each reading. In
18 subsequent experiments, acetylene reduction was evaluated after only 96 h. The amount of
19 ethylene produced is expressed as nanomoles ethylene per culture or per cell in a 24 hour
20 period. To caculate the total amount of ethylene produced per cell, we divided the total

21 amount of ethylene produced per culture, by the total number of living bacteria present in the
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culture both values expressed in log numbers. In some experiments the results are expressed as

percentage of increase over the control, considering the control as 100%.

Bacterial counts of A. brasilense Cd and Staphylococcus sp.

Bacteria were counted by the conventional plate count method on solid HGB medium for A.
brasilense Cd and on “ Agar for staphylococci No. 110" (Bioxon, Mexico) for Staphylococcus
sp. The counting was performed in pure and mixed cultures of both bécteria after 24, 48, 72,
and 96 h of inoculating Staphylococcus sp. into the Azospirillum culture. Bacterial counts of

Saphylococcus sp. grown in HGB medium without yeast-extract were also determined.

Determination of oxygen concentration in the cultures

The oxygen concentration was measured in pure and mixed cultures using an oxygen meter,
model 54 ARC (Yéellow Springs Instruments, USA) as previoudly described (Holguin et al.
1992) and by a modification of the Winkler method (Williams and Jenkinson, 1981) after 96

hours of inoculating Staphylococcus sp. into the Azospirillum culture.

ARA of A. brasilense Cd in pure and mixed cultures with Staphylococcus sp. contained inside

16 a dialysis tubing

17

18

19

20

Saphylococcus sp. suspension was centrifuged at 1700 x g for 10 min at 4C, the supernatant
was discarded and the cells were resuspended in haf of its origina volume infresh HGB
medium. Two ml of this two fold concentrated suspension was aseptically put inside a dialysis

tubing (Sigma, pore size of 12 000 daltons). The tubing containing the bacteria was tightly
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closed with a sterile thread and immersed into 14 ml of 48 h old cultures of A. brasilense Cd
contained in 60 Ml serum bottles. The three controls were: i) pure culture of A. brasilense Cd,
i) amixed culture of A. brasilense Cd and Staphylococcus sp., and iii) an empty dialysis tubing

immersed in an A. brasilense Cd culture. ARA of the cultures was performed after 96 h.

ARA of A. brasilense Cd after adding a cell-free dialyzate of Staphylococcus sp.

The acetylene reduction of A. brasilense Cd was evaluated in pur& culture compared to the
addition of either a cell-free didyzate of Staphylococcus sp., or dead cells (autoclaved) of
Saphylococcus sp. to the Azospirillum culture. The dialyzate was obtained by introducing the
previoudy described two fold- concentrated suspension of Staphylococcus sp. inside a dialysis
tubing immersed in the same volume of HGB medium. After 96 h of incubation at 30°C under
stirring conditions, the tubing was discarded, the dialyzate was recovered and 2 ml were added
to the bottles containing 14 ml of Azospirillum culture. After additional incubation of 24 h at

30°C, acetylene reduction was determined.

Evaluation of the activity of the dialyzate produced by growing Staphylococcus sp. in HGB
medium without yeast-extract,

The anaysis of the chemical composition of the dialyzate required the removal of the
yeast-extract from the medium. However, it was not known if itS exclusion interfered with the
promotion of the acetylene reduction of Azospirillum. Thus, we evaluated the promotional

activity of the dialyzate produced by culturing Staphylococcus sp.in HGB medium without
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yeast extract. The obtained dialyzate was added to the A. brasilense Cd cultures at the

following concentrations. 100% (non-diluted) 50% and 25% (diluted by volume in PBS).

Amino acid and organic acid analyses of the cell-free dialyzate of Staphylococcus sp.

Total concentration of amino acids in the dialyzate was determined according to Rosen’s

. method (1957). The qualitative determination of the amino acid composition of the dialyzate

was done by i) one dimensional, ii) two dimensional thin layer chromatdgraphy (TLC) on silica
gd, (Al Sl G, 250 um layer) and iii) in automatic TLC using the latroscan chromatographic
analyzer (MK-5 TLC-FID, latron Laboratoties Inc., Tokyo, Japan). Separation of amino acids
on one dimensional TLC was done either with Solvent 1, [phenol+water (75:25, v/v)] and
Solvent 1l [2-propanol + ammonium hydroxide (55:45, v/v)]. Since these two solvents gave
good resolution, two dimensional TLC was run first with solvent 1, followed by solvent I1. The
solvents used for automatic TLC were either Solvent Il or Solvent Ill [2-propanol +
Ammonium hydroxide (70:30, v/v)]. The Pauly's reagent was used to detect tyrosine and
histidine, the Sakaguchi’s reagent for the detection of arginine, and the Ehrlich’s reagent for the
detection of tryptophan (Robyt and White, 1987). Non-inoculated medium was used as
control. Automatic TLC analyzer was used for the quantitative determination of the amino
acids found in the diayzate. A common amino acid analyzer could not be used since the
dialyzate contained high concentrations of salts which interfere in the analysis. The removal of
the salts required a column not available in our laboratories. Total nitrogen in the dialyzate was

