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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se realizaron estudios bioquimicos y genéticos de bacterias
nativas solubilizadoras de fosfato del area manisera de la provincia de Coérdoba. Los
mismos se abordaron con el objeto de evaluar los mecanismos involucrados en la
solubilizacion de fosfato y estudiar el efecto de la aplicacion de agroquimicos sobre dicha
poblacion.

En este estudio fueron empleadas 18 bacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de
plantas de mani de la regién manisera de la provincia de Cordoba. Estas bacterias fueron
seleccionadas a partir de una coleccion de 433 aislamientos solubilizadores de fosfato por
producir los mayores halos de solubilizacion de fosfato en medio sélido conteniendo
fosfato tricalcico como tunica fuente de fosforo (P). A los fines de identificar
taxonémicamente a las bacterias solubilizadoras de fosfato seleccionadas fueron obtenidas
sus secuencias parciales del gen ARNr 16S. El analisis de dichas secuencias permitio
determinar que las bacterias pertenecen a los géneros Serratia, Enterobacter, Pantoea,
Acinetobacter, Bacillus y Enterococcus. El andlisis cuantitativo de la capacidad
solubilizadora de fosfato de las bacterias consistid en determinar los niveles de P
solubilizado en el medio en presencia o ausencia de soluciones tampon y se analizaron las
variaciones de pH del medio. Asimismo, se determinaron los niveles de acido glucénico
producidos por las bacterias, principal acido asociado al proceso de solubilizacion de
fosfato, y la presencia del gen pqqE en el genoma de las mismas. Los niveles de P
solubilizado por las bacterias y la disminucion significativa de los valores de pH del
sobrenadante del cultivo observados en la mayoria de las bacterias, sugieren que el
mecanismo mediante el cual las bacterias de la coleccion solubilizan fosfato involucraria la
acidificaciéon del medio, probablemente como consecuencia de la produccién de acidos
organicos. Las bacterias produjeron diversas cantidades de acido glucénico, sin que exista
correlacion entre dichos valores y los niveles de P solubilizado por la mayoria de los
aislamientos analizados. La presencia del gen pgqE se evalud con el fin de establecer una
posible relacién entre ésta y la capacidad de producir acido gluconico de las bacterias. Se
confirmé su presencia en todas las bacterias Gram negativas de la coleccion y en cepas de

referencia con capacidad solubilizadora de fosfato.
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Los efectos benéficos de la inoculacién de las bacterias de la coleccion en plantas de mani
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se evaluaron en microcosmo, observandose que promovié el crecimiento vegetal e

increment6 el contenido de P soluble tanto en el tejido de las plantas como en el soporte
utilizado para su crecimiento.
La evaluacién del efecto de la aplicacion de agroquimicos en los suelos maniseros de la
provincia de Cordoba sobre la abundancia y diversidad genética de bacterias
solubilizadoras de fosfato indic6 que no se afect6 la abundancia pero si la estructura de la
comunidad de bacterias solubilizadoras de fosfato cultivables, determinandose un aumento
de la diversidad genética de dicha poblaciéon y modificacion de la frecuencia del gen
bacteriano pgqE. Ademas, se determiné una mayor diversidad del gen pgqE en la
poblacion solubilizadora de fosfato no cultivable en la parcela tratada con agroquimicos
respecto de la control.
La presencia del gen pgqE fue confirmada en la mayoria de las bacterias solubilizadoras de
fosfato Gram negativas aisladas de este ensayo y en todas las bacterias Gram negativas de

la coleccion. Por lo tanto, se sugiere que este gen seria un potencial marcador molecular de

bacterias solubilizadoras de fosfato Gram negativas.
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SUMMARY

In this thesis biochemical and genetic studies of native phosphate solubilizing bacteria
obtained from the groundnut producing area in the province of Cérdoba were developed.
The aims were to evaluate the mechanisms involved in bacterial phosphate solubilization
and to study the effect of agrochemicals application on soil phosphate solubilizing bacteria.
Eighteen native phosphate solubilizing bacteria isolated from peanut plants cultivated in
central and southern region of Coérdoba, Argentina were used in this study. They were
selected from a collection of 433 phosphate solubilizing strains because they produce the
highest phosphate solubilization halos on solid medium containing tricalcium phosphate as
the sole source of phosphorus (P). Bacteria were taxonomically identified by determining
16SrRNA gene partial sequences and the analysis of these sequences allowed us to
determine that the bacteria belonging to the genera Serratia, Enterobacter, Pantoea,
Acinetobacter, Bacillus and Enterococcus. Quantitative analysis of the phosphate
solubilizing capacity was performed by determining the levels of P solubilized in the
growth medium containing tricalcium phosphate and in presence or absence of buffers.
Variations of pH’s growth medium at the end of the experiment were analyzed. Also, levels
of gluconic acid produced by bacteria, main acid associated to phosphate solubilization
mechanism, as well as the presence of pqqE gene in their genome were determined. The
levels of P solubilized by the bacteria and a significant decrease in the pH values of the
culture supernatant were observed in the majority of the bacterial cultures. These results
suggest that the mechanism by which bacteria collection solubilized phosphate involve the
acidification of the medium, probably as a result of the production of organic acids. Levels
of gluconic acid produced by the bacteria varied and no correlation between these values
and the levels of P solubilized was observed. The presence of the gene pgqE was evaluated
in order to establish a possible relation with gluconic acid production by the bacteria. It was
possible to determine its presence in all Gram-negative bacteria of the collection and
reference strains with phosphate solubilizing capacity.

The beneficial effects of bacterial inoculation in peanut plants was evaluated in microcosm
assay and it was possible to observe plant growth promotion, increased in P content of plant

tissue and in the soil used for plant growth.
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Effect of agrochemicals application in soils of Cérdoba indicated that the abundance of
phosphate solubilizing soil bacteria was not affected. On the other hand, it produced
changes in the community structure of culturable phosphate solubilizong bacteria because
an increase in the genetic diversity of this population and changes in the frequency of
bacterial gene pgqE were observed. Adding to that, more diversity was observed on pgqE
gene sequence on non-cultivable phosphate solubilizing bacteria obtained from soil samples
treated with agrochemicals compared to control samples.

The presence of the gene pgqgE was confirmed in most Gram-negative phosphate
solubilizing bacteria isolated in this study and in all Gram-negative bacteria of the
collection analyzed. Considering that, it is suggested that this gene would be a potential

molecular marker of solubilizing in Gram-negative solubilizing bacteria.
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1. IMPORTANCIA DEL FOSFORO EN LOS CULTIVOS VEGETALES

El fosforo inorgéanico (Pi), después del nitrogeno, es el segundo macronutriente requerido
para el crecimiento de las plantas, ya que es un componente esencial de moléculas de gran
importancia como los acidos nucleicos, fosfolipidos y el ATP (Coyne, 2000). Este nutriente
cumple un rol importante en la division celular, fotosintesis, desarrollo de raices y
utilizacion de carbohidratos (White y Hammond, 2008). El Pi también esta involucrado en
el control de reacciones enzimdticas clave y en la regulacion de vias metabolicas
(Goldstein, 1986). En las interacciones simbidticas rizobio-leguminosas, el Pi es el
principal factor nutricional que limita la fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN) debido a la
elevada demanda energética de este proceso (Freire, 1984; Dey y col., 2004).

En el suelo, el fosforo (P) se encuentra tanto en formas organicas (30-70%) como

inorganicas (Marschner, 1995) (Figura 1).

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del fésforo en agroecosistemas (IPNI, 2009).
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Entre las principales formas organicas del P se encuentran (Rodriguez y Fraga, 1999):

© Esteres de fosfatos: estos compuestos corresponden a la fraccion 1abil de P y
provienen de residuos animales y vegetales.

¢ Fitatos: son componentes menos labiles que los ésteres de fosfatos y corresponden a
la fraccién mayor de fésforo organico en el suelo.

© Organofosfonatos: son compuestos organicos que contienen enlaces P-C. Los
mismos pueden ser naturales o artificiales y son componentes de muchos
agroquimicos.

Por otro lado, existen tres formas de Pi en los suelos (Busman y col., 2009):

& Fosforo en solucién: generalmente se encuentra como ortofosfato, el cual es
aprovechado por las plantas bajo las formas de i6n fosfato monoacido (HPO4 ) €
i6n fosfato diacido (H,POy).

® Fésforo activo: el fosfato inorganico se adsorbe en el suelo a elementos tales como
el calcio o el aluminio dependiendo del tipo y pH del suelo. El fosforo activo, si
bien es insoluble en solucidn, se puede liberar por accién de microorganismos.

& Fésforo fijado: constituye aquellos compuestos de fosfato inorganico que son muy
insolubles. Estos fosfatos pueden permanecer en el suelo durante afios pero no
pueden ser asimilados por las plantas.

La concentracion de P varia con el 6rgano, la edad y la especie vegetal. En general, solo
el 10% del total es absorbido en la fase vegetativa; mientras que un 39% y 51% es
incorporado en las etapas de reproduccion y maduracion, respectivamente.

Si bien la concentracion de P en el suelo es alta, un bajo porcentaje se encuentra
disponible para las plantas (P en solucion) y a menudo limita el crecimiento de las mismas
debido a su baja solubilidad y fijacion en el suelo (Gulati y col., 2008). La baja
disponibilidad de este elemento es atribuido a que, como se menciond anteriormente, el P
soluble reacciona con iones de calcio, hierro o aluminio lo que provoca su precipitacion o
fijacion (Rodriguez y Fraga, 1999; Khan y col., 2007; Sashidhar y Podile, 2010). La
fijacion de P y su precipitacion en el suelo es dependiente del pH y tipo de suelo. El P
forma complejos metalicos insolubles con hierro y/o aluminio en suelos &cidos
(Whitelaw, 2000) o con carbonato de calcio en suelos alcalinos (Gyaneshwar y col.,

1998). La deficiencia de P es uno de los factores quimicos mas importantes que limitan la
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produccién de los cultivos en muchos suelos del mundo (Arcand y Schneider, 2006). Gran
parte de los fosfatos inorganicos aplicados como fertilizantes quimicos también son
inmovilizados en el suelo y, como consecuencia, no es aprovechado por los cultivos
(Richardson, 1994; Peix y col., 2001; Podile y Kishore, 2006; Takahashi y Anwar, 2007).
Se ha estimado que hasta un 75% de los fertilizantes fosforados aplicados pueden estar no
diponibles para las plantas debido a la precipitacion de la fase mineral (Goldstein, 1986;
Sundara y col., 2002).

Ha sido reportado que, por efecto de la actividad microbiana, la disponibilidad del P en un
suelo puede aumentar marcadamente (Thien y Myers, 1992). Numerosos trabajos han
demostrado que la aplicacion en diferentes cultivos de microorganismos que poseen
capacidad solubilizadora de fosfato, tanto en indculos simples como en indculos mixtos,
produce un incremento significativo del rendimiento de los mismos (Goldstein, 1995; De
Freitas y col., 1997; Pal, 1998; Young y col., 1998; Richardson y col., 2001; Fasim y col.,
2002; Dey y col., 2004; Babana y Antoun, 2006; Trivedi y Sa, 2008; Vyas y Gulati, 2009,
Mohammadi y col.,, 2011). En el caso particular de mani (Arachis hypogaea 1.), la
inoculacién de esta leguminosa con bacterias solubilizadoras de fosfato ha mostrado
resultados alentadores (Mudalagiriyappa y col., 1997; Dey y col., 2004; Taurian y col.,
2010, 2013).

2. EL CULTIVO DE MANI

La planta de mani (Arachis hypogaea L.) (Figura 2) pertenece al orden Fabales, familia de
las Fabaceas, subfamilia Papilionoideae (Leguminosa), tribu Aeschynomeneae, subtribu
Stylosanthinae, género Arachis (Stalker, 1997). Es una planta herbacea anual que alcanza
una altura de 20 a 60 cm y, segin la variedad, el desarrollo de las ramas laterales puede ser
erecto, semierecto o rastrero. Es una planta geocarpica, y por lo tanto la infrutescencia
(carp6foro) se introduce en el suelo después de la floracién y luego el fruto madura dentro
de la tierra (Moss y Ramanatha Rao, 1995).
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Figura 2. Planta de mani.

El suelo ideal para el crecimiento de mani es aquél bien drenado, liviano, de textura franco
arenosa, libre de sales, con alto contenido de calcio asi como de fosforo y potasio lo que le
permite un buen desarrollo del sistema radicular produciendo vainas de buen tamafio. El pH
optimo es entre 6 y 6.5 (Giandana, 1997). Requiere de un régimen de precipitaciones de
600 a 1200 mm anuales y la temperatura debe ser superior a 20°C. La temperatura y la
precipitacion son los limitantes climaticos en cuanto a crecimiento, produccion y extension
del cultivo en el mundo (Fiant y col., 2013).

Los cultivares comerciales de mani son clasificados en dos tipos botanicos: Arachis
hypogaea subespecie hypogaea (variedad de tipo Virginia y Runner) y Arachis hypogaea
subespecie fastigiata (variedad de tipo Espafiol y Valencia). Los nuevos cultivares, como
Alto oleico, Redskin y Asem 485 entre otros, provienen de cruzamientos de las variedades
Virginia y Runner y se han obtenido con el objetivo de satisfacer demandas tales como
ciclos cortos, resistencia a sequia y alto contenido de acido oleico (INSA-INDELMA,
2005; Derka y Sanchez, 2006; Criadero El Carmen, 2007). Los cultivares con alto
contenido de oleico son ampliamente requeridos por los mercados compradores, ya que la
elevada relacién oleico/linoleico otorga al fruto de mani mayor perdurabilidad de los
caracteres organolépticos deseables (Pedelini, 2012). Los cultivares disponibles en el
mercado argentino pertenecen a la variedad Runner (Florman INTA, Tegua, Nahuel,

Florunner y Granoleico). De acuerdo al lugar y a la fecha de siembra es posible elegir entre
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cultivares de ciclo completo (150-160 dias a cosecha) o de ciclo corto (140-150 dias a

cosecha).

2.1. Importancia del cultivo de mani en la provincia de Cérdoba

Argentina es el séptimo productor mundial de mani y se ha convertido, en los tltimos
afios, en el primer exportador mundial de mani. La produccién argentina es reconocida
internacionalmente por su alta calidad, satisfaciendo la demanda de los consumidores mas
exigentes (Fundacién Mani Argentino, 2011). La industria manisera exporta el 80% de su
produccién y alrededor del 65 % de las exportaciones tiene como destino principal la Unién
Europea, siguiéndole en orden E.E.U.U., Canada, México, Emiratos Arabes, Sudifrica,
Brasil, Australia, Chile, Rusia, Argelia, Ucrania, China, India, Jordania, Taiwan, Japon,
Thailandia y otros paises (Camara Argentina del Mani, 2012; Fiant y col., 2013). Segun el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (2012) aproximadamente el 70% de la
produccion total del pais se destina a mani confiteria, un 10% se utiliza como grana y el
20% restante se emplea para la extraccion de aceite. La parte aérea también es aprovechada
como alimento para cerdos y ganado, siendo muchas veces econdémicamente mas
significativa que las semillas en épocas de escasez de alimento para ganado en areas de
Asia y Africa (Arora y Ramanatha Rao, 1995).

Desde hace unos afios la produccion manisera tiene lugar principalmente en la provincia de
Cordoba y en las provincias de San Luis y La Pampa. En la campafia 2012/2013 la
produccion nacional se estimé en 1.016.149 toneladas y abarc6é 380.479 has sembradas.
Aproximadamente el 92% de esta produccion tuvo lugar en la provincia de Cérdoba (Fiant
y col., 2013) (Figura 3). En esta provincia se encuentra instalada la mayor infraestructura
de procesamiento y exportacion de mani, agrupando a mas de mil productores, 20 empresas
procesadoras y generando 10 mil puestos de empleo (Cisneros, 2001; Vidal, 2007). Si bien
en los ultimos 40 afios los principales departamentos cordobeses vinculados con la
produccion de mani han sido San Martin, Juarez Celman, Rio Cuarto, Rio Segundo y
Tercero Arriba, actualmente su cultivo se ha desplazado hacia el sur de la provincia
(Departamentos Rio Cuarto, Pte. Roque Saenz Pefia y General Roca) (Fiant y col., 2013).
Este desplazamiento, se debe principalmente al deterioro de los suelos de la regiéon como

consecuencia de las practicas agricolas tales como el monocultivo, laboreo intensivo,
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empleo excesivo de agroquimicos y a la gran incidencia de enfermedades que afectan a este
cultivo (Comision Royal en Polucion Medioambiental, 1996; Doran y Zeiss, 2000; Tilman
y col., 2002).

Distribucion del Cultivo de Mani
Cordoba - San Luis - La Pampa Campana 2010-2011

Figura 3. Distribucién del cultivo de manf en Argentina (Bolsa de cereales de Cérdoba, 2011).

2.2. Niveles de fosforo en los suelos maniseros de la provincia de Céordoba

El suelo agricola es el recurso mas importante de la economia argentina. La falta de una
fertilizacion balanceada, los bajos niveles de reposicion de nutrientes del suelo, sumados a
la pérdida de materia organica, han conducido a una disminucion considerable de la
fertilidad de los suelos y, por lo tanto, de la sustentabilidad fisica, ecologica y econémica de
las explotaciones agricolas (Puig, 2004). El monocultivo de mani produce un gradual
deterioro del suelo, principalmente por pérdida de estructura y favorece la incidencia de
enfermedades (Pedelini, 1997). Algunos estudios revelaron un bajo contenido de materia
organica (1%) en suelos con cultivo continuo de mani (mas de 50 afios) comparado con
suelos no cultivados (3.5%) (Giayetto y col., 1998). Con respecto al contenido de minerales
del suelo, se ha determinado déficit de los macronutrientes N, P y K. En particular para el

P, se han informado bajos niveles en su forma asimilable para las plantas. Sobre la base de
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datos de suelos productores de mani de distintas partes del mundo, Cope y col. (1984)
sugirieron que los niveles criticos para este nutriente oscilan en alrededor de 10 pg/g. En
suelos asociados a la produccion de mani en Cérdoba se han determinado contenidos de P
en el orden de 5-15 pg/g (Bonadeo y col., 1997,1998; Bosch y da Veiga, 2002; Fernandez y
Giayetto, 2006; Severina, 2006; Ascheri, 2007, Sainz Rozas y col., 2012).

El hecho de que este nutriente sea el segundo factor limitante para el crecimiento vegetal,
y el principal factor nutricional que limita la FBN, sumado a que mani no responde a la
fertilizacion directa de P (Pedelini, 2008), promueve estudios tendientes a la bisqueda de

alternativas para aportar este nutriente a estos suelos.

3. BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

La planta, el suelo y los microorganismos trabajan en conjunto para mediar e influir en

diversos intercambios que contribuyen a la salud y productividad vegetal (Figura 4).

Agua,
frio/calor

Hormonas, factores
de crecimiento,
voldtiles

Factores
del suelo

Exudados
radicales |

Figura 4. Factores del suelo y su influencia en raices de las plantas y microorganismos del suelo (modificado
de Chaparro y col., 2012).

Porosidad

La rizosfera es la interfase suelo-raiz constituida por el suelo adherido a la raiz asi como el
suelo que la rodea (Babalola, 2010). También, es definida como el volumen de suelo que
rodea a la raiz y donde se establecen interacciones con los microorganismos y las raices de
las plantas (Ngoma y col., 2012). La rizésfera es un entorno ecoldgico versatil y dinamico
de intensas interacciones microorganismos-planta para aprovechar micro y macronutrientes

(Jeffries y col., 2003). Los diversos componentes liberados por las plantas, como exudados
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radicales que incluyen azucares, aminoacidos, flavonoides, 4cidos alifaticos, proteinas y
4cidos grasos, crean un medioambiente tinico en la rizoésfera (Badri y col., 2009). Estos
compuestos podrian actuar como moléculas sefial para atraer microorganismos especificos
o ser usados como fuentes de carbono para la nutricién microbiana (Antoun y Prevost,
2006).
Los microorganismos del suelo son muy importantes ya que llevan a cabo numerosas
funciones, tales como descomposicion y mineralizacion de materia organica, liberacion y
transformacion de nutrientes inorganicos, participacion en los ciclos biogeoquimicos de
nutrientes, mantenimiento de la salud y calidad de los suelos, etc. (van Elsas y Trevors,
1997; Jeffries y col., 2003; Ngoma y col., 2012). Un considerable nimero de especies
bacterianas, la mayoria asociadas con la rizosfera de las plantas, son capaces de ejercer un
efecto beneficioso para el crecimiento de las mismas y han sido denominadas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (“plant growth promoting bacteria” o PGPB) (Bashan y
de Bashan, 2005). Algunas de estas bacterias colonizan los tejidos vegetales internos
(endofitas), otras se localizan sobre las plantas usandolas como soporte (epifitas) y otras se
ubican en la zona rizosférica. Las PGPB pueden ser agrupadas de acuerdo al tipo de
interaccion que establecen con la planta huésped, entre las que se encuentran bacterias de
vida libre o aquellas capaces de establecer interacciones simbioticas especificas (Bécquer y
col., 2008; Rojas y col., 2009; Glick, 2012).
Las PGPB se asocian en el nicho rizosférico con plantas de interés agronomico y pueden
producir efectos directos sobre su crecimiento y nutricion. Asi, constituyen una alternativa
econdmica y ecoldgica para aumentar la produccién de alimentos (Diaz-Zorita y Fernandez,
2008; Naiman y col., 2009). Estas bacterias que habitan en el suelo, la rizésfera, e incluso
en los tejidos vegetales, benefician el crecimiento de las plantas mediante diferentes
mecanismos los cuales se clasifican en directos ¢ indirectos (Glick, 1995). Los mecanismos
directos de promocién del crecimiento vegetal pueden implicar sintesis de sustancias
producidas por las bacterias o incremento de la disponibilidad de nutrientes del medio
ambiente (Glick y col., 1999). Estos mecanismos incluyen (Kloepper y col., 1989; Glick,
1995; Garcia de Salamone y col., 2001; Vessey, 2003; Saubidet y Barneix, 2004):

& Fijacion biologica de nitrogeno atmosférico.

& Solubilizacion/mineralizacion de fosfatos.
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® Produccién de sideréforos.

@ Produccién de moléculas tipo fitohormonas.
Por otro lado, los mecanismos indirectos de promocién del crecimiento vegetal son
aquellos que provocan una disminucion o prevencion de efectos deletéreos de patogenos de
plantas por produccion de sustancias inhibitorias o incrementando la resistencia natural del
huésped (Handelsman y Stabb, 1996; Nehl y col., 1997; Cartieux y col., 2003). Segin
Weller y Cook (1986); Kloepper y col. (1989); Glick y col. (1999), los mecanismos de
promocidn indirecta incluyen:

® Produccién de antibidticos.

@ Produccién de sideréforos.

@ Produccion de enzimas liticas de la pared celular fungica.

& Competicion por sitios en raices.

