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RESÚMEN 

En el presente trabajo se llevo a cabo el aislamiento de una colección de cepas tolerantes a 

I M de NaCI a partir de suelos salinos de la provincia de Córdoba utilizando agropiro 

alargado como huésped trampa. Luego de la caracterización y determinación de las 

principales características asociadas a la promoción del crecimiento vegetal (producción de 

sideróforos, solubilización de fosfato, crecimiento en medios libres de nitrógeno e 

inhibición de hongos fitopatógenos in vitro), fueron seleccionados 5 aislamientos para los 

estudios de interacción in vivo con agropiro, trigo y soja, en condiciones controles y 

salinas. Uno de estos aislamientos que mostró tener un efecto protector en plántulas de trigo 

y soja en condiciones de salinidad fue identificado mediante el secuenciamiento del gen 

16S DNAr como Microbacierium 

Estudios de tolerancia frente a diferentes condiciones de estrés revelaron que el 

microorganismo presentaba una elevada tolerancia a estrés térmico y oxidativo además de 

ser altamente tolerante al estrés salino. Por otra parte se determinó mediante cromatografía 

gaseosa la presencia de treha.losa en el interior de células del microorganismo cultivado en 

condiciones de estrés salino. Por otra parte se determinó mediante análisis del contenido 

intracelular de iones Na4 y K4- que el microorganismo incorpora Na f en condiciones de 

elevada salinidad mostrando un comportamiento halofilico. 

En estudios de interacción con plántulas de trigo cultivadas en condiciones controles y 

salinas, se determinó un cambio cualitativo en la composición de azúcares solubles y 

presentes en los exudados así como también en la composición de iones Na 4- y K4- en las 

plántulas en condiciones controles y estresadas. Las plántulas cultivadas en condiciones 

salinas que habían sido inoculadas con Microbacterium sp. mostraron un contenido de 

azucares similar, al encontrado en plántulas cultivadas en condiciones controles que no 

fueron sometidas a estrés, y diferente al de las plántulas cultivadas en condiciones de estrés 

que no habían sido inoculadas. 
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SUMMARY 

In [bis work we describe the isolation and characterization of a collection of native salt 

tolerant strains from Cordoba saline soils Nvith agropiro alargado as a trap host. Main traits 

associated with plant growth promotion wcre assayed (siderophorc production, 

solubilization of inorganic phosphate, nitrogen lixation and biocontrol). Five strains wcre 

selected to perfbrm growth promotion grcenhouse experiments with agropiro, wheat and 

soybean under control and saline conditions. Une strain identified as Alicrobacterium áp. by 

16 S rDNA gene sequencing, demonstrated protection and growth promotion effects on 

‘vheat plantlets under saline conditions. 

Stress tolerance towards other stresses other (han saline, ie. oxidativc, thermic and osmotic, 

reveals that Alicrobacierium .sp. is highly toleran( to di &rent adverse conditions. 

Chromatography analysis (1'i .0 and („i(.') of (he sugars cell comen( indicate that under 

sal ine conditions the microorganism is able lo accumulate trehalose. Furthermore ionic cell 

content demonstrate that the microorganism i able lo accumulate Na when is cultured 

under satine stress conditions showing a clearly halophylic behavior. . 

In in vitro experiments oí interaction between wheat (Triticum acsiivum) and 

Alicrobaderium sp. qualitative changcs in sugar content wcre observed between plantlets 

subjected lo different treatments specially insidc the plant. Trehalose vas fbund inside 

treated plantlets (T) but vas not present on inoculated treated plantlets (Ti) al least on (he 

conditions assayed. 

Changes in (he ionic (Na+ and K ) composition insidc the shoots and roots were also 

observed. 
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Abreviaturas empleadas 

ABA: Ácido absísico 

AIA: Ácido indol acético 

Aislam: Aislamiento 

ANO VA: Análisis de la varianza 

AS: Ácido salicílico 

BSA: Albúmina de suero bovino 

c.s.p: Cantidad suficiente para 

Cat: Catalasa 

CE: Conductividad eléctrica 

CPS: Polisacárido de cápsula 

DO: Densidad óptica 

dS/m: Decisiemens por metro 

Fosf: Capacidad para solubilizar fosfato 

GB: Glicina Betaína 

has: Hectáreas 

HPLC: Cromatografía líquida de alta eficacia 

Mic: Microcolonias 

MML: Medio mínimo lactacto 

Mpa: Megapascal 

Nfb: Medio malato sin nitrógeno 

NfbN: Medio malato con nitrógeno 

NMR: Resonancia magnética nuélear 

Ox: Oxidasa 

pb: Pares de bases nucleotídicas 

PBS: Buffer fosfato salino 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PEG: Polietilenglicol 

PGPR: Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal 

rpm: Revoluciones por minuto 
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SidG: Producción de sideróforos con glucosa como fuente de carbono 

SidM Producción de sideróforos con malato como fuente de carbono. 

S. scle: Capacidad para inhibir a Sclerotinia sclerotiorum 

TLC: Cromatografia en capa delgada 

ufc: Unidades formadoras de colonia 

Vss Velo subsuperficial 
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INTRODUCCIÓN 

1-La salinidad en los suelos 

La salinidad en el suelo o en el agua es uno de los mayores problemas agrícolas 

en las regiones áridas y semiáridas del globo, en las que puede limitar severamente el 

rendimiento de los cultivos, pero en ciertas condiciones, también pueden ser afectadas 

las regiones subhúmedas y húmedas. Estudios recientes indican que cerca de la tercera 

parte de todos los terrenos bajo riego del mundo (es decir aproximadamente 70 millones 

de ha) presenta problemas de salinidad. 

La salinidad puede producirse por causas naturales corno por ej. la composición 

de roca madre del suelo, un drenaje insuficiente, la superficialidad de las capas de agua 

subterráneas, o como resultado de la actividad humana como el riego con agua de alto 

contenido salino, el excesivo uso de fertilizantes, o la explotación de zonas petroleras 

(Bohn el al., 1993). Todo esto ocasiona no solamente una disminución en el 

rendimiento de los cultivos sino que también conduce a cambios muy marcados en los 

patrones de crecimiento de los vegetales. 

Los valores de salinidad de un suelo pueden definirse como débiles o 

moderados cuando la conductividad eléctrica (CE) tiene valores de entre 2-6 dS/m 

(aprox. 20-60 mM de cationes); severos entre 6-10 dS/m (aprox. 60-100 mM de 

cationes) y muy severos entre 10 /15 dS/m (100- 150 mM de cationes) ( Bohn el al., 

1993). 

En la República Argentina se estima que existen 20 000.000 de has. con 

problemas de salinidad, de las cuales aproximadamente la mitad corresponden a la Pcia. 

de Bs. As.; 2.699.401 has. a la Pcia. de Córdoba y 5.124.515 a la Provincia de Santa Fe. 

Las zonas afectadas en la Pcia. de Córdoba son fundamentalmente aquellas que 

corresponden a los ambientes geomorfológicos de la pampa arenosa, pampa arenosa 

anegable (ambas situadas en la zona sur oeste de la provincia), depresión fluvio-lacustre 

del mar de Ansenuza ( laguna de Mar Chiquita) y depresión del arroyo Tortugas 

situadas en la zona nor-oeste) (Jarsún el al., 2003). 
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En el siguiente mapa de la Pcia. de Córdoba, extraído de Jarsún et al. 

(2003 ) se pueden observar (encerradas en un círculo rojo) las principales áreas con 

problemas de salinidad. 

Figura I: Principales áreas afectadas por los efectos de la 

salinidad en la provincia de Córdoba. 

Estas zonas tienen en común una capa freática cercana a la superficie, lo que 

genera condiciones de hidromorfismo y halomorfismo. Y además, como en el caso de la 

zona que rodea a la depresión del arroyo Tortugas y al Mar de Ansenuza (laguna de Mar 

Chiquita), poseen drenaje insuficiente por lo que son anegadas con facilidad. La mayor 

parte de las zonas bajas son cuerpos de agua permanentes o semipermanentes, lo que 

conlleva a una salinización y alcalinización de los suelos (Jarsún el al., 2003). 

Los suelos salinos pueden clasificarse en: suelos sódicos, suelos salinos y suelos 

Salinos-Sódicos. Los "suelos sódicos", tienen una gran cantidad de sodio 
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intercambiable, el 01 de los mismos puede llegar a 9,5 y la permeabilidad al agua 

es tan baja que los atraviesa muy lentamente, lo que constituye un problema principal en 

estos tipos de suelos; además, muchos nutrientes, entre ellos el manganeso, hierro, 

cobre y zinc (fundamentales para el crecimiento de las plantas), no se encuentran 

disponibles para ser utilizados. los "suelos salinos-  poseen generalmente gran cantidad 

de sales solubles, pero el porcentaje de sodio intercambiable es bajo; el pl-I de estos 

suelos es menor a 8,5 por lo que la salinidad de los mismos puede corregirse al menos 

parcialmente, lixiviando el exceso de sales de la zona radicular. Por último, los suelos 

"sódico-salinos" poseen una elevada concentración de sales solubles y un elevado 

porcentaje de sodio intercambiable, lo que hace que el pH de estos suelos sea inferior a 

8,5 debido a que las sales solubles impiden las reacciones de hidrólisis. En este caso, el 

daño principal se presenta cuando se lixivian las sales solubles de la superficie, porque 

el sodio intercambiable no es eliminado a la misma velocidad que las sales y se 

transforma así en suelo-sódico ( Bohn el al., 1993) 

Muchos cultivos no crecen bajo condiciones de pH elevados; además, la 

salinidad degrada la estructura de los suelos, causando anegamiento en la superficie y 

perjudicando al intercambio gaseoso. Todo esto conduce a una disminución drástica en 

la biodiversidad del suelo y los efectos sobre el rendimiento de los cultivos pueden 

llegar a ser irreversible. 

Por todas las consideraciones realizadas anteriormente, se deduce claramente la 

complejidad que ofrece el problema de la recuperación y el uso sostenible de los suelos 

con mayores o menores problemas de salinidad. En este sentido, es necesario hay que 

disponer de la información y la tecnología adecuadas para realizar un correcto 

tratamiento en cada uno de los casos y evitar así el avance de estas condiciones adversas 

de los suelos. 

2-La salinidad en los vegetales 

La tolerancia a la sal en los vegetales es un fenómeno complejo que abarca 

cambios morfológicos y de desarrollo, así como también procesos fisiológicos y 

bioquímicos (Zahran, 1999) y generalmente varía a lo largo del ciclo de vida de la 

planta. Especies altamente tolerantes durante la madurez, pueden ser sensibles durante 
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la germinación y viceversa, o ser tolerantes a lo largo de todo el ciclo de vida ( 

Bohn el al., 1993). 

La complejidad de las respuestas de las plantas frente a este tipo de estrés puede 

ser explicada parcialmente por el hecho de que la salinidad ejerce un efecto ¡único y 

osmótico a la vez. En los primeros segundos o minutos de exposición a la sal, las 

células pierden agua y se deshidratan; luego de horas, la célula recupera su turgencia 

pero la tasa de elongación se reduce, lo que disminuye el crecimiento de raíces y hojas. 

Al cabo de días de estrés, la baja tasa de división y elongación celular el crecimiento 

conducen a un menor crecimiento en los diferentes órganos de la planta, mientras que 

las hojas viejas comienzan a manifestar síntomas de intoxicación y daño. Si el estrés 

continúa, un mayor número de hojas muere y finalmente se produce la muerte de la 

planta (Muns, 2002). 

De los cultivos extensivos, los más tolerantes a sal son la cebada (llordeum 

mitigare L.) y la remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), donde la conductividad 

eléctrica (CE) determinada en dS m-1 necesaria para disminuir un 25% el rendimiento es 

de 16 y 13 respectivamente (160 y 130 mM de sales). El trigo ( Trifieum aestivum) es 

menos tolerante ya que la CE necesaria para disminuir el rendimiento en un 25% es de 

10 (100mM de sales), mientras que la soja ((lyeine nza.v) y el maíz (Zea mays) son más 

sensibles: A CE de 7 ( 70 mM de sales) ven afectado su crecimiento en un 25% y a 

valores de CE de 9 ( 90 mM de sales) la disminución el crecimiento alcanza un 50% 

(Bohn el al.,1993). 

Según datos proporcionados por la Secretaría de Agricultura, Ganadería, Pesca y 

Alimentos de la Nación, solo en la provincia de Córdoba se sembraron en la campaña 

2004/2005, 4.172.940 has. de soja; 1.155.250 has. de trigo; lo que representa casi 30 <Yo 

y 14% de la producción nacional de soja y trigo respectivamente (SAGPyA, 2005). 

Estos valores se incrementan de un modo vertiginoso mediante la utilización de tierras 

marginales que hasta el momento no habían sido utilizadas para el cultivo de estas 

especies, ya sea dentro de los límites de la provincia o en provincias como Chaco y 

Formosa. El uso de estas tierras muchas veces no aptas para cultivo intensivo, trae 

aparejado una sobreexplotación y salinización de los suelos como resultado de 

implementación de sistemas de riego con agua de baja calidad. 

Las plantas desarrollan una gran variedad de mecanismos bioquímicos y 

moleculares para enfrentar el estrés salino. Parida y Das (2004) mencionan las 

siguientes respuestas: 
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a) Regulación en la acumulación selectiva o exclusión de iones 

compartimentalización de los mismos. 

b) Síntesis de solutos compatibles 

c) Cambios en los patrones fotosintéticos 

d) Alteración en la estructura de las membranas. 

e) Inducción de enzimas de la respuesta antioxidante. 

Y 

La elección de uno u otro mecanismo o de un conjunto de ellos, va a depender 

de las especies, de las variedades o incluso de los diferentes compartimientos de las 

plantas ( Shannon, 1998). 

2 a) Regulación en la acumulación selectiva o exclusión de iones y 

compartimentalización de los MiSMOS. 

Tanto las glicófitas como las halófitas, no pueden tolerar concentraciones 

elevadas de sal en el citoplasma, por lo que deben restringir el exceso de sales a las 

vacuolas o compartimentalizar los iones en diferentes tejidos para llevar a cabo las 

funciones metabólicas En el caso de las glicófitas, la acumulación se produce en los 

tejidos viejos que son sacrificados (Cheeseman, 1988). 

El restablecimiento de la homeostasis iónica, no es un problema de fácil solución 

para las plantas, ya que a diferencia de las células animales, ellas carecen de 

transportadores de sodio, tales como las Na ATPasas o las Na f /K -ATPasas, por lo 

que deben recurrir a las H'-ATPasas o H -pirofosfatasas para generar un gradiente 

electroquímico de protones que permitan el intercambio de Fl+ por Na y también de 

otros iones y metabolitos. 

Cuando las plantas están en estrés salino, deben mantener elevada la 

concentración de K y baja la de Na' dentro del citoplasma para poder llevar a cabo 

correctamente las funciones metabólicas Esto es posible mediante la regulación y la 

expresión de los transportadores de estos iones y de las bombas de protones Estudios 

recientes en trigo de Saqib eí al (2005) demostraron que los diferentes genotipos de 

Tritician aestiwan varían en la expresión de antiportadores vacuolares Na / K' en raíces 

y tallos. Y que el genotipo con una mayor expresion de este antiportador en raíz y tallo 
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retiene mayor cantidad de Na.4 (por acumulación dentro de las vacuolas) en raíz, 

lo que hace que las hojas estén protegidas de los efectos tóxicos de este íón y por lo 

tanto sea más resistente a salinidad en términos de crecimiento absoluto y relativo del 

tallo. 

Otro modo de regulación es la exclusión o secreción de las sales. La secreción se 

da mediante estructuras celulares llamadas glándulas de la sal que secretan sal de las 

hojas y mantienen las concentraciones iónicas internas más bajas (Hogarth, 1999), 

mientras que la exclusión se da a través de las raíces principalmente en las halófilas, lo 

que permite disminuir la cantidad de sales presentes en las hojas (Levitt, 1980). 

2 19 Síntesis de solidas compatibles 

Los solutos compatibles son compuestos que pueden acumularse en niveles altos 

sin perjudicar la bioquímica celular, tienen la capacidad de preservar la actividad de 

enzimas, no afectan el pH del citoplasma o compartimiento de las organelas ( Bohnert y 

iensen, 1996). 

Los principales osmolitos compatibles que se encuentran en las plantas 

superiores son azúcares de bajo peso molecular; proteínas solubles, ácidos orgánicos, 

políalcoholes, aminoácidos, amidas y compuestos de amonio cuaternario (Ashraf y 

Harri s, 2004). 

Azúcares de bajo peso molecular. Hay una gran variación en la acumulación de 

azúcares en relación a la salinidad. Se ha informado la acumulación de azúcares 

reductores (glucosa y fructosa), sacarosa y fructanos en numerosas plantas 

(Khatkar y Kuhad, 2000; Singh el al., 2000). También se ha informado que la 

acumulación de trehalosa en algunas especies favorece la tolerancia a la sal. 

Garg el al. (2002), obtuvieron líneas de arroz tolerantes a sal mediante la 

incorporación y expresión de genes de la biosíntesis de trehalosa de Escherichia 

mil . 

Polialcoholes Los polialcoholes identificados más comúnmente en plantas son 

manitol, glicerol, sorbitol y pinitol. Generalmente se sabe que se acumulan en 

algunas halófitas para sobrellevar la alta concentración de iones inorgánicos 

compartimentalizados en las vacuolas. Además actúan como secuestrantes de 
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radicales libres de oxigeno protegiendo a las proteínas del daño oxidativo 

(Ashraf y Harris, 2004). 

Aminoácidos y am idas: Las plantas puede acumular aminoácidos como alanina, 

arginina, glicina, serbia. leucina, en conjunto con prolina y los aminoácidos no 

proteicos como la anilina y ornitina. (Rabe. 1990 ; Mansour, 2000 ). 

> Aminas Cuaternarias. Se ha determinado la acumulación de Glicina Retablo en 

muchos vegetales como espinaca, tomate, papa, arroz, zanahoria y sorgo 

(Weimberg el al., 1984; Yang el al., 2003). Este compuesto se localiza 

principalmente en cloroplastos y tiene un rol esencial en la protección de la 

membrana tilacoidca, lo que posibilita mantener la eficiencia fotosintética 

(Robinson el al., 1986; (ienard el al., 1991). 

2-c) cambios en los patrones fotosintéticos 

El estrés salino afecta la fotosíntesis debido la reducción en el potencial 

osmótico entre otros efectos, por lo que las plantas deben aumentar la eficiencia en el 

USO del agua a través de la regulación del cierre estomático. Es decir, la planta 

entrecierra sus estomas para preservarse de la deshidratación, pero esto influye 

negativamente sobre la difusión del CO2 hacia la cámara subestomática. Con este fi n, 

algunas halófilas facultativas cambian su metabolismo y pasan de un modo C3 a un 

metabolismo CAM, lo que permite a la planta reducir su pérdida de agua abriendo los 

estomas durante la noche. ( Cushman el al., 1989; Zhu y Memzer, 1999). 

2-d) Alteración en la estructura de las membranas 

Los lípidos, además de su función estructural y de almacenamiento de energía, cumplen 

un rol fisiológico vital en la tolerancia a diversos tipos de estrés en una amplia gama de 

organismos. La bicapa lipídica, en condiciones de estrés puede encontrarse estabilizada 

por azúcares, especialmente trehalosa. La insaturación de los ácidos grasos también 

contrarresta los efectos del estrés hídrico o salino ya que los puentes hidrógeno de los 

ácidos grasos son el blanco de las especies reactivas del oxígeno. Los lípidos son el 

blanco de las reacciones oxidativas, y se ha visto que el contenido de fosIblípidos así 

como el de esteroles disminuye con el aumento en la salinidad en maní y en pastos 

tolerantes a salinidad (Wu el al., 1998; Singh el al., 2002) aunque no se altera la 

proporción esterol/fosfolípido; paralelamente se ha visto que se incrementan los 

glicolípidos a medida que la salinidad se incrementa. 
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2-e) Inducción de enzimas de la respuesta antioxidante. 

Está ampliamente aceptado que las especies activas del oxigeno (EAO) como el 

0 2-, 1-120 2 y 10 2. tienen un papel importante en la inhibición de la fotosíntesis (Borsani el 

al., 2001), así como también en el daño a ADN y proteínas y en la peroxidación de 

lípidos celulares. 

Es importante tener en cuenta que la producción de EAO es una consecuencia 

inevitable de la vida aeróbica. Normalmente, los mecanismos protectores de las células 

pueden eliminar estos compuestos sin mayores dificultades. Cuando los sistemas de 

defensa fallan o cuando aumenta anormalmente la producción de EAO, el balance entre 

oxidantes y antioxidantes favorece a los primeros y se produce el estrés oxidativo. En 

las plantas, las situaciones ambientales adversas afectan este balance y pueden 

desencadenar el estrés oxidativo. 

Se sabe también que la generación de EAO y más específicamente el H20 2, se 

ve incrementada en respuesta a una serie de estreses ambientales bióticos o abióticos, 

como el exceso de luz, frío, sequía, Uy, infecciones por patógenos, etc. (Bartosz, 1997; 

Dat el al., 2000). Dado que se produce en respuesta a una gran variedad de estímulos, se 

postula como una molécula atractiva para desencadenar las respuestas de tolerancia 

cruzada, en la que la exposición de la planta a un tipo de estrés, por ejemplo, la 

exposición a dosis subletales de ozono o Uy, confiere a la planta tolerancia frente a la 

infección por un patógeno virulento (Bowler y Fluhr, 2000; Neill el al., 2002). 

Puesto que la mayor parte de las EA() son generadas en los cloroplastos durante 

el transporte fotosintético de electrones, es natural que los componentes plastídicos se 

conviertan en el sitio celular más dañado. Los efectos negativos sobre las mitocondrias 

son también muy importantes y bajo ciertas condiciones de estrés, pueden ser incluso 

mayores a los sufridos por los cloroplastos (Bártoli el al., 2004). 

El sistema de defensa antioxidante está integrado por las enzimas catalasa 

(CAT), superóxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y glutatión reductasa 

(GR), entre otras (Sairam el al., 2002). Numerosos trabajos con diferentes especies 

vegetales coinciden en que la actividad de estas enzimas se incrementa en condiciones 

de estrés y que hay una correlación entre la tolerancia al estrés y una mayor actividad 

enzimática (Lee el al., 2001; Sairam el al., 2002; Mittova el al., 2002, 2003). 
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Como primer respuesta frente a la salinidad, se produce una modificación 

en el balance hormonal de la planta, principalmente se produce un aumento en los 

niveles de ácido absisico (AM). l l AllA induce genes involucrados en la respuesta 

frente al estrés salino y se ha visto que alivia los efectos inhibitorios del NaC1 sobre la 

Fotosíntesis, el crecimiento y la translocación de asimilados, además promueve el 

cambio de metabolismo de tipo C a CAM ( de Bruxelles el al.,1996).-fambién hay 

numerosos trabajos que vinculan al Al3A con la tolerancia a distintos tipos de estrés 

como el salino, sequía y bajas temperaturas a través del incremento de la actividad de 

enzimas de la respuesta antioxidante como catalasa, superóxido dismutasa, ascorbato 

peroxidasa y glutatión reductasa (Giraudat ei al., 1994; Jiang y Zhang 2001, 2002); de 

la reducción de la liberación de etileno y de la abscisión foliar en cítricos, 

probablemente disminuyendo la acumulación de Cl" en las hojas (Gómez Cadenas el al., 

2002) 

Por otra parte se ha visto que el estrés salino causa un aumento en el ácido 

aminociclopropano carboxílico (ACC) y consecuentemente, en el contenido de etileno 

ya que el ACC es un precursor directo en la vía de biosíntesis de esta hormona (Gómez 

Cadenas el al., 1998). 