quantified by the Kjeldahl method using a Kjeltec Auto-1030 analyzer (Tecator, Sweden).
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The qualitative and quantitative analysis of volatile (acetic, propionic, butyric, isobutyric,
2 vaeric, isovaleric, caproic, isocaproic and heptanoic) and non-volatile organic acids (pyruvic,
3 lactic, oxalacetic, oxalic, malonic, methylmalonic, fumaric and succinic) possibly present in the
4 dialyzate was performed by gas chromatography (GC) using highly graded Sigma chemicals as
5 standards. The extraction was done according to Smibert and Krieg (198 1). 0.5- 1.0 ul samples
6 were injected ina Varian 6000 gas, chromatograph (Varian Instrument Group, USA) equipped
7 with a hydrogen flame ionization detector (FID) operated under the fellowing conditions. A
8 "Fused Silica" capilhuy column (Nukol, USA) (15m, 0.53mm internal diameter and 0.5;m film
9 thickness), an initia column temperature of 70°C for a period of 5 min, followed by an
10 increasing rate in temperature of 8°C min™ to reach aconstant level of 140°C for a period of 5

11  min (this program in temperature control was run for every injection), an injector temperature
12 of 240°C, a detector temperature of 240°C, N, carrier gas and H, for the FID were used &t a

13 flow rate of 2 ml min™ and 30 ml min™', respectively, and an air flow rate of 300 ml min™.

14 Effect of the addition of aspartic and succinic acid on the acetylene reduction of A. brasilense
15 Cd

16 Separate solutions were prepared containing full and half concentrations of aspar-tic and
17 succinic acid found in the dialyzate ( 1.2 mM and 0.6 mM for aspartic acid, and 15.3 mM and
18 7.6 mM for succinic acid), and added (two ml) separately to 14 ml of A. brasilense Cd cultures
19 and incubated for 24 h at 30C after which the ARA was performed. Addition of a diluted

20 diayzate (50% by volume) to A. brasilense Cd culture was included as a control.

BNTRO 1NTERGISCIPLINARIO DE
CIENTTAZ MARINAS

BICLI2TECA

L2.N.
DONATIVO
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The effect of co-culture with Staphylococcus epidermidis and Micrococcus lylae on the

2 acetylenereduction of A. brasilense Cd
3 S. epidermidis and M. lylaé were both grown and tested in co-cultures with A. brasilense
4 Cd, smilarly to Staphylococcus sp., to anayze their effect on the diazotrophic activity of

(&a]

Azospirillum. An ARA was performed after 96 hours of incubation.

6 Experimental design and statistical analysis -

7 All experiments were repeated at least twice and commonly two to four times each. Each
8 treatment included a minimum of three replicates. The ARA included at least six replicates per
9 treatment where a replicate consisted of one culture. Data presented are the means of all
10 replicates from all experiments showing similar trends accompanied by standard error values.
11 Significance for two sample analyses was determined by Student’'s t-test at P < 0.05. For
12 experiments which included several treatments, significance was determined by One-Way
13 Anayss of Variance (ANOVA) at P < 0.05. Data in percentages was transformed to are-sin
14 before analysis.

15 RESULTS

16  Nitrogen fixation of A. brasilense Cd in pure and mixed cultures with Saphylococcus sp. at
17 different incubation times

18 Nitrogen fixation of A. brasilense Cd was significantly increased in mixed culture with
19 Staphylococcus sp. as compared to pure culture after 24, 48, 72 and 96 h of incubation.

20 (Fig. 1A).
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1 Nitrogen fixation per cell of A4. brasilense Cd showed a similar significant increase as

2 compared to pure culture, at all incubation times (Fig. 1 B).

3 Population levels of A. brasilense Cd and Staphylococcus sp. in pure and mixed cultures at
4 different times of incubation

5. No significant differences were found on the population levels of A. brasilense Cd in pure -
6 and mixed cultures with Staphylococcus sp. after 24, 48, 72 and 96 h of incubation (Fig.2A).

7 The population level of Saphyfococcus sp. when grown in pure culture with yeast-extract
8 remained stable through the whole incubation period (Fig.2B). However, when grown without
9 yeast extract, the population level after 96 h was significantly lower than when grown with
10 yeast extract. When grown in mixed culture with A. brasilense Cd , the bacterial counts of

Il Staphylococcus sp were even lower | showi ng a drastic decrease in the population (Fig. 2.B).

