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RESUMEN

Numerosas especies de bacterias del suelo pueden crecer alrededor, o en los tejidos
de las plantas, estimulando su crecimiento mediante una gran variedad de
mecanismos. Dichos microorganismos son conocidos colectivamente como plant
growth promoting rhizobacteria (PGPRs) y su estudio es importante no sélo para el
entendimiento del rol ecolégico en su interaccion con plantas sino también para su
aplicacién biotecnoldgica en areas tales como la promocién del crecimiento vegetal. La
colza, en este sentido, ha sido poco estudiada aun cuando es el segundo cultivo
oleaginoso mas importante en el mundo después de la soja. Considerando la
importancia de utilizar dichos microorganismos para mejorar los rendimientos del
cultivo y minimizar el uso de fertilizantes quimicos, en este trabajo de tesis se planteé
como objetivo general la identificacion y evaluacion de bacterias aisladas de la
rizosfera de colza potencialmente utiles para incrementar los aportes de nitrégeno por
la via de la Fijacién Biologica de Nitrogeno (FBN) y/o la disponibilidad de fésforo
asimilable, como asi tambien analizar la influencia de los exudados radicales de dicho
cultivo, sobre la supervivencia, crecimiento y formacién de biofim de PGPRs
asociadas al mismo. Finalmente, determinar si la siembra de semillas de colza
inoculadas con las bacterias promotoras del crecimiento vegetal afecta la nodulacién y
la micorrizacion de plantas de soja cuando ésta le sigue en la rotacion. Se aislaron 40
morfotipos bacterianos los que se caracterizaron fenotipica y genotipicamente.
Aquellos aislamientos que presentaron la capacidad de solubilizar fosfato o fijar
nitrogeno fueron evaluados en ensayos en camara de plantas encontrandose 7
aislamientos solubilizadores de fosfato y 6 fijadores de nitrégeno capaces de promover
el crecimiento vegetal, los que fueron seleccionados para realizar ensayos a campo.
Por otro lado, se determiné que, en presencia de exudados radicales de coiza, no se
afect6 el crecimiento y la viabilidad de los aislamientos seleccionados. Sin embargo la
formacion de biofilm se vio inducida en la mayoria de ellos y solo en algunos se afecté
la produccién de sefales de quorum sensing. En ensayos a campo, el cultivo de colza
presentd una importante respuesta a la inoculacién tanto con microorganismos
solubilizadores de fosfato como con los fijadores de nitrégeno. Asimismo, se determiné
que el cultivo de colza tiene efectos negativos en la micorrizacién de soja cuando ésta
le sigue en la rotacion. Este trabajo de tesis constituye un aporte al desarrollo de una
estrategia biotecnologica, como es la inoculacion con PGPRs, que posibilita
incrementar el crecimiento y el rendimiento del cultivo de colza, minimizando el uso de

fertilizantes quimicos y contribuyendo asi al desarrollo de una agricultura sustentable.



ABSTRAC

Numerous species of soil bacteria grow around or within the tissues of plants,
stimulating their growth through a variety of mechanisms. These microorganisms are
collectively known as plant growth promoting rhizobacteria (PGPRs). The study of
these bacteria is important not only for the understanding of their ecological role in the
interaction with plants but also for their biotechnological application. Rapeseed, in this
sense, has been little studied even though it is the second most important oilseed crop
in the world after soybean. Considering the importance of using these microorganisms
to improve crop yields and minimize the use of chemical fertilizers the aim of this study
was to isolate and identify bacteria from the rhizosphere of rapeseed plants.
Furthermore, their ability to fix nitrogen and solubilize phosphate as well as the
capacity to promote plant growth were aiso determined. Additionally, the influence of
rapeseed root exudates on survival, growth and biofilm formation ability of PGPRs
associated with this crop was analyzed. Finally, the effect of the inoculation of
rapeseed seeds with PGPRs on soybean plants growth, nodulation and arbuscular
mycorrhiza root colonization when this follows in crop rotation was evaluated. We
isolated 40 different bacterial morphotypes which were phenotypically and
genotypically characterized. Those isolates that showed the capacity to solubilize
phosphate or to fix atmospheric nitrogen were evaluated in greenhouse experiments.
Seven phosphate solubilizing strains and 6 nitrogen fixers able to promote plant growth
were selected for field trials. On the other hand, no changes in the bacterial growth
were observed in medium supplemented with root exudates compared with control,
and bacterial viability was not affected. However, under this condition biofilm formation
was induced almost in all the isolates while the quorum sensing signals production was
affected only in some of them. In field trials, rapeseed showed a significant response to
inoculation with phosphate solubilizing or with nitrogen fixing microorganisms. Also, it
was demonstrated that rapeseed cultivation has a negative effect on the soybean
arbuscular mycorrhiza root colonization when this follows in crop rotation. in synthesis,
this thesis is a contribution to the development of a biotechnological strategy such as
inoculation with PGPRs, which enables to promote growth and increase rapeseed crop
yield, minimizing the chemical fertilizers use and contributing to the development of

sustainable agriculture.
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La planta de colza (Brassica napus L.)

La colza es una oleaginosa perteneciente a la familia Cruciferae
(Brassicaceae). Hay evidencias de su uso en la India desde varios siglos antes de
Cristo, el que se extendié a China y Japdn en la era cristiana. Debido a su capacidad
de crecer y desarrollar a bajas temperaturas, su cultivo se extendié a Europa a
mediados del siglo XV. Durante la segunda guerra mundial la colza se comenzé a
cultivar en Canada con la finalidad de obtener aceites de uso industrial, ya que su
utilizacion para el consumo humano estaba limitada debido a la presencia de
compuestos indeseables como el acido erucico. En la década del 60, se comenzaron a
realizar trabajos de mejoramiento para otorgarle al aceite caracteristicas de calidad y
hacerlo apto para la alimentacion. En Argentina la colza se introdujo en el afio 1940, y

en 1974 se iniciaron los primeros ensayos bioecoldgicos (Iriarte y Valetti, 2008).

La planta de colza es anual, posee una raiz principal pivotante. Su tallo es
erecto y ramificado y puede alcanzar una altura superior a 1,60 m. Las hojas se
disponen en forma alterna alrededor del tallo y poseen diferente morfologia. Las flores
son de color amarillo y el fruto caracteristico de la familia de las cruciferas,
denominado silicua, contiene entre 20 y 24 semillas dependiendo del cultivar y de las
condiciones de cultivo (Iriarte y Valetti, 2008) (Fig. 1).

Figura 1. Planta de colza (Brassica napus L.)

Mic. Lucio Valetti 1
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Desarrollo y crecimiento

El término desarrollo se refiere al progreso del cultivo a través de los diferentes
estadios durante su ciclo de vida (emergencia, produccion de hojas o formacion de
roseta, inicio de la floracion, plena floracion, desarrollo de silicuas, formacion de
semillas, madurez). En cambio, el crecimiento implica el aumento de tamafo de los

organos y la acumulacién de materia seca.

El periodo vegetativo del desarrollo de colza comprende las etapas de
germinacion, emergencia y formacion del estado de roseta (Fig. 2). Es importante que
este Ultimo se alcance rapidamente ya que ello contribuye a una mejor captacion de
luz, menor evaporacién de agua, mejor control de malezas y mayor resistencia a las

adversidades climaticas.

El periodo reproductivo implica la elongacion de la rama floral, la floracién, la

formacion de silicuas y la maduracién (Iriarte y Valetti, 2008).

Periodo Vegetativo Periodo Reproductivo

Figura 2. Crecimiento y desarrollo de la planta de colza Brassica
napus {extraido de Iriarte y Valetti, 2008).

Produccion y usos industriales del cultivo

El cultivo de colza ocupa el segundo lugar en cuanto al volumen de grano
producido en el mercado mundial de semillas oleaginosas, luego de la soja. Los
mayores productores mundiales son la Unién Europea, China, Canadd, India y Japén.
En la actualidad, la colza es cultivada y procesada para la obtencién de harinas con
las que se elaboran alimentos que se emplean en la produccion animal v,
especialmente, aceites aptos para el consumo humano y uso industrial (Carré y

Pouzet, 2014). La produccion y el procesamiento del cultivo han crecido en los ultimos
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afios, especialmente en la Unién Europea, debido principalmente al empleo del aceite
para la elaboracion de biocombustibles. De acuerdo a los ultimos informes del
Ministerio de Agricultura de Estados Unidos, en la campariia 2014/2015 se produjeron

en el mundo mas de 71 millones de toneladas de colza (Tabla 1).

Tabla 1. Produccién mundial de colza en millones de toneladas.

Prol:;:l"zf:res 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12 2012/13 2013/14 2014/15
Unién Europea 189 21.4 203 19.1 19,1 21,16 24.26
China 11.0 13.2 12.8 13.0 13,5 14,4 14.6
Canadd 12.64 11.8 11.8 14.2 13,3 18 15.56
India 6.6 6.8 7.0 7.0 6,8 7,3 7.1
Otros paises 9.18 6.2 6.5 7.56 9,5 10,15 10.2
Total mundial 58.32 59.40 58.4 60.83 61,1 71.01 71.72

El aceite que se obtiene de la semilla es de alta calidad ya que contiene baja
proporcién de acidos grasos saturados (6%). Por otra parte, su elevado contenido de
acido oleico (alrededor del 60% vy, en las variedades mejoradas, mas del 80%) y bajo
contenido de &cido linoleico (21%) contribuye a mejorar su calidad. En cuanto al
contenido de acido oleico, los valores son similares a los del aceite de oliva, uno de los
de mayor calidad para el consumo humano. Ademas de los 4cidos grasos estearico,
palmitico y oleico, también contiene acidos grasos esenciales como linoleico u omega
6 y alfa linoleico u omega 3, esteroles y tocoferoles como la vitamina E (Tabla 2, Fig.
3).
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Tabla 2. Composicion de acidos oleicos y linoleicos
del aceite de diferentes oleaginosas.

Cultivo % deAcido
Linoleico Oleico

Colza T 61
Girasol 71 16
Maiz 3‘7 29
Oliva 9 75
Soja 54 23
Mani 33 48
Algoddn 54 19
Palma 10 39
Coco 2 B

Colza

|Girasol Oleico

Girasol

Maiz

Oliva

Soja

Mani

Algodoén

Palma

Coco

0% 20% 40% 60% 80% 100%
[ = Ac saturados ElLinoleico = Alphalinoleico = Oleico J

Figura 3. Composicién de las diferentes grasas alimenticias. (Extraido de Iriarte
y Valetti, 2008).
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El cultivo de colza en Argentina

El cultivo de colza se presenta como una excelente opcion en nuestro pais tanto
para los productores como para la industria ya que posee diversas ventajas:

a) la produccién de aceite en Argentina estd centrada casi exclusivamente en
cultivos estivales. La colza por su ciclo inverno — primaveral accede al mercado en otra
época del afio, por lo cual abastece a la industria en momentos en que ésta
permanece ociosa, y no se superpone con la molienda de las otras oleaginosas;

b) al tratarse de un cultivo de areas templado-frias, brinda al productor una opcién
importante como componente de su rotacién agricola que en estas zonas se limita
principalmente a cereales de invierno;

c) la colza, en planteos de siembra directa, permite la implementacion de cultivos
de segunda tales como soja 0 maiz; y

d) el rendimiento en aceite que se obtiene es de excelente calidad lo que permite
su comercializacién adn en los mercados mas exigentes (Iriarte y col., 2007).

A pesar de lo mencionado anteriormente y aun cuando en la actualidad son
varias las acciones que se desarrollan para impulsar la siembra de colza tanto desde
el ambito estatal (INTA, Universidades) como privado (empresas semilleras,
asociaciones de productores), en nuestro pais todavia no se ha logrado alcanzar un

crecimiento sostenido del cultivo.

En Argentina, el area agricola destinada a la produccién de colza en 1991 y 1992
fue de 51000 ha. Sin embargo, en afos posteriores, problemas en la comercializacién
produjeron un decrecimiento en el area sembrada. En 1996 y 1997 no se relevé
superficie sembrada, y desde 1998 hasta el afio 2006 ésta fue escasa, no superando
las 19.000 ha. En los tltimos 4 afios se ha observado un incremento importante debido
especialmente a la incorporaciébn de nuevas areas agricolas como la del NEA,
principalmente en la provincia de Entre Rios, y algunas areas marginales como la del
norte de Cérdoba y Santiago del Estero, alcanzando un maximo de 120.000 ha en el
afno 2012 (Fig. 4).
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Figura 4. Hectareas sembradas con colza en Argentina en el periodo 1990-2014.

Fuente: INTA. Chacra Experimental Integrada Barrow.

En nuestro pais, la colza se presenta como un producto que satisface las
exigencias mundiales en cuanto a calidad, se adapta a nuestras condiciones de clima
y suelo, y ha demostrado tener amplio potencial de rendimiento, tanto en grano como
en aceite, empleando un esquema sencillo de manejo del cultivo (Iriarte y Lopez,
2014).

Segun lIriarte y Lopez (2014), para lograr un crecimiento sostenido del cultivo es
necesario a) profundizar acciones referidas a investigacién, desarrollo y transferencia
a profesionales y productores; b) ampliar la difusién de los conocimientos relativos a
implantacién y cosecha; c) reforzar la genética disponible incorporando mas cultivares
que presenten adaptaciéon y estabilidad ante las condiciones climaticas de una zona
productiva tan amplia; d) evaluar y registrar agroquimicos para atender las
necesidades sanitarias del cultivo en el pais dado que practicamente no existen en el
pais productos registrados para tal fin e) incrementar la eficiencia de los servicios
vinculados a su produccién, fundamentalmente acondicionamiento, almacenaje y
transporte.

Por ello, resulta relevante implementar estrategias biotecnolégicas que impulsen el
desarrollo del cultivo en nuestro pais, como el uso de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal para la elaboraciéon de biofertilizantes, contribuyendo con elio al

desarrollo de una agricultura sustentable.
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Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal

Los microorganismos del suelo juegan un rol clave en la estabilidad de su
estructura dado que muchos de ellos son productores de compuestos extracelulares
insolubles en agua que contribuyen a la agregacién de las particulas del suelo.
Ademas, estan involucrados en los ciclos biolégicos de diferentes elementos quimicos,
en la descomposicion de residuos organicos, pudiendo también establecer
asociaciones benéficas con otros organismos. Entre las caracteristicas de los
microorganismos del suelo que son deseables para la produccién vegetal, se pueden
mencionar la capacidad de aportar nutrientes a las plantas, estimular su crecimiento y
controlar o inhibir la actividad de patégenos de vegetales (Requena y col., 2001). El
estudio de bacterias asociadas a plantas es importante no sélo para el entendimiento
de su rol ecoldgico sino también para la aplicacién biotecnolégica de estas bacterias
en areas tales como la promocién del crecimiento vegetal (Kuklinsky-Sobral y col.,
2004).

El término rizésfera puede ser definidko como el volumen de suelo
especialmente influenciado por las raices de las plantas o en asociaciéon con ellas y
con el material vegetal producido (Bhattacharyya y Jha, 2012). Segun Bringhurst y col.
(2001), la rizésfera incluye la region del suelo unida a la raiz de la planta y se extiende

unos pocos milimetros desde la superficie radical.

Las bacterias del suelo que viven alrededor, o en los tejidos de las plantas,
estimulando su crecimiento por accién de diferentes mecanismos, son conocidas
colectivamente como bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPRs (de Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper y col., 1989) y se seleccionan como
resultado de los procesos de co-adaptacion y co-evolucion entre ambos organismos
bajo la influencia de las raices (Lucas Garcia y col., 2001). Las PGPRs pueden afectar
el crecimiento vegetal de un modo directo o indirecto (Glick, 1995). La promocion
indirecta del crecimiento ocurre cuando las PGPRs atenuan o previenen los efectos
deletéreos de uno o mas organismos fitopatégenos a través de la competencia por
nutrientes o hierro mediada por sideréforos, la antibiosis o la induccién de resistencia
sistémica en la planta huésped (Renwick y col., 1991; Pal y col., 2001; Karthikeyan y
col., 2005). La promociéon directa puede estar mediada por la produccion de
fitohormonas (Donate-Correa col., 2004) o la provision de ciertos nutrientes mediante
diferentes procesos como la fijacién de nitrégeno (Han y col., 2005) o la solubilizacién
de fésforo (Rodriguez y Fraga, 1999). Estos microorganismos generalmente presentes

en la rizésfera, muestran una quimiotaxis positiva hacia los exudados de raices y

Mic. Lucio Valetti 7



Tesis Doctoral — 2015 Capitulo I: Introduccion

semillas, y utilizan compuestos quimicos alli presentes como fuentes nutritivas (Zheng
y Sinclair, 1996; Kumar y col., 2007; Tan y col., 2013). Los componentes quimicos
secretados por las raices de las plantas juegan un papel muy importante en la
seleccion y el enriquecimiento de un determinado tipo de bacterias en la rizésfera. Por
lo tanto, la estructura de la comunidad bacteriana desarrollada en ésta, es el resultado
de la presencia de ciertos tipos de constituyentes organicos en los exudados de la
raiz, asociada a la dependencia de las bacterias para utilizarlos como fuente de

energia (Narula y col. 2009).

Segln el habitat y su relacién con la planta huésped, las PGPRs pueden
clasificarse en dos niveles basicos de complejidad: a) epifitas y b) enddfitas
(Bhattacharyya y Jha, 2012). Las bacterias epifitas pueden colonizar la rizésfera (o
ectorizosfera), la superficie de la raiz y a menudo los espacios intercelulares
superficiales de este o6rgano (Bhattacharjee, 2008). Los géneros bacterianos
Agrobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas

y Serratia entre otros han sido aislados de la rizésfera.

Las PGPRs endéfitas colonizan los espacios apoplasticos (conocido como
endorizésfera) de la planta huésped donde se han podido identificar bacterias
pertenecientes a los géneros Enterobacter, Klebsiella, Serratia, y otros miembros de la
familia Enterobacteriaceae (Chelius y Triplett 2000; Gyaneshwar y col., 2001; Iniguez y
col., 2004; Govindarajan y col., 2007; Roesch y col., 2007; Jorquera y col 2008; Sheng
y col., 2008). La relacién mejor caracterizada que involucra la colonizacion de un
huésped por un enddfito es la simbiosis rizobio-leguminosa, que contribuye a la fijacion
biolégica de nitrégeno (Vessey, 2003). La quimioatraccion, adherencia e infecciéon del
microsimbionte y la formacioén del ndédulo radical son procesos altamente complejos y
regulados que actualmente estan descriptos con profundidad para muchas plantas
leguminosas (Gualtieri y Bisseling, 2000; Spaink, 2000; Ferguson y col., 2010; Gourion
y col., 2014; Downie, 2014). En cambio, para las relaciones enddéfitas no simbidticas,
las etapas tempranas de colonizacién de las raices en plantas jovenes y el
establecimiento de las comunidades en plantas maduras no son aun tan claramente
entendidas (Vessey, 2003; Hardoim y col, 2008).
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Bacterias fijadoras de nitrégeno

El nitrégeno (N) es un nutriente esencial para las plantas. Su habitual
deficiencia en el suelo contribuye al reducido rendimiento de algunos cultivos. Si bien
el nitrégeno molecular es un constituyente importante de la atmésfera (mas del 70%),
su utilizacién directa por plantas superiores o animales esta restringida ya que sélo
son capaces de asimilar el nitrégeno combinado, por lo que resulta necesaria una
conversion previa del nitrégeno gaseoso a nitrito, nitrato o amonio (Taiz y Zieger,
1991). Esta conversién se denomina “fijjacion de nitrégeno” y el proceso mas

importante por el cual se lleva a cabo es la fijacion bioldgica de nitrégeno.

La fijacién biolégica del nitrégeno atmosférico consiste en la reduccion de N, a
NH,* por la enzima nitrogenasa. Es, después de la fotosintesis, la ruta metabolica mas
importante para el mantenimiento de la vida en la biosfera. Curiosamente, este
proceso crucial, sélo puede ser llevado a cabo por unos pocos grupos de seres vivos,
todos ellos procariotas (Sprent y Sprent, 1990). Si bien los microorganismos fijadores
de nitrégeno, denominados diazétrofos, no constituyen un grupo taxonémico
homogéneo, comparten la caracteristica de poseer la enzima nitrogenasa (Zehr y col.,
1998). Esta enzima posee tres subunidades multiples, las cuales estan codificadas por
los genes nifH, nifD y nifK (Rubio y Ludden, 2002). El gen nifH codifica la subunidad
dinitrégeno reductasa y es ampliamente utilizado como marcador para el analisis de la
filogenia, la diversidad y la abundancia de microorganismos fijadores de nitrégeno
(Hurek y Reinhold-Hurek, 2005; Gaby y Buckley, 2012).

El grupo de bacterias diazétrofas comprende organismos fotétrofos, como los
pertenecientes a las familias Rhodospirillaceae, Clorobiaceae y Cianobacteriae;
organismos quimioautétrofos, como los géneros Thiobacillus, Xanthobacter y
Desulfovibrio, y organismos heterétrofos como los pertenecientes a la familia
Frankiaceae, Rhizobiaceae y a los géneros Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella y
Clostridium (Sprent y Sprent, 1990). Estos organismos pueden realizar la fijacién
biolégica de nitrégeno ya sea independientemente o estableciendo relaciones
simbiéticas con otros organismos. La contribuciéon global de la fijaciéon bioldgica de
nitrégeno es de 180 x 10° toneladas métricas de N por afio. El 83% del nitrégeno fijado
proviene de las asociaciones simbitticas, mientras que el resto es proporcionado por
los fijadores libres (Graham, 1988).

El apoplasto en la endorizésfera parece ser un habitat favorable para
diazétrofos fijadores de nitrégeno como consecuencia de una mayor disponibilidad de

carbohidratos secretados por la planta, menor competencia con otros microorganismos
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y una presion de oxigeno mas baja que en la ectorizésfera (Bazin y col., 1991). Varios
diazétrofos han sido aislados de la endorizésfera de plantas no leguminosas,
especialmente gramineas. En plantas leguminosas, dicha asociacion implica la
formacion en las raices de estructuras especializadas llamadas nédulos, en donde se
lleva a cabo la reduccién del nitrégeno atmosférico a amonio (Sessitsch y col., 2002).
Para minimizar la dependencia de fertilizantes nitrogenados en la agricultura mundial,
se han propuesto diferentes alternativas que incluyen desde la modificaciéon genética
de las plantas a la optimizacién y mejora de la fijacion biolégica de nitrégeno (Vance,
2001).

