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Analisis de propiedades promotoras del crecimiento de mani (Arachis hypogaea L.) y maiz
(Zea mays L.) de bacterias enddfitas de nédulos de mani. Potencial aplicacion a sistemas de
rotacion de cultivos

RESUMEN

El grupo denominado “bacterias promotoras del crecimiento de las plantas” o PGPBs
(del inglés Plant Growth Promoting Bacteria), incluye numerosos microorganismos
que viven en el suelo y se asocian con distintas especies vegetales, facilitando o
incrementando su crecimiento. La utilizacion de estos microorganismos en las
practicas agricolas puede constituir una alternativa valida para incrementar la
productividad de los cultivos en un esquema de produccion sustentable y amigable

con el medio ambiente, reduciendo la aplicacion de agroquimicos.

En nuestro laboratorio se obtuvo una coleccion de aislamientos bacterianos a partir
del interior de nodulos de mani, representativa del area manisera de la provincia de
Cordoba. Estos aislamientos fueron caracterizados fenotipica y genotipicamente,
revelando que dicha poblacion es altamente heterogénea e involucra a
microorganismos pertenecientes a los géneros Bradyrhizobium y Rhizobium (dentro
de la Clase a-Proteobacterias), y Pseudomonas, Enterobacter y Klebsiella (ubicados
en la Clase y-Proteobacterias). Posteriormente, se determindé que los
microorganismos pertenecientes a esta uUltima Clase no eran capaces de inducir la
formacion de nodulos en mani, y que carecian de genes de nodulacion. Por lo tanto,
estos aislamientos fueron considerados como “endéfitos oportunistas”, capaces de
colonizar los nédulos preformados por la especie rizobiana compatible. Ademas, se
demostré que los aislamientos pertenecientes a la coleccion de endoéfitos de nédulos
son capaces de promover incrementos significativos en distintos parametros de

crecimiento y nodulacion del cultivo de mani.

En este marco, el presente trabajo contribuye a la caracterizacion de las
propiedades promotoras del crecimiento vegetal de los aislamientos endofiticos de
nddulos de la coleccién. Ademas, y considerando su capacidad para interactuar con
diferentes especies vegetales, se evaluaron los efectos de su aplicacion en dos
cultivos sugeridos para ser utilizados en secuencias de rotacion, el maiz y el mani.
El andlisis de la presencia de propiedades promotoras del crecimiento reveld que los
aislamientos de la coleccion presentan diferentes propiedades PGPR. De manera
interesante, todos los aislamientos presentaron capacidad para solubilizar fosfatos y

producir AIA. Ademas, los aislamientos Pseudomonas sp. NCHA35, Pseudomonas
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sp. NVAM24 y Klebsiella sp. TTO01 produjeron sideréforos. Posteriormente, se
analizé la capacidad de los microorganismos de la coleccion para colonizar y
promover el crecimiento de plantulas de maiz. Los ensayos de inoculacién en este
cultivo revelaron que los aislamientos fueron capaces de promover su crecimiento,
ya sea coinoculados en grupos conformados segun su afiliacion taxondmica, o
inoculados individualmente. Sin embargo, en plantas coinoculadas se observd una
mayor promocion del crecimiento, sugiriendo la existencia de un efecto sinérgico
entre los aislamientos. Por otra parte, los aislamientos Enterobacter sp. NMAN11,
Enterobacter sp. NONC13, Pseudomonas sp. NCHA33, Klebsiella sp. TTO01 y/o
Klebsiella sp. NTI31 fueron capaces de colonizar el interior de las raices de las
plantulas de maiz. Sin embargo, la capacidad endofitica de los aislamientos no

parece ser relevante para el efecto promotor del crecimiento en maiz.

Las bacterias analizadas demostraron un interesante potencial para promover el
crecimiento de plantulas de mani y maiz en un ensayo de rotacién. Esta
caracteristica permitiria proponer la aplicacion, al inicio de la rotacion, de inoculantes
bacterianos mixtos que promuevan el crecimiento de ambos cultivos. Sin embargo, y
a pesar de ser capaces de persistir en los suelos, la reinoculacién con los
aislamientos luego de la cosecha de mani demostré ser una practica mas efectiva
para la promocion del crecimiento del cultivo de maiz. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en el conjunto de los ensayos realizados, podemos afirmar que
la coinoculacion de Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 vy Klebsiella, o de
Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 y Pseudomonas representan una alternativa
interesante para su utilizacion en sistemas agricolas que impliguen rotacion de
cultivos mani-maiz. Se propone comprobar la capacidad promotora del crecimiento

de estos aislamientos en ensayos a campo.
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RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL (PGPR)

El suelo es una matriz viva que constituye un recurso critico para la produccion
agricola. En él coexisten diversas poblaciones bacterianas, algunas de las cuales
son capaces de producir efectos benéficos sobre el crecimiento o desarrollo vegetal.
El grupo denominado como “bacterias promotoras del crecimiento de las plantas” o
PGPBs (del inglés Plant Growth Promoting Bacteria), incluye numerosas especies
gue viven en el suelo y se asocian con distintas especies vegetales, facilitando o
incrementando su crecimiento. La rizésfera, la porcién de suelo que rodea las raices
de las plantas y es influenciada fisica, quimica y biologicamente por ellas, representa
un habitat muy favorable para el desarrollo de microorganismos capaces de ejercer
diferentes efectos en la planta y sobre la fertilidad del suelo (Sorensen, 1997).
Aquellas bacterias capaces de promover el crecimiento vegetal que colonizan la
rizosfera y la superficie de las raices de las plantas reciben el nombre de PGPR, por
Plant Growth Promoting Rhizobacteria. La diversidad de PGPR en la rizosfera varia
de acuerdo a la planta, el tipo de suelo, y la disponibilidad de nutrientes (Tilak y col.,
2005). Numerosos aislamientos pertenecientes a géneros como Aeromonas,
Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Arthobacter, Bacillus, Clostridium,
Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella, Pseudomonas y Serratia fueron
identificados como PGPRs (Arnd y col., 1998; Babalola y col., 2003; Bertand y col.,
2001; Bonaterra y col., 2003; Cezon y col., 2003; Dey y col., 2004; Esitken y col.,
2003; Garica y col., 2003; Gupta y col., 1995; ; Hamaouri y col., 2001; Jaizme-vega y
col., 2004; Joo y col., 2004; Khalid y col., 2003; Kokalis-Burelle y col., 2002; Mirza y
col., 2001; Munir y col., 2003; Murphy y col., 2003; Nanda-Kumar y col., 2001; Pan y
col., 1999; Preeti y col., 2002; Raj y col., 2004; Shishido y col., 1996; Tripathi y col.,
2005). El incremento del crecimiento vegetal por las PGPRs puede reflejarse en un
aumento de la emergencia de las plantas, en mayor vigor y biomasa vegetal y/o en
la proliferacion del sistema radicular y rendimiento a cosecha en varias especies
(Kloepper y col., 1991; Ping y Boland, 2004; Vessey, 2003; Zahir y col., 2004).

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal pueden ejercer su efecto

de manera directa y/o indirecta. Entre los mecanismos directos podemos citar la
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sintesis de fitohormonas, solubilizacién de fosfatos y fijacién bioldgica de nitrdgeno,
entre otros (Glick y col.; 1995). Entre los efectos indirectos se encuentran la
antibiosis contra microorganismos patogenos, la induccion de la resistencia
sistémica adquirida (ISR) y la atenuacién de efectos deletéreos de uno o varios
fitopatdgenos a través de la competencia por nutrientes y nicho (Bolwerk y col.,
2003; Chin-A-Woeng y col., 2003; Hartmann y col., 2004; Lavicoli y col., 2003). A
continuacion se describen los mecanismos promotores del crecimiento mas

estudiados.

MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA PROMOCION DEL CRECIMIENTO
VEGETAL

Mecanismos directos

Produccioén de fitohormonas

La estimulacion del crecimiento por fitohormonas producidas por microorganismos
en la zona de la raiz o dentro de la misma es uno de los mecanismos mediante los
cuales las PGPR promueven el crecimiento vegetal. La auxina Acido Indol Acético
(AIA) es la fitohormona producida en mayor cantidad por las PGPRs (Vessey, 2003).
El mecanismo ma&s comun para la biosintesis de esta hormona esta representado
por la via dependiente de triptéfano (Patten y Glick, 1996). ElI AIA se encuentra
involucrado en la iniciacion radical, division y alargamiento celular y formacién de
raices laterales (Salisbury, 1994). El desarrollo precoz de raices representa una
ventaja para las plantulas jovenes, ya que favorece su capacidad de anclarse en el
suelo y aumenta la superficie de absorcion, facilitando la incorporacion de agua y

nutrientes.
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Solubilizacién de fosfatos

El fésforo, después del nitrogeno, es el macronutriente mas importante para el
desarrollo y crecimiento de las plantas. Aun en suelos con elevado contenido de
fésforo, gran parte del mismo puede encontrarse de manera insoluble en forma de
fosfatos de hierro y aluminio (en suelos acidos) o como fosfatos de calcio (en suelos
alcalinos), y solo una pequefia porcion puede estar disponible para las plantas
(Stevenson y Cole, 1999). Las bacterias solubilizadoras de fosfato ejercen su efecto
promotor mediante el aumento de la proporcién de fésforo disponible para las
plantas. El principal mecanismo por el cual las bacterias solubilizan fésforo
inorganico es mediante la disminucion del pH del medio a través de la liberacion de
acidos orgéanicos de bajo peso molecular, los cuales quelan los cationes unidos al
fosfato, dejandolo soluble (Alexander, 1980; Goldsteind, 1995; Kim y col., 1997;
Kpamblekou y Tanatanai, 1994). Se han descripto otros posibles mecanismos que
incluyen la eliminacion de protones y la produccion de acidos inorganicos como el
acido sulfurico, &cido nitrico y acido carbonico (Rodriguez y Fraga, 1990). Por otra
parte, la movilizacion de fosfato organico se realiza por sintesis de enzimas como las

fitasas y fosfatasas acidas y alcalinas.

Fijacion bioldgica de nitrégeno

El nitrgeno es componente de la clorofila y es indispensable para la sintesis de
proteinas y acidos nucleicos. Este elemento constituye, junto con el agua, el
principal factor limitante de la produccion agricola mundial. El continuo agotamiento
de las fuentes de nitrégeno en el suelo y la necesidad de incrementar la produccién
de algunos cultivos ha dado lugar a un creciente interés por conservar las reservas
limitadas de este elemento.

Las principales fuentes de nitrégeno en el suelo estan representadas por materiales
vegetales y animales, sales de amonio o nitratos arrastrados por las precipitaciones
y nitrégeno obtenido mediante el proceso de fijacion. Este proceso utiliza como
materia prima el N, atmosférico y lo convierte en formas asimilables para los

vegetales (Taiz y Zeiger, 1991). Esta conversion puede llevarse a cabo por

Eugenia Arroyo 3



Andlisis de propiedades promotoras del crecimiento de mani (Arachis hypogaea L.) y maiz
(Zea mays L.) de bacterias enddfitas de nddulos de mani. Potencial aplicacion a sistemas de
rotacion de cultivos

diferentes mecanismos denominados Fijacibn espontanea, Fijacion industrial y
Fijacion biologica. Esta ultima es llevada a cabo por microorganismos procariotas y
aporta mas del doble del nitrdgeno que los fertilizantes nitrogenados, representando
un 60 % del total de nitrégeno fijado anualmente (Vinuesa, 1998; Curtis y Barnes,
1994). EIl grupo limitado de microorganismos procariotas capaces de fijar nitrégeno
se denomina diazotrofos (diazo: nitrégeno, trofo: nutricion) e incluye bacterias
heterotrofas  aerObicas, anaerobicas estrictas o0 facultativas, bacterias
guimioautoétrofas y microorganismos fotosintéticos (cianobacterias) que convierten el
nitrégeno atmosférico en nitrato, nitrito o amonio mediante la accion de la enzima
nitrogenasa (Frioni, 1999; Taiz y Zeiger, 1991). Un grupo particularmente interesante
de diazotrofos esta conformado por los rizobios. Este grupo de bacterias del suelo
posee capacidad para fijar nitrdgeno luego del establecimiento de una asociacion
simbidtica con las raices de las plantas leguminosas, dentro de Organos

especializados denominados nodulos.

