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Seleccion de bacterias endofiticas aisladas de hojas y raices de
arboles de paraiso (Melia azedarach) con potencial actividad
promotora del crecimiento vegetal

Introduccion

Las enfermedades causadas por fitoplasmas pueden resultar en importantes
pérdidas economicas. Las particulares caracteristicas de estos microorganismos y la
poca informacién que existe sobre sus mecanismos de accidén patdgena dificultan el
disefio de estrategias para un efectivo manejo de las fitoplasmosis. En la Argentina las
principales especies lefiosas en las que se ha detectado fitoplasmas son paraiso
(Melia azedarach), y recientemente duraznero (Prunus persica) (Harrison et al., 2003;
Fernandez ef al, 2013). El declinamiento o amarillamiento del paraiso fue descripto
por primera vez en la Argentina en 1983, asociado a la presencia de organismos tipo
micoplasmas (MLOs) (Vazquez ef al, 1983). Trabajos posteriores demostraron la
presencia de dos fitoplasmas diferentes (pertenecientes a los grupos 16Srlll-B y
16SrXIII-C) asociados a la misma enfermedad, solos o en infecciones mixtas (Harrison
et al., 2003; Galdeano et al., 2004; Arneodo et al., 2007).

Desde su deteccién, el declinamiento del paraiso ha resultado una limitante
para la produccién forestal de dicha especie (Rey ef al,, 1986).

El control de estas enfermedades se dificulta por la distribucion de estos
patégenos limitada a células floematicas. Las practicas de control de las poblaciones
de insectos vectores (Weintraub ef al/, 2008; Baldessari ef al, 2010), uso de
antibioticos (Kaminska y Sliwa, 2003; Aldaghi et al, 2008), cultivo de meristemas y
microestacas, combinados con termoterapia (Chalak ef al, 2005) y crioterapia (Wang

et al., 2009) han tenido resultados dispares.




Poco se conoce sobre otras alternativas como el control biolégico ya sea a
través de bacterias de vida libre o endofiticas. El término endofitico se aplica para los
organismos cuyas infecciones son internas e inconspicuas y en las cuales el tejido
infectado es al menos transientemente asintomatico (Schulz y Boyle, 2006). Los
microorganismos endofiticos colonizan los tejidos de las plantas formando
asociaciones biotroficas intercelulares, la extension de la colonizacion refleja la
capacidad de la bacteria a adaptarse selectivamente a nichos ecologicos especificos.

Si bien las interacciones entre las bacterias endofiticas y las plantas
hospedantes no estan comprendidas en su totalidad, se han encontrado muchos
aislamientos con efectos benéficos sobre sus hospedantes que pueden presentar un
rol importante en la fisiologia de la planta (Frioni, 1990).

BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

En general el beneficio de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB: “plant growth promotion bacteria”), pueden ser un efecto directo o indirecto
sobre la planta (Leaungvutiviroj ef al, 2010). Un mecanismo indirecto de PGPB es
prevenir la presencia o disminuir el impacto de los microorganismos fitopatégenos
(Glick, 1995). Los efectos directos pueden ser la fijacion biolégica de nitrdgeno,
movilizacién de nutrientes, produccion de fitohormonas como el acido indol acético
(AlA), movilizacién de nutrientes, produccidén de sideréforos, reduccion de niveles de
etileno sintetizado por la planta en respuesta a estrés ambiental. EI mecanismo se
basa en la capacidad de algunas bacterias para hidrolizar al 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC, precursor del etileno) y utilizarlo como fuente de nitrégeno, por

accion de la enzima ACC- desaminasa (Burd ef a/,, 1998).




NITROGENO

El nitrdgeno constituye aproximadamente el 78% de los gases atmosféricos
siendo éste el principal reservorio del elemento (Behar ef a/ 2005), es un elemento
fundamental para el desarrollo de la vida, ya que forma parte de las macromoléculas
(Paerl, 1998), de forma tal que la productividad de cualquier ecosistema esta
relacionada con la disponibilidad de este elemento (Ferrera ef a/ 1995). Se presenta
frecuentemente como limitante del crecimiento vegetal ya que es eliminado del suelo
en cantidades superiores al resto de los nutrientes (Frioni, 1990), por lo que la
productividad de los ecosistemas se relaciona con la disponibilidad de este elemento
(Zhang et al. 2007). El nitrégeno es de suma importancia en la agricultura, debido a
que incrementa los rendimientos de los cultivos y modifica la calidad y composiciéon
quimica de los vegetales (Frioni, 1990). De manera general los organismos requieren
formas combinadas de nitrégeno para poder incorporarlo a su biomasa, el nitrégeno
inorganico se encuentra formando sales de amonio, nitrato y nitrito altamente
hidrosolubles lo que facilita sus pérdida por lixiviacion (Chapin ef al 1992). La
conversion en los diferentes estados de oxidacion del nitrégeno es principalmente por
procesos biolégicos (Deslippe y Egger, 2006).

La fijacidon bioldgica del nitrégeno (FBN) o diazotrofia es un proceso importante
en ecosistemas acuaticos y terrestres que no cuenten con fertilizacion quimica, siendo
éste el principal aporte de nitrdgeno para estos ambientes (Izquierdo ef a/. 2006). Una
pequena parte del N2 puede ser fijada por procesos fisicoquimicos como en tormentas
eléctricas pero la mayoria del nitrégeno se reduce de forma biolégica (Postgate, 1982).
La fijacion del gas nitrogeno atmosférico se realiza por su reduccion a amonio, siendo

éste una molécula asimilable para los organismos (Deslippe y Egger, 2006). La FBN




es un proceso ampliamente distribuido entre bacterias y arqueas (Zhang et a/., 2007).
El complejo enzimatico nitrogenasa, responsable de la FBN, consta de dos
componentes: dinitrogenasa reductasa (con hierro como cofactor) y dinitrogenasa (con
molibdeno y hierro como cofactores) (Henson et al,, 2004).