Bacterias solubilizadoras de fosfatos

El fosforo (P) en las plantas se encuentra formando parte de moléculas clave
como acidos nucleicos, fosfolipidos y ATP, y cumple con funciones estructurales y
regulatorias cruciales en la fotosintesis, conversién de energia y metabolismo del
carbono (Schachtman y col 1998; Raghotama, 1999; Ticconi y Abel, 2004). Después
del nitrégeno, es el elemento mas requerido por plantas y microorganismos. Sin
embargo, a pesar de su abundancia en la naturaleza tanto en formas inorganicas
como organicas, es un factor limitante del desarrollo vegetal (Alexander, 1980). Las
plantas deben absorberlo del suelo, donde se encuentra en muy baja concentracién
(entre 5 y 30 mg/Kg de suelo). Su baja disponibilidad es debida a que el fosforo
soluble reacciona con iones de calcio, hierro o aluminio lo que provoca su precipitacion
o fijacion (Rodriguez y Fraga, 1999). Los fosfatos inorganicos aplicados como
fertilizantes quimicos también pueden ser inmovilizados en el suelo y como
consecuencia no son aprovechados por los cultivos (Peix y col., 2001). Se calcula que
el 40% de los suelos agricolas del planeta es deficiente en fésforo disponible para las

plantas (Gyaneshwar y col., 2002).

La solubilizaciéon de fosforo en la rizésfera es la actividad mas comun de las
PGPRs y contribuye al incremento en la captacién de este nutriente por la planta
huesped (Richardson, 2001). Se ha estudiado la capacidad de diferentes especies
bacterianas de solubilizar compuestos de fésforo inorganico tales como el fosfato
tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita, y fosfato rocoso (Goldstein, 1986). El fésforo
es tambien liberado de los compuestos fosforados organicos mediante procesos
enzimaticos (Rossolini y col., 1998) mientras que la liberacién de acidos organicos,
tales como el acido glucénico, es el principal mecanismo por el cual los compuestos

fosfatados son movilizados (Rodriguez y Fraga, 1999). Esta capacidad es una
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propiedad altamente deseable en los microorganismos del suelo que podria contribuir
a complementar o reemplazar a la—aplicacién de fertilizantes quimicos. Se han
realizado numerosos trabajos con diferentes microorganismos, empleando tanto
inéculos simples como mixtos, los que han demostrado que su aplicacién en cultivos
de trigo y gramineas produce un incremento significativo del rendimiento de las
cosechas (Chabot y col., 1996; Pal, 1998; Wakelin y col., 2004; Hameeda y col., 2006;
Babana y Antoun, 2006; Ahmed y El-Araby, 2012). Existen pocos antecedentes con
respecto al efecto de la inoculacion de bacterias solubilizadoras de fosfato en el
crecimiento y el rendimiento de semillas de plantas de colza (Hall y col. 1996; Bertrand
y col, 2001, Salimpour y col.2010)

Hongos micorricicos

Ademas de algunas bacterias, ciertos hongos del suelo también pueden
promover el crecimiento vegetal. Las micorrizas son asociaciones simbibticas
mutualistas que se establecen entre las raices de la mayoria de las plantas y las hifas
de hongos pertenecientes a las familias Basidiomycota, Ascomycota vy
Glomeromycota. Se trata de una asociacién simbibtica puesto que los hongos se
benefician con el suministro de fuentes carbonadas provenientes de la planta, mientras
que esta ultima se beneficia por la mayor cobertura de suelo a nivel de raices facilitada
por los hongos, aumentando la capacidad de absorcién de nutrientes minerales,
especialmente fosforo (Smith y Read, 1997). Otra ventaja de esta asociacién es que la
capacidad fungica de solubilizar fésforo posibilita el uso de estos microorganismos
como biofertilizantes en una gran variedad de cultivos (Neumann y George, 2004). Sin
embargo, no se han identificado micorrizas en plantas de la familia Cruciferaceae (a la

que pertenece colza) (Azcén y Barea, 1997).

Los hongos micorricicos son simbiontes estrictos que requieren de la
colonizacién de la raiz de una planta susceptible de formar micorrizas para completar
su ciclo de vida (Fig. 5). Dicho ciclo se inicia con la germinacién de esporas. Este es
un proceso independiente de la presencia de la planta hospedadora, y sélo requiere de
condiciones adecuadas de humedad y temperatura (Hepper, 1981). La espora germina
dando lugar al micelio que, en ausencia de la planta hospedadora, alcanza un
desarrollo muy limitado. Sin embargo, en presencia de raices micotroficas, o de los
exudados radicales que producen, el desarrollo del micelio es mayor (Gianinazzi-
Pearson y col,. 1989; Tamasloukht y col., 2003). Una molécula sefial exudada por las

raices de las plantas, denominada estrigolactona, es esencial para el establecimiento
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de la simbiosis planta-micorriza (Xie y col.,, 2010). Ademas, se demostré que las
estrigolactonas no solo son capaces de inducir la ramificacion de las hifas, sino
también de activar la funcidén mitocondrial y la germinacién de esporas (Besserer y
col., 2006; Besserer y col., 2008). Cuando una hifa alcanza la superficie de la raiz, se
adhiere a ella y forma una estructura llamada apresorio, a partir de la cual, se produce
la penetracion en la raiz de la planta dos o tres dias después (Giovanetti y col., 1993;
Jolicoeur y col.,, 1998). Las hifas del hongo se extienden por los espacios
intercelulares de la corteza radical formando, a intervalos regulares, pequefias
ramificaciones laterales que penetran las paredes celulares y se ramifican
dicotomicamente, dando lugar a los arbusculos, estructura en la cual se produce el
intercambio de nutrientes entre planta y hongo (Gianinazzi-Pearson y col., 1991). Por
uitimo, en ciertas especies de hongos se observa también la formacién de vesiculas,
estructuras ovoides, repletas de globulos lipidicos cuya funcion es almacenar
sustancias de reserva (Smith y Giannizzi-Pearson, 1988). Simultaneamente con la
colonizacion de la raiz, el hongo desarrolla en el suelo una red de micelio que
constituye la fase extra-radical de la simbiosis, principal responsable de la absorcién
de nutrientes minerales que seran posteriormente cedidos a la planta. Sobre las hifas
extra-radicales se producen las esporas de resistencia, cerrandose de este modo el
ciclo de vida (Bonfante y Perotto, 1995) (Fig. 5).

hifas
Internas  5rpsculos
hifas
externas
Pelo
radical
esporas

vesiculas

Figura 5. Colonizacion de la raiz por Micorrizas (Mousain, 1983).
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Rol de los exudados radicales en la interaccion planta-microorganismos

En las relaciones rizosféricas, las PGPRs pueden colonizar la rizésfera, la
superficie radical o incluso los espacios intercelulares superficiales. Esta capacidad
colonizadora de las PGPRs puede ser afectada por los cambios fisicos y quimicos que
ocurren en el suelo, provocados por la liberacién radical de diferentes compuestos de
bajo peso molecular como aminoacidos, acidos organicos, azucares, flavonoides y
otros metabolitos secundarios, ademas de moléculas de alto peso molecular como
polisacaridos y proteinas (Fageria y Stone, 2006). Dichos compuestos liberados al
suelo por las raices son conocidos como exudados radicales (Vessey, 2003; Bais y
col., 2006) y constituyen la principal fuente de nutrientes para los microorganismos que
habitan la rizésfera. Por lo tanto, el crecimiento bacteriano a partir de dichas moléculas
es esencial para la colonizaciéon y establecimiento en la rizésfera (Haas y Defago,
2005). Es por ello que dichos exudados son considerados un factor determinante en la
estructura de la comunidad bacteriana de la rizésfera (Dennis y col., 2010). La especie
y edad de [a planta, su estado fisiolégico y grado de lignificaciéon del aparato radical
son factores que afectan la composicién cualitativa y cuantitativa de los exudados
radicales (Lynch, 1990; Gutiérrez Mafiero y col., 1995) y, por lo tanto, influyen en el
funcionamiento de la rizésfera. No obstante, la influencia directa de los exudados
radicales en las comunidades microbianas de la rizésfera probablemente se limite a
pequefas ventanas espacio-temporales que rodean los apices de las raices (Dennis y
col.,, 2010).

Las moléculas excretadas por las raices de las plantas, ademas de constituir
una fuente de sustratos carbonados y nitrogenados para los microorganismos,
desempefan varias funciones. Una de ellas es actuar como precursores para la
sintesis de otras moléculas que alteran la fisiologia de la planta, como por ejemplo el
triptéfano en la produccién de auxinas. Componentes tales como carbohidratos, acidos
organicos y aminoacidos han demostrado estimular positivamente la quimiotaxis
bacteriana (Somers y col., 2004). Los acidos organicos también pueden mejorar la
nutricién mineral de la planta (Dennis y col., 2010). Las micorrizas pueden reconocer la
presencia de un huésped compatible a través de los exudados radicales, mediante una
comunicacion molecular similar al reconocimiento que ocurre entre rizobios vy

leguminosas (Nagahashi y Douds, 2003; Tamasloukht y col., 2003).

Se conoce que los exudados radicales contienen compuestos que pueden
afectar la estructura y composicion de la comunidad microbiana de la rizosfera
(Hartmann y col., 2009). Algunos compuestos pueden afectar la permanencia de un

microorganismo al mismo tiempo que atraen a otro, o bien dos organismos con
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funciones ecolégicas muy distintas pueden ser atraidos provocando, por lo tanto,
consecuencias diferentes en la planta. Un ejemplo de este fenédmeno es la secrecién
de isoflavonoides por raices de soja que atraen simuitaneamente a organismos
mutualistas (Bradyrhizobium japonicum) y patdégenos (Phytopthora sojae) (Morris y
col., 1998). Para proliferar y establecerse en la rizésfera, las bacterias deben ser
capaces de utilizar los exudados radicales, colonizar efectivamente la raiz o la

superficie del suelo rizosférico y competir con otros organismos (Dennis y col., 2010).

Rol de los biofilms bacterianos en la colonizacion de tejidos vegetales

La colonizacién bacteriana de las raices esta estrechamente relacionada con la
formacion de biofilms (también llamados biopeliculas), proceso que constituye una
estrategia que les permite a las bacterias sobrevivir a la desecacién y a otros estreses
ambientales (Hamon y Lazazzera, 2001; Molina y col., 2003). La capacidad de formar
biofilms en la semilla y en la rizésfera se ha asociado en algunos casos a una eficiente
colonizacién de tejidos vegetales (Danhorn y Fuqua, 2007).

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos (EPS) y adheridos a una superficie
inerte o a un tejido vivo (Ramey y col., 2004). La formacién de biofilms representa la
forma habitual de crecimiento de las bacterias en la naturaleza. Estudios realizados
utilizando microscopia confocal han mostrado que la arquitectura de la matriz del
biofilm no es sélida y presenta canales que permiten el flujo de agua, nutrientes y
oxigeno incluso hasta sus zonas mas profundas (Costerton y col.,, 1995; Davey y
O’Toole, 2000; Stoodley y col., 2002; Simdes y col., 2010) (Fig. 6).
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Figura 6. Ciclo de formacién de biofilms (Extraido de Studley y col., 2002).

El paso preliminar para la formacién de biofilm bacteriano en la raiz, es la
adherencia de la bacteria a la superficie de este 6rgano, en la cual participan distintas
moléculas de ambos organismos como los EPS, lectinas (vegetal y bacteriana) y pili
bacteriano (Leitey col., 2002; de Souza y col., 2004). En algunas especies de Bacillus,
Pseudomonas y Azospirillum se han identificado diferentes factores involucrados en la
formacion de biofilms, tales como la movilidad flagelar (Matthysse y McMahan, 2001),
proteinas de la superficie celular (Lugtenber y col, 2002) y la produccion de
polisacaridos (Hinsa y col., 2003). Las variaciones fisico-quimicas de la superficie
radical, asi como la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y humedad relativa
también pueden afectar la formacién de los biofilm en la raiz (Stanley y Lazazzera,
2004). Ademas, tanto la colonizacién bacteriana de las raices como la formacion de
biofilms estan directamente relacionadas con la composicion de los exudados
radicales (Lugtenberg y col., 1999; Walker y col., 2004), por lo que éstos constituyen
un factor importante en el desarrollo de ambos procesos (Lugtenberg y col., 1999;
Walker y col., 2004; Shi y col., 2012).
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Importancia del mecanismo de quérum sensing en la interaccion planta-bacteria

Muchos procesos importantes en bacterias son regulados de una manera
dependiente de la densidad poblacional. La regulacién del comportamiento por la
densidad poblacional se denomina quérum sensing (Fuqua y col., 1994) e involucra
un mecanismo de regulacién de la expresién génica dependiente de la acumulacién de
una molécula sefial en el ambiente, denominada autoinductor, que les permite a las
bacterias percibir la densidad poblacional existente y ejecutar respuestas en forma
conjunta. En bacterias Gram negativas los principales autoinductores son N-acil
homoserina lactonas (AHLs), mientras que en bacterias Gram positivas, en su
mayoria, son péptidos (Kaiser y Losick, 1993; Donlan, 2002; Lasa y col., 2005). El
qudérum sensing bacteriano controla la expresién de genes que modulan una amplia
variedad de procesos fisiolégicos tales como la virulencia, la produccién de EPS y de
antibiéticos, la resistencia al estrés oxidativo, la movilidad y la formacién de biofilm, los
cuales son esenciales para el éxito de una relacién simbiética o el establecimiento de
un patégeno en huéspedes eucariotas (Fuqua y col. 2001; Miller y Bassler 2001;
Ohtani y col., 2002; Marketon y col., 2003; Quifiones y col. 2005; Rice y col., 2005;
Rinaudi y Giordano, 2010). Uno de los sistemas de quérum sensing mas estudiados es
la regulacién de la bioluminiscencia en Vibrio fisheri. Esta es una bacteria marina
Gram-negativa, luminiscente, aerdbica facultativa, que puede vivir como un simbionte
especifico en érganos de ciertos peces marinos y calamares, 0 como un organismo de
vida libre en agua de mar. En vida libre la poblacién bacteriana se encuentra en baja
densidad celular. Sin embargo, en simbiosis dentro de los 6rganos de peces, aumenta
su densidad celular y la poblacion se torna luminiscente (Meighen, 1994). Ello es
posible gracias a las proteinas, Luxl y LuxR, que controlan la expresion del operén
luciferasa (luxICDABE) necesario para la produccion de luz. Luxl sintetiza una AHL
(autoinductor) que es liberada al medio, y LuxR es el receptor citoplasmatico
especifico del autoinductor y activador transcripcional. En alta densidad celular,
cuando el complejo AHL-LuxR alcanza una concentracion umbral critica, se activa la
transcripcién del operén que codifica para la enzima luciferasa (Stevens y col., 1994).
Homélogos de lux/ y luxR han sido identificados en un gran numero de genomas
bacterianos. Estos sistemas de deteccion de quérum sensing de tipo LuxIR controlan

la expresion global de genes dependientes de la densidad celular (Case y col., 2008)

La colonizacién microbiana es generalmente regulada por quérum sensing
(Whitehead y col., 2001). Esta descripto que dicho proceso cumple un rol bien definido
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en la formaciéon y mantenimiento de biofilms (Allison y col., 1998; Davies y col., 1998;
Liy col., 2002; Sharma y col., 2003) La rizésfera, comparada con la totalidad del suelo,
contiene una alta proporciéon de bacterias productoras de AHLs, lo que sugiere que
estas moléculas juegan un rol importante en la colonizacién radical (Elasri y col.,
2001). Esto llevé a proponer que compuestos exudados por la raiz podrian inducir el
sistema de comunicacién de las bacterias e influir en su capacidad de colonizar las
raices (Bais y col., 2006; Mathesius y col., 2003; Keshavan y col., 2005). Asi, por
ejemplo, se ha demostrado que los exudados de raiz de poroto activan los promotores
de qudrum sensing LuxRI, AhyRl y LasR, confirmando que las raices son capaces de
secretar compuestos estructuralmente y funcionalmente similares a las AHLs de
bacterias Gram negativas (Teplitski y col., 2000).

Por ofra parte, se ha demostrado que algunas especies de plantas producen
compuestos que afectan negativamente el proceso de quérum sensing bacteriano.
Dicho mecanismo es denominado quérum quenching (Hentzer y col., 2002; Bauer y
Mathesius 2004; Bais y col., 2006; Degrassi y col., 2007; Pérez-Montario, 2013). En
este sentido, se han identificado numerosos mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos de sefales que interfieren en la sefializacién por quérum sensing (Zhang y
Dong 2004) y que podrian inhibir procesos fisioldgicos tales como la formacién de
biofilm (Ren y col. 2001; Perez-Montafio, 2013). Ademas varios autores han sugerido
que la degradacién enzimatica de AHLs es una estrategia utilizada por varios
organismos para minimizar los efectos perjudiciales causados por productos regulados
por quérum sensing (Dong y col., 2000; Dong y col., 2002; Lee y col., 2002).

Aplicacion de PGPRs como biofertilizantes o bioestimulantes

Las PGPRs pueden utilizarse como: i) agentes protectores frente a diversos
fitopatdgenos (Lemanceau y Alabouvette, 1993); ii) fertilizantes (Zhoinska y col., 1992;
de Freitas y col., 1993; Andreeva y col., 1993; Probanza y col., 1997); iii) productores
de fitohormonas que modifican la fisiologia de las plantas, permitiendo optimizar los
procesos de germinacion de las semillas, establecimiento de la plantula y floracién
(Schippers y col., 1995; Probanza y col., 1996; Gutierrez Mafiero y col., 1996; Asghary
col., 2002). Considerando el mecanismo de accidén, Bhattacharyya y Jha (2012)
clasificaron a las formulaciones desarrolladas en base a PGPRs en tres categorias
generales:
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a) Biofertilizantes: Se aplican en la semilla, en la superficie de la planta o en el
suelo. Las PGPRs colonizan la rizésfera y promueven el crecimiento de la planta a
partir de un aumento en el suministro de nutrientes primarios. Los mecanismos de
acciéon implicados son la fijacién biolégica de nitrogeno (Veseey, 2003) y la
solubilizacion de fésforo, entre otros (Somers y col., 2004).

b) Fitoestimuladores: Contienen microorganismos capaces de producir
fitohormonas tales como el acido indol acético, giberellinas, citoquininas y etileno
(Lugtenberg y col., 2002; Somers y col., 2004).

c) Biopesticidas: Controlan la viabilidad, crecimiento o actividad de agentes
fitopatdgenos mediante la producciéon de antibiéticos y sideréforos (Vessey, 2003),
enzimas hidroliticas (Somers y col., 2004) y la activacién de resistencia sistémica

adquirida e inducida (Chandler y col, 2008).

La utilizacién de biofertilizantes y bioestimulantes del crecimiento y desarrollo
vegetal constituye uno de los sistemas biotecnolégicos con mas futuro para la mejora
de la produccion vegetal, evitando los efectos secundarios de los métodos
tradicionales de fertilizacion y proteccion frente a las plagas (Alvarez, 2009). Ademas,
y en relacién con la sustentabilidad de los sistemas agricolas, el incremento del uso de
los fertilizantes ha estado acompafiado por un aumento exponencial en el consumo de
formas no renovables de energia, las que se han convertido en un factor limitante para
incrementar los rendimientos agricolas. La produccién industrial de fertilizantes no
seria suficiente para satisfacer las necesidades de una poblacién mundial en creciente
aumento, especialmente cuando su aplicacion en exceso conduce a contaminar el
agua subterranea, a la eutrofizaciéon de los lagos, sumado a las emisiones de 6xido
nitroso que contribuyen al efecto invernadero de la atmésfera terrestre (Alvarez, 2009).
Asi las PGPRs cumplen un papel vital en la agricultura debido a que, por sus
propiedades, contribuyen a la reduccion del consumo de los fertilizantes sintéticos, y

con ello, el costo de produccion de los cultivos (Tahir y Sarwar, 2013).

Las PGPRs colonizan los suelos, pero generalmente se encuentran en
concentraciones insuficientes (entre 10° - 10* células por gramo de suelo) para
provocar el efecto benéfico deseado sobre las plantas. De aqui la importancia de
potenciar su efecto aumentando el nimero del microorganismo de interés (para que
alcance una concentracion de entre 10° - 10° células por gramo de suelo) mediante la

elaboracién y aplicacién de formulaciones que los contengan (Alvares, 2009).

Las bacterias diazétrofas utilizadas como inoculantes para plantas no

leguminosas constituyen una eficiente fuente de nitrégeno. Existen antecedentes de su
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aplicacion en distintos cultivos con diversos resultados (Yanni y col., 1997; Baldani y
col., 2000; Govindarajan y col., 2007; Bhattacharjje y col., 2008; Singh y col., 2005;
Navala y col., 2004; Grupta y Grupta, 2006; Sharma y col., 1997; Rai y Caur, 1988,
Ardakani y col., 2010). En Europa y Africa estan disponibles inoculantes a partir
Azospirillum, Gluconobacter y Acetobacter para una variedad de cultivos en los que se
han reportado aumentos en los rendimientos que van del 5% al 30% (Vessey, 2003;
Karthikeyan y col., 2007; Bhattacharyya y Jha, 2012). En arroz y maiz, la fijacion de
nitrégeno no simbidtica aporta un 20-25% del total de nitrégeno requerido, y en trigo, la
inoculacién con A. brasilense aumento significativamente los rendimientos de follaje y
de granos, y la ramificacioén de los pelos radicales (Okon y Labandera-Gonzalez, 1994;
Saikia y Jain, 2007; Mano y Morisaki, 2008; Vale Barreto Figueiredo y col., 2010;
Montafiez y col.,, 2012). Sin embargo, el impacto de la fijacién de nitrébgeno no
simbidtica sobre la promocién del crecimiento vegetal suele ser mas marcado en
suelos con baja fertilidad (Santi y col., 2013). Aln cuando el cultivo de colza requiere
un suministro relativamente elevado de fertilizantes nitrogenados (El-Habbasha y Abd
El-Salam, 2010), se han realizado pocos estudios sobre el impacto del uso de
bacterias fijadoras de nitrégeno para mejorar el crecimiento y rendimiento de dicho
cultivo (Yasari y Patwardhan, 2007; Megawer y Mahfouz, 2010; El-Howeity y Asfour,
2012). Por otro lado, ha sido descripto que una pequefia proporcion del total de
diazétrofos identificados in vitro fijan nitrégeno activamente en asociaciéon con la

planta huésped (Bhattacharjje y col., 2008).

En cuanto a la solubilizacién de fésforo, no esta ain muy clara la correlacion
entre la cantidad de fésforo soluble liberada por los microorganismos y la que
realmente es utilizada por la planta (Adesemoye y Kloepper, 2009). Muchos estudios
realizados con el fin de conocer la capacidad de algunos microorganismos de
solubilizar fosforo, han sido desarrollados en medios de cultivo liquidos o sélidos bajo
condiciones ambientales controladas (Peix y col., 2001; Idriss y col., 2002; lvanova y
col., 2006; Taurian y col., 2010; Anzuay y col., 2015). Para el cultivo de colza existen
escasos antecedentes referidos a los beneficios de la inoculacién de bacterias
solubilizadoras de fosfato (Kloepper y col., 1988; Lifshitz y col., 1987; Hall y col., 1996;
de Freitas y col., 1997; Bertrand y col., 2001; Salimpour y col., 2010).