Mecanismos indirectos de promocion del crecimiento vegetal

Competencia por la utilizacion de fuentes de carbono (superposiciéon de
nichos)

Este mecanismo se fundamenta en la exclusibn competitiva de un micoorganismo

patdgeno cuando se enfrenta a un biocontrolador en condiciones limitantes de
fuentes carbonadas. Por ello, resulta Gtil cuantificar el grado de solapamiento entre
el biocontrolador y el patdgeno en cuanto a la utilizacion de fuentes de carbono. Esta
comparacion resulta en la definicion de un indice, denominado NOI (de Niche
Overlapping Index). Cuanto mas grande es el valor del indice, mayor la posibilidad
de exclusion competitiva del patégeno por el biocontrolador en el sistema. La
capacidad de una PGPB para competir por el nicho depende de su maquinaria
enzimatica para utilizar o detoxificar diferentes exudados y de su habilidad para

adaptarse a condiciones ambientales cambiantes (Compant y col., 2005).
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Antibiosis

El mecanismo conocido como antibiosis puede resultar de la produccién de
metabolitos antimicrobianos como los antibidticos, y de otros metabolitos
secundarios como el &cido cianhidrico, biosurfactantes y compuestos volatiles que
inhiben el desarrollo de fitopatdgenos (Benitez y col., 2004; Whipps, 2001; Reyes y
col.,, 2008). La utilidad de este mecanismo de biocontrol ha sido demostrada en

diversos sistemas (Nielsen y col., 1998; Whipps, 2001).

Produccion de enzimas hidroliticas

Esta propiedad se basa en el biocontrol de patdgenos mediante la produccién de
enzimas tales como quitinasas, glucanasas, pectinasas, lipasas, celulasas y
proteasas, cuya actividad hidrolitica afecta principalmente a la pared y membrana de
las células fangicas. Por ejemplo, Serratia marcescens produce quitinasas
extracelulares que actian provocando la lisis del micelio de Sclerotium rolfsii (Rojas-
Avelizapa y col., 1999). También ha sido demostrado que quitinasas y laminarinasas
extracelulares sintetizadas por Pseudomonas stutzeri digieren y lisan el micelio de
Fusarium solani y que la (-1,3- glucanasa sintetizada por Burkholderia cepacia
puede desarticular la pared de Rhizoctonia solani, S. rolfsii y Pythium ultimum
(Bashan y de-Bashan, 2005).

Induccidn de respuesta sistémica adquirida (ISR)

La ISR resulta de la respuesta producida por la planta a compuestos sintetizados por
la PGPB (volatiles y no volatiles) e implica una cascada de reacciones de defensa
gue puede involucrar transduccién de sefales, generacién de fitoalexinas, proteccion
contra el estrés oxidativo y formacion de barreras estructurales tales como el
engrosamiento de la pared, deposicion de calosa y acumulacion de compuesto
fendlicos (Reymond y Farmer, 1998). En todos estos mecanismos de defensa

juegan un rol decisivo el acido salicilico, el acido jasménico y el etileno. De este
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modo, algunas bacterias PGPB ejercen su efecto protector contra fitopatdgenos
estimulando en la planta los mecanismos de defensa inducibles, por lo que se
convierte en un huésped mas resistente al ingreso de patdégenos. Los
microorganismos que promueven ISR habian sido identificados hasta hace unos
aflos como bacterias Gram negativas, particularmente especies de los géneros
Pseudomonas y Serratia. Sin embargo, ha sido demostrado que algunas cepas de
Bacillus spp. también son capaces de estimular las respuestas de defensa de las

plantas (Kloepper y col., 2004).

Produccion de sideréforos

El hierro es el cuarto elemento mas abundante sobre nuestro planeta, aunque su
biodisponibilidad estd extremadamente limitada como consecuencia de su pobre
solubilidad. A pH fisiolégico, el nivel de Fe®*" esta limitado a 10™*® M, mientras que
todos los microorganismos requieren una concentracién minima efectiva de 10° M
para crecer (Braun y Hantke, 1997). Este elemento es esencial para el crecimiento
de microorganismos ya que actia como cofactor en reacciones enzimaticas de
oxido-reduccion.

En suelos con pH neutro o basico el hierro se encuentra en formas no solubles y, por
lo tanto, no disponibles para el crecimiento de microorganismos y plantas. Algunas
bacterias responden ante esta situacibn mediante la produccion de ligandos
especificos de hierro llamados sideréforos, de bajo peso molecular y alta afinidad,
capaces de transportarlo al interior celular. Los siderdéforos pueden actuar de forma
directa sobre la promocién del crecimiento vegetal, ya que algunas plantas son
capaces de unir el complejo sideroforo-hierro, transportarlo al interior y luego liberar
el hierro del sideréforo para su utilizacion (Bar-Ness y col., 1991, 1992; Crowley y
col., 1988; Wang y col., 1993).

Ademas, los microorganismos productores de sideroforos indirectamente protegen a
las plantas de otros microorganismos fitopatdogenos, debido a que compiten con ellos
por el metal. Los agentes fitopatbgenos también pueden producir sider6foros pero
con menor capacidad para fijar el hierro, por lo que su crecimiento y desarrollo se
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ven limitados. Asi, la menor disponibilidad de hierro disminuye la germinacién de las
esporas y crecimiento hifal y puede reducir la incidencia de enfermedades

ocasionadas por hongos fitopatégenos (van Rossum y col., 1994).

Las interacciones entre plantas y microorganismos que ocurren en la rizésfera son
las determinantes de la sanidad vegetal y de los suelos. Ademas, desempefian un
rol fundamental en la transformacion, movilizacién, y solubilizacion del conjunto
limitado de nutrientes en el suelo y la subsecuente incorporacion de los mismos para

alcanzar el rendimiento 6ptimo de los cultivos (Jeffries y col., 2003).

La aplicacion de microorganismos promotores del crecimiento vegetal puede
constituir una practica alternativa valida para incrementar la productividad de los
cultivos en un esquema de produccion sustentable y amigable con el medio
ambiente, reduciendo la aplicacién de agroquimicos. En este marco, este trabajo de
Tesis contribuye a la caracterizacion de las propiedades promotoras del crecimiento
vegetal de una coleccion de aislamientos bacterianos nativos de suelos agricolas de
la provincia de Cordoba. Ademas, se evallan los efectos de su aplicacién en dos
cultivos de gran importancia regional y nacional, el maiz y el mani. Estos cultivos
han sido utilizados en secuencias de rotacion en suelos de nuestra region,
demostrando constituir una alternativa rentable desde el punto de vista econdémico e
interesante desde la perspectiva de una produccion agricola sustentable y del
mantenimiento del recurso suelo. A continuacion, se destacan algunas

caracteristicas relevantes de estos cultivos.

MAIZ (Zea mays L)

El maiz es una especie vegetal perteneciente a la familia de las gramineas que no
se encuentra en estado silvestre, por lo que su origen aun no ha sido elucidado por

los botanicos. Los individuos de esta especie son incapaces de sobrevivir en

Eugenia Arroyo 7



Analisis de propiedades promotoras del crecimiento de mani (Arachis hypogaea L.) y maiz
(Zea mays L.) de bacterias enddfitas de n6dulos de mani. Potencial aplicacion a sistemas de
rotacion de cultivos

condiciones naturales porque no poseen mecanismos adecuados para la dispersion
de sus semillas, las que al germinar producen plantas que compiten severamente
entre si, impidiendo la produccion de nuevas semillas. Segun lo sugerido por Galiant
(1988), el maiz deriva del teosinte, y fue domesticado hace 7000 a 10000 afios en el
sur de México (Goodman, 1988). A partir del descubrimiento de América el cultivo de
maiz fue introducido en Europa, donde rapidamente se convirtio en un factor clave
para la alimentacion humana y animal (Watson, 1988). En la actualidad, constituye el
tercer cultivo en importancia mundial después del trigo y el arroz en cuanto a
volumen de produccién, y representa un alimento basico en regiones de
Sudameérica, América central, Africa, el sudeste asiatico y China. Asimismo, por su
gran productividad, excelente palatabilidad y alto contenido nutricional, el maiz ha
reemplazado a otros cereales en la alimentacion animal. Ademas, este cultivo tiene
numerosos usos industriales como la produccién de almidén, edulcorantes, alcohol,

jarabes, acetona, aceites (Watson, 1988).

En cuanto a sus caracteristicas botanicas, el maiz pertenece a las monocotiledoneas
gramineas. Las raices son fasciculadas y robustas, destacandose la presencia de
raices adventicias. El tallo tiene aspecto de cafia, es erecto, sin ramificaciones, y
posee elevada longitud, pudiendo llegar a 4 metros de altura. Las hojas son alternas,
paralelinervadas y provistas de una vaina que nace de cada nudo. El nimero de

hojas depende de la variedad y del ciclo (Ortas, 2008).

El rendimiento del maiz esta determinado principalmente por el niamero final de
granos por unidad de superficie, el cual es funcidon de la tasa de crecimiento del
cultivo alrededor del periodo de floracion. Por lo tanto, para alcanzar altos
rendimientos, el cultivo debe lograr un 6ptimo estado fisiologico en floracion,
cobertura total del suelo y alta eficiencia de conversion de radiacion interceptada en
biomasa. La adecuada disponibilidad de nutrientes, especialmente a partir del
momento en que estos son requeridos en mayores cantidades (estadio en el que se
encuentran aproximadamente 5-6 hojas desarrolladas), asegura un buen desarrollo
y crecimiento foliar y una alta eficiencia de conversion de la radiacion interceptada.

Los nutrientes disponibles en el suelo generalmente limitan la produccion de maiz,
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siendo necesario conocer los requerimientos del cultivo y la oferta del suelo para

determinar las necesidades de fertilizacion.

El maiz es un cultivo que requiere de suelos estructurados, fértiles y profundos que
permitan el desarrollo de las raices, que eviten los encharcamientos pero que
retengan agua, y que permitan un aprovechamiento éptimo de los nutrientes (Ortas,
2008). Las limitaciones en agua y/o nitrdgeno suelen tener un impacto tanto en la
instalacion del cultivo, como en su crecimiento y desarrollo y pueden limitar la
capacidad productiva potencial. El nitrégeno juega un rol critico y es el elemento
mas deficitario, por lo tanto es un aspecto importante dentro de un esquema de

produccion de cultivos (Guevara, 2012).

El manejo adecuado del nitrégeno en el ambiente es esencial para el desarrollo de
una agricultura mas productiva (Newbold, 1989). En este contexto, la importancia del
proceso de fijacion bioldgica de nitrdgeno es crucial, y el uso de cultivos capaces de
llevar a cabo este proceso es el componente primario en una agricultura sustentable
(Vance y col., 2000). Asi, las leguminosas desempefian un papel crucial en la
agricultura por su capacidad de fijar nitrégeno en simbiosis, y desde hace décadas
existen evidencias de su importancia en programas agricolas de varios paises
(Heath y col.,, 1973; Summerfield y Bunting, 1980; Vincent y col.,, 1977).
Actualmente, existen mas de 30 especies leguminosas cultivadas en el mundo para
alimentacion humana o animal. Sin embargo, la region agroproductiva de la zona
Centro-Sur de la provincia de Cérdoba histéricamente se caracteriz6 por la siembra
de mani, concentrando mas del 90% del total de la superficie sembrada en nuestro

pais.

MANI (Arachis hypogaea L.)

Taxondmicamente, el mani (Arachis hypogaea L.) pertenece al orden Fabales,

familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, género Arachis (Stalker, 1997). Es una
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leguminosa de verano, originaria de Sudamérica (actuales territorios de Bolivia,
Paraguay y Norte de Argentina). Es un cultivo capaz de adaptarse a diferentes
regiones y, si las condiciones lo permiten, puede actuar como perenne y sobrevivir
varios afios. La planta puede alcanzar una altura de 20-60 cm, es geocarpica y su
infrutescencia se desarrolla en el suelo después de la floracion (Moss y Ramanatha
Rao, 1995) (Figura 1).