La FBN en el suelo es de gran importancia ecolégica ya que provee de
nitrégeno disponible a la planta y su vez la misma provee de exudados que pueden ser
fuente de carbono para los microorganismo (Villadas ef al. 2006).

El gen niH codifica para la enzima nitrogenasa reductasa, homodimero que
emplea hierro como cofactor (Zehr ef al. 2003) este gen se ha usado como marcador
para evaluar la diversidad de los organismos diazotrofos en diferentes ambientes, ya
que es un gen altamente conservado entre los diferentes grupos de bacterias y
también debido a que se cuenta con una gran base de datos de organismos
diazétrofos descritos (Nusslein, 1999).

Ibarra Sanchez (2010) menciona que por su capacidad de fijar nitrégeno, las
bacterias fijadoras de nitrégeno se consideran como candidatos para formular
biofertilizantes, producidos en varios paises del mundo. Estos biofertilizantes incluyen:
1) Las simbidticas como inoculantes, por ejemplo: Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
para trébol (7rifolium spp.), Bradyrhizobium japonicum para soja (Glycine max),
Sinorhizobium meliloti para alfalfa (Medicago sativa), Mesorhizobium /lofi para Lofus
spp. 2) Bacterias fijadoras de vida libre, como rhizobacterias aisladas de suelo
rizosférico (Azospirillum, Klebsiella pneumoniae etc.), o como enddfitos aislados del
tejido de las plantas (Azoarcus, Gluconacetobacter, Phytobacter etc.).

Por otro lado, también se usan las bacterias que producen fitohormonas o

solubilizan fosfatos y potasio como biofertilizante (Koh y Song, 2007; Vyas y Gulati,




2009). Ya se sabe que bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre ademas de aportar
este elemento al ecosistema pueden participar en otros procesos contribuyendo asi a

la productividad del ecosistema.

FOSFORO

El fosforo es considerado el segundo nutriente esencial, luego del nitrégeno,
para el 6ptimo crecimiento de las plantas. Es un elemento abundante en el suelo, pero
en forma no disponible para las plantas, como fosfatos insolubles de aluminio, hierro o
calcio. Entonces, aquellos microorganismos capaces de solubilizar el fésforo insoluble
y volverlo disponible para las plantas (en las formas de fosfatos mono y di acido)
resultan importantes candidatos para el desarrollo de biofertilizantes, dado que la
fertilizacion quimica con fosforo resulta costosa y no es completamente aprovechada
por las plantas. Agregar un fosfato a un compuesto particular lo energiza facilitando
varias reacciones quimicas vitales para el metabolismo celular. Existen algunos
trabajos que evidencian la importancia del fosforo en la fisiologia de las plantas. Por
ejemplo, Foyer y Spencer (1986), encontraron que la deficiencia de fésforo en la
fertilizacidon de cebada, espinaca y soja estuvo relacionada con una disminucién
significativa del foésforo inorganico foliar, de la tasa fotosintética y de la proporcion
sacarosa/almidon en las hojas. En otro estudio, esta vez de campo, Raaimaker ef al.
(1995) encontraron respuestas similares a la escasez de fosforo. Los autores
estudiaron un bosque lluvioso en Guyana, con suelos acidos bajos en fosforo, para
determinar si la disponibilidad de este elemento limita la fotosintesis de los arboles en
ese ecosistema, en mayor grado que el nitrégeno. Encontraron que el contenido de
fésforo foliar tuvo mayor influencia sobre la capacidad fotosintética que el contenido de

nitrégeno foliar. También determinaron que la capacidad fotosintética dependié mas




del contenido de fésforo y nitrégeno que de la cantidad de luz. A nivel nutrimental, la
importancia del fésforo para los seres vivos radica en los procesos que desempeian
las moléculas de los que forma parte. Particularmente, el metabolismo vegetal
depende en gran medida de este elemento debido, en parte, a su papel en reacciones
de transferencia de energia.

El crecimiento y desarrollo vegetal se ve limitado principalmente por nitrégeno y
después por fosforo debido a la presencia de estos elementos en el suelo (Fernandez
et al., 2005; Kochian ef al., 2004; Rodriguez y Fraga, 1999). La baja disponibilidad se
debe a que algunas sales de fosforo son poco solubles bajo ciertas condiciones de pH
y a que algunos elementos en el suelo pueden fijarlo, extrayéndolo asi de la fraccion
soluble. Estas deficiencias en la disponibilidad de fésforo limitan la produccion
agricola. La situacion se agrava en sitios donde los fertilizantes convencionales estan
inaccesibles (Arcand y Schneider, 2006; Bashan, 1998; Bieleski, 1973; Cajuste, 1980;
Fernandez ef al, 2005; Kochian et al, 2004; Rodriguez y Fraga, 1999). Los
fendmenos de fijacion y precipitacion del fésforo son altamente dependientes del pH y
del tipo de suelo, Cajuste (1980) afirma que incluso la temperatura afecta la
disponibilidad de este elemento. En suelos acidos el fésforo es fijado por 6xidos libres
e hidréxidos de aluminio y hierro, mientras que en suelos alcalinos se precipita como
sales de calcio (Rodriguez y Fraga, 1999). Aun asi, la mayor parte de los suelos
agricolas contienen reservas grandes de este elemento, aunque en forma insoluble, y
de ellas, una cantidad respetable es consecuencia de la aplicacion regular de
fertilizantes fosfatados (Rodriguez y Fraga, 1999). En las practicas agricolas
extensivas manejan grandes cantidades de fertilizantes quimicos convencionales que