Otro grupo de hormonas vegetales que participan cuando la planta se ve afectada 

por salinidad, son los jasmonatos. Estos median señales como las involucradas en 

respuestas de defensa, pero se ha demostrado que también participan en la tolerancia a 

la sal. Cultivares de tomate tolerantes a la sal tienen mayores niveles de jasmonatos que 

los cultivares sensibles (Pedranzani el al., 2003). 

Muchos estudios demuestran la participación del ácido salicílico (AS) en la 

regulación de las respuestas de las plantas frente a los distintos tipos de estrés abiótico, 

en la regulación del daño oxidativo que conduce a la muerte celular en la respuesta 

hipersensible y actúa como señal para el desarrollo de la resistencia sistemica adquirida 

(Shiratsu el al.,1997; Persa() ('artieaux al..2003). Rao et al., (1997) y Janda et al., 

(1999) informaron en trabajos con maíz que el AS causaba un incremento en la 

actividad de enzimas de la respuesta antioxidante ( (ianesan el al., 2001; Agarwal el al., 

2005). 
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3-La salinidad en las bacterias 

La capacidad para sobrevivir en condiciones estresantes depende de la habilidad 

para sensar los cambios que se producen en el ambiente y responder a los mismos 

mediante reacciones altamente integradas. En los microorganismos operan dos tipos de 

respuestas frente al estrés. Respuestas generales que frecuentemente están controladas 

por uno o varios reguladores y proveen una protección cruzada frente a varios tipos de 

estrés independientemente del estímulo inicial, y respuestas específicas que involucran 

redes altamente integradas de mecanismos de adaptación fisiológicos y genéticos. 

La presión de turgencia es la presión que ejerce la membrana celular contra la 

pared celular. En los Gram negativos, se han encontrado valores de 3 a 5 bares ( 0,3-0,5 

MPa), mientras que para los Gram positivos, esta presión asciende a los 20 bares (2 

MPa) aproximadamente. Este mayor valor de los Gram positivos se debería al gran 

volumen de solvente citoplasmático necesario para la expansión del peptidoglicano 

complejo que poseen ( Bremer y Kramer, 2000). 

Para sobrevivir en condiciones hiperosmóticas y mantener la presión de 

turgencia adecuada, los microorganismos han desarrollado dos estrategias denominadas 

"salt in" y "salt out". La primera se encuentra principalmente en los microorganismos 

cuya fisiología está adaptada a una vida permanente en condiciones de 

hiperosmolaridad. Estos acumulan en su interior gran cantidad de iones, 

fundamentalmente potasio y cloruro. Dado que la gran acumulación de iones interfiere 

con las macromoléculas celulares, estos microorganismos presentan cambios evolutivos 

en casi todas sus proteínas ( Dennis y Schimmin, 1997), entre ellos, una mayor cantidad 

de aminoácidos ácidos, menor cantidad de básicos y menor proporción de hidrofílicos 

(Lanyi, 1974). 

La otra estrategia, el "salt out", es empleada por aquellas bacterias que viven en 

ambientes con salinidad moderada o en nichos ecológicos que periódicamente están 

sujetos a condiciones de baja actividad acuosa y elevada salinidad. Estos 

microorganismos acumulan grandes cantidades de osmolitos orgánicos específicos que 

son compatibles con las funciones celulares. Dado que este mecanismo no requiere 

grandes cambios evolutivos en las macromoléculas y procesos celulares, es la respuesta 
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frente al estrés osmótico más ampliamente distribuida en la naturaleza y puede 

observarse en bacterias, hongos, plantas y animales (Bremer y Kramer, 2000). 

La estrategia "salt out" comprende dos fases. La fase inicial, que es una 

respuesta rápida que se desencadena en los primeros momentos del shock osmótico, se 

da en Gram + y en Gram — y consiste en la acumulación de I( (Epstein, 1986; 

Whatmore el al., 1990). Luego de esta acumulación de K+, generalmente se produce un 

incremento en el contraíon glutamato especialmente en Gram negativos como 

Rhizobium, A. brasilense o E. coli (Miller y Wood, 1996) mientra que en Gram 

positivos hay acumulación de otros solutos osmoprotectores como glicina betaína u 

otros aminoácidos (Sleator y Hill, 2001) 

El espectro de solutos compatibles empleados comprende un limitado número 

de compuestos, divididos en dos grupos mayores: i) azúcares y polioles y ii) a y f3 

aminoácidos y sus derivados incluyendo a las metilaminas. Este limitado número de 

compuestos refleja la dificultad de acumular compuestos que sean compatibles con las 

funciones moleculares y celulares ( Le Rudulier el al., 1986). La estructura química de 

los soltaos compatibles que se encuentran más ampliamente distribuidos en bacterias se 

observa en la figura II. 

Glicina betaina: es el soluto compatible más común en plantas, mamíferos, 

arqueobacterias y bacterias. A pesar de que la mayoría de los organismos no 

pueden sintetizarla de novo, hay descriptos varios sistemas de transporte para 

incorporarla desde el medio ambiente. Al respecto, Boncompagni el al., (1999) 

demostraron que el agregado exógeno de glicina betaína y colina favorecían el 

crecimiento de /?hizobium tropici„Vinorhizobium bu, Sinorhizobinin .fredii, 

Agrobacterium lumefaciens, entre otros mientras que no eran eficientes para las 

cepas más sensibles a la sal. Por ello concluyen que el rol fisiológico principal 

de la glicina betaína en la familia 1?hizobiaceae perecería ser el de fuente de 

energía mientras que la propiedad de osmoprotección estaría restringida a 

algunas cepas. 
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Glicina betaina 
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Figura 11: Estructura química de los principales solutos compatibles descriptos 

para bacterias (modificado de Kempf y Bremer ,I998) 

Prolina: La acumulación de prolina ha sido observada en Azospirilhan 

brasilense especialmente por síntesis de novo y en especies de 13acilhts y 

Slaphylococcus, especialmente en aquellas presentes en ambientes salinos 

(Galinski, 1993; Miller y Wood, 1996) y en Corynebacterium glulamicum, una 

bacteria de suelo Gram positiva, cuando es sometida a un shock osmótico 

(Roer3sler y Müller, 2001), No se ha encontrado en Pseudomonas• ni en rizobios 

de vida libre (Miller y Wood, 1996) 

Ectoína: La acumulación de este soluto ha sido informada en especies como 

Bradyrhizobium japonieum, kleguminosarum y E coli en medios con 

elevada osmolaridad (Talibart el al. 1990; Galinski y Truper, 1994). 

Trehalosa: Este disacárido ha sido identificado como soluto compatible en 

numerosas especies pertenecientes a géneros muy diversos, tanto en Gram 

positivos como en Gram negativos ej Salmonella enierica (Canovas el al., 
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2001); E coli (Welsh el al., 1999); Rhizobiran ATCC10317 y TAL1000 

(Dardanelli, 2001) entre otras, y también en arqueobacterias del género 

Pymbaculum ( Martins el al., 1997). 

Glucosilglicerol: Pocard el al., (1994) han demostrado la acumulación de este 

osmolito en P.seudomona,v ~mínenla y Pseuclomonas pseucloalcaligenes y 

Goude el al., (2004) determinaron la presencia de glucosilglicerol en la bacteria 

de suelo patógena para numerosas especies vegetales, Envinia chrisanthemi. 

Glutamato: Hua el al. (1982), informaron la acumulación de glutamato en la 

cepa de Rhizahium .sp. tolerante a sal WR 1001 cuando las células eran 

cultivadas en osmolaridades elevadas. También se ha demostrado la 

acumulación en Pseudomonas, Salmenelki, Escherichia y Klebsiella (Measures, 

1975). Por su parte Rivarola el al., (1998) determinaron que en Azospirilluin 

brasilense Cd , el glutamato se acumula como osmolito en la fase exponencial 

de crecimiento del microorganismo. 

Carnitina: En la mayoría de las bacterias, la carnitina es incorporada desde el 

medio. Kets el al., (1994), por medio de NMR identificaron a este soluto como 

osmoprotector en Laclolnwillus planiarum cuando era cultivado en medios con 

elevada concentración de NaCI. También fue identificada en Listeria 

monoeytogenes por lIeumer el al., (1994). 

La acumulación de solutos compatibles en respuesta a la hiperosmolaridad en el 

ambiente es una característica muy conservada evolutivamente por lo que las bacterias y 

arqueobacterias presentan el mismo comportamiento. Sin embargo, cuando se comparan 

los solutos en estos dos grupos surgen algunas diferencias. La mayoría de los solutos 

acumulados por las arqueobacterias se asemejan a aquellos de las bacterias pero portan 

una carga negativa dada por la presencia de grupos carboxílicos, fosfatos o sulfatos 

(RoePsler y Müller, 2001). 

En la figura 111 se sintetizan los mecanismos de transporte identificados para E. 

coli y 13. subtilis como modelos de Guam negativos y Gram positivos respectivamente. 
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Figura III: Principales sistemas de transporte de solutos compatibles en A) E. coli y ID B. 

subtillis ; modelos de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas respectivamente. B=glicina 

betaína, C=carnitina; Ch= colina; E= ectoina; P= prolina ;PB= prolina betaína (modificado de 

Sleator y Hill, 2001). 

En el caso de E.coli, la incorporación de solutos se da principalmente por medio 

de dos principales transportadores con diferencias en estructura y afinidad para GB; 

ProU ( de la familia de los ABC transportadores) que tiene una elevada afinidad por GB 

y ProP (proteína integral de membrana) que tiene una menor afinidad por GB. Además 

han sido identificados dos transportadores específicos, PutP específico para el transporte 

de prolina y BetT específico para colina (Pichereau el al., 2000) 

Para B. subtilis la situación es más compleja. Se han identificado cinco sistemas 

de transportadores de osmoprotectores, tres de ellos OpuA a OpuC son transportadores 

dependientes de proteínas de unión ABC. Una diferencia con los transportadores de E. 

coli es que los sistemas son más específicos, donde OpuA y Opu D parecen tener mayor 

especificidad por glicina betaína, Opu B para colina y Opu E para prolina (Pichereau et 

al., 2000). 
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4-Interacción Planta-Bacteria 

Los exudados de la raíz ejercen una influencia selectiva sobre el crecimiento de 

los microorganismos que colonizan la rizósfera, alterando la química del suelo en la 

vecindad de las raíces y sirviendo como sustratos de crecimiento para las comunidades 

microbianas rizosféricas ( Hong-Yang y Crowley 2000). Por otra parte, las raíces 

disminuyen los nutrientes esenciales de la rizósfera, como por ej. potasio, fosfatos, 

hierro y compuestos nitrogenados, y además pueden liberar solutos no esenciales o 

tóxicos como el CINa o sales de aluminio. Aquellos componentes de los exudados que 

no se unen a las partículas del suelo o a la superficie celular elevarán la osmolaridad de 

la rizósfera (Miller y Wood,1996), por lo tanto los microorganismos presentes en la 

misma deberán ser capaces de crecer en estas condiciones. A su vez, estos 

microorganismos ejercen influencia en la composición y cantidad de los exudados por 

medio de sus efectos sobre el metabolismo celular (Hong —Yang y Crowley, 2000) y 

sobre la nutrición y crecimiento de la planta actuando como bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (PGPR), mediante la secreción de compuestos hormonales como 

auxinas, giberelinas, citocininas ( Bottini el al.,1989; Fulchieri el al., 1993; Dübbelaere 

el al., 2003); sideróforos como pseudobactrina, acido salicílico, etc. (Kloepper el al., 

1991), por su capacidad de solubilizar los fosfatos del suelo o fijar nitrógeno (Tarrand el 

a/.,1978) o producir compuestos volátiles como 2-3 butanediol y acetoína ( Ryu el al., 

2003; Ping and Boland 2004) y como agentes de biocontrol ya sea por la producción de 

antibióticos ( Milner el al.,1996; Raaijmakers el al., 1997) o por la inducción de 

resistencia sistétnica adquirida (Whipps, 2001). 

4-a Resistencia sistémica 

Kloepper, et al., 1992 definen el término resistencia inducida como el proceso de 

resistencia activa dependiente de las barreras físicas o químicas de la planta activados 

por agentes inductores bióticos o abióticos. Esta definición vemos que tiene en cuenta 

los dos tipos de inductores. Si bien los efectos fenotípicos de la inoculación con 

bacterias pueden ser similares a los observados por tratamientos con agentes abióticos o 

microorganismos que causen daño localizado los cambios bioquímicos son sutilmente 

diferentes. Esto originó el término resistencia sistétnica inducida ( 1SR) para definir a 
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aquella resistencia inducida por bacterias y resistencia sistémica adquirida (SAR) a 

aquella que se origina por otros inductores (Pieterse el al., 1996). La diferencia 

bioquímica más observable en estos casos es que en la SAR se produce la activación de 

proteínas relacionadas a la patogénesis (PR) como quitinasas; glucanasas, etc. cosa que 

no se observa con frecuencia en la resistencia inducida por bacterias (1SR) ( Hoffland el 

al., 1995) y además la SAR es inducida por ácido salicílico, que no siempre se 

encuentra presente en la 1SR, aunque esto depende de la cepa bacteriana involucrada y 

de la planta ( Pieterse el al., 1996). 

Los cambios que se han observado en las raíces de las plantas que presentan ISR son: 

a) Fortalecimiento de las paredes celulares corticales con deposición de barreras 

adicionales como lignina, callosa o compuestos fenólicos (Jetiyanon el al., 

1997; M "Piga el al., 1997). 

b) Incremento en el nivel de enzimas como quitinasas, peroxidasas, polifenol 

oxidasas, etc. ( Chen el al., 2000). 

c) Aumento en la producción de fitoalexinas (Ongena el al., 1999). 

d) Aumento en la expresión de genes relacionados al estrés (Timmusk y Wagner, 

1999) 

Estos cambios bioquímicos no son universales ya que no se producen en todas 

las combinaciones planta-bacteria Cada una de las respuestas va a depender de la planta 

y de la cepa en cuestión, incluso de la capacidad que tenga la cepa por colonizar los 

tejidos de la raíz. No hay una clara delimitación entre 1SR y SAR desde el momento en 

que algunos mecanismos, corno por ejemplo la inducción de PR, si bien son típicos de 

la SAR, también se producen como respuesta al contacto con una bacteria, esto se 

observa claramente en la bibliografia y es notable la falta de vinculación que tienen 

algunos aspectos, corno por ejemplo la capacidad de muchas bacterias de producir ácido 

salicílico como sideróforo, con la inducción de tolerancia al estrés abiótico que podría 

ejercer este ácido salicílico de origen bacteriano en la planta. Este planteo también se ve 

reflejado aunque de un modo muy indirecto y sutil en el trabajo de Timmusk y Wagner 

(1999), quienes encontraron que la inoculación con l'aenibacillus polimixa puede 

proteger a Arabiclopsis &allana en la infección contra patógenos y frente a condiciones 

de estrés por sequía en un sistema gnotobiótico. La inoculación con el microorganismo 

causa un incremento en la expresión de genes asociados no solamente al estrés biótico 
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(RR-1; HEL y ATVSP) sino que también hay un incremento en la expresión de 

genes relacionados al estrés abiótico (ERD 15 y RAB 18) y concluyen que la 

inoculación con la bacteria puede desencadenar las vías de defensa de ambos tipos de 

estrés o que estas vías están solapadas. 

4-h Interacción planta bacteria en condiciones de salinidad 

Si bien son conocidos los mecanismos de tolerancia y adaptación al 

medioainbiente salino en las plantas y en las bacterias, es poco lo que se conoce hasta 

el momento acerca del modo en que se ve afectada la interacción planta-

microorganismo en estas condiciones en aquellas PGPR con cultivos de interés 

agronómico como lo son el trigo, soja, maíz, sorgo o pastos forrajeros. 

La interacción más estudiada en condiciones de estrés salino es la de /?hizobitun-

leguminosas. Soussi el al., (1998), demostraron que las concentraciones de 75 y 100 

Mm de NaC1 afectan significativamente la nodulación y la actividad nitrogenasa en 

plantas de garbanzo (Cicer arielimun L.) inoculadas con Mesorhizohiwn ciceri ch-l91. 

Por otra parte, Tu (1981) demostró que los pelos radiculares de soja se deformaban o 

curvaban poco cuando eran inoculados con Braclirhizohium japonicurn en presencia de 

NaCl 170 mM y que la nodulación fue completamente suprimida en presencia de NaCl 

210 mM. 

En nuestro laboratorio se ha estudiado la interacción de AzaTirillum con maíz y 

trigo en condiciones de elevada salinidad y se demostró que si bien Azosinrillwn 

brasiknse es capaz de crecer en concentraciones de NaC1 de 300 mM, en estas 

condiciones, por tener afectadas moléculas que intervienen en la adsorción y el anclaje, 

no coloniza adecuadamente las raíces de maíz y trigo (Jofre el al., 1998 ; Fischer el al., 

2000). 

Cuando se quieren determinar los mecanismos mediante los cuales puede ser 

exitosa la interacción planta-bacteria en condiciones de estrés abiótico, ya sea salinidad, 

sequía, metales pesados, etc, es notable el vacío de información que hay al respecto. 

En este sentido uno de los mecanismos descriptos, es aquel estudiado por Burd 

el al., (1995) y Mayak el al., (2004) que demostraron que la inoculación con una cepa 

productora de ácido mino ciclo propano carboxilico (ACC) deaminasa confiere 

resistencia al estrés hídrico en plántulas de tomate y pimiento. El modelo que explica 
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este mecanismo se ve representado en la figura IV extraída de van Loon y Bakker, , 

2003 

Aminoácidos 

Metionina 

SAN 

ACC sintasal 

ACC 

iACC oxidas 

Etileno 

1 
Elongación de la raíz 

Exudación 

'AA 

Semilla o raíz 

Aminoácido 

ACC 

ACC deaminasa 

onio + a. cetobutira 

PGPR 

.111 

Figura IV: Mecanismo de protección frente a estrés mediante la producción de 

ACC dearninasa, desencadenado por la inoculación con una PGPR. 

(Modificado de van Loon y Bakker, 2003) 

La cepa bacteriana promueve la elongación de la raíz uniéndose a la semilla o a 

la raíces en crecimiento e hidrolizando el ACC liberado por la planta dando como 

producto amoniaco y a-cetobutirato. De esta manera disminuye la cantidad de ACC que 

se convierte en etileno disminuyendo los niveles del mismo y por consiguiente, 

favoreciendo el crecimiento de la planta. 

Este mecanismo ha sido identificado en lechuga, canola, tomate y trigo, mientras 

que no se produce en cebada y avena (Hall el al., 1996) por lo que se concluye que la 

promoción de crecimiento vía hidrólisis de ACC estaría restringida a algunas especies. 
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5- ¿Cómo recuperar tierras no productivas afectadas por salinidad? 

En la actualidad, los esfuerzos por recuperar tierras afectadas por la elevada 

salinidad han consistido fundamentalmente en desarrollar cultivos resistentes a este tipo 

de estrés por métodos de cruzamiento convencionales. Sin embargo una serie de 

experimentos genéticos y fisiológicos han dejado claro que la tolerancia intrínseca de 

las plantas al estrés ambiental es determinada por factores multigénicos de incidencia 

cuantitativa que son muy difíciles de manejar por métodos de mejoramiento clásicos 

(Dvorák el al., 1988; Parida y Das, 2004). Un ejemplo de esto ha sido el intento de 

obtener híbridos entre especies económicamente importantes como el trigo (Trilicurn 

aestivuln) con especies tolerantes a la sal como el agropiro alargado (lhinophyrum 

ponlicum) también llamado Elylrigia elongaia (Host) Nevski o Lophopyrurn elongalum 

(Flost). 

Los géneros Trilicum y Agropyron están estrechamente relacionados y 

aparentemente divergen de un linaje común en la tribu triticeae. Solo una pequeña 

cantidad de especies de esta tribu ocupa ambientes salinos. Asumiendo que el ambiente 

salino es un nicho ecológico especializado parecería que el halofilismo facultativo de 

agropiro es un carácter derivado a partir del hábitat no halofilico que prevalece en la 

tribu. La tolerancia a la sal de Agropyron ehmgainin depende de muchas interacciones 

génicas aditivas menores. La adaptación de esta especie se desarrolló probablemente por 

acumulación de muchos alelos en numerosos loci, cada uno con un efecto relativamente 

pequeño sobre la tolerancia a la sal (Dvorák el al., 1988). 

Se han realizado intentos por obtener híbridos entre estas dos especies pero dado 

que los alelos de agropiro responsables de la tolerancia a la salinidad no presentan una 

dominancia absoluta sobre los de trigo, no se han logrado híbridos que muestren ser 

tolerantes a la salinidad. 

Agropiro alargado (Thinopyrimi ponficum) ha sido ampliamente recomendado 

para la recuperación de suelos anegados y afectados por los altos niveles de sales, 

pudiendo llegar a crecer en suelos cuyas conductividades eléctricas (CE) alcanzan 

valores de 15 dS/m (aproximadamente 150 inM de %C.D. Además tolera condiciones 

de alcalinidad y humedad, es de alto nivel nutritivo cuando está verde e inmaduro y es 
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una especie fuertemente competitiva pudiendo volverse un monocultivo si las 

condiciones lo permiten (www.ussl.ars.usda.gov). 

Una solución alternativa o complementaria a los intentos por obtener híbridos 

que toleren condiciones salinas y que no vean afectado su rendimiento en dichas 

condiciones, sería diseñar un sistema que incluya una interacción planta 

microorganismo eficiente para sobrevivir en un medio con alta concentración de sales y 

de esta manera proporcionar una alternativa ecológica para la recuperación de estas 

tierras poco productivas. 

En este sentido y con el propósito de encontrar una asociación planta-bacteria 

adecuada para la recuperación de suelos salinos poco productivos, y mediante el uso de 

una especie tolerante a la sal como agropiro alargado como huésped trampa, nuestros 

estudios se centraron en el aislamiento de bacterias nativas de suelos salinos de la 

región, adaptadas a estas condiciones y capaces de asociarse a agropiro y a otros 

cultivos de importancia agronómica y promover el crecimiento de los mismos. 
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Mecanismos de respuesta frente a salinidad identificados en plantas, bacterias 

y en la interacción planta-bacteria 

1 Regulación en la 
acumulación o 

exclusión de iones 

 [ inducción 
de 

  respuesta 
antioxidante 

o 

o O O 

o 
o 

o 

Acumulación 
de iones 

o 

o 

O o 
O 

Acumulación 
de solutos 

compatibles 

Inducción 
de 

hormonas 

Acumulación 
de soiutos 

compatibles 

Disminución de los niveles de etileno de estrés a través de la producción de ACC 
deaminasa por parte de la bacteria (Mayak et al., 2004). 

Producción bacteriana de Acido Salicilico en la rizósfera o en el interior de la planta?? 

Excreción de azúcares osmoprotectores por parte de la bacteria en la rizósfera o en el 
Interior de la planta?? 

Modificación en el contenido de Iones Ha* o K4- en la rizósfera o en el interior de la planta? 