® Resistencia sistémica inducida.
Una cepa bacteriana en particular puede poseer uno o mas de estos mecanismos, y
expresarlos en momentos diferentes durante el ciclo de vida de la planta (Saleh-Lakha y
Glick, 2007).
Las PGPB que poseen capacidad solubilizadora/mineralizadora de fosfato son de gran
importancia ya que estan asociadas a la nutricién de este elemento esencial para las plantas
(Chen y col., 2006). La asociacion entre bacterias solubilizadoras de fosfato y las raices de
las plantas juega un rol clave en la nutricion del P en muchos agroecosistemas,
particularmente en suelos deficientes de este nutriente (Goldstein, 2007; Jorquera y col.,
2008). Bacterias pertenecientes a diferentes géneros son incluidas dentro de este grupo,
entre ellos encontramos: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia,
Acromobacter, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Erwinia, Pantoea,
Acinetobacter, Enterococcus y Enterobacter (Nahas, 1996; Rodriguez y Fraga, 1999;
Kumar y col., 2001; Son y col., 2006; Ogut y col., 2010). La mayoria de las bacterias que
poseen esta capacidad PGPB son efectivas en la liberacion de P a través de la solubilizacion
de las fuentes inorganicas y/o mineralizacion de las formas organicas del fosforo total del
suelo (Goldstein, 1995; Rodriguez y Fraga, 1999; Rodriguez y col., 2006). Este proceso

bacteriano, que tiene lugar en la rizésfera, genera la liberacién de mayor cantidad de P
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soluble del requerido por estos microorganismos para su crecimiento y metabolismo, por lo
que el exceso queda disponible para las plantas (Mehta y Nautiyal, 2001).
La liberacién de P de los compuestos fosfatados organicos del suelo puede llevarse a cabo
por la actividad de tres grupos de enzimas sintetizadas por los microorganismos:
® Fosfatasas no especificas, las cuales efectian la defosforilacion de los enlaces
fosfoéster o fosfoanhidros presentes en la materia organica.
& Fosfatasas especificas, dentro de este grupo se encuentran las 3" - nucleotidasas, las
5" - nucleotidasas, las fosfatasas de hexosas y las fitasas, las cuales liberan el P del
acido fitico.
& Fosfonatasas y liasas C-P, enzimas que llevan a cabo el clivaje del enlace C-P
presente en los organofosfonatos.
La mineralizacion microbiana de fosfato corresponde principalmente a la actividad de las
fosfatasas acidas no especificas y a las fitasas, debido a la presencia predominante en el
suelo de los sustratos sobre los que actian (Quiquampoix y Mousain, 2005; Rodriguez y
col,, 2006).
Por otra parte, la liberacion de P de los compuestos fosfatados inorganicos del suelo puede
llevarse a cabo por diferentes mecanismos (Rodriguez y Fraga, 1999; Yi y col., 2007):
& Produccion de acidos organicos de bajo peso molecular.
@ Produccion de acidos inorganicos (sulfhidrico, nitrico, carbonico).
& Eliminacion de protones fuera de la célula y su intercambio con cationes unidos al
fosforo.
€ Produccion de sustancias quelantes.
El principal mecanismo microbiolégico por el cual los compuestos fosforados inorganicos
(fosfatos) son solubilizados involucra la liberaciéon de &cidos organicos de bajo peso
molecular con la consecuente acidificacion del medio circundante (Goldstein, 1995; Kim y
col., 1997; Puente y col., 2004; Wan y Wong, 2004; Rodriguez y col., 2006). La eficacia
del resto de los procesos mencionados ha sido cuestionada y, su contribucion a la liberacion
de P en el suelo parece ser insignificante (Vazquez, 1996). Los acidos orgénicos a través de
sus grupos hidroxilos y carboxilos quelan los cationes (Al™, Fe*3, Ca*?) unidos al fosfato
convirtiéndolos en formas solubles (Kpomblekou y Tabatabai, 1994; Stevenson, 2005).

Estos acidos, también estan relacionados a otras funciones en el suelo, como adquisicion de
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nutrientes por la raiz, solubilizacion mineral, quimiotaxis microbiana y detoxificacion de
metales (Jones y col., 2003). Algunos acidos organicos como el lactico, isovalérico,
isobutirico, acético, glicolico, oxalico, maldnico, citrico y succinico son producidos por
diferentes bacterias solubilizadoras de fosfatos (Rodriguez y Fraga, 1999; Vazquez y col.,
2000; Drouillon y Merckx, 2003; Hwangbo y col., 2003; Jones y col., 2003; Loganathan y
Nair, 2004; Ahmed y Shahab, 2011). Sin embargo, los 4cidos glucénico y 2-cetogluconico
son los compuestos mayormente secretados por las especies bacterianas estudiadas
(Rodriguez y Fraga, 1999; Deubel y col., 2000; Goldstein, 2000; Song y col., 2008). Estos
ultimos, son producidos en el periplasma de muchas bacterias Gram negativas a través de
una oxidacion directa no-fosforilativa de la glucosa (DOPG; direct oxidation pathway of
glucose) cuyo rol fisioldgico permanece desconocido (Anthony, 2001, 2004; Matsusshita y
col., 2002) (Figura 5). Whiting y col. (1976) y Goldstein (1995) consideran esta oxidacién
como una estrategia competitiva para transformar fuentes de carbono disponibles en

productos menos utilizables por otros microorganismos.
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Figura 5. Esquema de la oxidaciéon directa no- fosforilativa de la glucosa a 4cido glucénico y 2-
cetoglucénico.
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Las enzimas de la via DOPG, glucosa deshidrogenasa (GDH) y gluconato deshidrogenasa
(GADH), estan orientadas hacia la cara externa de la membrana citoplasmatica de manera
que oxidan sus sustratos en el espacio periplasmico (Anthony, 2004). La glucosa se
convierte en acido glucénico y, después de dos oxidaciones sucesivas en el espacio
periplasmico, en algunas bacterias, se convierte en &cido 2-cetoglucénico;
consecuentemente, los acidos organicos difunden libremente hacia el exterior de las células,
quelan los cationes de los fosfatos y liberan grandes cantidades de P (Anderson y col.,
1985).

3.1. Cofactor pirroloquinolina quinona y su rol en la capacidad solubilizadora de

fosfato

La GDH membranal es una deshidrogenasa que requiere magnesio para su actividad y del
cofactor redox pirroloquinolina quinona (PQQ) (Duine, 1991). Se ha descripto que
bacterias que codifican para la enzima GDH pero carecen de la proteina PQQ son incapaces
de producir acido glucénico y no solubilizan fosfato (Magnusson y col., 2004). El grupo
PQQ se sintetiza a partir de residuos de tirosina y acido glutamico, es soluble en agua,
termoestable y capaz de llevar a cabo de manera continua ciclos redox (Stites y col., 1999;
Flores-Encarnaciéon y col., 2004). Ademas de su participacion en la solubilizaciéon de
fosfatos, PQQ es un factor promotor del crecimiento para bacterias y plantas, tiene
propiedades antioxidantes, antifingicas, tiene un rol en la tolerancia frente al estrés
oxidativo en bacterias y células animales y esta relacionado en forma directa con la
produccion de sustancias antimicrobianas asi como con la induccion de defensas sistémicas
en plantas (He y col., 2003; Khairnar y col., 2003; Misra y col., 2004; Choi y col., 2008;
Han y col., 2008; de Werra y col., 2009; Meyer y col., 2011).

La biosintesis del cofactor PQQ involucra un operdn pgq que consiste de al menos 5 genes
(Figura 6). Asi por ejemplo, fueron identificados 5 genes en Acinetobacter calcoaceticus
av, v, I, I y IlI) (Goosen y col., 1989), en Gluconobacter oxydans (pqqABCDE) y en
cepas de Methylobacterium (pqqDGCBA) (Biville y col., 1989; Morris y col., 1994); 6
genes en Klebsiella pneumonia, Rahnella aquatilis y Enterobacter intermedium 60-2G
(pgqA, B, C, D, E, F) (Meulenberg y col., 1992; Kim y col., 1998, 2003); y 11 genes en
Pseudomonas fluorescens B16 y Pseudomonas fluorescens Pf0-1 (pggF ABCDEMKIIH)
(Choi y col., 2008).
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Pseudomonas fluorescens B16 - - wm: -n

pegH  pogl pegtpgeK  peaM paaE poyl) pegC paeB peeAd pesF

Preudomonas fuorescens P -1 4l IEERYD Pﬂ_ﬁ::C:lh S
pggH  pql PeeM pagE poyD pgyC pyyB pag peaF
Klebsiella pneumoniae ' q
peeF POSE payl) pguC pygB peyd pagX

Acinetobacter calcoaceticus P g:]
peaR  paqllipygll pygl peyV peglV pgyl.
Gluconobacter oxydans ATCC9937 WD(:ZF
Pa4E pagl) pgyC pygh pegA
Methylobacterium extorguens AM1 m:c:] -
POE  pggOD  pygB pggd1 >15b ) pegl PeaF |y

Figura 6. Operones que codifican para la proteina PQQ en diferentes especies bacterianas (Choi y col., 2008).

La clonacion y expresion de los genes pqq involucrados en la sintesis del cofactor PQQ de
las enzimas de la via DOPG ha permitido demostrar la importancia de la produccion de los
acidos glucénico y 2-cetogluconico en la solubilizacion de fosfatos (Goldstein y Liu, 1987;
Liu y col., 1992; Kishnaraj y Goldstein, 2001; Kim y col., 2006; Rodriguez y col., 2006;
Vikram y col., 2007; Han y col., 2008). Sin embargo, los pasos bioquimicos de la sintesis
del cofactor PQQ y la funcidn de cada uno de los genes involucrados en este proceso no
estdn completamente dilucidados. Los genes pgq son altamente conservados en varias
especies bacterianas (Yang y col., 2010). Si bien s6lo ha sido dilucidada la funcién de la
proteina PqqC codificada por el gen pgqC; se ha propuesto una funcion para cada uno de
los productos génicos codificados en el operdn, con la excepcion del gen pggD (Shen y col.
2012) (Figura 7):
& PqqA; sintetizaria el precursor de la biosintesis de PQQ.
® PgqB; tendria una funcién de transporte de PQQ a través de la membrana
plasmatica.
® PgqC; oxigenasa que cataliza el iltimo paso de biosintesis.
$ PgqE; reductasa que llevaria a cabo la reducciéon de 5-adenosilmetionina a 5'-
deoxidenosina.

@ PqqF, proteasa dependiente de zinc que no seria esencial para la biosintesis de

PQQ.
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El primer paso en la via de formacion del cofactor PQQ seria la expresién del precursor
PqqA. El mismo seria reconocido por PqqE, el cual uniria los atomos de carbono del
glutamato y la tirosina. En un segundo paso, PqqF cortaria los aminoacidos vinculados. La
siguiente reaccion seria espontanea y catalizada por una enzima desconocida. Finalmente,

PqqC facilitaria las etapas de ciclacion y oxidacion (Puehringer y col., 2008).

H

PqqA PgqA /i
Tyr 0 HN— _ o

quE’ Pq F ? HO

quD?
Cleavod S
PagA

OH

Figura 7. Via de sintesis del cofactor PQQ propuesta por Yukl y Wilmont (2012).

4. USO DE AGROQUIMICOS EN LAS PRACTICAS AGRICOLAS Y SU IMPACTO SOBRE

LA COMUNIDAD MICROBIANA

Los microorganismos del suelo son criticos para su funcionamiento, ya que estan
involucrados en procesos como mantenimiento de la estructura del suelo, descomposicién
de materia organica, participan en los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrogeno,
fésforo y azifre influyendo en la fertilidad del suelo y en la salud de las plantas (Gianinazzi
y Schuepp, 1994; van Elsas y Trevors, 1997). A ello se suma que los microorganismos
juegan roles clave en la supresion de enfermedades de plantas provenientes del suelo, en la
promocion del crecimiento vegetal, etc. (Doran y col., 1996). En sintesis, la productividad
de los sistemas agricolas depende, en parte, de los procesos funcionales de las comunidades
microbianas del suelo (Killham, 1994; O'Donnell y col., 1994; Pankhurst y col., 1997;
Doran y Zeiss, 2000) y algunas practicas agricolas pueden poner en riesgo a estas
comunidades.

La agricultura moderna depende de una amplia variedad de productos quimicos sintéticos,
incluyendo insecticidas, fungicidas, herbicidas y otros pesticidas (Lopez y col., 2002). Se
ha estimado que sélo el 0.1% de los plaguicidas aplicados llega a los organismos blanco y
el resto (99.9%) se acumula en los suelos y afecta directa o indirectamente la densidad

microbiana y las actividades enzimaticas (Pimentel, 1995; Singh y Singh, 2005; Das y
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_\
NG 4/13)
Debnath, 2006; Pal y col., 2006). Una gran parte de los agroquimicos aplicados se aW
en la capa superior del suelo (0-15 cm) donde se produce la mayoria de las actividades
microbiolégicas (Das y Debnath, 2006).

Los fertilizantes inorgéanicos y pesticidas son costosos y perjudican el hébitat (Pretty y col.,
2000, 2003), y a ello se suma que pueden provocar cambios en la estructura de la
comunidad microbiana (Gorlach-Lira y col., 1997; Boddington y Dood, 2000), suprimir o
promover la actividad y el crecimiento microbiano (Boldt y Jacobsen, 1998; Haney y col.,
2000). Los microorganismos del suelo son fisiolégicamente variables, pudiendo degradar
una gran variedad de sustancias quimicas, incluyendo insecticidas (Stadnyk y col., 1971;
Bhuyan y col., 1993) lo cual resulta en un incremento en la biomasa de los que utilizan
dichos compuestos (Agnihotri y col., 1981; Das y Mukherjee, 1994; Lopez y col., 2002).
Por otro lado, existen algunos insecticidas que ejercen un efecto adverso en la proliferacion
de los microorganismos del suelo y en sus transformaciones asociadas (Moorman, 1989;
Martinez-Toledo y col., 1992). Asi, se ha reportado que el uso de insecticidas y de
fertilizantes pueden producir modificaciones en la diversidad de la comunidad microbiana
del suelo (Nicholson y Hirsch, 1998; Girvan y col., 2004; Sun y col., 2004; Barriuso y col.,
2010). Algunos grupos microbianos son capaces de utilizar ciertos herbicidas como fuente
de energia y nutrientes (por ejemplo, utilizan glifosato como fuente de P); mientras que
pueden ser toxicos o modificar actividades promotoras del crecimiento vegetal (como
capacidad biocontroladora) en otros grupos (Wardle y Parkinson, 1990; Dick y Quinn,
1995; Haney y col., 2000; Kuklinsky-Sobral y col., 2005; Simonsen y col., 2008; Mijangos
y col., 2009). Por su parte, se ha descripto que determinados fungicidas son capaces de
modificar actividades promotoras del crecimiento vegetal (Ahemad y Khan, 2010).

En el caso particular del cultivo de mani, el manejo que el productor manisero efectda a lo
largo del ciclo del cultivo puede incluir la aplicacion de herbicidas pre-siembra, pre-
emergencia y post-emergencia selectivos para el cultivo, a los cuales se suma el empleo de
insecticidas y fungicidas (March y Marinelli, 2005). Algunos de los principios activos
oficialmente aceptados por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria de
los productos inscriptos utilizados para el control de malezas en mani segiin CASAFE
(2001) se detallan a continuacién (Daita, 2006):

@ Herbicidas pre-siembra: Dinitramina, Trifluralina.
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® Herbicidas pre-emergencia: Acetoclor, Clomazone, Diclosulam.

© Herbicidas pos-emergencia: Fluazifop-Butil, Fluoroglicofen, Fomesafen, Haloxifop-
R-Metil, Izametapir, MCPA, Propaquizafop, Quizalofop-P-Etil, Quizalofop-P-
Tefuril, Setoxidim.

Otros herbicidas factibles de usar en el cultivo de mani, pero no registrados para su uso son
2,4-D, Glifosato, Sulfentrazone, Cletodim y Lactofen. Ademads, se emplean insecticidas,
siendo los mas utilizados gammacialotrina y lambdacialotrina, y fungicidas como Carboxin,
Thiram, estrobilurinas y propinconazole (March y Marinelli, 2005).

Con el objetivo de mitigar el impacto ambiental negativo causado por el uso excesivo de
insumos quimicos en los cultivos agricolas, una alternativa podria ser la utilizacion de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Las investigaciones se estin
focalizando en la evaluacion de la diversidad genética y bioquimica de los
microorganismos rizosféricos, su caracterizacion en relacion a la FBN, solubilizacién de
fosfatos, produccion de hormonas vegetales y de sustancias capaces de captar hierro
(sideroforos). También se incluye la seleccion de los microorganismos mas eficientes en
experimentos de inoculacién en condiciones ambientales controladas de laboratorio,
invernadero y de campo, al igual que el estudio de los costos de produccién con la
aplicacion de microorganismos vs. fertilizantes quimicos en cultivos de interés agricola.
Con esto se pretende transferir esta tecnologia al sector productivo y contribuir a mejorar la
calidad ambiental y produccion sustentable de alimentos y biocombustibles, mediante un
enfoque biolégico e integrado basado en la importancia de la diversidad microbiolégica y
su potencial de utilizacién biotecnoldgica (Pedraza y col., 2010).

Considerando los impactos ambientales negativos que genera la aplicacion de los
agroquimicos y sus elevados costos, y por otro lado, que el incremento de la poblacion
mundial y de las practicas agricolas en suelos marginales de baja fertilidad aumentara a su
vez la demanda de los fertilizantes fosfatados (Raghothama y Karthikeyan, 2005), el uso de
bacterias solubilizadoras de fosfato constituye un desafio tendiente a incrementar las
practicas agricolas sustentables. El empleo de microorganismos benéficos solos o
combinados con fertilizantes para mejorar la disponibilidad de nutrientes seria una
estrategia economica y medioambientalmente “amigable” para mantener la fertilidad de los

suelos. Por otra parte, el conocimiento de la sensibilidad de los microorganismos a las
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diferentes practicas agricolas permitiria su potencial utilizaciébn como indicadores

bioldgicos de calidad del suelo.

5. HERRAMIENTAS MOLECULARES EMPLEADAS EN LOS ESTUDIOS DE

DIVERSIDAD MICROBIANA

El suelo es un importante reservorio de diversidad genética microbiana (Curtis y col.,
2002). Sin embargo, si bien se ha disefiado una amplia variedad de medios de cultivo para
maximizar la recuperacion de los diversos grupos microbianas, estos métodos basados en
cultivos son limitados ya que sélo una pequefia fraccion de las células microbianas del
suelo puede ser aislada para su estudio (Janssen y col., 2002). Se estima que sélo el 1% de
la poblacién bacteriana del suelo es cultivable por practicas estindares de laboratorio
(Amann y col., 1995; Torsvik y col., 1998).

A partir de la década de los ochenta se produjo una revolucion en el conocimiento de la
diversidad microbiana en los suelos debido a la incorporacion de técnicas de estudio que no
requieren del cultivo previo de los microorganismos (Insam, 2001; Kirk y col., 2004; Sarita
y col., 2005). El uso de métodos independientes de cultivo elimina la parcialidad impuesta
por técnicas basadas en el cultivo de organismos (Ellis y col., 2003). Estas técnicas se basan
en el analisis de marcadores moleculares como acidos grasos de fosfolipidos (PLFA) y
acidos nucleicos (ADN y ARN). Ambos tipos de marcadores se encuentran presentes en
todas las células, se pueden extraer directamente de muestras de suelo sin necesidad de
realizar cultivos previos y ademds permiten diferenciar distintos grupos de
microorganismos. Utilizando estos marcadores no sélo se puede determinar la composicion
de las comunidades microbianas sino que también se puede cuantificar la abundancia de
microorganismos especificos. Asi, se utilizan diferentes técnicas moleculares para el
estudio de comunidades microbianas del suelo. Estas, generalmente se basan en PCR o RT-
PCR utilizando ADN o ARN, respectivamente. Los productos de PCR pueden utilizarse en
librerias de clones o en técnicas de fingerprinting (Heuer y col., 1997; Muyzer, 1999; Smith
y col., 1999). Mediante el uso de cebadores universales para secuencias conservadas de
ARNr 16S la comunidad bacteriana puede ser estudiada como un todo, mientras que se
pueden utilizar cebadores mas especificos para investigar subgrupos de la comunidad o

grupos funcionales (Smit y col., 1997) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de analisis de diversidad bacteriana mediante técnicas dependientes e independientes de
cultivo. (1) andlisis de clones, (2) patrones de restriccién de toda la comunidad, (3) analisis (ARDRA/RFLP)
de aislamientos bacterianos (modificado de Smit y col., 1997)

Por otra parte, la amplificacion de secuencias repetitivas basadas en la reaccion en cadena
de polimerasa (rep-PCR), es una técnica utilizada en analisis de diversidad de especies
estrechamente relacionadas, especialmente en diferenciacion de cepas bacterianas dentro de
una especie (Lupski y Weinstock, 1992; Versalovic y col., 1994). En comparacién con
otras técnicas de fingerprinting (como RFLP), la simplicidad, el bajo costo, la alta
resolucion y fiabilidad de la rep-PCR le confiere ventajas. El estudio de fingerprints
genémicos obtenidos con cebadores rep se basa en que éstos son complementarios con
secuencias genomicas del ADN repetitivas muy conservadas que se encuentran,
generalmente, en muchas copias en los genomas de la mayoria de las bacterias Gram
negativas y en algunas Gram positivas (Lupski y Weinstock, 1992). Se han identificado tres
familias de elementos repetitivos, incluyendo la secuencia de 35-40 pb REP (secuencia
extragénica repetitiva palindromica), la secuencia de 124-127 pb ERIC (secuencia

intergénica repetitiva de las enterobacterias) y el elemento BOX de 154 pb (secuencias

MIC. MARIA SOLEDAD ANZUAY 18



CAPITULO 1 -INTRODUCCION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

altamente conservadas repetitivas de ADN de BOXA, subunidad del elemento BOX)
(Versalovic y col., 1994).

A principios del afio 2005 se iniciaron estudios en el laboratorio tendientes a la seleccion
de bacterias nativas de los suelos maniseros de Cérdoba con propiedades solubilizadoras de
fosfato. Los resultados obtenidos de dichos estudios (Anzuay y col., 2013; Taurian y col.,
2010, 2013) demuestran que existe en la rizosfera del area manisera de Cérdoba una fuente
potencial de bacterias que presentan dicha propiedad promotora del crecimiento vegetal. La
profundizacion del estudio de este grupo de bacterias podria conducir a la seleccion de
cepas solubilizadoras de fosfato mejor adaptadas a las condiciones edafoecolégicas de la
region para contribuir a paliar los problemas mencionados. Por otro lado, el estudio del
efecto de los agroquimicos sobre la diversidad y abundancia de estas poblaciones
bacterianas mediante técnicas cultivables y no cultivables permitira realizar un anélisis mas

exhaustivo de lo que ocurre en estas poblaciones en el suelo.
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HIPOTESIS

1.

2.

Las bacterias presentes en el suelo del area manisera, con capacidad solubilizadora
de fosfato, constituyen una fuente para la seleccion de cepas que, por sus
propiedades fisioldgicas y metabolicas, permitan optimizar la produccion de esta
leguminosa en Coérdoba.

La aplicacion de agroquimicos en suelos maniseros de Cordoba afecta la abundancia

y la diversidad de microorganismos solubilizadores de fosfato.

OBJETIVOS GENERALES

1.

2.

Evaluar las caracteristicas bioquimicas de la poblacion de bacterias solubilizadoras
de fosfato nativas de suelos cultivados con mani en la provincia de Cordoba.

Estudiar el efecto de la aplicacion de agroquimicos sobre dicha poblacién.

Objetivos especificos

1.

Evaluar la capacidad solubilizadora de fosfato de bacterias nativas cultivables del
area manisera de Cordoba mediante un analisis cuantitativo.

Identificar los acidos organicos secretados por las bacterias solubilizadoras de
fosfato.

Analizar la supervivencia de las bacterias solubilizadoras de fosfato asi como el
efecto benéfico de su inoculacion en ensayos en microcosmo.

Evaluar el efecto de la aplicacion de agroquimicos en los suelos maniseros de la
provincia de Codrdoba sobre la abundancia y diversidad genética de bacterias

solubilizadoras de fosfato.
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CAPITULO 2 - MATERIALES Y METODOS

1. CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS

1.1. Aislamientos bacterianos nativos de plantas de mani con capacidad

solubilizadora de fosfato

La caracterizacion del mecanismo de solubilizacion de fosfato se realizé en una poblacién

constituida por 18 bacterias aisladas de plantas de mani cultivadas a campo de la region
manisera de la provincia de Coérdoba (Tabla 1). Las mismas fueron seleccionadas a partir de
una coleccion de 433 bacterias (Taurian y col., 2010) por producir los mayores halos de
solubilizacion de fosfato en medio sélido NBRIP-BPB (National Botanical Research
Institute’s phosphate grown medium) que contiene fosfato tricalcico (Ca3;(PO4);) como
unica fuente de P (Mehta y Nautiyal, 2001).

Tabla 1. Aislamientos bacterianos solubilizadores de fosfato nativos de mani utilizados en este trabajo.