son costosos y tienen efectos adversos sobre los mantos acuiferos, cuerpos de agua




superficiales, ecosistemas locales e incluso regionales (Adesemoye ef al, 2009;
Bashan, 1998). También hay informacion que indica que los fertilizantes
convencionales tienen poca eficiencia de uso pues sélo una porcion de los nutrientes
aplicados son absorbidos por las plantas (Fernandez ef al, 2005). Por citar un
ejemplo, Cajuste (1980) menciona que sélo del 10 al 15 % del fosforo aplicado
anualmente, es aprovechado por el cultivo, y Rodriguez y Fraga (1999) sefalan que
fertilizantes como el super fosfato contienen calcio suficiente como para precipitar mas
de la mitad de su propio fésforo en forma de fosfato dicalcico o fosfato dicalcico
dihidratado. Arzuaga ef al. (2005), Madigan ef al. (2006) y los autores antes citados
observan que, dado que el metabolismo microbiano es capaz de liberar el fosforo
atrapado en compuestos insolubles, resulta importante considerar el uso de
microorganismos para aprovechar eficientemente este elemento.

En varios trabajos se han aislado y caracterizado bacterias solubilizadoras de
fésforo provenientes de la rizésfera de diversas especies vegetales. Por ejemplo
Fernandez ef al (2005) estudiaron la habilidad, para solubilizar fosfatos, de diferentes
grupos bacterianos y cepas de Bradyrhizobium sp. aisladas de suelos sojeros. Por su
parte, Calvo-Vélez et al (2008) evaluaron las poblaciones de microorganismos en
rizosfera de papa en dos regiones alto andinas con caracteristicas climaticas,
edafolégicas, manejo agricola y de altitud diferentes. Concluyeron que las poblaciones
microbianas en rizésfera pueden estar influenciadas por el pH, la altitud, la
temperatura y el fosforo disponible. Observaron, por ejemplo, que la poblaciéon de
Azofobacter spp. se vio favorecida con la fertilizacion quimica de fésforo mientras que

la de Bacillus spp. se vio afectada negativamente en suelos con dicha fertilizacion.




Los mecanismos que muchas bacterias emplean para solubilizar compuestos
insolubles de fosforo son varios. El mas estudiado ha sido la acidificacion de la
rizésfera mediante la secrecidon de acidos organicos. La acidificacion del medio permite
la liberacion de fosfato en condiciones alcalinas, mediante sustitucion del H* por Ca2*.
Algunos de los principales acidos organicos producidos por bacterias solubilizadoras
son el acido gluconico y el acido 2-cetoglucénico, pero también se producen los acidos
lactico, isovalérico, isobutirico, acético, glicolico, oxalico, maldnico y succinico
(Rodriguez y Fraga, 1999). La secrecidon de sustancias quelantes es otra manera en
que las bacterias solubilizan el fosforo del sustrato. Hay que considerar que la
capacidad para solubilizar fésforo no es excluyente de otros mecanismos de
promocion de crecimiento. Una bacteria promotora de crecimiento puede serlo gracias
a diferentes mecanismos por los que beneficia a su hospedero vegetal. Existen cepas
que ademas de ser capaces de solubilizar fésforo, también producen fitohormonas,
sideréforos y ademas, presentan antagonismo con uno o varios patégenos de plantas

(Rodriguez y Fraga, 1999).

Objetivos

OBJETIVOS GENERALES
Seleccionar bacterias endofiticas aisladas de hojas y raices de arboles de
paraiso con actividades /n vifro relacionadas al estado nutricional de las plantas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Seleccionar bacterias endofiticas aisladas de hojas y raices de arboles de paraiso con

capacidad de fijar nitrdgeno y/o de solubilizar fésforo inorganico.




Antecedentes

Existen numerosos trabajos que han examinado la habilidad promotora del
crecimiento vegetal de diferentes especies bacterianas y fungicas. Entre los géneros
bacterianos podemos mencionar a Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium,
Azospiriflum, Herbaspirillum, Serratia, Alcaligenes, Arthrobacter, Flavobacterium,
Burkholderia, Enterobacter, Achromobacter, Microccocus y Erwinia (Rodriguez y
Fraga, 1999; Vassilev et al., 2006).

Rariz Mollo ef al. (2012) aislaron e identificaron cepas diazotrofas de las
especies Azospirillum lipoferum, Herbaspirillum seropedicae, Enterobacter cloacae y
Paenibacillus graminis plantas de arroz sembradas en distintos suelos con y sin
historia de cultivo en Uruguay.

Ibarra Sanchez (2010) logro identificar bacterias fijadoras de nitrégeno de vida
libre pertenecientes a los géneros: Stenotrophomonas, Alcaligenes, Achromobacter,
Serratia, Arthrobacter, Lysinibacillus, Bacillus y Tetrathiobacter en sistemas
agrohidrolégicos de México. Por otro lado ha encontrado que los aislados obtenidos
solubilizan fosfato y producen una gran cantidad de acido indol acético (AlA).

Bergottini ef al. (2014) aislaron doce cepas de yerba (/lex paraguariensis) y
evaluaron /n vifro su potencial como PGPRs. Tres aislamientos, identificados como
Kosakonia radicincitans, Rhizobium pusense y Pseudomonas putida, fueron
seleccionados sobre la base de su Actividad de fijacion de Nz y la producciéon de
sideroforos , y solubilizaciéon de fosfato.