Establecimiento de una asociación Planta-Bacteria eficiente para permitir el 
crecimiento de especies vegetales sensibles en suelos con elevada salinidad 
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HIPÓTESIS 

A partir de suelos salinos de la provincia de Córdoba es factible el aislamiento 

de bacterias ya adaptadas con capacidad de establecer una asociación planta-bacteria 

que le permita a la planta sobreponerse a los efectos de la salinidad. 

El o los mecanismos involucrados en esta asociación beneficiosa son aquellos 

relacionados a una mayor tolerancia a la sal por parte de la planta corno lo son la 

acumulación de azúcares con función de osmoprotección, la regulación en el contenido 

y compartimentalización de los iones Na y K j, la producción de hormonas relacionadas 

al estrés o una combinación de los mismos. 
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OBJETIVOS 

1- Aislar y caracterizar cepas nativas PGPR tolerantes a estrés salino: 

*Determinar las características morfofisiológicas y bioquímicas, el potencial PGPI1 y 

la tolerancia a la sal de los aislamientos. 

*Evaluar la capacidad de producir sustancias inhibidoras (tipo bacteriocinas) in vitro 

de los aislamientos seleccionados 

2- Realizar estudios fisiológicos de las bacterias seleccionadas: 

*Determinar mediante curvas de crecimiento, la viabilidad de los aislamientos 

tolerantes a NaCl 1M seleccionados. 

*Identificar taxonómicamente el / los aislamientos de interés 

*Determinar la tolerancia a otros tipos de estrés 

*Evaluar posibles mecanismos de tolerancia, por parte de los aislamientos 

seleccionados. 

3- Evaluar el efecto de la inoculación de los aislamientos seleccionados 

sobre los parámetros de crecimiento de plántulas de agropiro, trigo y soja 

en condiciones controles y de estrés. 



24 

4-Determinar, en el caso de observar mejoras en el crecimiento de las 

plantas, los posibles mecanismos por los cuales la/ s cepa/s seleccionada/s 

disminuye/n los efectos del estrés salino en las mismas, estudiando para 

ello: 

a) Producción de azúcares con función de osmoprotección en el interior de las plantas y 

en los exudados. 

b) Producción de enzimas de la defensa antioxidante como catalasa y/ u otras. 

c) Producción de ácido salicílico por la/s cepals 

d) Determinación de la actividad ACC dearninasa por parte de la/s cepa/s 

e) Determinación del contenido de iones Na l y K l en el interior de las plántulas 
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MATERIALES Y ME TODOS 

1) Medios de cultivo y reactivos. 

1 a) Medio Hoagland (Iloagland y Arnon, 1950) 

CaC12 1 M 10 ml 

KC1 1 M 10 ml 

MgS04 1 M 4 ml 

K1-12PO4 I M 2 ml 

FeCl3 (5 mg/m1) 2 ml 

Solución de micronutrientes 2 ml 

1-120 destilada (c.s.p) 1000 ml 

Solución de micronutrientes: 

1131103 2,83 g 

MnC12, 4 1-120 1,81 g 

ZnC12 0,11 g 

CuSO4 0,05 g 

Mo04Na 0,025 g 

H20 destilada (c.s.p) 1 000 

1 b) Medio mínimo Glucosa (MMGIticosa) 

Glucosa 4 g 

K2H PO4 1,67 g 

KH2PO4 0,87 g 

NaCl 0,05 g 

MgSO4. 7 H20 0,1 g 

CaCl2 0,04g 

FeCl 3 0,004 g 

NaMo0.4. 2 H20 0,005 g 

Peptona 0,4g 

NH4C1 1 g 

I 1 0 destilada (c.s.p) 1000 ml 
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1 c) Medio para la fijación de nitrógeno: Mb 

Acido málico 5 g 

K2P0411 10% 5 ml 

MgSO4 H2O 10% 2 ml 

NaC1 10% 1 ml 

CaCl2 2H20 1% 2m1 

Solución de micronutrientes 2 ml 

Fe-EDTA 1,64% 4 ml 

KOH 4,5g 

Solución de vitaminas 1 ml 

Agar 1,75g 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

Para el medio con nitrógeno se adicionó: 

NH4CI 2,5g11 

Se llevó a pH 6,5-6.8 

Solución de vitaminas 

Biotina 10 mg 

Piridoxal-1-IC1 20 mg 

Agua destilada c.s.p. 100 ml 

Solución de micronutrientes 

Na2Mo04 2H20 0,2 g 

MnSO4 21120 0,235 g 

CuSO4 51-120 0,008 g 

ZnSO4 7H20 0,024 g 

H3B03 0,28 g 

Agua destilada c.s.p. 200 ml 
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1 d) Medio para la solubilización de fosfato 

Extracto de levadura 2g 

Glucosa (o fructosa) 20 g 

Ca5013HP3 2 g 

Agar 15 g 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

Ajustar a pH 7,0 

1 e) Medio (CAS) para la producción de sideróforos. 

Soluciones stock 

1) CAS (Chrotno Azurol S) stock 10x 

Solución a-A 60,5 g de CAS disueltos en 50 mL de agua desionizada se le agregan 

10 ml de FeC13•6H20 1mM disueltos en 1-IC1 10 inM. 

Solución b- 72,9 mg de F1DTMA (bromuro de hexadecil trimetilamonio, FLUKA) 

disueltos en 40 ml de agua desionizada. 

Mezclar las soluciones a y b. Autoclavar a vapor fluente por 20 minutos. 

Almacenar a 4°C y en oscuridad. 

2-MM9 stock 10x 

KH2PO4 3 g 

NaC1 5 g 

NH4C1 lOg 

Agua destilada c. s. p. 1000 ml 

Autoclavar y guardar a 4°C. 

Solución stock de vitaminas (10 ml) 

Riboflavina 20 mg 

Acido paraminobenzoico 20 mg 

Acido nicotínico 20 mg 

D-biotina 20 mg 
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D-pantotenato de calcio 

Piridoxal-HCI 

Tiamina-HC1 

Agua destilada c.s.p 

Filtrar y conservar a 4°C. 

Para preparar 200m1 de Agar CAS: 

28 

20 mg 

20 mg 

20 mg 

100 ml 

Pipes (Buffer free acid pH 6,8) 6,1g 

Bacto agar 3 g 

Solución stock de triptófano al I% 0,6 ml 

Triptona 0,032 g 

Agua destilada c.s.p 160 ml 

Este medio se autoclava. Posteriormente se le agregan las siguientes soluciones 

estériles: 

MM9 10x 20 ml 

CAS 10 x 20 ml 

Glucosa o ácido málico 20% 2 ml 

MgSO4 0,1 ml 

CaC12 50 mM 0,2 ml 

Solución stock de vitaminas 0,1 ml 

Se lleva a pfl 6,8 

1 f) Medio Agar Papa Glucosa& (APG) 

Papas frescas peladas 200 g 

Glucosa 20 g 

Agar 15 g 

Agua destilada c.s.p 11 



29 

Las papas son peladas y cortadas. Luego de hervidas en agua destilada. se filtra el puré 

a través de gasa. 

1 g) Medio para la detección de actividad ACC deaminasa (CIict el a.1, 1995). 

K21)04 II 1 g 

Mg SO4. 71.12 0 2 0,2g 

SO4 Fe. 7112 02 0,1 g 

CaCO3 1g 

NaCI 0,2 

Na Mo04 .2112 0 2 5 mg 

Glucosa 10 g 

ACC 0,3g 

Agar 0,3g 

Agua destilada c.s.p II 

1 h) Reactivo de Antrona (Morris 1), 1948). 

Solución (250 ml 112 S044- 100 ml II O destilada) 

Antr(ma 

100 ml 

200 mg 

2-Esterilización y pregerminación de semillas. 

Para el aislamiento de las cepas nativas se utilizaron semillas de Thynopiron 

pwalcum (Agropim alargado) variedad El Vizcachero con un porcentaje de germinación 

de 80%. 

Las semillas fueron desinfectadas durante 5 minutos en una solución de 

hipoclorito de sodio I% y luego de repetidos hivados Iiieron colocadas entre papeles de 

filtro en placas de germinación estériles de 20 cm de diámetro y humedecidas con 4,5 

ml de agua. Las placas fueron mantenidas en oscuridad durante 5 días. 

Para el trigo y la soja la metodología de esterilización y las condiciones de 

pregerminación fueron las mismas. Trigo ( D'ah:tan «('stima, ) var. "Charrua" y soja ( 

(ilicine Inca) var DM4800. La desinfección consistió en los siguientes pasos: 

Sumergidas durante 5 minutos en etanol comercial 95%. luego se realizaron sucesivos 



40
 4
0 
41

 4
1 
40
 4
, 
41
 4
0 
10

 4
0 
40
 4
1 
41

 4
1 
41

 4
1 
41

 4
1 
40
 4
0 
41

 4
1 
41

 4
0 
41

 4
1 
41
 4
1 
40
 4
1 
41

 4
1 
40
 4
1 
41

 4
1 
41

 4
1 
41

 4
1 
41

 4
0 
41

 4
1 
40
 4
1 
40
 4
1 
41
 

30 

lavados con agua destilada estéril y posteriormente fueron sumergidas en una solución 

de lavandina comercial al 25 %. Al cabo de 15 minutos fueron enjuagadas 

abundantemente con agua destilada y se las dejó en remojo en agua estéril durante una 

hora para permitir la imbibición. Luego fueron sumergidas nuevamente en solución de 

hipoclorito de sodio durante 5 minutos y finalmente fueron lavadas con abundante agua 

estéril y colocadas en placas de germinación húmedas en oscuridad durante dos días 

para trigo y cinco días para soja. 

3-Establecimiento de las condiciones salinas estresantes para las distintas especies 

vegetales. 

La determinación de los limites de tolerancia al estrés salino de agropiro 

alargado se realizó en medio líquido, en tubos que contenían 25 ml de medio floagland : 

control (C); 250 mM NaCI y 300 mlvl de NaCI. Para ello, semillas estériles y 

pregerminadas de agropiro fueron transferidas a los tubos y luego de 15 días se 

evaluaron los efectos sobre la apariencia y estado de las plántulas sometidas a las 

distintas concentraciones. 

En trigo y soja, las concentraciones estresantes empleadas en experimentos en 

tubos, fueron 100 mM (CE aprox. I() dS/m) y 80 triM NaCI dS/m) respectivamente, 

valores que afectan el rendimiento de estos cultivos en un 25% (Bohn el al, 1993). 

En el caso de experimentos en macetas, la concentración fue elevada a 120 mM 

y 100 mM NaCI para trigo y soja respectivamente, dado que en experimentos 

preliminares se determinó que las concentraciones utilizadas para los tubos no eran 

estresantes en macetas, posiblemente debido a que el sustrato (arena: perlita) posibilita 

una mejor aereación de las raíces permitiendo un mejor crecimiento. 

4-Aislamiento de cepas nativas tolerantes a salinidad. 

Se tomaron muestras de tres suelos salinos pertenecientes a la provincia de 

Córdoba. Dos de ellas de la zona de Laboulaye (suelo 1 y 2) y la restante de Iluanchilla 

(suelo 3) 

Las características de los distintos suelos fueron: Suelo 1, CE= 49,5 mS/cm y 

1)11=7,67; Suelo 2 con CE— 25,3 mS/con y pl1=6,21 y Suelo 3; CE— 36,1mS/cm y p11=8 

Semillas de agropiro estériles y pregerminadas fueron transferidas asépticamente 

a vasos que contenían las distintas muestras de suelo. Se colocaron tres semillas por 
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vaso. Al cabo de 21 días se procedió al aislamiento de las bacterias presentes tanto en la 

rizósfera corno en la endorizósfera de las plántulas. 

Para el aislamiento de la rizósfera, se cosecharon tres plántulas; las raíces 

fueron sumergidas en 5 ml de solución fisiológica estéril de manera de desprender la 

tierra adherida a ellas. Se realizaron diluciones, las que fueron posteriormente 

sembradas en placas de agar nutritivo. Luego de 24-48 hs se repicaron las colonias 

presentes en las diluciones. 

Para la endorizósfera, las raíces fueron desinfectadas externamente con una 

solución de 1-1gC12 0,01% durante 15 segundos. Luego fueron maceradas con lml de 

solución fisiológica en morteros estériles. Se realizaron diluciones y se sembraron en 

placas de agar nutritivo a partir de las que se seleccionaron las distintas colonias. 

En el caso del suelo 1, la metodología fue distinta debido a que ninguna semilla 

fue capaz de establecerse en los vasos. Por ello se realizó una dilución del suelo que fue 

sembrada en medio NI1) semi sólido con nitrógeno y sin nitrógeno. El velo de 

crecimiento fue extraído y sembrado en medio 1,11, Luego de 24 lis de crecimiento a 28 

"C, se tomó 1 ml de este cultivo con el que se inocularon plántulas de agropiro 

sembradas en vasos que contenían una mezcla de arena perlita estéril. A partir de esas 

plántulas se realizó el posterior aislamiento de las bacterias presentes en la rizósfera y 

en la endorizósfera. 

Finalmente fueron seleccionados aquellos aislamientos capaces de crecer en agar 

nutritivo 1M de NaCI. 

Por otro lado, se observó crecimiento microbiano en uno de los tubos con 

plántulas de agropiro que habían sido cultivadas en el medio suplementado con 300 

mM NaCI (ver apartado 3 de Mat. y Met.). Se tomó una alícuota del medio de cultivo y 

se sembró en agar nutritivo 700 111M NaCI, que luego de 24 lis, de incubación en estufa, 

mostró crecimiento de una colonia bacteriana amarilla. Este aislamiento fue 

denominado E y se determinó que era tolerante a NaCI 

5-Carac(erización bioquímica y fisiológica de los aislamientos seleccionados 

5a) Determinaciones bioquímicas morfolisiológicas de los aislamientos 

seleccionados. 

1) La caracterización se realizó a través de tinción de (iraní, prueba de la oxidasa, 

catalasa, fenil alanina, ureasa, citrato y crecimiento a 4°C. 
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11) Pruebas para determinar el carácter PGPR en las cepas aisladas: 

-Formación de velo en medios semisólidos sin fuente de nitrógeno (Mb) (fijación de 

nitrógeno) (Tarrand el al., 1978; Dóbereiner, 1989) 

- Producción de ácido indol acético y/o análogos por medio del método de Salkowski 

(Unto Alvarez el ad, 1995; Glickmann, y Dessaux, 1995) que permite de manera rápida 

realizar un screening entre muchos aislamientos. Para considerar un aislamiento como 

positivo se tomó como cepa patrón a Azosinrilhan hrasilence Cd que es ampliamente 

reconocido como productor de A1A. (Balota, el al., 1997; Dobbelaere el al., 1999; 

Bashan el al., 1997) 

-Producción de sideróforos según la técnica del agar cromo azurol (CAS) Por medio de 

esta técnica, aquellos microorganismos capaces de excretar sideróforos producen un 

halo naranja alrededor de las colonias presentes en la placa y son fácilmente 

identificados (Schwyn, el al., 1986). 

-Solubilización de fosfatos (Frioni, 1990). 

-Ensayos de inhibición del crecimiento del hongo Sclerelinia sclerollornin, patógeno de 

plantas de maní. Para esto, el hongo fue sembrado en placas de agar papa glucosado 

(APS) y se sembraron cuatro aislamientos por placa. Se incubó a 28 "C y se determinó 

si había o no inhibición del crecimiento fúngico, así corno también la inhibición de la 

formación de esclerosios. 

5b) Estudios fisiológicos de los aislamientos seleccionados 

La dinámica de crecimiento frente a condiciones de estrés salino se determinó 

por medio de curvas de crecimiento de las bacterias en caldo nutritivo (Britania). Las 

curvas de crecimiento se realizaron en un agitador rotatorio a 120 rpm y a 30 'C. El 

crecimiento se siguió por lectura en espectrofotómetro a 600 nm y la viabilidad con 

respecto al control se determinó mediante el recuento de células viables en una DO = 

0,6 en agar nutritivo. 

6-Estudios de inhibición in vitro por competencia directa o por producción de 

sustancias antimicrobianas, entre los aislamientos seleccionados 

a) Por producción de sustancias antimicrobianas. Técnica de Difusión de Agar en 

pocillos (WDA) 
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Esta técnica se utilizó para determinar la actividad antibacteriana en los 

sobrenadantes de cultivos de fase estacionaria de los 5 aislamientos. Los sobrenadantes 

se obtuvieron por centrifugación de los cultivos. A continuación fueron esterilizados por 

filtración, y colocados en freezer hasta su utilización. 

La técnica de WDA, consiste en colocar 20 ml de agar nutritivo 0,2 % en placas 

de petri de 10 cm de diámetro, Una vez solidificado, se derramaron 3 ml de caldo 

nutritivo semisólido (1% de agar) inoculado previamente con un determinado 

aislamiento. Luego se realizaron pocillos de 4 mm de diámetro y se colocaron 50 tl de 

cada sobrenadante y de los concentrados de estos sobrenadantes. Las placas fueron 

mantenidas a 4 °C durante 4 lis. para permitir la difusión y luego fueron incubadas a 30 

'V durante 48 hs. Se evaluó la presencia de halos de inhibición alrededor de los pocillos. 

b) Por competencia directa por los nutrientes 

La metodología fue similar al caso de la técnica anterior sólo que en este caso no 

se realizaron pocillos sino que se colocaron 10 tl de un cultivo en fase estacionaria 

directamente sobre el agar 0,1 <Yo inoculado con la cepa indicadora. 

7-Identificación taxonómica del aislamiento seleccionado. 

Se utilizaron los cebadores universales 

fD1 (5 "CCGAATTCGTCGACAACAGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG3 .) y 

rD1 (5"CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC3') los que permiten la 

amplificación del gen completo ( 1500 pb) del 16S ADNr ( Weisburg el al., 1991). 

El ciclo de amplificación fue:1 ciclo de 95 °C durante 5 minutos; 35 ciclos de 94 

°C 1min, 55 °C lmin y 72°C 2 mm n y finalmente un ciclo de 72°C 3 minutos. 

Los fragmentos amplificados fueron controlados en geles de agarosa 2% y 

enviados a para su posterior purificación y secuenciación a la Universidad de Bielefeld 

(Alemania). 

8-Evaluación de la tolerancia del aislamiento seleccionado a distintos tipos de 

estrés en medio MMGIncosa 

Se determinó la resistencia a estrés térmico (42 y37 °C) y oxidativo (10 y 15 

mM 1-12 0 2 ), a estrés dado por osinolitos jónico (0,4 M NaCI) y no jónicos ( 0,6 M 

manitol, 0,6 M glicerol, 0,020 M PEG). Las concentraciones de los diferentes osmolítos 
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se fijaron de acuerdo al potencial osmótico. Se estableció como potencial osmótico al 

dado por 0,4 M NaCI, que fue de —1,93 Mpa. 

9-Determinación de la posible acumulación intracelular y excreción in vitro de 

azúcares del aislamiento seleccionado 

9 a) Tratamientos. 

Se realizaron cultivos por triplicado en MMG1ticosa sometidos a los siguientes 

tipos de estrés: 

MMglucosa a 30 'V (corno control) 

Mmglucosa a 37 °C 

MMglucosa + 400 mM NaC1 

MMglucosa + I 5 mM 112 02 

9 b) Obtención de la 171 estra. 

Para la determinación de acumulación intrítcelular de azúcares, se procedió 

según Canovas el al., (2001); 20 ml de cultivo en fase exponencial se centrifugaron 15 

minutos a 10.000 g a 4 °C. Para reducir la presencia de la fuente de carbono del medio 

se resuspendió el precipitado celular en medio fresco sin fuente de carbono y se 

centrifugó nuevamente, dos veces. A continuación, las células fueron resuspendidas en 

lml de etanol 80 % (vol/vol) y calentadas a 65 °C durante 15 minutos. Los restos 

celulares se removieron por centrifugación. El extracto etanólico fue secado a 37 °C al 

vacío y resuspendido en 0,75 ml de agua 

Los sobrenadantes de estos cultivos también fueron concentrados para 

determinar la posible excreción al medio de azúcares osmoprotectores. 

9 e) Cromatogrqfía en capa delgada. 

El contenido de azúcares fue analizado mediante cromatogralla en capa fina 

(TLC) en la que se sembraron 7 µI de cada muestra Como controles se sembraron 9 µI 

de testigos (1 mg / ml) de trehalosa y glucosa. 

Para el desarrollo de las placas se utilizó una mezcla de butano!: etanol: agua en 

una proporción (5:3:2). Para el revelado de las placas se pulverizó con una solución de 

ácido sulfúrico 10% en metanol. Luego se llevó a estufa a 120 °C hasta la aparición de 

las bandas. 
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9 d) Cromatografía gaseosa 

Las muestras correspondientes a los extractos celulares de cultivos controles y 

salinas así como también los sobrenadantes de dichos cultivos, fueron analizados por 

cromatografia gaseosa para confirmar la identidad de los azúcares presentes en las 

muestras. 

Para ello se utilizó una columna capilar de 5% di fenil-95% dimetilpolisiioxano, 

30 in x 0,25 mm ID y 0,25 [tm de film. Se utilizó Nitrógeno como gas portador 2 

ml/min. Temperatura inicial 150 "C con programación de temperatura a razón de 4 

°C/min hasta 200 "C por 4 minutos, Temperatura del inyector 250 'C. Detector de 

ionización de llama (FID) a 300 °C. Volumen inyectado: 2111. 

La identificación se realizó mediante comparación de los tiempos de retención 

de los siguientes patrones: 1. (+) Arabinosa, Sacarosa. Manitol, Glucosa y Trehalosa. 

10- Determinación (Id contenido de Na y' K4- intracelular 

Para la cuantificación de iones se procedió según Bernard et al (1993). Para ello, 

se utilizaron células en fase estacionaria (48 lis de cultivo) en medio MMGlucosa 

control, suplementado con 400 IBM de NaCI (estrés iónico) y 0,6 M Manitol (estrés 

osmótico). Las células se cosecharon por centrifugación (10.000g x 10 minutos), luego 

fueron lavadas tres veces con solución fisiológica para remover los iones de la pared 

celular. El sobrenadante se descartó y las células fueron resuspendidas en 1-1C1 0,1 M. 

Luego de 24 lis a temperatura ambiente, se centrifugó nuevamente, y en el 

sobrenadante se determinó el contenido de Na + y K+ en un analizador de iones Na+/K+

Tecnolab. El pelle( celular fue secado y pesado de modo de expresar los resultados en 

mil de Na+ o K+ por gramo de peso seco, 

11-Estudios de interacción 

11a) Determinación <le los efectos de promoción de crecimiento del aislamiento 

seleccionado sobre plántulas de trigo (Triticum aestimor), soja (Glicine max) y 

agropiro alargado (Thynopiron pordicum) en invernadero. 

Para los estudios de interacción en invernadero se utilizaron macetas que 

contenían un soporte hidroponico formado por una mezcla de arena y perlita en una 
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proporción 1:1. El inóculo empleado fue de 10 7 ufc / por planta. Las macetas fueron 

mantenidas en cámaras de crecimiento durante 45 días bajo condiciones controladas. 

El diseño experimental fue el mismo para todos los casos en donde se 

establecieron los siguientes tratamientos: 

*C - Control: Regado cada tres días con agua estéril o Hoagland 

alternativamente 

*Ci= Control Inoculado: Regado cada tres días con agua estéril o Hoagland 

alternativamente e inoculado con 10 7 ufc del aislamiento seleccionado por planta. 

*T —Tratado. Regado con medio Hoagland salinizado una sola vez al principio 

del experimento y luego con agua estéril o Hoagland alternativamente cada tres días. 