Aislamientos Morfologia celular Origen Localidad, Departamento
v tincion de Gram

L54 Bacilo Gram+ Epifita de tallo Bengolea, Dpto. Jurez Celman
LS55 Bacilo Gram+ Epfifita de tallo Bengolea, Dpto. Judrez Celman
J145 Bacilo Gram- Nédulo Charras, Dpto. Juarez Celman
121 Bacilo Gram- Nédulo Santa Eufemia, Dpto. Juarez Celman
$57 Bacilo Gram- Nédulo Las Higueras, Dpto. Rio Cuarto
J225 Bacilo Gram+ Nédulo Bengolea, Dpto. Juarez Celman
L185 Cocos Gram+ Endofita de raiz Charras, Dpto. Juarez Celman
J157 Bacilo Gram- Nédulo Santa Eufemia, Dpto. Juarez Celman
J255 Bacilo Gram+ Nédulo Charras, Dpto. Juarez Celman
L177 Coco-bacilo Gram+ Epifita de tallo Charras, Dpto. Juarez Celman
J49 Bacilo Gram- Nédulo Santa Eufemia, Dpto. Juarez Celman
J9 Bacilo Gram+ Noédulo Charras, Dpto. Juarez Celman
Li91 Coco-bacilo Gram+ Enddfita de raiz Charras, Dpto. Juarez Celman
L176 Bacilo Gram- Epifita de tallo Charras, Dpto. Juarez Celman
S119 Bacilo Gram- Nédulo Las Higueras, Dpto. Rio Cuarto
1260 Bacilo Gram- Nédulo Charras, Dpto. Juarez Celman
S93 Bacilo Gram- Nédulo Ticino, Dpto. Gral. San Martin
J33 Bacilo Gram- Noédulo Charras, Dpto. Juarez Celman
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1.2. Cepas de referencia

Se emplearon cepas de referencia solubilizadoras de fosfato pertenecientes a diferentes
géneros bacterianos: Pseudomonas sp. NVAM24 y NCHA33, Enterobacter sp. NONC13;
Klebsiella sp. NT31 y TT001 (Ibafiez y col., 2009) y P. fluorescens CTR212 (Latour y col.,
1996). A su vez, se incluyd una cepa de P. fluorescens empleada como biofertilizante
fosforado en productos comerciales que se aplican para trigo y maiz en Argentina (cedida
por Rizobacter; “RIZOFOS”®-RIZOBACTER). Por otro lado, también se utilizaron cepas
de referencia que no presentaron capacidad solubilzadora de fosfato: Bradyrhizobium sp.
(Arachis hypogaea L.) SEMIA 6144 (IPAGRO, Brasil), B. japonicum USDA 110 (Lab. Dr.
Mario Aguilar), Azospirillum brasilense Cd (EMBRAPA, Brasil), Escherichia coli HB101
y P.corrugata Pc5 (Achouak y col., 2000).

2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION DE LAS BACTERIAS

Las bacterias se mantuvieron en placas conteniendo medio YEMA (Vincent, 1970), TY
(Beringer, 1974), TSA (agar tripticasa soya) (Britania) o LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972).
Para su conservacion a largo plazo, se transfirieron alicuotas de cultivos crecidos en medio
YEM, TY, TSB o LB en fase logaritmica tardia a tubos Eppendorf de 1,5 ml que fueron
suplementados con glicerol estéril en una concentracion final de 20% y 40% (v/v). Las

suspensiones asi preparadas se conservaron a -80°C 6 -20°C, respectivamente.

Medio YEM/YEMA Medio TY
K,HPO4 0.5 g/l Tripteina 5¢/1
MgS0,4 7H,0 0.2 g/l Extracto de levadura 3g1l
NaCl 0.1 g/1 CaCl,.2H,0 0.5 g/1
Manitol 10 g/ Agar 15 g/l
Extracto de levadura 1g1
Rojo Congo 10 ml/1
pH 6.8-7
Agar 15 g/t
Medio TSA/TSB Medio LB
Tripteina 15 g/l Tripteina 10 g/l
NaCl 5¢g/1 Extracto de levadura 5¢1
Peptona de Soya S5¢gl NaCl 5¢/1
Agar 15 g/l Agar 15 g/l
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3. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS AISLAMIENTOS SOLUBILIZADORES DE

FOSFATO

La secuencia parcial del gen ARNr16S de los aislamientos bacterianos fue obtenida en los

laboratorios de Macrogen Inc. (Corea). El andlisis de las secuencias de dicho gen fue
realizado empleando el algoritmo BLASTN (Altschul y col., 1997) y el software RDP
Project (Cole y col., 2009). Las secuencias de las bacterias fueron depositadas en la base de
datos del banco de genes (GenBank) de NCBI (Nacional Center for Biotecnology
Information) (Tabla 3).

4. CARACTERIZACION DEL MECANISMO INVOLUCRADO EN LA SOLUBILIZACION

DE FOSFATO DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS

4.1. Determinacion de la capacidad solubilizadora de fosfato en medio sélido

La capacidad de solubilizar fosfato inorganico “in vitro” fue determinada inicialmente en
medio sélido NBRIP-BPB. Diez pl de cultivo bacteriano fresco (102 UFC/ml) fueron
colocados en el interior de las placas y se incubaron en estufa a 28°C durante 7 dias. El
diametro del halo transparente alrededor de la colonia bacteriana fue medido (cm) e indicé

capacidad solubilizadora.

Medio NBRIP-BPB

Glucosa 10.0 g/l
Ca;3(POy), 5.0¢g/1
MgCl, 6H,0 5.0g/1
MgS0,4 7H,0 0.25 g/l
KCl 0.2 g/l
(NH4),804 0.1 g1
Azul de bromofenol 2.5 mg/l
pH 7
Agar 15.0 g/l

4.2. Cuantificacion del fosfato solubilizado en medio liquido NBRIP-BPB

Se determiné cuantitativamente el fosfato solubilizado mediante la técnica colorimétrica de
Fiske y Subbarow (1925) modificada. Cien ul de cada cultivo (aproximadamente 10°
UFC/ml) crecido en medio TY fueron transferidos a Erlenmeyers conteniendo 15 ml de

medio NBRIP-BPB. Luego de 24, 48, 72 y 168 horas de crecimiento en agitacion (150
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rpm) a 30°C, se tomé asépticamente una alicuota de 1.5 ml de cada cultivo, que fue
centrifugado a 10.000 rpm durante 12 min para sedimentar las bacterias y el P insoluble. Se
determiné el P en el sobrenadante bajo la forma de ortofosfato soluble (asimilable) a una
longitud de onda de 660 nm y como blanco de reaccion se empleé medio de cultivo sin
inocular. Paralelamente, se midié el pH del sobrenadante y se determind el nimero de
células viables (UFC/ml) mediante la técnica de la microgota (Somasegaran y Hoben,
1994). Para ello, de aquellas diluciones en las que crecian entre 3 y 30 colonias por gota, se
sembraron 10 ul en un cuarto de una placa conteniendo medio TY. Se incubaron las placas
a 28°C en estufa durante aproximadamente 1-3 dias, hasta visualizacion de las colonias a
simple vista.
Para la cuantificacion de P soluble en medio de cultivo con soluciones tampodn, las
bacterias crecieron en medio NBRIP-BPB suplementado con el agregado de una de las
siguientes soluciones amortiguadoras:

& 100 mM de Tris-HCI, pH 7.

& 100 mM de MES, pH 7.
La metodologia empleada fue la misma que la descripta anteriormente y como blanco de
reaccion se empleé medio sin inocular conteniendo la solucion tampén correspondiente
(Gyaneshwar y col., 1998). También se determiné en estos ensayos el pH del sobrenadante

y el nimero de células viables (UFC/ml).

5. CUANTIFICACION DE ACIDO GLUCONICO SECRETADO POR LAS BACTERIAS

SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

Se determinoé la produccion de acido glucénico en el tiempo en el cual se registraron los
maximos niveles de P solubilizado por las bacterias en medio liquido NBRIP-BPB.

Para tal determinacion se emple6 el kit D-gluconic acid/D-gluconolactona (K-GATE,
Megazyme), con un limite de deteccion de 20 pg/ml. El acido glucénico producido y
secretado al medio por las bacterias, en presencia de ATP, se convierte en D-gluconato-6P.
Luego, en una segunda reaccion, este compuesto reacciona con NADP+ para dar como
productos ribulosa 5-P, CO,, H" y NADPH, como se¢ indica mas abajo. La cantidad de

NADPH que se forma es estequiométrica con la cantidad de acido D-glucénico. La
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reaccion es del tipo colorimétrica midiendo el NADPH producido, por el aumento de

absorbancia a 340 nm.

Gluconato kinasa
D-Gluconato + ATP ———  D-gluconato -6-P + ADP

6-fosfogluconato deshidrogenasa
D-gluconato -6-P + NADP® —— ribulosa-5-P + NADPH + CO, + H"

6. CONDICIONES GENERALES DE PCR Y ELECTROFORESIS

6.1. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler
Eppendorf.
6. 2. Como molde de reaccion se empleé ADN gendémico el cual fue extraido mediante dos
técnicas:
Técnica descripta por Walsh y col. (1991): una o dos colonias bacterianas
crecidas en placas con medio YEMA, TY, TSA o LB fueron resuspendidas en 200
ul de NaCl 1M agitandose vigorosamente durante 1 minuto y centrifugadas a 12.000
rpm durante 6 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido en
200 pl de agua bidestilada estéril y luego centrifugado en las mismas condiciones
descriptas anteriormente.
El pellet obtenido fue resuspendido en 150 pl de resina Chelex 100 (BioRad) al 6%
y se realizé el siguiente tratamiento térmico:
e 56°C durante 20 min
e Agitacion vigorosa
e 99°C durante 8 min
e Agitacion vigorosa

El templado obtenido fue conservado a -20°C hasta el momento de su uso.

Metodologia descripta por Meade y col. (1982): a partir de cultivos bacterianos
liquidos crecidos 12 hs en medio TY se tomaron 1.5 ml y se centrifugaron a 12.000
rpm durante 2 min. El pellet se resuspendié en 750 ul de solucién salina

concentrada (SSC, 0.1X) y se centrifugé en las mismas condiciones. Las células se
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resuspendieron en 600 pl de Tris-HCl/Sacarosa al 20% (pH 8). Posteriormente, se
agregd lisozima (2.5 mg/ml) y la suspension se incubd a 37°C durante 3 horas.
Luego de la adicion del buffer de lisis (10mM Tris-HCI1 pH 8, 1 mM EDTA, 1%
SDS y 200 mg/ml proteinasa K), se incub6 a 37°C durante 30 min. Un volumen de
la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) fue agregado y después de
centrifugar a 12.000 rpm durante 5 min, se extrajo la fase acuosa. El ADN se
precipité por adiciéon de 0.1 volumen de Acetato de Sodio 3M (pH 4.8) y dos
volumenes de etanol frio (70%). Luego de 12 horas a -20°C, la suspension se
centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min, el sobrenadante se descartd y el pellet se
resuspendié en 50 pl de agua bidestilada estéril. El templado obtenido fue
conservado a -20°C hasta el momento de su uso.
6. 3. Para el analisis de las poblaciones solubilizadoras de fosfato no cultivables se empled
ADN extraido de suelo. Para la extraccion se utilizo el kit comercial Ultra Clean soil DNA
extraction (MoBio). Luego se realizé una purificaciéon segin lo indicado por Petric y col.
(2011), mediante el empleo de columnas de PVPP (polivinilpolipirrolidona) para eliminar
inhibidores de PCR.
6. 4. Los productos de amplificacién fueron separados mediante electroforesis horizontal
en geles de agarosa 1-2% conteniendo TBE 0.5X (Sambrook y col., 2001), empleando
buffer de siembra (Genbiotech). Las corridas electroforéticas se realizaron a 75 V en cubas
de electroforesis de 10 x 21 cm (Bio-Rad) conteniendo TBE 0.5X. Los geles fueron tefiidos
con bromuro de etidio o SYBR Green II (Molecular Probes) y visualizados en luz U.V. o
transiluminador de luz azul (Safe imager™ Invitrogen), respectivamente. Se incluyeron
marcadores de peso molecular de 100, 400 o 1000 pb (Productos Bio-Légicos). Las
imagenes de los geles fueron fotografiadas con una camara digital Kodak DC290 o Nikon
D3100.

Buffer TBE 5X N
Tris-HCl 54 g/l
EDTA 0.5M 20 ml/l
Acido Bérico 27.5 g/l
pH 8
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7. ANALISIS DEL EFECTO DE LA INOCULACION EN PLANTAS DE MANi DE

BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO Y DE SU SUPERVIVENCIA EN

ENSAYOS EN MICROCOSMO

Las 18 bacterias solubilizadoras de fosfato de la coleccion y la cepa solubilizadora
comercial P. fluorescens fueron inoculadas de manera individual en plintulas de mani
crecidas en macetas que contenian suelo proveniente de un campo de la zona rural de La
Aguada con bajo contenido de P asimilable. Se determiné también la capacidad de

supervivencia de las bacterias inoculadas en el suelo al final del ensayo.

7.1. Desinfeccion y germinacion de las semillas de mani

Semillas de Arachis hypogaea L. (Runner- Tegua) limpias, sanas y de tamafio uniforme, se
desinfectaron y germinaron siguiendo el método de Vincent (1970):

e Tratamiento con etanol 96° durante 30 segundos

e Un lavado con agua destilada estéril

e Tratamiento con agua oxigenada (H,0,) 15% durante 15 min

e Seis o siete lavados con agua destilada estéril
Las semillas fueron germinadas en placas de Petri conteniendo algoddn con papel de filtro
e incubadas en estufa a 28°C en oscuridad. Luego fueron transferidas a macetas de 30 cm
de diametro y 35 cm de alto que contenian como soporte suelo no estéril con bajo contenido
de P asimilable. Transcurridos aproximadamente 7 dias las plantulas (5 cm de altura)

fueron inoculadas.

7.2. Propiedades del suelo empleado como soporte

El suelo empleado, cedido gentilmente por el Ing. Marcos Bongiovanni, proviene de un
campo de la zona rural de La Aguada perteneciente al Departamento Rio Cuarto. Sus
caracteristicas fisico-quimicas fueron determinadas en el Laboratorio Integral
Agropecuario: materia organica: 1.48% (método de Walkley-Black), pH: 6.7
(Potenciometria 1:2.5), nitrégeno: 13.9 pg/g (Reduccion de Cadmio), fosforo: 6.6 pg/g
(método de Bray y Kurtz).

A cada maceta se le coloco aproximadamente 4.5 kg de suelo previamente tamizado.
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7.3.Inoculacion y condiciones de cultivo de las plantas

Previo al agregado del inoculante bacteriano, el suelo fue suplementadas con fosfato
tricalcico al 0.2% (Rivas y col., 2007). La suspension bacteriana se prepar6 a partir de una
colonia aislada transferida a Erlenmeyers conteniendo medio TY, la que fue incubada a
28°C en agitacion. Se tomaron 4 ml de cultivos crecidos hasta fase estacionaria (10°
UFC/ml) y se los deposito en la corona de la raiz de la plantula para evitar dispersion del
inoculante. Como controles se emplearon plantas fertilizadas con P soluble (KH,PO4 20
mM), plantas sin fertilizar y sin inocular y plantas inoculadas con la cepa comercial P.
fluorescens. Las plantulas fueron mantenidas en camara de cultivo con un ciclo de luz
dia/noche de 16/8 horas y regadas regularmente con agua y medio Hoagland sin fosforo

(Hoagland y Arnon, 1950).

Medio Hoagland modificado *Solucién de micronutrientes:
Ca(NO;3), 1.64 g/l H3;BO; 2.83 g/l
KNO; 1.011 g/ MnCl, 1.81 g/l
SO4sMg.7H,0 0.48 g/1 ZnCl, 0.11 g/l
FeCls 0.01 g1 CuSOy4 0.05 g/
Solucién de micronutrientes 2 ml/1* NaMoOy 0.025 g/l

7.4. Determinacion del efecto de la inoculacién de los aislamientos sobre el

crecimiento de plantas de mani

Las plantas fueron cosechadas a los 120 dias post-inoculacion lo cual corresponde, de
acuerdo a las condiciones de crecimiento empleadas, al estadio reproductivo R4 (Boote,
1982) y se determinaron los parametros de crecimiento vegetal que se enumeran a
continuacion. Para el caso de los organos aéreos de las plantas, los mismos fueron
analizados tanto como parte aérea total como de manera separada (tallos y hojas) a los
efectos de determinar si alguno de estos organos vegetales es mas influenciable por el
tratamiento.

Longitud aérea (LA) y radical (LR):

Las plantas previamente lavadas con agua corriente fueron separadas en el punto en
el que comienza el tallo. La LA se determin6 midiendo desde la base del tallo hasta
la ultima hoja y la LR desde la corona radical hasta el extremo de la raiz principal. Los

datos fueron expresados en centimetros (cm).
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Peso fresco aéreo (PFA) y radical (PFR):

Fue determinado luego de cosechar las plantas utilizando balanza granataria con un error
de 0.001 g. Los datos fueron expresados en gramos (g/planta).

Peso seco aéreo (PSA) y radical (PSR):

Fue determinado luego de que las partes aéreas y radicales fueran colocadas en sobres de
papel y se secaran en estufa a 70°C durante 10 dias hasta peso constante, utilizando
balanza granataria con un error de 0.001 g. Los datos fueron expresados en gramos
(g/planta).

Relacion peso seco aéreo/radical (PSA/PSR):

Se determind calculando el cociente entre el peso seco aéreo (g) y el peso seco radical (g)
de las plantas de mani analizadas al momento de la cosecha.

Nuamero de cajas

Fue determinado a los 120 dias postinoculacion y los datos fueron expresados en nimero
de cajas por planta.

Peso seco y numero de nodulos:

El peso seco de los nédulos fue determinado luego de que fueran colocados en sobres de
aluminio y se secaran en estufa a 70°C durante 10 dias hasta peso constante, utilizando
balanza granataria con un error de 0.001 g. Los datos fueron expresados en miligramos
(mg).

Contenido de P y N de la parte aérea:

El contenido de P de la parte aérea fue determinado en los laboratorios de INTA Castelar
mediante el método colorimétrico descripto por Murphy y Riley, (1962). La determinacion
de N se realizo mediante micro Kjeldhal (Muller, 1961) en los Laboratorios de
Microbiologia Aplicada de la Universidad Nacional de La Pampa. Los datos
fueron expresados en miligramos (mg/planta).

Contenido de P y pH del suelo empleado como soporte:

Los contenidos de P y pH del soporte fueron determinados al final del ensayo mediante los

método de Bray y Kurtz 1, (1945) y potenciometria 1:2.5, respectivamente.
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7.5. Analisis de supervivencia de las bacterias inoculadas

Para identificar las bacterias inoculadas, previamente se les realizé analisis del perfil de
resistencia a antibioticos. Los antibioticos empleados y las concentraciones utilizadas
fueron: streptomicina (30 pg/ml), cloranfenicol (30 pg/ml), neomicina (200 pg/ml),
kanamicina (50 pg/ml), ampicilina (100 pg/ml), acido nalidixico (1000 pg/ml), rifampicina
(200 pg/ml), spectinomicina (200 pg/ml), tetraciclina (20 pg/ml) y gentamicina (10 pg/ml).
Se tomaron muestras del soporte (suelo rizosférico) al momento de la cosecha y se
determiné el nimero de células viables mediante recuento en placa (UFC/g soporte) en
medio NBRIP-BPB conteniendo los antibidticos correspondientes. Para confirmar que las
colonias analizadas en el recuento corresponden a la cepa inoculada, se realizaron analisis
de perfiles genéticos mediante la técnica de rep-PCR. Se realizé fingerprint de ADN total
empleando los cebadores ERIC y BOX (de Bruijn, 1992; Versalovic y col., 1994,
respectivamente).

7.5.1. ERIC-PCR

Se emplearon los cebadores E1 (5'- ATGTTAGCTCCTGGGGATTCAC -3") y E2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"), el volumen de reaccion de la PCR fue de 12 pl y

contenia:

Cebadores E1, E2 10 pM 0.75 pl c/u

Buffer 10X 1.2 ul
dNTPs 2 mM 1.2 pl
ADN molde 3.5u
MgCl; 50 mM 1.44 pul
H,O bidestilada estéril 3.03 ul
Taq polimerasa (5 U/pl) 0.13 ul

Las amplificaciones se realizaron con el siguiente ciclo de temperaturas:

95°C 1 min
94°C 1 min
52°C 1 min, X35
65°C 8 min
68°C 16 min
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7.5.2. BOX-PCR
Se emple6 el cebador BOX-AR1 (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3"), el

volumen de reaccion de la PCR fue de 25 pl y contenia:

Cebador BOX-AR1 10 uM 1l
Buffer 10X 25ul
dNTPs 2 mM 1.2 pl
ADN molde 4l
MgCl, 50 mM 3.5l
H,O bidestilada estéril 12.6 ul
Taq polimerasa (5 U/ul) 0.2 ul

Las amplificaciones se realizaron con el siguiente ciclo de temperaturas:

95°C 7 min
94°C 1 min
52°C 1 min} X35
65°C 8 min
68°C 16 min

8. ANALISIS DEL EFECTO DE LA APLICACION DE AGROQUIMICOS EN EL CULTIVO

DE MANi SOBRE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

El estudio se llevo a cabo en un campo manisero de la provincia de Cordoba (campo
experimental de la UNRC) ubicado a 33°07’ de latitud sur, 64°14° de longitud Oeste de
Greenwichy a una altitud de 421 m sobre el nivel del mar, con las caracteristicas de un
suelo Hapludol tipico, el cual contiene principalmente fosfatos inorganicos insolubles bajo
la forma de fosfato tricilcico (Bonadeo y Moreno, 2006). Se cultivaron dos parcelas con
plantas de mani, en una de las cuales no se aplicaron agroquimicos y se realizd
desmalezado manual (parcela control), mientras que la otra fue tratada con diversos

agroquimicos habitualmente empleados en el cultivo de mani (parcela tratada) (Tabla 2).
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Tabla 2. Agroquimicos empleados en la parcela tratada.

Agroquimicos Nombre Nombre quimico Férmula quimica Daosis
Comiin empleada
[ U
Herbicidas pre- S-metolaclor 2-chloro-6'-cthyl-N+(2-methoxy-1-methylethyl) acet-o- \,,..i.,_m__o/m' 1 Vha
toluidide HyC CH—CH,
emergentes
Diclosulam N-(2,6-dichiorophenyl)-5-ethoxy-7-fluoro [1, 2, 4] év——Q 20 g/ha
triazolo {1,5-c imidine-2-sulfonamide i *
{1,5-c] pyr \(1:( }_E_,\" ‘
OH (')
Herbicidas pre y Glifosato N-(phosphonomethyl)glycine O)\/}\/;’—“" 3.5 l/ha
H OH
post-emergentes
Imazetapir {2-[4,5-dihydro-4-methyi-4- (1-methylethyl)-5- oxo-1H - ; %{f”* 1 I/ha
imidazole-2-yl]-5-ethyl-3-pyridine carboxylic acid} I b
CHCH,
. 2-[4,5- dihydro-4- methyl-4- (1-methylethyl)-5-oxo- 1H- 3G,
Imazapic imidazol- 2-yl}-S-methyl-3-pyridinecarboxylic acid % 30 mi/ha
. s
I ici Gamma- {(S-a-cyano-3-phenoxybenzyl(1R,3R)-3-[(Z)-2-chioro-  ¢F,,
nsecticidas X . 3,3,3-trifluoropropenyl}-2,2- ‘,°'°‘ m'w.\c/a‘
cialotrina dimethylcyclopropanecarboxylate)} & WY uy U°O
+ o
{(Sy-a-cyano-3-phenoxybenzyl (Z)-(1R 3R)-3-(2-chloro- 25 miha
Lambda- 3,3,3-trifluoroprop-1-enyl)-2,2-
ialotri dimethylcyclopropanecarboxylate and (R)-a-cyano-
cialotrina 3-phenoxybenzyl (Z)«(1S,35)-3-(2-chloro-3,3,3-
trifluoroprop-1-enyl)-2,2-
dimethyicyclopropanccarboxvlate §
. « g i
Fungicidas Azoxystrobin (E) -2-{2-[6-(2-cyano-phenoxy) pyrimidin-4-yloxy] glo)"\)"\o
phenyl}-3-methoxyacrylate N a0

+
3-chloro-4-[(2RS, 4RS, 2RS, 4SR)-4-methyl-2-(1H- 1 I/ha
1,2,4-triazol-1-ylmethyl) -1,3-dioxolan-2-y1] phenyl - “‘O_r_i_‘"’

4-chlorophenyl ether

Ciproconazol

La aplicacion de los herbicidas e insecticidas se realizé a los 3 dias postsiembra y una sola
vez durante el ciclo de cultivo; mientras que los fungicidas se aplicaron a los 61 dias
postsiembra y cada dos semanas. Se analizaron muestras de suelo a los 2, 63 y 158 dias
(M1, M2 y M3, respectivamente) posteriores a la aplicacion de agroquimicos en las dos
parcelas (Figura 9). Las mismas se obtuvieron con un calador (2 cm de didmetro) y a una
profundidad de 10 a 15 cm. Fue seleccionada dicha fraccion del suelo debido a que la
semilla es sembrada a 7 cm de profundidad y a que la parte superficial del suelo contenia
abundante barbecho del cultivo anterior debido a la practica de siembra directa. De cada

parcela y tiempo analizado se tomaron al azar 5 muestras de aproximadamente 50 g de
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suelo compuestas cada una de ellas por una mezcla de 25 submuestras. Las muestras se

conservaron a 4°C hasta el momento de su analisis.