Kumar ef al. (2012) han caracterizado bacterias de los suelos del Himalaya y

evaluado su efecto sobre el crecimiento y la absorcién de fosforo por la mostaza
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(Brassica juncea) bajo condiciones de invernadero. Aislaron 65 bacterias identificadas
como Acromobacter sp., Tetrathiobacter sp. y Bacillus sp. las cuales mostraron
capacidad de crecer a amplia gama de pH, temperatura y concentraciones de sal, asi
como diversas actividades PGPR, tales como: la solubilizacién de fosforo inorganico ,
produccién de acido indol acético y de sideroforos. Ademas Tefrathiobacter sp. PB-03
y Bacillus sp. PB-13 mostraron 50 y 70% de inhibicion del fitopatdgeno Rhizoctonia
solani, respectivamente.

Sang etal. (2013) aislaron 576 bacterias endofiticas de las hojas, tallos y
raices de 10 cultivares de arroz en Corea e identificaron 12 de ellas como bacterias
diazotréficas utilizando un conjunto de cebadores especificos del gen nifH. A través de
analisis de secuencias de 16S rDNA, genes niH fueron confirmados en las dos
especies de Penibacillus, tres especies de Microbacterium, tres especies de Bacillus, y
cuatro especies de Klebsiella .

Angulo et al. (2014) Lograron aislar bacterias rizosféricas y enddfitas a partir de
rizosfera y tejidos de raiz de arboles de Eucalyptus nitens en Concepcion, Chile, con el
objetivo de evaluar su capacidad de promover el crecimiento en plantulas de la misma
especie en condiciones de invernadero. Los aislamientos que incrementaron el
crecimiento de las plantulas fueron identificados y caracterizados por su capacidad de
producir acido indol acético (AlA), solubilizar fosfato y expresar la 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa. Los 105 aislamientos obtenidos
fueron morfolégicamente diferentes y solo 15 promovieron significativamente el
crecimiento de plantulas de E. nitens. Las rizobacterias pertenecieron a los géneros
Arthrobacter, Lysinibacillus, Rahnella y Bacillus. Los aislados identificados como A.

phenanthrenivorans 21y B. cereus 113 incrementaron la emergencia de E. nitens a
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los 12 dias en un valor promedio de 3,15 veces con relacion al control. R.
aquatilis aislamiento 78 presentd la mayor produccion de AlA (97,5 £ 2,87 pg/ml) en
presencia de triptéfano y el mayor indice de solubilizacion de fosforo (2,4). B.
amyloliquefaciens aislamiento 60 fue positivo para la actividad ACC desaminasa. Los
resultados obtenidos indican el potencial de las rizobacterias estudiadas como
promotoras de emergencia y crecimiento de plantulas de £. nifensy su posible uso
como inoculantes, ya que presentan mas de un mecanismo de accion asociado a la

promocion del crecimiento.

Materiales y Métodos

Se determind actividades /n vifro relacionadas estado nutricional de las plantas

en bacterias endofiticas aisladas de hojas y raices de arboles de paraiso.

Previamente el grupo de trabajo realizé la identificacion de 194 aislamientos de
bacterias endofiticas aisladas de arboles de paraiso (Melia azedarach). Los mismos
fueron seleccionados de un total 406 aislamientos provenientes de muestras de
raices, ramas y hojas jévenes de arboles sanos e infectados por fitoplasma, tomadas
en los meses de enero y febrero del ano 2013, y agosto y septiembre del afo 2014.
Las mismas se encuentran conservados en stock glicerol a -80°C.

Las actividades promotoras del crecimiento vegetal de determinaron en
aislamientos seleccionados, pertenecientes a distintos géneros y especies
relacionados con actividad PGPB.

Se determind la capacidad de fijar nitrégeno y solubilizar fosforo inorganico en

37 aislamientos.
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ACTIVACION DE LOS DIFERENTES AISLAMIENTOS

A fin de contar con aislamientos en condiciones Optimas de crecimiento,
previo a determinar las actividades promotoras del crecimiento vegetal, se procedi6 a
su purificacién y activacion por pasajes sucesivos (al menos tres) en medio TSA
(Tripteina de Soja Agar), un medio rico en la mayoria de los nutrientes necesarios
para el crecimiento bacteriano.

FIJACION DE NITROGENO

La capacidad de fijar nitrégeno se evalué por:
a) crecimiento en medio NFb (Nitrigen Free broth) libre de nitrégeno (Dobereiner
et al 1995)
b) presencia del gen niH, el cual codifica una de las subunidades de la enzima
nitrogenasa, a través de su amplificacion por PCR empleando diferentes pares

de cebadores degenerados.

A-Crecimiento en medio libre de nitrogeno

o Repique en medio NFb con extracto de levadura

Los aislamientos puros y activos en TSA, se repicaron en medio NFb con
extracto de levadura en bajas concentraciones (0,005%), y se incubaron a 28°C

durante un periodo maximo de 21 dias, para lograr su adaptacion a un medio minimo

o Repigue en medios NFb y NFb con sulfato de amonio

Una vez que los aislamientos fueron capaces de crecer en NFb con extracto
de levadura, fueron repicados en NFb y NFb con sulfato de amonio como unica fuente
de nitrégeno, este ultimo fue empleado como control positivo. Se incubé a 28°C

durante 21 dias, revisando cada tres dias la presencia de crecimiento (Fig. 3).
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B-Presencia del gen nifH

Aquellos aislamientos capaces de crecer en medio NFb libre de nitrdgeno
fueron seleccionados para determinar la presencia del gen niH. Se trabajo con 28

aislamientos.