Floracion aérea.
Raiz pivotante.
Perfil del suelo.
Frutos hipogeos.

Figura 1. Planta de mani (Arachis hypogaea L).

El género Arachis comprende 22 especies, de las cuales 9 son noduladas y so6lo una
(Arachis hypogaea L.) es actualmente cultivada. Esta especie es la Unica que posee
importancia econdmica, especialmente porque su semilla se emplea como fuente de
materia prima para la industria aceitera y confitera (Cholaky y col, 1993). También es
una fuente importante de proteinas ricas en arginina, posee elevados niveles de fibra
soluble e insoluble, compuestos fendlicos, fitoesteroles, acidos grasos benéficos y
vitamina E, que proporcionan un amplio rango de beneficios para la salud (Kris-
Etherton y col., 2008).
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A nivel mundial, los principales productores del cultivo son China, India y Estados
Unidos. Nuestro pais también se considera un importante productor, asi como el

primer exportador a nivel mundial (Camara Argentina del mani, 2012). Es interesante

destacar que la regién Centro-Sur de la provincia de
Coérdoba concentra el 96% del total de la
produccion, asi como la totalidad del proceso de
transformacion. Las mayores superficies
implantadas se encuentran en los departamentos
Rio Cuarto, Juarez Celman, Union, General Roca,
Presidente Roque Séenz Pefia, Santa Maria, Rio

Segundo, Tercero Arriba y San Martin (Figura 2).

De este modo, el cultivo de mani representa una

economia regional con alto impacto econdémico y

gt

social, no soOlo por la generacion de divisas bl b
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derivadas de la exportacion de sus productos, sino i
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también por la generacion de trabajo a nivel predial Figura 2. Principales

e industrial. A ello debe agregarse su impacto en  departamentos productores de
mani de la Prov. de Cérdoba.

otros sectores industriales ligados tanto a la

produccion primaria como al procesamiento. Esta importancia socioeconémica se ha

mantenido durante muchos afios dentro de ciertos margenes. Sin embargo, y con el

fin de incrementar el rendimiento y la calidad del mani y sus subproductos, es

necesario acrecentar el conocimiento de los actores involucrados en todas las

etapas productivas (Fernandez y Giayetto, 2006).

A lo largo de los afios se ha ido observando una pérdida de productividad en los
suelos del area manisera de Cdérdoba, habiéndose determinado en ellos un bajo
contenido de nitrégeno (Giayetto y col., 1998). Debido a que estos suelos con baja
fertilidad no producen buenos rendimientos, y que el cultivo de mani no responde a
fertilizacion directa, se han evaluado otras metodologias que involucran a los
microorganismos como colaboradores de la fertilizacién (Giandana, 1997). El mani,
perteneciente a la familia botanica de las leguminosas, posee la capacidad de
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establecer una asociacion simbiética fijadora de nitrdgeno con bacterias del suelo
conocidas colectivamente como rizobios. El efecto morfologico asociado con esta
interaccion es la formacion de noédulos, estructuras especializadas dentro de las
cuales los rizobios se diferencian en formas pleiomorficas denominadas bacteroides
y comienzan a fijar el nitrdgeno atmosférico, transformandolo en compuestos

asimilables por las plantas.

Hasta hace relativamente poco tiempo, se creia que los rizobios eran los ocupantes
exclusivos de los nédulos. Sin embargo, diferentes trabajos comenzaron a demostrar
gue diversos microorganismos endofiticos también son capaces de colonizar el

interior de estos 6rganos vegetales especializados (Fabra y col., 2010).

MICROORGANISMOS ENDOFITOS DE NODULOS

El estudio de los microorganismos endofiticos es actualmente un campo en gran
expansion. Las bacterias endofitas pueden ser definidas como la poblacion
procariotica que reside dentro de los organismos vivos sin ocasionar dafio al
hospedador (Hallmann y col., 1998). En los vegetales, el término “endofitos” ha sido
comunmente aplicado a relaciones mutualistas 0 comensalistas que involucran
microorganismos que se encuentran en tejidos tipicos, y no en dérganos
especializados como nédulos o tumores (Rai y col., 2007). Sin embargo, a partir del
afio 1999, comenzaron a incrementarse los reportes de bacterias que poseen la
capacidad de localizarse en el interior de nédulos pero que son incapaces de inducir
su formacién (Bai y col., 2002; Benhizia y col., 2004; Cerda Castillo, 2008; de Lajudie
y col., 1999; Gao y col., 2001; Kan y col., 2007; Lei y col., 2008; Li y col., 2008; Liu y
col., 2005; Mhamdi y col., 2002; ; Palaniappan y col., 2010; Rajendran y col., 2008;
Stajkovic y col.,, 2009; Tokala y col., 2002; Trujillo y col., 2010; Wang y col., 2006;
Zakhia y col., 2006).
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En nuestro laboratorio se obtuvo una coleccion de aislamientos bacterianos a partir
de ndédulos de mani, representativa del area manisera de la provincia de Coérdoba.
Estos aislamientos fueron caracterizados fenotipica y genotipicamente. Los
resultados revelaron que dicha poblacién es altamente heterogénea e involucra a
microorganismos de crecimiento lento y rapido (Ibafiez y col., 2008; Taurian y col.,
2002). El analisis de la secuencia del gen ARNr 16S de los aislamientos obtenidos
revel6 que pertenecen a los Géneros Bradyrhizobium y Rhizobium (dentro de la
Clase a-Proteobacterias), y Pseudomonas, Enterobacter y Klebsiella (ubicados en la
Clase y-Proteobacterias). Posteriormente, se determiné que los microorganismos
pertenecientes a esta ultima Clase no eran capaces de inducir la formacién de
nddulos en mani, y que carecian de genes de nodulacion (Ibafiez y col., 2009). Por
lo tanto, estos aislamientos fueron considerados como “endoéfitos oportunistas”, ya
que poseen la capacidad de localizarse en nodulos formados por la especie

rizobiana compatible.

Las bacterias endofitas de nodulos constituyen una poblacion de microorganismos
gue interactla directa o indirectamente con los rizobios simbiontes. De esta manera,
su presencia en los nodulos podria afectar el desarrollo de una simbiosis fijadora de
nitrogeno efectiva. Del mismo modo, su capacidad de actuar como promotores del
crecimiento vegetal podria afectar positivamente el desarrollo de la planta. En este
sentido, se demostrd que los aislamientos pertenecientes a la coleccion de endoéfitos
de nodulos son capaces de promover incrementos significativos en distintos

parametros de crecimiento y nodulacion del cultivo de mani (Ibafiez y col., 2009).

Los nédulos constituyen un ambiente controlado en el que las bacterias ocupantes
pueden multiplicarse desde unas pocas células hasta alcanzar valores de 4.10°
UFC/g (Sturz y col., 1997). Teniendo en cuenta que estos microorganismos pueden
ser liberados al suelo a partir de nédulos senescentes, estos 6rganos vegetales
especializados podrian ser considerados como lugares de supervivencia y
multiplicacion de ciertos organismos del suelo, que contribuyen a la persistencia de
estos genotipos microbianos en el ecosistema. Considerando la secuencia de

rotacion de cultivos sugerida para mani, resulta de interés analizar si la coleccion de
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microorganismos obtenida a partir del interior de los nédulos de esta leguminosa
posee también capacidad para colonizar y promover el crecimiento de plantulas de
maiz. Esta caracteristica permitiria proponer la aplicacion, al inicio de la rotacion, de

inoculantes bacterianos mixtos que promuevan el crecimiento de ambos cultivos.
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HIPOTESIS

Las bacterias endofitas de nédulos de mani constituyen una poblacién que presenta
interesantes propiedades promotoras del crecimiento vegetal que pueden favorecer
el desarrollo de diferentes genotipos vegetales. Esta caracteristica, en conjunto con
su capacidad de localizarse como endofitos (lo que les permite sobrevivir y persistir
en el agroecosistema), las hace particularmente Utiles para su utilizacion en

sistemas agricolas que impliquen rotacion de cultivos.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de la promocion del crecimiento vegetal mediada por
PGPRs, en relacibn con su capacidad para localizarse como endofitos y para

interaccionar con diferentes especies de plantas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la presencia de actividades promotoras del crecimiento vegetal en
una coleccion de bacterias enddfitas de nédulos de mani.

Evaluar los efectos de su inoculacion sobre el crecimiento de plantulas de
maiz.

Identificar aislamientos de la coleccidon que promuevan el crecimiento en las
dos especies vegetales analizadas para realizar ensayos de inoculacién en
condiciones controladas que simulen rotaciones mani-maiz.

Generar conocimientos aplicables al desarrollo de formulaciones de
inoculantes mixtos (Bradyrhizobium-endofitos promotores del crecimiento

vegetal) para sistemas agrondmicos que impliguen rotaciones maiz-mani.
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CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS

AISLAMIENTOS NATIVOS

Se utiliz6 una coleccion conformada por 7 aislamientos nativos previamente
obtenidos a partir del interior de nédulos de mani esterilizados superficialmente
(Ibafiez y col., 2009). Las caracteristicas méas relevantes de los aislamientos se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Coleccién de aislamientos nativos utilizada en el trabajo.

NUumero de acceso L
_ _ Clasificacion Grupo
Aislamiento | ADNr - _
taxonomica Bacteriano
(GenBank)
NTI31 EF442063 Klebsiella sp. y-Proteobacteria
TTO01 EF442065 Klebsiella sp. y-Proteobacteria
NONC13 EF442069 Enterobacter sp. y-Proteobacteria
NMAN11 EF442066 Enterobacter sp. y-Proteobacteria
NCHA35 EF442064 Pseudomonas sp. | y-Proteobacteria
NVAM 24 EF442067 Pseudomonas sp. | y-Proteobacteria
NCHA33 EF442068 Pseudomonas sp. | y-Proteobacteria

CEPAS DE REFERENCIA

Se utilizaron las siguientes cepas de referencia
e Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (MIRCEN, Brasil).
e Serratia sp. S119 (Taurian y col., 2010)

e Azospirillum brasilense Cd.
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MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

MEDIO TY (Beringer, 1974)

Triptona 5 g/l

Extracto de levadura 3 g/l

Cl,Ca.2H,0O 0,549/
Para la obtencién del medio de cultivo sélido, se agregé Agar en una concentracion
de 15 g/l.

MEDIO YEM (Vincent, 1970)

K.PO4H 0,59/
MgSO, 0,2 g/l
NacCl 0,149/
Extracto de levadura 19/l
Manitol 10 g/l
Agar 15 g/l
pH 6,8-7

Para obtener el medio solido (YEMA) se agregd Agar en una concentracion de 15 g/l

y 10 ml/l de una solucion al 0,25% del colorante Rojo Congo.
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MEDIO NBRIP-BPB (Mehta y Nautiyal, 2001)

Glucosa
Ca3(PO.).
MgCl,.6H,0
MgS0,.7H,0
KCI
(NH,),SO,

BPB 0,025 g/l

Agar
pH

MEDIO CAS (Schwyn y Neilands, 1987)

Para preparar 200 ml de agar CAS, se agrego:

Pipes (buffer free acid pH 6,8)
Triptona

Triptéfano 1% solucion stock
Bactoagar

MM9 10X solucion stock*
CAS 10X solucion stock*
Manitol 1M*

MgSO.*

CaCl,*

Vitaminas solucién stock*

* Se agreg6 luego de autoclavar el medio.

6,19

0,032 g

0,6 ml
39
20 ml
20 ml
2ml
0,1 ml
0,2 ml
0,1 mi
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MM9 10X solucién stock.

KH2PO, 029
NacCl 0,59
NH,CI 1g
Agua destilada 100 ml

CAS 10X solucion stock.

- Solucién 1
o0 60,5 mg de CAS en 50 ml de H,O deionizada.
0 10 ml de Fe,Cl;.6H,0 (1mM) disueltos en CIH 10 mM.

- Solucion 2
0 72,9 mg de hexadecyltrimethylamoniumbromide (HDTMA) en 40 ml de
H,O deionizada.
Se mezclaron las dos soluciones dando un color azul intenso, se autoclavo y se

conservo a 4°C.

Solucién stock de vitaminas.