Con respecto a la produccion y utilizacion de inoculantes mixtos compuestos
por bacterias fijjadoras de nitrbgeno y solubilizadoras de fosfato, distintos trabajos
confirmaron que esta estrategia produce resultados mas consistentes que la
inoculacién con las cepas individuales (Pal, 1998; Babana y Atoun, 2006; Adesemoye
y col., 2008).
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Teniendo en cuenta el enorme potencial que tiene el uso de PGPRs como
biofertilizantes o bioestimulantes, asi como las limitaciones tecnolégicas que se
presentan en el cultivo de colza, es evidente la necesidad de profundizar el estudio y
desarrollo de su aplicacién en este cultivo, generando informacién que ayude al

desarrollo sostenido del cultivo en nuestro pais, en el marco de una agricultura

sustentable.
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Hipotesis 1
La inoculacién con bacterias nativas aisladas de la rizésfera de colza que
colonicen sus raices y promuevan el crecimiento vegetal incrementa el

crecimiento de plantas de colza

Hipotesis 2
La composicién de los exudados radicales de plantas de colza afecta la
supervivencia, el crecimiento, la produccién de sefiales de quorum sensing y la

formacioén de biofilms de las bacterias inoculadas.

Hipotesis 3
La siembra de semillas de colza inoculadas con las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal no afecta la nodulacién y la micorrizacion de plantas de soja del

cultivo siguiente

OBJETIVO GENERAL

Considerando la importancia de utilizar en la inoculacion, microorganismos
nativos adaptados a las condiciones edafoecologicas de la region, el objetivo general
de este plan de tesis es la identificacién de bacterias aisladas de la rizésfera de canola
potencialmente utiles para incrementar a) los aportes de nitrégeno por la via de la
Fijacion Biolégica de Nitrégeno (FBN) y/o b) la disponibilidad de foésforo asimilable en

cultivo de colza.
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Objetivos especificos

1) Aislar bacterias de la rizésfera de plantas de colza y seleccionar una
cepa o una combinacién de cepas con actividades que incluyan fijacién de nitrégeno y

solubilizacién de fosfatos, y que demuestren promover el crecimiento vegetal.

2) Estudiar la capacidad de colonizacién radical de dicho/s

microorganismo/s

3) Analizar la influencia de los exudados radicales sobre la supervivencia,
crecimiento, produccion de sefales de “quorum sensing” y la formacién de biofilms de

la/s bacteria/s seleccionada/s.

4) Estudiar el efecto de la introduccidon del inoculante mixto (o puro)
seleccionado sobre el tiempo de germinacién de la semilla y, en ensayos a campo,

sobre el crecimiento de la planta.

5) Conocer si la introduccion de colza y el inoculante mixto (o puro) en
suelos agricolas afecta el desarrollo de nédulos inducidos por simbiontes de soja

(Bradyrhizobium japonicum), y la micorrizaciéon de sus raices.

Mic. Lucio Valetti 22



CAPITULO 5

Materiales y
metodos



Tesis Doctoral — 2015 Capitulo 3: Materiales y métodos

Conservacion de cepas bacterianas

En la tabla 3 se describen las cepas utilizadas en este trabajo y los medios en

que fueron cultivadas.

Tabla 3. Microorganismos y medios de cultivo.

Cepa Medios de cultivos
Serratia sp.S119 (Taurian y col., 2010) TSA (Britania)
Pantoea sp. J49 (Taurian y col.,, 2010) TSA (Britania)
Klebsiella sp. NTI-31 (Ibafiez y col., 2009) TSA (Britania)
Azospirillum brasilense Cd . .
. TSA (Britania)
(EMBRAPA, Brasil)

Pseudomonas fluorescens (Rizofost®) TSA (Britania)

Sinorhizobium fredii HH103

(Departmento de Ciencias del Suelo, Universidad YEMA (Vincent, 1970)
de Minnesota.)

Pseudomonas aureoginosa PAO1

TSA (Britania)
(Holloway, 1955)

Luria-Bertani (LB)

Chromobacterium violaceum CV026 (Winson, 1995) .
(Miller, 1992) Km 50 pg/ml.

Agrobacterium tumefaciens NT1-pZLR4 (Cha y col.,

1998) LB (Miller, 1992) Gm 30 pg/ml.

Bradyrhizobium japonicum E109

. YEMA (Vincent, 1970}
(INTA Castelar, Argentina)

Escherichia coli DH5a

LB (Miller, 1992) Amp 100 ml
(Life Technologies) ( hme he/

Con respecto a los aislamientos obtenidos de plantas de colza, éstos se
repicaron en medio Tripticasa Soya Agar (TSA) (Britania) y se mantuvieron a 4°C.
Para la conservacién a -20°C, los cultivos bacterianos obtenidos en Tripticasa Soya

Liguido (TSB) se suplementaron con Glicerol al 20%.

Aislamiento de bacterias epifitas y endéfitas de raices de colza

Las plantas de colza fueron extraidas de lotes de produccion comercial

ubicados en la localidad de Rio Cuarto (Cérdoba) y en la localidad de Tres Arroyos

(Bs. As.). Los mismos se encontraban sembrados con una variedad de colza de tipo
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primaveral y una variedad de tipo invernal, respectivamente. En cada uno de los sitios
se recolectaron 20 plantas cuyo estado de desarrollo se correspondia con el de roseta,

e inmediatamente fueron trasladadas al laboratorio y mantenidas a 4°C hasta su uso.

Para el aislamiento de bacterias epifitas se separaron las raices, se lavaron
con agua corriente, luego fueron sumergidas en solucién salina bufferada (PBS), y
agitadas a 180 rpm, 28 °C durante 1 h. Diluciones de esta solucién se sembraron en
placas conteniendo medio TSA al 10% suplementado con cicloheximida (50 pg/mi)

para inhibir el desarrollo de hongos.

Para aislar los microorganismos endoéfitos se separaron las raices y se
esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 3% por 3 min para remover
los microorganismos de la ectorizésfera. Luego, las raices se cortaron y
homogeneizaron en un mortero usando 1 ml de agua destilada estéril por cada gramo
de tejido fresco. Diluciones de esta solucién fueron sembradas en las mismas

condiciones descriptas anteriormente.

Caracterizacion taxonomica de los aislamientos

Se evalud la morfologia de las colonias bacterianas obtenidas y se realiz6 la
tincion de Gram analizdndose mediante microscopia optica la forma, tamafio y
disposicion celular. Se seleccionaron aquellos aislamientos que presentaron
diferencias en cuanto a las caracteristicas morfolégicas de sus colonias y células, y a
sus propiedades tintoriales. La identificacién de los aislamientos se realizd a partir de
las siguientes pruebas bioquimicas convencionales segun el manual Bergey (Holt, y
col., 1994). actividad catalasa, produccién de oxidasa, fermentacion de glucosa y
lactosa, produccién de indol, movilidad, produccion de H.S, rojo metilo, Voges
Proskauer, produccién de ureasa, resistencia a la bacitracina, sensibilidad a la

novobiocina y prueba de la coagulasa.
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Caracterizacion genotipica de los aislamientos

Eric-PCR

Se siguié el método descripto por de Bruijn (1992) utilizando los cebadores E1 (5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3') y E2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3). El

volumen de reaccién fue de 12 ul y la mezcla de reaccién para cada muestra contenia:

Agua bidestilada 3,83 ul
Buffer 10X 1,2 ul
MgCl; (25mM) 1,44 pl
dNTPs (25mM) 1,2 pl
E1/E2 (0, 31uM) 1l
Taq polimerasa (5U/ pl) 0,132 pl
Templado de ADN 2,7
Volumen final 12 ul

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Eppendorf Mastercycler

gradient con el siguiente ciclo de temperaturas:

ETAPA TIEMPO CICLOS
95°C 1 min. 1
94°C 1 min.
52°C 1 min. 35
65°C 8 min.
68°C 16 min, 1
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La separacion de los fragmentos generados se realizé por electroforesis en gel
de agarosa al 2,5% conteniendo TBE 1X (Tris base 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA
2.5 mM, pH 8,2), empleando como buffer de siembra blue/orange 6X (Promega). Las
corridas electroforéticas se realizaron a 80 V. Para la visualizacion de las bandas de

ADN se tifio el gel con Syber Green.

Secuenciacion del gen 16S ARNr

Los cultivos bacterianos conservados en glicerol, seleccionados para su
secuenciacién, fueron enviados a Macrogen Inc. Laboratories (Corea). La
amplificacién y secuenciacion de 1500 pb del gen 16S ARNr se realiz6 a partir de una
extraccion directa de ADN empleando los primers 518F (5-CCAGCAGCGGTAATACG-
3’) y 800R (5-TACCAGGGTATCTAATCC-3’). El analisis de las secuencias obtenidas
fue realizado utilizando el algoritmo BLASTN (Altschul y col., 1997).

Determinacion de la capacidad de solubilizar fosfatos y fijar nitrégeno

La capacidad de las bacterias de solubilizar fosfato fue evaluada en placas
conteniendo el medio NBRIP-BNB (Nauyital, 1999). Luego de incubarlas a 28°C
durante 7 dias, los cultivos de bacterias capaces de solubilizar fosfato presentaron un
halo transparente alrededor de las colonias. Para cuantificar dicha capacidad, a partir
de un cultivo puro en medio TSA, se resuspendié una ansada en 100 ul de H,O estéril
y se sembré por triplicado 10 pl de dicha suspension en placas conteniendo el medio

NBRIP-BNB. El halo de solubilizacién se midi6 luego de 7 dias de incubacién a 28°C.

La capacidad de fijar nitrbgeno fue evaluada en tubos de vidrio conteniendo el
medio semisoélido libre de nitrégeno JNFb, NFb, o JMV, (utilizados para el aislamiento
de Azospirillum, Herbaspirillum y Burkholderia, respectivamente). Dicha capacidad es
evidenciada por la formacién de un halo translicido debajo de la superficie
(Débereiner y col., 1995).
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Determinacién de la presencia del gen nifH o nifD en aislamientos fijadores de

nitrégeno mediante la técnica de PCR

Obtencién de templados de ADN

Para la obtencion de templados de ADN de bacterias Gram negativas se siguio
el método descripto por Walsh y col. (1991). Una colonia bacteriana en medio TSA fue
resuspendida en 300 ul de NaCl 1 M, se agité durante 1-2 min y se centrifugd a 14.000
rom 4 min. El sobrenadante se descarté y se agregaron 300 ul de agua bidestilada
estéril, se agitdé y centrifugd en las mismas condiciones descriptas anteriormente.
Luego se resuspendié en 200 pl de resina (Chelex 100°) al 6%, y se calenté 20 min a
56°C y 8 min a 99°C. El templado obtenido fue conservado a -20 °C hasta el momento
de utilizarlo. Para la obtenciéon de ADN de aislamientos Gram positivos se realizé una

extraccion utilizando illustra™ bacteria genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare).

nifH/nifD-PCR

Para amplificar fragmentos del gen nifH fueron utilizados los cebadores PolF
(5-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3) y PolR (5-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3)
(Poly y col., 2001); For1, (5-CACCCGCCTGATCCTGAACTCGAAGGCGC-3) y Rev1
(5-GGCCGCGTACATCGCCATCATCTCGCCGG-3) (Ruiz-Herrera y col., 2015); NifHF
(5-TCTACGGAAAGGGCGGTATCGG-3) y NifHR (5- GGCACGAAGTGGATCAGCTG-
3) (Flores-Mireles y col., 2007). Para amplificar fragmentos del gen nifD se utilizaron
los cebadores nifD-2f (5-CATCGGIGACTACAAYATYGGYGG-3) y nifD-1r (5-
CCCAIGARTGCATYTGICGGAA-3) (Federov y col., 2008). El volumen de reaccion fue

de 25 pl y la mezcla de reaccion utilizada fue la siguiente:

PolF/PolR Forl/Revl NifHF/NifHR nifD-2f/ nifD-1r

Agua bidestilada 14,4 ul 15,13 ul 15,13 pl 11,57 pl
Buffer (10Mm) 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
MgCl; (50mM) 1,44 pl 0,75 ul 0,75 ul 12,5 pl
dNTPs (25mM) 1,2 ul 1,87 ul 1,87 ul 2,5 ul
Cebadores (0, 5uM) 1ul 2,5 ul 2,5ul 2,5 ul
Taq polimerasa (2U/ pl) 0,1ul 0,25 put 0,25 ul 0,18 ul
Templado de ADN 24l 2 ul 2l 2 ul
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Eppendorf Mastercycler

gradient con los siguientes ciclo de temperaturas:

PolF/PolR Forl/Revl NifHF/NifHR nifD-2f/ nifD-1r

ETAPA  TIEMPO  CICLOS ETAPA  TIEMPO  CICLOS ETAPA  TIEMPO  CICLOS ETAPA  TIEMPO  CICLOS

94°C 3 min. 1 94°C 2 min. 1 94°C 2 min. 1 96 °C 3 min. 1
94°C 2 min. 94°C  45seg. 94°C 45 seg. 84°C 1 min.
55°C 1 min 30 57,8°C 45seg. 35 57,8°C 45seg. 35 55°C 1 min. 35
72°C 2 min. AN 1 min. 72°C 1 min. 72°C 1 min.
72°C 5 min. 1 72°C 5 min. 1 72°C 5 min. 1 72°C 5 min. 1

La separacion de los fragmentos generados se realizd por electroforesis en gel
de agarosa al 1,5% conteniendo TBE 1X (Tris base 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA
2,5 mM, pH 8,2), empleando como buffer de siembra colorante de PCR (Genbiotech) o
blue/orange 6X (Promega). Las corridas electroforéticas se realizaron a 80 V. Para la

visualizacion de las bandas de ADN se tifio el gel con Syber Green.

PCR anidada

La PCR anidada se realiz6 segun Widmer y col., (1999). Los cebadores
utilizados para la primera reaccién fueron nifH(forA) (GCIWTITAYGGNAARGGNGG) y
nifH(rev) (GCRTAIABNGCCATCATYTC). El producto obtenido fue utilizado como
molde para la segunda reaccién llevada a cabo con el mismo cebador de la primera
reaccién nifH(rev) y nifH(forB) (GGITGTGAYCCNAAVGCNGA). La mezcla de reaccion

utilizada fue la siguiente:
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1ra Reaccion 2ra Reaccidn
Agua bidestilada 14,4 pl 15,13 pl
Buffer (10Mm) 2,5 u 2,5l
MgCl, (50mM) 1,44 pl 0,75 pl
dNTPs (25mM) 1,2 1,87
cebadores (0, 5uM) 1l 2,5 pl
Taq polimerasa (2U/ pl) 0,1 pl 0,25 pl
Templado de ADN 2 pl 2 ul
Volumen final 20 ul 50 ul

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Eppendorf Mastercycler

gradient con los siguientes ciclo de temperaturas:

1ra Reaccién 2da Reaccién

ETAPA TIEMPO  CICLOS ETAPA TIEMPO CICLOS

95°C 5 min. 1 94 °C 5 min. 1
94°C 11 seg. 94 °C 11 seg.
92°C 15 seg. 92 °C 15 seg.
54°C 8 seg. 51°C 8 seg.
40 40
56 °C 30 seg. 53°C 30 seg.
74°C 10 seg. 74 °C 10 seg.
72:C 10 seg. 72°C 10 seg.
72°C 10 min. 1 72°C 5 min. 1

LLa separacion de los fragmentos generados se realizo por electroforesis en gel
de agarosa al 1,5% conteniendo TBE 1X (Tris base 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA
2,5 mM, pH 8,2), empleando como buffer de siembra colorante de PCR (Genbiotech) o
blue/orange 6X (Promega). Las corridas electroforéticas se realizaron a 80 V. Para la

visualizacién de las bandas de ADN se tifio el gel con Syber Green.
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Determinacién del efecto de Ja inoculacion con bacterias solubilizadoras de

fosfato sobre el crecimiento vegetal

Las semillas utilizadas para los ensayos realizados en camara de cultivo de
plantas correspondieron a la variedad primaveral comercial BIOLZA 440. Estas fueron
esterilizadas en hipoclorito de sodio al 20% por 5 min. y lavadas 5 veces con H,O
destilada estéril. Se sembraron en macetas de 360 cm® conteniendo arena volcanica
previamente esterilizada, suplementada con 40 ml de CO3(PO,), al 0,2%, y se regaron
con solucién de Hoagland (Hoagland, 1950) libre de fésforo cada 3 dias durante todo

el ensayo.

Las macetas se mantuvieron en camara de cultivo de plantas con condiciones
controladas (25°C, con un fotoperiodo de 18 hs luz, 6 hs oscuridad). La inoculacién se
llevé a cabo una semana después de la siembra. Para ello los cultivos bacterianos
crecidos en medio TSB (D.O.g0=1; 1x10° UFC/mI) fueron centrifugados, lavados y
resuspendidos en igual volumen de solucién fisiolégica. Cada planta fue inoculada con
1 ml de esta suspension. Como control positivo se inoculd la cepa comercial
Pseudomonas fluorescens (aislada del inoculante comercial Rizofos, de Rizobacter).
Los controles negativos consistieron en plantas no inoculadas cultivadas en las
mismas condiciones. Los controles fertilizados consistieron en plantas cultivas en
arena volcanica sin el agregado de solucion de CO3(PO,), y fueron regadas con
solucién de Hoagland conteniendo KH,PO; 1 mM.

A las 4 semanas pos-inoculacion, las plantas fueron cosechadas y se
determiné el peso fresco y seco aéreo y radical, longitud radical y numero de hojas

desarrolladas.

Determinacion del efecto de Ila inoculacion con bacterias fijjadoras de nitrégeno
sobre el crecimiento vegetal

Se realizaron dos ensayos que difirieron en la disponibilidad de nitrégeno de las

plantas inoculadas:
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Ensayo 1: Sin la adicién de fertilizante nitrogenado

Las semillas fueron esterilizadas y pregerminadas como fue descripto
previamente. Se sembraron en macetas de 360 cm® conteniendo arena volcanica
previamente esterilizada. La inoculaciéon se llevé a cabo una semana despues de la
siembra. Para ello los cultivos bacterianos crecidos en medio TSB (D.O.g20=1; 1x10°
UFC/mI) fueron centrifugados, lavados y resuspendidos en igual volumen de solucion
fisioldgica. Se inocul6 1 ml de esta suspension en cada planta. Como control positivo
se inoculé con cultivos de Azospirillum brasilense Cd (D.0.=1; 1x10° UFC/ml). Los
controles negativos consistieron en plantas sin inocular crecidas en idénticas
condiciones. El control fertilizado correspondié a macetas regadas con solucién de
Hoagland con nitrégeno (KNO; 5mM y Ca(NO3), 5 mM). Las macetas se mantuvieron
en camara de cultivo de plantas con condiciones controladas (25°C, con un
fotoperiodo de 18 hs luz, 6 hs oscuridad). A las 4 semanas pos-inoculacion, las
plantas fueron cosechadas y se determiné el peso fresco y seco aéreo, y el numero de

hojas desarrolladas.

Ensayo 2: Adicién de fertilizante nitrogenado en una concentracion reducida al 50%.

Las semillas de colza hibrido Hyola 432 fueron esterilizadas como se describio
anteriormente. Para su germinacion, se colocaron en placas de Petri conteniendo
algodoén y papel de filtro estériles y se incubaron 48 hs a 28°C en oscuridad. Las
semillas germinadas se sembraron en macetas de 360 cm® conteniendo vermiculita
previamente esterilizada. La inoculacién se llevé a cabo una semana después de la
siembra. Para ello los cultivos bacterianos crecidos en medio TSI§ a 28°C con
agitacién a 180 rpm, fueron centrifugados cuando alcanzaron D.O.g0=1 (1x10°
UFC/ml), lavados y resuspendidos en igual volumen de solucion fisioldgica,
inoculandose luego a cada planta 1 ml de cada uno de los diferentes cultivos. Como
control positivo se inoculé Azospirillum brasilense Cd. Como control fertilizado
(N100%) se utilizaron plantas no inoculadas que fueron regadas cada 4 dias con
solucién de Hoagland (conteniendo KNO; 5 mM y Ca(NO;), 5 mM). Las plantas
inoculadas con los diferentes aislamientos fueron regadas con solucién de Hoagland
cuyo contenido de N fue reducido al 50% (KNO; 2,5 mM y Ca(NO3), 2,5 mM). Los
controles negativos consistieron en plantas no inoculadas crecidas en las mismas
condiciones y regadas con Hoagland con el contenido de N reducido al 50% (N50%).
Las macetas se mantuvieron en camara de cultivo de plantas con condiciones
controladas (25°C, con un fotoperiodo de 18 hs luz, 6 hs oscuridad). A las 4 semanas
pos-inoculacién, las plantas fueron cosechadas y se determiné el peso fresco y seco

aéreo y el numero de hojas desarrolladas.
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Determinacion de la capacidad de los aislamientos solubilizadores de fosfato

seleccionados de colonizar raices de colza

Dicha capacidad se analizé en los aislamientos solubilizadores de fosfato que
demostraron incrementar el crecimiento vegetal en ensayos en maceta. Las semillas
utilizadas para los ensayos correspondieron al hibrido primaveral comercial Hyola 432.
Las mismas fueron esterilizadas como se describi6é previamente, colocadas en placas
de Petri conteniendo algodén y papel de filtro estériles, y se incubaron 48 hs a 28°C en
oscuridad. Las semillas germinadas se sembraron en macetas de 360 cm?®
conteniendo arena volcanica previamente esterilizada, suplementada con 40 ml de
Caz(P0O4), al 0,2% (Rivas y col. 2007), y se regaron con medio libre de fosforo. Los
controles negativos consistieron en plantas crecidas en idénticas condiciones y sin
inocular. Las macetas correspondientes al control de fertilizacibn no contenian
solucién de Caz(PO4), y se regaron cada 4 dias con Hoagland con fésforo (KH,PO, 1
mM).

Las macetas se mantuvieron en camara de cultivo de plantas con condiciones
controladas (25°C, con un fotoperiodo de 18 hs luz, 6 hs oscuridad). La inoculacién se
llevé a cabo una semana después de la siembra. Para ello los cultivos bacterianos
fueron crecidos en medio TSB, incubados a 28°C en agitaciéon a 180 rpm. Cuando
alcanzaron una D.O.s=1 (1x10° UFC/ml), fueron centrifugados, lavados 'y
resuspendidos en igual volumen de solucion fisiologica. Se inocularon 3 ml de esta
suspensién en cada planta. Las mismas fueron cosechadas a las 4 semanas pos-
inoculacion, las raices se lavaron suavemente para eliminar la arena volcanica y las
bacterias que no se adhirieron a la raiz. Luego fueron pesadas, cortadas en trozos y
maceradas con 10 mi de solucién fisiolégica por cada gramo de raiz. Para determinar
el numero de UFC/g de raiz, diluciones de esta solucién fueron posteriormente
sembradas en medio de cultivo sélido NBRIP-BNB descripto por Nauyital (1999), en el
cual se evidencia la capacidad solubilizadora de fosfato a partir de la formacién de un
halo transparente alrededor de la colonia. El recuento de microorganismos viables se
realizé por el método de la microgota (Somasegaran y Hoben, 1994) luego de 24 hs
de incubacién de las placas en estufa a 28°C.
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Obtencion de exudados radicales estériles de colza

Se disefi6 un sistema para la recoleccion de exudados radicales que consistio
en vasos de vidrio conteniendo 100 mi de agua destilada estéril cuyo volumen se
cubrié con papel de aluminio perforado (como se muestra en la Figura 7). La radicula
(1 cm de largo aproximadamente) de cada semilla esteril germinada (10 en total) se
introdujo en cada una de las perforaciones del papel, quedando la semilla ubicada
sobre éste. Los vasos recolectores se taparon con Parafilm, se cubrié con papel de
aluminio la region donde crecen las raices para protejerlas de la luz, y se incubaron
durante 7 dias en camara de cultivo de plantas con condiciones controladas (25°C,

con un fotoperiodo de 18 hs luz, 6 hs oscuridad).