12  Dissolved oxygen concentration in pure and mixed cultures of A. brasilense Cd
13 The concentration of oxygen in mixed cultures of A. brasilense Cd was found to be

14  significantly higher than in pure cultures after 96 h of incubation (Fig.3) using the two different

15 oxygen determination methods.

16  Nitrogen fixation of A. brasilense Cd in pure and mixed cultures with Staphylococcus sp. cells
17 contained inside a dialysis tubing
18 Nitrogen fixation of A. brasilense Cd culture was significantly higher when associated with

19 Staphylococcus sp. contained inside a dialysis tubing as compared to the treatment which
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I included A. brasilense mixed with Staphylococcus sp. in free association. The latter mixture
2 showed also asignificant increase in the nitrogen fixation of A. brasilense as compared to pure

3 culture. The dialysistubing had no effect on the nitrogen fixation of A. brasilense Cd (Fig. 4A).

4 Nitrogen fixation of A. brasilense Cd culture when mixed with a cell-free dialyzate of
5 Staphylococcus sp.

6 Nitrogen fixation of 4. brasilense Cd was significantly higher when-mixed with a cell-free
7 dialyzate of Staphylococcus sp. as compared to pure culture. The addition of dead cells of
8 Saphylococcus sp. to the Azospirillum culture had no effect on the nitrogen fixation of the

9 latter (Fig. 4B)

10 Nitrogen fixation of A. brasilense Cd culture mixed with a cell-free dialyzate of
Il Staphylococcus sp. cultured without yeast extract.

12 A 50% and 25% diluted dialyzate of Staphylococcus sp. significantly and similarly promoted
13 nitrogen fixation of A. brasilense Cd as compared to pure culture (Fig.4C). However, a

14 non-diluted dialyzate (100%) had no effect on the nitrogen fixing capacity of A. brasilense Cd.

15  Amino acid, organic acid analyses, total nitrogen and pH of the cell-free dialyzate of
16 Saphylococcus sp.

17 The total amino acid concentration of the diayzate was found to be 295.33 + 19.55 pg ml™.
18 By separating the samples in an automatic TLC analyzer (Solvent 111) and by the additiona use

19  of the Pauly, Sakaguchi and Ehrlich reagents, we were able to discard the presence of several
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amino acids in the dialyzate such as tyrosine, histidine, arginine and tryptophan. However, the
automatic TLC performed in rods and one dimensional TLC performed on silica gel plates were
not able to distinguish between aspartic acid, leucin. valin, methionine and isoleucine which
gave similar Rf vaues. Two dimensional TLC on silica gel plates (Solvent 1l followed by
Solvent 1) established that only aspartic acid was present in the Staphylococcus dialyzate (Fig.
S5A). This results were further confirmed by automatic TLC in solvent Il (Fig5D.E). The
concentration of aspartic acid in the dialyzate was found to be 160 pg m¥' (1.2 mAf).

The determination of possible organic acids in the dialyzate by GC detected mainly succinic
acid in the dialyzate at a concentration of 1806+53ug ml' (15.3 mM) (Fig. SB.C). Malonic
acid was also detected at a concentration of 97 pugml'. The analysis did not detect any
non-volatile organic acidsin the dialyzate.

The concentration of total nitrogenin the dialyzate was 33+5pugml' The pH of the
dialyzate showed a slight but significant increase averaging 0.11 units abovethe pH in
non-inoculated medium. No amino acids or organic acids were found inthe non-inoculated

medium.

16 FLffect of aspartic, succinic acid and the mangrove rhizosphere bacteria Staphylococcus

epidermidis or Micrococcus lylae ott the nitrogen fixation of A. brasilense ('d

The addition of aspartic acid (0.0 mAf) to the A. brasilense Cd cultures significantly
mcreased the nitrogen fixation of A:zospirillum as compared to pure culture (Fig. 6). The
addition of 0.2 mM did not affect the nitrogen fixing activity of Azospirillim tlowever. the

nitrogen fixation of A. brasilense Cd mixedwith the diluted dialyzate was significantly higher
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than the treatment which included only the addition of aspartic acid. The addition of succinic
acidin both concentrations had no effect on the nitrogen fixation of Azospirillum (data not
shown).

Nitrogen fixation of A. brasilense Cd was significantly increased when grown inmixed

culture with Staphviococcus epidernzidis (Fig.6). but was unaffected when co-cultured with

Micrococcus /y/ae (data not shown).