- 20 mg/100 ml de rivoflavina; acido p-aminobenzoico; acido nicotinico; D-
biotina; D- pantotenato de calcio; piridoxal-CIH.
- 200 mg/100 ml de tiamina-CIH.

AGAR TRIPTICASA SOYA

Se pesaron 40 g del medio deshidratado (Britania) y se agregaron 1000 ml de agua
destilada. Para la obtencién del medio al 10% se pesaron 4 g y se colocaron en
1000 ml de agua destilada.
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Para la preparaciéon del medio con triptéfano (concentracién final 5 mM), se agrego al
medio de cultivo estéril y fundido el volumen correspondiente de una solucion stock
de triptéfano 0,5 M previamente esterilizada por filtracion, se homogeneizo, y se

ajusto el pH a 6 mediante el agregado de NaOH 5 N.

CULTIVO Y CONSERVACION DE LA COLECCION DE AISLAMIENTOS

Los aislamientos NVAM24, NCHA33, NCHA35, TT001, NTI31, NMAN11, NONC13y
S119 y la cepa Azospirillum brasilense Cd fueron cultivados en medio TY (Beringer,
1974). Cuando fue necesario, se adiciond al medio el antibidtico cloranfenicol (40
pg/ml). Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 fue cultivado en medio YEM (Vincent 1970).

Para la conservacion de las cepas a largo plazo, se tomaron alicuotas de cultivos en
fase logaritmica tardia que fueron suplementados con glicerol estéril hasta alcanzar

una concentracion final de 40%.

ANALISIS DE PROPIEDAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO EN LOS
AISLAMIENTOS DE LA COLECCION

|- DETERMINACION DE SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

Con el proposito de evaluar la capacidad de los aislamientos para solubilizar
fosfatos, se realizaron inoculaciones en medio NBRIP-BPB (Mehta y Nautiyal, 2001).
Este medio posee fosfato tricalcico (insoluble), por lo que la presencia de un halo
transparente alrededor de la colonia indica la solubilizacion de fosfatos. Ademas,
este medio contiene el indicador azul de bromofenol (BPB), el cual vira a amarillo
cuando el medio es acidificado por la liberacion de acidos por parte de los

aislamientos.
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Se realizaron inoculaciones de 10 pl de cultivos de los aislamientos por triplicado en
el medio y se incubaron por 7 dias. Luego, se midieron los halos de solubilizacién
alrededor de cada colonia. Como control positivo, se utilizé el aislamiento

solubilizador de fosfatos Serratia sp. S119.

II- DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE SIDEROFOROS

La capacidad de producir sideréforos por parte de los aislamientos fue evaluada en
el medio de cultivo CAS (Cromo — Azurol S) (Schwyn y Neilands, 1987). En este
medio, el complejo ternario azurol S/hierro Ill/bromuro de hexadecil trimetil amonio
(HTDMA) es utilizado como indicador. Cuando un agente quelante remueve hierro
del medio, el indicador vira del color azul al anaranjado. Las placas de Petri
conteniendo medio CAS fueron inoculadas con los aislamientos a analizar e
incubadas a 28°C durante 3 a 7 dias. La aparicion de halos de color anaranjado

alrededor de las colonias indicé produccion de sideroforos.

I1l- DETERMINACION CUALITATIVA DE LA PRODUCCION DE ACIDO INDOL
ACETICO (AIA)

Para la determinacion de esta actividad se siguio el método descripto por Bric y col.
(1991). Para ello, se emplearon placas de Petri conteniendo medio Tripticasa Soya
Agar (TSA) (Britania) diluido al 10% y suplementado con 5 mM de L- triptéfano. Se
colocaron sobre el medio pequefios discos de nitrocelulosa, que fueron inoculados
con los aislamientos a ensayar. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 48 a 72
horas. Luego, los discos de nitrocelulosa con el crecimiento bacteriano fueron
colocados en tubos de ensayo que contenian el reactivo de Salkowski (Gordon y
Weaver, 1951). Se observo el desarrollo de la reaccion entre 30 minutos y 3 horas,

consignando como positivos aquellos tubos que demostraran la presencia de un
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color rosado. Este color se obtiene por la reaccion del AlA con los iones férricos en

medio perclorico.

Incubacién 48- Incubacidn
‘ 72 hs a 282C ‘ ‘ 30 minutos-

3 hs.

Medio TSA al 10% Disco mas reactivo
con 5 mM de de Salkowski.
trintdfano.

REACTIVO DE SALKOWSKI

H.SO, 300 ml
FeCl; 0,5M 15 ml
H,O 500 ml

TECNICAS GENERALES PARA LOS ENSAYOS DE INOCULACION EN
PLANTAS

El andlisis de las propiedades promotoras del cultivo de los aislamientos de la

coleccion se realiz6 en diferentes ensayos, a saber:

- Andlisis de la promocién del crecimiento sobre plantas de maiz. En este
ensayo, los aislamientos fueron inoculados individualmente o coinoculados
(en tratamientos conformados segun su afiliacion taxondémica) sobre
plantas de maiz. A los 30 dias PI (post inoculacion), se cosecharon las
plantas y se evaluaron parametros de crecimiento vegetal.

- Andlisis de la promocion del crecimiento en un ensayo de rotacion de
cultivos mani-maiz. En este ensayo, se cultivaron en macetas plantas de

mani coinoculadas con el simbionte Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y los
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aislamientos endofiticos por el término de 80 dias, momento en el que
ocurre la senescencia nodular. El objetivo es permitir que los nddulos
senescentes liberen al suelo los microorganismos que se albergan en su
interior. Las plantas de mani fueron cosechadas y se evaluaron diferentes
parametros simbidticos y agrondmicos. Luego, se determiné el nUmero de
microorganismos inoculados originalmente que permanecian viables en el
suelo luego de la cosecha de las plantas de mani. Posteriormente,
semillas de maiz fueron sembradas en las mismas macetas. Tres macetas
por tratamiento fueron reinoculadas con los aislamientos de la coleccion,
para incrementar su numero en el sustrato. Las plantas de maiz se
mantuvieron por un lapso de 30 dias. Finalmente, se cosecharon y se

evaluaron diferentes parametros de crecimiento vegetal.

A continuacion se detallan los procedimientos experimentales generales para los

ensayos de inoculacion en plantas.

Esterilizacion superficial de semillas de maiz

Semillas de maiz hibrido NK90O TD MAX fueron seleccionadas por su tamafo
uniforme. Para su esterilizacion superficial, las semillas fueron sumergidas en etanol
al 96% durante 30 segundos. Luego se descarté el alcohol y se realizdé un lavado
con agua estéril. Se agreg6 hipoclorito de sodio al 6 % durante 10 minutos.
Finalmente, se descart6 la solucion de hipoclorito y se realizaron de 5 a 6 lavados
con agua esteril (Pereira y col., 2011). Las semillas esterilizadas superficialmente se
depositaron en placas de Petri previamente esterilizadas conteniendo algodén y
papel de filtro y se incubaron en estufa a 28°C en oscuridad, hasta que la radicula

alcanzoé una longitud aproximada de 2-3 cm.
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Esterilizacion superficial de semillas de mani

Semillas de mani variedad Runner cultivar Tegua fueron seleccionadas por su
tamafio y color uniforme y luego fueron esterilizadas superficialmente siguiendo la
metodologia descripta por Vincent (1970). Brevemente, las semillas fueron
sumergidas en etanol al 96% por 30 segundos, luego se descartd el alcohol y se
realizé un lavado con agua estéril. Posteriormente, se agregé peréxido de hidrégeno
(H202) al 20% durante 15 minutos y finalmente se realizaron de 5 a 6 lavados con
agua estéril. Las semillas esterilizadas superficialmente se depositaron en placas de
Petri previamente esterilizadas conteniendo algoddn y papel de filtro y se incubaron
en estufa a 28°C en oscuridad, hasta que la radicula alcanz6 una longitud
aproximada de 2-3 cm.

Condiciones de cultivo de las plantas

Las semillas pre-germinadas fueron transferidas a macetas estériles que contenian
una cantidad adecuada de arena volcanica previamente esterilizada en estufa o
autoclave. Las plantas fueron incubadas en una camara de cultivo con un
fotoperiodo de 18/6 hs (luz/oscuridad). Aquellos tratamientos que implican
inoculacion o coinoculacion con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 fueron regados con
soluciones nutritivas son nitrdgeno, ya que la presencia de este nutriente inhibe la

nodulacion.

Por ello, el riego de las plantas se realizé con agua de red estéril, medio Hoagland
libre de nitrégeno (Hoagland, 1950). Para analizar el efecto de la solubilizacion de
fosfatos por parte de los aislamientos en el crecimiento de las plantas, algunos
tratamientos fueron regados con solucion de Hoagland sin nitrégeno y sin fuente de
fosfato y otros con solucién de Hoagland sin nitrégeno y con una fuente insoluble de

fosfato (fosfato tricalcico en una concentracion de 2 g/l).

Para los ensayos de rotacion de cultivos se utilizé como sustrato de crecimiento para
las plantas suelo proveniente de un campo de la zona de Rio Quinto. Para este
suelo se determind un bajo contenido de fosforo (7 ppm). Para la realizacion del

ensayo, el suelo fue esterilizado en estufa.
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MEDIO HOAGLAND (Hoagland y Arnon, 1950)

CaCl, 1M 10 ml/l
CIK M 10 ml/l
POsH.K 1M 2mi/l
SO.Mg 1M 4 mifl
FeCl; 5 mg/mi 2ml/l
ZnS0O, 7H,O 1mM 4 mil/l
Solucién micronutrientes 2ml/l

Solucién de micronutrientes

HsBOs 2,83 g/l
MnCl, 1,81 g/l
ZnCl, 0,11 g/l
CuSO, 0,05 g/l
NaMoO, 0,025 g/l

Inoculacion de las plantulas

Las plantulas de mani o maiz fueron inoculadas a los 4 dias post-emergencia con
una suspension bacteriana preparada a partir de una colonia aislada que fue
transferida a medio de cultivo TY o, alternativamente, YEM. Los cultivos fueron
incubados a 28°C hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento (~1.10°
UFC/ml). Posteriormente se tomaron 4-5 ml de estos cultivos que fueron depositados
sobre la raiz de las plantulas. Para las coinoculaciones, los aislamientos fueron
cultivados por separado en sus medios de crecimiento correspondientes, y luego se
agrego 5 ml de cada uno de ellos a las macetas. Las plantas fueron cosechadas a
los 30 u 80 dias post inoculacion de acuerdo al ensayo.
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Anélisis de parametros de crecimiento

Para evaluar el crecimiento de las plantas, se registraron los siguientes parametros
luego de la cosecha:

- Peso fresco aéreo.

- Peso seco aéreo.

- Peso fresco radical.

- Peso seco radical.

- Longitud aérea.

- Longitud radical.

- Numero de nédulos (para el caso de las plantas de mani).

Analisis estadistico de los datos

Las pruebas estadisticas ANOVA y Dunnet se realizaron utilizando el programa
SigmasStat 3.5.

Determinacion del numero de microorganismos viables en el suelo

En los ensayos de rotacion mani-maiz, y con el fin de conocer el nimero de
microorganismos inoculados que permanecian viables luego de la cosecha del
primer cultivo, se determind el nimero de unidades formadoras de colonias por
gramo de suelo. Para ello, se tomaron muestras de 1 g de suelo de 3 macetas por
cada tratamiento. Luego, se realizaron diluciones seriadas (hasta 10™), y se realiz0
el recuento de células viables mediante la técnica de microgota en medio TY

adicionado con el antibiotico cloranfenicol.
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Aislamiento de microorganismos endofitos

Para el aislamiento de microorganismos endofiticos, se realiz6 la esterilizacion
superficial de la raiz. Para ello, en una primera etapa se realizaron lavados de las
raices con agua corriente para eliminar las particulas de suelo adheridas. Luego, se
tomo una porcion de raiz (aproximadamente 1 g) que fue sumergida en etanol 70%
por dos minutos y posteriormente lavada con agua. Finalmente, se colocé la raiz en
hipoclorito de sodio al 3% por 4 minutos y se realizaron lavados con agua estéril
para eliminar los restos de cloro.