o Extraccidn de ADN

Procedimiento: se tomaron muestras del cultivo bacteriano y se lo colocé en
200 pL de una solucion de cloruro de calcio 1M, se lo centrifugo a 14.000 rpm durante
3 minutos, descartando el sobrenadante. Al pellet formado en el fondo del tubo
eppendorf se le agregd 200 pL de agua ultra pura estéril, se homogeneiz6 en vortex y
centrifugd a 14.000 rpm durante 2 minutos descartando el sobrenadante. Finalmente,
se agrego 150 yL de resina Chelex® 100 de Bio-Rad (material quelante empleado
para purificar compuestos a través de intercambio iénico) se homogeneizé en vortex e
incubo a 58°C durante 10 minutos. Luego, tras agitar en vortex, se volvieron incubar a

99°C durante 8 minutos. Las resinas obtenidas se conservaron a -20°C.

e Reacciones en cadena de la polimerasa para amplificar el gen nifH

La amplificacion del gen nifH, se realiz6 empleando tres técnicas PCR
diferentes:

a) PCR utilizando los cebadores degenerados PolF/PoIR (Poly ef al., 2001)
Los cebadores seleccionados PolF y PolR (5 TGCGAYCCSAARGCBGACTC3') y
(5° ATSGCCATCATYTCRCCGGAZ’), respectivamente, fueron utilizados para
amplificar una region de 360 pares de bases. Las amplificaciones se realizaron en
un volumen final de 15 pl. Las concentracion de cada cebador fue de 0,5 mM, Las
concentraciones de otros reactivos fueron: nucleotidos, 200 mM; Taq polimerasa
(Invitrogen) 2 U de; MgCl,, 0.45 pl. Las condiciones de PCR consistieron en: 5

minutos a 95 °C seguidos de 30 ciclos a 94-C (1 min), 1 min para la etapa de
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recocido y 72°C (2 min), con un 5 min extensién a 72-C para el ultimo ciclo.
Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador Biometra uno-

thermoblock Thermal Cycler Pcr.

b) PCR utilizando los cebadores degenerados ZF/ZR segun Zehr y Mac Reynolds.
En este caso se procedié de la misma manera que lo descripto por Poly ef al,
2001, utilizando otro par de cebadores, cebador directo Zf

(TGYGAYCCNAARGCNGA) y el cebador inverso Zr (ADNGCCATCATYTCNCC).

c) PCR anidada empleando otros cebadores degenerados segun Yeager ef al.
(2004).

La amplificacién por PCR de fragmentos de genes de ADN se ha realizado
mediante un protocolo anidado y cebadores degenerados disefiados para
amplificar los genes anM (codifica la subunidad de la dinitrogenasa reductasa
alternativas que solo contienen hierro en el sitio activo), vnH (codifica la
subunidad de la dinitrogenasa reductasa alternativas que contiene hierro y
vanadio en el sitio activo), y niH (codifica la subunidad de la dinitrogenasa
reductasa con un sitio activo que contiene hierro y molibdeno) secuencias que se
encuentran en la gran mayoria de los diazétrofos conocido.

El cebador directo 19F (5-GCIWTYTAYGGIAARGGIGG) y el cebador inverso
nifA3 (5-ATRTTRTTNGCNGCRTA) fueron utilizado en la primera reaccion de
amplificacién, que contenia 40 pmol de cada cebador, 2,5 mM de MgClz, 10 ug de
albumina de suero bovino, 200 yM de cada uno de los nucleétidos, 2,5 U de Taq

polimerasa Invitrogen, 2 ul de buffer Invitrogen 10 X y 1 a 2 pyl de ADN de la
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muestra en un volumen final de reaccién de 20 ul. Las PCR se llevaron a cabo en
un termociclador Biometra uno-thermoblock Thermal Cycler Pcr ADN. Los
parametros para el ciclo de reaccion fueron los siguientes: 95 ° C durante 5 min,
seguido por 20 ciclos de 48 ° C durante 1 min, 72 ° C durante 1 min, y 94 ° C
durante 45 s, con una extension final de 72 ° C durante 10 minutos antes de
mantener a 17° C cuando se termino la reaccion.
Para la segunda PCR, se realizaron ligeras variaciones: utilizamos el cebador
directo niH11 (5-GAYCCNAARGCNGACTC) y el cebador inverso nifH22 (5-
ADWGCCATCATYTCRCC). Estos cebadores (40 pmol cada uno) fueron incluidos
en una mezcla de reaccion de 20 ul idéntica a la descrita anteriormente, excepto
que contenia 2,0 mM de MgCl,, y 1 ul de una dilucion 1:10 de la primera mezcla
de PCR que sirvié como la plantilla. La segunda PCR se realiz6 como se describié
anteriormente, excepto que la temperatura de hibridacion fue 55 ° C y los ciclos se
repitieron 32 veces.

Los productos de las amplificaciones fueron sometidos a electroforesis en un

gel de agarosa al 1,4% y tefido con bromuro de etidio (Fig. 4).