Siembra de semilla (18 Noviembre 2008)
l M1 C M2C M3C
. ! Parcela control
v v v
23 Noviembre 2008 23 Enero 2009 28 Abril 2009
1° Muestra 2° Muestra 3° Muestra
2 dias PA 63 dias PA 158 dias PA
, i 4 4 . Parcela tratada
MIT T M2T M3T
1° Aplicacién de fungicidas (21 Enero 2009)
Aplicacién de herbicidas e insecticidas (21 Noviembre 2008)
Siembra de semilla (18 Noviembre 2008)

Figura 9. Esquema de trabajo para la recoleccién de las muestras. C: parcela sin agroquimicos (control); T:
parcela con agroquimicos (tratada); PA: post-aplicacion de agroquimicos.

8.1. Aislamiento de bacterias cultivables solubilizadoras de fosfato provenientes

de las parcelas control y tratada con agroquimicos

Para el aislamiento y cuantificacion de las bacterias cultivables solubilizadoras de fosfato
tricalcico en los diferentes tiempos y en las dos condiciones experimentales analizadas, S g
de suelo fueron suspendidos en 45 ml de pirofosfato de sodio 0.1% estéril y se agitd
vigorosamente durante 30 min. Se realizaron diluciones seriadas y se determiné el nimero
de colonias que formaban un halo transparente de solubilizacion en medio NBRIP-BPB. A
su vez, muestras de suelo fueron secadas en estufa a 37°C durante 7 dias y los resultados se

expresaron como UFC/g suelo seco.

8.2. Analisis genotipico de las bacterias cultivables solubilizadoras de fosfato

provenientes de las parcelas control y tratada con agroquimicos

El andlisis de la diversidad de las bacterias solubilizadoras de fosfato obtenidas de las
muestras de suelo se realiz6 mediante la amplificacion de las regiones gendmicas
repetitivas (rep- fingerprint) empleando los cebadores ERIC y BOX, como se indico en los

puntos 7.5.1.y 7.5.2.
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9. DETECCION DEL GEN pqqE EN LAS BACTERIAS CULTIVABLES

SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

La presencia del gen pgqE fue determinada por PCR en las bacterias solubilizadoras de
fosfato pertenecientes a la coleccion, en aquellas colonias que mostraron capacidad de
solubilizacion de fosfato obtenidas tanto de las parcelas control como tratada y en las cepas
de referencia a las que previamente en nuestro laboratorio se les analizé su capacidad
solubilizadora de fosfato. Para ello, se amplifico un fragmento de 700 pb de este gen
usando los cebadores pgqEF-317 (S"TTYTAYACCAACCTGATCACSTC3") y pgqER-
1019 (5'TBAGCATRAASGCCTGRCG3") disefiados en el laboratorio a partir del
alineamiento de secuencias obtenidas en el banco de genes NCBI (Pantoea agglomerans
gluconic acid gene, complete cds (M94448); Enterobacter sakazakii ATCC BAA 89%4
(CP000783); Kluyvera intermedia (AY216683); Rahnella aquatilis Hx2 (FI868974);
Klebsiella pneumoniae (X58778) y Serratia marcescens (DQ8685361).

9.1. PCR- pqqE

El volumen de reaccion fue de 20 ul y contenia:

Cebadores pqqEF/R 10 uM 2 ulciu
Buffer 10X 2l
dNTPs 2 mM 2ul
ADN molde 24 ul
MgCl, 50 mM 2ul
H,O0 bidestilada estéril 7.4 ul
Taq polimerasa (5 U/ul) 0.2 ul

Las amplificaciones se realizaron con el siguiente ciclo de temperaturas:

95°C 1 min
94°C 1 min
55°C 1min} X35
72°C 2 min
72°C 10 min

MIC. MARIA SOLEDAD ANZUAY 34



CAPITULO 2 - MATERIALES Y METODOS

10. ANALISIS DE LA VARIABILIDAD DEL GEN pqqE EN LAS POBLACIONES

BACTERIANAS NO CULTIVABLES SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO OBTENIDAS

DE LAS PARCELAS CONTROL Y TRATADA CON AGROQUIMICOS ASOCIADAS AL

CULTIVO DE MANI

La variabilidad del gen pgqE en las poblaciones solubilizadoras de fosfato de suelo se
analizé a partir de ADN extraido de suelo (punto 6.3). Se amplificé el fragmento de 700 pb

del gen pqqE el cual fue clonado y posteriormente digerido con endonucleasas (Figura 10).
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Figura 10. Esquema del trabajo realizado para el estudio de la variabilidad del gen pgqE en las poblaciones
no cultivables solubilizadoras de fosfato obtenidas de suelo con y sin agregado de agroquimicos.
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10.1. PCR- pqqE-suelo

El volumen de reaccion fue de 20 pl y contenia:

Cebadores pqqEF/R 10 uM 2plcu
Buffer 10X 4 ul
dNTPs 2 mM 2 ul
ADN molde 1l
H,O bidestilada estéril 6.8 ul
Go Taq (Promega) 0.2 pl

Las amplificaciones se realizaron con el siguiente ciclo de temperaturas:

95°C 1 min
94°C 1 min
55°C 1min} X35
72°C 2 min
72°C 10 min

El producto de PCR obtenido fue clonado en el vector plasmidico pGEM-T Easy,
empleando el kit comercial pGEM-T Easy (Promega) siguiendo las indicaciones del

fabricante. El vector pGEM-T Easy posee una region (gen LacZ) que codifica para la -

galactosidasa y otra que le confiere resistencia a ampicilina (Amp") (Figura 11).
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Figura 11. Mapa fisico del vector plasmidico pGEM-T.
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10.2. Obtencion de células competentes quimicas

Para la obtencion de células competentes de Escherichia coli DH5a, un volumen de 100
ml de medio LB glucosado (glucosa 1 g/1) fue inoculado con 1 ml de cultivo de 12 hs de
crecimiento de E. coli DH5a e incubado a 37°C con agitacion vigorosa (150 rpm). Cuando
los cultivos alcanzaron una DQggo de 0.5-0.6 fueron centrifugados a 6.000 rpm durante 5
min a 4°C. El pellet celular fue resuspendido en 10 ml de CaCl, 100 mM (preparado en
agua bidestilada estéril, calidad PCR y esterilizado por filtraciéon) y enfriado en hielo
durante 30 min. Las células fueron centrifugadas a 5.000 rpm durante 5 min a 4°C y el
pellet celular fue luego resuspendido en 3.4 ml de CaCl, 100 mM (0°C). Posteriormente se
agregé un volumen de 0.6 ml de glicerol estéril a una concentracion final de 15% y se

conservo en alicuotas de 100 ul a -80°C (Ausubel y col., 1991).

10.3. Transformacién/obtencion de clones

Las células competentes fueron transformadas con el plasmido pGEM-T Easy conteniendo
el fragmento de 700 pb correspondiente al gen pgqE, segin la metodologia descripta por
Huff y col. (1990). Estas bacterias son sensibles a ampicilina y se vuelven resistentes al ser
transformadas con el vector pGEM-T Easy. Cuando se liga un inserto (ADN-pggE) al
vector se produce una disrupcién en el marco de lectura de la region que codifica para la f-
galactosidasa, lo que impide la expresion de esta enzima. Dado que la accion de la B-
galactosidasa sobre el X-Gal (sustrato) hace que se libere un compuesto de color azul, la
insercion de un fragmento de DNA en el vector se evidencia por la ausencia de color azul.
Las colonias blancas que mostraron crecimiento en medio LB con ampicilina fueron
seleccionadas y para verificar que contengan el inserto buscado se realizé “colony PCR”
empleando los cebadores T7 que tienen sitio de union en el vector pGEM-T y amplifican

un producto de aproximadamente 1000 pb.
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“Colony PCR” : Consistié en una reaccion de PCR utilizando como molde una ansada de

cada colonia blanca obtenida. El volumen final de reaccion fue de 20 pl y contenia:

Cebadores T7P/T7R 10 uM 1.5 ul c/u
Buffer 10X 2 ul
dNTPs 2 mM 1.5 ul
MgCl, 50mM 0.6 ul
H,O bidestilada estéril 12.75 ul
Taq polimerasa (5 U/ul) 0.15 pl

Las amplificaciones se realizaron con el siguiente ciclo de temperaturas:

95°C 1 min
94°C 1 min
55°C 1minp X35
72°C 2 min
72°C 10 min

Aquellos clones en los cuales se amplifico un fragmento de aproximadamente 1000 pb se

conservaron en glicerol 40% v/v a -20°C hasta su utilizacién.

10.4. Digestion del fragmento del gen pqqE

Para analizar mediante RFLP el fragmento del gen pgqE se evalud previamente in silico su

digestion. A los fines de seleccionar endonucleasas que tuvieran sitio de corte en las
secuencias del gen pgqE se utilizo el portal web JustBio y se analizaron secuencias del gen
pqqE de diferentes géneros bacterianos depositadas en el banco de genes NCBI (Serratia
sp. S119 (GQ165511), Pantoea agglomerans (M94448), Ranhella aquatilis HX2
(FJ868974), Kleibsiella pneumonia (X58778), Enterobacter hormaechei Fs-11
(HE646883), Pseudomonas fluorescens (GQ202029), Serratia marcescens (DQ868536.1),
Pseudomonas putida DOT-T1E (GQ506557.1), Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14
(CP000438.1). A partir de dicho analisis fueron seleccionadas tres endonucleasas: Cfol,
Mspl y Ndell (Promega).

El volumen de reaccion de las digestiones fue de 11.8 pl y contenia:

Producto de amplificacion 10 pl
Enzima 0.5 ul
BSA 0.1 pul
Buffer 1.2 ul
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Las reacciones se incubaron a 37°C durante aproximadamente 16 hs y los productos de
digestion se conservaron a -20°C hasta su utilizacion. Mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 2% se realizaron las corridas electroforéticas. Los geles fueron tefiidos
con SYBR Green Il y visualizados en transiluminador de luz azul. Se incluyé marcador de

peso molecular de 100 pb y los perfiles de digestion obtenidos fueron analizados.

11. ANALISIS DE LOS DATOS

11.1. Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados empleando el analisis de la varianza y la
prueba de Tukey para las comparaciones multiples y para las comparaciones entre dos

“t”

muestras, el test de Student, (p<0.05). Para los analisis de regresion se estimoé el
coeficiente de correlacion de Pearson. En todos los casos fue utilizando el programa

Infostat version 2011.

11.2. Programas informaticos empleados

Para el procesamiento de las imagenes digitales obtenidas de las corridas electroforéticas
se utilizo el software ImagelJ 1.46.
Para el andlisis de los perfiles rep-PCR y perfiles obtenidos de las digestiones enzimaticas

se construyeron dendrogramas utilizando el software FAMD 1.2 (Schliiter y Harris, 2006).

11.3.Indices de diversidad

Los indices de diversidad de Simpson (Simpson, 1949) y de Shannon—Wiener (Margelef,
1958) fueron empleados para estimar cuantitativamente la diversidad de las bacterias
cultivables y no cultivables.

El indice de diversidad de Simpson se basa en que un sistema es mas diverso cuanto menos
dominancia de especies hay, y la distribucion es mas equitativa. Este indice representa la
probabilidad de que dos bacterias/clones, dentro de un habitat, seleccionados al azar
presenten idéntico perfil. El valor de este indice puede oscilar entre 0-1 y el valor 1 indica
que no hay diversidad. En este estudio, el indice de Simpson representaria la probabilidad

de que dos bacterias/clones, seleccionadas/os al azar muestren el mismo perfil.
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_ Z‘A’S:] ni(n; — 1)
b= N(N -1)

Donde S es el numero de perfiles, N es el total de
bacterias/clones y »n es el niimero de bacterias que comparten

un perfil genoémico.

El indice de Shannon—Wiener se representa como H’ y se expresa con un niimero positivo,

que en la mayoria de los ecosistemas naturales varia entre 0 y 1 pero no tiene limite

superior. Este indice contempla la cantidad de bacterias/clones presentes en el area de

estudio y la cantidad relativa de cada una de ellas/os. Las mayores limitaciones de este

indice es que no tiene en cuenta la distribucion de las especies en el espacio y no discrimina

por abundancia.

S
H' = -3 pilogyp;

1=1

Donde § es el namero de perfiles, p; (n/N) es la proporcion de
bacterias/clones que comparten un perfil gendmico respecto al

total de bacterias
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CAPITULO 3 - MECANISMOS DE SOLUBILIZACION DE FOSFATO Y CARACTERIZACION GENOTI{PICA
DE BACTERIAS NATIVAS DEL AREA MANISERA DE LA PROVINCIA DE CORDOBA

Las bacterias que poseen capacidad solubilizadora de fosfato son de gran
importancia ya que son capaces de aportar P a las plantas a partir de fuentes no disponibles
para las mismas (Valverde y col., 2006). Diversos géneros bacterias estdn involucrados en
la solubilizacion de fosfato mineral, tales como Pantoea, Pseudomonas, Enterobacter,
Acinetobacter, etc. (Gupta y col., 1998; Amellal y col., 1999; Goldstein y col., 1999;
Joseph y Jisha, 2009).

Como se menciono en el Capitulo 1, el principal mecanismo microbioldgico por el cual los
compuestos fosforados inorganicos (fosfatos) son movilizados involucra la liberacion de
acidos organicos de bajo peso molecular, principalmente acido gluconico (Goldstein 1995;
Rodriguez y Fraga 1999; Rodriguez y col., 2006). La produccion de acido glucénico se
produce en el espacio periplasmico de bacterias Gram negativas mediante oxidacion de la
glucosa. Este proceso se realiza a través de la via quinoproteina-GDH que requiere del
cofactor PQQ, cuya biosintesis involucra los genes pqq.

En este trabajo la caracterizacion bioquimica y genética de la capacidad solubilizadora de
fosfato se realizé en una poblacion constituida por 18 bacterias aisladas de plantas de mani
cultivadas a campo de la region manisera de la provincia de Cordoba, seleccionadas por
producir los mayores halos de solubilizacion de fosfato, y en la cepa comercial P.
Sfluorescens. Estas bacterias provienen de la zona rural de las localidades de Bengolea,
Charras, Santa Eufemia, Las Higueras y Ticino. A su vez, fueron aisladas de diferentes
tejidos vegetales (12 endofitas de nodulos, 4 epifitas de tallo y 2 endéfitas de raiz) (Taurian
y col., 2010).

1. IDENTIFICACION TAXONOMICA

A los efectos de identificar taxondmicamente los 18 aislamientos bacterianos de la
coleccion, las secuencias parciales del gen ARNr 16S obtenidas de cada una de las
bacterias fueron analizadas. Se selecciond este gen ya que es un excelente marcador
filogenético (Lopez, 2002):
$ Esta presente en todas las bacterias y cumple la misma funcion.
® Su secuencia nucleotidica es altamente conservada en algunas regiones pero a su
vez contiene regiones variables.

© El porcentaje de mutacion es relativamente bajo comparado con otros genes.
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® Es de gran tamafio, con lo cual contiene suficiente informacién en su secuencia para
realizar comparaciones estadisticamente significativas.
@ Un gran nimero de secuencias se encuentan disponibles en bancos de genes (mas de
2 millones de secuencias se encuentran depositadas en la base de datos del
GenBank) y es posible alinearlas y compararlas gracias a la aplicacion de diferentes
softwares que ofrece el mercado.
Se utilizaron los softwares NCBI y RDP para analizar las secuencias de ARNr 16S. Para
asignar un género a las bacterias analizadas, se considerd que la secuencia presentara una
similitud mayor al 95% (Collavino y col.,, 2010) con las secuencias de referencia
depositadas en las bases de datos de los softwares utilizados. A partir del alineamiento de
las secuencias se observo que todos los aislamientos mostraron un porcentaje de identidad
> a 97 y 96% empleando NCBI y RDP, respectivamente (Tabla 3). Los resultados
obtenidos con ambos softwares coinciden; por lo que verifican la identificacién taxonémica
asignada a nivel de género.
Los analisis de alineamiento indican que 10 de las bacterias de la coleccion presentan un
alto porcentaje de identidad con bacilos Gram negativos y 8 bacterias con bacterias Gram
positivas (5 bacilos y 3 cocos). Las bacterias analizadas corresponden a los géneros
Serratia, Pantoea, Enterobacter (enterobacteriales), Acinetobacter, Bacillus y
Enterococcus (Tabla 3) a los cuales pertenecen bacterias solubilizadoras de fosfato
previamente descriptas (Seong y col., 1996; Kim y col., 1998; Deubel y col., 2000; Chung
y col., 2005; Herter y col., 2006; Ben Farhat y col., 2009). Fue inesperado observar que
entre los aislamientos de la coleccion no se identificaron bacterias pertenecientes al género
Pseudomonas, ya que se han reportado gran cantidad de cepas de este género con propiedad
solubilizadora de fosfato (Gulati y col., 2008; Jorquera y col., 2008; Collavino y col.,
2010). Si bien la mayoria de las bacterias solubilizadoras de fosfato descriptas son Gram
negativas, el hallazgo de bacterias Gram positivas con esta capacidad ha sido reportado por
Vazquez y col. (2000) y Ogut y col. (2010) en muestras de rizoésfera de manglares y de

rizosfera de maiz y trigo, respectivamente.
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Tabla 3. Identificacion taxonémica de las bacterias solubilizadoras de fosfato de la coleccion mediante

andlisis de la secuencia del ADNr 168.

Aislamientos Similitud ADNr 168 Identidad Asignacion Nimero de
bacterianos (nimero de acceso)* genética (%)" taxonGmica acceso
J21 Serratia ureilytica BM0512 (JQ680882) 97.0/99.8 Serratia sp. JN091871
J145 Serratia ureilytica BM0561 (JQ680908) 99.0/99.8 Serratia sp. JN091870
J260 Serratia marcescens I'TBB B5-1 (IN896750) 99.0/100.0 Serratia sp. JN969594
$93 Serratia ureilytica BM0525 (JQ680890) 98.0/98.9 Serratia sp IN173078
St19 Serratia marcescens ITBB B5-1 (JN896750) 99.0/100.0 Serratia sp. GQI165511
149 Pantoea agglomerans HK 14-1 (AY335552) 99.0/99.9 Pantoea sp. GQ165512
J157 Enterobacter sp ydwj-5 (EF028156) 99.0/99.7 Enterobacter sp. JN104595
J33 Enterobacter cowanii BCC 009 (EU629163) 99.0/99.8 Enterobacter sp. JQ304269
S57 Enterobacter sp JAOT (EU260124) 99.0/99.8 Enterobacter sp JN091872
L176 Acinetobacter calcoaceticus BA60 (F1263920) 99.0/100.0 Acinetobacter sp. JN173077
19 Bacillus subtilis 14 (IN794569) 99.0/100.0 Bacillus sp. IN104596
J225 Bacillus megaterium 1287 (IN645941) 99.0/99.8 Bacillus sp. IN104592
J255 Bacillus megaterium 1287 (JN645941) 99.0/99.8 Bacillus sp. JN969593
L54 Bacillus subtilis 14 (IN794569) 99.0/99.0 Bacillus sp. JIN969591
L5S Bacillus subtilis RST1902 (JX185717) 99.0/99.5 Bacillus sp. IN969592
L177 Enterococcus faecalis U-12 (EUS47777) 100.0/99.1 Enterococcus sp. IN104594
L185 Enterococcus faecium CE3.A (JN653465) 99.0/96.1 Enterococcus sp. JN104593
L191 Enterococcus faecium CE3.A (JN653465) 99.0/97.3 Enterococcus sp. JN173076

: Secuencia con mayor porcentaje de identidad observada

b Valor de similitud (porcentaje de identidad) con andlisis NCBI/RDP

Por otro lado, resulté interesante el aislamiento de bacterias pertenecientes a los géneros
Serratia, Enterobacter, Pantoea 'y Bacillus del interior de nédulos, érgano cuya formacion
es inducida cuando la leguminosa interacciona con especies rizobianas. Aunque cepas de
Serratia sp., Enterobacter sp. y Pantoea sp. ya han sido previamente reportadas como
endofitas de plantas, pocos trabajos indican que provengan del interior de nddulos (Ibafiez y
col., 2009). Diversos estudios muestran que la infeccion simultinea de rizobios con

bacterias rizosféricas puede incrementar la nodulaciéon y el crecimiento en una amplia
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variedad de leguminosas (Grimes y Mount, 1984; Polonenko y col., 1987; Yahalom y col.,
1988; Bolton y col., 1990). Asimismo, este estudio describe por primera vez el hallazgo de

bacterias del género Enterococcus aisladas del interior de tejidos vegetales (raiz).

2. CARACTERIZACION DE LA CAPACIDAD SOLUBILIZADORA DE FOSFATO

Como se menciond anteriormente, en los suelos maniseros de la provincia de Cordoba se
ha reportado déficit en el contenido de P disponible para las plantas. Estos suelos son del
tipo Hapludol tipico, los cuales contienen principalmente fosfatos inorganicos insolubles
bajo la forma de fosfato tricalcico. Si bien existen diferentes medios y criterios para la
seleccion de bacterias solubilizadoras de fosfato, en este trabajo, y considerando las
caracteristicas del suelo mencionadas, las 18 bacterias de la coleccion y la cepa comercial
P. fluorescens fueron analizadas en su capacidad solubilizadora de fosfato en medios

solidos y liquidos suplementados con fosfato tricalcico como fuente de P insoluble.

2. 1. Determinacion de la capacidad solubilizadora de fosfato en medio sdlido

Debido a que las bacterias solubilizadoras de fosfato de la coleccion habian sido obtenidas
previamente, entre los afios 2005-2006 y, que ha sido descripto que la capacidad de
solubilizar fosfato puede constituir un fenotipo inestable que puede perderse luego de
sucesivos repiques (Halder y col., 1990; Illmer y Schinner, 1992; Vazquez y col., 2000), los
aislamientos fueron evaluados nuevamente en dicha propiedad.

Las 18 bacterias de la coleccion mantuvieron la capacidad de solubilizar fosfato tricélcico
en medio sélido. Los tamafios de sus halos de solubilizacién variaron entre 5 y 16 mm
(Tabla 4). Por su parte, la cepa comercial P. fluorescens present6 un halo de solubilizacion

de fosfato de 15.0+3.2 mm en medio s6lido NBRIP-BPB.

2. 2. Cuantificacion del fosfato solubilizado en medio liquido NBRIP-BPB

La cantidad de fosforo solubilizado por los aislamientos fue variable (aproximadamente
entre 12 y 760 ug/ml) (Tabla 4, Figura 12). Estos resultados coinciden con lo reportado por
otros autores quienes encontraron diferencias importantes en la cinética bacteriana y la

capacidad de solubilizar fosfato tricalcico (Delvasto y col., 2006; Pérez y col., 2007).
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Tabla 4. Didgmetro del halo de solubilizacién de fosfato en medio sélido NBRIP-PBP, cantidad de fésforo
solubilizado por los aislamientos nativos asociados a mani y P. fluorescens y valores de pH del sobrenadante
en medio liquido NBRIP-BPB a las 24, 48, 72 y 168 horas de crecimiento.