Posteriormente, la raiz fue macerada en un mortero estéril con solucién fisioldgica y
se realizaron diluciones seriadas (hasta 1073) que fueron sembradas por triplicado en
medio TY suplementado con cloranfenicol. Las placas se incubaron en estufa por
24-48 horas y luego se realiz6 el recuento de bacterias enddfitas.

Para confirmar la esterilizacion superficial de las raices, el agua obtenida del Gltimo
lavado de las mismas fue sembrada en el mismo medio. Las placas se incubaron en
estufa por 24-48 horas y luego se comprobo la ausencia de crecimiento bacteriano.
Para la identificacion de los microorganismos endofiticos, se los caracterizd
genotipicamente mediante la técnica de ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) -PCR. Para ello, en una primera etapa se realizé la extraccion del ADN
genomico de los aislamientos con resinas (Walsh y col., 1991). Brevemente, se
tomaron dos colonias de los microorganismos, se resuspendieron en 300 pl de CINa
1My la mezcla se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos. Luego se descarto el
sobrenadante, el pellet se resuspendié en 300 pl de agua bidestilada estéril, y la
suspension se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. Por ultimo, se agrego
300 ul de resina al pellet celular, se homogeneizd y llevo al termociclador por 20
minutos a 55° C y luego 8 minutos a 99° C. Los moldes asi obtenidos fueron

utilizados en una reaccion de ERIC-PCR.
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ERIC-PCR

Con el fin de confirmar la identidad de los aislamientos inoculados y de los
aislamientos endofiticos obtenidos, se realiz6 una técnica de caracterizacion

genotipica basada en la PCR denominada ERIC-PCR.

El volumen final de la reaccion fue de 12 pl, y contenia:

- Buffer 2,4 pl.
- ClhMg 2,88 l.
- dNTP 2,4 pl.
- P1 (primer) 1,5 pl.
- P2 (primer) 1,5 pl.
- Tag polimerasa 0,15 pl.
- H,O 9,67 pl.
- DNA 3,5 pl.

Para la amplificacion se utilizaron los primers E1 y E2 (de Bruijn, 1992):
- E1: 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’

- E2: 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’

Las amplificaciones se realizaron con el siguiente ciclo de temperaturas:

- 95°C 1 minuto.
- 94°C 1 minuto.
- 52°C 1 minuto. |:> X 35
-  65°C 8 minutos.
- 68°C 16 minutos.

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis horizontal en

geles de agarosa 2%. La corrida electroforética se realizé a 75 V utilizando buffer
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TBE 0,5X. Los geles fueron tefiidos con Bromuro de Etidio y visualizados en el

transiluminador de luz UV.
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DETERMINACION DE PROPIEDADES PGPR EN LOS AISLAMIENTOS DE LA
COLECCION

Con el objetivo de evaluar la presencia de actividades promotoras del crecimiento en
los aislamientos endofiticos de nddulos de la coleccion, se determind su capacidad

para solubilizar fosfatos y producir sideréforos y Acido Indol Acético (AIA).

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD PARA SOLUBILIZAR FOSFATOS

Para la determinacién de la capacidad solubilizadora de fosfatos, se midi6 el
didmetro del halo transparente de solubilizaciébn producido por los aislamientos
crecidos en el medio NBRIP-BPB (Mehta y Nautiyal, 2001) (Figura 3). Los datos
fueron registrados 1, 4 y 7 dias después de la siembra de los aislamientos (Tabla 2).

Fig. 3. Imagen representativa que muestra la formacién de un halo transparente de solubilizacién de

fosfato alrededor de las colonias bacterianas.
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Tabla 2. Diametro (en mm) del halo de solubilizacion de fosfatos producido por los aislamientos a

diferentes tiempos después de la siembra.

AISLAMIENTO DIA1 DiA4 DIA7
Pseudomonas sp. NCHA 35 2,33+£0,33 | 5,33+0,24 | 5,33+£0,24
Pseudomonas sp. NCHA 33 1,50+0,50 | 3,67+0,24 | 4,00+0,41
Pseudomonas sp. NVAM 24 3,33+0,33 | 4,33+0,47 | 5,00+0,41
Klebsiella sp. NTI31 2,33+0,33 | 4,00+0,41 | 4,00+0,41
Klebsiella sp. TT0O01 2,33+£0,33 | 3,00+0,45 | 3,00+0,45
Enterobacter sp. NMAN11 2,00 £ 0,58 3,000 3,00+0
Enterobacter sp. NONC13 2,33+0,33 | 3,00+0,41 | 3,33+0,24
Serratia sp. S119 (Control positivo) | 3,00+ 0,58 | 8,33 + 0,24 | 9,00 + 0,41

Los datos representan la media * error estandar de 3 repeticiones.

Los resultados indican que todos los aislamientos de la coleccién fueron capaces de
solubilizar fosfatos. Los niveles de solubilizaciéon son variables, destacandose los
aislamientos Pseudomonas sp. NCHA35 y NVAM24 como los que evidenciaron
mayor actividad. Estos valores son similares a los informados por Taurian y col.
(2010) para algunos aislamientos obtenidos de filosfera, rizésfera y tejidos vegetales

de plantas de mani cultivadas en la provincia de Cérdoba.

La solubilizacion del fésforo mediada por bacterias del suelo es uno de los
mecanismos mas importantes de promocion del crecimiento vegetal. La mayoria de
los suelos contienen grandes reservas de fésforo que, en gran parte, son el
resultado de la aplicacién de fertilizantes (Richardson, 1994). Sin embargo, menos
del 5% del fosforo contenido en el suelo es asimilable por las plantas, las cuales sélo
pueden utilizar fosforo inorganico (Rending y Taylor, 1989). Se calcula que el 40%
de los suelos agricolas del planeta son deficientes en fésforo asimilable, incluso
aguellos fértiles (Batjes, 1997). Las bacterias solubilizadoras de fosfatos constituyen
entre el 1% y el 50% de la poblacién total de microorganismos del suelo (Chabot y
col., 1996).
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Thien y Myers (1992) indicaron que, por efecto de la actividad microbiana, la
disponibilidad del fésforo en un suelo bioactivo puede aumentarse marcadamente. El
uso de aislamientos solubilizadores de fosfatos en forma de bioinoculantes permite
una mayor eficiencia de absorcion de los fertilizantes en los suelos, disminuyendo la
necesidad de aplicaciéon de fertilizantes fosfatados. Esto resulta en un beneficio
agronoémico, ya que la produccion y aplicacion de fertilizantes implica un alto costo
que repercute negativamente en el manejo de los cultivos (Raghothama vy
Karthikeyan, 2005). Ademas, el aumento en la demanda de fertilizantes fosfatados
puede resultar en un agotamiento de las fuentes actuales de este nutriente (Runge-
Metsger, 1995).

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE SIDEROFOROS

Los sideréforos son agentes quelantes de hierro, el cuarto metal mas abundante en
los suelos (Crichton y Charloteaux-Wauters, 1987) y uno de los micronutrientes
esenciales para practicamente todos los seres vivos. En condiciones fisioldgicas, el
hierro puede existir en forma ferrosa (Fe2+) o férrica (Fe3+). A pesar de su
abundancia en la naturaleza, en condiciones fisiologicas (presencia de oxigeno y pH
neutro) este elemento esta escasamente disponible debido a la rapida oxidacion de
Fe* a Fe®* vy la subsecuente formacién de hidréxidos insolubles (Harrington y
Crumbliss, 2009).

Para la determinacion cualitativa de la capacidad de producir sideréforos por parte
de los aislamientos, se registré la aparicion de un halo anaranjado alrededor de las
colonias cuando fueron crecidos en medio CAS (Schwyn y Neilands, 1987). Los
datos se registraron 1, 4 y 7 dias después de la siembra de los aislamientos (Tabla
3).

Eugenia Arroyo 32



Andlisis de propiedades promotoras del crecimiento de mani (Arachis hypogaea L.) y maiz
(Zea mays L.) de bacterias enddfitas de nédulos de mani. Potencial aplicacion a sistemas de
rotacion de cultivos

Tabla 3. Capacidad de los aislamientos para producir sideréforos.

AISLAMIENTO DIA1 | DIA4 | DIAY

Pseudomonas sp. NCHA 35 + + +

Pseudomonas sp. NCHA 33 - - -

Pseudomonas sp. NVAM 24 + + +
Klebsiella sp. NTI 31 - - -
Klebsiella sp. TT 001 - + +

Enterobacter sp. NMAN 11 - - -

Enterobacter sp. NONC 13 - - -
Referencias: +, produccién; -, ausencia de produccién.

Los resultados indicaron que tres aislamientos (Pseudomonas sp. NCHA35,
Pseudomonas sp. NVAM24 y Klebsiella sp. TT001) fueron capaces de producir

sideroforos.

La capacidad para producir sideréforos es una caracteristica altamente deseable en
un aislamiento PGPR ya que estos compuestos, en conjunto con otros metabolitos
como antibioticos y bacteriocinas, participan en el biocontrol de microorganismos
patdgenos. Se ha propuesto que los sideréforos pueden secuestrar el hierro del
ambiente rizosférico, impidiendo que esté disponible para el crecimiento de los
patogenos. Ademas, estos compuestos juegan un rol importante en la absorcion de
hierro por parte de la planta (Loper y Buyer, 1991), quelando el metal y cediéndolo al
vegetal. El hierro es esencial para el metabolismo celular como cofactor de
numerosas enzimas (Wandersman y Delepelaire, 2004), ademas de cumplir diversas
funciones en procesos biologicos relevantes como transporte de oxigeno, sintesis de
ADN, fijacion de nitrdgeno, respiracion celular y fotosintesis (Greenshields y col.,
2007). Ademas, la capacidad de producir sider6foros representa una ventaja
ecoldgica, ya que los microorganismos productores pueden ocupar nuevos nichos

en la rizosfera, desplazando la demas microbiota del suelo (Kloepper y col., 1980).
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DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE AIA

Otra propiedad PGPR interesante constituye la capacidad de los microorganismos
para producir fitohormonas. Entre ellas, el Acido Indol Acético ha recibido particular
atencion. Esta fitohormona promueve la longitud radical y la formacién de raices
laterales, dando como resultado un aumento de la superficie radicular y permitiendo

una mejor absorcién de nutrientes por parte de la planta.

La determinacion cualitativa de la produccion de AIA se evidencio a través de la
reaccion entre discos con crecimiento bacteriano y el reactivo de Salkowski.
Aquellos microorganismos que fueron capaces de sintetizar AIA o analogos

produjeron un color rosado luego de la adicion del reactivo de Salkowski (Figura 4).

Fig. 4: Produccion de AIA por parte de los aislamientos de la coleccion. 1, Pseudomonas sp.
NVAM24; 2, Pseudomonas sp. NCHA33; 3, Pseudomonas sp. NCHA35; 5, Klebsiella sp. TT001; 6,
Klebsiella sp. NTI31; 8, Enterobacter sp. NONC13; 9, Enterobacter sp. NMAN11; 11, Control
negativo. Los tubos 4, 7 y 10 corresponden a la mezcla de los aislamientos de cada género
bacteriano (Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, respectivamente).

Los resultados demostraron que todos los aislamientos ensayados fueron capaces
de producir AlA. Es interesante destacar que la técnica utilizada solamente permite
la deteccién cualitativa de la fitohormona. No obstante, pueden observarse
diferentes tonalidades de color que sugieren mayor o menor produccion de la

misma.
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Una caracteristica deseable de las PGPRs productoras de AlA es que produzcan un
nivel adecuado de la fitohormona. La formacion de raices laterales y adventicias es
estimulada por concentraciones elevadas de AIA, mientras que la longitud de las
raices primarias es estimulada por bajos niveles del mismo (Alvarez y col., 1989;
Meuwley y Pilet, 1991; Peck y Kinde, 1995; Pilet y Saugy, 1987). Por otro lado,
concentraciones demasiado elevadas producen un efecto deletéreo en las plantas,

ya que inducen la biosintesis del etileno.