*T = Tratado Inoculado: Regado con medio Floagland salinizado una sola vez al 

principio del experimento y luego con agua estéril o Hoagland alternativamente cada 

tres días e inoculado con 10 7 Life del aislamiento seleccionado por planta. 

La concentraciones de sal empleadas para el medio Hoagland fueron: Para 

agropiro 100 mM y 140 mM NaCl; para trigo 120 mM y para soja 100 mM de NaC1 . 

11b) Determinación de la localización, en tallo o en raíz, del aislamiento 

seleccionado en plantulas de trigo, soja y agropiro 

Semillas estériles y pregerminadas de agropiro, trigo y soja, fueron transferidas a 

tubos que contenían diferentes volúmenes de medio Hoagland en condiciones control y 

salinas (con 140 mM NaC1 para agropiro, 100 mM NaCl para trigo y 80 mM para soja) 

para el caso de soja y trigo se emplearon tubos que contenían 25 ml de medio, mientras 

que para el caso de agropiro se emplearon tubos de 5 ml de medio debido a que la raíz 

es pequeña. Los tubos fueron inoculados con 107 ufc/ml de un cultivo del aislamiento 

seleccionado. A los 15 días post inoculación se procedió a realizar el recuento. 

Se evaluó la localización tanto en tallos como en raíces. Para ello se esterilizaron 

sumergiéndolos en una solución de hipoclorito de sodio al 20% durante 3 minutos. A 

continuación se lavaron con abundante agua destilada estéril y se procedió al macerado 

con solución fisiológica en morteros estériles para luego realizar diluciones seriadas que 

fueron sembradas en placas de Petri con agar nutritivo suplementado con 400mM de 

NaCl y 10 tg/m1 de estreptomicina. Esto se realizó para evitar el crecimiento en las 

placas de los endófitos propios en cada una de las especies. 
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12) Determinación de los posibles mecanismos a través de los cuales, el aislamiento 

seleccionado disminuye los efectos del estrés salino 

12 a) Determinación del contenido de azúcares en la interacción Bacteria-Trigo 

La posible participación de azúcares osmoprotectores en el incremento en la 

tolerancia al estrés salino del trigo por la inoculación del aislamiento seleccionado se 

evaluó en tres niveles: 

1) Análisis de los azúcares presentes cuando se cultiva el aislamiento 

seleccionado en medio Hoagland con exudados de trigo como única fuente de 

carbono. 

II) Análisis de los azúcares presentes en los exudados provenientes de plántulas 

de trigo inoculados con el aislamiento seleccionado. 

III) Análisis de los azúcares en tránsito en el interior de las plántulas de trigo 

inoculadas con el aislamiento seleccionado. 

I) Análisis de los azúcares presentes cuando se cultiva el aislamiento seleccionado en 

medio Hoagland con exudados de trigo como única fuente de carbono. En la figura V se 

resume esta metodología. 

Los exudados de trigo en condiciones salinas fueron obtenidos mediante cultivo 

de plántulas en tubos que contenían medio Hoaglancl suplementado con 100 mM de 

NaCI. A los 20 días de crecimiento se recolectó el medio y se concentró en un 

evaporador rotatorio. 

Este concentrado se utilizó como única fuente de carbono para nuevo medio 

Hoagland suplementado con 100 mM de NaC1, donde fueron cultivadas las bacterias 

durante una semana. Posteriormente los cultivos fueron cosechados y el sobrenadante 

fue colectado, concentrado en evaporador rotatorio y resuspendido en 200 .ti de agua 

bidestilada (Ti). Corno control se utilizó medio I loagland con el agregado de exudados 

sin inocular (T). 

Los concentrados de 'I' y Ti fuel on purificados en una columna de exclusión 

molecular Biogel P-4. Se colectaron fracciones a las que se les determinó el contenido 

de azúcares totales por medio de la técnica de antrona (Morris, 1948). Las fracciones 

positivas para antrona fueron reunidas y analizadas por HPLC con una columna de 
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intercambio aniónico PA-10 con detector amperométrico. El solvente de elusión fue 

OHNa 50 mM para el caso de disacáridos y 20 mM para ruonosacáridos. 

11) Análisis de los azúcares presentes en los exudados provenientes de plántulas de trigo 

inoculados con el aislamiento seleccionado. 

Semillas de trigo estériles y pregerminadas fueron transferidas a tubos que 

contenían medio Hoagland control o 100 mM NaCl. Inmediatamente la mitad de los 

tubos fueron inoculados con el aislamiento seleccionado en una concentración final de 

10 7 ufc/m1.,quedando establecidos los siguientes tratamientos: 

Plántulas en medio control sin inocular (C) 

Plántulas en medio control e inoculadas (Ci) 

Plántulas en medio salino 100 mM NaC1 sin inocular (T) y 

Plántulas en medio salino 100 mM NaC1 inoculadas (Ti). 

Luego de 20 días, las plantas fueron extraídas y el medio que contenía los 

exudados fue esterilizado por filtración y concentrado a vacío en un agitador rotatorio. 

Una vez concentrados, fueron resuspendidos en 200 ql de agua bidestilada y 

analizados por HPLC utilizando una columna SUPERCO GEL con agua ultra pura 

como solvente; flujo de 0,6 ml/ min, a una T° de 85 °C y se utilizó un detector de Índice 

de refracción Konik con control de temperatura. 

III) Análisis de los azúcares en tránsito en el interior de las plántulas de trigo inoculadas 

con el aislamiento seleccionado. 

Semillas de trigo estériles y pregerminadas fueron transferidas a tubos que 

contenían medio Hoagland control o adicionado con 100 mM NaCl. Inmediatamente, la 

mitad de los tubos fueron inoculados con el aislamiento seleccionado en una 

concentración final de 10 7 ufc/ml, quedando establecidos los siguientes tratamientos: 

Plántulas en medio control sin inocular (C) 

Plántulas en medio control e inoculadas (Ci) 

flámulas en medio salino 100 mM NaC1 sin inodular (F) y 

Plántulas en medio salino 100 mM NaCl inoculadas (Ti) 
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A los 20 días se tomaron tres plántulas por tratamiento y se maceraron con 3 ml 

de alcohol 80 %, de modo de extraer el contenido intracelular. Luego se centrifugó a 

12000 g durante 10 minutos. Se recolectó el sobrenadante, se evaporó hasta obtener lml 

y a continuación se pasó la muestra por una columna de exclusión molecular Biogel P-4 

de 10 cm de largo. Cada una de las fracciones eluídas fue evaluada por antrona para 

determinar la presencia de azúcares reductores. Las fracciones positivas para antrona 

fueron nuevamente evaporadas al vacío, resuspendidas en 30 pi de agua bidestilada y 

reunidas en una sola muestra. Se determinó la cantidad total de azúcares nuevamente 

por el método de antrona y se evaluó en los tratamientos el contenido de azúcares 

mediante el sistema HPAEC-PAD utilizando una columna de intercambio aniónico PA-

10 con detector amperométrico. El solvente de elusión fue 011Na 50 mM para el caso 

de disacáridos y 20 mM para monosacáridos. 

La figura VI resume la metodología empleada para determinar los azúcares 

presentes en los exudados de trigo, así como también la metodología para determinar 

azúcares en tránsito en plántulas de trigo inoculadas con el aislamiento seleccionado. 
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Figura V: Metodología empleada para el análisis de los azúcares presentes cuando se cultiva el 

aislamiento seleccionado en medio Hoagland con exudados de trigo como única fuente de carbono. 

Plántulas de trigo cultivadas 20 
días en medio Hoagland 
suplementado con 100 mM NaCI 

Exudados 

Concentración en 
evaporador 
rotatorio: 
Fuente de carbono 

Medio Hoagland 100 mM NaC1 ( T) 

Ilr Agitación rotatoria a 28 "C 
7 días 

Centrifugación y 
esterilización de 
sobrenadantes 

Concentración al vacío y purificación 

en columna Biogel P-4 

HPLC 

Antrona 

Medio Hoagland 100 mM NaC1 
-t aislamiento seleccionado. (Ti) 

11,Agitación rotatoria a 28 °C 
7 días 

Centrifugación y 
esterilización de 
sobrenadantes 
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en columna Biogel P-4 
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Figura VI: Metodología empleada para el análisis de los azúcares presentes en los exudados y 

en el interior de plántulas de trigo inoculadas con el aislamiento seleccionado. 

Control (C) 

concentrados Planta entera 
macerada  

Exudados 

concentrados 

concentrados 
Exudados  

Control + 
Aislamiento seleccionado. (Ci) 

Planta entera concentrados 
macerada 

Exudados 

Tratado con 
100 tuM NaCI. (1') 

Planta entera 
macerada 

concentrados 

Exudados concentrados 

Tratado con 
100 mM NaCI 
+ Aislamiento seleccionado. (Ti). 

Purificados 
CO columna 
Biogel P-4 

Purificados 
en columna 
Biogel P-4 

Purificados 
en columna 
Biogel P-4 

Purificados 
en columna 
Biogel P-4 

Purificados 
en columna 
Biogel P-4 

Purificados 
en columna 
Biogel P-4 

Purificados 
en columna 
Biogel P-4 

antrona 

antrona 

¡Introito' 

HPLC 

 lob HPLC 

  HPLC 

antrona 
HPLC 

antrona 
 110> HPLC 

antrona IIPLC 

antrona 111'1,C 



• 
e 
• 
e 
e 
e 

e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 

e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 

e 
e 
e 

e 

O 
e 

O 
e 

e 
e 

e 
e 
e 

42 

12b) Determinación de la producción de :leido salicilico por el aislamiento 

seleccionado. 

l'ara establecer la capacidad del/ los microorganismos seleccionados de producir 

y excretar ácido salicílico al medio, se procedió según Meyer el a.1, (1992). Cultivos del 

aislamiento seleccionado en MMGlucosa suplementado con 400 inM NaCI y cultivos 

controles (MMGlucosa sin NaC1) fueron mantenidos en agitador rotatorio a 130 rpm. y 

30 "C durante tres días. A continuación las células fueron removidas por centrifugación 

20 minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante fue acidificado a pll= 2 con 1N CUL 

filtrado con membrana de nylon de 0,22 nin de poro y particionado dos veces con 2 ml 

de cloroformo. La fracción clorofórmica fue extraída y concentrada al vacío para luego 

ser analizada por cromatografía gaseosa. l'ara ello se utilizó una columna 5% difenil-

95% dimetilpolisiloxano, 30m x 0,25 mm ID y 0.25 pm de libn. Se utilizó nitrógeno 

como gas portador 1,5 ml/min., temperatura inicial 100 "C con programación de 

temperatura a razón de 25 "C/min hasta 300 "C por 4 minutos, temperatura del inyector 

250 "C, volumen inyectado 21.11. Detector l'ID. La identificación se realizó mediante 

comparación del tiempo de retención con un standard de Acido Salicílico. 

12e) Determinación de la actividad ACC l-aminocielopropano 1-carboxilato) 

deaminasa por parte del aislamiento seleccionado. 

Para la detección de la capacidad de utilizar ACC como única fuente nitrogenada 

se procedió según la técnica descripta por Cilick el al., (1995). Para ello se utilizó el 

medio para la detección de bacterias degradadoras de ACC (ver apartado I g de 

materiales y métodos). 

Las bacterias se siembran en el medio que contiene ACC como única fuente de 

nitrógeno y paralelamente en el mismo medio sin el agregado de ACC. De esta manera 

se pueden diferenciar aquellas que crecen porque poseen la capacidad de fijar nitrógeno 

atmosférico (crecen en el medio sin ACC) de aquellas que utilizan ACC como fuente de 

Nitrógeno (crecen en el medio que contiene ACC y no crecen en el medio sin ACC). 
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12(1) Determinación de la actividad catalasa en plántulas de trigo inoculadas con el 

aislamiento seleccionado. 

Semillas de trigo estéril y pregerminadas fueron transferidas a tubos que 

contenían medio Hoagland control y salino (suplementado con 100 mM NaC1). La 

mitad fueron inoculadas con 10 7 ml del aislamiento seleccionado. De tal manera 

quedaron establecidos los siguientes tratamientos: 

Plántulas en medio control sin inocular (C) 

Plántulas en medio control e inoculadas (Ci) 

Plántulas en medio salino 100 mM NaC1 sin inocular (T) y 

Plántulas en medio salino 100 mM NaCl inoculadas (Ti) 

Al cabo de 20 días se procedió según Sairam el al., (2002) para la extracción 

enzimática, donde 0,5 g de tejido fueron homogeneizados en buffer fosfato 0,1 M pH 

7,5 y 0,5 mM EDTA en morteros bien fríos A continuación, el homogenato fue 

centrifugado a 4 °C 15 min. a 15.000 g y el sobrenadante recuperado y almacenado en 

frío hasta su utilización. 

La determinación de catalasa se realizó por el método espectrofotométrico 

continuo de Sigma en el que se determina el tiempo transcurrido para la disminución de 

absorbancia a 240 nm de 0,45 a 0,40 en 3m1 de mezcla de reacción que contiene 50 mM 

Buffer fosfato pH=7; peróxido de hidrógeno 0,035 % y mezcla enzimática (100 mg de 

proteínas). El contenido de proteínas fue determinado por el método de Bradford 

(1976). 

12 e) Determinación del contenido de iones Na +lk 4 en el interior de plántulas de 

trigo. 

Semillas de trigo estéril y pregerminadas fueron transferidas a tubos que 

contenían medio Hoagland control y salino (suplementado con 100 mM NaC1). La 

mitad fueron inoculadas con 10 7 Urd ml del aislamiento seleccionado. De tal manera 

quedaron establecidos los siguientes tratamientos: 

Plántulas en medio control sin inocular (C) 

Plántulas en medio control e inoculadas (Ci) 

Plántulas en medio salino 100 mM NaCI sin inocular (T) y 
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Plántulas en medio salino 100 mM NaCl inoculadas (Ti) 

Al cabo de 20 días, se separaron tallos de raíces y se llevaron a estufa de secado 

a 80 °C durante cuatro días hasta peso constante. Se determinó el peso seco y se 

procedió a macerar en morteros con 1 ml de 1-1CI 0, l M Este macerado se dejó 24 hs. a 

temperatura ambiente. A continuación se removieron los restos vegetales por 

centrifugación y se filtraron los sobrenadantes. Se determinó el contenido de iones 

mediante un analizador de iones Tecnolab Se analizaron 16 plantas en total agrupadas 

de a tres. Los resultados fueron expresados en moles / g de peso seco de tejido. 

13-Análisis estadístico 

Para la determinación de las diferencias significativas entre los tratamientos de 

los diferentes experimentos se realizó el Análisis de la Varianza (ANOVA) de dos vías 

(con dos factores: Sal y Cepa en dos niveles cada uno. Control y Tratado para el caso de 

la sal y sin inocular e inoculado para el caso de la cepa) para el caso de experimentos de 

interacción entre planta y aislamiento seleccionado Y de una vía para los experimentos 

restantes 

Las diferencias entre las medias fueron establecidas en todos los casos mediante 

el test a posteriori de LSD con p<0,05. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1-Determinación de la concentración de NaCI inhibidora del crecimiento de agropiro 

alargado. 

A partir de las determinaciones de crecimiento realizadas en tubos (apartado 3 de 

Materiales y Métodos), se estableció 100 triM como concentración de NaCl para los 

experimentos de estrés, dado que representa una concentración intermedia entre el control 

y 250 mM NaC1, concentración en la cual se pudo observar una fuerte disminución del 

crecimiento y signos de un importante estrés. 

En la figura I se observa el efecto de la salinidad sobre plántulas de agropiro 

cultivado en tubos con medio Hoagland en condiciones controles; 250 mM NaCl y 300mM 

NaC1 

Figura 1: Crecimiento de plántulas de agropiro alargado cultivado en tubos con 

medio Iloagland en condiciones controles; 250 mM NaC1 y 300 mM NaCl. 
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2-Aislamiento de cepas nativas tolerantes a condiciones estresan tes 

En la tabla 1 se resume la ubicación con respecto a la planta y el suelo del cual 

provienen los aislamientos que fueron capaces de crecer en sucesivos repiques en agar 

nutritivo suplementad() con 1M NaCI y por lo tanto fueron considerados tolerantes a dicha 

concentración de sal. 

Tabla 1: Número de colonias aisladas tolerantes a 1M de NaCI según las muestras de suelo 

y la ubicación con respecto a la raíz. 

Muestra de Suelo Rizósfera Endorizósfera 

Suelo I; CE-  19,5 (IS/m; p1 1-  7,67 
9 1 0

Suelo 2; C1'.,-  25,3 (IS/m; pl l 6,21 21 20 

Suelo 3; CE=36, I dS/m; pl l -8 
9 9 

De los tres suelos empleados para el aislamiento en el suelos 2 se encontró la mayor 

diversidad de microorganismos que se observó por una variedad de tipos y colores 

coloniales y por la tinción de Gram. Blancas, cremosas de bordes lisos; blancas, cremosas 

de borde rugoso, amarillas, cremosas de bordes lisos, rojas, cremosas de borde liso etc. 

Esto podría deberse a que este suelo presenta condiciones más favorables para el 

crecimiento de vegetales y por lo tanto favorece a la población rizosférica y a que los 

valores de conductividad y pl I eran menos extremos que en el caso del suelo I donde la 

conductividad era mucho más elevada. Sin embargo es importante destacar que la 

conductividad eléctrica determinada es elevada en los tres casos ya, que es superior a 15 

mS/m, valor en el cual se considera a la salinidad como muy severa y muy pocos cultivos 

pueden sobrevivir en esas condiciones. 

3-Estudios fisiológicos y bioquímicos de los aislamientos 

Los estudios fisiológicos y bioquímicos de los distintos aislamientos obtenidos 

Fueron agrupados según si provenían de rizósfera o de endorizósfera y según los suelos de 
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donde fueron obtenidos para observar si habla diferencias entre los distintos suelos. Las 

tablas 2 a 9 resumen las características de los aislamientos. Las referencias utilizadas en 

dichas tablas son las siguientes: Aislam: aislamiento; Ox. Oxidasa; Cat: Catalasa; SidG: 

producción de sideróforos en medio con ¡glucosa como fuente de carbono; SidM: 

Producción de sideróforos en medio con malato como fuente de carbono; Fosf 

Solubilización de fosfato; AlA: Producción de ácido indol acético y/o análogos; NfbN: 

Crecimiento en medio Nfb con agregado de nitrógeno; Nfb: Crecimiento en medio Nfb sin 

nitrógeno; S.scle: Capacidad para inhibir el crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum ;+++: 

A la semana; -1-+: A los 15 días; SC: Poco crecimiento en el medio; - Buen crecimiento 

pero negativo; Vs: Velo superficial; Vss: Velo subsuperficial; Micr.: Microcolonias 

Las tablas 2 y 3 muestran las características de los aislamientos obtenidos a partir 

del suelo 2, de rizósfera y endorizósfera respectivamente.. 

Tabla 2: Aislamientos obtenidos a partir de la rizósfera de plantulas de agropiro cultivadas en el 

suelo 2 

Aislam. Ox rCat. Gram. SidG. SidM. Fosf. AIA NfbN Nfb S.scle. 

123=93 - + BG- SC ++ ++ - - - - 
115 - + BG- + - - Vss Vss - 
112 - + BG+ SC +++ - - Vss Vss + 
104=107 - + BG- ++ - SC - Vss Vss - 
113 - + BG- - ++ - - - + 
120=99 +1- + BG- SC '-- - - Vss Vss - 
121 - + BG- - +++ - - Micr. Micr + 
106 - + BG- ++ _ + - Vss Vss - 
92=103 - + BG- +++ +++ - Si Vss Vss + 
97 - + BG- +++ +++ + - Vss Vss + 
96 - + BG- ++ + ++ - SC SC + 
101 - + BG+ + + - SC SC - 
102 - + r BG- ++ + - Vss Vss + 
104 - + BG- + +++ - - Vss Vss - 
105 - + BG- - +++ - 

- 
- 
- 

Vss Vss - 
109 + + BG- - - - -
108=111 - + BG- - +++ ++ si Micr Micr + 
110 - + BG+ - +++ - - Vss - + 
193=139 - + BG- SC +++ - - Vss - - 
200 + + BG- SC ++ - - Vss Vss - 
201 - + BG- ++ ++ ++ - Vss - 
202 + + BG- + + - - Vss Vss + 
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Tabla 3: Aislamientos obtenidos a partir de la endorizósfera de plántulas de agropiro cultivadas en 

el suelo 2 

Aislam. Ox. Cat. Gram SidG. SidM. Fosf. AIA NfbN. Nfb S.scle. 
135 - + BG- SC ++ SC - - + 
124 - + BG- + ++ - - - - - 
126 - + BG- + ++ - - - - - 
122 - + BG- - + - - Micr Micr + 
128 - + BG+ + + - - - - + 
117 - + BG- + ++ - - Vss Vss + 
118 - + BG- ++ + - -- - - - 
140 - + BG- ++ ++ + si , Vss Vss - 
141 + + BG+ ++ ++ - - Vss VsVs + 
47 - + BG- - + - - - - -
28 - + BG+ + + - +1- Vss Vss + 
29/94/95 - + BG- + + SC - - - -
32 + + BG- - - - - Vss - - 
198 - + BG- SC SC SC - - - + 
136 - + BG- - ++ - Vss - + 
137 - + BG- + + - - Vss - - 
142 - + BG+ SC + - +/- Vss - - 
143 - + BG- - - ++ - - -
31 - + BG- + + Vss - - 

En aquellos aislamientos rizosféricos es notable la cantidad de los que son capaces de 

crecer en Nfb sin nitrógeno y por lo tanto posibles fijadores de nitrógeno. Numerosos 

aislamientos muestran producción de sideróforos, solubilización de fosfato y notablemente 

muchos muestran inhibición del hongo Sclerotinia ,srlerolionan. Esta diversidad de 

metabolismos y formas encontradas en este suelo podría deberse a que las características de pH 

y conductividad menos extremas favorecen la diversidad. 

Las tablas 4 y 5 describen las características de los aislamientos procedentes del suelo 

3, de rizósfera y endorizósfera respectivamente. En ellas se observa una menor cantidad de 

asilamicntos capaces de crecer en el medio Nfb, y solo uno fue positivo para la solubilización 

de fosfato. Esto se debería a que este suelo presentaba un pH alcalino (pH=8) donde la 

solubilidad del fosfato es mayor que en aquellos pl-I inferiores a 7. También se observó que la 

mayoría de los aislamientos eran capaces de solubilizar fosfato con ambas fuentes de carbono. 
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Tabla 4: Aislamientos obtenidos a partir de la rizósfera de plántulas de agropiro cultivadas en el suelo 

3 

Aislam. Ox. Cat. Gram SidG. SicIM. Fosf. AIA NfbN. Nfb. S.scle. 

88 + BG+ - _ - - - - 
89 + BG- - - - - - - 
90 + + BG- +++ - - Vss Vss - 
49 + + BG+ + + - Vss Vss - 
52 + + BG- ++ + - - - - 
34 - + 1BG +++ - - si Micr - - , 
192 - + BG- - +++ - - - - - 
91(1) + + BG- ++ +++ - - Vss. - - 
91(2) - _ BG- + +++ - - Vss - - 

Tabla 5: Aislamientos obtenidos a partir de la endorizósfera de plántulas de agropiro cultivadas en el 

suelo 3 

Aislam. Ox. Cat. Gram. SidG. SidM. Fosf. AIA NfbN. Nfb. S.scle. 