Figura 7. Sistema de recoleccion de
exudados radicales

El agua esteril de los distintos vasos recolectores conteniendo los exudados
radicales se mezcld en un Unico recipiente esteril con el fin de homogeneizar la
solucién de exudados. Dicha solucion fue utilizada en reemplazo del agua destilada,
para la preparacion del medio TSB, al que se le redujo al 50% o al 10% la
concentracion de sus componentes (TSBr 50% y TSBr 10%, respectivamente), y se
esterilizd mediante filiracion a través de membranas de nitrocelulosa de 0,2 pm de

diametro de poro.
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Estudio de la influencia de los exudados radicales sobre la supervivencia y

crecimiento de bacterias solubilizadoras de fosfato

Colonias de bacterias crecidas durante 24 hs a 28°C en placas de Petri
conteniendo medio TSA fueron sembradas en el medio liquido TSB. Luego de 18 hs
de incubacion se adiciond, a 20 ml de medio TSBr 50% o TSBr 10% con o sin
exudados radicales, el volumen del cultivo bacteriano requerido para alcanzar una
D.Ogy inicial de 0,1. Los cultivos fueron incubados a 28°C en agitador rotatorio a 180
rom y se evalub su crecimiento determinando espectrofotométricamente la
absorbancia a 620 nm cada 2 hs. A las 24 hs de incubacién, se evalué la
supervivencia bacteriana mediante el método de la microgota (Somasegaran y Hoben,
1994), sembrando en placas conteniendo medio TSA, las que se incubaron en estufa a

28°C durante 18 hs, y posteriormente se determiné el numero de UFC/ml.

Estudio de la influencia de los exudados radicales sobre la capacidad de

desarrollar biofilms de bacterias solubilizadoras de fosfato

Se siguid el método descripto por Bais y col (2004). Las bacterias fueron
cultivadas en medio TSBr 10% y TSBr 50% cuyos reactivos fueron disueltos en la
solucién de exudados radicales (tratamiento) o en agua destilada (control), hasta
alcanzar una D.O.g0=1. Los cultivos bacterianos obtenidos se diluyeron con el mismo
medio hasta alcanzar una D.O.g0=0,1. Estas suspensiones bacterianas se colocaron
en placas de microtitulacion de PVC de 96 pocillos (200 ul por pocillo) y se incubaron a
28°C en agitador rotatorio (180 rpm) durante 24 hs. En un lector de placas se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. Luego se lavaron los pocillos con
agua destilada y las células que quedaron adheridas a los mismos fueron tefiidas con
solucién de Cristal Violeta al 0,1% durante 15 min a temperatura ambiente. El exceso
de Cristal Violeta fue eliminado, se lavé nuevamente con agua destilada y se
agregaron 200 pl de alcohol etilico en cada pocillo para resuspender las células
tefiidas adheridas a las paredes.La formacidén de biofilm se cuantific6 por
espectrofotometria midiendo la absorbancia a 560 nm de la solucién contenida en
cada pocillo. Con el objetivo de normalizar los valores de absorbancia obtenidos en
relacion al numero de bacterias contenidas en cada pocillo, se calculo el indice de

formacion de biofilm (IB) mediante la siguiente formula: 1B=D.0O.550/D.0O.g00.
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Estudio de la influencia de Jos exudados radicales de colza sobre las senales de

quorum sensing

Extraccién de AHLs bacterianas

Los autoinductores bacterianos fueron extraidos siguiendo la metodologia
descrita por Eberhard y col. (1981). Los aislamientos puros crecidos durante 48 hs a
28°C en placas de Petri conteniendo medio TSA fueron inoculados en el medio ligquido
TSBr 10% y TSBr 50% preparado con o sin la solucion conteniendo los exudados
radicales. Los cultivos fueron incubados a 28°C en agitador rotatorio (180 rpm) durante
48 hs, se trasvasaron 10 ml en un tubo Falco y se adicionaron 10 ml de Acetato de
Etilo. Se mezcl6 utilizando un vortex y se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min. Se
coloco la fase superior en otro tubo Falco y la fase inferior se resuspendi6é nuevamente
en 10 ml de Acetato de Etilo. Se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min y se extrajo la
fase superior mezclandola con la obtenida anteriormente. La solucién obtenida (20 mi
de Acetato de Etilo conteniendo las AHLs) se evapor6 en rotavapor y se resuspendié
en 100 ul de Acetato de Etilo. Los autoinductores contenidos en el extracto fueron

evaluados mediante bioensayos que se describen a continuacién.

Deteccidn de autoinductores bacterianos

La deteccion de autoinductores bacterianos se llevd a cabo mediante
bioensayos utilizando Chromobacterium violaceum CV026 (McClean y col., 1997) y
Agrobacterium tumefaciens NT1-pZLR4 (Cha y col. 1998) como biosensores, los
cuales revelan la presencia de AHLs a partir de la formacién de un pigmento violeta o
azul, respectivamente. Los resultados que se obtienen de estos ensayos son
semicuantitativos, dado que el diametro y la intensidad que presentan los halos
formados por los pigmentos producidos se corresponden con la cantidad de AHLs

detectadas.

- Bioensayo con Chromobacterium violaceum CV026.

La sintetasa Cvil de C. violaceum interviene en la produccién de 3-hexanoil
homoserina lactona (Cs-HSL), una molécula de quérum que esta involucrada en la
produccién del pigmento purpura violaceina. La cepa C. violaceum CV026 esta
mutada en el gen cvil por insercion del transposén mini-Tn5, por lo que es incapaz de
producir Ce-HSL y violaceina. La adicién de AHLs de cadena corta (C,-Cg) en forma

exogena, restaura la produccion de este pigmento.
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C. violaceum se cultivé en 5 ml de medio LB (suplementado con Km 50 ug/ml)
en agitador rotatorio durante 36 hs a 28°C. Se colocé 1,6 ml de cultivo bacteriano en
40 ml de medio LB semisélido (agar al 0,8 %). Luego se volcé 5 ml de este medio en
placas de Petri previamente preparadas, conteniendo 15 ml de medio LB sélido.
Posteriormente se sembraron en dichas placas 5 pul del extracto cuyo contenido de
AHLs se requeria determinar. Las placas se incubaron en estufa a 28°C durante 48 hs

y se midieron los diametros de los halos formados.

-Bioensayo con Agrobacterium tumefaciens NT1-pZLR4

A. tumefaciens NT1-pZLR4 es una cepa que carece del plasmido Ti y contiene
el plasmido pZLR4 en el que se ha clonado el gen traR y una fusién traG::lacZ. Esta
cepa es incapaz de producir su propio autoinductor, y la fusion /acZ sélo se expresa en
presencia de moléculas autoinductoras exégenas de cadena larga (C1o-Cys).

A. tumefaciens NT1-pZLR4 se cultivd en 5 ml de medio YEMA (suplementado
con Gm 30 pg/ml) en agitador rotatorio durante 48 hs a 28° C. Se colocaron 4 ml de
cultivo en 40 ml de medio YEMA semisélido (agar al 0,8 %), y se le adicionaron 400 pl
de Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-R-D-galactopiranésido; 20 mg/ml en N,N-
dimetilformamida) y 16 ul de Gm (80 ug/ml). Se prepararon placas de Petri con 15 ml
de medio YEMA, y sobre ellas se vertieron 5 ml del medio YEMA semisélido
conteniendo las bacterias, el Xgal y el antibidtico. Al solidificar se sembraron 5 ul de
los extractos conteniendo las AHLs. Las placas se incubaron en estufa a 28°C durante

48 hs y se midieron los diametros de los halos formados.

Determinacion del efecto de la inoculacion de las semillas sobre su germinacién

Los ensayos de germinacion se realizaron segin Gholami y col., (2009) con
algunas modificaciones. Los cultivos bacterianos de 24 hs de crecimiento en medio
TSB fueron centrifugados y resuspendidos en un volumen de solucién fisiolégica (CINa
0,9%) hasta que alcanzaron una D.O.go=1 (1x10° UFC/ml). En cada una de las
suspensiones microbianas se sumergieron 50 semillas estériles durante 20 min. Luego
se colocaron en placas de Petri conteniendo agar al 1,5% y se incubaron en estufa a
28°C. Se determiné el nimero de semillas germinadas cada 24 hs durante 7 dias y, a
este tiempo se midié la longitud radical y aérea (desde la corona de la raiz hasta el
apice del tallo). Los controles consistieron en semillas inoculadas con solucion

fisioldgica estéril e incubadas en idénticas condiciones.
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Preparacion de inoculantes con bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras

de nitrégeno para su evaluacion en ensayos a campo

Los inoculantes se prepararon a partir de los aislamientos solubilizadores de
fosfato Bacillus sp. LTAD-52, Bacillus sp. LRCP-2, Bacillus sp. LRCP-3, Bacillus sp.
LRCP-4, Arthrobacter sp. LRCP-11, Pantoea sp. LRCP-17 y Serratia sp. LRCP-29.
Ademas, a partir de los resultados obtenidos en el ensayo realizado in vitro para
estudiar el efecto de la inoculacion con bacterias fijadoras de nitrégeno se
seleccionaron para evaluar a campo los aislamientos Bacillus sp. LTAD-52, Bacillus
sp. LTAP-43, Arthrobacter sp. LTAP-41, Bacillus sp. LTAP- 42, Bacillus sp. LRCP-4 y
Arthrobacter sp. LRCP-11. Los aislamientos seleccionados se sembraron en 25 ml de
medio TSB y se incubaron a 28° C en agitador rotatorio (180 rpm). Cuando alcanzaron
una D.O.g0=1 se trasvasaron a un Erlenmeyer de 2 litros conteniendo 500 ml de
medio TSB y se incubaron en las mismas condiciones. Cuando los cultivos alcanzaron
un recuento igual o superior a 1x10° UFC/ml, se trasvasaron a una vejiga esteril de

250 ml y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.

Ensayos a campo para evaluar el efecto de la inoculacion de semillas de colza
con bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras de nitrégeno

Los ensayos se desarrollaron en el Campo de la Chacra experimental de
Barrow (INTA) en Tres Arroyos (asistencia técnica a cargo de la Ing. Agr Liliana
Iriarte). Se realizaron dos ensayos simultaneos, uno en el que se inocularon las cepas
solubilizadoras de fosfato y otro las cepas fijadoras de nitrégeno. El tamafio de las
parcelas utilizadas para todos los ensayos fue de 8 surcos de 6 m de largo separados
por 32 cm. El ensayo de inoculacion con solubilizadores de fosfato se sembré el 12 de
Junio, y el de fijadores de nitrégeno el 19 de Junio de 2013. En ambos ensayos se
utilizé semillas Bioaureo 2386, previamente inoculadas mezclando 800 ml de
inoculante por cada 100 Kg de semillas. Los distintos tratamientos se conformaron de

la siguiente manera:
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Inoculacién con bacterias solubilizadoras de fosfato

1. Testigo Fertilizado con fosfato diamonico 90 kg/ha, sin Inocular (Control
positivo).

Testigo Sin fésforo, sin Inocular (Control negativo)

Sin fésforo, inoculado con Bacillus sp. LTAD-52

Sin fésforo, inoculado con Serratia sp. LRCP-29

Sin fésforo, inoculado con Bacillus sp. LRCP-4

Sin fosforo, inoculado con Pantoea sp. LRCP-17

Sin fésforo, inoculado con Bacillus sp. LRCP-2

Sin fésforo, inoculado con Bacillus sp. LRCP-3

© ©® N o o b~ wh

Sin fésforo, inoculado con Arthrobacter sp. LRCP-11

Inoculacién con bacterias fijadores de nitrégeno

Testigo Fertilizado con 60 Kg N/ha, sin Inocular (N 100%)

Testigo Fertilizado con 30 Kg N/ha, sin Inocular (N 50%)
Fertilizado con 30 Kg N/ha, inoculado con Bacillus sp. LTAD-52
Fertilizado con 30 Kg N/ha, inoculado con Bacillus sp. LTAP-43
Fertilizado con 30 Kg N/ha, inoculado con Arthrobacter sp. LTAP-41
Fertilizado con 30 Kg N/ha, inoculado con Bacillus sp. LTAP- 42
Fertilizado con 30 Kg N/ha, inoculado con Bacillus sp LRCP-4
Fertilizado con 30 Kg N/ha, inoculado con Arthrobacter sp. LRCP-11

© N g kw2

Durante el desarrollo del cultivo (Julio a Diciembre de 2013) se evaluaron las
siguientes variables: a) produccion de materia seca en el estadio Roseta (B6) y
floracién (F) y Madurez (G); b) contenido de fésforo y nitrégeno en hoja (Roseta B4).
En la cosecha se evalué: a) rendimiento en grano por hectarea; b) peso de 1000

granos; y, c) indice de cosecha (I.C.)
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Efecto de la inoculacion de colza sobre el crecimiento y desarrollo de nédulos
en plantas de soja, y la micorrizacion de sus raices.

Crecimiento e inoculacién de plantas de soja

Con el objetivo de estudiar el efecto de la inoculacion de colza en el
crecimiento, nodulacién y micorrizacién de plantas de soja, cultivo que le sigue a la
colza en la rotacion, se tomaron muestras de suelo del ensayo llevado a cabo
previamente en el campo de la Chacra Experimental de Barrow (INTA) para evaluar el
efecto de la inoculacion con bacterias fijadoras de nitrégeno. Dichas muestras
consistieron en suelo extraido de parcelas en las que no se habia sembrado colza, y
suelo de parcelas en las que se sembro colza sin inocular o inoculada. Las muestras
de suelo se mezclaron con vermiculita en una proporcién 1:1 y se dispusieron en
macetas (360cm?®). Para su esterilizacién, las semillas de soja fueron sumergidas en
etanol (70%) durante 1 minuto e hipoclorito de sodio (25%) durante 5 min, enjuagadas
seis veces con agua destilada estéril (English y col., 2009). Las semillas estériles se
colocaron en placas de Petri con algodén y papel absorbente en estufa a 28°C durante
3 dias en la oscuridad. Cuando las raices de las plantulas alcanzaron una longitud de
15-20 mm, éstas fueron transferidas a macetas (una por maceta). Las macetas en las

gue crecieron las plantas de soja contenian:

1. Muestras de suelo provenientes de lotes sin cultivo de colza.

2. Muestras de suelo provenientes de lotes en los que se habia cultivado colza sin
inocular.

3. Muestras de suelo provenientes de lotes en los que se habia cultivado colza
inoculada con Arthrobacter sp. LRCP-11.

4. Muestras de suelo provenientes de lotes en los que se habia cultivado colza

inoculada con Bacillus sp. LRCP-4.

Al momento de la siembra se adiciond al suelo de cada maceta 1ml de cultivo
de Bradyrhizobium japonicum E109 con D.Ogo=1 (1x10° UFC/mI). Las plantas fueron
regadas con solucién Hoagland sin nitrégeno cada 4 dias, y mantenidas en camara de
cultivo con condiciones controladas (25°C, con un fotoperiodo de 18 hs luz, 6 hs
oscuridad) durante dos meses. A este tiempo, la mitad de las plantas obtenidas fueron
utilizadas para evaluar el nimero y peso seco de nddulos, el porcentaje de nodulos
rojos, y el peso fresco y seco aéreo y radicular. Las raices de la mitad restante fueron

conservadas a -20°C para la posterior evaluacion de su micorrizacién.
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Evaluacion de la micorrizacion de las raices de plantas de soja

-Tincién de las raices

Las raices de soja conservadas a -20°C fueron sumergidas en KOH 10% y
calentadas a 90°C por 1 hora. Posteriormente se lavaron con abundante agua y fueron
sumergidas en una solucién 1:1 de KOH 10% y H,0, 10% durante 5 min. Nuevamente
se lavaron con abundante agua y se sumergieron en HCI 1% por 15 min para acidificar
las raices. Luego de descartar el HCI se sumergieron en azul de tripan al 0,05% a
90°C por 15 min. Luego se retird el colorante, se lavé y se dejo reposar toda la noche
en lactoglicerol (acido lactico:glicerol:agua 1:1:1), previo a su observacion

microscoépica (Brundrett y col., 1996).

-Determinacién del porcentaje de colonizacion

En un portaobjeto, se colocaron 10 segmentos de aproximadamente 1 cm de
longitud de cada raiz, en forma paralela. Sobre las raices se adicionaron 2 gotas de

lactoglicerol y se observé al microscopio con aumento de 400X.

Se asigné el valor de “1” para la presencia de hifas, vesiculas y/o arbusculos y
“0” para la ausencia de dichas estructuras.

El porcentaje de colonizacion por ectomicorrizas se obtuvo utilizando las
siguientes formulas:

Porcentaje de Colonizacién total = (N° de segmentos colonizados) / (N° de
segmentos totales) x 100

Porcentaje de Colonizacion por vesiculas = (N° de segmentos con vesiculas) /
(N° de segmentos totales) x 100

Porcentaje de Colonizacion por arbusculos = (N° de segmentos con

arbusculos) / (N° de segmentos totales) x 100 (Brundrett y col., 1996).

Disefio experimental y analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante A.N.A.V.A. y separacion
de medias segun el test DMS de Fisher (5%) usando el software estadistico
INFOSTAT (Di Rienzo y col. 2014)

Para los ensayos de inoculaciéon con cepas fijadoras de Nitrégeno en maceta

se realizaron 2 réplicas independientes con 5 repeticiones cada una.
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Para evaluar el efecto de los exudados sobre el crecimiento y supervivencia de
los microorganismos, se realizaron 2 réplicas independientes con tres repeticiones

cada una.

Para evaluar el efecto de los exudados sobre la formacion de biofiim se

realizaron 2 réplicas independientes con 21 repeticiones cada una.

Para evaluar el efecto de los exudados sobre la produccion de sefiales de

qudérum sensing se realizaron 2 réplicas independientes con 3 repeticiones cada una

Los ensayos a campo se realizaron en bloques completamente aleatorizados

con 3 repeticiones.

Para evaluar el efecto de la inoculacién de colza sobre el desarrollo de nédulos,
en plantas de soja se realizaron 2 replicas independientes con 5 repeticiones cada
una.

Para evaluar el efecto de la inoculacién de colza sobre la micorrizacion de

raices de soja se realizaran dos replicas independientes con 3 repeticiones cada una.
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Aislamiento de bacterias epifitas y endofitas

Se recolectaron plantas de un lote de producciéon comercial ubicado en la
localidad de Rio Cuarto (Cérdoba) y otro en la localidad de Tres Arroyos (Buenos
Aires). Debido a la zona en la que se encuentran cada uno de estos lotes, las semillas
utilizadas correspondieron a una variedad de tipo primaveral e invernal
respectivamente. Se procesaron 20 plantas de cada sitio, de las cuales 10 se utilizaron

para el aislamiento de bacterias epifitas y 10 para enddfitas.

A partir de la metodologia descripta anteriormente se lograron aislar 40
morfotipos bacterianos diferentes entre los dos sitios muestreados. Dichos
aislamientos fueron evaluados en sus caracteristicas morfolégicas y tintoriales de
acuerdo a la clasificacién de Gram. Las proporciones observadas correspondientes a
cada morfotipo fueron: 28,2% bacilos esporulados Gram (+); 35,9% bacilos no
esporulados Gram (+); 5,1% cocos Gram (+) y 30,8% bacilos Gram (-). El total de
bacterias Gram (+) aisladas fue del 69,2% (Tabla 4 y Figura 8). Tanto en la poblacién
de bacterias epifitas como endéfitas, se observé un marcado predominio de
aislamientos Gram (+). No obstante, los cocos Gram (+) solamente fueron aislados en
asociacion epifita. Estudios realizados en plantas de colza por Germida y col. (1998)
también demostraron que existe un marcado predominio de Gram (+) en la poblacién
de endofitos, pero no hallaron diferencias en la proporciéon de Gram (+) y Gram (-) en

la poblacion de epifitos.

Estos resultados son similares a los informados para poblaciones bacterianas
aisladas de la rizésfera de otras plantas tales como gramineas de la especie
Brachiaria ruziziensis y las leguminosas Cajanus cajan (da Silva y Nahas, 2002) y
Glycine max (Cattelan y col. 1998). También se informaron resultados similares para
aislamientos provenientes de distintos suelos de Argentina (Sagardoy y Salerno,
1983). Contrariamente, Rouatt y Katznelson (1961) encontraron una prevalencia de
bacterias Gram (-) en suelos cultivados con trigo. Todos estos antecedentes indicarian
gue las comunidades bacterianas asociadas a plantas son diversas, y que su
composicién esta influenciada por el 6rgano vegetal del que se aislan, el estado
ontogénico de la planta, el tipo de cultivo y las condiciones edafoecoldgicas del lugar
(da Silva y Nahas, 2002; Garbeva y col, 2004; De Campos y col., 2012; Croes y col.,
2015).
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Tabla 4. Procedencia, colonizacién vegetal y caracteristicas morfolégicas y tintoriales de los
aislamientos obtenidos de plantas de Brassica napus.