DISCUSSION

The concept of multi-organism inoculants as an agricultural practice superior to
single-organism inoculation is decades old. Yet. to date, no commercial inoculant of this type
exists on the market. The biotechnology industry is still struggling with the practical aspects ot
the concept (Polonenko,1994), while attempts at combining fungi and bacteria are inthen
initial stages (Rice et a. 1994) or being developed into the concept of “helper bacteria’ in
ectomycorrhizac inoculation for forestry (Garbaye 1994; Li et a. 1992; Lindermannand
Paulitz, 1990). As far as we know, no inoculant composed of two bacterial species (apartfrom

amixture of strains from the same species) passed the experimental stage.
Although the inoculation of plants with PGPR may occur naturally, it is mainly an artificial
agricultural procedure. As such, Azospirillum species originated from Brazil, Pakistan and Irak
are inoculated onto plants that were probably never esposed to these species before like the
inoculation of the giant cardon cactus in Mexico (Puente and Bashan, 1993) or weeds intsrael
(Bashan andHolguin, 1995). Thus, novel combinations of A-ospirillum with other bactena

from diverse sources (even with bacteria that do not co-esist in the same ecological nichesin
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nature) should be evaluated since they may have apotential as future inoculants. As an
example for such anapproach, Stnphylococcus sp., a marine non-N, fixing mangrove
rhizosphere bacteria was found to increase the nitrogen fixation of the mangrove rhizosphere
nitrogen fixer Listonella anguillarum (Holguin et al. 1992). Preliminary experiments showed
that it can exert this capacity over the terrestrial Azospirillum as well and evenin a greater
magnitude.

Nitrogen fixation is one of the main characteristics of A:ospi’r;llum cells although it 1s
probably a minor mechanisn in plant growth enhancement (Bashan.1993). Tbe combination of
Azospirillum and Staphylococcus sp.in co-culture was chosen as a first step and as possible
model for the further de clopment of mixed inoculants. especially to be used under the
salt-stressed conditions foundin man y semi-arid Soils.

We found that in mixed culture. Snphylococcus sp is capable of promoting the nitrogen
fixation of A. brasilense Cd. This promotion was not accompanied by a parallel growth of
Azospirillum populations. [.ikewise. Drosdowicz and Ferreira Santos ( 1987) found that out of
50 Gram-negative and 29 Gram-positive bacteria, only six affected the growth and nitrogen
fixation of either A. brasilense Cdor A. lipoferum Brl7. They concluded that the stimulation or
inhibition of nitrogenase activity resulted from the direct action of the “factor(s)” on the
enzyme's activity or synthesis butnot from its effect on the growth of Azospirillum cells.

The association of A.hrasilense Cd and Staphylococcus sp.is beneficial for Azospirillum,
but harmful for the survival of Staphviococcus sp. No explanation has yet been found for this

phenomenon. We discarded the notion that Azospirillum was more competitive al scavenging

the small amouiit of nitrogen available in the growth medium . since the survival of
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Staphylococcus was good in pure culture, evenin a completely nitrogen-free medium. A
Similar phenomenon was detected in the association between A. brasilense Cd and
Arthrobacter giacomelloi: a cell-free filtrate of A. brasilense Cd was found to inhibit the
growth of the former (Lippi et al. 1992).

Our attempt to relate the increased nitrogen fixation to reduced oxygen concentration in the
mixed culture (which would be favorable to the microaerophylic Azospirillum), revealed that
the oxygen concentration n mixed cultures was higher than the optimal concentration for
nitrogen fixation of Azospirillum (0.6-8uM) (Hurek et al. 1988). Batch cultures of A.
hnlopraeferens and A. /ipoferum grown under stirring conditions in electronically regulated
oxygen pressure, did not fix any detectable amount of nitrogen when incubated at 10 and 12
uM dissolved oxygen, respectively (Hurek et a. 1987) unlike A. brasilense Cd in our
esperiments.  This difference can probably be explained by the non-static culture conditions in
the study of Hurek et al. (1987) which did not allow the formation of self created oxygen
gradients and cell aggregates which permit the formation of microenvironments suitable for
nitrogen fixation (Okon et al. 1983).

Since the concentration of dissolved oxygen was higher inmixed culture than in pure
culture, we concluded that osygen was not a major parameter responsible for the promotion in
nitrogen fixation. This does not exclude the possibility that the mixed culture provided culture
conditions which indirectly increased the tolerance of nitrogenase to higher concentrations of
oxygen. Mixed culture samples of A. brasilense and Arthrobacter giacomelloi showed high

nitrogenase activities under otherwise inhibiting oxygen concentrations. These results were not
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related to anincrease in the oxygen uptake of the mixed cultures and thus do not support the
hypothesis of a respiratory protection in thismixed culture (Cacciari et a. 1989).