94 - + BG- + SC - Vss Vss - 
95 - + BG- + + SC - Vss Vss - 
86=84 - + BG- ++ +++ - si Vs - Lesc. 
87=85 - + BG- - - - - - - 
44 + + BG+ + + SC - Vss Vss + 
54 - + BG- SC SC SC - Vs - - 
55 - + BG- +++ - - - _ ... 
43=41 - + BG+ - - - - Vss Vss - 
36 - + BG+ + +++ + si Vs Vss + 

Las tablas 6, 7, 8 y 9 resumen las características de los aislamientos provenientes del 

suelo 1. La metodología de aislamiento en este caso fue diferente a la de los dos suelos 

anteriores debido a que la conductividad eléctrica de este suelo era tan elevada que ninguna 

plántula de agropiro fue capaz de sobrevivir en el mismo. En el apartado 4 de materiales y 

métodos se describe con detalle la metodología empleada 

Las condiciones extremas de salinidad se correlacionaron con una menor diversidad 

de formas, colores y tipos coloniales, ya que probablemente estas condiciones han favorecido 

el crecimiento de microorganismos altamente adaptados y por lo tanto menos diversos. 
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Tabla 6: Aislamientos obtenidos a partir de la rizósfera de plántulas de agropiro cultivadas en el suelo 

I, previo enriquecimiento en medio sin nitrógeno. 

Aislam. Ox. Cat. Gram SidG. SidM. Fosf. AIA NfbN. Nfb. S.scle. 

56 - + BG- - +++ - - _ - - 
57 - + BG- - +++ - - Vss - - 
66 - + BG- +++ ++ _ SI Vs - + 
67 - + BG- +++ - - - Vs - + 
50 - + BG- + ++ - - Vs - - 
14 + + BG- +++ ++ - SI Vs - + 
191 - + BG+ + + - - Vss - - 
190 - + BG+ + - - - - - + 
170 + BG- - - - si Vss Vss - 

Tabla 7: Aislamientos obtenidos a partir de la endorizósfera de plántulas de agropiro cultivadas en el 

suelo I, previo enriquecimiento en medio sin nitrógeno. 

Aislam. Ox. Cat Gram 

69 
68 
62 
63 
58 
71 
48 

BG-
BG-
BG+
CBG-
BG+ 
CBG-
BG-

SidG. SidM. Fosf. AIA NfbN. Nfb. S.scle. 

SC - - - - + 
SC - - - Vs - - 
SO Vss Vss - 
++ - - si Vs + 
- +++ - - Vss - 
++ - - - - - - 

+++ + - Vss Vss 

Tabla 8: Aislamientos obtenidos a partir de la rizósfera de plántulas de agropiro cultivadas en el suelo 

I, previo enriquecimiento en medio con nitrógeno. 

Aislam. 

80 
78 

0x. 

- 
- 

Cat. Gram SidG. SidM. Fosf. AIA NfbN. Nfb. S.scler. 

+ BG- 
BG- 

++ 
- 

- 
+++ 

- 
- 

- 
- 

Vs - - 
+ Vs - - 

24 + + BG- - +++ - - Vss Vss - 
23 + + BG- - +++ - - Vss Vss - 
25 + + BG- - +++ - - Vss Vss - 
27 - + BG- - +++ - - Vs - 
21 + + BG- - +++ - - Vss Vss - 
22 + + BG- - +++ - Vss Vss - 
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Tabla 9: Aislamientos obtenidos a partir de la endorizósfera de plántulas de agropiro cultivadas en el 

suelo 1, previo enriquecimiento en medio con nitrógeno. 

Aislam. Ox. Cat. Gram SidG. SidM. Fosf. AlA NfbN. Nfb. S.scler. 

129 + BG- - - SC - - -- - 
70 + + BG- +++ ++ SC - Vs Vss + 
9 - + BG- SC ++ SC - Vss - - 
11 - + BG- SC ++ SC - Vss - - 
10 + + BG- + + SC - Vss - - 
8 - + BG- + +++ 

- -4-
+++ 

SC 
SC 

 - Vss - + 
3 - + BG+E - - - - - 
4 - + BG- + SC - - - - 

+ + BG- - - SC - - - - 

microllora aislada a partir de suelos salinos e hipersalinos consiste 

principalmente en bacterias moderadamente halólilas y halotolerantes. Estas han sido 

asignadas a un amplio rango de géneros tanto de (kan' positivas como de Guam negativas, 

siendo los más numerosos los géneros Badllu.s.. Aka/ígenes y P.srudontonas (Varnam y 

Evans, 2000). 

En los tres suelos empleados, se pudo observar que la capacidad de producir 

siderólbros es la característica mas difundida entre los aislamientos, tanto en rizósfera 

como en endorizósfera. Esto probablemente se deba al hecho de que el hierro empieza a 

disminuir su solubilidad a medida que el p11 de los suelos se alcaliniza a partir de 6,5, por 

lo que en los tres casos los microorganismos se verían beneficiados por la posibilidad de 

excretar sideróforos al medio. 

En el caso de la capacidad para solubilizar fbsfato se observa una mayor cantidad 

de aislamientos en el suelo 2. mientras que en lOs suelos I y 3 son pocos los aislamientos 

positivos para esta determinación. 

Para el caso de determinación de AIA y/o análogos, se tomó como referencia a la 

cepa A.. brasi/ense y se observó que pocos aislamientos fueron capaces de producir estos 

compuestos en los niveles de A:aspira/un/. 
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4-Estudios fisiológicos y bioquímicos de los aislamientos seleccionados 

Basados en las determinaciones de capacidad PGPR y en la tolerancia a NaCI 1M, se 

seleccionaron 5 aislamientos (66, 36, 86, 96 y E ). El aislamiento E, se obtuvo a partir de 

plántulas de a.gropiro sembradas en tubos que contenían medio Hoagland adicionado con 300 

mM NaC1 habiéndose determinado previamente la tolerancia de agropiro a condiciones 

salinas. En uno de estos tubos se visualizó crecimiento tuicrobiano y luego de siembra en 

agar nutritivo, se identificó una sola colonia que fue aislada y denominada E por su origen 

endofitico. 

a) Determinaciones bioquímicas y morfofisiológicas de los aislamientos seleccionados 

A continuación, en la tabla 10, se describen las principales características PGPR por 

las que fueron seleccionados los aislamientos, así como también las principales pruebas 

bioquímicas para lograr una caracterización más amplia. 

Tabla 10: Determinación de las principales características morfofisiológicas y pruebas metabólicas de 

los aislamientos seleccionados 

E 66 36 96 86 

Tinción de Gram 
Bacilos 

Gram + 

Bacilos Gram Bacilos Gram 

+ 

Bacilo 

Gram + 
Bacilos Gram - 

Morfología de la colonia 
Amarilla 

mucosa 

Amarilla 

mucosa 
Blanca seca 

Blanca 

seca 

Amad ha 

mucosa 

Oxidasa - - + + - 

Catalasa + + + + + 

Producción de sideróforos + + + - + 

Solubilización de Fosfato + + + - 

Crecimiento en Nfb _ _ _ + + 

Producción de ALA y/o 

análogos 
_ + + _ + 

Fenil Alanina - - + - 

SIM (sulfuro/indol/movilidad) - / - / móvil - / 4 / móvil 

+ 

- / - / no móvil -1- /móvil - / - / no móvil 

Ureasa - - - -

Citmto de Simmons - + - - 
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b) Crecimiento de los aislamientos seleccionados en condicio es controles y salinas. 

La capacidad de los aislamientos para crecer en distintas ci ncentraciones de NaCI fue 

determinada en medio MMGlucosa, y la viabilidad de los misil] s se determinó en DO=0,6 

de modo que todos los cultivos estuvieran en lbse exponencial. Todas las determinaciones 

fueron realizadas por triplicado. 

II 

La figura 2 refleja el patrón de crecimiento del aislamie 'lo 36, un bacilo G+ cuyo 

crecimiento en 250 mM NaCI es similar al del control, con valore de viabilidad de un orden 

2,0-

0,5-

0,0 1 1 1 1 1 1 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Tiempo (hs) 

Control; 250 mM NaCI; A 1 M NaCI 

Via )ilitlad: 

C:oi trol: 1,3x 101° ufc/m1 

250 mM CINa: 13 x 109 u fc/m1 

1M 1Na: 3. x 107(.1lb/1111 

Figura 2: Crecimiento del a islam iew o 36 en M I ucosa st plemeniado con diferentes 

concentraciones de Miel. 

de magnitud inferior que los controles El cultivo presenta una (lis inución en el crecimiento 

y un menor valor de DO máxima cuando está en valores de sal in dad de 1M, donde además 

muestra una viabilidad muy inferior a la del control. Por otro la o, en DO cercana a 1,2 se 
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produce una marcada floculación del cultivo por lo que no el posible continuar con las 

determinaciones de crecimiento 

La figura 3, muestra el patrón de crecimiento del aislaminto E, un cocobacilo Gram 

positivo , en diferentes concentraciones de NaC1 

D
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2,0-

1,8- _ 
b 

« . 

A 

1,0 

.A 
0,6-

0,4- A 

0,2-

0,0  T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Tiempo hs. 

—a—Control ; • 250 mM ; • 1 M 

Viabilidad: 

Control: 9.x 1010 ufc/ml 

250 mM CINa: 3 x 109 ufc/ml 

1M ClNa: 9,7 x109 ufc/m1 

Figura 3: Crecimiento del aislamiento E en MMGlucosa sudementado con diferentes 

concentraciones de NaCl 

El aislamiento E presenta marcadas diferencias con los otros aislamientos, ya que el 

microorganismo crece más rápidamente cuando el medio contiene 250 mM de NaCl, 

alcanzando también una mayor viabilidad en estas condiciones; en 1M si bien posee, al 

igual que los otros aislamientos, una mayor fase de latencia, el crecimiento se recupera 

alcanzando los valores del cultivo control. La viabilidad determinada para 250 mM y 1M 

NaCl son solamente de un orden de magnitud inferior a la encontrada para el control por lo 

que no es indicadora la disminución en el crecimiento que se determina para estos casos. 
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El crecimiento del aislamiento 86 se muestra en la figura 4 donde se pone de 

manifiesto que en condiciones de salinidad de 250 mM no se ve afectado el crecimiento así 

como tampoco se ve afectada la viabilidad de los cultivos. 1Cuando la salinidad se 

incrementa a 1M se observa una fase de latencia mayor que se prillonga hasta las 10 horas 

de cultivo; a partir de allí el crecimiento se recupera y alcanza los -ra.lores del control 
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1,2-

1,0.: 

0,8-

0,61

0,41

0,2-

0,0 gl t ilit
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

A 

A 

Tiempo hs 

Control ; • 250 mM NaCl; • 1 M NaC1 

Viabilidad: 

Control: 3x 108 ufc/ml 

250 mM ClNa: 2,3x 108 ufc/ml 

1M ClNa: 4 x107ufc/m1 

Figura 4: Crecimiento del aislamiento 86 en MMGlucosa suplementado con diferentes 

concentraciones de NaC1 

El crecimiento del aislamiento 96 representado en la figura 5, presenta un 

crecimiento similar en cultivos controles y estresados con 250 mM NaCl. En condiciones 

de salinidad de 1M, la fase de latencia se alarga considerablemente, recuperándose 

lentamente luego de las 16 horas de cultivo. 
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Viabilidad: 

Control: 2,1 x 10 8 ufc/ml 

250 mM CINa: 2,2 x 108 ufc/ml 

1M CINa: 1,8 x107ufc/m1 

Figura 5: Crecimiento del aislamiento 96 en MMGlucosa splementado con diferentes 

concentraciones de NaC1 

En la figura 6 se observa el patron de crecimiento del aislamiento 66 en 

condiciones controles y de estrés. En 250 mM NaC1 no se observan grandes cambios en el 

crecimiento aunque si se observa disminución de la viabilidad. Para el caso del crecimiento 

en 1M 1\iaC1 se evidencia una mayor fase de latencia y disminución en la DO máxima 

alcanzada por el cultivo en fase estacionaria, asi como también una marcada disminución 

de la viabilidad. 
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• 

0,0  , . . • 1 

0 1 2 34 56 7 8 9 1011 121314151617 

Tiempo hs 

• Control ; • 250 mM NaCI; A 1M NaCI 

Viabilidad: 

Control: 1,3x 1010 ufc/ml 

250 mM CINa: 3x 109 ufc/ml 

1M ClNa: 2x107ufc/m1 

Figura 6: Crecimiento del aislamiento 66 en MMGlucosa suplementado con diferentes 

concentraciones de NaC1 

Si bien los autores difieren en la definición del límite entre halotolerancia y 

halofilismo, la mayoría coincide en que microorganismos halotolerantes son aquellos que 

pueden crecer en concentraciones de NaCI relativamente altas, pero su crecimiento óptimo 

se da en concentraciones fisiológicas de NaCl. Los microorganismos halófilos son aquellos 

cuyo requerimiento mínimo de NaCl para crecer es superior a las concentraciones 

fisiológicas, o sea entre 2,5 a 4 % NaC1 ( 0,4 M a 0,7 M ) y la concentración para un 

crecimiento óptimo generalmente está entre 8 y 10 'Yo NaCl (1,4 M a 1,7 M ) (Kushner, 

1978; Varnam y Evans, 2000). 

Muchos de los aislamientos halófilos crecen en un amplio rango de concentraciones 

de NaCl, lo que sugiere que una variación espacial y temporal del contenido de esta sal en 

el suelo favorece a aquellos halófilos menos especializados (Varnam y Evans, 2000). 

Si bien los cinco aislamientos seleccionados son capaces de crecer en 1 M NaC1, el 

aislamiento E presenta un comportamiento diferente, ya que su crecimiento es superior al 



58 

del control cuando el medio está suplementado con 250 mM de NaC1 y en 1M NaC1, 

aunque con una fase de latencia mayor, describe una curva similar a la del control. Esto 

demuestra que este aislamiento no sólo tolera elevadas concentraciones de NaCI, sino que 

además lo necesita para un mejor crecimiento, por lo que puede ser considerado 

moderadamente halófilo. Los aislamientos 86, 96, 66 y 36 se pueden considerar dentro de 

la categoría de halotolerantes, ya que crecen en cultivos suplementados con 1 M de NaC1, 

pero ninguno aparenta necesitar sal para su crecimiento. 

5-Determinación de la inhibición de crecimiento in vitro entre los aislamientos 

seleccionados por producción de sustancias antimicrobianas o competencia directa. 

5a) Por producción de sustancias antimicrobianas. Técnica de Difusión de Agar en pocillos 

(WDA) 

Para determinar la excreción de algún compuesto antimicrobiano, se sembraron en 

la placa cada uno de los aislamientos y en los pocillos los sobrenadantes estériles de 

cultivos que crecieron durante la noche de los otros aislamientos. 

No se observaron halos de inhibición en ninguno de los casos. La figura 7 muestra 

uno de los resultados representativos de esta determinación. 

Figura 7: Crecimiento del aislamiento E en presencia de 

los sobrenadantes de los aislamientos 86, 36 y66 mediante 

la técnica de difusión de agar en pocillos (WDA). 
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5b) Por competencia directa por los nutrientes 

La inhibición in vitro de los distintos aislamientos, podría indicar lo que ocurre en 

la rizósfera en donde los aislamientos interactlian y compiten entre si. En este caso en que 

se enfrentan los microorganismos de un modo directo, se ponen en juego mecanismos de 

defensa o de secreción de compuestos inhibidores que no habían sido producidos cuando 

cada microorganismo crecía por separado. Esto se observa en la figura 8 donde el 

aislamiento 36 produce alguna sustancia tipo bacteriocina cuando está en contacto con el 

aislamiento E (sembrado en el césped), que lo inhibe en cierto modo. En ninguno de los 

otros casos se observa inhibición. Ejemplo significativo de esto se muestran en la figura 8, 

en la placa de la izquierda en donde se sembró el aislamiento 86 en el césped y se enfrentó 

con los otros aislamientos, y en la figura 9 donde se sembró en el césped el aislamiento 66. 

Figura 8: Determinación de la inhibición en agar semiblando 

adicionado con 400 mM NaCl, por competencia directa de los 

aislamientos E (izquierda) y 86 (derecha) por los otros 

aislamientos seleccionados. 
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Figura 9: Determinación de la inhibición en agar 

semiblando adicionado con 400 mM NaC1 por 

competencia directa del aislamiento 66 por los otros 

aislamientos seleccionados. 

6) Identificación Taxonómica del aislamiento E 

La homología obtenida a partir del ingreso de la secuencia del gen 16S ADNr al 

banco de genes fue de 99% con el género Microbacteraan, no pudiéndose establecer con 

precisión la especie. Esto se debe a que este género es de muy reciente descripción y se 

encuentra en constante revisión . 

El mayor porcentaje de homología (99,7), fue con Mierobacierium sp. AS — 44 

(Fajon el aL, trabajo no publicado). 

Las principales características descriptas para dicho género son: 

Pequeños bacilos en cultivos jóvenes y luego cocos. Gram positivos o Gram 

variables no esporulados. No móviles o móviles por uno o tres flagelos. Aeróbicos, aunque 

pueden crecer en anaerobiosis. Colonias con pigmentación amarillenta. Requerimientos 

nutricionales complejos. Catalasa +. T" óptima de crecimiento 30 °C. 

La cepas del Género Microbacterhan están ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y pueden ser aisladas de diferentes fuentes. La unción de Gram por los 
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procedimientos convencionales, da resultados inciertos dado gre las células se decoloran 

fácilmente y reaccionan como Gratn negativas Otra característica distintiva es que su 

peptidoglucano es de tipo beta, ya que poseen L homoserina- D-Gllu-Gli-D-Ornitina y 

residuos Glicol en sus paredes (Behrendt el al .,2001) 

Si bien el género Microbacterimn no ha sido identificado como PGPR ni se conoce 

con detalles las características bioquímicas que lo definen, se ha informado el aislamiento 

de cepas de Microbaelenum a partir de tallos de papa (Reiler 2002), del interior de 

plántulas de sorgo, de pasturas nativas (Zinniel el al, 2002), de zanahoria (Surette el 

al. ,2003) y de la rizósfera de plántulas de trigo (Landa el al , 2003) 

Cepas del género Microbacterium han sido utilizadas cr éxito en experimentos de 

reducción de cromo presente en suelos o en aguas residuales (Pattanapipitpaisal el al., 

2001). 

7-Determinación de la respuesta de Microbacterium y. frente a otros tipos de estrés 

en medio MMGIticosa. 

En la naturaleza y especialmente en la rizósfera, los microorganismos no se 

encuentran aislados y constantemente están sometidos a diferentes situaciones de estrés. La 

tolerancia a un tipo de estrés puede traer aparejada la tolerancia a otros tipos de estrés corno 

consecuencia de tolerancia cruzada (Bremer y Kramer, 2000). Con el objetivo de conocer 

la respuesta fisiológica del microorganismo frente a otros tipos de estrés, se evaluó el 

comportamiento de Microbacterium ,sp. en estrés oxidativo, térmico y osmótico (no 

jónico). 

En la figura 10 se observa el crecimiento de Alicrobwierium .sp. en condiciones de 

estrés oxidativo y térmico. En el caso del estrés oxidativo no hoy diferencias en el patrón 

de crecimiento con respecto al control; además es interes nte notar que durante el 

crecimiento se observó una gran cantidad de burbujas en los frascos de cultivo, lo que 

evidencia una potente actividad catalasa El aumento de temperatura favorecería la 

velocidad de crecimiento debido a que la misma, en la l'ase exponencial, es mayor a la del 

control y a que la fase estacionaria se alcanza más rápidamente aunque a una DO máxima 

menor que los controles 
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De todos modos, a partir de las curvas de crecimiento 
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de las determinaciones de 

viabilidad realizadas ( tabla 11) se evidencia que el microorganismo es tolerante a los dos 

tipos de estrés en juego ya que las viabilidades no se ven afectadas por esas condiciones. 

Control 
O xid a tivo 

1 ,2 T é rm ¡co 

1 ,1 

1 ,0 
E 0,9 

Q 0,8 
o 0,7 
co 7 

o 
o 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 - 
0,2 

0,1 
erd 

0,0 
o 5 10 15 20 25 30 35 4 10 

T ie m po (H o ra s) 

Figura 10: Crecimiento de Microbacterium sp. en medio 

MMGlucosa en condiciones de estrés oxidativo dado por el 

agregado de 10 mM H20 2 y térmico (37 °C). Cada punto de la 

curva representa la media de tres determinaciones. 

Tabla II: Determinación de la viabilidad en cultivos de Microbacterium sp. a diferentes DO en 

condiciones de controles, estrés oxidativo y estrés térmico. Los valores representan la media de tres 

determinaciones 

Viabilidad DO= 0,3 Viabilidad DO= 0,6 Viabilidad DO= 1 

Control 2 x i0 9 ufc/ml 2,8 x i0 9 ufc/ml 9 x 10 9 ufc/ml 

H202 10mM 9,3x 108 ufc/ml 2x i0 9 ufc/ml 5 x 10 9 ufc/ml 

37°C 9x 108 ufc/ml 1,1x 10 9 ufc/ml - 
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En la figura 11 se observa los resultados del crecimiento de Microbacterium sp. en 

condiciones de estrés osmótico Para ello se utilizo manitol 0,6 M (-1,95 MPa); glicerol 0,6 

M (-1,87 MPa) y PEG 0,020 M (-1,9 MPa), concentraciones que presentaban una presión 

osmótica equivalente a la determinada para NaC1400 mM (-1,9 Mpa) 

1 ,2 

0 4 - 

0 2 - 

0,0 

Control 
M a n ito I 0,6 M 
G lice ro I 0,6 M 
PEG 0,020 M 

- 
al 

O 5 10 15 20 25 30 35 40 

Tiempo (H o ras) 

Figura 11: Crecimiento de Microbacterium sp. en medio MMGlucosa en 

presencia de osmolitos no iónicos. Manitol, glicerol y PEG 8000 Cada punto 

de la curva representa la media de tres determinaciones 

Tabla 12: Determinación de la viabilidad en cultivos de Microbacterium sp. a diferentes DO en 

condiciones de control, estrés por manitol, estres por glicerol y estrés por PEG 8000. Los valores 

representan la media de tres determinaciones. 

Viabilidad DO= 0,3 Viabilidad DO= 0,6 Viabilidad DO= 1 

Control 2 x 10 9 ufc/ml 2,8 x i0 9 ufc/ml 9 x 10 I° ufc/ml 

Manitol 0,6 M 1 x 10 9 ufc/ml - 

Glicerol 0,6M 8 x 10 g ufc/ml 1 x 10 9 ufchni 

PEG 0,020 mM 1,3 x 10 9ufc/m1 - - 
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En la figura 11 se observa claramente que el efecto más estresante es el producido 

por la presencia de PEG 8000 en el medio de cultivo, en donde la DO máxima no llega a 

ser superior a 0,4 y el crecimiento se ve severamente afectado. El efecto provocado por 

manitol y glicerol es similar aunque menos drástico, ya que el microorganismo alcanza 

niveles importantes de crecimiento ( y la viabilidad se mantiene en los niveles del control, 

especialmente en el caso de glicerol) pero los valores máximos de crecimiento son 

inferiores al alcanzado por el control. 

Resulta claro el hecho de que el microorganismo no es capaz de sobreponerse al 

estrés generado por este tipo de osmolitos no jónicos. Además, en coincidencia con lo 

observado en Micmhaderium cultivado en presencia de PEG 8000, las cepas de Rhizobilan 

TAL 1000 y ATCC10317), se vieron severamente afectadas por este osmolito ( Dardanelli 

,2001). 