En esta seccion se presentaron los resultados correspondientes al analisis de tres
propiedades promotoras del crecimiento vegetal significativas: solubilizacion de
fosfatos y produccion de sideréforos y AlA. Sin embargo, resultan de interés los
aislamientos Pseudomonas sp. NCHA35, Pseudomonas sp. NVAM24 y Klebsiella
sp. TTOO01 por presentar las tres propiedades analizadas. Tomados en conjunto, los
datos demostraron que todos los aislamientos de la coleccion presentan, al menos,
una de las caracteristicas. Por ello, teniendo en cuenta estos resultados, y la
capacidad de los aislamientos para incrementar el crecimiento de plantulas de mani
(Ibafiez y col., 2009), se decidié analizar los efectos de la inoculacion de todos los

aislamientos de la coleccién sobre plantulas de maiz.

INOCULACION DE LOS AISLAMIENTOS EN PLANTULAS DE MAIiz

Coinoculacion de los aislamientos en grupos conformados segun su afiliacion

taxondmica.

Se determinaron los efectos de la coinoculacion de los aislamientos en plantulas de
maiz. Para ello, los aislamientos fueron coinoculados en tres tratamientos

conformados segun su afiliaciéon taxonémica, a saber:

Enterobacter sp.: Coinoculacion de los aislamientos Enterobacter sp. NONC13 vy
Enterobacter sp. NMAN11.

Pseudomonas sp.: Coinoculacion de los aislamientos Pseudomonas sp. NCHA33,

Pseudomonas sp. NCHA35 y Pseudomonas sp. NVAM24.
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Klebsiella sp.: Coinoculacion de los aislamientos Klebsiella sp. NTI31 y Klebsiella
sp. TTOO1.

Las plantas de maiz se mantuvieron hasta los 30 dias PI. Luego, fueron cosechadas
y se registraron los siguientes parametros indicadores de crecimiento vegetal: peso
fresco aéreo y radical; peso seco aéreo y radical y longitud aérea (Tabla 4). El efecto
producido por la inoculacion de los aislamientos pudo ser observado a simple vista,
diferencidndose notablemente el mayor tamafio y el color verde intenso de las

plantas inoculadas con respecto a las plantas sin inocular (Figura 5).

—
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Figura 5. Aspecto de las plantas de maiz. Referencias: E, Enterobacter; P, Pseudomonas; K,
Klebsiella, (-) control sin inocular.
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Tabla 4. Parametros de crecimiento de plantas de maiz inoculadas con los aislamientos.

Tratamiento PF PA(g) | PF Radical Long PS PA () PS
(9) Aérea (cm) Radical (g)

Enterobacter 3,86 + 6,30 + 34,64 + 0,76 + 0,95 +

0,35* 0,60* 1,12* 0,01* 0,14
Klebsiella 4,18 + 6,44 + 38,00 + 0,85 + 0,81 +

0,30* 0,50* 1,78* 0,01* 0,01
Pseudomonas 4.2 + 6,08 + 425 + 0,73 + 1,43 +

0,46* 0,44* 1,69* 0,06* 0,28*
Control sin 1,77 3,05+ 26,20 + 0,31 + 0,55 +
inocular 0,12 0,22 0,86 0,01 0,06

Los datos representan la media * el error estandar de 4-5 determinaciones. * Indica diferencias
estadisticamente significativas con el control sin inocular segun el test a posteriori de Dunnet
(p<0,05). Referencias: PA, parte aérea; PF, peso freso; PS, peso seco.

Los resultados indicaron que todos los tratamientos analizados fueron capaces de
promover un aumento significativo en el peso fresco aéreo y radical, en la longitud
aérea y en el peso seco de la parte aérea de las plantas. Por otra parte, sélo un
tratamiento (el correspondiente a la inoculacion con Pseudomonas) fue capaz de
incrementar significativamente el peso seco radical en comparacion con el control
sin inocular. Los resultados obtenidos sugieren que los aislamientos son capaces de
expresar una o mas de las caracteristicas PGPR determinadas in vitro en
coinoculacion con otros aislamientos y en presencia de la planta. El incremento de
los parametros de biomasa observado en los tratamientos es importante porque
sugiere mayor crecimiento vegetal, que probablemente se traduzca en un mejor
rendimiento al momento de la cosecha. Ademas, un aumento en este tipo de
paradmetros es interesante en el marco de una agricultura que implique sistemas de
siembra directa, ya que una mayor biomasa vegetal significa mayor aporte de

materia organica a los suelos.

En conjunto, los datos obtenidos en este ensayo indican la capacidad de los
aislamientos para promover el crecimiento vegetal cuando son inoculados en grupos

conformados segun su afiliacién taxondmica. Teniendo en cuenta el interesante
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potencial observado en los mismos, se decidié realizar un segundo ensayo en el
cual cada uno de los aislamientos fue inoculado individualmente sobre las plantulas

de maiz.
Inoculacion individual de los aislamientos en plantulas de maiz

En este segundo ensayo, se realizo la inoculacion por separado de los aislamientos
sobre plantulas de maiz. El objetivo fue evaluar si el efecto promotor del crecimiento
observado en el ensayo anterior puede ser atribuido a los aislamientos individuales o
a la interaccién sinérgica de los mismos en el consorcio microbiano. Los

tratamientos analizados fueron los siguientes:

Inoculacién de Klebsiella sp. TT001
Inoculacion de Klebsiella sp. NTI131
Inoculacion de Enterobacter sp. NONC13
Inoculacién de Enterobacter sp. NMAN11
Inoculacién de Pseudomonas sp. NVAM24
Inoculacién de Pseudomonas sp. NCHA33
Inoculacién de Pseudomonas sp. NCHA35

Control fertilizado (regado con solucion de nitrato 5 mM).

© © N o o b~ W DdhPRE

Control negativo (sin inocular).

Los resultados obtenidos indicaron que la inoculacién de algunos aislamientos
incrementod diferentes parametros de crecimiento vegetal (Tabla 5). Estas diferencias
también fueron observadas a simple vista, evidenciandose el mayor tamafio de las

plantulas correspondientes a algunos tratamientos (Figura 6).
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Fig 6. Aspecto de las plantulas de maiz inoculadas. Referencias: 1, Control fertilizado; 2, Control
negativo; 3, Klebsiella sp. TT001; 4, Pseudomonas sp. NCHA33; 5, Klebsiella sp. NTI31; 6,
Enterobacter sp. NMANL11; 7, Enterobacter sp. NONC13; 8, Pseudomonas sp. NCHAS35; 9,
Pseudomonas sp. NVAM 24.

Tabla 5. Parametros de crecimiento de las plantulas de maiz inoculadas.

Tratamiento PF AEREO | PFRADICAL | PS AEREO | PS RADICAL LQNGITUD
()] ) ()] ) AEREA (cm)
Enterobacter NMAN11 1,95+0,11 | 557+0,25* | 0,46 0,04 0,37+0,04 | 29,54+0,81
Enterobacter NONC13 2,70+ 0,25* | 5,32+0.37 0,52 + 0,07 0,61+0,05 | 39,47 +1,74*
Klebsiella NTI31 2,70 £ 0,14* 5,07 £ 0,15 0,49 £ 0,03 0,48 £ 0,04 44,15 + 1,4*
Klebsiella TT001 2,61+0,17* | 5,70+0,23* | 0,59 + 0,05* 0,67+0,02 | 37,06+ 1,57
Pseudomonas NVAM24 | 2,50+ 0,15* | 5,13 +0,37 0,49 + 0,03 0,62 +0,04 | 36,00+ 1,06%
Pseudomonas NCHA33 | 2,81 +0,20* | 4,67+0,14 0,48 + 0,04 0,44 +£ 0,03 | 46,07 + 1,65*
Pseudomonas NCHA35 | 2,16 +0,17 | 5,62+0,30* | 0,45+ 0,04 0,71+0,07 | 29,85+1,70
Control fertilizado 4,51 £0,33* | 7,09 £ 0,39* 0,8 £ 0,06* 0,95 + 0,05* | 44,17 +1,16*
Control sin inocular 1,71 +0,12 4,57 + 0,41 0,35+ 0,03 0,68+0,04 | 27,10+0,85

Los valores representan el promedio de 8-9 determinaciones + el error estandar. * indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control no inoculado segun el test a posteriori de
Dunnet (p<0,05). Referencias: PF, Peso Fresco; PS, Peso Seco.

Numerosos tratamientos, incluyendo la inoculacion con Enterobacter sp. NONC13,
Klebsiella sp. NTI31, Klebsiella sp. TT001, Pseudomonas sp. NVAM24 vy
Pseudomonas sp. NCHA33, fueron capaces de incrementar el peso fresco de la
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parte aérea de las plantulas de maiz. Por otra parte, los tratamientos Enterobacter
sp. NMANL11, Klebsiella sp. TT001 y Pseudomonas sp. NCHA35 incrementaron
significativamente el peso fresco radical de las plantulas. Sin embargo, este efecto
no se observé cuando se analizaron las variables peso seco aéreo y peso seco
radical. Solo un tratamiento, Klebsiella sp. TT001, fue capaz de incrementar
significativamente el peso seco de la parte aérea; mientras que ningun aislamiento
fue capaz de aumentar significativamente el peso seco radical. Por otra parte, los
tratamientos Enterobacter sp. NONC13, Klebsiella sp. NTI31, Klebsiella sp. TT001,
Pseudomonas sp. NVAM24 y Pseudomonas sp. NCHA33 aumentaron
significativamente la longitud de la parte aérea de las plantulas. Como era esperable,
el control fertilizado con nitrdgeno demostrd un incremento estadisticamente

significativo con respecto al control sin inocular en todas las variables analizadas.

En conjunto, los datos indican que la inoculacion individual de algunos aislamientos
es capaz de incrementar el crecimiento de las plantulas de maiz. Sin embargo,
comparando los resultados con los obtenidos en las coinoculaciones por grupos
bacterianos, se deduce que esta Ultima estrategia es mas eficiente en la promocion
del crecimiento. Asi, por ejemplo, la coinoculacion con bacterias del genero
Enterobacter incremento el pedo fresco de la parte aérea en un 118%, mientras que
la inoculacién con el aislamiento Enterobacter sp. NONC13 lo hizo solo en un 57%.
Esto sugiere la existencia de un efecto sinérgico entre los aislamientos, que favorece

la expresion de las caracteristicas PGPR cuando son coinoculados.

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS ENDOFITICOS

Posteriormente, se analizé la capacidad de los aislamientos de la coleccién para
localizarse como enddfitos dentro de las raices de las plantas de maiz. La capacidad
endofitica permite a los microorganismos expresar determinadas propiedades
promotoras del crecimiento de manera eficiente y, ademas, ofrece a los
microorganismos un nicho mas estable que el suelo, favoreciendo su persistencia en

el agroecosistema.

Eugenia Arroyo 40



Andlisis de propiedades promotoras del crecimiento de mani (Arachis hypogaea L.) y maiz
(Zea mays L.) de bacterias enddfitas de nédulos de mani. Potencial aplicacion a sistemas de
rotacion de cultivos

Para ello, las raices de maiz fueron esterilizadas superficialmente y luego
maceradas en un mortero estéril. EI macerado fue sembrado en medio TY con el
agregado de Cloranfenicol. Se realizd un recuento de las colonias obtenidas en este
medio y, posteriormente, los aislamientos fueron caracterizados genotipicamente
mediante ERIC-PCR para confirmar su identidad. La capacidad endofitica de los
aislamientos fue evaluada en los dos ensayos presentados anteriormente, la

coinoculacion y la inoculacién individual de los mismos en las plantulas de maiz.

Analisis de la capacidad endofitica de los aislamientos en el ensayo de

coinoculacion

Se realiz6 un recuento de las colonias bacterianas obtenidas a partir del macerado
de raices provenientes de plantas coinoculadas con los aislamientos. Los resultados
obtenidos a partir del recuento indicaron que los morfotipos bacterianos que podrian
corresponder a los aislamientos inoculados estaban presentes como enddfitos en

cantidades que variaron entre 10° y 10° UFC/g raiz (Tabla 6).

Tabla 6. Recuento de morfotipos bacterianos endofiticos compatibles con los aislamientos inoculados.

Tratamiento Recuento (UFC/g raiz)

Enterobacter 3,3.10° + 3,0.10°

Klebsiella 2,2.10°+ 0,2.10°

Pseudomonas 1,2.10° +0,8.10°

Los datos representan la media + error estandar de 3 determinaciones.