Separating A. brasilense Cd from Staphylococcus p. by dialysis tubing in the mixed culture
and using cell free diayzates of Saphylococcus sp. helped us to conclude that low molecular
weight substance(s) leaking out of the dialysis tubing was responsible for the promotion in the
nitrogen. fixation of Azospirillum. The enhancementin ethylene production of Azospirillun
when associated with Staphylococcus contained inside a dialysis tubing as compared to the
ethylene production of Azospirillum mixed freely with the cocci in the culture, suggests that this
promotion might be due to the removal of high molecular weight inhibitory product(s)that did
not pass through the membranes.

The activity of the Staphylococcus sp. didlyzate on nitrogen-fixation (obtainedunder
yeast-extract-free medium) was found to dependon its concentration. The concentration of
total nitrogen found in the dialyzate (33 mg 1"') did not repress nitrogenase. Only concentrations
above 50 mg N I"' repressed acetylene reduction in A. brasilense (Das and Mishra.1982a).
Similarl to our results, diluted cell-free filtrates of Arthrobacter giacomelloi significantly
stimulated A. brasilense nitrogenase activity andcell growth, whereas the whole tiltrate
inhibited both the activity and growth (Lippi et a. 1992).

It has been well documented with other diazotrophic microorganisms that amino acids
influence nitrogen fixation activity (Hartmann et al., 1988). Das and Mishra (1982b) found
aspartic acid to stimulate nitrogenase activity of A. brasilense Sp7 a 2 mM concentration,
while higher levels of aspartic acid ( 10 mAf) did not promote nitrogen fixation of 1 hrasilense

Sp7 (Hartmann et a., 1988), astrain closelv related to strain Cd used in this study. The
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incorporation of aspartic acid, which was the sole amino acid found in the Staphylococcus sp.
diayzate, into the A. brasilense Cd cultures promoted its nitrogen-fixation similarly to histidine,
which promoted nitrogen fixation in several strains of A. brasilerae.

The addition of the osmoregulators glycine-betaine and N-dimethylglycine stimulated
nitrogen-fixation in A. brasilense Sp7 at osmotic stress, but not bacteria\ growth (Hartmann,
1988). The low utilization of these compounds for growth correlated well with their potential
as osmoregulators: the osmoregulatory properties of A. brasilense $p7 were enhanced by
allowing the intracellular accumulation of these compounds during osmotic stress (A. brasilense
spp. are known to be halotolerant strains) (Hartmann et al. 1991). It is possible that under the
osmotic stress provoked by growing A. brasilense Cd in HGB medium with high salt content,
aspartic acid. played the role of osmoregulator promoting nitrogen- fixation under otherwise
stressful conditions. Amino acids and their derivatives are the dominant solutes in such
phylogenetically diverse organisms as salt-tolerant bacteria, halophytes, marine invertebrates
and hagfishes (Yancey et a. 1989). This question needs to be further explored.

The enhancement in nitrogen fisation of A. brasilense Cd by the addition of aspartic acid
alone was lower than by adding the diluted dialyzate. This suggests that aspartic acid is
probably only one of the metabolites in the diayzate which have the ability to promote
nitrogenase activity. It is also possible that this promotion results from the interaction between
several undetected metabolites produced by Staphylococcus sp. which may be present in the
dialyzate.

When Drosdowicz and Ferreira Santos ( 1987) tested the effect of 79 bacterial species on the

nitrogenase activity of Azospirillun i co-cultures, they found no correlat ion between bacterial
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taxonomy and its positive or negative effect on the diazotrophic activity of Azospirillum.
However, the fact that another staphylococcus isolated from the mangrove rhizosphere
Staphylococcus epidermidis was also capable of promoting the diazotrophic activity of A.
brasilense Cd point out the potential of positive interactions between the genera Azospirillum
and Staphylococcus, which to the best of our knowledge was not evaluated before.

In conclusion, mixed cultures of A. brasilense Cd with either the non-N,-fixing bacteria
Saphylococcus sp. or Saphylococcus epidermidis significantly enhanc®d its nitrogen fixation.
The enhancement was probably partly due to the release of aspartic acid from Staphylococcus

sp. cells.
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LEGENDS TO FIGURES
Fig. 1. Nitrogen-fixation Ethylene production per culture (A) and per cell (B) of A. brasilense
Cd in pure culture and in mixed culture witb Staphylococcus sp., at different incubation times.
Every pair of points at each incubation time and in each sub-figure, denoted by a different letter,

differ significantly at P<0.05 by Student’ st-test.