El efecto inhibitorio del PEG podría deberse a que su agregado al medio de cultivo 

aumenta considerablemente la viscosidad del mismo, a la vez que disminuye la difusión del 

oxígeno, creando una situación de doble estrés para los microorganismos. Las moléculas de 

PEG pueden ejercer efectos diferentes según sea su peso molecular. De esta manera, las 

moléculas de PEG 200 son fácilmente excluidas de la célula (efecto que sería análogo al 

causadp por el glicerol) y su presencia causaría un daño menor en las células. Por otra 

parte, las moléculas de PEG de mayor tamaño no pueden difundir y por lo tanto afectan 

drásticamente el crecimiento de las células (Kets el al., 1996). 

Los efectos causados por el agregado de 400 niM N Cl al medio de cultivo se 

muestran en la figura 12. No se observan diferencias en el patrón de crecimiento entre 

cultivos controles y estresados. Ambos cultivos alcanzan la misma DO máxima 

prácticamente al mismo tiempo además la viabilidad de los cultivos estresados no se ve 

drásticamente disminuida con respecto al control (tabla 13) en las DO determinadas. 
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• , • • • ' ' ' ' ' , 

5 10 15 20 25 30 35 40 
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Figura 12: Crecimiento de Microbacterium sp. en medio MMGlucosa 

en condiciones de estrés iónico y osmótico dado por el agregado de 

NaCl 400mM. Cada punto de la curva representa la media de tres 

determinaciones. 

Tabla 13: Determinación de la viabilidad en cultivos de Microbacterium sp. a diferentes DO en 

condiciones de control y estrés por NaCl. Los valores representan la media de tres determinaciones. 

Viabilidad DO= 0,3 Viabilidad DO= 0,6 Viabilidad DO= 1 

Control 2 x 10 9 ufc/ml 2,8 x 10 9 ufc/ml 9 x 10 10 ufc/ml 

NaC1 0,4 M 1,1 x 10 9 ufc/ml 1,9 x 10 9 ufc/ml 7 x 10'° ufc/ml 

Estudios realizados en Azospirillum brasilense Cd, han demostrado que este 

microorganismo puede crecer hasta concentraciones de 300 mM de NaCl, concentración en 

la que presenta una disminución del 66% en el crecimiento co h respecto al control y en 
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concentraciones de 400 mM de NaC1, el crecimiento prácticamente es nulo (Rivarola el al, 

1998). 

Para el caso de especies de Rhizobium, Dardanelli (2001) observó que la cepa TAL 

1000, muestra una disminución tanto en la velocidad de crecimiento como en la DO final 

alcanzada cuando es cultivada en concentraciones de 800 mM de NaC1, mientras que el 

crecimiento no se ve afectado por sacarosa, glicerol o manitol 350 mM. Es importante 

hacer una salvedad y es que el potencial osmótico dado por 800 mM es —2,8 MPa y en esas 

condiciones se presenta un fuerte efecto jónico además del osmótico, mientras que el dado 

por la sacarosa, glicerol y manitol 350 mM es de -0,9 MPa aproximadamente, por lo que la 

falta de inhibición en el crecimiento que se observa cuando se utiliza sacarosa, manitol o 

glicerol en esas concentraciones podría deberse a que el potencial osmótico es mayor. 

8-Determinación del contenido de iones Na y k + en el interior de células de 

Microbacteritan y). en condiciones de estrés 

Generalmente las bacterias, especialmente aquellas que son halotolerantes y algunas 

halófilas, están adaptadas a acumular más K que Na l en su interior. Por el contrario, en un 

gran número de halófilas, la estrategia consiste en acumular Na', hasta concentraciones que 

pueden llegar a 3 M (Oren, 1999). 

Para establecer si el microorganismo acumula alguno de estos iones se determinó el 

contenido intracelular de los mismos en cultivos controles y estresados con un osmolito 

jónico (NaC1) y uno no jónico (manitol). FI medio de cultivo empleado fue MMglucosa 

adicionado con 400 mM NaCl y 600 mM manitol. Las determinaciones se realizaron por 

triplicado. 

En las figuras 13 y 14 se muestra el contenido de iones Na + y le respectivamente, 

mientras que en la figura 15 se muestra la relación Na /K intracelular en los diferentes 

tratamientos 
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Figura 13: Contenido intracelular de Na i en Microbacterium sp. 

cultivado en MMglucosa en condiciones de estrés iónico y osmótico. 

Resultados expresados en nmoles de Na 7g peso seco de pellet. Los 

datos representan la media ± ES de tres determinaciones. Letras iguales 

indican ausencia de diferencias significativas. ANO VA, test de LSD, (p< 

0,05) 
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Figura 14: Contenido intracelular de I(' en Micmhaderium sp. cultivado 

en MMglucosa en condiciones de estrés iónico y osmótico. 

Resultados expresados en nnioles de Ki/g peso seco de pellet. Los datos 

representan la media ± ES de tres determinaciones. Letras iguales indican 

ausencia de diferencias significativas. ANOVA, test de LSD, (p< 0,05) 
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Figura 15: Relación Na' intracelular en Microhacterium 

cultivado en MMglucosa en condiciones de estrés jónico y osmótico. 

Los datos representan la media ES de tres determinaciones. Letras 

iguales indican ausencia de diferencias significativas. ANO VA, test de 

LSD, (p< 0,05) 

De las determinaciones de contenido de iones intracelul r en Microbacierium y. se 

observa claramente que el microorganismo se comporta como halófilico al igual que lo 

observado en las curvas de crecimiento en condiciones salinas. El contenido de Na' 

intracelular es mayor cuando las células están en condiciones de estrés salino dado por 

NaCI que el control y que el cultivo bajo estrés osmótico dado por manitol (figura 13). De 

modo inverso, el contenido de K' encontrado en Microbacterium .sp. en estrés salino es 

significativamente menor que en los otros dos casos (figura 14). Cuando se analiza que 

ocurre con la relación Na/ K (figura 15), vemos que esta relación es aproximadamente 

cinco veces mayor en aquellas células sometidas a estrés por NaCI, mientas que es menor 

cuando las células se encuentran en situación control. Aqui se observa claramente la 
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o de estrés por manitol, la 

relación que se observa es el doble de la encontrada para los controles, pero menor que la 

de las células en estrés salino. 

La concentración de iones Nal que cada microorganismo puede mantener en su 

interior va a depender de múltiples factores, como por ejemplo, la calidad y el tipo de 

osmoprotectores que acompañen a la incorporación de iones, la funcionalidad y 

modificación de las estructuras celulares y enzimas necesarias para llevar a cabo 

correctamente las funciones celulares, e incluso factores externos como el pH del medio de 

cultivo. Se ha comprobado que la mayor toxicidad del Na a pH elevados se produce a 

causa de la disminución del gradiente de protones lo que dificulta la exclusión de Na' . 

Además el Na + compite con los le por algunos blancos lo que compromete las funciones 

celulares cuando el pH es elevado y la concentración de Hl- es baja (Gonzalez-Hernández y 

Peña, 2002) 

Estudios en microorganismos no halofilicos corno Azospirillum revelaron que, 

frente a un estrés salino de 300mM de NaCI, A. hrasilense Cd es capaz de acumular casi 5 

veces mas K+ en sus células que los controles no salinizados en fase estacionaria (Rivarola 

el al, 1998). Esta respuesta, que también ha sido descripta para E coli (Miller and Wood, 

1996), algunas especies de Rhizobium (Dardanelli 2001), etc., es propia de aquellos 

microorganismos con una limitada osmoadaptación, mientras que en microorganismos 

halófilos no siempre se informa un aumento en la acumulación de este ión. 

Gonzalez-Hernández y Peña, (2002), determinaron en trabajos de osmoadaptación 

de la levadura Dehalyomyces hansenii que, en medios con baja concentración de K 4. el 

Na + era capaz de sustituirlo, restaurando la relación del crecimiento específico y la biomasa 

final. La concentración interna de Na + alcanzaba valores de hasta 800 mM, sugiriendo que 

el metabolismo de D. hansenii no se afecta a esta concentración elevada de NaCI. Se ha 

propuesto que el metabolismo de 1). hamenii es menos sensible al Nal intracelular, en 

comparación con S. cerevisiae, donde el Na' sustituye al I(' cuando este es escaso y que el 

transporte de K' se favorece en presencia de Na . En medios donde la concentración de K 

es baja, D. hansenii se comporta como una levadura halófila. 
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El estrés puede ser definido como cambios en el ambiente que causan una 

disminución en la tasa de crecimiento o supervivencia a traves de cambios en el genoma o 

proteoma. Las respuestas de los microorganismos frente al estrés son de particular 

importancia, dado que viven en ambientes sujetos a cambios constantes, ya sea de 

temperatura, presión osmótica, pF1, etc. (Vorobjeva, 2003). 

Para el caso de bacterias ácido-lácticas se han identificado más de 17 proteínas de 

estrés. No es sorprendente, por lo tanto, que la pre-adaptación a un tipo de estrés cause 

resistencia a otros tipos de estrés (resistencia cruzada) (Vorobjeva, 2003). 

En Bacillus sublilis, la respuesta general frente a estrés está controlada por el factor 

de trascripción 13 que se activa frente a di versos tipos de estrés y dirige la síntesis de más 

de 100 proteínas de estrés generales. La pérdida de la función de este factor de 

transcripción conduce a la sensibilidad frente a múltiples estreses como el ácido, térmico, 

osmótico y oxidativo (Chester et al, 2000). 

Las funciones conocidas de los genes regulados por a ta se relacionan con la 

protección del DNA, proteínas y lípidos frente al estrés y específicamente frente a las 

especies activas del oxigeno generadas por un metabolisH) desbalanceado (Chester , 

2000). 

Elbein el al, (2003), informaron que bajo condiciones de estrés térmico, oxidativo, 

osmótico y otros, se produce trehalosa. Este disacárido no reductor se encuentra presente 

en bacterias, hongos, insectos y plantas, se acumula en el citoplasma de las células y 

protege a las proteínas y a las membranas de la desnaturalización causada por los distintos 

tipos de estrés. Además, la trehalosa actuaría como una molécula señal o reguladora en 

algunas células, ligando el metabolismo de la trehalosa con el transporte de glucosa y la 

glucólisis. 

9-Determinación de la posible acumulación intraceltdar y excreción in vitro de 

azúcares osmoprotectores por parle de IlEcrobacteriullt sp. 

Gouffi el al., (1999) describieron la acumulación de disacáridos como trehalosa, 

maltosa, celobiosa, gentobiosa, turanosa y palatinosa, como osmoprotectores en 



11
 4
1 
11

 1
0 
11

 1
1 
41

 1
/ 
II
 1
0 
I
/
•
I
D
 I
I 
11

 1
1 
II
 1
0 
II

 1
1 
41

 1
0 
1/

 I
/ 
1
1
•
1
1
 1
1 
1
1
•
1
1
 I
I 
11

 1
1 
11

 1
1 
11

 4
1 
11

 I
/ 
40
 1
1 
II

 I
I 
11

 I
/ 
II
 4
1 
II

 

72 

Sinorhizobium meliloti y Rhizobium leguminosarum. Por 1 contrario B. subtilis y P 

aeruginosa no poseen la capacidad de acumular estos azúcares como osmoprotectores. 

Esto es de suma importancia dado que los polisacáridos presentes en los exudados 

vegetales son una excelente fuente de disacáridos fácilmente liberados por las enzimas de 

hongos y bacterias degradadoras. Además daría una ventaja selectiva a los rhizobios frente 

a otras bacterias del suelo cuando se encuentran en suelos con condiciones de elevada 

salinidad. 

En 1997 la empresa del rubro alimentario Ajinomoto Co, patentó un método de 

producción de trehalosa (para ser utilizada como aditivo en alimentos), por 

microorganismos pertenecientes a los géneros Corynehaelerium, Microbacterium, 

Brevihacterium y Arthrobacter (Enzi tne and M icrobial Technology 20: 317-319; 1997. 

En virtud de estos antecedentes, y de la elevada tolerancia frente al estrés que 

presenta el aislamiento, se planteó la hipótesis de que si efectivamente el microorganismo 

produce este disacárido, se podría explicar la resistencia del mismo frente al estrés. 

Con el fin de evaluar la hipótesis anterior se determinó mediante cromatografía en 

capa delgada (TLC) el contenido de mono y disacáridos presentes en el interior de las 

células, así como también la excreción de los mismos al medio de cultivo en distintas 

condiciones: Control, estrés salino, oxidativo y térmico. Previamente se determinó el 

contenido de azúcares totales, de modo de sembrar en cada calle la misma cantidad 

aproximadamente de azúcares totales. 

A partir de los resultados obtenidos en extractos intracelulares de bacterias 

cultivadas en MMGlucosa (figura 16 ), se puede observar en todos los tratamientos (calles 

3 a 6) un compuesto cuyo patrón de migración (casi con el frente del solvente ), no se 

corresponde con ninguno de los patrones de monosacáridos o disacüidos utilizados (figura 

1 7). Por lo tanto podría tratarse de un metabolito secundario o de alguna molécula con 

sustituyente glucídico. La diferencia más notable que se observa es que en el tratamiento 

con 400 mM NaC1 (figura 16, calle 4) desaparece una banda que correspondería a la 

glucosa, que se encuentra presente en las otras condiciones. 
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Además se pueden visualizar bandas que podrían corresponder al disacárido 

trehalosa ya que la migración de las mismas es similar al patrón de este disacárido. 

1 2 3 4 5 

Figura 16: Determinación del perfil de azúcares presentes en el interior de 

células de Microbacterium .sp. cultivado en MMGIucosa en distintas 

condiciones de estrés. Referencias: l- glucosa; 2-trehalosa; 3-contenido de 

azúcares en bacterias crecidas en MM glucosa control 4-contenido de 

azúcares en bacterias crecidas en MM glucosa 400 mM NaCI; 5-contenido de 

azúcares en bacterias crecidas en MM glucosa 37 "C; 6-contenido de 

azúcares en bacterias crecidas en MM glucosa 10 mM H O. 

La figura 17 refleja los perfiles de migración en el solvente de corrida 

butanol:etanol:agua (50:30:20) de los azúcares más am 

microorganismos. 

iamente identificados en 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 17: Patrones de migración de los azúcares más comunes identificados en bacterias. 

Referencias: 1- Glucosa; 2- Fructosa; 3-Manitol; 4- Xylosa; 5-Rhamnosa; 6-Fucosa; 7-

Trehalosa; 8- Sacarosa; 9-Arabinosa; 10-Galctosa 

Es importante notar que tanto manitol (calle 3) como fucosa (calle 6 ) no son 

positivos para el revelado empleado en esta técnica ( Sulfúrico- Metano! 10%). 

Para el caso de la determinación de la excreción de azúcares al medio de cultivo, 

por parte de la bacteria sometida a distintos tipos de estrés, ( figura 18), el bandeo que se 

observa en los distintos tratamientos (calles 4 a 6) es similar a del medio de cultivo solo 

(calle 3).Los resulpados permiten suponer que los compon ntes orgánicos del medio 

interaccionan con el revelado. Por lo tanto no es posible determinar mediante esta técnica si 

existe o no excreción de trehalosa por parte del microorganismo 
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1 2 3 4 5 6 

Figura 18: Determinación del perfil de azúcares presentes los 

sobrenadantes de cultivos de Mwrohaelerinin sp. en MMGlucosa en 

distintas condiciones de estrés. Referencias. 1- glucosa; 2-trehalosa; 3-

Medio solo 4 -sobrenadante de cultivos crecidos en MM glucosa control 5-

sobrenadante de cultivos crecidos en MM glucosa 37 °C; 6-sobrenadante 

de cultivos crecidos en MM glucosa 10 mM H2 02. Los sobrenadantes de 

cultivos crecidos en 400 mM NaCl no pudieron ser revelados dada la 

elevada concentración de sales que poseían. 

Por estudios de cromatografía gaseosa, (ver punto 9 de materiales y métodos) se 

pudo establecer que los extractos celulares de cultivos controles ( Figura 19) presentan tres 

picos de azúcares, uno de los cuales fue identificado como manitol (13,06 min.) , otro 

glucosa (13,87 min.) y el tercero no pudo ser identificado (14,95 min.). 
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IHHFIT V {I ITHi l i i I 1 ! 
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élu las de Microbaderium sp. 

cultivadas en MMGlucosa en condiciones controles Glu Glucos ; Man = Manitol; Ni = No 

identificado. 

12 
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Figura 20: Determinación del contenido de azucares en el interior de 

1 ' 1 I 1, 1 I 
1 

lulas de Microbacterium ,sp. 

cultivadas en MMGlucosa suplementado con 400 iuM NaCI. Ni= No i entifícado; Tr — Trehalosa. 

Para el caso de los extractos celulares de cultivos estr sados con 400 mM NaCI 

(figura 20), se observó la presencia de dos picos, uno de ellos i entificado como trehalosa 

(17,2 mm ), y el otro ( con igual tiempo de retención al enco trado en el caso anterior, 

14,95) no pudo ser identificado con los estándares aplicados. Lo que demuestra que el 
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microorganismo en condiciones no estresantes posee manitol y glucosa dentro de sus 

células, mientras que cuando se encuentra en condiciones de estrés salino estos dos 

compuestos son reemplazados por la trehalosa. 

En los sobrenadantes de los cultivos controles y estresados con 400 mM NaCI, no 

se encontró trehalosa o manitol por lo que no se produciría la excreción de estos dos 

compuestos al medio, al menos en las condiciones ensayadas. 

Dardanelli (2001), determinó la presencia del disacárido trehalosa en dos cepas de 

rizobium. En la cepa Tal 1000 no solo se encontró trehalosa en las células sometidas a 

estrés (0,4 M NaC1) sino que también en las células controles que no habían sufrido estrés. 

Por su parte, la cepa ATCC 10317 solo acumulaba trehalosa en condiciones de estrés (0,4 

M NaCl). 

Canovas el al., (2001) en estudios realizados con ,S'almonella enterica en presencia 

de estrés osmótico y térmico, determinaron que un aumento en la osmolaridad del medio de 

cultivo (0,2 M NaCl) desencadena una tolerancia al calor mayor y que esto se debía a un 

incremento en la producción de trehalosa en esas condiciones. Mutantes de S. enterica que 

poseían bloqueada la producción de trehalosa no eran capaces de crecer en medios con 

elevada osmolaridad y elevada temperatura y concluyen que este disacárido es fundamental 

para el crecimiento a elevadas temperaturas, ya sea por su papel en el mantenimiento de la 

turgencia celular o en la estabilización de proteínas. 

En base a estos antecedentes, proponemos que la acumulación de éste disacárido 

con funciones de protección sería la responsable de la tolerancia al estrés que presenta 

Alicrobacterill171 sp. 

10- Estudios de interacción Microbacterium-planta 

10 a) Determinación de la localización de Microbacterium sp, en plántulas de agropiro, 

trigo y soja 

Debido a la aparición de endófitos propios de cada una de las especies vegetales, los 

recuentos se realizaron en placas de agar nutritivo 400 mM de NaC1 con estreptomicina 10 

ig / ml. Para esto previamente se aislaron los endófitos que aparecían en las tres especies y 

se determinó su tolerancia a distintos antibióticos. Se pudo observar que Microbacterium 
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posee resistencia natural a estreptomicina, mientras que las colonias endófitas er 

sensibles a la misma. En todos los casos el inoculo aplicado fue de 10 7 ufc/ml de cultivo. 

Los recuentos se realizaron teniendo en cuenta los controles sin inocular en ambas 

condiciones de cultivo [Controles (1-loagland sin NaCI) y Tratados (Hoagland + NaC1)] 

para asegurar que realmente los recuentos eran de Microbacterium ,sp y no de un 

contaminante endófito. 

En la tabla 14 se muestran los recuentos de Microbacierium sp. obtenidos en el 

interior de plántulas de agropiro. En el caso de raíz, el número de microorganismos 

recuperados prácticamente se duplica cuando la plántula es sometida a estrés, mientras que 

en el caso del tallo se cuadruplica en esas condiciones. 

Tabla 14: Recuento del aislamiento de Microbacterium sp. en Agropfron elongatum los resultados 

corresponden a la media de tres determinaciones con dos plantas cada una. Para el caso del estrés 

(Tratados) se utilizó Hoagland adicionado con 100 inM NaC1 

Tratamientos 

Control Raíz 

Control Tallo 

Tratado Raíz 

Tratado Tallo 

Recuentos 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Control inoculado Raíz 

Control inoculado Tallo 

Tratado inoculado Raíz 

Tratado inoculado Tallo 

50000 ufc/ml 

201910 ufc/ml 

90900 ufc/ml 

862060 ufc/ml 

Como se observa en la tabla 15, en el caso de la soja el número de microorganismos 

recuperados fue bastante menor que en la á otras especies vegetales, incluso no se 

recuperaron microorganismos de la raíz, por lo que se destaca que la ubicación es 

preferentemente de tallo o que los recuentos a partir de raíz se encuentran fuera de los 

límites de detección de la técnica. 
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Tabla 15: Recuento del aislamiento de Microbacierium sp. en Glicine 111(1X. Los resultados 

corresponden a la media de tres determinaciones con dos plantas cada una. Para el caso del estres 

(Tratados) se utilizó Hoagland adicionado con 80 mM NaCI. 

Tratamientos Recuentos 

Control Raíz Sin crecimiento 

Control Tallo Sin crecim lento 

Tratado Raíz Sin crecimiento 

Tratado Tallo Sin crecimiento 

Control inoculado Raíz Sin crecimiento 

Control inoculado Tallo 6000 ufc/m1 

Tratado inoculado Raíz Sin crecimiento 

Tratado inoculado Tallo 76500 ufc/ml 

Los recuentos obtenidos para el caso de trigo se muestran en la tabla 16. Aquí al 

igual que én el caso de agropiro es posible recuperar el microorganismo a partir de tallo y 

de raíz aunque el número es mucho mayor en el caso del trigo. bn raíces no se observa una 

gran diferencia cuantitativa cuando las plántulas son cultivadas en estrés, en cambio en el 

caso de la parte aérea, se produce un incremento en los recuentos de más de diez veces en 

situaciones de estrés. Este aumento observado también en agropiro (tabla 14) estaría 

poniendo en evidencia una asociación influenciada por las condiciones de estrés en donde 

la planta estresada permite una mayor colonización de sus tejidos por parte del 

microorganismo. 
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Tabla 16: Recuento del aislamiento de Microbacterium sp. en 14icum aCSliV1017. Los resultados 

licorresponden a la media de tres determinaciones con dos plantas c l da una. Para el caso del estrés 

(Tratados) se utilizó Hoagland adicionado con 100 iiiM NaC1 

Tratamientos 

Control Raíz 

Control Tallo 

Tratado Raíz 

Tratado Tallo 

Control inoculado Raíz 

Control inoculado Tallo 

Tratado inoculado Raíz 

Tratado inoculado Tallo 

Recuentos * 

Sin crecimient o 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

115 x 10 5 tlfe I ml 

3,39x 10 5 ufe / ml 

105x 10 5 ufc 

52x 10 5 ufc 

I ml 

ml 

Una bacteria endófita por definición es aquella que reside en el interior de los 

tejidos vegetales y no perjudica a la planta. Esta definición incluye a aquellos 

colonizadores interiores que tienen un comportamiento neutro, así como también a los 

simbiontes (Hallmann el al., 1997). 