Solubilizacién de fosfato tricalcico en medio liquido NBRIP-BPB

24 horas 48 horas 72 horas 168 horas
halo
Aislamientos (mm)'  psoluble  pH  Psoluble  pH  Psoluble pH  Psoluble  pH
(pg/ml) (pg/ml) (pg/mi) (pg/ml)
Bacillus sp. L54 5.3+1.2 16.7£2.5 5304 26.8+2.5 5.7+0.0 22.2+1.6 5.9+0.1 24.9+1.4 5.7+0.1
Bacillus sp. L55 5303 12.9+1.0 6.2+0.1 11.2+1.7 59402 12.0£2.8 54402 19.2+6.2 5.0£0.1
Serratia sp. J145 53+03 300.6+51.4 3.6:0.0 397.8+81.0 3.740.1 366.7£344 4001 373.8+69.6 5.0+0.1
Serratia sp. J21 5.7413 224 4+11.8 3.7+0.1 272.1+6.7 4.6+02 199.5+7.7 5.330.1 140.7+9.3 5.6+0.1
Enterobacter sp. S57 6.0+0.3 119.4+3.0 4.7+0.1 157.249.2 4.6:0.1 227.0+23 4.0+:0.0 190.0:17.8 3.6:0.1
Bacillus sp. 1225 6.7:0.9 18.6+£6.5 5.9+0.1 54.9+10.1 5.8+0.4 107.3x19.1 6.2+:0.2 71.0£19.1 5.7£0.2
Enterococcus sp L185 7.7:0.9 96.5+12.8 5.0+0.1 99.7£10.8 4.9+0.1 157.54244 4.6+0.1 37894365 44102
Enterobacter sp. 1157 8.7+1.2 220.6+50.4 5.1+0.2 258.6+50.9 5.4+0.2 254.6+446 56400 189.64224 54102
Bacillus sp. J255 9.0+1.7 44.2+7 4 6.1+0.1 82.0£14.7 59402 77.3+£12.8 5.840.2 78.6+7.3 5.4+0.1
Enterococcus sp. L177 9.3+1.8 80.6+25.2 52402 145.4+179 5.0+0.1 1548495 49301 173.0£139 4.7+0.1
Pantoea sp. 149 10.0+£3.0 69.1£7.7 4.5+0.1 153.8+11.4 43101 187.8+11.6 3.0:0.0 3854+414 3.8+02
Bacillus sp. 19 10.3£2.7 154.3+8.5 4.1+0.1 202.7+12.6 43+0.1 175.6£7.6 5.2+0.0 1241353 5.7%0.0
Enterococcus sp. L191 11.0£1.0 158.0+17.1 4.5+0.1 237.1£20.7 40400 265.5¢15.1 39+0.0 384.0+182 3.8+0.1
Acinetobacter sp. L176 11.7£3.7 152.2+18.9 4.1+0.2 492.7+£33.9 42401 537.5+11.7 39400 53744432 3.6+0.1
Serratia sp. S119 13.7£2.7 230.2+9.8 3.8+0.1 216.5+22.2 3.9+0.1 228.0+25.1 4.2+0.1 362.0+278 4.530.1
Serratia sp. J260 14.0+£2.0 22.6+4.9 48+0.1 11424203 4.4:0.1 153.8£11.9 43+0.1 605.2+i154 3.8+02
Serratia sp. S93 15.041.1 232.0+8.7 3.940.1 248.0+13.0 4.0+0.1 2721116  4.1:0.1 24464214 43302
Enterobacter sp. 133 16.0+£2.5 636.3+32.8 4.1x0.1 663.5+18.7 4.5+0.2 656.0+184 49+02 45784282 52402
P. fluorescens 15.0+£3.2 508.3+37.2 3.7+0.0 517.5+28.1 3.9+0.0 5214+£37.6 3.7+0.1 764.7£374 3.7+0.1

Los datos representan la media + E.S. de 3-6 determinaciones (n=5-20)
2. diametro del halo de solubilizacién de fosfato
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Figura 12. Niveles maximos de fésforo solubilizado (pg/ml) por los aislamientos nativos asociados a plantas
de mani y P. fluorescens y valores de pH en medio liquido NBRIP-BPB. Los datos representan la media +
E.S. de 3-6 determinaciones (n=5-20) (p<0.05). Letras diferentes indican diferencias entre los aislamientos.

El valor maximo de P soluble (764.7 pg/ml) fue observado en el sobrenadante de la cepa
P. fluorescens a las 168 horas de crecimiento, y el valor del pH del medio descendi6 a 3.7.
Las bacterias de la coleccion que solubilizaron los mayores niveles de P fueron:
Enterobacter sp. 133 (636.3 pg/ml), Serratia sp. 3260 (605.2 pg/ml) y Acinetobacter sp.
L176 (492.7 ng/ml) a las 24, 168 y 48 horas de crecimiento, respectivamente. Por otro lado,
los menores valores de fosforo soluble fueron determinados en los aislamientos Bacillus sp.
L55, L54 y J255 (12.9 pg/ml, 26.8 pg/ml y 82.0 pg/ml a las 24 y 48 horas de crecimiento,
respectivamente).

Cabe destacar que los aislamientos que tuvieron mayor capacidad de solubilizar fosfato
tricalcico (>400 pg/ml) son bacilos Gram negativos, grupo ampliamente estudiado en esta
propiedad; mientras que las bacterias que liberaron menores cantidades de P soluble (<200
pg/ml) son bacilos Gram positivos (Tabla 4, Figura 12).

Los resultados indican que existiria correlacion positiva entre el didmetro del halo de
solubilizacion de fosfato de los aislamientos, determinado en medio sélido, y las cantidades

de P liberado en medio liquido (r=0.71) (Figura 13).
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Figura 13. Correlacion entre los niveles maximos de fésforo solubilizado (ug/ml) por los aislamientos nativos
asociados a plantas de mani y P. fluorescens en medio liquido NBRIP-BPB y el halo de solubilizacién de
fosfato (mm) producido en medio s6lido NBRIP-BPB (r=0.71).

Por otra parte, algunos aislamientos que presentaron halos de solubilizacion de fosfato
pequefios mostraron mayor liberacion de P soluble en el medio liquido NBRIP-BPB
respecto a otros que presentaron halos de mayor tamafio. Resultados contradictorios entre el
método de deteccion del halo en placas y la solubilizacion de fosfato en medio liquido
también han sido informados por otros autores (Gupta y col., 1994; Nautiyal, 1999).
Nautiyal (1999) identificé una coleccioén de aislamientos que no producian halos en medio
solido pero que fueron capaces de solubilizar varias fuentes de fosfato inorganico en medio
liquido.

Por otro lado, la solubilizacion de fosfato tricalcico fue acompafiada con un descenso en
los valores de pH de los cultivos de todos los aislamientos de 7 hasta 3 (Tabla 4; Figura 12;
Figura 14).
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Figura 14. Correlacion entre los niveles maximos de fésforo solubilizado (pg/ml) por los aislamientos nativos
asociados a plantas de mani y P. fluorescens en medio liquido NBRIP-BPB y pH del sobrenadante en medio
NBRIP-BPB sin buffer (r=-0.72).

El andlisis de correlacion entre el P solubilizado por las bacterias crecidas en medio liquido
NBRIP-BPB y los valores de pH del sobrenadante revel6 valores negativos (r=-0.72). La
acidificacion del medio de cultivo podria relacionarse con la produccién y liberacion de
acidos organicos, principal mecanismo de mineralizacion de fosfato insoluble. Este
mecanismo concuerda con lo propuesto por otros autores quienes estudiaron la capacidad
solubilizadora de fosfato en aislamientos provenientes de suelos de la region sojera
argentina (Fernandez y col., 2005) y de suelos no cultivados en Taiwan (Chen y col., 2006)
empleando también medio NBRIP-BPB.

Considerando la cinética de solubilizacion de fosfato, se clasificé a las bacterias en dos
grupos, en funcién del tiempo en el cual los aislamientos liberaban la mayor cantidad de P
soluble: a) solubilizadores “tempranos™ (a los que liberaban niveles méximos de P soluble
durante las primeras 72 horas), y b) solubilizadores “tardios” (a los que lo hacian a las 168
horas). Mas del 70% de las bacterias se ubican en el primer grupo (Figura 15 A, B).

Los aislamientos que liberaron los niveles maximos de P soluble pertenecen tanto a
solubilizadores “tempranos” como “tardios”. No se observd relacién entre cinética de
solubilizacion y niveles de P solubilizado al medio; como asi tampoco entre estos

parametros y géneros bacterianos a los cuales pertenecen las bacterias analizadas.
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Figura 15. Niveles de fosforo solubilizado (ug/ml) por los aislamientos nativos asociados a plantas de mani y
P. fluorescens en medio liquido NBRIP-BPB en los diferentes tiempos analizados. A: “solubilizadores
tempranos” y B: “solubilizadores tardios”. Los datos representan la media + E.S. de 3-6 determinaciones
(n=5-20).

El analisis del nimero de células viables (UFC/ml) de los cultivos de las bacterias indico
que la viabilidad de las bacterias analizadas no se vio afectada a lo largo del ensayo; por lo
tanto, las bacterias se encontraban metabdlicamente activas en las condiciones y puntos

analizados (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores maximos de fosforo solubilizado (pug/ml), tiempo de incubacién, pH y unidades formadoras

de colonia (UFC/ml) producidas por los aislamientos nativos asociados a mani y P. fluorescens.

Aislamientos P soluble Tiempo de pH® UFC/mI*
(pg/mi)* incubacion (hs)"
Bacillus sp. LS5 12.9+1.0% 6.2+0.1 410"
Serratia sp. 1145 300.6+51.4 3.6£0.0 5.10°
Enterobacter sp. J157 220.6:+50.4 43¢ 24 5.1£0.2 4.10°
Serratia sp. $93 232.0+8.7% 3.9+0.1 1.1¢°
Enterobacter sp. J33 636.3+32.87¢ 4.1£0.1 1.10°
Serratia sp. 121 272167 46202 410°
Bacillus sp. J255 82+14.748 59402 4107
Enteroccocus sp. L177 145.4£17.9 4% 5.0+0.1 2.10°
Bacillus sp. 19 202.7+12.65¢ 48 43+0.1 2.10°
Enteroccocus sp. L191 237.1+20.7%¢ 4.0+0.0 7.107
Bacillus sp. L54 26.8+2.54 5.7£0.0 1.10°
Acinetobacter sp. L176 492743397 4201 6.10°
Enterobacter sp. 857 227.0£2 3% 0 4.0£0.0 7.10°
Bacillus sp. 1225 107.3£19.1 ABC 6.2402 1.10°
Enteroccocus sp. L185 378.9£36.5°F 44402 1.10°
Pantoea sp. J49 3854441 42 3.840.2 2.10°
Serratia sp. 1260 60521547 168 3.8+0.2 7.10°
Serratia sp. S119 362.0+27.8 P 4.5+0.1 2.107
P. fluorescens 764.7437.46 3.7+0.1 2.107

Los datos representan la media + E.S. de 3-6 determinaciones (n=5-20) (p<0.05). Letras diferentes indican diferencias entre los

aislamientos.

# valores maximos de P solubilizado

b tiempo de incubacion en el cual liberaron los maximos niveles de P soluble

©: valores minimos de pH alcanzados durante el tiempo de incubacién
4: unidades formadoras de colonias en el tiempo en que se liberaron los niveles méaximos de P soluble
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2. 3. Analisis de la capacidad solubilizadora de fosfato de las bacterias en medio

liquido NBRIP-BPB con soluciones tampoén

Considerando la propiedad amortiguadora de pH que poseen los suelos, fue analizada la
capacidad solubilizadora de fosfato de las bacterias seleccionadas en presencia de tampdn
en el medio de cultivo.

Para determinar el efecto de las soluciones amortiguadoras Tris-HCl y MES sobre la
capacidad solubilizadora de fosfato de los 18 aislamientos de la coleccion y de la cepa
comercial P. fluorescens, se compararon los datos de P solubilizado en estas condiciones
con los valores obtenidos en el tiempo de maxima solubilizacion en medio liquido NBRIP-
BPB en ausencia de buffer. El 53% de los aislamientos disminuyd significativamente los
niveles de P solubilizado en medio NBRIP-BPB con buffer Tris-HCl (entre 6.5 y 510
pg/ml) con respecto a los alcanzados en ausencia del buffer (Figura 16A). Sin embargo, y
contrariamente a lo esperado, todas las bacterias acidificaron el medio de cultivo,
determinandose valores de pH que oscilaron entre 3 y 6.51 (Figura 16B).

Por otro lado, la incorporacion de buffer MES al medio de cultivo disminuyd
significativamente la capacidad de solubilizacion de P de todas las bacterias,
determinandose valores de P soluble que variaron entre 3 y 74.5 pg/ml. Sin embargo, y a
diferencia de lo observado con buffer Tris-HCl, el pH del medio de cultivo no vari6
notablemente (5.74-8.06) respecto al inicial, manteniéndose en valores superiores a los

obtenidos en medios sin buffer (Figura 16).
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Figura 16. Niveles maximos de P soluble (nug/ml) (A) y valores de pH (B) en los medios de cultivo de los
aislamientos natives asociados a mani y P. fluorescens en medio NBRIP-BPB sin solucién amortiguadora
(barras azules), con buffer Tris-HCI (barras verdes) y MES (barras celestes). Los datos representan la media +
E.S. de 3-6 determinaciones (n=5-20) (p<0.05). * indica diferencia significativa entre los valores de P
solubilizado o valores de pH en el medio con soluciones tamp6n respecto al medio sin buffer.
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Una reduccion de la capacidad de solubilizacion de fosfato de bacterias rizosféricas en
presencia de buffer Tris-HCI y disminucién del pH del sobrenadante también fue observada
por Joseph y Jisha (2009). Por su parte, Gyaneshwar y col. (1998) informaron que bacterias
creciendo en presencia de buffer Tris-HCl mostraron disminuciéon en la capacidad
solubilizadora de fosfato. Por otro lado, Fernandez y col. (2005) reportaron que aunque en
presencia de este buffer los valores de pH no se modificaron, la capacidad solubilizadora de
fosfato en bacterias aisladas de rizosfera de soja disminuyo.

La reduccion de los niveles de P solubilizado por las bacterias en el medio suplementado
con buffer MES, también fue informada por Espinosa-Victoria y col. (2009) para cepas
bacterianas solubilizadoras de fosfato aisladas de la rizosfera y rizoplano de maiz (Zea
mays L.) creciendo en medio sélido.

Los andlisis de correlacion entre el P solubilizado por las bacterias en las tres condiciones
analizadas (medio liquido NBRIP-BPB sin buffer, con el agregado de buffer Tris-HCI o
MES) y valores de pH del sobrenadante indicaron una correlacion negativa (r=-0,72, r=-
0,71 y r=-0,78, respectivamente) (Figuras 14 y 17). Estos resultados indican que a medida

que aumentan los niveles de P soluble los valores de pH disminuyen.

0 100 200 300 400 500
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Figura 17. Correlacion entre los niveles maximos de fésforo solubilizado (ng/ml) por los aislamientos nativos
asociados a plantas de mani y P. fluorescens en medio liquido NBRIP-BPB y pH del sobrenadante en (A)
medio NBRIP-BPB suplementado con Tris-HCI (+=-0,71) y (B) suplementado con MES (+=-0,78).

La relacion entre la cantidad de P solubilizado y la disminucién de los valores de pH
podria vincularse con la liberacion de acidos organicos al medio de cultivo de los
aislamientos. Se ha informado que la solubilizacion de fosfato mineral puede estar
acompaifiada por un descenso en los valores de pH (Hwangbo y col., 2003; Tripura y col.,
2007).

Los aislamientos cuya elevada capacidad solubilizadora no se vid significativamente
disminuida en presencia de buffer Tris HCl (Serratia sp. J145, Pantoea sp. J49,
Enterococcus sp. L191, Serratia sp. S119 y Serratia sp. S93) podrian ser considerados
como los mas eficientes solubilizadores y los mas apropiados para ser aplicados en ensayos
en plantas.

La determinacion del niumero de células viables (UFC/ml), indic6 que la adicién de buffer
Tris-HCI o MES al medio de cultivo no afecté la viabilidad de los aislamientos, la que se

mantuvo en valores similares a los obtenidos en medio NBRIP-BPB sin buffer.
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3. CUANTIFICACION DE ACIDO GLUCONICO SECRETADO POR LAS BACTERIAS

SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

Considerando que la produccion de icido glucénico es el mecanismo mas eficiente en la
solubilizacién de fosfatos inorganicos y el observado con mayor frecuencia en bacterias, se
determind la produccion y concentracion de este acido en el tiempo al cual se registraron
los niveles maximos de solubilizacion de P en medio liquido NBRIP-BPB. Las cantidades
de 4cido glucdnico liberadas al sobrenadante del cultivo bacteriano oscilaron entre 40 y
1200 pg/ml (Tabla 6).

Tabla 6. Produccién de 4cido glucénico y niveles maximos de fésforo solubilizado en medio NBRIP-BPB

por los aislamientos nativos asociados a mani y P. fluorescens.

Aislamientos Acido gluconico P soluble
(pg/ml) (ng/ml)*
Serratia sp. J21 263 5£19.075¢ 272.1%6.7°
Serratia sp. 1145 146.9+27.3%8 300.6+£51.4®
Serratia sp. 1260 253.0+£7 9*%¢ 605,2+£154F
Serratia sp. 893 964.5+80.3° 232.0+8.7%¢
Serratia sp. S119 304.3+55.0*8¢ 362.0+£27.8 ¢
Pantoea sp. 149 1213.6+27.7° 385.4+41 4F
Enterobacter sp. 1157 1077.8+50.5° 220.6+50.4 ABC
Enterobacter sp. 133 240.9+50.44B¢ 636.3+32.8F¢
Enterobacter sp. S57 376.8+107.3%€ 227.0+238¢
Acinetobacter sp. L176 1181.0+51.2° 492.7+33.9%F
Bacillus sp. J9 556.1+47.9° 202.7+12.6 A%
Bacillus sp. 1225 82.6+50.9*" 107.3+19.1 ABC
Bacillus sp. 1255 280.3+107.14B¢ 82+14.748
Bacillus sp. L54 ND 26.8+2.54
Bacillus sp. L55 90.9+15.14° 12.9+1.0*
Enteroccocus sp. L177 ND 145.4+17.948¢
Enteroccocus sp. L185 383.4£170.0% 378.9+36.5
Enteroccocus sp. L191 41.1£6.348 237.1£20.7 %€
P. fluorescens 244.9£71 148¢ 764.7+37.46

*: niveles maximos de fosforo solubilizado por los aislamientos en medio NBRIP-BPB; ND: no
detectable. Los datos representan la media + E.S. de 2-6 determinaciones (n=3-20) (p<0.05).
Letras diferentes indican diferencias estadfsticamente significativa entre los aislamientos
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Los aislamientos que produjeron los niveles mas elevados de este acido fueron Pantoea sp.
J49 (1213.6 = 27.7 pg/ml), Acinetobacter sp. L176 (1181.8 + 51.2 pg/ml) y Enterobacter
sp. J157 (1077.8 £ 50.5 pg/ml), todas bacterias Gram negativas que pertenecen tanto al
grupo de solubilizadoras “tempranas” como “tardias”. Bacterias solubilizadoras de fosfato
pertenecientes a estos géneros han sido reportadas por otros autores como importantes
productoras de acido glucénico (Chen y col., 2006; Kuldeep y col., 2010). Los menores
valores de acido glucénico (< 100 pg/ml) fueron producidos por las bacterias Gram
positivas Enteroccocus sp. 191, Bacillus sp. J225, y Bacillus sp. L55. En los aislamientos
Enteroccocus sp. 1177 y Bacillus sp. L54 no se detecté la produccion del mencionado
acido. Se ha reportado que la produccion de acido glucdnico en bacterias Gram positivas es
menos frecuente (Puente y col., 2009) y que cepas de Bacillus producen principalmente
mezclas de acido lactico, isovalérico, isobutirico y acético (Rodriguez y Fraga, 1999).
Resulta por lo tanto de gran interés indagar acerca del metabolismo de este grupo de
bacterias en presencia de fuentes fosforadas insolubles.

El analisis entre niveles de fosforo soluble y cantidad de acido glucénico indica que no
existiria correlacion entre estos parametros en las condiciones analizadas en este estudio
(r=0.09) (Figura 18). Asi, por ejemplo, la cepa de referencia P. fluorescens que presento el
valor més elevado de P soluble liberado al medio produjo niveles intermedios de acido
glucénico. Investigaciones realizadas por otros autores indican que no han encontrado una
correlacion entre la cantidad de P solubilizado y la concentraciéon de un acido organico
particular, por lo que existen dudas razonables sobre si los dcidos organicos son, en estos
casos, los tnicos responsables de la solubilizacion de fosfato (Illmer y Schneider, 1995). A
su vez, se ha reportado que en el proceso de solubilizacion, el tipo de acido secretado por el
microorganismo es mas importante que la cantidad (Halder y col., 1990; Gyaneshwar y
col., 1998).

Por otro lado, si se consideran ademas los valores de pH del medio, se observa que los
sobrenadantes de los cultivos de aquellas bacterias que produjeron niveles bajos de acido
glucénico y de P soluble; presentaron valores de pH que se mantuvieron cercano al inicial
(pH 7). Por el contrario, el sobrenadante se acidificé en cultivos de algunas bacterias que
solubilizaron cantidades significativas de P, pero produjeron niveles bajos de acido

gluconico, lo cual sugiere que en estos casos el proceso de solubilizacion estaria mediado

MIC. MARIA SOLEDAD ANZUAY 56



CAPITULO 3 - MECANISMOS DE SOLUBILIZACION DE FOSFATO Y CARACTERIZACION GENOTIPICA
DE BACTERIAS NATIVAS DEL AREA MANISERA DE LA PROVINCIA DE CORDOBA

por la produccién de otros acidos organicos o por algiun otro mecanismo que provoque

descenso en los niveles de pH del medio de cultivo.
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Figura 18. Correlacion entre los niveles maximos de fosforo solubilizado (pg/mt) por los aislamientos nativos
asociados a plantas de mani y P. fluorescens y valores de 4cido glucénico (ug/ml) liberado al sobrenadante en
medio liquido NBRIP-BPB (»=0.09).

Considerando que la solubilizacion de fosfato y produccion de acido glucénico por los
microorganismos estan influenciados por las fuentes de carbono disponibles en el suelo, a
la cual contribuyen los exudados vegetales, resulta interesante profundizar el analisis de
este mecanismo en la interaccion planta-microorganismo y en el sistema suelo. Se ha
encontrado que la planta de mani libera en sus exudados azicares tales como glucosa,
fructosa y sacarosa, junto a los flavonoides y a una gran variedad de acidos grasos, y que
cuando la planta es inoculada con rizobios libera ademas de los azucares mencionados,
trehalosa (Fumero y col., 2010). Seria entonces de interés realizar ensayos tendientes a
indagar mas acerca de la propiedad solubilizadora de fosfato en el sistema suelo y en la

interaccion con la planta.
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4. DETECCION DEL GEN pqqE EN LOS AISLAMIENTOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO

DE LA COLECCION

En este trabajo, la presencia del gen pgqE se evalud con el fin de establecer una posible
relacion entre este gen en el genoma de las bacterias seleccionadas con la capacidad de
producir acido glucénico.

El analisis de los productos de amplificacion obtenidos de la PCR-pgqE indicé que en
aquellos moldes de ADN provenientes de todas las bacterias Gram negativas de la
coleccion y P. fluorescens se observo la banda de interés correspondiente al fragmento de
700 pb del gen pgqE (Figura 19). Estas bacterias pertenecen a géneros diversos, tales como
Serratia, Enterobacter, Pantoea, Acinetobacter y Pseudomonas. Si bien en la mayoria de
las bacterias Gram positivas de la coleccion se observé produccion de acido glucénico, la
ausencia del producto de amplificacion sugiere que dicho acido seria producido por otra via
oxidativa que no requiere del cofactor PQQ. Otra alternativa es que los cebadores
empleados en el este estudio presenten divergencia en la region de apareamiento del gen
pqqE en estas bacterias, por lo que no fue posible obtener el producto de amplificacién

esperado.