2. SOLUBILIZACION DE FOSFORO INORGANICO:

La seleccion de aislamientos con potencial actividad solubilizadora de fésforo

se realizd mediante el método descrito por Nautiyal (1999).
Al igual que para las determinaciones de la actividad diazotrofica, se trabajo

con aislamientos en condiciones 6ptimas de crecimiento.

e Screening

Primeramente se realiz6 un screening en placa en medio sélido NBRIP

(National Botanical Research Institute's phosphate growth médium). Se inocularon 20
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aislamientos por placa e incubaron a 28 °C durante 21 dias. El screening fue
considerado positivo cuando se observo la aparicion de un halo claro alrededor de la
colonia (Fig. 5).

o [eterminacidn semicuantitativa

Aquellos aislamientos que resultaron positivos en el screening previo fueron
repicados en el mismo medio sembrando en este caso cuatro aislamientos por placa.
Se incubd a 28° durante 21 dias y se calculé el indice de solubilizacién (IS) = diametro
del halo (mm)/diametro de la colonia (mm), realizandose las mediciones cada tres dias
(Fig. 6). La capacidad de solubilizacién se categorizé en tres niveles: bajo (IS < 2),
intermedio (IS entre 2 y 4) o alto (IS > 4). El ensayo se realizé por triplicado. Como
control positivo se uso la cepa solubilizadora de fésforo Pseudomonas RHP3 (Mehta y
Nautiyal, 2001).

Los aislamientos que presentaron IS mayor o igual a 1,4 fueron seleccionados

para la determinacién cuantitativa.

e Determinacidn cuantitativa

La determinacion cuantitativa se realizé en frascos Peni de 50 ml de
capacidad con 10 ml de caldo NBRIP. El in6culo se ajusté a una D.O.g00 nm igual a 0,1
sembrando 200 uL del mismo en los 10 mL de caldo. Se incubd con agitaciéon a 180
rom a 28 °C durante 7 dias (Fig. 7).

Periodicamente se midié el pH y la concentraciéon de fosforo inorganico en el
sobrenadante del cultivo usando el método de Murphy y Riley (1962) (Fig. 8). El caldo
NBRIP sin inocular se empled como control negativo. La cepa solubilizadora de fésforo
Pseudomonas RHP3 (Mehta and Nautiyal, 2001) se usé como control positivo. Cada

ensayo se realiz6 por duplicado.
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Resultados y discusiones.

NITROGENO

De los 37 aislamientos analizados, 26 fueron capaces de crecer en medio
NFb libre de nitrégeno.
Dentro del orden Bacilliales:
Bacillus arsenicus, cepa M27,
Bacillus licheniformis, cepa M46,
Bacillus megaterium, cepas M1, M3 y M58.
Bacillus pumilus; cepa A101,
Paenibacillus alvei, cepa M33
Paenibacillus ginsengagri. cepa A56,

Paenibacillus glycanilyticus, cepas A142 y MG6.

En Burkholderiales se encuentran:
Burkholderia ambifaria, cepa M57
Burkholderia cepacia; cepa M55

Burkholderia diffusa, cepa M38

Dentro de Enterobacteriales.
Kosakonia cloacae, cepas A112, A114, A121y A122,
Panfoea agglomerans, cepa A109

Serratia marcescens cepa M69.
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Finalmente en Pseudomonadales las cepas con dicha capacidad fueron:
Pseudomonas monfeilii, cepas M30, AGO, A64, y A116

Pseudomonas putida, cepas A67, A137y 2A10.

De los aislamientos que lograron crecer en medio NFb libre de nitrégeno, en
23 casos se logré amplificar el gen niH mediante la realizacion de diferentes PCRs
(Tabla 1).

Con el uso de los cebadores PolF/PoIR (Poly et al., 2001) logramos amplificar
el gen niH en tres aislamientos, uno perteneciente al orden Enferobacteriales, Serratia
marcescens, y dos al orden Pseudomonadales, Pseudomonas putiday Pseudomonas
montieili. Utilizando los cebadores degenerados ZF/ZR segun Zehr y Mac Reynolds,
se amplifico dicho gen en cuatro casos: un aislamiento perteneciente al orden
Bacillales, Bacillus megaterium, otro al orden Enterobacteriales, Panfoea agglomerans
y dos al orden Pseudomonadales, ambas Pseudomonas montieili. Finalmente gracias
a la utilizacion de una PCR anidada empleando otros cebadores degenerados segun
Yeager et al. (2004) obtuvimos la amplificacion del gen en dieciséis aislamientos, de
los cuales ocho pertenecen al orden Bacillales, Bacillus amyloliguefaciens, Bacillus
pumilus, Bacillus arsenicus, Bacillus lechiniformis, Bacillus megaterium, Paeinibacillus
ginsengagri, Paenibacillus alvei, Paenibacillus glycanilyticus; tres pertenecen al orden
Burkholderiales, Burkholderia cepacia, Burkholderia ambifaria y Burkholderia sp. ;
cuatro aislamientos se encuentran dentro del orden Enterobacteriales, Kosakonia
cloacae, y tres Kosakonia cowanif, y un aislamiento del orden Pseudomonadales,

Pseudomonas putida.
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FOSFORO

La liberacion de las formas insolubles y fijas de fésforo es un aspecto
importante de aumentar la disponibilidad de fésforo en el suelo (Rodriguez y Fraga
1999). El uso de bacterias solubilizadoras de fosfato como inoculantes conjuntamente
a una mayor disponibilidad de fosforo, aumenta el rendimiento de los cultivos (Mehta y
Nautiyal, 2001). Bacterias que pertenecen a los géneros Bacillus, Pseudomonas,
Serratia, Enterobacter son reportados para solubilizar los compuestos de fosfato
insolubles y ayudar en el crecimiento de plantas (Frey — Klett ef a/ 2005). A partir del
primer screening, de 37 aislamientos, 20 fueron capaces de solubilizar fosfato
mediante la formacién de zonas claras en placas de agar NBRIP (Fig.5); de los cuales
10 presentaron un indice de solubilizacioén bajo (<2), 5 medio (2 <IS< 4) y otras 5 alto
(>4).