Aislamiento Morfologia Esporas Gram Colonizacion Procedencia
LRCP-1 Bacilo - + Epifito Rio Cuarto
LRCP-2 Bacilo en cadena + + Epifito Rio Cuarto
LRCP-3 Bacilo - + Epifito Rio Cuarto
LRCP-4 Bacilo + + Epifito Rio Cuarto
LRCP-5 Bacilo - - Epffito Rio Cuarto
LRCP-6 Bacilo - - Epifito Rio Cuarto
LRCP-7 Coco en racimo - + Epffito Rio Cuarto
LRCP-9 Bacilo corto - + Epifito Rio Cuarto
LRCP-10 Coco en racimo - + Epifito Rio Cuarto
LRCP-11 Bacilo corto - variable Epifito Rio Cuarto
LRCD-13 Bacilo delgado y largo - + Enddfito Rio Cuarto
LRCD-14 Bacilo corto - + Enddfito Rio Cuarto
LRCD-16 Bacilo - - Enddfito Rio Cuarto
LRCP-17 Bacilo corto - + Enddfito Rio Cuarto
LRCD-22 Bacilo corto - - Endofito Rio Cuarto
LRCD-23 Bacilo corto - - Enddfito Rio Cuarto
LRCD-25 Bacilo - - Endofito Rio Cuarto
LRCP-29 Cocobacilo - E Enddfito Rio Cuarto
LRCD-32 Bacilo corto - + Endofito Rio Cuarto
LRCP-37 Cocobacilo - - Epifito Rio Cuarto
LRCP-40 Bacilo - + Epifito Rio Cuarto
LTAP-41 Bacilo corto - + Epifito Tres Arroyos
LTAP-42 Bacilo > + Epifito Tres Arroyos
LTAP-43 Bacilo - - Epifito Tres Arroyos
LTAP-44 Bacilo - + Epffito Tres Arroyos
LTAP-46 Bacilo - + Epifito Tres Arroyos
LTAP-48 Bacilo en cadena + + Epifito Tres Arroyos
LTAP-49 Bacilo en cadena - - Epifito Tres Arroyos
LTAP-50 Bacilo corto - + Epifito Tres Arroyos
LTAD-52 Bacilo corto - - Enddfito Tres Arroyos
LTAD-53 Bacilo - 4 Endofito Tres Arroyos
LTAD-54 Bacilo en cadena - + Enddfito Tres Arroyos
LTAD-55 Bacilo + - Endofito Tres Arroyos
LTAD-58 Bacilo corto de a pares - + Enddfito Tres Arroyos
LTAD-59 Bacilo - + Enddfito Tres Arroyos
LTAD-60 Bacilo corto + + Endofito Tres Arroyos
LTAD-61 Bacilo - + Enddfito Tres Arroyos
LTAD-62 Bacilo en cadena + + Enddfito Tres Arroyos
LTAD-63 Bacilo en cadena = + Enddfito Tres Arroyos
LTAP-65 Bacilo - + Epifito Tres Arroyos
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Gram positivos Gram Negativos

Figura 8. Proporcion de morfotipos asociados a Brassica napus.

Caracterizacion bioquimica

Segun nuestro conocimiento, hasta la fecha no se han publicado estudios
sobre diversidad de bacterias asociadas al cultivo de colza en nuestro pais. Por lo
tanto, es importante determinar los géneros bacterianos que se encuentran asociados
a dicho cultivo. Con tal fin, se realizaron pruebas bioquimicas a cada grupo de
morfotipos obtenidos. De los 32 aislamientos analizados, 8 no pudieron ser
identificados. En los restantes, se lograron identificar 8 géneros diferentes (Bacillus,
Corynebacterium, Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Enterobacter, Lactobacillus y
Staphylococcus), de los cuales Bacillus y Corynebacterium se encuentran
representados por un mayor nimero de aislamientos (Tabla 5, Tabla 6 y Figura 9). La
mayoria de los géneros se encontraron tanto en asociacion epifita como enddfita, a
excepcion de Aeromonas y Staphylococcus que se identificaron Unicamente como

enddfito y epifito, respectivamente (Fig. 10).
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Tabla 5. Identificacion de los aislamientos basada en pruebas bioquimicas.

Aislamiento Pruebas Bioquimicas

Bacilos Gram (-) Cat Oxi Ofglu OFlac Indol H;S Mov RM VP Ureasa

LRCP-6 + + -/- s/d - - + s/d - s/d
LRCD-16 s/d -/- - - 4 - -

LRCD-22 - s/d -/- - - + - -

LRCD-25 s/d = - = + . :

LTAP-43 - + -/- s/d - - - s/d - s/d
LTAP-49 s/d -/ - -
LTAD-52 + +/+ -/- - -
LTAD-59 = + -/ s/d - -
LRCP-29 s/d +/+ - -
LRCP-37 + = s/d +/+ - -

+ + + + !
L] L ]
+ + +

+
1
= + i +
e
o
'
w
S,
= B

Cocos Gram (+) Cat Bac Coag Nov

LRCP-7 + o+ - -
LRCP-10 o+ - +

Bacilos Gram (+) Esp Cat

LRCP-1
LRCP-2
LRCP-3
LRCP-4
LTAD-63
LTAP-48
LTAD-62
LRCP-9 -
LRCD-14 E
LRCP-17 =
LTAP-41 7
LTAP-42

LTAP-46 5
LTAD-53
LTAD-55
LTAD-60
LTAP-50
LTAD-58 -
LTAD-61 -
LTAP-44 -

+ + + o+ o+

+ + + + + + +

+ F + o+ + o+ o+ o+ 4

Cat: Catalasa H,S: Produccion de Sulfidrico Bc: Resistencia a |a Bacitracina
Oxi: Oxidasa Mov: Movilidad Nov: Resistencia a la Novobiocina
OFglu: Fermentacion de Glucosa RM: Rojo Metilo Coag: Coagulasa

OFlac: Fermentacién de Lactosa VP: VogesProskauer Esp: Formacion de esporas
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Tabla 6. Géneros correspondientes a los aislamientos de Brassica napus de
acuerdo al analisis fenotipico.

Aislamiento Género Aislamiento Género
LRCP-1 Bacillus LRCP-40 No identificado
LRCP-2 Bacillus LTAP-41 Corynebacterium
LRCP-3 Bacillus LTAP-42 Corynebacterium
LRCP-4 Bacillus LTAP-43 Pseudomonas
LRCP-5 No identificado LTAP-44 Lactobacillus
LRCP-6 Pseudomonas LTAP-46 Corynebacterium
LRCP-7 Staphylococcus LTAP-48 Bacillus
LRCP-9 Corynebacterium LTAP-49 Serratia
LRCP-10 Staphylococcus LTAP-50 Bacillus
LRCP-11 No identificado LTAD-52 Aeromonas
LRCD-13 No identificado LTAD-53 Bacillus
LRCD-14 Corynebacterium LTAD-54 No identificado
LRCD-16 Serratia LTAD-55 Bacillus
LRCP-17 Corynebacterium LTAD-58 Corynebacterium
LRCD-22 Serratia LTAD-59 Pseudomonas
LRCD-23 No identificado LTAD-60 Bacillus
LRCD-25 Serratia LTAD-61 Lactobacillus
LRCP-29 Enterobacter LTAD-62 Bacillus
LRCD-32 No identificado LTAD-63 Bacillus
LRCP-37 Enterobacter LTAD-65 No identificado
354

% de aislamientos

S

Figura 9. Porcentaje de aislamientos pertenecientes a los distintos géneros
asociados a Brassica napus.
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Figura 10. Porcentaje de aislamientos enddfitos (A) y epifitos (B) correspondientes
a los distintos géneros identificados.

Los géneros bacterianos Aeromonas, Lactobacillus y Serratia no han sido
previamente identificados en estudios de diversidad bacteriana en la rizosfera de
colza. En cambio se ha reportado la presencia de los géneros Bacillus (de Freitas y
col., 1997; Germida y col., 1998; Siciliano y Germida, 1999), Pseudomonas (de Freitas
y col., 1997; Germida y col., 1998; Siciliano y Germida, 1999; Bertrand y col., 2001),
Staphylococcus (de Freitas y col., 1997), Enterobacter y Corynebacterium (Germida y
col., 1998; Siciliano y Germida 1999).

Determinacién de la capacidad de solubilizacion de fosfato y de fijacion de

nitrégeno

La solubilizacion de fosfatos y la fijacion de nitrogeno son los principales
mecanismos de promocion directa por los cuales las PGPRs pueden afectar el
crecimiento vegetal (Glick, 1995). Ademas, tanto el nitrogeno como el fésforo, son
nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas. Su habitual deficiencia en el
suelo contribuye al reducido rendimiento de algunos cultivos.Por lo tanto, dichas

capacidades fueron evaluadas en la coleccién de aislamientos obtenidos.

Se encontrd que, del total de los aislamientos analizados, 14 (37,8%) fueron
capaces de solubilizar fosfato. De éstos, 9 habian sido aislados de la poblacion
bacteriana epifita, lo cual sugiere que dicha actividad predomina en los

microorganismos que habitan la rizésfera. Por otra parte, se identificaron 22
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aislamientos fijadores de nitrégeno (62,1%) los cuales provenian, en proporciones
similares, tanto del interior como de la superficie de los tejidos vegetales. Solo 7
aislamientos (19,9%) mostraron poseer ambas capacidades (Tabla 7 y Fig. 11),
mientras que 4 aislamientos (8,6%) no presentaron ninguna de las dos actividades

evaluadas.

Tabla 7. Capacidad de solubilizar fosfatos y de crecer en medios de cultivo libres de nitrégeno (JMV, NFB
y JNF) de los aislamientos asociados a Brassica napus.

Solubilizacion Medio Medio Medio Solubilizacion Medio Medio Medio
Aislamiento deP JMv NFB INF Aislamiento de P MV NFB JNF
LRCP-1 - + + +  LRCP-40 s/d s/d s/d s/d
LRCP-2 + - - - LTAP-41 - - + +
LRCP-3 + - - + LTAP-42 + + + +
LRCP-4 + - + + LTAP-43 - - + +
LRCP-5 s/d + + +  LTAP-44 - - - +
LRCP-6 - - + - LTAP-46 - - + +
LRCP-7 + - - - LTAP-48 + - - -
LRCP-9 - + + + LTAP-49 - - - -
LRCP-10 - - - - LTAP-50 - - + +
LRCP-11 + + + + LTAD-52 + - + +
LRCD-13 s/d - - - LTAD-53 - - + +
LRCD-14 + - - 3 LTAD-54 s/d s/d s/d s/d
LRCD-16 - - + - LTAD-55 - = + +
LRCP-17 + - + - LTAD-58 - - - -
LRCD-22 - - + + LTAD-59 - - + +
LRCD-23 s/d - - - LTAD-60 + - + +
LRCD-25 - - + - LTAD-61 - - = -
LRCP-29 + - - - LTAD-62 - -
LRCD-32 s/d - - - LTAD-63 - - + =
LRCP-37 + - - - LTAD-65 s/d s/d s/d s/d

+ Presencia de halo/crecimiento
-Ausencia de halo/crecimiento
s/d: Sin datos
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Figura 11. Proporcién de bacterias fijadoras de nitrogeno y solubilizadoras de
fosfato asociadas a Brassica napus.

La mayoria de los aislamientos capaces de solubilizar fosfato fueron epifitos, a
diferencia de los fijadores de nitrégeno que se encontraron practicamente en igual
proporcién tanto en el ambiente epifito como en el endéfito (Fig. 11). Desde un punto
de vista quimico, fisico y biolégico, el entorno enddfito difiere del epifito (Fageria y
Stone 2006). Los exudados de las plantas ricos en materia organica mejoran la calidad
nutricional de la rizésfera en comparaciéon con la del suelo. Sin embargo, los
organismos rizosféricos deben ser capaces de superar la competencia del suelo y las
variables ambientales para sobrevivir. En contraste, el medio ambiente endofitico es
mas estable y uniforme, y se ve menos afectado por los cambios ambientales. No
obstante, solo algunos microorganismos son capaces de colonizar el interior de la raiz
debido a la especificidad de dicha interaccion (Lacava y col., 2004; Gray y Smith,
2005; Hallmann y Berg, 2007). Si bien bacterias enddfitas o epifitas pueden poseer la
capacidad de promover el crecimiento vegetal mediante mecanismos similares, aun no
se conoce con precision cual de estos ambientes puede resuitar mas eficiente en la

promocion del crecimiento vegetal. (Vessey, 2003; Santi Ferrara y col., 2012).

La comparacién de la capacidad de los aislamientos de solubilizar fosfato se
realizé6 midiendo el halo de solubilizacion formado por cada uno de ellos cuando crece
en medio NBRIP-BNB. Los halos de mayor diametro fueron formados por los
aislamientos epifitos LRCP-17, LRCP-29 y LRCP-37 (Fig. 12).
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Figura 12. Medicién del halo de solubilizaciéon de fosfato. Los datos representan la
media + E.S. de dos réplicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.

De los resultados obtenidos se concluye que los aislamientos solubilizadores
de fosfatos se ubicaron en los géneros Staphylococcus y Enterobacter, los fijadores de
nitrégeno en los géneros Pseudomonas, Serratia y Lactobacillus, mientras que
aquellos que demostraron ambas capacidades se encontraron en los géneros Bacillus,

Corynebacterium y Aeromonas (Fig. 13).
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Figura 13. Diversidad de bacterias asociadas a Brassica napus capaces de fijar
nitrégeno (A) y solubilizar fosfato (B).
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Efecto de la inoculacion con bacterias solubilizadoras de fosfato sobre el

crecimiento vegetal

La capacidad de las PGPRs para solubilizar fosfato mineral, ha sido de gran
interés en la microbiologia agricola ya que puede aportar a la disponibilidad de fésforo
en el suelo. Dicha capacidad representa un posible mecanismo que contribuiria a la
promocion del crecimiento de plantas en condiciones de campo (Verma y col. 2001,
Rodriguez y col., 2006)

Los aislamientos obtenidos en este trabajo, y que presentaron actividad
solubilizadora de fosfato, fueron inoculados en plantas de colza para evaluar su efecto
sobre el crecimiento de la planta. En este ensayo también se incluyeron aislamientos
nativos obtenidos de plantas de mani cultivadas en suelos de la provincia de Cérdoba,
capaces de solubilizar fosfato y que promovieron el crecimiento de esta leguminosa en
ensayos en invernaculo (Taurian y col., 2010). Dichos aislamientos fueron identificados
como Klebsiela sp. NTI31, Serratia sp. S119 y Serratia sp. J49. Ademas se utilizé
como control una cepa de Pseudomonas fluorescens, solubilizadora de fosfato y

empleada como inoculante (Rizofost, de Rizobacter) para maiz y trigo.

Los parametros de crecimiento evaluados fueron peso fresco y seco aéreo. El
numero de hojas desarrolladas a las cinco semanas posteriores a la siembra también
fue evaluado a los fines de conocer si las plantas alcanzaron el estadio de roseta. Es
importante que dicho estadio se alcance a tiempos cortos ya que ello contribuye a una
mejor captacion de luz, menor evaporacion de agua, mejor control de malezas y mayor

resistencia a las adversidades climaticas (Iriarte y Valetti, 2008).

El peso fresco aéreo de plantas inoculadas con 13 de los 17 aislamientos
evaluados se vio incrementado con respecto al control fertilizado. Con respecto al
peso seco, la biomasa de plantas inoculadas con 7 de dichos aislamientos alcanzé
valores similares a los de plantas fertilizadas, y significativamente superiores a los de
plantas sin inocular ni fertilizar (control negativo) (Fig. 14 y Fig. 15).

El incremento del peso fresco aéreo, con respecto al control fertilizado,
producido en las plantas inoculadas, no fue observado en la produccién de biomasa.
Dicho incremento podria deberse a una mayor incorporacién de agua como
consecuencia de un aumento en la superficie de absorcién radicular. Esta hipétesis no

se pudo confirmar debido a que, en el sistema de cultivo de plantas utilizado, la raiz
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presentd una fragil estructura, lo que imposibilité su completa extraccién y, por lo tanto,

la obtencién de datos confiables de su peso seco.

En cuanto al nimero de hojas, si bien se observé un incremento significativo en
plantas inoculadas con la mayoria de los aislamientos comparado con plantas sin
inocular, todas alcanzaron el estadio de roseta al momento de la cosecha. Mas aln, el
control fertilizado desarrollé el mismo nimero de hojas que el control negativo. A partir
de estos resultados, y considerando que no todos los aislamientos que incrementaron
el nimero de hojas tuvieron un efecto positivo con respecto al peso seco aéreo (Fig.
14), podemos inferir que los aislamientos evaluados no promueven el desarrollo de la

planta de colza.

Existen algunos antecedentes bibliograficos que demuestran que la inoculacion
de PGPRs incrementa el crecimiento de plantas de colza. Asi, por ejemplo, Kloepper
(1988) y Bertrand y col. (2001) describieron un efecto promotor del crecimiento
cuando se inocula plantas de canola con aislamientos endéfitos identificados como
Pseudomonas. De Freitas (1997) informé un incremento en el nimero de vainas y en
el peso de semillas con la inoculacién de los aislamientos solubilizadores de fosfato de
las especies B. thurigiensis y Xanthomonas maltophilia, aunque los autores no

pudieron atribuir el efecto a dicha actividad.
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Figura 14. Efecto de la inoculacién de bacterias solubilizadoras de fosfato sobre pardmetros de
crecimiento del sistema aéreo de Brassica napus. Los datos representan la media t E.S.de dos
réplicas independientes con cinco repeticiones cada una. * indica diferencias significativas
(p<0,05) segun el test DMS de Fisher con respecto al control negativo.
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Figura 15. Plantas de colza inoculadas con
aislamientos solubilizadores de fosfato.
Plantas controles y plantas inoculadas con
aislamientos que incrementaron el peso seco
aéreo.

Control (-): Plantas sin inocular regadas con
Hoagland sin fésforo.

Control Fertilizado: Plantas sin inocular
regadas con Hoagland con fdsforo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estos ensayos, se
seleccionaron las cepas solubilizadoras de fosfato LTAD-52, LRCP-2, LRCP-3, LRCP-
4, LRCP-17, LRCP-29, y LRCP-11 para secuenciar el gen 16S rARN con el fin de

confirmar, mediante una técnica molecular, el género al cual pertenecen.
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Efecto de Ia inoculacién con bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el

crecimiento vegetal

La fijacién de nitrégeno es uno de los principales mecanismos por el cual las
bacterias PGPRs incrementan el crecimiento de las plantas (Glick, 1995). Sin
embargo, se han realizado pocos estudios para evaluar si la inoculacion de bacterias

fijadoras de nitrbgeno mejora el crecimiento y rendimiento del cultivo de colza.

Los aislamientos que presentaron actividad fijadora de nitrégeno (Tabla 7)
fueron inoculados en plantas de colza para evaluar el efecto de dicha actividad sobre
su crecimiento. Como cepa control se utilizé Azospirillum brasilense Cd. Los
parametros de crecimiento que se evaluaron fueron peso seco y fresco aéreo, y
nimero de hojas desarrolladas luego de 5 semanas de incubacion en camara de
cultivo de plantas. Como era de esperar, se observé una marcada disminucion del
crecimiento en las plantas no inoculadas (control negativo) con respecto al control
fertilizado. Sin embargo, en las condiciones utilizadas en este ensayo, ninguno de las
bacterias inoculadas, incluido A. brasilense Cd, incrementd el crecimiento de las
plantas (Fig. 16). La ausencia del efecto promotor de crecimiento de A. brasilense Cd
en colza ya habia sido reportada por Diaz Franco y Morales (2006) y Naderifar y
Daneshian (2012a y 2012b) y, hasta nuestro conocimiento, no existen, antecedentes
que indiquen que la inoculacion de esta especie bacteriana promueve el crecimiento
de colza. Mas auln, son escasos los reportes que describen un incremento en el
crecimiento de Brassica napus como consecuencia de la inoculacién de bacterias
fijadoras de nitrégeno. Singh y Bhargava (1994) inocularon a campo Azotobacter
chrocooccum aplicando simultaneamente fertilizantes nitrogenados. EI mayor
incremento en el rendimiento de semillas y materia seca total se observé en plantas
inoculadas pero no fertilizadas. En discrepancia con estos resultados, Yasari y
Patwardhan (2007) a partir de la inoculacién con la misma especie bacteriana y con
Azospirillum lipoferum, demostraron promocion del crecimiento de colza lUnicamente
cuando se aplicaban simultaneamente fertilizantes nitrogenados. En relacion a estos
resultados, algunos trabajos han informado que sélo una pequefia proporcién del total
de diazétrofos identificados in vitro fijan nitrégeno activamente en asociacion con la

planta huésped (Bhattacharjje y col., 2008).
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Figura 16. Efecto de la inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el peso fresco y seco aéreo y
nimero de hojas de Brassica napus. Los datos representan |la media * E.S de dos réplicas independientes con
cinco repeticiones cada una. * indica diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher
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Efecto de la inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno, en combinacién con
la aplicacion de fertilizantes nitrogenados, sobre el crecimiento vegetal

A partir de los antecedentes mencionados, se propuso evaluar el
comportamiento de los aislamientos diazétrofos seleccionados en este trabajo de tesis,
cuando se inoculan en plantas que son fertilizadas con una concentracién de

nitrégeno reducida al 50%.

La inoculacién de los aislamientos LRCD-22, LRCP-11, LTAP-41, LTAD-52 y
LRCP-9 incrementé el peso fresco aéreo de las plantas, alcanzando valores similares
a los de plantas fertilizadas con N100% (control fertilizado). A excepciéon de plantas
inoculadas con A. brasilense Cd, LRCP-3 y LRCP-1 cuyos valores de peso fresco no
difirieron del de las plantas fertilizadas con N50% (control negativo), la inoculacién con
los aislamientos restantes produjo un incrementé de dicho parametro con respecto al
control negativo, sin alcanzar el obtenido en plantas fertilizadas con N100%. (Fig 17).

Con respecto al peso seco aéreo, todos los aislamientos evaluados, con
excepcion de A. brasilense Cd, LRCP-1 y LRCP-3, lo incrementaron significativamente
en relacion a los valores obtenidos a partir de plantas no inoculadas vy fertilizadas con
N50%. Mas aun, el peso seco de las plantas inoculadas con los aislamientos LRCD-
25, LRCP-11, LTAP-43, LTAP-41 y LTAP-42 present6 valores significativamente
superiores a los provenientes de plantas no inoculadas y fertilizadas con N100%. El
mayor incremento en el peso seco aéreo se obtuvo en plantas inoculadas con LTAP-
42. Las plantas inoculadas con los restantes aislamientos alcanzaron valores de peso
seco aéreo similar al de plantas fertilizadas con N100%. Estos resultados son
interesantes ya que estarian indicando que la incorporacion de la practica de
inoculacion brinda la posibilidad de reducir la cantidad de fertilizante nitrogenado que

se adiciona, sin afectar la formacién de biomasa (Fig. 17).

Con respecto al numero de hojas desarrolladas a las 5 semanas, LTAP-43 fue
el Unico aislamiento que indujo un incremento estadisticamente significativo de este
parametro comparado con plantas fertilizadas con N100% (Fig. 17). No obstante, al

momento de la cosecha todas las plantas habian alcanzado el estado de roseta.
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Figura 17. Efecto de la inoculacién de bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el peso fresco y seco aéreo, y
el nimero de hojas de Brassica napus fertilizadas con el 50% de la dosis de nitrégeno. Los datos
representan fa media + E.S de dos réplicas independientes con cinco repeticiones cada una. * indica
diferencias significativas (p<0,05) seglin el test DMS de Fisher. Control {-): Plantas no inoculadas
creciendo con N 50% Fertilizado: Plantas no inoculadas creciendo con N100%
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El-Howeity y Asfour (2012) informaron que en ensayos a campo, la inoculacion
de semillas de colza con Azotobacter chroococcum, Azospirillum brasilense y
Paenibacillus polymyxa, aumenté significativamente el rendimiento cuando se
adicionaron al suelo fertilizantes nitrogenados en una dosis reducida al 50%. Por su
parte, Nederifar y Deneshian (2012 a y b) concluyeron que es posible aplicar la mitad
de la concentracion convencional de nitrégeno simultaneamente con la inoculacion de

bacterias fijadoras de nitrégeno sin afectar el rendimiento de canola.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estos ensayos, se
seleccionaron las cepas fijadoras de nitrégeno LTAD-52, LTAP-43, LTAP-42, LTAP-41,
LRCP-4 y LRCP-11 para secuenciar el gen 16S rARN y determinar el género al cual

pertenecen mediante una técnica molecular.