Figura 19. Producto de amplificaciéon de PCR correspondiente al fragmento del gen pgqE (700 pb) de los
aislamientos nativos solubilizadores de fosfato Gram negativos asociados a plantas de mani y P. fluorescens.
Calles: M: Marcador de peso molecular 100 pb (productos-PBL); calles 1-11: aislamientos: Serratia sp. J145,
Enterobacter sp. J157, Serratia sp. S93, Enterobacter sp. J33, Serratia sp. J21, Acinetobacter sp. 1176,
Enterobacter sp. S57, Pantoea sp. J49, Serratia sp. J260, Serratia sp. S119, P. fluorescens, 12: control
negativo.
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Otros autores han amplificado fragmentos de los genes pqq. Asi, Pérez y col. (2007)
obtuvieron el producto de amplificacion esperado correspondiente al gen pqqE en bacterias
pertenecientes a los géneros Burkholderia, Pantoea, Serratia y Ralstonia. Por otro lado,
Meyer y col. (2011) obtuvieron producto de amplificacion, de un fragmento de
aproximadamente 500 pb, correspondiente al gen pqqC, en Pseudomonas solubilizadoras

de fosfato.
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La relacion entre las bacterias solubilizadoras de fosfato y las plantas es sinérgica en
la naturaleza; asi, las bacterias proporcionan P soluble y las plantas suministran compuestos
carbonados (principalmente aziicares), que pueden ser metabolizados para el crecimiento
bacteriano (Pérez y col., 2007). El estadio fenoldgico, la especie y los exudados radiculares
de las plantas tienen influencia sobre las comunidades microbianas (Neumann y Romheld,
2000; de Weert y col., 2002; Herschkovitz y col., 2005a y b). A su vez, los
microorganismos tienen la capacidad de responder diferente dependiendo de las
condiciones a las que son expuestos. Asi, la expresion de una caracteristica en particular,
como la capacidad de solubilizar fosfato por bacterias cuando éstas se encuentran en el
ecosistema suelo, depende de su interaccion con la planta huésped, con otros
microorganismos presentes en la rizosfera y con factores ambientales (Dey y col., 2004).
Los ensayos en microcosmo realizados en esta tesis permitieron establecer, acercandonos
al sistema natural, si la capacidad de solubilizar fosfato inorganico observada in vitro por
las 18 bacterias solubilizadoras seleccionadas y la cepa comercial P. fluorescens se traduce
en un mayor crecimiento de las plantas y/o incremento en los niveles de P en el suelo,
propiedades deseadas en bacterias para su seleccion como potenciales P-bioinoculantes.
Cabe destacar que dichas bacterias provienen del area manisera de la provincia de Cérdoba
y, que el uso de cepas nativas es un aspecto importante cuando se pretende introducir
bacterias al suelo debido a su superior adaptabilidad al medio ambiente respecto a cepas
introducidas (Ramachandran y col., 2007). De este modo es posible seleccionar cepas
solubilizadoras de fosfato mejor adaptadas a las condiciones edafoecoldgicas de la region
para contribuir a paliar los problemas mencionados.

El efecto de la inoculacién de las bacterias seleccionadas sobre el desarrollo de las plantas
de mani se midid al momento de la cosecha (120 dias-estadio reproductivo R3) y se
analizaron diversos parametros de crecimiento de plantas. El contenido de P tanto en la
parte aérea de las plantas como en el soporte al finalizar el ensayo se determiné en aquellos
tratamientos que mostraron un efecto benéfico significativo en la mayoria de los parametros

de crecimiento evaluados.
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1. EVALUACION DEL EFECTO DE LA INOCULACION DE BACTERIAS

SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO SOBRE EL CRECIMIENTO DE PLANTAS DE MANi

1.1. Longitud aérea (LA) y radical (LR)

De las 18 bacterias inoculadas, 15 (aproximadamente el 83%) incrementaron de manera
significativa la longitud de al menos uno de estos dos parametros en las plantas de mani.
Aquellas inoculadas con 12 de estas bacterias incrementaron de manera significativa la
longitud aérea y 9 la longitud radical respecto al control sin inocular y sin fertilizar (C-)
(Tabla 7). Se observo que plantas inoculadas con 6 bacterias (Serratia sp. 1145, Serratia sp.
J260, Pantoea sp. J49, Acinetobacter sp. L176, Bacillus sp. J9 y Bacillus sp. J225)
incrementaron ambos parametros respecto al C-. Por otro lado, las bacterias Serratia sp. J21
y Bacillus sp. J9 promovieron la longitud aérea, y Pantoea sp. J49 la longitud radical,
superando los valores obtenidos en plantas fertilizadas con P (C+).

El hecho de que plantas inoculadas con algunas de las bacterias seleccionadas promuevan
el crecimiento radical es beneficioso ya que, la adquisicion de nutrientes del suelo esta
gobernada por el crecimiento radical y su interaccion con los componentes bidticos y
abiodticos del suelo. La aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
constituye una alternativa que permite incrementar el crecimiento radical. Con ello se
favorece la exploracion del suelo y se mejora la accesibilidad al agua y nutrientes limitantes
para los cultivos. Como consecuencia, se reducen procesos de pérdida de nutrientes
moviles, se atentian periodos de moderado estrés hidrico y se logra mantener tasas de
crecimiento activo del cultivo mejorando su capacidad fotosintética (Diaz-Zorita y

Fernandez, 2008).

1.2. Biomasa aérea y radical

1.2.1. Peso fresco aéreo (PFA) y radical (PFR)

La inoculacion con 15 de las 18 bacterias analizadas produjo un incremento significativo
del peso fresco aéreo total con respecto al C-. En las plantas inoculadas con la bacteria
Bacillus sp. 19 dicho parametro también presenté diferencia significativa respecto al C+
(Tabla 7).
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La inoculacion con las 15 bacterias increment6 significativamente el peso fresco del tallo
respecto al C-, y las plantas tratadas con 2 de ellas (Bacillus sp. J9 y Bacillus sp. L55)
mostraron también diferencia respecto al C+. Por otra parte, solamente 5 tratamientos
aumentaron de manera significativa el peso fresco de hojas respecto al C- y, en plantas
inoculadas con Bacillus sp. J9 también se observé diferencia significativa respecto al C+.
Por otro lado, el peso fresco radical de las plantas inoculadas con Serratia sp. J260 y
Bacillus sp. J9 mostrd un incremento significativo respecto a ambos controles (Tabla 7).
Las plantas que presentaron un aumento significativo en el peso fresco aéreo y/o radical
también incrementaron la longitud aérea y radical, respectivamente.

1.2.2. Peso seco aéreo (PSA) y radical (PSR)

La biomasa seca de al menos uno de los 6rganos de las plantas se increment6 en aquéllas
inoculadas con 13 de las bacterias seleccionadas (aproximadamente el 72%). De los
tratamientos realizados 10 incrementaron la biomasa aérea respecto al C-. En las plantas
inoculadas con el aislamiento Bacillus sp. J9 también se encontrd diferencia respecto al C+
(Tabla 7).

La inoculacion con 7 de las bacterias seleccionadas (Serratia sp. J145, Serratia sp. J260,
Enterobacter sp. 133, Acinetobacter sp. L176, Bacillus sp. 19, Bacillus sp. L55 y
Enterococcus sp. L.185) incrementd significativamente tanto el peso seco de tallo como de
hojas respecto al C-. Por otro lado, 4 bacterias aumentaron el peso seco de sélo uno de los
organos aéreos evaluados. La inoculacion con la bacteria Pantoea sp. J49 produjo un
incremento significativo en el peso seco de tallo respecto al C-, mientras que las plantas
inoculadas con las bacterias Serratia sp. S93, Enterococcus sp. 1.177 y Enterococcus sp.
L191 presentaron incremento en el peso seco de hojas. Ademas, los resultados indican que
la inoculacién con Bacillus sp. J9 produjo un aumento significativo en el peso seco de
ambos organos aéreos con respecto al C+.

En lo que respecta al peso seco radical, la inoculacion con 6 de las bacterias increment6 de
manera significativa dicho parametro de crecimiento vegetal respecto al C- (Tabla 7).
Cuatro de esos 6 tratamientos (inoculados con Serratia sp. J260, Pantoea sp. J49,
Enterobacter sp. J33 y Bacillus sp. L55) produjeron en las plantas un incremento

significativo respecto al C+ asi como un aumento de la biomasa seca aérea.
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En la mayoria de las plantas inoculadas, el incremento de la biomasa seca se correlacioné
con el aumento del peso seco aéreo, siendo las hojas el 6rgano mas influenciable.

Por otro lado, y al igual que lo observado en los valores de biomasa fresca, aquellos
tratamientos en los cuales el peso seco aéreo y/o radical se vié incrementado con respecto

al C+, también presentaron un incremento en la longitud aérea y radical.

1.3. Relacion peso seco aéreo/peso seco radical (PSA/PSR)

La relacion PSA/PSR es una variable usada comunmente para la evaluacion del
crecimiento de las plantas y brinda informacion acerca del balance hidrico en las mismas
(Bernier y col., 1995). El mantenimiento de una relacion PSA/PSR cercana al valor
alcanzado cuando la planta crece en condiciones dptimas, es indicativo de su estado
fisiolégico. Las plantas inoculadas con los aislamientos analizados no presentaron

diferencia respecto al control positivo, lo que indica un crecimiento equilibrado (Tabla 7).

1.4. Numero de cajas

Al momento de la cosecha (120 dias) se observo la presencia de cajas en todas las plantas
de mani (Tabla 7). Sin embargo, solo fue posible observar un incremento significativo en el
nimero de cajas en las plantas inoculadas con la bacteria Enterococcus sp. 1.185 respecto al
C-. Considerando que las plantas fueron analizadas en la etapa de floracion, en la cual
comienzan a formarse las primeras cajas, la ausencia de diferencias en este parametro
respecto a las plantas control, podria deberse a que atin no se formaron el nimero total de

cajas.

1.5. Peso seco y nimero de ndédulos

A los 120 dias post-inoculacion todas las plantas de mani presentaban nédulos radicales
(Tabla 7) cuya formacion fue inducida por la poblacién rizobiana nativa del suelo. El
analisis de nimero y peso seco de nddulos de las plantas de los diferentes tratamientos
respecto al C- demostré que en las plantas inoculadas con 7 bacterias (Serratia sp. J260,
Serratia sp. S93, Pantoea sp. J49, Enterobacter sp. J33, Enterobacter sp. S57,
Acinetobacter sp. L176, y Enterococcus sp. L191) y el C+ se incrementé6 de manera
significativa el nimero de nédulos formados. En S de estos tratamientos (plantas inoculadas

con Serratia sp. J260, Serratia sp. S93, Enterobacter sp. J33, Enterobacter sp. S57,
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Acinetobacter sp. L176) y en el C+, el peso seco de los ndédulos también mostrd valores
significativamente mayores al C-.

Debido a que en la interaccion leguminosas-rizobios, el P es el principal factor nutricional
que limita la fijacioén bioldgica del nitrégeno (FBN), es posible inferir que el aumento en el
nimero y peso seco de los nédulos, observado en algunos tratamientos, podria deberse a un
mayor aporte de P por las bacterias inoculadas. Valverde y col. (2002) reportaron que en
plantas actinorricicas la produccion de biomasa seca nodular es estimulada debido al aporte
de P. Por otra parte, Dey y col. (2004) informaron que el incremento en el niimero de
nddulos en las plantas inoculadas con PGPB podria atribuirse a un aumento en la longitud y
crecimiento de la raiz, ya que asi, se dispondria de un nimero mayor de sitios activos y
acceso a la nodulacién por rizobios del suelo. Sin embargo, en este estudio la longitud
radical no mostré una correlacion directa con este parametro simbidtico (r=0.08). Por otro
lado, se observo una correlacidn positiva entre los parametros nimero de ndédulos y peso

seco de los mismos (r=0.89).

A partir de este ensayo se concluye que la inoculaciéon de mani con todas las bacterias de la
coleccion produjo incremento en al menos uno de los parametros de crecimiento vegetal
analizados respecto al C-. No fue posible establecer una relacion entre efectos de la
inoculacion con las bacterias seleccionadas y su origen o clasificacion taxonémica. En las
plantas inoculadas con la cepa comercial P. fluorescens no se observé efecto benéfico en
los parametros de crecimiento vegetal evaluados, en coincidencia con lo informado por
Fernandez y col. (2007) en plantas de soja inoculadas con la misma cepa comercial.

La inoculacién con mas del 50% de las 18 bacterias solubilizadoras de fosfato (Serratia sp.
J145, Serratia sp. J260, Serratia sp. S93, Pantoea sp. J49, Enterobacter sp. J33,
Enterobacter sp. S57, Acinetobacter sp. L176, Bacillus sp. 19, Bacillus sp. LS55,
Enterococcus sp. L185 y Enterococcus sp. L191) produjo un incremento en la mayoria de
los parametros de crecimiento vegetal evaluados con respecto al C-. La inoculacion con 5
de ellas (Serratia sp. J260, Pantoea sp. J49, Enterobacter sp. J33, Bacillus sp. J9 y Bacillus
sp. L55) produjo incrementos superiores a los obtenidos en el C+.

Las bacterias inoculadas fueron seleccionadas por su capacidad de solubilizar fosfato

inorganico in vitro. Para poder correlacionar esta propiedad con el efecto benéfico
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observado en el crecimiento de las plantas de mani inoculadas, se determind el contenido
de P soluble en los tejidos vegetales aéreos (tallos y hojas) y en el suelo empleado como
soporte. Para este andlisis fueron seleccionadas 8 de las bacterias por ser consideradas
“altamente eficientes”. El criterio empleado para la seleccion fue el efecto de su
inoculacion en la promocién del crecimiento vegetal y las mismas fueron Serratia sp. 1260,
Pantoea sp. J49, Enterobacter sp. 133, Acinetobacter sp. 1.176, Bacillus sp. 19, Bacillus sp.
L55, Enterococcus sp. 1185 y Enterococcus sp. L191.
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Tabla 7. Longitud aérea y radical, peso fresco y seco de tallos, hojas, aéreo total y raiz, relacién peso seco aéreo/peso seco radical (PSA/PSR), niimero de cajas y

nimero y peso seco de nddulos de plantas de mani inoculadas con los aislamientos solubilizadores de fosfato y la cepa P. fluorescens a los 120 dias

postinoculacién.
Longitud Longitud Peso fresco (g/planta) Peso seco (g/planta) PSA/PSR® | Nimero Nodulos
Tratamiento adrea radical Tallo Hojas Aéreo total Raiz Tallo Hojas Atreo wtal Raiz de cajas nimero peso seco
(cm) (cm) (tallo + hojas) (tallo + hojas) (mg)

Serratia sp. J21 549426 | 14.7£10 63:08*  64x1.5* 115:24° 0.590.11 092+0.15  1.1120.17  198+043  0.20+0.02 9.54x1.41 32404 1.30.2 6.0£1.0
Serratia sp. }145 38.0432% | 20.7£15¢ 5.0:0.5* 26504  69£0.7* 0.75+0.10 | 1.6540.13* 12640.14* 2.8840.19*  0.3020.04 10.91£2.23 2.7£1.0 2.740.5 15.0£2.0
Serratia sp. 1260 40.4x1 4% 19.2+1.2* 7.0£0.9* 45+1.3 10.7£2.3* 1.31£0.15* | 1.942033* 1.47+0.16* 3.3840.51* 0.51£0.05*" 7.00+0.67 1.520.3 10.5:0.5* 70.0+6.0*
Serratia sp. 593 46.8+3.1* 12.7+0.7 5.240.5% 3907  10.1£1.1* 0.88+0.07 1.1520.15  1.26x0.13*  2.28£030  0.2640.05 10.80+222 | 2.540.6 80£09*  51.0+10.0*
Serratia sp. S119 32.1£19 19.7£1.7* 28402 2.3+04 5.1+0.3 0.53+0.05 0.78+0.04 0.69+0.08 1.44+0.11 0.26+0.03 6.83+1.43 22404 22405 12.0£3.0
Pantoea sp.J49 46.8+1.8* | 23.4£18% | 42:02* 33102 7.3+0.3* 0.66+0.07 | 1.64£0.10*  0.88+0.05 2.44+0.14* 042:0.02* | 7.29+1.44 26404 5.241.0* 33.0¢7.0
Enterobacter sp. J157 314221 18.30.9* 5.7:0.4* 31407 10.1214* 0.62+0.07 097:0.14 082010  2,00+0,23  0.27+0.02 7.0320.45 3.0£04 1.4402 15.0+6.0
Enterobacter sp. J33 36.6+1.6 17.6x1.4* 4.9:04* 3.9+0.6 8.0+0.9* 0.56+0.10 1.65£0.06* 1.3640.19* 3.063025* 041:0.05*" 7.92+1.16 2006 7.2:02* 47.0£7.0*
Enterobacter sp. S57 47.552.1% 15.5+0.8 6.4+0.5* 5.6:0.8* 11.7£0.6* 0.82+0.06 1.44+0.12 1.030.11 2.20+0.30 0.25+0.02 8.49+0.35 28404 12.0£2.1* 166.0+78%
Acinetobacter sp. 1.176 41.2+0.4* 17.6+0.6* 5.1=0.7* 3.40.6 7.6+1.0* 0.82+0.06 1.69£0.16*  1.424027*  2.66+0.46% 0.25+0.02 9.20+2.40 174033 10.7£L.7* 68.6£17.0%
Bacillus sp. 19 54.654.0* | 175209* | 103£L1**  99:13* 187:£2.5%  122:0.11** | 2242032% 1.924021*" 4.66+0.63*" 0232003 | 23.00:394* | 40406 1.5503 7.0+3.0
Bacillus sp. 1225 39.843.7% | 18.7+1.8* 33204 2.120.2 54405 0.53+0.04 1.22+0.13  1.03x0.14  2.10£027  0.28+0.03 8.18£1.29 2.0+0.6 2.6+0.7 14.0+4.0
Bacillus sp. 3255 34.5¢£13 14.1:0.8 3.8:02¢ 3.060.5 7.2+0.6* 0.85£0.10 1324014  106£0.13  240+0.16  0.39:0.05* 5.88+0.74 12402 3.7:0.7 32.0+9.0
Bacillus sp.1.54 33.7£2.6 16.0+1.0 4.440.5% 42+1.1 8.640 8% 0.89+0.11 1.16+0.26  0.82+0.11  1.98:032  0.32+0.04* 6.64+0.88 1.740.2 1.8:0.4 10.0+2.0
Bacillus sp.L55 41.1£1.7* 13.7£1.0 74+0.7%  63x1.1*  11.9:1.9¢ 0.68+0.13 | 1.97+038* 148+024* 3.84:0.58% 043+0.07*" | 9.69+1.84 12402 1.740.2 9.0+4.0
Enterococcus sp. L177 36.1£1.3 15.6403 3.8:03* 3.9+0.6 B.1£1.0* 0.8120.10 146£0.37  1.374036* 2.83:0.74*  0.300.04 10.43+3.82 15403 1.240.2 8.0£2.0
Enterococcus sp.L185 48.844 4* 16.6+0.8 6.8+04*  7.1203*  13.9405* 0.62+0.04 | 1.88+0.13* 1.56£0,10* 3.42+0.15% 023+001 | 142140.75* | 4.520.6° 2003 14.043.0
Enterococcus sp. 1191 37.0£2.3* 16.2+0.8 3.6+04 3.1+0.3 6.7+0.6 0.64+0.05 1.34+0.26  1.554036% 334045 0.21+0.03 17.47£1.61* 3.0+0.3 5.2+0.7* 30.0+6.0
P. fluorescens 29.6+2.8 16.2+1.5 2.8+0.5 1.6:0.3 4.7+0.3 0.55+0.06 0.99+0.17 1.03+0,08 2.06+0.23 0.23+0.02 9.30+1.43 2.0£0.6 4.0+0.6 23.0£5.0
C- 25.2+1.8 10.7£1.4 1.6£0.4 1.840.4 3.1£0.6 0.43+0.05 0.68+0.08  0.47£0,10 111012 0.140.01 7.88+0.86 22406 1.7£0.2 9.0+2.0
C+ 37.7£2.6* 15.3£1.0 4.2+0.6* 3405 7.7£1.3* 0.71+0.08 1.15+0.13 1.33:0,09%  2.46:0.17* 0.22+0.03 10.26+1.93 2.8+0.6 6.7+0.9* 50.0=12.0*

Los datos representan la media + E.S. de 2 determinaciones n=5-7;, C+: Plantas fertilizadas con P (PO,KH, 20 mM) y sin inocular; C-: Plantas sin fertilizar y sin inocular; *: diferencia significativa

respecto al C-, *; diferencia significativa respecto al C+, *: relacion peso seco aéreo/radical. Los valores sombreados indican efecto benéfico significativo respecto a las plantas control sin fertilizar y sin

inocular y/o a las plantas fertilizadas con P
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1.6. Contenido de fosforo en tejidos aéreos de la planta y en el soporte

La inoculacién con 6 de las 8 bacterias seleccionadas para este analisis incrementaron
significativamente el contenido de P en los tejidos aéreos de la planta o en el soporte. De
esos tratamientos, 5 incrementaron significativamente el contenido de P en los tejidos
acreos respecto al C- (Tabla 8). En todos los casos este incremento fue mayor al 200% y en
el caso particular de las plantas inoculadas con el aislamiento Serratia sp. J260 el aumento
fue mayor al 400%. El analisis del contenido de P de hojas y tallos indicé que, a excepcion
del aislamiento Enterobacter sp. J33 que presentd diferencia significativa sélo en el
contenido de P de hojas, la inoculacion con cuatro bacterias (Serratia sp. J260,
Acinetobacter sp. 1.L176, Enterococcus sp. L185 y Enterococcus sp. 1.191) increment6
significativamente el contenido de P de ambos o6rganos. Cabe destacar que si bien las
plantas suplementadas con fosfato soluble mostraron valores mas elevados de P que los
controles negativos, la diferencia no fue estadisticamente significativa en el contenido de
dicho elemento en los tejidos vegetales, mientras que si se observé un incremento
significativo en el contenido de P en el soporte.

Por otro lado, al analizar el contenido de nitrégeno de la parte aérea de las plantas
inoculadas con las 8 bacterias “altamente eficientes” se observd que 6 de las mismas
indujeron un incremento respecto al C-; mientras que en plantas inoculadas con 4 bacterias
(Serratia sp. J260, Bacillus sp. 19, Enterococcus sp. L185 y Enterococcus sp. L191) dicho
incremento super6 a ambos controles (Tabla 8).

El contenido de P soluble en el soporte al finalizar el ensayo varié aproximadamente entre
9y 26 pg/g (Tabla 8) mostrando un incremento respecto al contenido inicial (6.6 pg/g). Los
soportes en los que crecieron plantas inoculadas con la bacteria Bacillus sp. L55 y el C+

presentaron un incremento significativo (> 65%) en el contenido de P soluble respecto al C-
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Tabla 8. Contenido de fésforo y nitrégeno de los drganos aéreos de plantas de mani inoculadas con los

aislamientos nativos seleccionados, contenido de fosforo y valor de pH del soporte al finalizar el ensayo.