Fig. 2. Population level of A. brmilense (A) and of Staphylococcus sp. (B) in pure culture, in
mixed culture, and in medium without yeast extract at different incubation times. Bars represent
SE. In sub-figure A, every pair of points at each incubation time denoted by a different letter,
differ significantly at P<0.05 by Student’s t-test. In sub-figure B, points denoted by a different

letter differ significantly at P<0.05 in one-way ANOVA.

Fig. 3. Dissolved oxygen concentrations in pure cultures of A. brasilense and in mixed cultures

*with Saphylococcus sp. after 96 hours of incubation. Bars represent SE. Columns denoted by a

different letter differ significantly at P<0.05 by Student’s t-test. Data presented was obtained by

the method of Williams and Jenkinson (1982).

Fig. 4. Percentage of increase in the nitrogen-fixation production from pure culture of A.
brasilense under different treatments involving interactions with Staphylococcus cells or
Staphylococcus products. Columns in each subfigure denoted by a different letter differ
significantly at P<0.05in one-way ANOVA. Bars represent SE. Numbers above pure culture

columns indicate the actual ethylene emission from that culture expressed as nanomoles of
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ethylene produced in 24 h. These numbers ser-ve as the base lines of the calculations presented

in this figure.

Fig. 5. Computer enhancing image of two dimensional TLC of amino acid standards and a
dialyzate sample runon slica gel plate (A). Computer enhancing image of organic acids
separation obtained by GC, control (B), and diayzate sample (C). Computer enhancing image

of amino acids separation obtained by automatic TLC, dialyzate sample (D) and standard (E).

Fig. 6. Percentage of increase from pure culture in nitrogen fixation of A. brasilense under
different treatments: in pure culture, in mixed culture with S. epidernzdis, with aspar-tic acid,

with dialyzate of Staphylococcus at 50% concentration. Columns denoted by different |etters
differ significantly at P<0.05in oneeway ANOVA. Bars represent SE. Numbers above pure
culture columns indicate the actual ethylene emission from that culture expressed as nanomoles
of ethylene produced in 24 h. These numbers serve' as the base lines of the calculations

presented in this figure.
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&QM CENTRO DE INVESTIGACION SOBRE FIJACION DE NITROGENO

January 25, 1993

Dr. Yoav Bashan, Head

Department of Microbiology
National Researcher of Mexico

Centro de Investigaciones Biologicas
Division. de Biologia Experimental
Apdo. 128, La Paz, Bgja Cdifornia Sur,
Mexico 23000

Dear Dr. Bashan:

Thank you for your letter — yes, indeed, the poster presented by Gina Holguin did win a prize!
We are sorry your group could not be present at the Gala dinner and accept the prizein person.
1 did not bring the prize home with me but 1 will contact Dr. Rafael Palacios' office and ask his
assistant to forward this award on to Ms. Holguin.

Thanks for coming to the meetingand 1 shall look forward to seeing you again oneday! Please
give our congratulations to Gina as well.

Sincerely ,

et

Vicki Newton

APDO. POSTAL 565-A CUERNAVACA, MOR. MEXICO TEL (73) 139877 TELEX 173425 CiIFNME Fax173) 17558:
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INCREASING THE NITROCEN-FIXING ACTIVITY OF AZOSPIRIILLUM BY MIXED
CULTURING WITH STAPHYLOCOCCUS SP.

CINA HOLGUIN AND YOAV BASHAN
DEPARTMENT OF MICROBIOLOGCY, THE CENTER FOR BIOLOCICAL RESEARCH (C:Y)
LAPAZ, P.O. BOX 128. B.C.S.,MEXICO 23000

Itisgenerally assumed that the enhancement of plrnt growth by
inoculation with Azospirillua is not the result Of nitrogen fixatio=n
(8ashan« ««=t al 1989). Nevertheless, the importance of N,-f ixation (0 :re
metabolism Of the bacteria itself should not beoverloocked. N,~fixaz:c=
may contribute to rhizocompetence and/or interactions Vith other
rhizobacteria (Bashane ==Nd Levanony, 1990=. inthir project, ve= z&tclg
hou Staohvlococcus SpP., ..mangrove rhizosphere bacteria, affeczsihe.
fixazion Oi A. brasilense.

In our rtudy, the mangrove-rhizosphere Stashvlococcus sp. sigaif:carn-.
z=NhnCNd N,-fixation of A. brasilense Cd whengrown in mirad culture
(Fig.l). These substances may be products Of the degradation of
Staphvlococcus cells (as implied Dy the decrease in popukti on observez
when this bacteria was grown Vvith the Azospirillum culture) or may be
by-products of Stanhvlococcus metabolism. Further enhancenent of N,-
fixrtion by Azosoiri llum when_Staphvlococcussp. was contained I NS ide
the dialysis tubing, physically separatedfrom Azospirillum, suggests
thes= = ffoct of the releasing Of low molecular weight substances by

St aohyl ococcus.