Las bacterias endofiticas han sido asociadas con la promoción de crecimiento en 

muchos cultivos. Según Sturz (1995) cerca del 10 % de bacterias recuperadas del interior 

de tubérculos de papa fueron promotoras del crecimiento. Entre los géneros estudiados de 

endófitos, podemos mencionar a Pseudomona, Azospirillum, Azoarcus, Bacillus, 

Enterobacier, Klehsiella etc. (Hal !mann el al., 1997). 

Los cambios en la fisiología de la planta pueden conducir al desarrollo de 

poblaciones de endófitos diferentes, lo que plantea la pregunta de si la planta por si misma 

favorece la colonización por parte de algunas especies y excluye a otras. Desde el punto de 

vista de la bacteria, el paso de ser rizosférico a ser endofitico, esta asociado a cambios 

fisiológicos. Van Peer el al., (1990) encontraron diferentes características bioquímicas 
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entre especies de Pseudomonas internas y externas. Los autore además argumentan que el 

ingreso de las bacterias no es aleatorio si no que hay alguna forma de selección previa. 

El tejido de la planta provee un medio ambiente de protección para los endófitos, 

sin embargo muchos factores como la temperatura, la radiación Uy, los factores edáficos, 

etc., que afectan la colonización de las bacterias en la rizósfera, también afectarán la 

colonización y supervivencia de los endófitos dado que estos factores afectan a la planta 

huésped. 

Las bacterias endofiticas colonizan un nicho similar al de los patógenos 

especialmente aquellos que invaden los tejidos vasculares, por lo que los endofitos son 

buenos candidatos para diseñar estrategias de biocontrol y hay evidencias de que también 

actúan sobre el control de nematodos parásitos (Hallmann el al., 1995) e insectos (Dimock 

el al., 1988). 

Trabajos con Pseudomonas sp. cepa Ps.IN han revelado que la población de 

endofitos de plántulas de papa, se mantiene prácticamente en los mismos órdenes luego de 

28 días de inoculadas con aprox. I x 105 1117(1,7 cm de tejido de raíz (Frommel el al., 1991), 

mientras que experimentos con Pseudonuma coi-nigola indican que la concentración de 

bacterias en el interior de las plántulas de algodón disminuyen y se mantienen en lx10 

UFC/ g independientemente de cual haya sido el inoculo inicial (Chen el al., 1995). Estos 

resultados indican una capacidad de supervivencia en el tejido de la planta que fluctúa, 

según las condiciones, edad de la planta y los factores ambientales. 

10 b) Determinación de los efectos de promoción de crecimiento del aislamiento 

seleccionado sobre plántulas de trigo (Trilieum neslivum), soja (Glieine max) y 

agropiro alargado (Agropyron elongalum) en invernadero. 

En las figuras 21 22 y 23 se muestran los resultados de la inoculación de 

Mierobaelerium sp. (107 ufc por planta) sobre el peso fresco y seco de raíz y tallo en 

plántulas de agropiro a los treinta días (figuras 21 y 22) y a los cuatro meses ( figura 23). 

Es importante destacar la enorme variabilidad intraespecífica que se observó para 

este cultivo, lo que lo hace una especie de dificil manejo experimental especialmente en 

invernadero. 
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Figura 21 : Resultados de los efectos de la inoculación de Microbacterium sp, 

sobre el peso seco de plántulas de agropiro cultivadas en condiciones controles y 

salinas (100 inM NaC1) durante 30 días. Letras iguales indican ausencia de 

diferencias significativas entre las medias. Letras minúsculas 

raíz y mayúsculas para tallo. [ANOVA test LSD ( p< 0,05)]. 

M
e
d
ia

s
 y

 e
rr

o
re

s
 

0,045 - 

0,040 

0,035 

0,030-

0,025 

0,020 

0,015 

0,010 

0,005 

0,000 

MIEN Peso fresco raiz 
Peso fresco tallo 

A 

T ratam lentos 
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Figura 22: Resultados de la inoculación de Mierohaderium sp. sobre el peso 

fresco de plántulas de agropiro cultivadas en condiciones controles y salinas (100 

mM NaC1) durante 30 días. Letras iguales indican ausencia de diferencias 

significativas entre las medias. Letras minúsculas para parámetros de raíz y 

mayúsculas para tallo. [ANO VA test LSD ( p< 0,05). 

82 



•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
4
1
.
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
4
1
4
0
•
•
•
•
•
•
 

83 

Dado que no se observaron efectos de estrés en los parámetros de crecimiento 

determinados para agropiro (figuras 21 y 22), se realizó un experimento de mayor duración 

(cuatro meses) con un estrés superior dado por 140 mM NaC1, cuyos resultados se 

muestran a continuación. 

M
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rr
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r 
mg Peso seco raíz 
MI Peso seco tallo

Tratamientos 

Figura 23: Resultados de los efectos de la inoculación de Microbacterium .sp. sobre 

plántulas de agropiro cultivadas en condiciones controles y salinas (140 mM NaCl) 

durante cuatro meses. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas 

entre las medias. Letras minúsculas para parámetros de raíz y mayúsculas para 

tallo. [ANO VA test LSD ( p< 0,05)1. 

El resultado de tratamiento a largo plazo (4 meses) indicaría que la inoculación de 

agropiro con Microbacterium .y.). no tiene un efecto positivo ni para la raíz ni para el tallo 

(figura 23). Incluso se observa por las medias de los tallos sometidos a estrés sin inocular 

(T) que no se verían afectados por la presencia de la sal. Esto también se ve en el 

experimento anterior (figuras 21 y 22) donde la salinidad era más baja y el tiempo de 

duración del experimento era menor (1 mes). Estos resultados indicarían que los efectos de 

la salinidad disminuyen durante el tiempo y el cultivo puede sobreponerse a las 
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condiciones salinas, mostrando incluso un beneficio en el crecimiento del tallo cuando el 

cultivo se encuentra en esas condiciones. 

Los resultados de la inoculación de trigo con Microbacterium sp. observados en las 

figuras 24 y 25, ponen en evidencia que en condiciones de estrés salino, el microorganismo 

es capaz de revertir los efectos de la salinidad tanto en el peso fresco como en el seco, ya 

que las medias de los tratados inoculados (Ti) no presentan diferencias significativas con 

las medias de los controles (C, Ci) mientras que sí presentan diferencias significativas con 

los controles salinos que no han sido inoculados (T) sobre todo en aquellas variables 

relacionadas al tallo. 

Por otro lado, en lo que se refiere a peso seco de la raíz, en la figura 25 se observa 

que, las plántulas que han sido sometidas a estrés y han sido inoculadas (Ti) presentan 

diferencias significativas con aquellas han sido sometidas al estrés pero no han sido 

inoculadas (T). 
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Figura 24: Resultados de los efectos de la inoculación de Microbacterium sp. 

sobre el peso fresco de plántulas de trigo cultivadas en condiciones controles y 

salinas (120 mM NaCl) durante 30 días. Letras iguales indican ausencia de 

diferencias significativas entre las medias. Letras minúsculas para parámetros de 

raíz y mayúsculas para tallo. [ANOVA test LSD ( p< 0,05)]. 
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Figura 25: Resultados de los efectos de ha inoculación de MiJrobacteriurn sp. sobre 

el peso seco de plántulas de trigo cultivadas en condiciones controles y salinas (120 

mM NaC1) durante 30 días. Letras iguales indican ausencia de diferencias 

significativas entre las medias. Letras minúsculas para parámetros de raíz y 

mayúsculas para tallo. [ANOVA test LS1D ( p< 0,05)]. 

En las figuras de trigo 26 y 27, se observa claramente la diferencia en el estado de 

las plántulas. En la figura 26 se comparan las plántulas controles sin inocular (C) y las 

controles inoculadas con Microbacterium sp. (Ci). No se observan diferencias en el aspecto 

de las plántulas ni en la parte aérea ni en la raíz. En ambos tratamientos las plántulas están 

saludables y no hay signos de clorosis ni de manchas necróticas. Las raíces son similares en 

los dos casos. 

En la figura 27 se observa la respuesta de las plántulas que se encuentran en 

condiciones de estrés sin inocular (T) e inoculadas (Ti). Aquí si se observan notables 

diferencias entre los dos tratamientos no solo en el tamaño de las plántulas si no que 

fundamentalmente en el estado fisiológico de las mismas. Las plántulas estresadas (T) 

evidencian una marcada clorosis y un reducido desarrollo foliar que se limita a una sola 

hoja, mientras que aquellas tratadas e inoculadas (Ti) no presentan clorosis y poseen mayor 

cantidad de hojas. 
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Figura 26: Plántulas de trigo cultivados en tubos con medio Honland 

sin agregado de NaCI: C= Sin inocular; Ci = Inoculado con 10 7 ufc /ml 

de Microbacterium sp. 

Figura 27: Plántulas de trigo cultivados en tubos con medio Hoagland 

suplementado con 100 mM de NaCli T= Sin inocular; Ti = Inoculado 

con 10 7 ufc /m1 deMicrobacterium sp. 
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En la figura 28 se muestra el efecto de la inoculación de Microbacterium sp. sobre 

plántulas de soja 

o 
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Figura 28: Resultados de los efectos de la inoculación de Microbacterium sp. sobre 

peso seco de plántulas de soja cultivadas en condiciones controles y salinas (100 

mM NaC1) durante 30 dias. Letras iguales indican ausencia de diferencias 

significativas entre las medias. Letras minúsculas para parámetros de raíz y 

mayúsculas para tallo. [ANOVA test LSD ( p< 0,05)]

De la inoculación de soja podemos afirmar que las plantas sometidas a estrés que 

han sido inoculadas revierten la condición de estrés y no presentan diferencias 

significativas con respecto a aquellas plántulas controles. También se evidencia en la figura 

28, en el caso de peso seco del tallo, una tendencia de aquellas plántulas en medio control 

inoculadas (Ci) con Microbacterium sp a superar el valor promedio de las plántulas 

controles (C) 
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Figura 29: Plántulas de soja cultivadas en tubos con medio Hoagland sin 

agregado de NaCI: C= Sin inocular; Ci = inoculado con 10 7 ufc / ml de 

Microbacterium sp. 

Figura 30: Plántulas de soja cultivadas en tubos con medio Hoagland 

suplementado con 80mM de NaCl: T= sin inocular; Ti = inoculado con 10 7

ufc / ml de Microbacterium sp 
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Nuevamente en el caso de la soja se repite el patrón de respuesta encontrado en 

trigo, lo que refuerza aún más el efecto beneficioso que ejerce la bacteria en el interior de 

estas plantas, y más aún teniendo en cuenta que una es Monocotiledónea y la otra es 

Dicotiledónea. 

Es interesante observar las diferencias en el comportamiento que presenta cada 

cultivo frente a la salinidad en una misma etapa del desarrollo. 

De los tres cultivos empleados, la soja es el que presenta la mayor sensibilidad 

frente al estrés salino, ya que el crecimiento de la misma prácticamente se ve abortado 

cuando las semillas son sometidas a estrés en el momento de la germinación. El trigo 

muestra una tolerancia sensiblemente mayor, ya que si bien las plántulas se ven afectadas 

en los primeros días, al cabo de un tiempo pueden recuperarse, y sobrevivir. Los resultados 

encontrados, son de particular importancia ya que benefician a las plántulas justamente en 

los primeros días luego de la germinación de la semilla, lo que posibilitaría que estos 

cultivos sobrevivan en condiciones adversas. 

El caso de agropiro es diferente, ya que este cultivo es particularmente tolerante a la 

sal especialmente en los primeros momentos de la germinación, por lo que constituye un 

colonizador recomendable en suelos que no pueden ser sembrado con trigo o soja. 
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11-Determinación de los posibles mecanismos a través de los cuales Microbacterium 

y. disminuye los efectos del estrés salino 

11 a) Determinación del contenido de azúcares en la interacción Microbac(erium-

Trigo 

I) Análisis de los azúcares presentes cuando Alicrohaderium .sp. se cultiva en medio 

loagland suplementado con exudados radicales de trigo como única fluente de carbono. 

De esta manera se procesaron dos muestras: muestra T= medio Hoagland 

suplementado con exudados radicales (provenientes de trigo cultivado 20 días en medio 

lioagland 100 inM concentrado) y muestra Ti = medio 1 loagland suplementado con 

exudados radicales concentrados (provenientes de trigo cultivado 20 días en medio 

1-loagland 100 mM), inoculado con Microbacterium sp. y cultivado en agitación rotatoria 

durante una semana. 

Mediante LIPLC se pudo establecer en la figura 3 1 los azúcares identificados para la 

muestra T, y en la figura 32 los identificados para la muestra Ti 
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2 4 6 
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Glucosa 

Figura 31: Perfil de azúcares identificados provenientes de medio 1-loagland suplementado 

con exudados radicales de trigo (muestra .1.) 
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Figura 32: Perfil de azúcares identificados provenientes de medio iloagland 

suplementado con exudados radicales concentrados, inoculado con Alicrobacterium sp. y 

cultivado en agitación rotatoria durante una semana. 

La presencia de treltalosa en las muestras concuerda con lo encontrado por Fan el 

al., (2001), que informan la presencia de este disaaido en exudados de trigo mediante la 

técnica resonancia magnética nuclear (NMR) de alta resolución. Por otra parte, Roberts 

al., (1999) detectaron trebalosa en exudados de semillas de pepino, rabanito y soja. 

Cuando Mierobacierium .sp. es cultivado en medio 1-loagland adicionado con 

exudados concentrados provenientes de plántulas de trigo de 20 días, sometidas a estrés 

salino (figura 32), la composición de azúcares en el medio no presenta diferencias con 

respecto al medio sin inocular (figura 31), y consiste fundamentalmente en manitol y 

pequeñas cantidades de glucosa y trebalosa. 
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II) Análisis de los azúcares presentes en los exudados provenientes de plántulas de trigo 

inoculadas con Miembacfrrium 

Las muestras analizadas fueron: 

Control =(C): Exudados de plántulas de trigo cultivados durante 20 días en tubos 

conteniendo medio I loagland control. La concentración de azúcares totales por la técnica 

de antrona fue de 0,185 mg/ ml (Figura 33) 

Control inocula(k)=(0): Exudados de plántulas de trigo cultivados durante 20 días 

en tubos conteniendo medio I loagland control e inoculadas con Microbacterium sp. La 

concentración de azúcares totales por la técnica de alumna fue de 0,170 mg/ ml (Figura 34) 

Tratado = (T): Exudados de plántulas de trigo cultivados durante 20 días en tubos 

conteniendo medio I loagland salinizado con 100 niM NaCI. La concentración de azúcares 

totales por la técnica de antrona fue de 0.194 mg/ ml (Figura 35). 

Tratado inoculado = (Ti): Exudados de plántulas de trigo cultivados durante 20 

días en tubos conteniendo medio I loagland salinizado con 100 niM NaCI e inoculadas con 

Microbacierium .sp. La concentración de azúcares totales por la técnica de antrona fue de 

0,184 mg/ ml (Figura 36). 

En todos los casos el volumen de muestra sembrado fue de 50 pl. 

Las raíces exudan una variedad de compuestos orgánicos de bajo peso molecular; 

éstos consisten en aminoácidos. ácidos aromáticos, ácidos alifáticos y mayormente azúcares 

como polisacáridos o disacáridos y monosacáridos como arabinosa, glucosa, sacarosa, 

(Bertin el al., 2003) y trebalosa (Fan el al., 2001) y compuestos fenolicos. En los estadios 

de plántulas, los exudados radicales pueden uepresentar cutre un 30 y 40 'A de los 

fotosintatos mientras que en plantas jóvenes, alcanzan un 30% de la producción total de 

materia seca (Whipps, 1990). Está ampliamente documentado en numerosas especies como 

sorgo y trigo que la exudación disminuye con la edad de la planta y se incrementa en 

condiciones de estrés ambiental como compactación del suelo. sequía y salinidad (Miller 

and Wood, 1996). 

En la interacción Micivhaderimn-trigo. cuando se analiza la composición de 

azúcares de los exudados provenientes de plántulas de 20 (lías de edad, se puede observar 
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que, en condiciones de estrés (1') (figura 35), existen diferencias en el patrón de los 

azúcares que se exudan, ya que aparecen glucosa y sacarosa ausentes en el exudado 

proveniente de las plántulas controles (figura 33), que contienen fundamentalmente manitol 

y una pequeñísima cantidad de fructosa. F,sto coincide con lo expresado anteriormente por 

Miller y Wood (1996), ya que la exudación de las plántulas sometidas a estrés es mayor y 

cualitativamente diferente a la de las plantillas controles. 

Fructosa 
Manitol 

Figura 33: Perfil de azúcares encontrados en los exudados de plantillas de trigo cultivadas en tubos 

con medio Hoagland ( C ). 

Fructosa 

Figura 34: Perfil de azúcares encontrados en los exudados de plantillas de Ir 

medio lloagland e inoculadas con 107 ufc/m1 de Microbacierium.sp. (Ci ) 

go cultivadas tubos con 
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Figura 35: Perfil de azúcares encontrados en los exudados de plantulas de trigo cultivadas en tubos 

con medio I loagland adicionado con 100 niM NaCl ) 

Manitol 

Figura 36: Perfil de azúcares encontrados en los exudados de plántulas de higo cultivadas en tubos 

con medio Lloagland adicionado con 100 triM NaCI e inoculadas con 10'14/m1de Alicrobaderium 

sp( Ti ) 

En cuanto a los exudados provenientes de plántulas controles e inoculadas (Ci) que 

se observan en la figura 34, no hay diferencia en la composición de azúcares con respecto a 

los exudados controles (C) (figura 33) y como se observa en la figura 36, en los 

provenientes de plántulas estresadas e inoculadas con el microorganismo (Ti), desaparece la 

fructosa. Las plántulas estresadas producen azúcares como glucosa y sacarosa, además de 

"militol y fructosa lo que respondería a una redistribución de asimilados desde la parte 

aérea hacia las raíces; por el contrario en plantulas estresadas pero inoculadas (Ti) no se 
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daría tal redistribución a causa de que no perciben al estrés como tal. Alternativamente, el 

microorganismo podría estar consumiendo los azúcares presentes en los exu(lados. 

Asociando estos resultados con los de rendimiento, observados previamente en las 

figuras 24 y 25, es posible concluir que la interacción Alicrobacterium-trigo permite un 

mejor crecimiento de las plántulas cuando las mismas se encuentran sometidas a 

condiciones de estrés. 

111) Análisis de la composición de azúcares solubles en el interior de plántulas de trigo 

inoculadas con Miervhacterium p. 

Entre los soltaos que son acumulados por las plantas, los azúcares representan la 

mayor reserva en las semillas que son sintetizados durante la germinación y movilizados 

luego hacia los distintos tejidos en la forma de sacarosa. glucosa y fructosa que son 

fácilmente transportables a los sitios donde se requieren para el crecimiento o 

mantenimiento de la regulación osmótica de la célula (Garham elal.,1981). 1 lay informes 

que describen la variación de los azúcares en respuesta al estrés abiótico. Para el caso de la 

salinidad y estrés hídrico. (u II e/ al., (2001) y Prado el a.1, (2000), informaron un 

incremento en los niveles de azúcares en plántulas de arroz y Chenopodium quinoa 

respectivamente. 

Por su parte Jouve el a./, (2004) observaron que en plántulas de Populus trémula se 

produce un incremento en los niveles de sacarosa, manitol y raffinosa en plántulas 

sometidas a estrés por 150 IBM de NaCl. FI aumento en la sacarosa y manitol podría 

deberse a que el manitol actúa como sectiestrante de radicales mientras que la sacarosa 

reduce la actividad oxigenasa de la Rubisco durante el estrés salino. La rafinosa actuaría 

como osmoprotector estabilizante de membranas y pn)teínas. 

Dada la naturaleza endolitica de Aliembacieriunt sp. y el hecho de que los azúcares 

constituyen importantes vías de señalización en le metabolismo de los vegetales, era 

importante conocer si se producen alteraciones en el contenido de los mismos cuando las 
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plántulas están en condiciones de estrés así como qué efecto produce la inoculación con 

este microorganismo. 

Para ello se identificaron, los azúcares solubles presentes en plántulas de trigo 

cultivadas en medio l-loagland sin salinizar ( C ); plántulas de trigo cultivadas en medio 

1-loagland adicionado con 100 mM NaCI (T) y plántulas de trigo cultivadas en medio 

1-loagland adicionado con 100 inM NaC1 e inoculadas con 10 7 ufe/m1 de Miembacierium 

SI, . 

De los resultados obtenidos (figuras 37, 38 y 39) se puede apreciar que las 

plántulas controles poseen en su interior manitol, glucosa, sacarosa y fructosa (figura 37), y 

que estos azúcares también se encuentran presentes en aquellas plántulas en condiciones de 

estrés que han sido inoculadas con cl microorganiSmo (figura 39). A diferencia de estos dos 

tratamientos, las plántulas sometidas a estrés que no han sido inoculadas presentan 

trehalosa en su interior (figura 38). 

La determinación cuantitativa por el método de estándar externo de trehalosa fue de 

I 88 lig/ing de azúcares totales presentes en la muestra. 

 ▪  Sacarosa 
 -  Glucosa 

  Fructosa 
1, 

Figura 37: Contenido de azúcares en el interior do plántulas de tri 

conteniendo medio froagland sin salinizar. 

) cultivadas en tubos 
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Figura 38: Contenido de azúcares en el interior de plantulas de trigo cultivadas en tubos 

conteniendo medio I loagland suplementado con 100 niM NaCl 
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Figura 39: Contenido de azúcares en el interior de plantillas de trigo cultivadas C11 tubos 

conteniendo medio I loagland stiplementado con 100 niM NaCI e inoculadas con 10 7 urchul 

de Microbaderium 
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El-Bashiti el al., (2005) determinaron el contenido de trehalosa en diferentes 

cultivares de trigo en condiciones de estrés salino y por sequía. Mediante I IPLC y GC-MS 

pudieron establecer que el contenido de trehalosa en el interior de las plántulas se 

incrementaba a medida que aumentaba la edad de la planta. Por el contrario, la actividad de 

la enzima trehalasa era máxima en condiciones controles y disminuía signiFicativamente en 

el caso del estrés. Estos resultados concuerdan con los encontrados en nuestro sistema en 

donde aquellas plántulas estresadas contienen trehalosa en su interior. El hecho de que la 

trehalosa desaparezca en aquellas plántulas en condiciones de estrés que han sido 

inoculadas (Ti, figura 39). refuerza la idea de que estas plántulas no están percibiendo el 

estrés como tal siendo el contenido de azúcares similar al encontrado en el control no 

estresado (C en la figura 37). lo que también se correlaciona con un estado más saludable 

de las plántulas estresadas que han sido inoculadas con Alicrobacieritim.sp ( Ti). 

Alternativamente estos resultados podrían indicar que el microorganismo consume 

la trehalosa que se encuentra en el interior de las plántulas. disminuyendo los efectos 

negativos observados en plántulas transgénicas que producen mayor cantidad de trehalosa. 