Caracterizacion genotipica

Previo a la identificacion genética de los aislamientos estudiados, y con el
objetivo de confirmar que cada uno de ellos representa una cepa diferente, se
determiné su perfil ERIC-PCR. Los perfiles obtenidos a partir de los 40 aislamientos
analizados difirieron entre ellos, indicando por lo tanto que se trataria de cepas
diferentes (Fig. 18).

1 2 3 45 6 7 8 951011121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Figura 18. Perfil ERIC-PCR de aislamientos de la rizésfera de colza. 1: Marcador 100pb, 2:
LTAD-59 3: LRCP-7,4: LRCP-10, 5: LTAD-52, 6: LRCP-11, 7: LRCP-1, 8: LRCP-2, 9: LRCP-3, 10:
Marcador 100pb, 11: LRCP-4, 12: LTAP-48,13: LTAP-50, 14: LTAD-53, 15: LTAD-55, 16:
LTAD-60, 17: LTAD-63, 18: LRCP-9, 19: LRCP-14, 20: LRCP-17, 21: LTAP-41, 22: LTAP-42,
23: LTAP-44, 24: LTAP-61.
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Los aislamientos solubilizadores de fosfato y fijadores de nitrégeno cuya
inoculacién incrementé el crecimiento de plantas de colza, asi como aquéllos que, por
sus caracteristicas fenotipicas, se ubicarian en géneros nunca antes descriptos en
asociacion con la planta de colza (Serratia, Aeromonas y Lactobacillus) fueron
identificados genéticamente mediante la secuenciacion de aproximadamente 1500 pb
del gen 16S rARN.

Los resultados obtenidos (Tabla 8) permiten ubicar a los aislamientos
analizados dentro de los Phyla Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. Sélo 3 de
ellos (LRCP-2, LRCP-3 y LRCP-4) mostraron pertenecer al mismo género que habia
sido determinado a partir de sus caracteristicas fenotipicas. Mediante esta técnica se
pudo identificar el aislamiento LRCP-11, lo que no habia sido posible utilizando
pruebas bioguimicas. Ello corrobora que las técnicas moleculares permiten una mayor
discriminacién de taxones que las bioquimicas y/o morfolégicas. A ello se suma el
hecho de que se dispone en la base de datos genéticos de secuencias de genes de
especies para las cuales no se ha descrito aun la bateria bioquimica requerida para su

caracterizacién fenotipica.

Considerando la informacién obtenida a partir de la caracterizacién genotipica
de los aislamientos, en este trabajo se describen por primera vez asociados a la
rizésfera de colza los géneros Serratia, Stenotrophomonas, y Microbacterium. Por el
contrario, los géneros Bacillus, Mycobacterium, Pantoea y Arthrobacter han sido
previamente aislados de la rizésfera de dicha planta (de Freitas y col., 1997; Germida
y col., 1998; Siciliano y Germida, 1999; Croes y col., 2015).

Los aislamientos solubilizadores de fésforo cuya inoculacién incrementé el
crecimiento de colza pertenecian a los géneros Arthrobacter sp. (LRCP-11), Serratia
sp. (LRCP-29), Bacillus sp. (LRCP-2, LRCP-3, LRCP-4, LTAD-52) y Pantoea sp.
(LRCP-17). Si bien la capacidad de solubilizar fésforo de estos géneros ya fue
descripta anteriormente (Arora y Gaur, 1979; Kloepper, 1989; Son y col. 2006), en
este trabajo se demuestra por primera vez que la inoculacién de bacterias
solubilizadoras de fosfato de los géneros Bacillus y Pantoea promueve el crecimiento

de colza.

Los aislamientos fijadores de nitrégeno que incrementaron el crecimiento de
colza pertenecian a los géneros Bacillus sp. (LTAD-52, LTAP-42, LTAP-43, LRCP-2) y
Arthrobater sp. (LRCP-11, LTAP-41). Si bien se han identificado bacterias de dichos
géneros capaces de fijar nitrégeno, no existen reportes que demuestren su actividad

promotora del crecimiento de colza.
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Tabla 8. Identificacién taxondmica de los aislamientos en base a la secuencia de aproximadamente
1500 pb del gen 16S ARNr.

Aislamiento Secuencia con mayor identidad Identidad Secuencia Grup?o
(GenBank} (%) Cubierta (%) Bacteriano
LRCD-16 fgg’:;;‘;gg‘_’;;"”“ 8. cepa B 99 99 Proteobacteria
LTAP-49 (Blggg:;;gnﬁlex strain [HB B 7066 99 97 Actinobacteria
LTAP-44 f’:g;’:;;;‘f T}’s gepainedl Blnss 100 99 Firmicutes
LTAD-61 ’C‘Z':; O:;;Zigﬁ';'lz’g ; Cl‘;’ bonoxydans 96 99 Actinobacteria
LRCP-11 fg’;::;g%sp' Gy 99 100 Actinobacteria
LRCP-17 ﬁg;t(‘zasggl’ggﬁe)m"s cepa ChDC 99 99 Proteobacteria
LRCP-29 f;'gg;fgs":f;amdiphm’ cepa et 99 99 Proteobacteria
LRCP-3 f:;g;“ls;;gi’;s"s cepa BN-2 99 100 Firmicutes
LRCP-4 ?Lar:gg;;;_i‘;’pa RRET-OV 99 100 Firmicutes
LRCP-2 Z‘;‘;"gg;g’gf)‘"e’ fum cepa KNUC3061 99 100 Firmicutes
LRCP-41 f;gggg;;‘f;fp' cepa VA 99 100 Actinobacteria
LRCP-43 Ziféli‘;;';" lc)epa AEPR21 98 98 Firmicutes
LTAD-52 f:;;’;‘;‘sggz;"”s cspa Mk 99 100 Firmicutes
LRcp-ap  Bocillus sp.cepa CGS15 99 99 Firmicutes

(KF886285.1)

Deteccion de genes bacterianos asociados a la fijacion biolégica de nitrégeno

Se evalud la presencia de los genes nifH y nifD para confirmar el caracter
diazétrofo de los aislamientos fijadores de nitrégeno seleccionados desarrollando
diferentes estrategias metodoldgicas. En ningun caso fue posible amplificar el gen
nifD. Sin embargo, en todos los aislamientos se obtuvo el producto de amplificacidon
esperado del gen nifH (de aproximadamente 360 pb utilizando los cebadores
polF/PoIR, de 363 pb con fori/rev1l, y de 371 pb con ForA/ForB/Rev en la PCR
anidada), con excepciéon de Arthrobacter sp. LRCP-11 (Fig. 19). Si bien se ha
reportado la capacidad de fijar nitrogeno de Bacillus, no se han depositado secuencias
del gen nifD pertenecientes a éste género ni tampoco del gen nifD y nifH del género

Arthrobacter en la base de datos genéticos.
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Figura 19. Amplificacién del gen nifH utilizando
los cebadores A) polF/PolR, B) forl/revl, y C)
ForA/ForB/Rev (PCR anidada). 1: Marcador
50pb 2: Cepa control: A) Bradyrhizobium
500 bp japonicum SEMIA 6144, B) Azospirillum
150 bp . . brasilense Cd, C) Rhizobium etli CFN42, 3:
250 bp 8 Arthrobacter sp. LRCP-11, 4: Bacillus sp. LTAD-
52, 5: Bacillus sp. LTAP-43, 6: Arthrobacter sp.
LTAP-42, 7: Bacillus sp. LTAP-41, 8: Bacillus sp.
50bp LRCP-4.

150 bp

La imposibilidad de detectar la presencia de genes nif en bacterias diazétrofas
ha sido reportada en otros estudios. Stolzfus y col. (1997) informaron que cepas
bacterianas cuya capacidad de fijar nitrogeno habia sido confirmada mediante la
técnica de reduccién de acetileno, no mostraron sefial de hibridacién cuando se utilizé
una sonda del gen nifD. Estos autores sugieren que en dichas bacterias las
secuencias de los genes nifD podrian ser muy divergentes, o bien podrian contener
sistemas nif alternativos (Liba y col 2006). Ventura y col. (2007) reportaron que cepas
de Mycobacterium, Corynebacterium, Streptomyces y Arthrobacter no poseen genes
homélogos al nifH aun siendo capaces de reducir acetileno. Birgmann y col. (2004)
emplearon cebadores universales y otros disefiados para diferentes grupos de
diazotrofos, con el fin de amplificar el gen nifH en seis cepas de referencia ubicadas
en distintos géneros. Con los cebadores universales no fue posible obtener producto
de amplificacién en 3 de estas cepas, lo cual corrobora que, en algunas bacterias

diazotroficas, no es posible amplificar dicho gen.
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Capacidad de colonizar raices de colza de bacterias solubilizadoras de fosfato

Una condicién necesaria para que una rizobacteria sea considerada una
verdadera PGPR es la colonizacién del sistema radical de la planta con la que se
establece la asociacién (Chen y col., 1992; Chen y Gu, 1993; Liu y Sinclair, 1993;
Forlani y col., 1995; Liu y col., 1995; Kloepper y col., 1997; Dekkers y col., 1998). La
colonizacién radical implica la migracién hacia las raices, la adsorcién y el anclaje,
como asi también la proliferacién microbiana y la formacién de biofilm en la superficie
de dicho 6rgano (Reinholdt y col., 1986; Zhu y col., 2002; Alexandre y Zhulin, 2007;
Vanbleu y Vanderleyden, 2007; Compant y col, 2010; Reinholdt-Hurek y Hurek, 2011).

En condiciones de laboratorio, los diferentes mecanismos por los cuales las
rizobacterias promueven el crecimiento vegetal han demostrado jugar un rol
importante en la estimulacién de la germinacién, en el desarrollo de las raices y/o en la
produccion de biomasa en diferentes cuitivos. Sin embargo, en ensayos a campo se
han observado resultados inconsistentes. Esto se ha atribuido en gran parte a la
incapacidad de algunas PGPRs de alcanzar densidades celulares adecuadas en la
rizésfera cuando se encuentran en condiciones ambientales frecuentemente variables

y de alta presiéon competitiva (English y col., 2010).

La capacidad de colonizar las raices de colza se determindé en los 7
aislamientos solubilizadores de fosfato que incrementaron el peso seco aéreo de
plantas de colza en ensayos realizados previamente en camara de cultivo de plantas
(Bacillus sp. LTAD-52, Bacillus sp. LRCP-2, Bacillus sp. LRCP-3, Bacillus sp. LRCP-4,
Arthrobacter sp. LRCP-11, Pantoea sp. LRCP-17 y Serratia sp. LRCP-29). Bacillus sp.
LRCP-4 fue el aislamiento que mostré mayor capacidad de colonizacion (3,59x107
UFC/g de raiz) observandose diferencias significativas con Bacillus sp. LRCP-3,
(2,58x10° UFC/g de raiz), Arthrobacter sp. LRCP-11 (4,26x10° UFC/g de raiz) y
Serratia sp. LRCP-29 (5,79x10° UFC/g de raiz). El numero de células viables
determinado en las raices inoculadas con los aislamientos Bacillus sp. LTAD-52
(1,81x107 UFC/g de raiz), Bacillus sp. LRCP-2 (1,18x10” UFC/g de raiz) y Pantoea sp.
LRCP-17 (2,12x10” UFC/g de raiz) no presenté diferencias significativas con ninguno

de los aislamientos evaluados (Fig. 20).
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Figura 20. Colonizacién radical de los aislamientos solubilizadores de fésforo en plantas
de colza. Los datos representan la media * E.S de dos replicas independientes con tres
repeticiones cada una. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) segun
el test DMS de Fisher.

La mayor capacidad de Bacillus sp. LRCP-4 para colonizar las raices podria
significar una ventaja competitiva. No obstante, es importante considerar que en el
ensayo realizado para determinar dicha capacidad, este aislamiento se encontraba en
ausencia de presion de competitividad. En condiciones a campo, la colonizacion
efectiva de la raiz podria contribuir al establecimiento y a la proliferacion bacteriana en
la rizosfera, siendo éste un punto clave para competir con otros organismos y

promover el crecimiento vegetal (Dennis y col. 2010).
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Influencia de los exudados radicales sobre el crecimiento y la supervivencia de

bacterias solubilizadoras de fosfato

Esta bien descripto que los exudados radicales contienen compuestos que
pueden modificar la estructura y composicién de la comunidad microbiana de la
rizosfera debido, entre otras cosas, a su uso preferencial como sustrato por diferentes
especies microbianas (Somers y col., 2004; Hartmann y col., 2009). También se ha
demostrado que componentes de los exudados radicales tales como carbohidratos,
acidos organicos y aminoacidos, estimulan la respuesta quimiotactica de las bacterias
(Somers y col., 2004). Sin embargo, algunos exudados afectan negativamente la
colonizacién bacteriana (Bais y col., 2006), mientras que en otros casos y debido a
que las bacterias son resistentes a los agentes antimicrobianos presentes en los

exudados, la colonizacién radical no es modificada (Rumberger y Marschner, 2004).

El efecto de los exudados radicales sobre la supervivencia y el crecimiento
bacteriano se deteminé en los aislamientos solubilizadores de fosfato que mostraron
incrementar el peso seco aéreo de plantas de colza (Bacillus sp. LTAD-52, LRCP-2,
LRCP-3, LRCP-4, Arthrobacter sp. LRCP-11, Pantoea sp. LRCP-17 y Serratia sp.
LRCP-29). Ademas, se evaludé tambien dicho efecto en aislamientos obtenidos de
mani (Serratia sp. S119 y Pantoea sp. J49) que, a diferencia de lo observado en colza,
incrementaron el crecimiento de dicha leguminosa (Taurian y col., 2010). Se determiné
que, como era esperable debido a la concentracion de nutrientes disponible, todos los
aislamientos alcanzaron una mayor densidad celular cuando crecieron en medio TSBr
50%, en comparacioén con el medio TSBr 10% (Fig. 21a y 21b). El agregado de
exudados radicales no modificé el crecimiento de ninguno de los aislamientos, excepto
el de Serratia sp. LRCP-29, el cual resultoé leve pero significativamente estimulado,
luego de 12 hs de incubacién en el medio TSBr 10% (Fig. 21b).
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Figura 21b. Efecto de los exudados radicales de colza sobre el crecimiento de los microorganismos en
medio TSBr 50% y TSBr 10%. Los aislamientos fueron crecidos en medio de cultivo TSB diluido al 50% y 10%
Los datos representan la media * E.S de dos replicas independientes con tres repeticiones cada una. *
indica diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.

La evaluacion del efecto de los exudados radicales de colza sobre la
supervivencia bacteriana indico que el N° de células viables de los aislamientos
analizados no se modificd por la presencia de dichos exudados en el medio de cultivo
TSBr 50% o TSBr 10% (Tabla 9). Si bien el crecimiento de Serratia sp. LRCP-29 se
incrementé levemente en el medio TSBr 10% en presencia de exudados radicales
(Fig. 21b), dicho incremento en la D.O. del cultivo no se reflejé en el recuento de

microorganismos viables a las 24 hs de cultivo (Tabla 9). Es, por lo tanto, posible
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sugerir que los exudados de colza no contienen en su composicion compuestos que
puedan afectar negativamente o estimular el crecimiento y la viabilidad de los
aislamientos cuando crecen en bajas concentraciones de nutrientes. Estas
condiciones fueron elegidas ya que se asemejarian a las existentes en el suelo,
considerando que la disponibilidad de nutrientes en este ambiente natural esta
notablemente reducida en comparacion con la existente en medios de cultivo
bacteriano. Otra alternativa hubiera sido el uso de medios minimos, pero ello no fue
posible debido a la incapacidad de algunos aislamientos de desarrollar en esas

condiciones.

Tabla 9. Efecto de los exudados radicales de colza sobre la sobrevivencia bacteriana creciendo en
medio TSBr50% v TSBr10%.

Sobrevivencia (UFC/ml) *

Aislamiento TSBr50% TSBr10%

Sin exudados

Con exudados

Sin exudados

Con exudados

Bacillus sp. LTAD-52
Bacillus sp. LRCP-2
Bacillus sp. LRCP-3
Bacillus sp. LRCP-4
Arthrobacter sp. LRCP-11
Pantoea sp. LRCP-17
Serratia sp. LRCP-29
Serratia sp. 5119

Pantoea sp. 149

4,50E°+1,84 3
2.26E°+0,98 a
2,59E%+1,21a
1,31E%1,80 a
1,88E°+1,56 a
1,15°+0,41 a
1,94E7+0,11a
3,23£°40,48 a

2,06E°40,73 2

7,32E°41,84 2
2,27€°+0,98 a
6,126°+1,21 a
1,426%+0,39 a
1,39E°+0,11 3
1,58E°+0,41 a
1,64£°+0,11 a
2,13°+0,53 a

2,86°+0,73 a

1,14Ea’+0,20 a
6,44E+0,29 a
8,64E°+2,99 a
9,80E°+1,80 a
3,76E'+1,56 2
3,14E7+0,44 a
5,77€'+0,96 a
0,91€%40,19 a

2,99E7+0,38 a

1,14E740,17 a
6,88E'+0,29 a
6,98E°+0,68 a
2,96E°+0,63 a
2,31E'40,11 a
3,66E7+0,50 a
8,44E7+1,05 a
1,40E%+0,40 a

3,3367+0,66 a

* Los datos representan la media * E.S de tres replicas independientes con tres repeticiones cada
una. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) segin el test DMS de Fisher cuando
se compara a cada aislamiento creciendo en el mismo medio de cultivo con o sin exudados.
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Formacion de biofim y efecto de los exudados radicales sobre dicha capacidad

en bacterias solubilizadoras de fosfato

Las raices de las plantas exudan compuestos que pueden interferir con las
sefiales de quérum sensing y estimular o inhibir distintos procesos bacterianos (Bais y
col., 2006; Tepliski y col., 2000). Uno de estos procesos es la formacién de biofilm, el
cual esta asociado a la colonizacién radical (Bais y col., 2004; de Weert y col., 2002) y
constituye una estrategia de supervivencia bacteriana en ambientes diversos (Ramey
y col. 2004; Webb y col., 2003).

La capacidad de formar biofiim de los aislamientos evaluados difiri6 segun el
medio de cultivo en el cual fue llevado a cabo el experimento. En TSBr 50%, Bacillus
sp. LTAD-52 mostré el mayor indice de formacién de biofilm, mientras que Serratia sp.
LRCP-29 y Bacillus sp. LRCP-2 presentaron los valores mas bajos (aproximadamente
16 veces menor). En cambio, en el medio de cultivo TSBr 10%, Bacillus sp. LRCP-3
mostré el mayor indice y, al igual que lo observado en TSBr 50%, Serratia sp. LRCP-
29 mostré la menor capacidad de formar biofiim. Si se comparan los resultados
obtenidos en ambos medios de cultivo, se puede concluir que la disminucién de la
concentracién de nutrientes en ausencia de exudados aumenté significativamente la
formacion de biofim de los aislamientos Bacillus sp. LRCP-3, Pantoea sp. J-49,
Bacillus sp. LRCP-2 (Tabla 10).

Es interesante que se hayan observado marcadas diferencias en la capacidad
de formar biofilm entre los diferentes aislamientos evaluados tanto en TSBr 50% como
en TSBr 10%. Esto indicaria que la respuesta de la poblacién bacteriana frente a una
situacion adversa como la baja disponibilidad de nutrientes podria ser diversa. Una
mayor capacidad de formar biofiim, le confiere al microorganismo una ventaja para
establecerse en un ambiente determinado, colonizar la rizosfera y competir con otros
microorganismos (Hamon y Lazazzera, 2001; Molina y col., 2003; Danhorn y Fuqua,
2007). Por lo tanto, esta caracteristica podria ser relevante a la hora de seleccionar un
aislamiento para evaluar en ensayos a campo su capacidad de promover el
crecimiento vegetal.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto de los exudados sobre la
capacidad de formar biofiim de las bacterias creciendo en el medio TSBr 50% se
muestran en la figura 22. El indice de formacién de biofiim de Pantoea sp. J49,
Bacillus sp. LRCP-2, Serratia sp. S119, Bacillus sp. LTAD-52, Pantoea sp. LRCP-17 y
Serratia sp. LRCP-29 no se vi6 afectado por la presencia de exudados radicales de
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colza, mientras que el de Bacillus sp. LRCP-3 se incrementé y el de Bacillus sp.

LRCP-4 y de Arthrobacter sp. LRCP-11 disminuy6.

Tabla 10. Capacidad de formar biofiim de los aislamientos.

Aislamiento indice de formacién de biofilm
TSBr 50% TSBr 10%
Bacillus sp. LRCP-3 0,84 £022f* 21,36 £ 1,59 a
Bacillus sp. LRCP-2 0,38+0,08f* 925+£030b
Bacillus sp. LTAD-52 912+ 0,70 a 87410,79b
Pantoea sp. J-49 336+008c™ 6,25+ 0,37 c
Bacillus sp. LRCP-4 474+£0,11b 541+0,38¢c
Arthrobacter sp. LRCP-11 3,16+ 0,14 cd 350£029d
Pantoea sp. LRCP-17 283+£0,12d 287+023de
Serratia sp. S118 1,56+ 0,08 e 1,59+£003ef
Serratia sp.LRCP-29 0,60+0,05f 0,53+0,09f

Los datos representan la media t E.S de tres replicas independientes con siete
repeticiones cada una. Letras distintas indican diferencias significativas para cada
columna (p<0,05) segln el test DMS de Fisher. * indica diferencias significativas para
valores de la misma fila (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.

Cuando en el medio TSBr 10% estan presentes los exudados radicales, se
observa que éstos promueven significativamente la formacién de biofilm de Pantoea
sp. J49, Bacillus sp. LRCP-2, Serratia sp. S119, Pantoea sp. LRCP-17 y Serratia sp.
LRCP-29. Por el contrario, Arthrobacter sp. LRCP-11 mostré una marcada disminucién
del indice de formacién de biofilm cuando crecié en presencia de exudados radicales,
siendo este comportamiento idéntico al observado en medio TSBr 50%. Los
aislamientos Bacillus sp. LRCP-3, Bacillus sp. LRCP-4 y Bacillus sp. LTAD-52, no
mostraron cambios significativos en presencia de dichos exudados creciendo en el
medio TSBr10% (Fig. 23).