Tratamientos P tallo P hojas P aéreo total N aéreo total P soporte pH
(mg/planta) (mg/planta) (mg/planta) (mg/planta) (pg/g suelo) soporte
Serratia sp. J260 5.72+£0.34% 5.33x1.11* 11.05+1.45** 112.30+15.76** 21.35¢19 7.21+0.14
Pantoea sp. J49 2314048 2.04+0.06 4.35+0.41 38.14+3.37 10.68+1.31 7.21+£0.04
Enterobacter sp. J33 2.42+0.10 3.81+0.29** 6.224+0.19* 77.39+£10.23 10.23+0.78 7.23+£0.03
Acinetobacter sp. L176 3.64+0.77** 5.95+0.41** 8.82+1.11*% 83.73+£3.34* 14.6+1.04 7.23+0.08
Bacillus sp. 19 1.72+0.19 3.03+0.42 435+041 156.85+19.20** 15.08+2.18 6.98+0.08
Bacillus sp. LS5 1.51+0.05 2.69+0.38 4.21+043 91.99+5.78* 25.12+1.46* 7.00+0.12
Enterococcus sp. L185 4.01£0.15% 3.84+0.33* 7.85+0.19** 119.61+9.69** 14.51+0.68 6.93+0.07
Enterococcus sp. L191 3.06+0.55% 5.39+0.14* 8.99+0.69** 116.33+6.17** 9.28+0.28 7.17+0.16
C- 0.64+0.03 0.9320.14 1.57£0.17 26.19+6.96 15.15+1.75 7.17+0.03
C+ 0.77+0.18 1.30+0.19 2.07+0.37 48.19+1.42 25.35+1.8* 7.13+0.03

Los datos representan la media % E.S. de 2 determinaciones n=3-5, C+: Plantas fertilizadas con P (PO,KH, 20 mM) y sin inocular;

C-: Plantas sin fertilizar y sin inocular; *: diferencia significativa respecto al C-, a: diferencia significativa respecto al C+
Considerando que los niveles criticos de P en el cultivo de mani se encuentran en
alrededor de 10 pg/g (Cope y col., 1984), el contenido de P presente en el soporte al
finalizar el ensayo fue, en la mayoria de los casos, adecuado para el desarrollo de las
plantas de mani. El aumento observado en el contenido de este nutriente en el soporte en el
que crecieron plantas sin inocular podria deberse a la accién de sustancias presentes en los
exudados de la planta 6 a la actividad de otros microorganismos que se encontraron en el
soporte durante el ensayo.

Por otra parte, el pH del soporte al final del ensayo, tanto en el que crecieron las plantas
inoculadas como las sin inocular, se mantuvo cercano a la neutralidad con una ligera
tendencia a la alcalinidad. Esto se debe a la naturaleza alcalina de la roca madre del suelo
empleado para el ensayo y al efecto tampon del suelo (Ruda de Schenquer y col., 2004)
(Tabla 8).
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Estos resultados sugieren que las bacterias solubilizadoras de fosfato ejercen su efecto
benéfico ya sea incrementando los contenidos de P de la planta o dejando este nutriente
disponible en el suelo. Atin cuando el contenido de P en los 6rganos aéreos de algunas de
las plantas inoculadas no fue modificado, se determinaron incrementos en los parametros
de crecimiento vegetal analizados. Estos resultados coinciden con lo observado por otros
autores (De Freitas y col., 1997; Fernandez y col., 2007) quienes luego de la inoculacién de
plantas de canola y soja con bacterias solubilizadoras de fosfato observaron incrementos en
el crecimiento vegetal, pero no en el contenido de P. Por otra parte, Chabot y col. (1996)
reportaron que plantas de lechuga inoculadas con cepas solubilizadoras de fosfato que no
afectaron el crecimiento de dichas plantas, si lo hicieron al inocularlas en plantas de maiz.
En las plantas de mani en las cuales la inoculacion mostré incrementar significativamente
algunos de los parametros de crecimiento vegetal analizados pero cuyo contenido de P no
aumentd significativamente la promocion del crecimiento vegetal observada podria
atribuirse a otras propiedades PGPB que presentan algunas de estas bacterias, tales como la
produccion de sideroforos y/o la actividad antagonista frente a fitopatégenos de mani
(Taurian y col., 2010).

Entre las 8 bacterias “altamente eficientes” se destacan Serratia sp. 1260, Acinetobacter sp.
L176, Bacillus sp. L55, Enterococcus sp. L185 y Enterococcus sp. L191 ya que su
inoculacion produjo un incremento en la mayoria de los parametros de crecimiento vegetal
y en los niveles de P del soporte o de las plantas de mani. Las bacterias Serratia sp. J260 y
Acinetobacter sp. L176 solubilizan valores medios y elevados de P y acido glucénico al
medio. La produccion de este acido, y posiblemente de otros, estaria involucrada en el
proceso de solubilizacion de P inorganico observado en este estudio. Por su parte, la
bacteria Bacillus sp. 155 libera pequefias cantidades de acido glucénico y P soluble cuando
crece en presencia de fosfato tricalcico. Sin embargo, es conocido que bacterias
pertenecientes a este género son capaces de mineralizar, por accion de enzimas fosfatasas,
P insoluble organico, el cual podria estar presente en el sustrato usado en los ensayos que
aqui se presentan. Cabe destacar que las bacterias Serratia sp. J260, Bacillus sp. L55 y
Enterococcus sp. L185 ademas de solubilizar fosfato son capaces de producir sideréforos y,
se ha reportado que la inoculacion con bacterias que presentan ambas propiedades PGPB en

cultivos de importancia agronémica producen aumento en su rendimiento (Kloepper y col.,
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1988; Glick, 1995). Por su parte, la bacteria Enterococcus sp. L191 no mostré capacidad
productora de sider6foros; por lo que se sugiere que podria estar involucrado otro
mecanismo PGP en la promocién del crecimiento observada en plantas de mani. Esta
bacteria y Enterococcus sp. L185 fueron aisladas del interior de tejido radical de plantas de
mani y se ha informado que bacterias enddfitas pertenecientes a diferentes géneros tales
como Bacillus, Enterococcus, Paenibacillus y Methylobacterium pueden ejercer su
capacidad beneficiosa directamente dentro de la planta (Ferreira y col., 2008). A su vez, el
estado endofitico de una bacteria es un rasgo deseable cuando se buscan PGPB, ya que
garantiza su supervivencia (Reinhold-Hurek y Hurek, 1998) y efectos beneficiosos

potenciales sobre el crecimiento de las plantas (Hardoim y col., 2008).

1.7. Analisis de supervivencia de las bacterias inoculadas

Para determinar la supervivencia de las bacterias inoculadas se analiz6 el nuimero de
UFC/ml en el soporte al final del ensayo. Para ello, previamente se analizé su perfil de
resistencia a antibidticos a los efectos de poder aislarlas selectivamente a partir del suelo
empleado como soporte (Tabla 9).

El andlisis de supervivencia realizado a partir del recuento de las colonias obtenidas en
medio NBRIP-BPB conteniendo los antibiéticos correspondientes, indicé que todas las
bacterias inoculadas se encontraban presentes en el soporte al finalizar el ensayo en un
rango que vari6 entre 10* y 10 ® UFC/g de soporte (Tabla 9). El anilisis de los perfiles
genéticos del ADN de las colonias analizadas en el recuento y de la cepa inoculada
mediante ERIC/BOX-PCR, permitié confirmar la presencia de las bacterias en el soporte al
final del ensayo (Figura 20).

Por otro lado, fue posible observar que bacterias de la coleccion con alta capacidad
solubilizadora in vitro (Serratia sp. S119 y Serratia sp. J21) y la cepa solubilizadora
comercial P. fluorescens no fueron altamente eficientes en la promocion del crecimiento de
plantas de mani. Esto podria deberse a competencia con otros microorganismos que se
encontraban presentes en el soporte o bien a que el nimero de células no haya sido
suficiente para ejercer su efecto benéfico. La influencia de factores bidticos y/o abidticos en
el ensayo podria haber afectado dicho mecanismo promotor del crecimiento vegetal. Reyes

y col. (2008) reportaron que cada rizobacteria expresa un metabolismo diferente de acuerdo
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a la relacion bioquimica y ecoldgica que establece con la planta, debido posiblemente a la

calidad y cantidad de exudados encontrados en la rizdsfera.

Tabla 9. Perfil de resistencia a antibi6ticos y supervivencia de las bacterias solubilizadoras de fosfato en el

soporte al finalizar el ensayo en microcosmo.

Tratamientos Resistencia intrinseca a antibiéticos UFC/g suelo®
Serratia sp. 121 Cm Ap™SpoTc? 2.10°
Serratia sp. J145 Str°Cm*Nm?®Km*Ap'*Sp**Tc?Gm'° 2.10
Serratia sp. 1260 SI°Cm®Ap'™Sp™®Tc® 2.10°
Serratia sp. $93 SCm®Ap'™® 6.10°
Serratia sp. S119 Cm* 2.10°
Pantoea sp.J49 NR 6.10°
Enterobacter sp. 1157 Str®Cm* Ap'® 5.10°
Enterobacter sp. 133 Ap'® 1.10°
Enterobacter sp. S57 Cm*°Ap'®Sp*™®Gm*® 1.10°
Acinetobacter sp. L176 Cm® 3.10*
Bacillus sp. 19 NR 4.10°
Bacillus sp. 1225 NR 2.10°
Bacillus sp. 1255 NR 4.10°
Bacillus sp.L54 NR 2.10°
Bacillus sp L55 Na!™® 2.10°
Enterococcus sp. L177 NR 6.10°
Enterococcus sp.1L185 St 4.10°
Enterococcus sp.L191 NR 7.10°
P. fluorescens Cm* 2.10°
C- ND 1.10%
C+ ND 7.10*

Los datos representan la media + E.S. de 2-3 determinaciones n=3-9; C+: Plantas fertilizadas con fésforo (POKH, 20 mM); C-: Plantas
sin fertilizar y sin inocular; Str: Streptomicina; Cm: Cloranfenicol; Nm: Neomicina; Km: Kanamicina; Ap: Ampicilina; Na: Acido
nadilixico; Rif: Rifampicina; Sp: Spectinomicina; Tc: Tetraciclina; Gm: Gentamicina; NR: no sc observé resistencia a antibidticos ND:
no determinado, *; UFC de bacterias solubilizadoras de fosfato crecidas en medio NBRIP-BPB por gramo de suelo rizésferico del
soporte. Inéculo: 10° UFC/ml; bacterias presentes en el soporte luego de la inoculacion: 107 UFC/g suelo rizosférico del soporte
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12 3 4

Figura 20. Perfiles ERIC-PCR de ADN obtenidos de las colonias aisladas del ensayo de supervivencia del
tratamiento inoculado con Serratia sp. J21. calle 1: perfil de Serratia sp. J21 obtenido de ADN de cuitivo
empleado como inoculo, calles 2, 3 y 4: perfil genémico de colonias obtenidas del soporte.

Resulta de gran interés la inoculacion de microorganismos con actividad solubilizadora de
fosfato en el suelo para incrementar la disponibilidad de P y reducir el uso de fertilizantes
(Ilimer y Schinner, 1992). Los resultados obtenidos en estos experimentos indican que la
inoculacién en plantas de mani con bacterias solubilizadoras de fosfato pertenecientes a
diferentes géneros (Serratia, Pantoea, Acinetobacter, Enterococcus, Enterobacter 'y
Bacillus) produjo un incremento significativo en al menos uno de los parametros de
crecimiento vegetal analizados y que las bacterias inoculadas fueron capaces de sobrevivir
en el soporte hasta el final del ensayo. Los microorganismos con actividad solubilizadora
de fosfato contribuyen considerablemente a incrementar la disponibilidad de este nutriente
en el suelo, permitiendo que el mismo se incorpore a los tejidos vegetales y/o incremente el
crecimiento de las plantas. El uso de estas bacterias como potenciales P-bioinoculantes

seria interesante para incrementar los niveles de P asimilable por las plantas en el suelo.
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La productividad de los sistemas agricolas depende, en parte, de los procesos
funcionales de las comunidades microbianas del suelo (Doran y Zeiss, 2000) y algunas
practicas agricolas pueden poner en riesgo a estas comunidades. Entre estas, se utilizan
diversos tipos de pesticidas, incluyendo insecticidas, fungicidas y herbicidas de
fundamental importancia en la produccion agricola (Angelini y col.,, 2013). Los
componentes de fertilizantes y pesticidas son costosos y pueden perjudicar el habitat, asi
como alterar la estructura y funcionalidad de la comunidad microbiana del suelo.

Los microorganismos son componentes fundamentales del ecosistema suelo, ya que
participan en procesos como la degradacion de la materia organica y las transformaciones
biogeoquimicas de elementos (Lin y col., 2007). La calidad del suelo estd fuertemente
influenciada por los procesos microbianos que en €l ocurren, y los cambios en la estructura
de la comunidad microbiana pueden constituir indicadores tempranos de la degradacion o
empobrecimiento del suelo (Abril, 2003). Algunos grupos microbianos pueden utilizar un
pesticida aplicado como fuente de energia y nutrientes, el que podria ser téxico para otros
organismos (Johnsen y col., 2001). Numerosos estudios muestran que diferentes manejos
agricolas modifican la biodiversidad y alteran la estructura de las comunidades
microbiolégicas del suelo (Kennedy y Smith, 1995; Kirk y col., 2004; Garcia de Salamone
y col., 2006). Con el objetivo de paliar el impacto ambiental provocado por el uso
inadecuado de agroquimicos en los cultivos agricolas mediante su reemplazo o
complementacion con la aplicacién de PGPB, las investigaciones se estan focalizando en la
evaluacion de la diversidad genética y bioquimica de este grupo de bacterias, empleando
estudios taxonémicos polifasicos, los cuales incluyen abordajes fenotipicos, genéticos y
filogenéticos (Vandamme y col., 1996).

Con el fin de analizar el efecto de la aplicacion de agroquimicos sobre las bacterias con
capacidad solubilizadora de fosfato, se analizaron muestras de suelo provenientes del
campo experimental de la UNRC. Las mismas fueron obtenidas de dos parcelas, en una de
las cuales no se aplicaron agroquimicos y se realizé desmalezado manual (parcela control),
y en otra parcela se emplearon los agroquimicos que habitualmente se emplean en el cultivo
de mani (parcela tratada). Se analizaron muestras de suelo a los 2, 63 y 158 dias (M1, M2 y
M3, respectivamente) posteriores a la aplicacion de agroquimicos. A partir de las muestras

obtenidas se realizaron los siguientes estudios: 1. Analisis de la abundancia de bacterias
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cultivables solubilizadoras de fosfato; 2. Analisis de la diversidad genotipica de las
bacterias cultivables solubilizadoras de fosfato; 3. Frecuencia y variabilidad del gen pqqE

en las bacterias cultivables y no cultivables solubilizadoras de fosfato.

1. ANALISIS DE LA ABUNDANCIA DE BACTERIAS CULTIVABLES

SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

La aplicacion de agroquimicos no produjo efectos sobre el nimero de bacterias cultivables
solubilizadoras de fosfato en las muestras en ninguno de los tiempos analizados (Figura
21). Otros autores observaron que la aplicacion de pesticidas no afectd la abundancia de
bacterias totales (Girvan y col., 2004; Nicholson y Hirsch, 1998). Por otra parte, Das y
Mukherjee (1994) y Das y Debnath (2006) observaron que la adicion de insecticidas y

herbicidas al suelo incremento6 el crecimiento (UFC) de bacterias solubilizadoras de fosfato.

I parcela control
124 B parcela tratada

UFC/g de suelo seco (10%)

M1 M2 M3

Figura 21. Abundancia de bacterias cultivables solubilizadoras de fosfatos obtenidas de suelos maniseros
crecidas en medio NBRIP-BPB en las muestras M1, M2 y M3. Los datos representan la media + E.S. de 2
determinaciones (n=6).
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A partir de las colonias crecidas en medio NBRIP-BPB que produjeron halos de
solubilizacion de fosfato provenientes de las parcelas control y tratada, se seleccionaron al
azar aproximadamente 30 colonias de cada tiempo y tratamiento a las cuales se les analiz6

la morfologia celular y coloraciéon de Gram (Figura 22).
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28 4
26 4
243
22
204
18
164
14 ]
12
10}

8

64

3

e

0

Numero de bacterias

\ BG+ BG—} \BG+ BG-} \BG+ BG-}

M1 M2 M3

Figura 22. Morfologia celular y coloracién de Gram de las bacterias cultivables solubilizadoras de fosfato
obtenidas de suelos maniseros (parcelas control y tratada con agroquimicos) en las muestras M1, M2 y M3.

En las tres muestras analizadas se observo un incremento en el niimero de los bacilos Gram
positivos obtenidos de la parcela tratada respecto a la parcela control. A su vez, no se
identificaron bacterias Gram positivas en la parcela control en las muestras M2 y M3, lo
que sugeriria que este grupo de bacterias no serian seleccionadas por la planta, aun cuando
persisten a la aplicacion de los agroquimicos empleados.

Los resultados indican que si bien el agregado de agroquimicos no afecta el nimero de
bacterias cultivables solubilizadoras de fosfato, produce modificaciones en la estructura de
esta poblacion. Teniendo en cuenta que la capacidad solubilizadora es variable entre los
diferentes géneros bacterianos, ¢l cambio estructural observado podria estar acompafiado

con una variacion cuantitativa en la solubilizacion de fosfato de los suelos analizados.
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2. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENOTIPICA DE LAS BACTERIAS CULTIVABLES

SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

El analisis de la diversidad genotipica de las aproximadamente 30 colonias solubilizadoras
de fosfato aisladas de las parcelas control y tratada en cada tiempo evaluado (en total 165
bacterias) se realizd mediante la amplificaciéon de regiones gendmicas repetitivas (rep-
fingerprint) empleando los cebadores ERIC, para el analisis de aislamientos Gram
negativos, y BOX para el analisis de los Gram positivos. Los perfiles obtenidos fueron
identificados con nimeros latinos y a partir de los dendrogramas construidos se considerd
0.6 como valor de corte.

El analisis de similitud entre los perfiles obtenidos en el grupo de bacterias Gram positivas
indic6 la presencia de 18 perfiles diferentes para el total de las bacterias analizadas (44)
(Figura 23).
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Figura 23. Dendrogramas-UPGMA (coeficiente de similitad Dice) obtenidos de BOX-fingerprints de
bacterias Gram positivas solubilizadoras de fosfato de parcelas control (C) y tratada (T) de suelos maniseros
de la provincia de Cérdoba de las muestras M1 (A), M2 (B) y M3 (C).

Los dendrogramas obtenidos para cada tiempo de muestra permitieron agrupar a las
bacterias en 3 a 4 clusters. Dos de los clusters obtenidos en la muestra M1 (A y C),
comparten bacterias aisladas de ambas parcelas (control y tratada), mientras que en el
cluster B solo se encuentran bacterias aisladas de la parcela tratada. Por otro lado, las
bacterias provenientes de las muestras M2 y M3 se agrupan en 4 y 3 clusters,
respectivamente. En general, el andlisis de la frecuencia de los diferentes perfiles indico
que en su mayoria estaban constituidos por un unico representante.

El perfil niimero 5 fue el mas predominante (31%) siguiéndole en orden decreciente el
nimero 11 (18%). A su vez, bacterias que presentaron el perfil niimero 5 se encontraron
tanto en M1 (parcelas control y tratada) como en M3 (parcela tratada). Estos resultados
sugieren que bacterias con este perfil fueron capaces de persistir a través del tiempo y de
resistir al efecto de la aplicacion de los agroquimicos empleados. Una bacteria
representativa del perfil 5 fue identificada taxonémicamente mediante determinacion de la
secuencia parcial del gen ARNr 16S, presentando un alto porcentaje de identidad (99%)
con bacterias pertenecientes al género Bacillus (niimero de acceso JX675232). Se conoce
que bacterias de éste género tienen la capacidad de persistir debido a la formacion de

estructuras de resistencia.
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El andlisis de los ERIC-fingerprints de los aislamientos Gram negativos analizados (121),

indico la presencia de 62 perfiles diferentes (Figura 24).
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Figura 24. Dendrogramas-UPGMA (coeficiente de similitud Dice) obtenidos de ERIC-fingerprints de
bacterias Gram negativas solubilizadoras de fosfato de parcelas control (C) y tratada (T) de suelos maniseros
de la provincia de Cérdoba de las muestras M1 (A), M2 (B) y M3 (C).

Los dendrogramas obtenidos para cada muestra permitieron agrupar a las bacterias en 5-6
clusters. En las tres muestras se observé al menos un cluster que solo agrupa a bacterias
provenientes de suelo tratado. Ademds, en M1 y M2 se obtuvieron clusters que soélo
agrupan a bacterias aisladas de suelo control. Estos resultados indicarian un cambio en la
diversidad de bacterias solubilizadoras de fosfato atribuible al agregado de agroquimicos.
En M1 se observé que bacterias que presentaban los perfiles 27 y 21 se encontraron con
mayor frecuencia (25 y 21%, respectivamente) y que, bacterias que mostraron este ultimo
perfil, se encuentran tanto en parcelas controles como tratadas. Una bacteria representativa
del perfil 21 fue identificada taxonémicamente mediante determinacién de la secuencia
parcial del gen ARNr 16S, presentando un alto porcentaje de identidad (99%) con bacterias

pertenecientes al género Enterobacter (mimero de acceso JX675234). Por otro lado, resulto
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interesante que bacterias que presentaron el perfil 1, observado en las muestras M2 y M3
provenientes de parcelas control, representan el 38% de las bacterias solubilizadoras de
fosfato analizadas. La identificacion taxondmica de una bacteria representativa del perfil 1
revelé que la misma presentd un alto porcentaje de identidad (99%) con bacterias
correspondientes al género Enterobacter (mimero de acceso JX675233). Si bien en la
mayoria de los casos los perfiles observados s6lo se encuentran en bacterias provenientes
de parcelas control o tratada, los perfiles 18 y 39 se encontraron tanto en parcelas control
como tratada en las muestras M2 y M3, respectivamente. Bacterias representativas de
ambos perfiles fueron identificadas taxonémicamente mediante analisis de ARNr 16S y
presentaron un alto porcentaje de identidad (99%) con bacterias pertenecientes a los
géneros Pseudomonas y Enterobacter (numeros de acceso JX675235 y JX675236,
respectivamente). Por su parte, bacterias que presentaron el perfil 62 fueron encontradas en
muestras M2 y M3 en ambos casos en parcelas control. Estos resultados sugieren la
existencia de bacterias solubilizadoras capaces de persistir a través del tiempo y resistir al
efecto de la aplicacion de los agroquimicos. Los resultados indican que con el agregado de
agroquimicos se observa un mayor numero de perfiles en los tres tiempos de muestreo (M1,
M2 y M3) (Tabla 10).

A su vez, cabe destacar que las bacterias identificadas taxonémicamente, ya sea por ser las
mas predominantes o por mantenerse pese a la aplicacion de los agroquimicos empleados
en este ensayo, pertenecen a géneros en los que ya se han identificado bacterias con
capacidad solubilizadora de fosfato (Subbarao, 1988; Kucey y col., 1989; Whitelaw, 2000)
que comunmente se encuentran asociados al cultivo de mani en la provincia de Cérdoba
(Taurian y col., 2010; Anzuay y col., 2013).

A los efectos de estimar cuantitativamente la diversidad de las bacterias solubilizadoras de
fosfato en las diferentes muestras y frente a la aplicacion de agroquimicos, se determinaron
a partir de los diferentes perfiles, los indices de diversidad de Simpson y de Shannon-
Wiener, muy utilizados en estudios de diversidad microbiana (Dunbar y col., 2000; Shen y
col., 2008; Wei y col., 2008; Zhang y col., 2009; Partanen y col., 2010; Sudarma y
Suprapta, 2011; Angelini y col., 2013).
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Tabla 10. Numero de aislamientos bacterianos solubilizadores de fosfato, coloracién de Gram, nimero de
perfiles BOX y ERIC-PCR e indices de Simpson y Shannon-Wiener obtenidos de las parcelas control y

tratada con agroquimicos en los tres tiempos analizados.