Thesz =enhrnernenz of N,-fixation vas not due ta anyincrease in the
Azospirillum popul ation, as observed by the non-significant differen: .-
the population levels (Fig.2). The lov population level of
Staphylococcus suggests that Azospirillumwas not providing the full
requirements of nitrogen to the non-fixing bacteria.
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Bashan Y andlevanonyH (1990) Can.J. Microbiol. 36. $591-608.
Bashan et (1989) can.J. Boz. 67, 2429-2434.
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AZOSPIRILLUM FIXES MORE NITROGEN WAEN INTZRACTING WITH THE MANGROVE
RHIZ08PHEREZ BACTERIA BTAPRYLOCOCCUB BP.

Gina HoIqU|n and Yoav Bashan. Deparirent g: ,;g,gpiglggx.
Division -r *xperimental Biology. The Center Biological
_1_2_84_&:_._5_(.;5_._._.‘.1:2&129_2.3_9_9&

Enhancenent of plant growth by Azespirillum may not be the result
of nitrogen-fixation (Bashan and Lavanony, 1990: Bashan ==t al.
1989). Further investigation is required to underatand the-role of
nitrogen-fixation in rhizocomptttnce and its {nfluence on
intoractions between Azospirillum and other rhizosphere bacteria.

Thc rhizosphere beneficial bacteria Azospiriliun is capable
of sustaining nutually beneficial interactions vith other bacteria
vhtn grovn in mixtd culture. Ctllulose breakdown by Celluloropas
(Halsall and Cibson, 19892) and pectin deqradation by Bacillus
(Khanmas and Keiser, were cnhanced ¢n tho prostnce of
Azospirillum . In both cases, _Azospirillym probably fixedenough
surplus nitrogcn to tnhance these processes.

In this study, the mangrove-rhizosphere Staphylococcus sp.
{ltolguin et al. 1992) significantly enhanced .Yy =zfivation of
R i Cd vhen grovn inmixed cultura. Low molecular vtight
substanccs originating fron Staphvlogoccus sp. appear to Dbe
responsibla for this cnhanccnent.. These low nolecular weight
substances are probably by-producta of staphylogcoccus metabolism.
The increased nitrogcn fixation dctcctcd here was not due to any
increast in Azespirillum popul ation. The decreased population CS
Stapbylococcus suggests that Azespirillum was not providing all
the nitrogan requirements to the non-fixing bacteria.

PROPOSALS

(1) lov =olecular weight substances released from Staphvlococcus

sp. enhanced Ny-fixation of Azospiri{llum.
(ii) Aczospirillum can benefit fron intcractlons Vvith other

rhizosphere bacteria, regardless their environmental origin.
(iii) Azospirilium can not fulfill the entire nitrogen requirements
of Staphv]lococcus.

Basghan, Y. and Levanony. H.(1990) Can. J. Microbiol. 36:591-608.
Bashan et al (1989) Can. J. Bot. 67:2429-2434.

Hal sal |, D.M.and Cibson, A.H. (1989) sSoilBiol.Bicchem. 21:1037-
1043.

Hol quin et al (1992). FEMS Microbiocl. Ecol. 110:207-216.
Khaznas, XK.M.and Kaiser, P. (1092). Can. J. Micrcbiol.3B:794-797.
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MIXED BACTERIAL INOCULANTS AND MICRO - ENCAPSULATED
SYNTHETIC INOCULANTS: PRESENT STATUS AND FUTURE PROSPECTS

Y. _Bashan, G. Holguin, & A.Carrillo

Deparmert of Microbiology. The Center for Biological Research (CIB), La Puz, P.O. Bux
128, B.C.5.. 25000 Mexico

The immediate outcome of plant inoculation with beneficial bacteria isthat shortly
atter the bactena are inrroduced in che soil. rhe bactenal numbers usually decline progressively
{1]. Thus. the major role of the inoculantis co provide 3 temporary and dependabie

emvironment to help the bacteria avoid destruction in the soil [2].