Como se puede observar en la Tabla 2, dentro de los aislamientos con un
indice de solubilizacién bajo encontramos:

En el orden Bacillales

Paenibacillus latus;, cepa M17

Paenibacillus latus;, cepa M18

Paenibacillus alvei; cepa M33

En Enterobacteriales
Kosakonia cowanii; cepas A132, A136, 2A7y 2A8
Enterobacter cloacae; cepa A124

En Pseudomonasales

Pseudomonas putida;, cepas A137y 2A10
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Con actividad solubilizadora media:

En Enterobacteriales
Kosakonia cowanif, cepas A121, A114 yA122
Serratia marcescens cepa M69

En Pseudomonadales

Pseudomonas montieili, cepa A116

En cuanto a los aislamientos con una actividad alta, estos se encuentran
distribuidos de la siguiente manera:
En Bacillales
Bacillus pumilus cepa A101
En Burkholderiales
Burkholderia diffusa cepa M38
Burkholderia cepacia cepa M55
En Enterobacteriales
Pantoea agglomerans cepa A109
En Pseudomonadales

Pseudomonas montieili cepa M30

La mayoria de los aislamientos de Enferobacteriales se encuentran en las
categorias de solubilizadoras con un IS alto y medio; y por otra parte los

pertenecientes a Burkholderiales se encuentra en las categorias de IS bajo y medio

(Fig.1).
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De acuerdo con la actividad de solubilizacién durante el crecimiento
bacteriano, las bacterias solubilizadoras de fosforo, puede clasificarse como:

* Temprana solubilizantes, que muestran actividad solubilizadora
significativa durante las primeras horas de cultivo y maxima dentro de las primeras 72
hs de crecimiento.

*  Solubilizantes intermedias, que muestran su maxima actividad entre las
72 y 96 hs de cultivo.

* Solubilizantes tardias, que muestra una baja actividad durante las
primeras 72 hs, alcanzando la maxima actividad entre el quinto y el séptimo dia.

Al evaluar cuantitativamente la actividad solubilizadora de P. Dos cepas
mostraron actividad solubilizadora por encima de 4000 ugP.mL-', (Burkholderia
cepacia M55 yKosakonia cowanii A132). Superior a la de la cepa de referencia RHP3;
a su vez se comportan como tempranas solubilizantes. Doce cepas se ubicaron en el
rango de los 1000 ugP.mL -1, similar a RHP3. Seis cepas fueron menos activas, con la
actividad maxima entre 800 y 700 pgP.mL - (Fig. 2).

Todas las bacterias solubilizadoras de fosfato disminuyeron el pH del medio.
Los valores de pH mas bajos se obtuvieron durante la fase de crecimiento, donde se
desarroll6 la solubilizacion del fosfato. La alcalinizacion del medio se produjo junto con
la disminucién de P soluble en el sobrenadante (Tabla 3).

La estimulacion del sistema radicular, la capacidad de solubilizar P
inorganico, y el aumento en el contenido de N en hoja podria ser una caracteristica
importante para mejorar el crecimiento de plantas en suelos con disponibilidad limitada
de P. La deficiencia en nitrogeno y fosforo durante el crecimiento de la planta restringe

el desarrollo del area foliar y en consecuencia la reduccion de la tasa de fotosintesis
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(Reich et al 2009). Condiciones deficientes en fosforo pueden afectar a varios
procesos en el vegetal (Rao y Terry 1995; Plaxton 1998; Campbell y Sage 2006),
incluyendo la particion de N (Warren ef al. 2005), y por lo tanto, existe un efecto
interactivo entre N y disponibilidad de P (Whitehead ef al, 2005). Collavino ef. al.
(2010) demuestran el efecto beneficioso de inoculacion bacteriana sobre la tasa de
fotosintesis de las plantas creciendo en presencia de formas insolubles P, que podria
ser explicada en parte por una mejor relacion N/P en hoja y una mejora en la
conductancia estomatica.

Por otro lado Angulo ef. al (2014) demostraron que bacterias rizosféricas y
enddfitas de Eucaljptus nitens estimulan la emergencia y el crecimiento de plantulas
de esta especie en condiciones de invernadero. Los incrementos de biomasa
encontrados en dicho trabajo fueron en promedio de 89 % y 98 % para la parte aérea 'y
las raices, respectivamente. Puente ef a/. (2010) registraron incrementos de 86 % y 54
% en las variables mencionadas, respectivamente, al tratar plantulas de Eucaliptus
globulus con Azospirillum brasilense, mientras que Mohamad ef a/ (1998) obtuvieron
un incremento de la biomasa del 44 % en plantulas de Eucaljptus calmadulensis
inoculadas con Azofobacter chroococcum y Bacillus megaterium. Estos resultados
permiten predecir el potencial de estas bacterias para ser utilizadas como
estimuladores de crecimiento de E£. nifens en vivero y, de esta manera, favorecer la
posterior supervivencia tras su establecimiento en el terreno.

Por nuestra parte, en este trabajo hemos encontrado que el 70% de las cepas
estudiadas son capaces de crecer en medio libre de nitrégeno, en el 82% de las

mismas se logré amplificar el gen nifH. Los 6rdenes que presentaron mayor frecuencia
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de representantes con actividad fijadora de nitrégeno fueron Pseudomonadales (7 de 8
aislamientos) y Burkholderiales (3 de 3 aislamientos).

El 54%de los aislamientos presentaron actividad solubilizadora de fosfato. Las
mayores frecuencias de aislamientos capaces de solubilizar fésforo inorganico se
observaron en los érdenes Enferobacteriales (10 de 11 aislamientos) y Burkholderiales
(2 de 3 aislamientos) mientras que Bacillales presento la frecuencia mas baja (4 de 14
aislamientos).