Posteriormente, se realizO la caracterizacion genotipica de los mismos mediante
ERIC-PCR (Figuras 7, 8 y 9). Los perfiles ERIC pueden ser considerados como
huellas genéticas, que permiten la identificacion molecular de aislamientos. En este
trabajo, la técnica de ERIC-PCR fue utilizada para confirmar que los aislamientos
obtenidos a partir del interior radical correspondian a las cepas previamente

inoculadas.
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Fig 7. Perfiles ERIC de las cepas de Enterobacter y de los aislamientos obtenidos como endéfitos de
plantas de maiz. M: marcador de Peso molecular de 100 pb; CN: control negativo de la reaccién. Las
calles indicadas con nimeros del 1 al 10 corresponden a perfiles ERIC de aislamientos endofiticos.

Los resultados permitieron determinar que los aislamientos endofiticos denominados
como 4, 6, 8 9 y 10 poseen perfiles genéticos idénticos a los de la cepa
Enterobacter sp. NONC13. Por otra parte, no se encontraron aislamientos que
posean perfiles ERIC idénticos a los del aislamiento Enterobacter sp. NMAN11.
Ademas, fue posible reconocer aislamientos endofiticos que poseen perfiles

genéticos diferentes a los de las cepas inoculadas.
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Fig 8. Perfiles ERIC de las cepas de Pseudomonas y de los aislamientos obtenidos como enddfitos
de plantas de maiz. M: marcador de Peso molecular de 100 pb; CN: control negativo de la reaccion.
Las calles indicadas con las denominaciones P4, P6, P8 y P9 corresponden a perfiles ERIC de
aislamientos endofiticos.

Los resultados indicaron que los aislamientos denominados P4 y P8 poseen perfiles
genéticos idénticos a los de la cepa Pseudomonas sp. NCHA33. Por otra parte, no
se encontraron aislamientos que presenten perfiles ERIC correspondientes a los de
Pseudomonas sp. NCHA35 y Pseudomonas sp. NVAM24. Ademas, fue posible
reconocer aislamientos endofiticos que poseen perfiles genéticos diferentes a los de

los aislamientos inoculados.
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Fig 9. Perfiles ERIC de las cepas de Klebsiella y de los aislamientos obtenidos como enddfitos de
plantas de maiz. M: marcador de Peso molecular de 100 pb; CN: control negativo de la reaccion. Las
calles indicadas con las denominaciones K12, K13, K16, K11, K19, K17 y KN corresponden a perfiles
ERIC de aislamientos endofiticos.

En este caso particular, los perfiles ERIC de los aislamientos Klebsiella TTO01 y
Klebsiella NTI31 comparten un gran namero de bandas y resulta dificil diferenciarlos.
Los resultados indicaron que los aislamientos obtenidos a partir del interior de las
raices poseen perfiles ERIC idénticos a los de los aislamientos inoculados. Sin
embargo, no fue posible atribuir los aislamientos endofiticos obtenidos a una de las

cepas inoculadas en particular.

Tomados en conjunto, los resultados indicaron que los aislamientos Enterobacter sp.
NONC13, Pseudomonas sp. NCHA33, Klebsiella TTO01 y/o Klebsiella NTI31 son
capaces de localizarse como enddfitos de las raices de las plantulas de maiz. Por
otra parte, resulta interesante destacar la presencia de aislamientos con perfiles
genéticos diferentes a los de los inoculados. Considerando que el sustrato utilizado
se encuentra estéril,b, y que las semillas de maiz fueron esterilizadas
superficialmente, estos aislamientos bacterianos probablemente se encuentren

como endofitos de la semilla utilizada. Teniendo en cuenta que estas bacterias

Eugenia Arroyo 44



Andlisis de propiedades promotoras del crecimiento de mani (Arachis hypogaea L.) y maiz
(Zea mays L.) de bacterias enddfitas de nédulos de mani. Potencial aplicacion a sistemas de
rotacion de cultivos

endofiticas pueden poseer diferentes propiedades (promotoras del crecimiento
vegetal, patogénicas para vegetales, humanos, etc.), y las grandes distancias a las
que pueden trasladarse las semillas, esta informacion resulta relevante para el
estudio de la diseminacion de los microorganismos endofitos y sus potenciales

métodos de control.

Andlisis de la capacidad endofitica de los aislamientos en el ensayo de

inoculacién individual

Posteriormente, se analizd el potencial endofitico de los aislamientos en el ensayo
de inoculacion individual. Al igual que en el ensayo anterior, en un primer momento
se realiz6 un recuento de colonias bacterianas obtenidas a partir del macerado de

raices de plantas esterilizadas superficialmente (Tabla 7).

Tabla 7. Recuento de morfotipos bacterianos endofiticos compatibles con los aislamientos inoculados.

Aislamiento Recuento (UFC/g raiz)
Klebsiella sp. TTO01 5,45.10° +5,35.10 °
Klebsiella sp. NTI31 3,77.10%+2,49 .10°

Enterobacter sp. NONC13 4,49 .10° + 3,16 .10 °

Enterobacter sp. NMAN11 6,89.10° + 1,36 .10 °
Pseudomonas sp. NVAM24 2,00.10°+0,14 .10 °
Pseudomonas sp. NCHA33 1,89 .10 ° + 1,46 .10 °
Pseudomonas sp. NCHA35 1,35.10° +1,01.10°

Los datos representan la media * error estandar de 3 determinaciones.

Los datos indicaron que las raices albergan una poblacion de bacterias endofiticas
en cantidades que varian entre 10° y 10° UFC/g raiz. Luego se utilizd la técnica de
ERIC-PCR para confirmar la identidad de los aislamientos obtenidos (Figuras 10, 11,
12y 13).
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Fig 10. Perfiles ERIC de los aislamientos inoculados y obtenidos a partir de plantas de maiz tratadas
con Pseudomonas sp. NVAM24 y Enterobacter sp. NMAN11. M: marcador de Peso molecular de 100
pb; CN: Control negativo de la reaccion. Calles A-C: perfiles ERIC de aislamientos endofiticos
obtenidos a partir de plantas inoculadas con Pseudomonas sp. NVAM24; calles 1-9: perfiles ERIC de
aislamientos obtenidos a partir de plantas inoculadas con Enterobacter sp. NMAN11.
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Fig 11. Perfiles ERIC de los aislamientos inoculados y obtenidos a partir de plantas de maiz tratadas
con Pseudomonas sp. NCHA35 y Klebsiella sp. NTI31. M: marcador de Peso molecular de 100 pb;
CN: Control negativo de la reaccion. Calles A-F: perfiles ERIC de aislamientos endofiticos obtenidos a
partir de plantas inoculadas con Pseudomonas sp. NCHA35; calles 1-10: perfiles ERIC de
aislamientos obtenidos a partir de plantas inoculadas con Klebsiella sp. NTI31.
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Fig 12. Perfiles ERIC de los aislamientos inoculados y obtenidos a partir de plantas de maiz tratadas
con Pseudomonas sp. NCHA33 y Enterobacter sp. NONC13. M: marcador de Peso molecular de 100
pb. Calles A-I: perfiles ERIC de aislamientos endofiticos obtenidos a partir de plantas inoculadas con
Pseudomonas sp. NCHASS3; calles 1-3: perfiles ERIC de aislamientos obtenidos a partir de plantas
inoculadas con Enterobacter sp. NONC13.
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Fig 13. Perfiles ERIC de los aislamientos inoculados y obtenidos a partir de plantas de maiz tratadas
con Klebsiella sp. TTO01. M: marcador de Peso molecular de 100 pb, CN: Control negativo de la
reaccion. Calles A-l: perfiles ERIC de aislamientos endofiticos obtenidos a partir de plantas
inoculadas con Klebsiella sp. TT0O01.
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Los resultados obtenidos revelaron la presencia de aislamientos con perfiles
genéticos diferentes a los de los inoculados, y que solo Enterobacter sp. NMAN11 y
Enterobacter sp. NONC13 poseen la capacidad de localizarse como endoéfitos. Estos
resultados difieren de los obtenidos para el ensayo anterior (coinoculaciones en
grupos segun la afiliacion taxonomica), en el cual Enterobacter sp. NONC13,
Pseudomonas sp. NCHA33, Klebsiella TTO01 y/o Klebsiella NTI31 habian
demostrado su capacidad para localizarse como endéfitos de las raices de las
plantulas de maiz. Esto indica que la capacidad de invadir y establecerse
endofiticamente en las raices es un fendmeno complejo, que depende de la
expresion de mdultiples factores bacterianos y vegetales. Sin embargo, tomados en
conjunto, los resultados indican que Enterobacter sp. NMAN11, Enterobacter sp.
NONC13, Pseudomonas sp. NCHA33, Klebsiella TTO01 y/o Klebsiella NTI31 poseen

la capacidad para colonizar el interior de las raices de las plantulas de maiz.

Relacionando los datos de promocién del crecimiento con capacidad endofitica,
podemos identificar aislamientos como Pseudomonas sp. NCHA33, que es capaz de
colonizar el interior vegetal y, ademas, puede promover eficientemente el
crecimiento de las plantas. Por otra parte, Enterobacter sp. NONC13 también posee
potencial endofitico, sin embargo no es capaz de promover el crecimiento de manera
eficiente. Estos datos indican que no existe una relacion directa entre la capacidad
endofitica de los aislamientos y efecto promotor del crecimiento. Por lo tanto, la
capacidad endofitica de los aislamientos no parece ser relevante para el efecto
promotor del crecimiento en maiz. Sin embargo, dicha capacidad puede representar
una estrategia ecoldgica relacionada con la persistencia de los microorganismos en
el ecosistema, ya que permite la colonizacion de un nicho ecoldgico méas estable que

el suelo e inaccesible para otros componentes de la microbiota.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, se decidio realizar
un ensayo que involucre una secuencia de rotacién de cultivos mani-maiz. En este
ensayo se evaluaron los efectos de la expresion de las caracteristicas promotoras
del crecimiento de los aislamientos sobre los dos cultivos. Ademas, dado que los
aislamientos fueron inoculados al inicio de la rotacion, también se evalué su
capacidad para sobrevivir en el agroecosistema, quedando disponibles para

promover el crecimiento del cultivo siguiente.
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ANALISIS DE LA PROMOCION DEL CRECIMIENTO EN UN ENSAYO DE
ROTACION DE CULTIVOS MANI-MAIZ

En este ensayo, se cultivaron en macetas (conteniendo como sustrato suelo esteéril
deficiente en fosfatos) plantas de mani coinoculadas con el simbionte
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y los aislamientos endofiticos agrupados por
género por el término de 80 dias, momento en el que ocurre la senescencia nodular.
El objetivo es que los nédulos senescentes liberen en el suelo los microorganismos
gue se albergan en su interior (incluyendo los aislamientos no simbiontes endéfitos
de nddulos). Luego, las plantas de mani fueron cosechadas, y se evaluaron
diferentes parametros simbioticos y agronomicos (Tabla 8). Ademas, teniendo en
cuenta que el grupo de bacterias pertenecientes al género Pseudomonas demostro
mayor capacidad para solubilizar fosfatos, resulté de interés analizar la contribucién
relativa de esta propiedad al crecimiento vegetal. Para ello, se incluyé en este
ensayo un tratamiento conformado por la coinoculacion entre Bradyrhizobium sp
SEMIA 6144 y Pseudomonas que fue regado con una solucion de fosfato insoluble
(fosfato tricalcico). El efecto de las inoculaciones pudo evidenciarse a simple vista,
diferenciandose el mayor tamafio y el color verde intenso de las plantas inoculadas

con respecto a las plantas sin inocular (Figura 14).
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Fig 14. Aspecto de las plantas de mani. Referencia: inoculaciéon con: 1, Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144 + Enterobacter; 2, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144; 3, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 +
Pseudomonas; 4, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Klebsiella (regados con Hoagland sin nitrégeno
y sin fésforo); 5, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Pseudomonas (regado con Hoagland conteniendo

fosfato insoluble); 6, control negativo (sin inocular).

Tabla 8. Parametros de crecimiento de las plantulas de mani inoculadas.