El efecto sobre la capacidad de formar biofilm producido por la presencia de
exudados radicales difirié6 segin la concentracién de nutrientes del medio de cultivo
utilizado. Sdélo los aislamientos Arthrobacter sp. LRCP-11 y Bacillus sp. LTAD-52

mostraron idéntico comportamiento tanto en el medio TSBr 50% como TSBr 10%.
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En general, se concluye que la capacidad de formar biofilm de los aislamientos
evaluados puede ser estimulada, inhibida o no alterarse por los exudados radicales de
colza. Por otra parte, una menor concentracion de nutrientes en el medio (TSBr 10%)

parece afectar la formacién de biofilm de la mayoria de los aislamientos.

-
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B 75Br50% c/Exudado
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[n] -
! L

Indice de formacién de Biofilm
(o]

J-49 LRCP-2 LRCP-3 LRCP-4 LRCP-11 LRCP-17 LRCP-29 LTAD-52 S119

Aislamientos

Figura 22. Efecto de los exudados radicales de colza sobre la formacion de biofilm de los aislamientos
creciendo en medio TSBr50%. Los datos representan la media t E.S de tres replicas independientes con
siete repeticiones cada una. * indica diferencias significativas para cada aislamiento (p<0,05) segun el
test DMS de Fisher.
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Figura 23. Efecto de los exudados radicales de colza sobre la formacion de biofilm de los aislamientos
creciendo en TSBr10%. Los datos representan la media + E.S de tres replicas independientes con siete
repeticiones cada una. * indica diferencias significativas para cada aislamiento (p<0,05) segin el test
DMS de Fisher.

Se ha reportado que los exudados de arroz y poroto estimulan la formacion de
biofilm de S. fredii SMH12 y, como consecuencia, la colonizacién de la raiz. Los
autores proponen que estas plantas podrian percibir a dicha bacteria como un
microorganismo beneficioso. En cambio, los exudados radicales de arroz no
modificaron la formacién de biofilm de Panfoea ananatis AMG501, pero en poroto,
compuestos exudados por las semillas que mimetizan la accién de AHL, disminuyeron
dicha capacidad, por lo que los autores proponen que Pantoea ananatis AMG501 es

percibido como perjudicial por esta leguminosa (Perez Montafio y col., 2013).

Tan y col. (2013) informaron que los acidos organicos identificados en los
exudados radicales de tomate no efectan la formacion de biofilm de Bacillus
amyloliquefaciens T-5. Sin embargo, cuando se evalu6é dicha capacidad utilizando
cultivos en medio LB diluido al 10% suplementados con exudados radicales, el valor
del indice de formacién de biofilm fue mayor comparado con el obtenido a partir de
cultivos en medio LB sin diluir, con o sin la adicién de exudados. Resultados similares
fueron obtenidos en este trabajo de tesis, los que estarian confirmando que la
formacion de biofilm se encuentra estimulada en condiciones de baja concentracién de

nutrientes.
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Las diferencias observadas en la capacidad de los microorganismos de formar
biofilm en presencia de exudados de colza, podria deberse a compuestos que
interfieren con la produccién de sefiales de quérum sensing, como ya ha sido descripto
para otros procesos microbianos (Bais y col., 2006; Teplitski y col., 2000; Perez
Montafio y col., 2013). Para confirmar dicha hipétesis se evalud la produccion de

sefiales de quérum sensing de dichos aislamientos en presencia de exudados.

Influencia de los exudados radicales de colza sobre las sefiales de quorum

sensing de bacterias solubilizadoras de fosfato

Con el objetivo de determinar si la presencia de exudados de colza afecta las
sefiales de quérum sensing, se determiné la producciéon de autoinductores de los
aislamientos crecidos en el medio TSBr10%, en presencia y ausencia de exudados
radicales. Como controles positivos se utilizaron las cepas P. aeruginosa PAOl y S.
fredii HH103, que producen AHL de cadena corta (C4-Cs) y de cadena larga (C1o-Cis),
respectivamente. Debido a que las bacterias Gram positivas no producen AHL como
molecula quérum, se evaluaron solo las Gram negativas aisladas de colza (Pantoea
sp. LRCP-17, Serratia sp. LRCP-29), y las provenientes de mani (Serratia sp. S119 y
Pantoea sp. J49).

En el ensayo realizado empleando el biosensor C. violaceum CV026 no fue
posible observar produccién de AHL en ninguno de los aislamientos evaluados a
excepcién del control positivo (Fig. 24). Por lo tanto se infiere que no producirian
niveles detectables de AHL de cadena corta (C4-Cs). McClean y col. (1997) informaron
que bacterias que producen AHL con cadenas laterales de N-acilo de 10 a 14 C de
longitud fueron incapaces de inducir la produccién de violaceina en C. violaceum
CV026. Mas aun, si dichas moléculas de AHL eran incorporadas al medio en el que se

realizaba el ensayo, se inhibia la produccién de violaceina.
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Figura 24. Deteccion de AHL mediante la cepa biosensora C violaceum CV026. A
modo de ejemplo se muestran los resultados obtenidos sélo para el aislamiento
Serratia sp. LRCP-29, ademas de los correspondientes a los controles positivo y
negativo

En el ensayo realizado empleando la cepa reportera A. tumefaciens NT1-
pZLR4 se detecté la produccion de AHLs en todos los aislamientos evaluados. El
diametro del halo producido disminuy6é cuando crecieron en presencia de exudados,
con excepcion de Pantoea sp. LRCP-17 cuyo halo no se vio modificado. En los
aislamientos Pantoea sp. J-49 y Serratia sp. S-119 el diametro disminuyo
significativamente en presencia de exudados, mientras que Serratia sp. LRCP-29 no
produjo AHLs detectables en estas condiciones, a juzgar por la ausencia del halo

esperado (Fig. 25).

Las plantas producen moléculas con propiedades quimicas similares a las
AHLs, afectando por lo tanto distintos procesos regulados por el mecanismo de
quérum sensing (Bais y col., 2006; Teplitski y col. 2000). Las AHLs producidas por S.
meliloti y P. aeruginosa inducen cambios en la sintesis de 150 proteinas de [a
leguminosa Medicago fruncatula. Entre las proteinas reguladas por dichas AHLs se
encuentran factores que inhiben a la molécula sefal Al-2, requerida para el
funcionamiento del sistema de quérum sensing interespecie (relacionado con la
patogenicidad), estimulando de este modo la sefalizacion por AHL intraespecifica en

bacterias benéficas (Mathesius y col., 2003).
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Figura 25. Efecto de la presencia de exudados radicales de colza sobre la produccién de
AHLs. A} Deteccidn de AHL en presencia y ausencia de exudados utilizando la cepa biosensora
A. tumefaciens NT1-pZLR4. B) Didmetro de los halos producidos. Los datos representan la
media + E.S de dos replicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05) segin el test DMS de Fisher.

Si se analizan en conjunto la formacién de biofilm y la produccién de AHLs de
cada uno de los aislamientos en presencia de exudados, no se evidencia
correspondencia entre ambas capacidades. Asi, por ejemplo, la formacién de biofilm
de Serratia sp. S119, Pantoea sp. J49 y Pantoea sp. LRCP-17 se vio estimulada
cuando crecieron en TSBr10% conteniendo exudados. Sin embargo la produccién de
AHLs de Serratia sp. S119 y Pantoea sp. J49 disminuy6é mientras que la de Pantoea
sp. LRCP-17 no se vio modificada (Fig. 22). De igual modo, aun cuando Serratia sp.
LRCP-29 y Bacillus sp. LTAD-52 comparten la caracteristica de ausencia de
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produccién de AHLs de cadena corta en presencia de exudados, sélo se modificé la
capacidad de formar biofilm del primero de ellos.

A partir de los resultados obtenidos se concluye que, en las condiciones de
este estudio, los exudados radicales de colza afectan la produccion de AHLs de la
mayoria de los aislamientos evaluados. Sin embargo, no siempre dicho efecto se
traduce en una inhibicién de la capacidad de formacién de biofilm. Por lo tanto, y en
concordancia con lo reportado por Perez Montafio y col. (2013), se puede especular
que la planta de colza induciria o inhibiria los sistemas de quérum sensing

dependiendo de la cepa bacteriana con la que se asocia.

Efecto de la inoculacion de semillas de colza sobre la germinacion y el
crecimiento de la plantula

Esta bien descripto que la inoculacién con PGPRs produce un incremento en el
crecimiento de las plantas y en el rendimiento de cultivos de importancia agronémica
(Asghar y col., 2002; Bashan y col., 2004; Biswas y col., 2000). La germinacién de
semillas y el desarrollo de plantulas de girasol fue promovido por la inoculacion de
bacterias de los géneros Azospirillum, Pseudomonas y Azotobacter (Shaukat y col.,
2006). En el cultivo de colza, la velocidad de germinacion, emergencia y desarrollo de
la plantula pueden ser determinantes para un mayor rendimiento, principalmente
cuando las condiciones ambientales se tornan desfavorables. Un incremento en
alguno de estos factores podria contribuir a optimizar el establecimiento de la planta y
asi redundaria en una mayor resistencia a bajas temperaturas e infecciones fungicas.
Por lo tanto, en este trabajo se evalué la capacidad de estimular la germinacion de
semillas de colza y el desarrollo de la plantula de los aislamientos solubilizadores de
fosfato cuya inoculacién incrementé el crecimiento de esta planta (Bacillus sp. LRCP-
4, Bacillus sp. LRCP-3, Bacillus sp. LRCP-2, Bacillus sp. LTAD-52, Pantoea sp. LRCP-
17, Serratia sp. LRCP-29 y Arthrobacter sp. LRCP-11), o de mani (Serratia sp. S119)
(Taurian y col., 2010) en ensayos en maceta.

Entre los 2 y 4 dias postinoculacién se observé un incremento en el porcentaje
de semillas germinadas en todos los tratamientos inoculados (con excepcién de las
inoculadas con Bacillus sp. LRCP-2). Sin embargo, a partir de los 5 dias
postinoculacion, no se registraron diferencias con respecto a los controles (Fig. 26). En

cuanto al crecimiento de las plantulas, aquéllas que provenian de semillas inoculadas
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con Bacillus sp. LTAD-52 mostraron un incremento en la longitud de la parte aérea a
los 7 dias postinoculacion, y fueron las uUnicas cuya longitud radical no se vio
disminuida (Fig. 27). Estos resultados indicarian que la inoculacion con dicho

microorganismo contribuye a un mejor desarrollo de la plantula.
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Figura 26. Efecto de la inoculacién de semillas con bacterias solubilizadoras
de fosfato sobre la germinacién.
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Figura 27. Efecto de la inoculacién de semillas sobre la longitud aérea y radical de plantulas (7
dias). Los datos representan la media * E.S de dos replicas independientes con cinco repeticiones
cada una. * indica diferencias significativas {p<0,05) con respecto al control negativo segun el test
DMS de Fisher.

Evaluacion a campo del efecto de la inoculacién de semillas de colza con
bacterias solubilizadoras de fosforo y fijadoras de nitrégeno

La mayoria de los estudios realizados hasta el momento para evaluar el efecto
de las PGPRs se han desarrollado bajo condiciones controladas. En muchos casos,
cuando dichos estudios se realizaron en condiciones de campo, los resultados
obtenidos no indicaron iguales beneficios (Riggs y col.,, 2001; Gyaneshwar y col.,
2001). Algunos de los factores que pueden afectar el comportamiento de las bacterias
en el suelo son el contenido de nitrégeno (Muthukumarasamy y col., 1999), el tipo de
suelo (de Oliveira y col., 2006) y la edad y variedad de la planta huésped (Yanni y col.,
1997; Muhoz-Rojas y Caballero-Mellado 2003; de Oliveira y col., 2006).

En esta tesis, a partir de aislamientos bacterianos con actividad promotora del
crecimiento vegetal obtenidos de plantas de colza se elaboraron inoculantes que
fueron evaluados en ensayos a campo. Los mismos se obtuvieron en medio TSA y
sus valores de UFC/ml se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Nimero de células viables de los inoculantes
bacterianos.

Aislamiento UFC/ml
Bacillus sp. LTAD-52 2,7 x10°
Bacillus sp. LRCP-2 3x10’
Bacillus sp. LRCP-3 1,3x10°
Bacillus sp. LRCP-4 2,3x10°
Arthrobacter sp. LRCP-11 1,23x 10°
Pantoea sp. LRCP-17 2x10%°
Serratia sp. LRCP-29 1,93x10"
Bacillus sp. LTAP-43 5x10°
Arthrobacter sp. LTAP-41 4,3x10°
Bacillus sp. LTAP- 42 9,66x10°

En la Chacra experimental de Barrow (Ministerio de Asuntos Agrarios Pcia Bs.
As. — INTA) en Tres Arroyos se realizaron dos ensayos simultaneos. En uno de ellos
se evaluod el comportamiento de las cepas solubilizadoras de fosfato, mientras que en
el otro el de las cepas fijadoras de nitrégeno. Las propiedades fisico-quimicas del
suelo donde se realizaron los ensayos asi como las temperaturas y precipitaciones

mensuales ocurridas durante el ciclo del cultivo se muestran en las tablas 12 y 13.

Tabla 12. Propiedades fisico-quimicas del suelo
en el que se realizaron los ensayos a campo.

Contenidode P * 36.2 ppm
Contenido de
Materia orgdnica 29%
*
pH* 5.7

0—20cm: 59.6 ppm
20—-40cm:40.2 ppm
40 -60cm: 16.6 ppm

Contenido de
NO;**

Contenido de S

total * 312.6 ppm

0-20cm: 17.1 ppm
20-40cm: 13.5 ppm
40—-60cm: 12.9 ppm

Contenido de S de
504**

* Muestra tomada de 0-20 cm de
profundidad

** Muestra tomada de 0-20cm, 20-40cmy
40-60 cm de profundidad.
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Tabla 13. Temperatura y precipitaciones ocurridas durante la campafia 2013.

Mes T2 media T2 maxima T2 minima Precipitaciones
(*Q) (°Q) (°C) (mm)
Marzo 15.8 23.2 8.9 66.7
Abril 15.9 23.0 10.0 92.4
Mayo 10.7 17.0 5.1 27.0
Junio 8.2 15.3 1.5 34
Julio 7.3 12.6 2.6 751
Agosto 6.2 15.6 1.3 11.2
Septiembre 9.7 15.7 4.7 81.1
Octubre 14.9 21.4 7.9 83.4
Noviembre 179 24.8 10.0 55.9

a) Evaluacion del efecto de la inoculacion de bacterias solubilizadoras de
fosfato

En ensayos a campo se han evaluado los efectos de la inoculacion de diversas
especies bacterianas solubilizadoras de fosfatos, capaces de promover el crecimiento
de cultivos de garbanzo, trigo, maiz, cafia de azucar y cebada entre otros (Pal, 1998;
Singh y Kapoor, 1999; Sundara y col., 2002; Zaidi y col., 2003; Babana y Antoun,
2006; Zaidi y Khan, 2006; Mehrvarz y col., 2008; Yazdani y col., 2009), Sin embargo,

muy pocos estudios han sido realizados en el cultivo de colza.

En este ensayo se evaluaron los aislamientos solubilizadores de fosfato
Bacillus sp. LRCP-4, Bacillus sp. LRCP-3, Bacillus sp. LRCP-2, Bacillus sp. LTAD-52,
Pantoea sp. LRCP-17, Serratia sp. LRCP-29 y Arthrobacter sp. LRCP-11 ya que
previamente mostraron incrementar el peso seco aéreo de plantas de colza en camara
de cultivo de plantas (Fig. 14).

Cuando las plantas alcanzaron el estadio de roseta (3 meses después de la
siembra) no se observaron diferencias significativas en el peso seco aéreo entre las
plantas inoculadas, las fertilizadas y los controles negativos. ldénticos resultados se
obtuvieron cuando se evalué el peso fresco aéreo, excepto en plantas inoculadas con
Bacillus sp. LRCP-4 que mostraron un incremento en dicho parametro, comparado con
las fertilizadas (Fig. 28).
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Figura 28. Efecto de la inoculacién de bacterias solubilizadoras de fosfato sobre el
peso seco y fresco aéreo en plantas en el estadio de roseta. Los datos representan
la media + E.S de tres replicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segln el test DMS de Fisher.

Por el contrario, en el estadio de floracion, las plantas inoculadas con. Bacillus
sp. LRCP-4, Pantoea sp. LRCP-17, Arthrobacter sp. LRCP-11 y Bacillus sp. LTAD-52
mostraron un incremento significativo en el peso fresco aéreo (Fig. 29). En cuanto al
peso seco aéreo, sOlo el de las inoculadas con Bacillus sp. LRCP-4 se vib
incrementado en un 55% comparado con plantas fertilizadas. Cabe destacar que este
aislamiento fue el unico que también incrementé el peso fresco aéreo en el estadio de

roseta. Al igual que lo ocurrido en dicho estadio, en floracion no se observaron
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diferencias en el peso seco aéreo de plantas fertilizadas (control positivo) y sin fertilizar

(control negativo).
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Figura 29. Efecto de la inoculacién con bacterias solubilizadoras de fosfato sobre el
peso seco y fresco aéreo en el estadio de floracién. Los datos representan la media
+ E.S de tres replicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.

En plantas en el estadio de madurez solo se evalué el peso seco aéreo,
encontrandose, como era esperable, valores significativamente menores en plantas sin
fertilizar que en las fertilizadas. En este estadio se hizo ain mas evidente la

contribucién de la inoculacién, ya que el peso seco de las plantas inoculadas con
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Bacillus sp. LRCP-2 vy Arthrobacter sp. LRCP-11 alcanzd valores similares al de
plantas fertilizadas, mientras que el de las inoculadas con Bacillus sp. LTAD-52,
Bacillus sp. LRCP-4, Pantoea sp. LRCP-17 y Serratia sp. LRCP-29 lo superaron en
hasta un 51% (Fig. 30).
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Figura 30. Efecto de la inoculacién con bacterias solubilizadoras de fosfato sobre el
peso seco aéreo en el estadio de madurez. Los datos representan la media + E.S de
tres replicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.

El contenido de P en las plantas fue determinado cuando éstas se encontraban
en estadio de roseta. Los resultados obtenidos (Fig. 31) indicarian que los incrementos
observados en el peso seco o fresco de dichas plantas no podrian ser atribuidos a la
capacidad solubilizadora de fosfato de las bacterias. Esto es debido a que el contenido
de P por planta no mostrd diferencias significativas entre los distintos tratamientos, ni
entre plantas fertilizadas y no fertilizadas. Esta ausencia de diferencias en el contenido
de P entre las plantas de los distintos tratamientos probablemente se deba a que los

requerimientos de dicho nutriente son cubiertos a partir del P disponible en el suelo.
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En cambio, en el estadio de madurez, la evaluacion del peso seco aereo puso en
evidencia una respuesta positiva no sélo a la fertilizacion fosfatada sino tambiéen a la
inoculacion. El hecho que el peso seco y fresco de algunas plantas inoculadas
superara incluso los valores de las fertilizadas podria estar indicando la accién de otro

mecanismo promotor del crecimiento, ademas de la solubilizacién de fosfato.
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Figura 31. Efecto de la inoculacién con bacterias solubilizadoras de fosfato sobre el
contenido de fésforo por planta en el estadio de roseta. Los datos representan la
media + E.S de tres replicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.

Otro parametro que mostré una respuesta positiva a la inoculacién fue el
rendimiento de granos ya que los valores obtenidos a partir de plantas inoculadas no
difirieron de los de las fertilizadas (con excepcién de las plantas inoculadas con
Bacillus sp. LTAD-52), o incluso fueron superiores (en plantas inoculadas con Serratia
sp. LRCP-29) (Fig. 32).

En cuanto al peso de 1.000 granos, no se observaron diferencias entre los
distintos tratamientos y el control negativo, y a su vez, todos ellos mostraron valores
significativamente inferiores al control fertilizado (Fig. 32). Si se relacionan estos

resultados con el rendimiento de granos se deduce que la inoculacién con todas las
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bacterias solubilizadoras de fosfato evaluadas, excepto Bacillus sp. LTAD-52,

promueve un aumento considerable en el nimero de granos producidos por hectarea.

El indice de cosecha es la relacion entre el rendimiento de semilla y el total de
materia seca acumulada por encima del suelo (Fageria, 1992). El elevado indice de
cosecha determinado en plantas inoculadas con Serratia sp. LRCP-29 comparado con
el control fertilizado (Fig. 32), indicaria un aumento de la eficiencia en la particién de
asimilados al grano, evidenciado ademas, por un incremento en el rendimiento de

plantas inoculadas con dicho aislamiento con respecto al control fertilizado.

Kloepper y col. (1988) inocularon semillas de colza con aislamientos
solubilizadores de fosfato provenientes de la rizésfera de este cultivo y obtuvieron
incrementos del 6 al 13% en el rendimiento. Mas recientemente, y en concordancia
con lo observado en este trabajo, Madani y col. (2011) reportaron un incremento en el
rendimiento de colza a partir de la coinoculacién con las bacterias solubilizadoras de
fosfato Pantoea agglomerans P5 y Pseudomonas putida P13. Resultados similares
fueron reportados por Mohammadi y col. (2012) coinoculando con las bacterias
solubilizadoras de fosfato Bacillus lentus y Pseudomonas putida. Por otro lado,
Dehpouri y col. (2015) evaluaron a campo la inoculacién de colza con las bacterias
solubilizadoras de fosfato Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens o la
coinoculacion de ambas, en combinacion con distintas dosis de fosforo. Sélo a partir
de plantas coinoculadas y fertiizadas (50 Kg P/ha) se lograron incrementos

significativos en el rendimiento.
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Figura 32. Efecto de la inoculacién con bacterias solubilizadoras de fosfato sobre el
rendimiento, peso de 1.000 granos e indice de cosecha. Los datos representan la
media * E.S de tres réplicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.
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b) Evaluacion del efecto de la inoculacion de bacterias fijadoras de

nitrégeno

En base a los resultados obtenidos en los ensayos realizados en camara de
cultivo de plantas, se seleccionaron para evaluar a campo los aislamientos Bacillus sp.
LTAD-52, Bacillus sp. LTAP-43, Arthrobacter sp. LTAP-41, Bacillus sp. LTAP- 42,
Bacillus sp. LRCP-4 y Arthrobacter sp. LRCP-11. La inoculacién se realizd en la
semilla y, ademas, el suelo en el que fueron sembradas se fertiliz6 con una
concentracion de nitrégeno reducida al 50% (30 Kg/ha). Las semillas no inoculadas se
sembraron en suelo fertilizado con N50% o con N100% (60 Kg/ha).

En el estadio de roseta se observé una respuesta positiva a la fertilizacion
nitrogenada, evidenciada en un incremento en el peso seco y fresco aéreo de plantas
no inoculadas fertilizadas con N100% en relacion a las fertilizadas con N50%. También
se encontrd una respuesta positiva a la inoculacién suplementada con N50%, ya que
dichos parametros no difirieron o fueron superiores (en plantas inoculadas con
Arthrobacter sp. LTAP-41) a los de las fertilizadas con N100% (Fig. 33).