M1 (2 dias) M2 (63 dias) M3 (158 dias)

C T G T C T
N? de aislamientos
solubilizadores de P analizados | 2 32 30 28 24 28
Bacterias Gram + 10 21* 0 6 0 7
N° de perfiles BOX 3 9 0 5 0 5
Indice de Simpson 0.62 0.18 ND 0.07 ND 0.09
Indice de Shannon-Wiener 0.92 264 ND 225 ND 223
Bacterias Gram - 13 1 30 22 24 21
N° de perfiles ERIC 5 10 9 18 5 20
Indice de Simpson 027 0.02 0.45 0.02 0.56 0.005
Indice de Shannon-Wiener 1.88 329 1.50 4.06 0.99 739
Indice de Simpson Total 0.19 0.08 0.45 0.01 0.56 0.008
Indice de Shannon-Wiener 2.03 3.69 1.50 447 0.99 4.62
Total

C: parcela sin agroquimicos (control), T: parcela con agroquimicos (tratada), *: Diferencia estadisticamente significativa, ND: no
determinado

En lo que respecta a las bacterias Gram positivas, solo fue posible analizar el efecto de la
aplicacion de agroquimicos en la muestra M1 ya que en las muestras M2 y M3 no se
recuperaron tales bacterias de la parcela control. Los resultados obtenidos indican que dicha
aplicacion incrementa la diversidad de bacterias Gram positivas (Tabla 10). Por otro lado,
si se analizan los cambios en la diversidad de este grupo de bacterias en funcion del tiempo,
se observa un incremento en la misma en las muestras M2 y M3 provenientes de los suelos
tratados, con respecto a la muestra M1. Por otro lado, los indices de diversidad indicaron
que con el agregado de agroquimicos la diversidad de las bacterias Gram negativas
solubilizadoras de fosfato se incrementa. Con respecto a la parcela control, se observé que
la diversidad de este grupo de bacterias disminuye en funcién del tiempo, posiblemente
debido a que la planta durante su desarrollo seleccionaria un determinado grupo de
bacterias. Por otro lado, en la parcela tratada los resultados sugieren que la diversidad de las
bacterias solubilizadoras de fosfato Gram negativas aumentaria en funcion del tiempo.
Cuando se analizaron todas las bacterias solubilizadoras de fosfato de cada muestra,

independientemente del grupo de coloraciéon de Gram al que pertenecen, fue posible

MIC. MARIA SOLEDAD ANZUAY 81




CAPITULO 5 - EFECTO DE LA APLICACION DE AGROQUIMICOS EN EL CULTIVO DE MANI SOBRE
BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

observar que la aplicaciéon de los agroquimicos incrementd su diversidad. A su vez, en la
parcela control se observé que la diversidad disminuye en funcion del tiempo, al igual que
lo encontrado en el grupo de las bacterias Gram negativas. Por el contrario, en las parcelas

tratadas la diversidad no variaria a medida que transcurre el tiempo.

En sintesis, los resultados indican que las bacterias solubilizadoras de fosfato que albergan
los suelos maniseros de la provincia de Cordoba constituyen un grupo muy heterogéneo.
Algunas de ellas, son capaces de sobrevivir al efecto de la aplicacion de los agroquimicos
habitualmente empleados en el cultivo de mani. Sin embargo, éstos modificarian la
estructura de la comunidad bacteriana solubilizadora de fosfato del suelo, incrementando su
diversidad.

Diversos autores, mediante analisis de PCR-DGGE, reportaron que la aplicacion de
agroquimicos provoca cambios en la estructura de la comunidad bacteriana del suelo
(Girvan y col., 2004; Sun y col., 2004). Una gran variedad de sustancias quimicas, tales
como insecticidas y herbicidas, pueden ser degradadas y utilizadas como fuente de energia
y otros nutrientes por ciertos microorganismos (Stadnyk y col., 1971; Bhuyan y col., 1993;
Debnath y col., 2002; Das y col., 2003). Das y Debnath (2006) observaron que la aplicacién
de ciertos herbicidas incrementa tanto el crecimiento como las actividades fijadoras de
nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos de microorganismos asociados a suelo de arroz. Por
otro lado, algunas sustancias quimicas pueden ser toxicas o modificar actividades
promotoras del crecimiento vegetal en otros grupos bacterianos (Wardle y Parkinson, 1990;
Dick y Quinn, 1995; Haney y col., 2000; Kuklinsky-Sobral y col., 2005; Simonsen y col.,
2008). Asi por ejemplo, Mijangos y col. (2009) demostraron que ciertos herbicidas son
capaces de disminuir el crecimiento y las propiedades promotoras del crecimiento vegetal

de la bacteria Klebsiella sp. PS19.
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3. FRECUENCIA Y VARIABILIDAD DEL GEN pqgqE EN LAS BACTERIAS

CULTIVABLES Y NO CULTIVABLES SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

Con el fin de analizar el efecto de la aplicacion de agroquimicos sobre las bacterias
cultivables y no cultivables solubilizadoras de fosfato del suelo se analizé la variabilidad
del gen bacteriano pgqE. Este gen participa en la biosintesis del cofactor PQQ y su rol en la
capacidad solubilizadora de fosfato resulta esencial en un gran numero de bacterias.

Para ello, inicialmente y a los efectos de conocer si el gen pggE podria constituir un
potencial marcador de la poblacion de bacterias solubilizadoras de fosfato del suelo, se
determiné su presencia en bacterias pertenecientes a diferentes géneros bacterianos y en las

bacterias solubilizadoras de fosfato de la coleccion.

3.1. Presencia del gen pqqE en las cepas de referencia y en las bacterias

solubilizadoras de fosfato de la coleccion

Como se menciono en el Capitulo 2, para este analisis fueron incluidas cepas de referencia

a las que previamente en nuestro laboratorio se les analiz6 su capacidad solubilizadora de
fosfato. Las cepas de referencia que mostraron tal capacidad en medio NBRIP-BPB fueron:
Pseudomonas sp. NVAM24, Enterobacter sp. NONCI13; Klebsiella sp. NT31,
Pseudomonas sp. NCHA33, Klebsiella sp. TT001 y P. fluorescens CTR212. Por otro lado,
las cepas de referencia que no mostraron halo transparente de solubilizaciéon de fosfato y
que fueron empleadas como “controles negativos” fueron: Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144, B. japonicum USDA 110, Azospirillum brasilense Cd, Escherichia coli HB101 y Ps.
corrugata Pc5. Los resultados del andlisis de amplificacion por PCR del gen pgqE en estas
cepas indican que en las bacterias que presentaron un fenotipo no solubilizador, no fue
posible observar el producto de amplificacion esperado; mientras que en las cepas de
referencia solubilizadoras de fosfato, con excepcion de Kiebsiella sp. TT001, si fue posible
observar el producto de PCR correspondiente al fragmento de 700 pb del gen pgqgE (Tabla
11).
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Tabla 11. Presencia del gen pgqE y capacidad solubilizadora de fosfato en las cepas de referencia.

Formacion de halo
Bacterias PCR-pgqE transparente de

solubilizacion de P
Pseudomonas sp NVAM24 + +
Enterobacter sp. NONC13 + +
Klebsiella sp. NTI31 + +
Pseudomonas sp. NCHA33 + +
Klebsiella sp. TT001 BI +
P. fluorescens CTR212 + +
P.corrugata Pc5 - -

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 - -
Bradyrhizobium sp SEMIA 6144 - -
Azospirillum brasilense CD - -
Escherichia coli HB101 - ’ -

+: Presencia de producto de amplificacion/formacion de halo de solubilizacién de fosfato tricélcico;
-: Ausencia de producto de amplificacién/ausencia de formacién de halo de solubilizacién de fosfato tricalcico;
BI: Bandeo inespecifico

Como se mencion6é en el capitulo 3 (Figura 19), fue posible observar producto de
amplificacion del gen pgqE en todas las bacterias solubilizadoras de fosfato Gram negativas
de la coleccion y en la cepa comercial P. fluorescens.

A partir de los resultados obtenidos se concluye que los cebadores empleados para la
amplificacion del fragmento del gen pgqE permitieron determinar la presencia de este gen
en un elevado porcentaje de bacterias Gram negativas con capacidad solubilizadora de
fosfato, pertenecientes a diferentes géneros bacterianos y alejados filogenéticamente entre

r

Si.

3.2. Presencia del gen pqqE en los aislamientos cultivables solubilizadores de

fosfato provenientes de las parcelas control y tratada con agroquimicos

El andlisis de la presencia de este gen se realizd en todos los aislamientos solubilizadores
de fosfato (165) obtenidos a partir del estudio del efecto de la aplicacion de agroquimicos
sobre la diversidad genética de este grupo de bacterias. El fragmento de 700 pb
correspondiente al gen ppgE fue amplificado en un 85% (102/121) de los aislamientos
Gram negativos analizados. En la muestra M1, se determind la presencia del gen en el 25%
de las bacterias analizadas, valor que alcanzo el 82% en la muestra M2 y el 79% en la M3

(Tabla 12). Las bacterias que mostraron el producto de amplificacion esperado fueron todas
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Gram negativas. Estos resultados permiten sugerir que pgqE seria un potencial marcador

molecular de las bacterias Gram negativas solubilizadoras de fosfato.

Tabla 12. Porcentaje de bacterias solubilizadoras de fosfato aisladas a partir de muestras de suelo manisero

que mostraron presencia del gen pggE en su genoma y su frecuencia en la poblacién de bacterias Gram

negativas.
M1 (2 dias) M2 (63 dias) M3 (158 dias)
N® de aislamientos solubilizadores
de P analizados 55 28 32
% de aislamientos pggE + * 25% 82% 79%
Frecuencia del gen pqu - 13/24 (54%) 48/52 (92%) 41/45 (92%)

*:Porcentaje de aislamientos que contienen el gen pggE en el total de las bacterias analizadas en cada muestra;

**: Frecuencia del gen pgqE en las bacterias Gram negativas analizadas
Cuando se analizaron los resultados teniendo en cuenta el efecto de la aplicacion de
agroquimicos sobre las bacterias solubilizadoras de fosfato se observo que en la muestras
M1 y M3, hubo un menor porcentaje de bacterias que presentaron el gen pgqE en las

muestras de la parcela tratada respecto a las muestras de la parcela control (Figura 25).
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100 N Parcela tratada
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Figura 25. Porcentaje de bacterias Gram negativas solubulizadoras de fosfato PCR-pgqE positivas obtenidas
de las parcelas control y tratada con agroquimicos en los tres tiempos analizados.

Si bien fue posible observar un aumento con el tiempo en el numero de bacterias que
presentaron el gen pqqE, en las bacterias obtenidas de las muestras tratadas dicho valor no

alcanzo el 100%, a diferencia de lo observado en la parcela control de la muestra M3.
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A partir de los resultados obtenidos, es posible inferir que, independientemente de la
aplicacion de agroquimicos, la poblacion de bacterias que contiene el gen pggE aumenta a
medida que transcurre el tiempo; siendo mayor cuando la planta de mani alcanza su
madurez reproductiva. Esta observacién sugiere que la planta seleccionaria este grupo de
bacterias en la rizosfera.

Por otro lado, la disminucién en las muestras de la parcela tratada (M1 y M3) del niimero
de bacterias en las que se determind la presencia del gen pqqE respecto al control sugiere
que el agregado de agroquimicos ejerceria un efecto negativo sobre las bacterias
solubilizadoras de fosfato que contienen el gen pgqE, provocando cambios en la estructura
de la comunidad solubilizadora de fosfato cultivable. Estos resultados confirman lo
encontrado en los ensayos anteriores.

La presencia del gen pgqE en todas las cepas de referencia solubilizadoras de fosfato Gram
negativas, en todas bacterias Gram negativas de la coleccion y en la mayoria de las
bacterias solubilizadoras de fosfato Gram negativas aisladas tanto de parcelas control como
tratada, sugiere que este gen seria un potencial marcador molecular de bacterias Gram
negativas solubilizadoras de fosfato. Estos resultados motivan a profundizar el estudio de
dicho gen como una herramienta para el estudio de poblaciones bacterianas solubilizadoras

de fosfato.

3.3. Andlisis de la variabilidad del gen pgqE en las poblaciones no cultivables

solubilizadoras de fosfato

Se analiz6 a partir de ADN extraido de suelo la variabilidad del gen pgqE en las
poblaciones no cultivables solubilizadoras de fosfato. Para ello, se realizaron extracciones
de ADN de suelo de las parcelas control y tratada en los tres tiempos de muestra. Sin
embargo, y atin cuando fueron ensayadas diferentes metodologias de extraccion de ADN de
suelo, se obtuvo el molde esperado sélo en las dos parcelas (control y tratada)
correspondientes al tiempo de muestreo M2 (63 dias). A partir de dicho ADN se procedi6 a
amplificar el fragmento del gen pgqE de 700 pb (Figura 26).
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Figura 26. Producto de amplificaciéon por PCR de un fragmento de 700 pb correspondiente al gen pgqE a
partir de ADN extraido de muestras de suelo. Calles: M: Marcador de peso molecular 100 pb (productos-
PBL); 1: muestra M2 parcela control, 2: muestra M2 parcela tratada.

Los productos de amplificacion fueron clonados en el vector plamidico pGEM-T Easy y el
producto de ligacion fue utilizado para transformar células competentes de E. coli DH5a.
Para confirmar la presencia del inserto en las colonias blancas obtenidas se realizé colony-
PCR empleando los cebadores T7 que tienen sitio de unién en el vector pGEM-T y
amplifican un producto de aproximadamente 1000 pb.

Fue posible obtener producto de amplificacion en un total de 72 clones, 35 de los cuales

provienen de la parcela control y los 37 restantes de la parcela tratada con agroquimicos

(Figura 27).
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Figura 27. Producto de amplificacién de “colony-PCR” correspondiente a una colonia que presentaba el
inserto del gen pgqgE (aproximadamente 1000 pb). M: Marcador de peso molecular 1kb (Fermentas); calle 1:
producto amplificado de la colonia 2 obtenida de ADN de suelo de la parcela control de la muestra M2; calle
2: control negativo.

A los efectos de estudiar la variabilidad del fragmento del gen pqqE se procedio6 a analizar
el polimorfismo de su secuencia mediante RFLP. Para ello se evalu6 previamente in silico
su digestion mediante el andlisis de las endonucleasas que tienen sitios de corte en las
secuencias del gen pgqE de diferentes géneros bacterianos depositadas en el banco de genes
(GenBank) NCBI. A partir de dicho analisis fueron seleccionadas tres endonucleasas: Cfol,
Mspl y Ndell, las cuales fueron empleadas para digerir los productos de amplificacion del
fragmento de 700 pb de los 72 clones obtenidos.

Cuando se analizaron los productos de las digestiones con las 3 enzimas seleccionadas fue
posible observar 6 perfiles diferentes utilizando la enzima Cfol: A, B, C, D, Ey F, 7
perfiles con la enzima Mspl: A, B’, C', D', E', F" y G’ y se obtuvieron tres perfiles
diferentes al utilizar la enzima Ndell: A”", B”" y C"" (Tabla 13, Figura 28).
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Tabla 13. Perfiles de digestién obtenidos del anélisis RFLP-pgqE con las enzimas Cfol, Mspl y Ndell a partir

de ADN proveniente de suelo de las parcelas control y tratada con agroquimicos de la muestra M2.

Cfol Mspl Ndell
Perfil de Tamafio de bandas Perfil de Tamafto de bandas Perfil de Tamafio de bandas
digestion (pb) digestion (pb) digestion (pb)
A 305, 260, 180 A’ 500, 260, 190 A" 320, 220, 190, 140, 100
B 305, 260, 180, 110 B’ 260, 230, 180, 140, 80 B 320, 220, 190, 140
C 400, 310, 200, 150 C 260, 180, 140, 80 Cc” 650, 450
D 380, 270, 210, 180 D’ 270, 190, 150, 100, 70
E 330, 290, 200, 120 E 480, 280, 190, 140
F 380, 290, 180 F’ 450, 210, 150, 110, 80
G’ 450, 270, 190, 110, 80
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Figura 28. Dendrogramas-UPGMA (coeficiente de similitud Dice) obtenidos del analisis RFLP-pgqE con las
enzimas Cfol (A), Mspl (B) y Ndell (C) a partir de ADN proveniente de suelo de las parcelas control y tratada

con agroquimicos de la muestra M2.
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A partir de los perfiles obtenidos con las 3 enzimas seleccionadas se identificaron 16
patrones diferentes en los 72 clones analizados (Tabla 14). De ellos, 5 patrones (2, 3,4, 7 y
13) fueron observados tanto en muestras de la parcela control como tratada; siendo los
patrones 4 y 2 los predominantes (22 y 21%, respectivamente). Estos resultados sugieren
que los suelos albergan bacterias que presentan el gen pgqE capaces de sobrevivir a la
aplicacién de agroquimicos, resultados que coinciden con lo determinado en el grupo de

bacterias cultivables solubilizadoras de fosfato.

Tabla 14. Patrones obtenidos del RFLP-pgqgE con la enzimas Cfol, Mspl y Ndell de ADN obtenido de suelo

proveniente de las parcelas control y tratada con agroquimicos de la muestra M2,

Perfil de digestion Perfil de digestion  Perfil de digestion Patrén N® de clones presentes ¢n las muestras
Cfol Mspl Ndell
Parcela control Parcela tratada
B B’ B 1 1 0
F A’ SD 2 9 6
A B’ B 3 2 2
A C B 4 7 9
B C B 5 3 0
A A SD 6 1 0
A B A 7 2 5
B B’ A 8 0 2
E G’ SD 9 0 2
C F’ SD 10 2 0
D E’ SD i 0 3
A D B 12 0 1
A C C 13 4 §
A D C 14 0 1
A B SD 15 0 1
A D SD 16 4 0

SD: producto de amplificacién sin digerir
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En la parcela control se obtuvieron 10 patrones diferentes (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13 y 16)
en los 35 clones analizados y se observo que los predominantes fueron el 2 y 4 (26 y 20%,
respectivamente) (Tabla 14). Por otra parte, los patrones 1 y 6 se encontraron una sola vez.
En la parcela tratada se obtuvieron 11 patrones diferentes (2, 3, 4, 7, 8,9, 11, 12, 13, 14 y
15) en los 37 clones analizados y, al igual que en la muestra control, se observé que los
patrones predominantes fueron el 2 y 4 (16 y 24%, respectivamente) y los patrones 12, 14 y
15 se observaron una sola vez en los clones analizados.

El estudio de RFLP-pgqE demostré que de las 3 endonucleasas seleccionadas Cfol y Mspl
permitieron identificar un mayor nimero de perfiles diferentes. Sin embargo, aunque s6lo
se observaron tres perfiles diferentes al utilizar la enzima Ndell, y en algunos casos no se
observo producto de digestion, esta enzima permiti6 diferenciar patrones que con las otras
enzimas empleadas no habian sido discriminados.

A los efectos de determinar si el niimero de clones analizados reflejan la diversidad real de
las bacterias de suelo que contienen el gen pqqE, se estim6 el indice de cobertura de los
clones de las muestras. Se observé un indice de cobertura mayor al 70% tanto en parcela
control como tratada (80 y 72,7%, respectivamente) (Tabla 15). A partir de los patrones
obtenidos en cada muestra se estimaron los indices de diversidad de Simpson y Shannon-
Wiener y los resultados indican que habria un incremento en la diversidad de los clones que
contienen el gen pgqE en la parcela tratada. Estos resultados sugieren que el agregado de
agroquimicos modificaria la estructura de la poblacion bacteriana no cultivable

solubilizadora de fosfato que contiene el gen pgqE.

Tabla 15. Numero de patrones, porcentaje de cobertura, e indices de Simpson y Shannon-Wiener de los

clones obtenidos de suelo proveniente de las parcelas control y tratada con agroquimicos de las muestras M2.

Libreria de clones
Parcela Control ~ Parcela Tratada
Nimero de patrones totales 10 (35)* 11 @37
Cobertura (%) 80% 72,7%
Indice de Diversidad de Simpson 0,126 0,116
Indice de Diversidad de Shannon-Wiener 2,751 3,099

a: Los valores entre paréntesis indican el niimero de clones analizados de cada tratamiento
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Los cambios en la diversidad y estructura de las comunidades microbianas del suelo
pueden ser la clave para entender el impacto de los factores ambientales en la calidad del
suelo en los sistemas agricolas (Hartmann y Widmer, 2006). El analisis mediante RFLP es
un método apropiado para comparar cambios entre comunidades bacterianas en muestras
ambientales (Dunbar y col.,, 2000) y, en los ultimos afios, el estudio por RFLP de
fragmentos de genes bacterianos a partir de ADN de suelo ha ido incrementando. Asi, esta
técnica se puede utilizar a los efectos de evaluar diferentes practicas agricolas, como el uso
de agricultura organica o de fertilizantes, la contaminaciéon por metales, las variaciones
temporales o espaciales, etc. Los resultados obtenidos por otros autores indican que
mediante RFLP se han demostrado cambios en la estructura y en la diversidad de las
comunidades microbianas. Sin embargo, en la mayoria de los estudios el gen analizado ha
sido el ARNr 16S (Hartmann y col., 2006; Hackl y col., 2004; Smit y col., 1997). Otros
estudios, han analizado el efecto de diferentes condiciones de suelo o practicas agricolas
sobre la diversidad genes nif que codifican para la enzima bacteriana nitrogenasa, esencial
en la capacidad de fijacion bioldgica del nitrégeno de las bacterias del suelo (Poly y col.,
2001; Angelini y col., 2013). El presente seria el primer estudio que aborda el analisis de un
gen “representativo” de una subpoblacién de bacterias con capacidad solubilizadora de
fosfato. Asi, el elevado porcentaje de bacterias cultivables de suelo pertenecientes a
diferentes géneros bacterianos con esta propiedad promotora del crecimiento vegetal que
demostraron contener el gen pgqE y el hallazgo de una gran variedad de perfiles RFLP-
pqqE obtenidos de muestras de suelo, permitirian sugerir el mismo como un potencial gen
marcador para el estudio de bacterias Gram negativas solubilizadoras de fosfato de suelo. A
su vez, el andlisis de los resultados del efecto de los agroquimicos tanto en bacterias
solubilizadoras cultivables como en bacterias no cultivables indica que su aplicacion afecta

la estructura de dicha subpoblacion microbiana, incrementado la diversidad.
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® Las bacterias solubilizadoras de fosfato de la coleccion constituyen una comunidad
diversa que abarca diferentes géneros.

@ Los niveles de fosforo soluble liberados por las bacterias fueron variables y
mostraron correlaciéon con la evaluacion cualitativa. Los valores de pH del
sobrenadante en medio liquido conteniendo fosfato triclcico suplementado con
soluciones amortiguadoras sugieren que, en la mayoria de los casos, el mecanismo
mediante el cual las bacterias de la coleccion solubilizan fosfato estaria mediado por
acidificacion del medio.

® La relacion entre fosforo solubilizado y valores de pH en el sobrenadante de algunas
bacterias solubilizadoras de fosfato de la coleccion, indica que la acidificacion del
medio podria ser consecuencia de la produccion de acidos organicos. Sin embargo,
aunque las bacterias produjeron diversas cantidades de acido glucénico, para la
mayoria no se pudo establecer una relacion entre fosforo solubilizado y produccion
de este acido.

@ Los resultados del ensayo en microcosmo revelaron que la inoculacién de plantas de
mani con las bacterias solubilizadoras de fosfato de la coleccién, promueve el
crecimiento vegetal ¢ incrementa el contenido de P tanto en el tejido de las plantas
como en el soporte utilizado. Por lo tanto, estas cepas constituyen un grupo que, por
sus propiedades fisiologicas y metabdlicas, permitirian optimizar la produccion de
esta leguminosa en Cérdoba.

& La aplicacion de agroquimicos en el cultivo de mani modifica la estructura de la
comunidad de bacterias solubilizadoras de fosfato cultivables y no cultivables,
incrementando su diversidad.

& La presencia del gen pqqE en las cepas de referencia solubilizadoras de fosfato, en
todas las bacterias Gram negativas de la coleccion y en la mayoria de las bacterias
Gram negativas solubilizadoras de fosfato aisladas tanto de parcela control como
tratada con agroquimicos, sugiere que este gen seria un buen marcador molecular de

bacterias Gram negativas solubilizadoras de fosfato.
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A partir de los resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente tesis se propone
que las bacterias solubilizadoras de fosfato presentes en los suelos del area manisera de
Cérdoba constituyen un grupo filogenéticamente heterogéneo, cuya diversidad es afectada
por la aplicacion de agroquimicos, y que el principal mecanismo de solubilizacion de
fosfato seria la produccion de é4cidos organicos. La inoculacién de dichas bacterias en

plantas de mani resulta en un aumento en su crecimiento y contenido de P.
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