Se ha hallado que las bacterias pueden presentar mas de un mecanismo de
acciéon asociado a la promocién del crecimiento en plantas (Angulo ef. al 2014), en
nuestro caso el 35% de las cepas evidenciaron ambas propiedades, destacandose en
ambos casos el orden Burkholderiales, el cual presento frecuencias altas en ambas

determinaciones.

Conclusiones

La poblacién endofitica de paraiso presenta componentes con buena
eficiencia en las actividades de solubilizacién de P o fijacion de nitrégeno, las cuales

pueden tener un alto potencial PGPR.
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Tablas

Tabla 1: Resultados de las diferentes PCRs realizadas a cada uno de los
aislamientos estudiados. (+) Positivo, (-) Negativo, (ND) No Determinado.

Aislamiento  Orden Género Especie Poly Zher Yeager
Ad4 Bacillales Bacillus amyloliguefaciens, - +
A56 Bacillales Paenibacillus ginsengagri - +
A101 Bacillales Bacillus pumilus o e
M3 Bacillales Bacillus megaterium, - ND
M27 Bacillales Bacillus arsenicus = +
M33 Bacillales Paenibacillus alvei - +
M46 Bacillales Bacillus licheniformis o +
M58 Bacillales Bacillus megaterium - +
M66 Bacillales Paenibacillus glycanilyticus = e
M38 Burkholderiales Burkholderia sp = e
M55 Burkholderiales Burkholderia cepacia, - +
M57 Burkholderiales Burkholderia ambifaria o +
A60 Enterobacteriales  Pantoea agglomerans - ND
A112 Enterobacteriales ~ Kosakonia cloacae - +
Al14 Enterobacteriales ~ Kosakonia cowanii - +
A121 Enterobacteriales ~ Kosakonia cowanii - +
A122 Enterobacteriales ~ Kosakonia cowanii - +
M69 Enterobacteriales  Serratia marcescens + ND
A67 Pseudomonadales Pseudomonas putida - +
A109 Pseudomonadales Pseudomonas monteilii, - ND
All6 Pseudomonadales Pseudomonas monteilii, + ND
A137 Pseudomonadales Pseudomonas putida, + ND
M30 Pseudomonadales Pseudomonas, monteilii, - ND




Tabla 2: indices de solubilizacién de los diferentes aislamientos estudiados, agrupados
por orden, género y especie

Aislamiento  Orden Género Especie IS
A101 Bacillales Bacillus pumilus 4.00
M17 Bacillales Paenibacillus lautus 1.27
M18 Bacillales Paenibacillus lautus 1.19
M33 Bacillales Paenibacillus alvei 1.48
M38 Burkholderiales Burkholderia diffusa 8.67
M55 Burkholderiales Burkholderia cepacia 16.67
A136 Enterobacteriales Kosakonia, Enterobacter cowanii 1.92
2A7 Enterobacteriales Kosakonia, Enterobacter ~ cowanii 1.47
2A8 Enterobacteriales Kosakonia, Enterobacter cowanii 1.61
A109 Enterobacteriales Pantoea agglomerans 4.00
Al14 Enterobacteriales Kosakonia, Enterobacter  cowanii 3.00
Al121 Enterobacteriales Kosakonia, Enterobacter ~ cowanii 3.00
A 122 Enterobacteriales Kosakonia, Enterobacter  cowanii 2.67
Al24 Enterobacteriales Enterobacter cloacae 1.43
A132 Enterobacteriales Kosakonia, Enterobacter  cowanii 1.95
M69 Enterobacteriales Serratia marcescens 2.13
2A10 Pseudomonadales Pseudomonas putida 1.75
Al116 Pseudomonadales = Pseudomonas monteilii 2.67
A137 Pseudomonadales Pseudomonas putida 1.59
M30 Pseudomonadales  Pseudomonas, monteilii 8.33
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Tabla 3: Medidas de pH de los diferentes aislamientos en medio NBRIP liquido a las
24,72, 96 y 168 horas de cultivo.

Aislamiento

M17
M18
M33
Al101
M38
M55
M69
A109
All4
Al21
Al122
Al24
A132
A136
2A7
2A8
M30
A60
Al116
A137
2A10

Orden

Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Burkholderiales
Burkholderiales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Enterobacteriales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Pseudomonadales
Pseudomonadales

Pseudomonadales

Género

Paenibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus
Bacillus
Burkholderia
Burkholderia
Serratia
Pantoea
Kosakonia
Kosakonia
Kosakonia
Enterobacter
Kosakonia
Kosakonia
Kosakonia
Kosakonia
Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas

Pseudomonas

Especie

lautus
lautus
alvei
pumilus
diffusa
cepacia
marcescens
agglomerans
cowanii
cowanii
cowanii
cloacae
cowanii
cowanii
cowanii
cowanii
monteilii
monteilii
monteilii
putida
putida

Medidas de pH

24hs  T72hs
418 5.05
4.11 4.75
5.22 5.15
4.59 4.42
557 534
481 4.69
4.35 4.11
4.79 4.45
474 456
4.46 4.47
4.15 4.98
415 5.07
399 453
4.21 5.18
4.40 5.42
420 5.00
3.93 4380
3.96 3.93
4.24 4.35
423 5.5
4.11 4.17

96hs
5.34
5.27
5.46
4.47
4.91
5.72
4.46
4.41
4.64
4.44
5.01
5.07
5.23
5.45
5.46
5.38
5.47
4.07
4.51
5.34
4.48

168hs
©.25
5.23
5.22
4.52
5.22
6.55
4.81
4.67
4.51
4.24
5.33)
5.48
5.59
5.40
5.80
B35
5.82
4.36
4.38
5.38
4.76
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