OPTIMAL CHARACTERISTICS OF A CARRIER FOR INOCULANTS

[deally. a good carmier should: 1. deliver the nght number of viable cells which are in
good physiolovical shape at the appropriate time. 2. have a high warter-holding capacity (for
wet camers). 3. be nearly sterile or easily stenlized. 4. be as chemically and phvsically uniform
as possible. 3. be non-toxic, biodegradable and non-polluting, 6 thc pH be easy to adjust. 7.
be consistenc in quality, vet allows the addition of nutrients, 8. provide rapid and/or controiled
release ot baciena inta the soil. 9 be easily mixable borh in che factory and on che farm, 1Q. be
easily manutaciured by the existing biotechnolovy industrv, || be suitaple for as many
bactenal species and/or strains as possibie. 1I. be made of araw matenal thatis in adequate
supply and reasonabiv priced. 15 have a sutficient shelf-life, [< be easv co use and 2pply with
standard agrotechnical machinery. 15 and finallv. a good camer should not pose anv
environmental rsks such as dispersal of cells to the atmosphere oc co the ground water
{5..3)Nacurallv. no carrier has allthese qualities. bur it should have as many as possibls. A
“super-noculant ' such as the one descnioed 1tcove 15 theoreucally possicle However, to date.
no Kaown effor has besn made to svnthesize 1 cumer with supenior characiensics. probativ
because of the cost invoived. Most raw matenals for commercial carmiers are cheap and
abundant ( peat and vermiculite).

Although pezt lormulations are the carier of choice. new trends in formulations using
unconventonal svatienc matenais are bemny slowlv introduced. using polvmers tlike duinate
which orfer suosianual advantages over peat. The encapsufation Of TuCroorg2rusms s oniv

expenmentaiin the fdeld of inoculation technolowy To the best of our knowledge, there 1s no
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commercial product that uses ths technology. These tormulations encapsulate the living cefls. -
protect the microorganisms against many environmental stresses and release them to the soil
gradually when che polymers are degraded by soil microorganisms. They can be stored dried
at ambient temperacures tor proionged penods, offer a consistent batch quality and a bertter
defined environment for the bacteria, and un be manipulated easily according to the needs of
the specific bactenia. These inoculants un be amended with nutrients to impmv c the
short-term survival of the bacteria upon inoculation. However, they are rather expensive

relative to peat-based inoculants and require more bio-technical handling by the industry [2].

ENCAPSULATED FORMULATIONS: MACRO AND MICRO FORMULATIONS
OF ALGINATE

Alginate is the most common matenal for encapsulation. The preparation of
macro-beads (1-3 mm in diameter) containing bacteria is fairly easy and involves a multi-step
procedure [3]. The main advantages of aiginate preparations are their non-toxic nature,
degradabilicy in rhe soil. and their slow release of microorganisms into che soil; This .
technology was used to encapsulate the Plant Growth-Promoting Rhuzobactena (PGPR)
Azospirillum beasilense and Pseudomonas flugrescens (53] which were later successiully used
to inoculate wheat plants under field conditionr. The bacteria survived long enough in che fiefd
and their populations were comparable to the survival of bacteria originating from peat-based
inoculants (6].

[t appears that alginate preparations have solved many Of the disadvantages O f
traditional peat inoculants. However. thc use of macro alginate beads has one major
disadvantage. the need tor an additional treatment duning sowing which is not always feasible.

To overcome these problems, the micro-bead concept was conceived. If the beads are
small enough. ver still able to encapsulate a suficient number of bacteria it woufd be possidle
to produce an aimost powder-like tormulauon. This "bead-dust” would be coated on che seeds
at the faczory and sold to rhe farmer as “improved seeds™  The production of mucro-beads
can be achieved by several simple procsdures. Trus technology produced alginate beads in
sizes of 100-200 um which entrapped a sierudicant number of 4. drasilense (approx. 10*-10’
ciwg). similar o rhe leve! contained in dinate macro-beads [5]. Application of thus novet

tormulation to the SOii is still pending.
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MIXED BACTERIAL INOCULANTS

Several PGPR like Azospirillum have an erraticand unpredictable behavior under
field conditions making thcm unlikely candidates for commercialization [7]. However. the
potencial of these beneficial bacteria can be economically substancial. To bertter exploit their
potencial. we are proposing a new applicative concept: mixed inoculation of more than one
microorganism in a single camer. inoculated simultaneously. The beneficial efect on plantsis
che svnergistuc effect of both (or several) microorganisms. In this inoculation type
Azospirillum may take che role of a “"helper® bacteria or be “helped” by other bacteria to

overcome its own unpredictabilicy | N this regard. several synergistic combinations of

Azospirillum with other microorganisms are known. Cellulose breakdown by Cellulomonas

[S] and pectin degradation by Bacillus 9] were enhanced when co-cultured with

Azospirillum. Synergism in nitrogen fixation occuned when cultures of Azospirtllum were
mixed with drthrobacter [ 10]) or Staphyloccocus [ 11]. Nodulation of legume [12,13] or
synergistic effects with VAN fungi were increased [14,] when mixed or co-inoculated with
Azospirillum. However, to date. mixed inoculation is at the far end of contemporary
inoculation research and development.

In sum. it is clear that future research should focus on the deveiopment of better and
agronomically feasible. synthetic inoculant carriers as well as further developing of the

concept of mixed inoculation.
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