En el cultivo de colza, la variable peso fresco en el estadio de roseta es
utilizada para determinar el requerimiento de fertilizante nitrogenado y decidir la dosis
a aplicar (Vandenberghe y col., 2010). Se considera que cuanto mas elevados son los
valores de peso fresco, menor es la cantidad de fertilizante nitrogenado requerido. En
este sentido, el incremento en dicha variable inducida por la inoculacién de
Arthrobacter sp. LTAP-41 y Bacillus sp. LRCP-4 constituye un efecto deseable.

En el estadio de floracion también se observé una respuesta positiva a la
inoculacién. Los valores de peso fresco aéreo de las plantas fertilizadas con N50% e
inoculadas con Bacillus sp. LTAP-43 y Arthrobacter sp. LRCP-11 superaron los de las
fertilizadas con N100%. Con los restantes inoculantes evaluados, este parametro
alcanzd valores superiores al de plantas fertilizadas con N50%, pero inferiores al de
las fertilizadas con N100%. En cuanto al peso seco aéreo, con excepcién de plantas
fertilizadas con N50% e inoculadas con Bacillus sp. LTAD-52 o con Bacillus sp. LTAP-
42, los valores obtenidos fueron siempre superiores al de plantas fertilizadas con
N100% (Fig. 34).
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Figura 33. Efecto de la inoculacién con bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el
peso seco y fresco aéreo de plantas en el estadio de roseta. Los datos representan
la media + E.S de tres réplicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.
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Figura 34. Efecto de la inoculacién con bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el
peso seco y fresco aéreo de plantas en el estadio de floracién. Los datos
representan la media * E.S de tres réplicas independientes con tres repeticiones
cada una. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test
DMS de Fisher.

En madurez, a diferencia de lo observado en la etapa de floracidn, sélo las
plantas fertilizadas con N50% e inoculadas con Bacillus sp. LTAD-52 alcanzaron los
valores de biomasa de las fertilizadas con N100% (Fig. 35). Esto podria deberse al
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menor requerimiento de nitrégeno cuando las plantas alcanzan este estadio (Orlovius,
2003; Iriarte y Valetti, 2008).
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Figura 35. Efecto de la inoculacién con bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el
peso seco aéreo de plantas en el estadio de madurez. Los datos representan la
media + E.S de tres réplicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.

El contenido de nitrégeno fue evaluado en plantas en estadio de roseta. Se
encontré que aquellas inoculadas con Bacillus sp. LRCP-4 y Arthrobacter sp. LRCP-11
y fertilizadas con N50% mostraban un aumento significativo en dicho contenido
comparadas con plantas fertilizadas con N50% sin inocular, e incluso, en las
inoculadas con Arthrobacter sp. LTAP-41, superior al de plantas fertilizadas con
N100% (Fig. 36). Este aumento en el contenido de nitrégeno de plantas inoculadas
con dichos aislamientos se correspondié con un incremento en la biomasa, por lo que
se propone que el efecto promotor de crecimiento podria atribuirse a la capacidad de

fijar nitrdgeno de las bacterias inoculadas.
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Figura 36. Efecto de la inoculacién con bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el
contenido de nitrégeno por planta en el estadio de roseta. Los datos representan
la media % E.S de tres réplicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segutin el test DMS de Fisher.

Aun cuando en los diferentes estadios de desarrollo, y para algunos
tratamientos, se observaron incrementos en la biomasa y/o en el peso fresco, ello no
impacté en el rendimiento del cultivo, en el peso de 1.000 granos ni en el indice de
cosecha. Tampoco se observaron diferencias entre plantas fertilizadas con N50% vy

con N100% en ninguno de dichos parametros (Fig. 37).
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Figura 37. Efecto de la inoculacién con bacterias fijadoras de nitrégeno sobre el
rendimiento, peso de 1.000 granos e indice de cosecha. Los datos representan la
media * E.S de tres réplicas independientes con tres repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher.
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Existen reportes que muestran resultados contradictorios referidos al efecto de
la fertilizacién nitrogenada sobre el indice de cosecha de colza. Asi, Ghanbari-
Malidarreh (2010) y Taheri y col. (2010) informaron que la fertilizacion de nitrégeno no
modificé el indice de cosecha, mientras que Keivanrad y col. (2011) encontraron un

aumento significativo.

A partir de los resultados obtenidos se concluye que, aun cuando la inoculacién
con cepas fijadoras de nitrégeno no incrementd el rendimiento, contribuy6 a optimizar
el establecimiento del cultivo y le otorgé mayor vigorosidad, a juzgar por el aumento en
la produccion de biomasa en los primeros estadios de desarrollo. Estos son atributos
deseables para el cultivo de colza ya que contribuirian a una mayor supervivencia de
la planta frente a posibles condiciones adversas que afecten el desarrollo del cultivo en

etapas tempranas (Iriarte y Valetti, 2008).

En numerosos trabajos se ha demostrado que el uso de bacterias fijadoras de
nitrégeno en combinacién con la fertilizacién nitrogenada permite reducir la cantidad
de nitrégeno a aplicar en diferentes cultivos (Yanni y col., 1997; Saleh y col., 2001;
Hasanalideh y Hojati, 2012). En colza, Franco y Morales (2006) informaron que la
inoculacion de la semilla con A. brasilense o la fertilizacién quimica no resultaron en
incrementos en la biomasa aérea, el peso de granos, ni el rendimiento total. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los de otros autores
quienes concluyen, a partir de estudios realizados en Iran y Egipto, que es posible
obtener el mismo rendimiento de colza si se aplica la mitad de la dosis convencional
de fertilizantes nitrogenados y se inocula simultdneamente con biofertilizantes (El-
Howeity y Asfour, 2012; Naderifar y Deneshian, 2012a y 2012b).

En resumen, los resultados obtenidos en los ensayos realizados a campo,
permiten concluir que la inoculacién con algunos de los aislamientos solubilizadores de
fosfato evaluados incrementd no sélo el crecimiento vegetal en comparacién con el
control fertilizado, sino también el rendimiento del cultivo. Con respecto a la
inoculacién de diazétrofos, se identificaron aislamientos cuya aplicacién permitié
reducir la fertilizacion de nitrégeno al 50% de la dosis habitual sin afectar la produccién
de biomasa vegetal y alcanzando rendimientos similares al control fertilizado.
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Efecto de la inoculacién de colza sobre el crecimiento de la planta, el desarrollo

de nodulos y la micorrizacion de soja

Si bien no se han identificado micorrizas en plantas de la familia Cruciferaceae,
a la que pertenece colza, (Azcén y Barea, 1997), poco se sabe del efecto del cultivo de
colza sobre la micorrizacién de otras plantas que le siguen en la rotacién. Dado que la
soja es uno de los cultivos que habitualmente sigue a la colza, en este trabajo se
propuso evaluar si el cultivo e inoculacion de esta Ultima especie, afecta el
crecimiento, el proceso de nodulacién y la micorrizacion de soja. Para ello, se
sembraron semillas de soja en muestras de suelo provenientes de lotes en los que se
habia cultivado colza inoculada y sin inocular como fue descripto en Materiales y
Métodos. Todos los tratamientos fueron inoculados con Bradyrhizobium japonicum
E109, y se evaluaron distintos parametros de crecimiento y de nodulacién, ademas de

la micorrizaciéon de sus raices.

a) Efectos sobre el crecimiento y la nodulacién en plantas de soja

No se observaron diferencias en los parametros de crecimiento evaluados ni en
el numero de nédulos formados entre plantas cultivadas en suelo sin antecedentes o
con antecedente de cultivo de colza sin inocular. Este ultimo pardmetro tampoco se
modificé cuando las plantas de soja crecieron en suelos previamente cultivados con
colza inoculada. Si se comparan los valores de peso fresco aéreo de plantas
cultivadas en suelo con antecedentes de cultivo de colza sin y con inoculacion, solo se
observa un incremento significativo en las plantas de soja que crecieron en suelos
donde habia sido sembrado colza inoculada con Arthrobacter sp. LRCP-11 y Bacillus
sp. LRCP-4. Sin embargo, este incremento se correspondié con un mayor peso seco
aéreo solo cuando se inoculd Bacillus sp. LRCP-4 (Tabla 14). Los resultados indican
que el crecimiento y la nodulacién de plantas de soja, no se verian afectados por el

cultivo previo de colza en el lote, aun cuando ésta sea inoculada con PGPRs.

Mic. Lucio Valetti 94



Tesis Doctoral — 2015

Capitulo 4: Resultados y discusién

Tabla 14. Parametros de crecimiento y nodulacién en plantas de soja creciendo en suelo proveniente
de parcelas con o sin antecedentes de cultivo de colza inoculada o sin inocular.

Procedencia del suelo*

T T2 T3 T4
PFA (g) 2,8140,25 a 3,1310,15 ab 3,71+0,18 bc 4,10£0,26 ¢
PSA (g) 0,8110,08 a 0,86+0,04 ab 0,92+0.04 ab 1,01+0,07 b
PFR (g) 1,3840,11 1,42+0,13 a 1,60£0,09 ab 1,8410,17 b
PSR (g) 0,2840,02 a 0,30+0,01 a 0,3040,02 a 0,3140,02 a
Nro Nod. 23t1a 212 a 20£2 a 22+2 a
PSN (mg) 25,27+3,43 31,4842,60 a 28,29+2,16 2 27,70£2,55 a
% NR 90,67+5,36 a 91,25¢2,95a 93,00#3,55 a 94,44+2,93 a

* Suelo proveniente de parcelas donde no se sembré colza, (T1); parcelas donde se sembré colza sin
inocular, (T2); inoculada con Arthrobacter sp. LRCP-11, (T3); o con Bacillus sp. LRCP-4 {T4). PFA: peso
fresco aéreo; PSA: peso seco aéreo; PFR: peso fresco radicular; PSR: peso seco radicular; Nro Nod:
Ndmero de nédulos; PSN: peso seco de nddulos; % NR: porcentaje de ndédulos rojos. Los datos
representan la media = E.S de dos réplicas independientes con cinco repeticiones cada una. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segtin el test DMS de Fisher.

b) Efecto de la inoculacién de colza sobre la micorrizacion de raices de plantas de
soja
Considerando la contribucion de la micorrizacién de cultivos de importancia
agricola en su produccion, y que la soja le sigue a la colza en algunos esquemas de
rotacion, se evaluoé si el cultivo previo de colza inoculada puede posteriormente afectar
la asociacion micorricica en soja. En la figura 38 se muestran raices de soja que se
encuentran colonizadas por hifas, arblsculos y/o vesiculas de hongos micorricicos
arbusculares. En todos los tratamientos se observé un mayor porcentaje de raices
colonizadas por hifas seguido por arbusculos y finalmente, por vesiculas (Fig. 39).
Dicha proporcion se corresponde con el ciclo de vida de estos hongos (Bonfante y
Perotto, 1995). Los porcentajes de colonizacion obtenidos en plantas cultivadas en
suelo sin historia previa de colza fueron significativamente superiores a los observados
en suelos con antecedentes de dicho cultivo. Por otro lado, cuando se compararon
plantas crecidas en suelo previamente cultivado con colza inoculada y sin inocular no
se observaron diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados. Esto
permite inferir que las bacterias inoculadas en el cultivo de colza no afectan la

micorrizacién de raices de soja cuando ésta le sigue en la rotacion. Sin embargo,
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dicha asociaciéon simbibtica, se ve afectada cuando la planta de colza esta presente

como cultivo antecesor.

Figura 38. Raices de soja tefiidas con azul de tripan. 1) y 2) Segmentos de raices colonizadas con
hifas, arbUsculos y vesiculas micorricicas; 3) Segmento de raiz no colonizado por micorrizas; 4) y 5)
Segmentos de raiz colonizado por hifas de micorrizas; 6) Detalle de los arbusculos micorricicos. H:
Hifas micorricicas A: Arbusculos micorricicos V: Vesiculas micorricicas
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I Suelo s/colza

I Suelo c/colza s/Inoc.
459 b B Suelo c/colza Inoc. LRCP-11
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40 4

% de colonizacion radical

Total Arbusculos Vesiculas

Figura 39. Porcentaje de colonizacién radical de plantas de soja por hongos
micorricico-arbusculares. Los datos representan la media + E.S de dos réplicas
independientes con tres repeticiones cada una. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) segun el test DMS de Fisher para cada variable evaluada.

En la bibliografia existen escasos y contradictorios antecedentes respecto al
efecto del cultivo de colza sobre la micorrizacién de las raices de las plantas que lo
suceden. A diferencia de lo observado en este trabajo, Pellerin y col. (2007) reportaron
que la incorporacion al suelo de residuos de plantas de colza no afectd la colonizacién
de las raices de maiz por hongos micorricos. Por el contrario, y en concordancia con lo
observado en este trabajo, se ha reportado un efecto negativo del cultivo previo de
colza sobre la colonizacién de hongos micorricico-arbusculares en raices de maiz
(Gavito y Miller, 1998a, 1998b; Arihara y Karasawa, 2000). Los autores proponen que
dicho efecto puede deberse a: (i) Una reduccién del tamarfio de la poblaciéon de dichos
hongos en el suelo. Los propagulos fungicos constituidos por trozos de raices
colonizadas, esporas y segmentos de hifas, que se encuentran en el horizonte
superficial del suelo (Bellgard, 1993), podrian ser afectados en la rotacion por el
establecimiento de cultivos no micotroficos como colza (Castillo y col., 2008), y (ii) La
produccion de compuestos antifingicos por las raices y/o residuos de colza. Se

conoce que plantas de la familia Brassicaceae contienen tioglucésidos (compuestos
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isotiocianatos que se producen cuando se destruyen los tejidos) que ejercen un efecto
negativo en el desarrollo de micorrizas vesiculo-arbusculares y en la germinacion de
esporas (Vierheilig y Ocampo, 1990; Schreiner y Koide, 19933, b).

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el cultivo de colza
tiene un efecto negativo en la micorrizacion de soja cuando éste le sigue en la

rotacion, pero que la nodulacién y el crecimiento de esta leguminosa no son afectados.
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En la actualidad, la poblacién humana mundial asciende a 7 mil millones y se
espera que aumente a 8 mil millones en el afio 2020, por lo que sera un desafio
importante en los proximos afios la implementacion de estrategias que garanticen
satisfacer las necesidades alimentarias de una poblacién mundial en expansién. En
este sentido, uno de los principales objetivos planteados por los investigadores del
sector agroalimentario es aumentar en gran medida la productividad agricola, y
hacerlo de una manera sustentable y respetuosa con el medio ambiente. El uso de
fertilizantes quimicos para mejorar la productividad de los cultivos puede tener como
consecuencia efectos ambientales nocivos y esta acompafiado por un aumento
exponencial en el consumo de formas no renovables de energia. Indudablemente, la
eliminacién de dicha practica podria conducir a una disminucién drastica de la

produccién de alimentos.

Una alternativa al uso de agroquimicos es la inoculacién con bacterias PGPRs.
Estas pueden mejorar el crecimiento de las plantas a partir de una amplia variedad de
mecanismos como la solubilizacion de fosfatos y la fijacidbn de nitrogeno, entre otros.
La potencialidad en cuanto a la promocién de crecimiento vegetal y aplicacién de las
PGPRs en la agricultura se incrementa de manera constante debido a los recientes
avances en la comprension de la interaccién microorganismo-planta. En varios paises
ya se estan comercializando productos que contienen PGPRs para diferentes cultivos.
La colza, sin embargo, ha sido poco estudiada en este aspecto, aun cuando es el

segundo cultivo oleaginoso mas importante en el mundo después de la soja.

Con el objetivo de realizar un aporte biotecnolégico que contribuya al desarrollo
sostenido del cultivo en nuestro pais, en este plan de tesis se propuso identificar
bacterias aisladas de la rizésfera de colza potencialmente utiles para incrementar el
crecimiento vegetal por medio de la fijacion biolégica de nitrégeno y/o la solubilizacién
de fosforo. Tambien se planted evaluar a campo su utilizacién como inoculantes,

aportando de este modo al desarrollo de una agricultura sustentable.

Si bien existen algunos reportes acerca de la diversidad de las comunidades
microbianas asociadas con las raices del cultivo de colza, asi como de los aspectos
que influyen en dicha diversidad y de su potencial uso como PGPRs, en nuestro pais
no han sido realizados estudios con tal fin. Los resultados presentados en este trabajo
amplian el conocimiento de la diversidad de bacterias asociadas a la planta de colza,
describiendo por primera vez los géneros Bacillus, Serratia, Arthrobacter y Pantoea

capaces de incrementar su crecimiento.
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Los exudados radicales juegan un papel importante en las interacciones
microorganismo-planta. Resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que los
compuestos exudados por las raices de plantas de colza no afectan el crecimiento y la
supervivencia de las PGPRs evaluadas y, aun cuando modifican la producciéon de
AHLs de alguna de ellas, en la mayoria de los aislamientos estimulan la formacion de
biofilm. Sin embargo, la eficiencia en la promocién de crecimiento de los aislamientos

estudiados parece no depender de dicha capacidad.

Es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos in vitro sobre la
promocién del crecimiento vegetal mediada por PGPRs no siempre se reproducen
bajo condiciones de campo. Existen diversos factores ambientales que pueden afectar
el comportamiento bacteriano. La capacidad competitiva y de adaptacion al ambiente
son factores de suma importancia. Por lo tanto, es imprescindible evaluar la eficiencia
de las bacterias en la promocién del crecimiento vegetal mediante el desarrollo de
ensayos a campo, previo a considerarlas adecuadas para [a produccién de

inoculantes.

En este trabajo de tesis, la inoculacién a campo de algunos aislamientos
solubilizadores de fosfato incrementé no sélo el crecimiento vegetal, sino también el
rendimiento del cultivo, el que alcanzé valores similares o incluso superiores al control
fertilizado. En cuanto al aporte de nitrbgeno mediante la fijacion biolégica, se
demuestra que la inoculacién con diazétrofos seleccionados permitiria reducir la
aplicacion de fertilizantes nitrogenados al 50% de la dosis habitual sin afectar el
rendimiento del cultivo. Mas aun, en este trabajo también se demuestra que la practica
de inoculacién mejora la implantacién del cultivo en los primeros estadios de desarrollo
otorgandole mayor vigor a las plantas y, como consecuencia, les conferiria mayor
competitividad frente a las malezas, mayor capacidad de defensa ante el ataque de
patbégenos y menor sensibilidad a las bajas temperaturas. Los estudios realizados en
esta tesis demuestran, por lo tanto, que ei cultivo de colza presenta una importante
respuesta a la inoculacién con bacterias solubilizadoras de fosfato y fijadoras de
nitrégeno en condiciones a campo, por lo que el uso de dicha practica permitira no
solo disminuir los costos de produccién sino también la contaminaciéon del medio
ambiente. Considerando los resultados obtenidos, se pueden identificar dos
aislamientos con mayor potencial para ser utilizados como inoculantes en el cultivo de
colza. Uno de ellos es el aislamiento solubilizador de fosfato Serratia sp. LRCP-29,
cuya inoculacién permitié que el rendimiento del cultivo superara incluso al del control

fertilizado. El otro es el aislamiento fijador de nitrogeno Bacillus sp. LTAP-41, cuya
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inoculacién incrementé el contenido de nitrégeno de las plantas y permitié disminuir al
50% la dosis habitual de fertilizante nitrogenado aplicado sin afectar el rendimiento del
cultivo. Ademas, se identificé el aislamiento Arthrobacter sp. LRCP-11 cuya utilizacion
en la produccién de inoculantes tendria la ventaja sobre los anteriores de incrementar
el crecimiento vegetal mediante la solubilizacién de fésforo y, ademas, la fijacién de

nitrégeno.

A pesar de los recientes avances en la tecnologia asociada a la produccion de
inoculantes, su comercializacion exige extensa optimizaciéon y evaluaciéon de los
posibles efectos secundarios de su aplicacién. Es necesario conocer si la introduccion
en el suelo de un microorganismo afecta la diversidad del microbioma rizosférico y sus
interacciones. El aporte de esta tesis en este aspecto consiste en haber demostrado
que la introducciéon de bacterias promotoras del crecimiento vegetal no afecta la
nodulacién, el crecimiento y la micorrizacién de plantas de soja, aunque esta ultima se
ve disminuida cuando la colza se encuentra como cultivo antecesor. La inoculacién de

soja con hongos micorricicos podria contrarrestar este efecto.

En sintesis, este trabajo de tesis proporciona nuevos conocimientos sobre las
interacciones bacterias diazétrofas y/o solubilizadoras de nitrégeno-colza y aporta al
desarrollo de una estrategia biotecnolégica, aun no implementada en dicho cultivo, que

posibilitaria incrementar su rendimiento en el marco de una agricultura sustentable.

Perspectivas futuras

La produccion de inoculantes a gran escala requiere obtener formulaciones con
altas concentraciones de micoorganismos seleccionados por su efectividad,
competitividad y capacidad de promover el crecimiento de la especie vegetal en
diferentes condiciones edafo-ecoldégicas. A su vez, le debe brindar a la bacteria
estabilidad durante la produccién, distribucién comercial, almacenamiento y transporte.
La formulacién y el método de aplicacién elegido determinan el éxito potencial del

inoculante.

Teniendo en cuenta la respuesta positiva que presenté el cultivo de colza a la
inoculacién, se propone continuar los estudios tendientes a optimizar el desarrollo de
esta tecnologia. Algunos de los aspectos que debieran ser abordados con tal fin se

listan a continuacion:
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e Evaluar, en distintas condiciones edéficas, el comportamiento de los inoculantes
formulados en base a las cepas aqui seleccionadas como asi también el método

de inoculacién apropiado.

e Analizar el contenido de aceites y proteinas del grano de plantas inoculadas para
determinar si estas caracteristicas son modificadas como consecuencia de la

inoculacion.

e Evaluar el potencial que posee Arthrobacter sp. LRCP-11 y Bacillus sp. LRCP-4
para incrementar tanto los niveles de nitrégeno como los de fésforo soluble,
cubriendo de este modo ambos requerimientos mediante la aplicacién de un
inoculante formulado en base a una Unica bacteria, que muestra ambas

capacidades.

o Establecer criterios para el desarrollo, comercializaciéon y aplicaciéon del inoculante
a gran escala, evaluando la formulacién de medios de -cultivo, soporte,
concentracién, viabilidad de las bacterias por largos periodos de tiempo,
temperatura de almacenamiento, método de inoculacién, etc, a los fines de

maximizar el potencial de la bacteria y obtener los mayores rendimientos posibles.

e Evaluar el comportamiento de un inoculante mixto elaborado en base al
microorganismo solubilizador de fosfato Serratia sp. LRCP-29 y el fijador de
nitrégeno Bacillus sp. LTAP-41. El desarrollo de este tipo de inoculantes requiere
estudios en cuanto a la 1) compatibilidad entre las poblaciones microbianas,
tiempo de generacion, requerimientos nutricionales, condiciones de crecimiento,
etc. 2) interaccién con las plantas 3) eficiencia de sus efectos promotores del

crecimiento.
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