PF PA (g) PF Radical | Long. PS PA (g) PS Radical Numero de
(g) Aérea (g) nédulos/
(cm) Planta

Semia 6144 178,00 £ 66,60 £ 30,12 4,09 +0,15* | 1,23+0,09 | 325,60+

7,55* 3,37 0,96* 8,23
SEMIA 6144 + 170,89 + 70,33 32,29 £ 4,10+ 0,14* | 1,36 % 372,30 £
Pseudomonas 7,02 3,59 0,66* 0,08* 23,27
con P insoluble
SEMIA 6144 + 182,87 85,75 + 32,50 £ 4,13+0,17* | 1,54 £0,07* | 355,00
Pseudomonas 7,05% 1,81*% 0,50%* 17,00
SEMIA 6144 + 177,89 73,10 £ 28,20 £ 4,12+0,21* | 1,70 £ 401,11 +
Klebsiella 9,54* 3,47 0,35 0,09*% 16,00
SEMIA 6144 + 171,75 + 71,00 +5,44 | 29,44 + 4,28 +0,21* | 1,24+0,07 | 267,87 +
Enterobacter 14,30 0,9* 31,40
Control sin 137,80 + 65,67 £ 24,78 £ 3,28 +0,15 1,08+0,06 |00
inocular 6,16 1,94 0,29

Los valores representan el promedio de 8-9 determinaciones * el error estandar. ilndica incremento
significativo con respecto al tratamiento con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 segln el test a posteriori
de Dunnet (p<0,05). * indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control no
inoculado segun el test a posteriori de Dunnet (p<0,05). Referencias: PA, Parte aérea; PF, Peso
Fresco; PS, Peso Seco.
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Los resultados obtenidos en este ensayo confirmaron la capacidad de los
aislamientos para promover el crecimiento de las plantulas de mani. Se destacan los
tratamientos conformados por la inoculacion entre Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 y
Klebsiella, asi como la coinoculacion entre el bradirizobio y Pseudomonas, capaces
de incrementar distintos parametros de crecimiento con respecto al control sin
inocular. Ademas, estos tratamientos resultan interesantes porque son capaces de
aumentar significativamente parametros de crecimiento en comparacion con la
inoculaciéon de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (cepa recomendada como
inoculante). Finalmente, es preciso destacar que la inoculacion de los aislamientos

no afecta negativamente el proceso de nodulacion llevado a cabo por el bradirizobio.

Por otra parte, no se observd contribucion significativa de la solubilizacién de
fosfatos al crecimiento vegetal, ya que no se evidenciaron diferencias significativas
en las variables medidas para los tratamientos Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 +
Pseudomonas con o sin la adicion de fosfato tricalcico. Esto puede deberse a que el
cultivo de mani no requiere elevados niveles de fésforo para crecer, pudiendo
desarrollarse en suelos que, al menos para otros cultivos, son deficitarios en este

nutriente (Bonadeo y Moreno, 2006).

Posteriormente, se determin6 el numero de microorganismos inoculados
originalmente que permanecian viables en el suelo luego de la cosecha de las

plantas de mani (Tabla 9).

Tabla 9. Recuento de microorganismos viables por gramo de suelo.

TRATAMIENTO RECUENTO DE COLONIAS (UFC/g de suelo)
Klebsiella 1,19. 10° # 0,59 .10°
Pseudomonas 1,01.10° £ 0,71 .10°
Enterobacter 7,90. 10° + 6,04 .10°
Pseudomonas con fosfato 3,70. 10* + 1,36 .10%

Los datos representan la media * error estandar de 3 determinaciones.

Los resultados obtenidos indican que las bacterias son capaces de sobrevivir en el
suelo, encontrandose en cantidades que varian entre 10* y 10° UFC/g.
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Posteriormente, semillas de maiz fueron sembradas en las mismas macetas en las
gue habian sido crecidas las plantas de mani. Tres macetas por tratamiento fueron
reinoculadas con los aislamientos de la coleccion, de modo de incrementar su
namero en el sustrato. Las plantas se mantuvieron por un lapso de 30 dias.
Finalmente, se cosecharon y evaluaron diferentes parametros de crecimiento vegetal
(Tabla 10). Ademas, el efecto de los tratamientos pudo ser observado a simple vista,
evidenciandose el mayor tamafio y el color mas intenso de su follaje en algunos
tratamientos (Figura 15).

Fig. 15. Aspecto de las plantas de maiz. Referencia: 1, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144; 2, Control
sin inocular; 3, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Enterobacter (reinoculada); 4, Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 + Enterobacter; 5, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Klebsiella (reinoculada); 6,
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Klebsiella; 7, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Pseudomonas
(reinoculada); 8, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Pseudomonas; 9, Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144 + Pseudomonas regada con fostato insoluble (reinoculada); 10, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
+ Pseudomonas regada con fostato insoluble.
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Tabla 10. Parametros de crecimiento vegetal de plantulas de maiz.

Tratamiento PF PA (g) PF Rad (g) LA (cm) PS PA (g) PS Rad (g)
Semia 6144 4,40 +0,37* 5,22 £0,33 60,12 + 1,50* 0,81 +0,09 0,99 + 0,05
SEMIA 6144 + | 4,88+0,27* 4,72 £0,27 55,50+ 2,13 0,91 +0,06* 0,89 £ 0,04
Pseudomonas c/P

SEMIA 6144 + | 11,33+0,54*% | 8,67 +0,27*% | 65,83 +1,20*% | 2,54 +0,37*% | 1,63 £0,16*%
Pseudomonas

reinoculadas c/P

SEMIA 6144 + | 4,18+0,11 5,24 £ 0,30 58,30 £ 0,84* 0,78 £ 0,04 1,06 £ 0,11
Pseudomonas

SEMIA 6144 + 8,67 +0,52*% 9,03+0,62*t | 61,17 +1,59* 1,77 £0,12*% | 1,84 +0,14*%
Pseudomonas

reinoculadas

SEMIA 6144 + 5,18+0,35* 5,18 £ 0,46 62,33 +1,7*% 0,85 + 0,06 1,21+£0,12
Klebsiella

SEMIA 6144 + 9,67 +0,87*% 9,17 +0,69*% | 65,17 + 3,4*% 1,92 £+0,16*%F | 2,09 +0,23*%
Klebsiella

reinoculadas

SEMIA 6144 + 5,66+0,22*% 5,86 + 0,30 64,40 +1,50*t | 1,20+0,07*% | 1,20+0,14
Enterobacter

SEMIA 6144 + | 9,77 £0,32*% 9,77 £0,26*f | 64,17 £1,70*t | 1,82 +£0,06*% | 1,80 £ 0,03*%
Enterobacter

reinoculadas

Ctrol sin inocular | 3,46 +0,14 4,50+0,22 51,06 + 1,46 0,65+ 0,03 0,93 +0,06

El resultado representa la media + EE. * Indica diferencias estadisticamente significativas con el

control negativo (Dunnet, p<0,05). ltIndica incremento significativo con respecto al tratamiento con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 segun el test a posteriori de Dunnet (p<0,05). Referencias: LA,
Longitud aérea; PA, parte aérea; PF, peso freso; PS, peso seco; Rad: Radical. Los tratamientos
denominados Pseudomonas con P se refieren a que fueron regados con fosfato tricalcico (insoluble)
como Unica fuente de fosfatos.

Los

resultados

indicaron que numerosos tratamientos fueron capaces de

incrementar significativamente distintos parametros de crecimiento vegetal. Es

interesante destacar que todos los tratamientos que implicaron reinoculaciones
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mostraron un incremento significativo en las variables medidas con respecto al
control sin inocular. Con respecto al peso fresco aéreo, ademas de las
reinoculaciones, la inoculacion individual de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y su
coinoculacion con Enterobacter, Klebsiella y Pseudomonas (regada con fosfatos
insoluble) mostraron diferencias significativas en comparacién con el control sin
inocular. En cuanto a la longitud aérea, todos los tratamientos reinoculados, asi
como también la inoculacion individual de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y su
coinoculacion con Enterobacter, Klebsiella y Pseudomonas (regada con fosfato
soluble) mostraron diferencias significativas con respecto al control sin inocular. Por
otra parte, sélo los tratamientos reinoculados y la coinoculacion de SEMIA6144 con
Pseudomonas (con fosfato insoluble) y con Enterobacter fueron capaces de
incrementar significativamente el peso fresco radical. Finalmente, soélo los
tratamientos que implicaron reinoculaciones fueron capaces de aumentar

significativamente el peso seco radical.

De manera interesante, varios tratamientos incrementaron significativamente
algunos parametros de crecimiento con respecto al tratamiento Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144. Asi, todos los tratamientos que involucraron reinoculaciones fueron
capaces de aumentar significativamente el peso seco y fresco radical y aéreo.
Ademas, todos ellos, excepto Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Pseudomonas,
incrementaron significativamente la longitud aérea. El tratamiento conformado por
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Enterobacter (no reinoculado) aumenté
significativamente la longitud y el peso seco y fresco aéreo, mientras que
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 + Klebsiella (no reinoculado) solo incremento

significativamente la longitud aérea de las plantulas de maiz.

Para evaluar la contribucion relativa de la solubilizacion de fosfatos al crecimiento de
maiz, se analizaron los valores obtenidos para la coinoculacion entre
Bradyrhizobium sp SEMIA 6144 y Pseudomonas (regado con una solucion de
fosfato tricélcico) y el mismo tratamiento pero regado sin fosfatos. Nuevamente, no
se observé un aporte significativo de la solubilizacién de fosfatos para el crecimiento
vegetal, ya que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los valores
de las variables en tratamientos equivalentes (plantas reinoculadas con P vs

reinoculadas sin P y sin reinocular con P vs sin reinocular sin P).
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En conjunto, los datos indican que los efectos promotores mas interesantes se
observan en aquellas plantas que fueron reinoculadas, ya que todos los tratamientos
reinoculados mostraron una diferencia significativa en las variables determinadas en
comparacion con el control sin inocular. Ademas, todas las reinoculaciones
mostraron diferencias estadisticamente significativas con su correspondiente
tratamiento sin reinocular para las variables Peso Fresco Radical y Aéreo y Peso

Seco Radical y Aéreo, demostrando un efecto sustancial de la reinoculacion.
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* Los aislamientos de la coleccién de endofitos de nddulos de mani presentan
diferentes propiedades PGPR. Todos los aislamientos presentaron capacidad
para solubilizar fosfatos y producir AIA. Ademas, los aislamientos
Pseudomonas sp. NCHA35, Pseudomonas sp. NVAM24 y Klebsiella sp.
TTOO1 produjeron sideréforos. Es interesante destacar que todos los
aislamientos de la coleccion presentaron, al menos, una de las caracteristicas
PGPR analizadas.

* Los aislamientos de la coleccion fueron capaces de promover el crecimiento
de plantulas de maiz, ya sea coinoculados en grupos conformados segun su
afiliacion taxonémica o inoculados individualmente. Sin embargo, los efectos
observados en las coinoculaciones fueron mayores, sugiriendo la existencia

de un efecto sinérgico entre los aislamientos.

e Los aislamientos Enterobacter sp. NMAN11, Enterobacter sp. NONC13,
Pseudomonas sp. NCHA33, Klebsiella sp. TTO01 y/o Klebsiella sp. NTI31
fueron capaces de colonizar el interior de las raices de las plantulas de maiz.
Sin embargo, la capacidad endofitica de los aislamientos no parece ser

relevante para el efecto promotor del crecimiento en maiz.

» Las bacterias analizadas demostraron un interesante potencial para promover
el crecimiento de plantulas de mani y maiz en un ensayo de rotacion. A pesar
de ser capaces de persistir en los suelos, la reinoculacion con los
aislamientos luego de la cosecha de mani demostré ser una practica mas

efectiva para la promocién del crecimiento del cultivo de maiz.

e« Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el conjunto de los ensayos
realizados, podemos afirmar que la coinoculacion entre Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 y Klebsiella, y Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Pseudomonas
representan una alternativa interesante para su utilizacion en sistemas
agricolas que impliquen rotacién de cultivos mani-maiz. Sin embargo, es
importante comprobar la capacidad PGPR de estos aislamientos en ensayos

a campo.
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