Hay discrepancias acerca de la función que cumpliría !acumulación de trehalosa en 

el interior de distintas especies vegetales. Mientras que en especies como el arroz, la 

acumulación de este disacárido en plantas transgénicas está asociada a una mayor tolerancia 

a distintos tipos de estrés abiótico, como la salinidad (Garg el al., 2002); en el caso de 

tabaco se observa que los transgénicos que acumulan trehalosa preset tan serias alteraciones 

de crecimiento, menor contenido de sacarosa y alteraciones en la lbt 

2003). Müller el al., 1999, explican que las posibles causas de estas 

ser: 

a) I,a acumulación de trehalosa causaría disturbios en el met 

síntesis (Suprasanna, 

normalidades podrían 

tbolistno de la planta 

como por ej. Un agotamiento de la UD!' glucosa o del reservo' io de ibsIhto. 

b) La trehalosa o trehalosa-6-Ii)sl to son tóxicas para alguna plantas aún en bajas 

concentraciones. 

e) El metabolismo de la trehalosa es una sena' en la vía de a .ucares y distribución 

de asimilados. 
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Si se observa la apariencia de las plántulas en condiciones de estrés (figura 27) y se 

comparan las plántulas en condiciones estresames no inoculadas ( T) con aquellas que si 

han sido inoculadas (Ti) se observa que las no inoculadas (que presentan trehalosa en su 

interior) muestran un crecimiento severamente afectado. así como también una marcada 

clorosis, lo que estaría poniendo de manifiesto notables alteraciones metabólicas dadas por 

los efectos del estrés. 

En resúmen, la planta que se encuentra en condiciones de estrés produce trehalosa ( 

que es perjudicial o al menos es el resultado no deseado de dicho estrés) y la bacteria 

favorecería la tolerancia en esas condiciones consumiendo la trehalosa o activando vías de 

señalización relacionadas a los azúcares que desencadenen una tolerancia frente al estrés. 

La capacidad de las plantas superiores de producir trehalosa fue negada hasta el 

momento en que se identilicaron en el genoma de Arabidopvis los genes correspondientes a 

su biosíntesis de trehalosa homólogos a los que se conocían para levaduras (Goddijn and 

van Dun, 1999). 

II h) Determinación de la producción de ácido salicílico por parte de Miembacterium 

.5p. 

Los estudios por cromatogralla gaseosa revelaron que no hay producción de ácido 

salicílico por parte del microorganismo ni en condiciones controles ni en condiciones de 

elevada salinidad. 

II e) Determinación de la actividad ACC (1-aminociclopropano 1-carboxilato) 

deaminasa por parte de Mierobacterium sp. 

Alicrobaderium .sp. no presentó crecimiento en el medio para determinar la 

presencia de ACC deaminasa. Esto puede deberse a que el microorganismo no posee la 

capacidad de utilizar ACC como fuente de nitrógeno o que, dado que el medio utilizado es 

un medio salino mínimo ( apartado 1 2e de materiales y métodos ) y que el microorganismo 

posee requerimientos nutricionales complejos, no pueda crecer en dicho medio por falta de 

algún nutriente específico. 

11 d) Determinación de la actividad catalasa en plántulas de trigo inoculadas con 

Mierobaelerium sp. 
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Si bien la catalasa no es la única enzima involucrada en la respuesta antioxidante de 

los vegetales, la determinación de la actividad de la misma puede darnos una visión de 

cómo se encuentra la defensa antioxidante de las plántulas frente a un estrés salino en 

cultivos inoculados con Microbacterium y sin inocular. 

Está ampliamente aceptado que Cli COIldiCi011CS de estrés abiótico los niveles de 

especies activas del oxígeno se incrementan, por lo que también se incrementa la actividad 

de las enzimas encargadas de detoxilicar estos compuestos. 

Como podemos observar en la figura 40, nuevamente en nuestro sistema 

encontramos que aquellas plántulas sometidas a estrés que han sido inoculadas con 

Alicrohaderium .sp (Ti) muestran un patrón de respuesta similar a las plántulas no 

estresadas (C y Ci) y se diferencian de aquellas que han estado sometidas a estrés y no han 

sido inoculadas (T). 

I.,a reducción de la actividad de la enzima catalasa en las plántulas sometidas a 

estrés que han sido inoculadas (Ti) en comparación con aquellas estresadas no inoculadas 

(I) indicaría que la inoculación con Microbacterium .sp disminuye el estrés oxidativo en 

las plántulas. 
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Figura 40: Determinación de la actividad catalasa en plántulas de 

trigo cultivadas en medio I loagland e it culadas con 

Miavhaderium 
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11 e) Determinación del contenido de iones Na4 y E' en el interior de phi titulas de 

trigo 

Muchos de los esfuerzos por desarrollar plantas transgénicas se han centrado en la 

necesidad de una mayor compartimentalización del Na-' dentro de las vacuolas y de esta 

manera mantener el citoplasma con menores concentración de iones. 

También se ha postulado esta capacidad de compartimentalizar iones como una de 

las características indicadoras de tolerancia a la sal en la selección de cultivares o especies 

más tolerantes. 

La determinación del contenido de iones Na y E se realizó en tallos y raíces ya 

que la respuesta a la presencia de iones es diferente en cada uno de estos órganos. 

a) Contenido de iones Na+ y K-F y relación Na'/ K4 en tallos de trigo 

I ,os mecanismos de tolerancia a la sal a nivel celular en las plantas se relacionan en 

mantener a la misma fuera del citoplasma y contenerla en las vacuolas. 

En trigo la tolerancia a la sal está asociada con una baja tasa de incorporación de 

Na+ en tallos y mantener una alta selectividad del E' sobre el l<4' (Munns el al., 2002), o lo 

que es equivalente a mantener una relación Na4 /K 4. baja. 

En la figura 41, que describe la acumulación de iones sodio en los tallos, se observa 

que las plántulas de trigo sometidas a estrés e inoculadas con Alicmhacterium .sp. (Ti) 

presentan menor contenido de Na + interno que las estresadas sin inocular (T) y además que 

el contenido de Na+ en estas plantillas no presenta diferencias con las controles no 

estresadas (C y Ci). Por otra parte, en la Eigura 42 se observa que el contenido de le 

disminuye drásticamente en los dos tratamientos donde las plantillas están sometidas a 

estrés, esto es T y Ti independientemente de si han sido inoculadas 0 no. La disminución en 

el contenido de E' en condiciones de salinidad coincide con lo encontrado en trigo por 

Sairam ei al., (2002). Esta baja en el contenido del ión potasio en el interior de las células 

se debería a que no hay transportadores especílicos para Na si no qu el mismo ingresa por 

competencia con otros cationes particularmente E 'Munns et al., 200). 
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Figura 41: Contenido en fallo de Na l en nin/g de tejido seco. 
Los datos representan la inedia de tres determinaciones de tres 
plantas cada una + F,S. Letras iguales indican ausencia de 
diferencias significativas. ANOVA test LSI) p< 0,05) 
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Figura 42: Contenido en tallo de K en nin/g de tejido seco. 
Los datos representan la media de tres determinaciones de tres 
plantas cada una ± ES. Letras iguales indican ausencia de diferencias 
significativas. ANOVA icst 1,51) (r 0,05). 

102 



• 
e 

e 
e 
e 
e 
e 
• 

• 
e 
e 
• 
• 
e 
e 
e 
• 
e 
e 
e 
e 
• 
• 
• 
• 
• 
e 

• 
e 
• 
e 
e 
• 
e 
e 
• 
e 
e 
• 
• 
e 
e 

103 

Cuando la concentración externa de Na es muy elevada, est ión puede bloquear a 

los transportadores de K4- provocando una disminución del ingreso ste ión y un aumento 

del ingreso de Naf que a su vez ocasionaría una deSpolarización de I membrana seguida de 

eflujo de K-f- y en consecuencia, una reducción en la incorpora ión neta de este ión 

(Muhling yLauchli, 2002). 

La mayor o menor tolerancia a la sal va a depender de c tan efectivos scan los 

mecanismos de compartimentalización o exclusión de los iones Na+ y Cl" 

fundamentalmente a nivel del tallo. Por lo tanto una planta que mues re un contenido menor 

de Na + en su interior tendrá mayores posibilidades de supervivencia hado que sus funciones 

metabólicas podrán ser llevadas a cabo de un modo mas adecuad< . Generalmente el Na-' 

comienza a inhibir a la mayoría de las enzimas en concentracionel superiores a 100 mM 

(Munns el al., 2002). 

I ,a relación Na 7 K también ha sido postulada como cara (erística indicadora de 

tolerancia a la sal. Variedades de trigo sensibles a estrés salino mue tran un relación mayor 

que aquellas variedades tolerantes ( Sairam el (1l., 2002). Una rela ión alta indica que las 

células poseen mayor cantidad de Na' en el interior y que el tr nsporte de este ión ha 

interferido con la incorporación de K+ y de persistir el estrés en el tiempo posiblemente se 

manifestarán los efectos de la toxicidad del ión sodio en el funcio amiento celular y en la 

planta entera. En nuestros resultados, se observa que la relación Na l7 K+ de tallo es máxima 

en aquellas plántulas sometidas a estrés que no han sido inoculada y disminuye cuando las 

mismas son inoculadas (figura 43). Por lo que la inoculación favo ecc una disminución en 

el contenido de Na+ y de la relación Na f/ K lo que permitiría a las plántulas tolerar las 

condiciones de estrés. 
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Figura 43: Relación Na 7 K en tallo de trigo 

Los datos representan la inedia de tres determinaciones de tres 

plantas cada una + ES. Letras iguales indican ausencia de 

diferencias significativas. ANOVA test LSI) p< 0,05) 

b) Contenido de iones Na'l K y relación Na en raíces de trigo. 

Para el caso de las raíces, lo que se observa tanto en el contenido de Na' como de 

1(', (figuras 44 y 45) es que existe una tendencia, a que en el caso de las plántulas 

sometidas a estrés inoculadas (Ti), posean menor cantidad de Na+ y mayor cantidad de K+

en su interior que aquellas plántulas estresadas que no fueron inoculadas (T). Sin embargo 
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nuevamente se observa una drástica disminución en el contenido d 

plántulas sometidas a estrés (I) y (Ti). 
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Figura 44: Contenido en raíz de Nal en nm/g de tejido seco. 

Los datos representan la inedia de tres determinaciones de 

tres plantas cada una F.S. Letras iguales indican ausencia 

de diferencias significativas. ANOVA test I ,S1) p< 0,05) 

Saga) el al., (2005) observaron en experimentos con trigo que aquellos genotipos 

que poseen una mayor expresión de los antiporters Naf/II en las raíces y tallos, retienen 

mayor cantidad de Naf en la raíz y evitan que este ión llegue a los tallos logrando una 

mayor resistencia a la sal en términos de crecimiento absoluto y relativo del tallo. 
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Figura 45: Contenido en raíz de K en nm/g de tejido seco. 

Los datos representan la media de tres determinaciones de tres plantas cada 

una ± ES. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas. 

ANOVA test LSD ( p< 0,05) 
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Figura 46: Relación Na l / K en raíz de trigo 

Los datos representan la media de tres determinaciones de tres 

plantas cada una + VS. Letras iguales indican ausencia de 

diferencias significativas. ANOVA test LSI) p< 0,05) 

Los resultados de concentraciones iónicas y relación Na/K4 encontrados para 

raíz en comparación con los de tallo indicarían que en concentraciones de elevada 

salinidad ( T9 y (Ti) las raíces poseen una concentración de iones similares pero la 

translocación hacía los tallos es lo que marcaría la diferencia de tolerancia. La 

translocación de Na+ hacia los tallos en las plántulas sometidas a estrés que han sido 

inoculadas (Ti) es menor y por lo tanto estas plántulas presentan una relación Na +/ K+

mas baja que las estresadas ) y pueden sobrellevar mejor las condiciones de elevada 

salinidad. 
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CONCLUSIONES 

Aislamiento de cepas nativas con potencialidades de PGPR tolerantes a estrés salino 

Dentro de la gran variedad de géneros bacterianos que han sido utilizados como 

PGPR en inoculaciones a campo, el genero /?hizobium ha sido el más extensamente 

empleado con el fin de establecer relaciones simbióticas con diversas especies de 

leguminosas para incorporar nitrógeno al suelo de un modo sustentable y económico. 

También, con el mismo fin, han sido utilizadas especies de bacterias no simbióticas 

donde se destacan las bacterias de los géneros Azotobacier, Azo.spirillum, Bacillus y 

Klebsiella. . El empleo de estas cepas está menos difundido que el de los rhizobios y en 

muchos casos es necesario un estudio más profundo para determinar, las condiciones 

optimas necesarias a campo para lograr una correcta colonización y asociación de los 

microorganismos con las especies vegetales involucradas. 

El nivel óptimo y efectivo necesario de microorganismos introducidos en el suelo va 

a depender fundamentalmente de las condiciones ecológicas. Cuando los microorganismos 

introducidos son beneficiados por alguna ventaja ecológica selectiva (nutricional o 

espacial), presente en el suelo, se necesita menor densidad de células activas para que la 

aplicación sea eficiente y activa a lo largo del tiempo. 

La selección de PGPR nativas y tolerantes a la sal, y su utilización como inoculantes 

en suelos con problemas de salinidad continuos o temporales, le proporcionaría una ventaja 

selectiva frente a otros microorganismos del suelo que no estén adaptados a dichas 

condiciones. En este sentido y mediante la utilización de agropiro alargado como huésped 

trampa y de tres muestras de suelo de Córdoba, se logró una colección de 80 aislamientos 

tolerantes a NaCl 1M. A partir de los estudios de los mismos, podernos concluir que los 

suelos de la provincia de Córdoba analizados, poseen una enorme diversidad bacteriana en 

cuanto a tipos y morfologías coloniales, así como también representan una fuente 

importante de bacterias tolerantes a elevadas concentraciones de sal con buenas 

potencialidades de PGPR en distintas condiciones. 
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De este conjunto de aislamientos se seleccionaron cuatro por presentar tres 

características de PGPR para continuar con estudios de caracterización e interacción con 

cultivos como trigo y soja 

También se seleccionó para su estudio un aislamiento proveniente del interior de 

plántulas de agropiro que presentó una elevada tolerancia a la sal, así como también un 

buen potencial de PGPR. 

Estudios fisiológicos de las bacterias seleccionadas 

Si bien la capacidad de crecer en distintas condiciones de salinidad de los 5 

aislamientos seleccionados respondió a un patrón similar en todos los casos se presentaron 

diferencias especialmente cuando la salinidad asciende a valores elevados como 1M de 

NaCl. 

En concentraciones de salinidad dc 250 inM de NaC1, los aislamientos 86, 96,66 y 

36 no presentaron diferencias con respecto a sus controles en cuanto a patrones de 

crecimiento mientras que Alicrobacterium .sp. mostró un crecimiento superior al del control. 

Cuando la salinidad se incrementó a I M NaC1, se observó en los aislamientos 86, 96, 66 y 

36 un alargamiento de la fase de latencia y la fase estacionaria fue alcanzada a un valor de 

DO inferior a la encontrada en los controles. En el caso de Microhacterim .sp. si bien hay 

una fase de latencia mayor, el crecimiento sé recupera alcanzando los valores de DO del 

control prácticamente al mismo tiempo. Esta respuesta pone en evidencia un 

comportamiento netamente halofílico. 

Microhacterium sp., representa un modelo de estudio sumamente interesante y 

dinámico, aunque complejo. El hecho de que sea un Gram positivo atípico, con 

peptidoglucano de tipo beta y alejado IllogenCticamente de los otros géneros de Gram 

positivos más estudiados, dificulta mucho su estudio ya que no hay información de cuales 

herramientas moleculares podrían ser utilizadas para realizar estudios de mutagénesis y 

lograr así, una caracterización más completa. 
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Por otra parte tampoco fue posible cultiVarlo en medios mínimos sin el agregado de 

un pequeña cantidad de peptona como fuente de nitrógeno. Ésta fue reemplazada, sin 

buenos resultados, por nitrógeno inorgánico y por numerosos aminoácidos que no fueron 

suficientes para el crecimiento. 

Su naturaleza endofitica lo hace "tentador" para estudios de biocontrol y promoción 

del crecimiento especialmente en condiciones de estrés ya que los endófitos tienen una 

ventaja competitiva frente a los microorganismos rizosféricos porque al estar en el interior 

de la planta, la competencia por los nutrientes es menor y además se encuentran protegidos 

por la misma. 

Cuando se evalúa la tolerancia a otros tipos de estrés además del salino, 

Microbacterium y. muestra ser altamente tolerante a estrés térmico y oxidativo, mientras 

que presenta una tolerancia diferente frente al estrés osmótico no iónico dado por PEG 

8000, manitol o glicerol. En este caso, el crecimiento se ve severamente afectado cuando el 

osmolito empleado es PEG 8000 y menos afectado cuando se emplea glicerol o manitol. 

La elevada tolerancia al estrés, especialmente a estrés oxidativo y salino, observada 

en Microbacterium .sp. podría beneficiarlo para la supervivencia no solo cuando el 

microorganismo se encuentra en el interior de especies vegetales sometidas a estrés sino 

que también cuando se encuentra en el suelo, dado que en la naturaleza los agentes 

estresantes actúan simultáneamente y no de un modo aislado. Es razonable suponer que 

microorganismos que se encuentran en suelos rizosféricos, se vean sometidos a otros tipos 

de estrés además del causado por las sales a causa de la presencia de los exudados y 

sustancias de desecho que sean eliminados por la S raíces. 

Esta multiresistencia a distintos tipos de estrés podría estar asociada a la 

acumulación de trehalosa, disacárido que fue encontrado mediante TLC y GC, en el interior 

de células de Microbacterium .s./). cultivadas en 400 mM NaC1 y no fue encontrado en 

células controles que presentaban glucosa y manitol en su interior. La trehalosa ha sido 

ampliamente relacionada con la disminución de los efectos perjudiciales de condiciones 

estresantes ( estrés oxidativo, lúdrico, salino, térmico) en numerosos organismos. 

Finalmente el microorganismo presenta un comportamiento netamente halofilico. 

Hay un incremento en los niveles de iones Na + y una disminución de los iones K en el 

interior de sus células cuando crece en medios con elevada concentración de NaCl. Esto se 
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observa claramente en la relación Na/le observada en condiciones de salinidad es más de 

tres veces superior a la encontrada para las células controles 

Eátudios de interacción y promoción de crecimiento vegetal. 

Los dos sistemas hidropónicos empleados permitieron observar el efecto que ejerce 

la elevada salinidad en las plántulas de manera diferente. En los experimentos en tubos 

conteniendo medio Hoagland, el efecto de disminución de crecimiento y clorosis en las 

plántulas, a causa de la salinidad, se observa a los 3 o 4 días de la transferencia de las 

semillas pregerminadas, mientras que en el sistema de soporte sólido, arena-perlita, este 

efecto se visualiza transcurridos entre 7 y lo días de la transferencia de las semillas. 

Probablemente la diferencia observada se deba a que en el soporte sólido, las partículas de 

arena-perlita retengan las sales ejerciendo un efecto moderador de la salinidad en el medio. 

Los recuentos de Alicrobacterium .sp. a partir de plántulas de agropiro, trigo y soja, 

cultivados en condiciones controles y salinas, demuestran una intima asociación 

microorganismo-planta. Aquellas plántulas sometidas a condiciones salinas, albergan 

mayor cantidad de microorganismos en el interior, especialmente en los tallos, tanto en el 

caso de la soja como en el de trigo. 

Estas determinaciones, sumadas a los erectos de protección que se observan en 

experimentos en macetas en invernadero y en tubos, cuando las plántulas de trigo y soja 

son inoculadas con el microorganismo, indicarían la puesta en marcha de algún mecanismo 

de defensa de la planta frente al estrés despertado por el microorganismo o de algún 

mecanismo de la bacteria que hace que la planta no perciba al estrés como tal. 

Determinación de las posibles MeallliSMOS por los cuales Microbacterium sp. disminuye 

las efectos del estrés salino en plántalas de trigo. 

Las plántulas de trigo y soja sometidas a estrés que han sido inoculadas muestran 

una apariencia mejor con una menor clorosis que aquellas plántulas que no han sido 

inoculadas. En el caso del trigo, también se observa un mayor número de hojas en las 
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plántulas estresadas e inoculadas en comparación con aquellas estresadas que no han sido 

inoculadas. 

1-lay un cambio cualitativo en el contenido de azúcares solubles que se encuentran 

en el interior de las plántulas de trigo, donde el patrón de azúcares presente en las plántulas 

estresadas que no han sido inoculadas (T), difiere del de aquellas estresadas que sí han sido 

inoculadas (Ti), teniendo estas ultimas una composición de azúcares similar al de las 

plántulas controles (C ) que no han sido sometidas a estrés. 

De este modo la composición de azúcares solubles en plántulas de trigo en los distintos 

tratamientos es: 

C: Manitol, Sacarosa, Glucosa y Fructosa 

T: Manitol, Sacarosa, Glucosa, Fructosa y Trehalosa 

Ti: Manitol, Sacarosa, Glucosa y Fructosa 

La presencia de trehalosa en plántulas de trigo ha sido informada en condiciones de 

estrés salino, y ha sido vinculada con una alteración en la vía de señalización de partición 

de asimilados en las plantas, lo que causaría serios problemas fisiológicos y alteraciones 

morfológicas en diferentes especies. 

La desaparición de la trehalosa en aquellas plántulas estresadas e inoculadas (Ti) 

podría ser explicada en base a que las plántulas, gracias a la inoculación, no están 

percibiendo al estrés como tal y por lo tanto la composición es cualitativamente similar a la 

de las controles. Esta hipótesis también se corrobora en los patrones de exudación 

encontrados en los diferentes tratamientos. Mientras que las plántulas estresadas que no 

fueron inoculadas (T) exudan sacarosa, fructosa, glucosa y manitol , las plántulas estresadas 

inoculadas (Ti) muestran un patrón de exudación similar al de los controles C y Ci que 

presentan manitol y pequeñas cantidades de fructosa. 

Cuando se observa el contenido de iones en el interior de las plántulas de trigo, hay 

una tendencia a que aquellas plántulas estresadas que han sido inoculadas (Ti), presenten 

menor contenido de Na l en su interior, especialmente en los tallos en comparación con 

aquellas plántulas estresadas no inoculadas (T) Esto favorecería a estas plántulas dado que 
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Si tenemos en cuenta que el Na en tóxico para el metabolismo celular interfiriendo 

con el funcionamiento de numerosas enzimas, que causa desbalances nutricionales por 

competencia con iones esenciales como el K y que lleva a una disminución en la 

fotosíntesis, el hecho de que la inoculación con Microbacierium .vp disminuya la 

concentración de este ión en el interior de las plántulas, aumenta las posibilidades de las 

mismas de sobrellevar los efectos del estrés salino. 

Por último, si bien no es posible adjudicar la mayor tolerancia al estrés 

desencadenada por la inoculación con Microbaderium .sp. a ninguno de estos mecanismos 

exclusivamente, estos cambios podrían ser resultados de modificaciones más importantes 

como por ejemplo, estimulación de vías de señalización o cambios hormonales que se 

desencadenan en respuesta a la inoculación. 

Dada la complejidad del sistema en estudio, es posible que no sea un solo 

mecanismo de protección el que se pone en juego, si no más bien un conjunto de señales 

entre el microorganismo y la planta (fue hagan de la relación un beneficio para ambos. 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

*Realizar estudios a campo en condiciones naturales, para determinar si se mantienen los 

efectos de protección frente a la salinidad, desencadenados por la inoculación de 

Micwhaderium sp. en trigo y soja. 

*Profundizar el estudio de aspectos fisiológicos de la interacción planta-bacteria para 

determinar si hay cambios en las principales hormonas asociadas al estrés como 

jasmonatos, etileno, ABA 

*Continuar con el estudio de caracterización molecular de Microbacierium ,sp 

especialmente de aquellos aspectos relacionados a la colonización y tolerancia a estrés. 
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