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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos cerealeros de mayor importancia a
nivel mundial. En Uruguay, el area de siembra se ha incrementado en los
ultimos anos. Para la produccion del maiz se emplean altos niveles de
fertilizacion nitrogenada, menos del 50% del fertilizante aplicado es utilizado
por la planta, lo que culmina en la contaminacion de los suelos, el aire y los
recursos hidricos. Entre los microorganismos capaces de promover el
crecimiento vegetal se encuentran las bacterias diazétrofas que realizan el
proceso de fijacion bioldgica de N2 (FBN). La FBN es una alternativa con alto
potencial para disminuir o sustituir la fertilizacion quimica del maiz. El
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Agronomia cuenta con una
coleccidon de diazotrofos aislados de maiz que fueron caracterizados por su
capacidad de fijar N2, producir AlA (acido indol-3-acético), y solubilizar fosfato.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inoculacion con bacterias
diazotrofas seleccionadas en dos variedades de maiz (PAU871 y NK940). Las
8 cepas en estudio presentaron capacidad de producir celulasas y pectinasas y
también de inhibir el crecimiento del hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum
in vitro. Los ensayos de inoculacion demostraron que existe especificidad en la
interaccidn cepa-variedad. La variedad de maiz PAU871 presenté mayor
respuesta a la inoculacion que NK940. La inoculacion con la cepa 10R
Raoultella terrigena produjo un aumento significativo en la biomasa aérea de
las plantas de maiz tanto en condiciones gnotobiéticas como en macetas con
suelo. La inoculacion con los diazétrofos en estudio produjo cambios en el
numero de diazétrofos rizosféricos pero no en el numero de endoéfitos de
raices. La técnica de T-RFLP mostr6 que en la variedad PAU871, la
inoculacion con la cepa 10R produjo cambios en la estructura de la comunidad
de diazotrofos endodfitos, mientras que las comunidades de diazoétrofos
rizosféricos de plantas inoculadas y controles presentaron elevada similitud

entre ellas.

Palabras clave: maiz (Zea mays L.), diazé6trofos, inoculacion, numero mas

probable, analisis por T-RFLP.
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1. INTRODUCCION

1.1 El cultivo del maiz

Las plantas como maiz, arroz y trigo pertenecen a la familia Poaceae y forman
parte de la alimentacion basica de aproximadamente 6,5 billones de personas
en el mundo (Bhattacharjee ef al, 2008). La necesidad de incrementar la
produccion y obtener mayores rendimientos de estos -cultivos crece
paralelamente al crecimiento exponencial de la poblacion.

El maiz ocupa el tercer lugar en el mundo, después del trigo y el arroz en
cuanto a area cosechada y produccion. La demanda de maiz viene
aumentando en los ultimos ahos mas que nada por parte de paises como
China y Estados Unidos (Methol, 2009). Una de las causas de esta demanda
por parte de Estados Unidos comenz6 desde el aino 2006, a partir del cual se
incentivd con mayor fuerza la produccion de biocombustibles, en particular la
de etanol a partir de maiz, consolidandose en 2007 un cronograma creciente
de inclusion obligatoria de biocombustibles en la gasolina (Methol, 2009).

En Uruguay, en un informe realizado en base a datos obtenidos del
MGAP/DIEA desde 1908 hasta la zafra 2009/10, se informa que el maiz ha
estado siempre presente en la canasta a los largo de todo este periodo
(Saavedra, 2011). En 2012 la produccion de maiz en Uruguay fue de 528.300
toneladas, alcanzando un rendimiento promedio de 4.264 Kg/ha sembrada
(DIEA, 2012). El area sembrada ese ano alcanzé una cifra record para los
ultimos anos de 123,9 miles de hectareas, con un incremento del 18% respecto
al ano anterior. La demanda interna de maiz ha venido creciendo debido al
importante crecimiento en la produccion de carne y de leche (Methol, 2009). En
Uruguay el 73% del maiz producido es para raciones balanceadas (Elhordoy,
1997).

El cultivo de maiz tiene un alto costo de inversion, entre los insumos que
encarecen la produccion es importante el uso de fertilizantes quimicos. Segun
informa el anuario DIEA, en el ano 2010 fue necesario producir 2,7 ton de maiz
para pagar una tonelada de urea, y 3,7 ton de maiz para adquirir una tonelada

de fosfato de amonio (DIEA 2011). En comparacion con otros cultivos (arroz,
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trigo, soja), el cultivo del maiz es bastante menos rentable, por ejemplo se
necesita producir el doble de maiz que de soja para pagar 1 ton de urea (DIEA,
2011). Ademas, teniendo en cuenta que la produccion de fertilizantes en
Uruguay no es suficiente para el requerimiento de los productores, es
necesario importar grandes cantidades. En el afio 2010 se gastaron mas de
U$S 83 millones solo en la importacion de urea (DIEA, 2011). Estos motivos y
la creciente demanda del grano impulsan a la busqueda de nuevas alternativas

que aporten soluciones y beneficios para la produccién agricola.
1.2 El Nifrogeno como nuftriente vegetal y la fertilizacion nitrogenada

El nitrégeno es un macronutriente esencial para el crecimiento de las plantas,
por lo que el nivel de producciéon y rentabilidad de un cultivo depende
considerablemente de esta nutricibn. En las plantas forma parte de
aminoacidos, acidos nucleicos, clorofilas, por ello es a menudo un nutriente
limitante. La deficiencia de N provoca la aparicion de clorosis en las plantas y
reduce su productividad y vigor (Wiedenhoeft, 2009). El nitrégeno es
generalmente considerado, después del agua, factor limitante del crecimiento
vegetal (Franco y Ddbereiner, 1994). En el suelo la mayor proporcién de
nitrogeno es organica (98% del total) y menos del 2% son formas minerales,
como amonio, nitratos y nitritos (Frioni, 2006). Las raices de las plantas
absorben del suelo el nitrégeno en forma de nitrato (NO3-) o de amonio (NH4*).
Ademas de que el contenido de nitrégeno en suelo es bajo, el nitrégeno es
removido en cantidades superiores a los demas nutrientes (Frioni, 2006). A
pesar de esto, las cantidades de nitrégeno presentes en el suelo podrian
abastecer las necesidades de los cultivos, pero el nitrogeno se encuentra
mayormente como N organico formando parte del humus, ésta sustancia es
muy resistente al ataque microbiano, y solo una pequefia porcién del N

organico es mineralizable (1-3% por afo) (Frioni, 2006).

El mayor reservorio de N se encuentra en la atmosfera en forma de N, pero los
vegetales no son capaces de asimilar esta forma de N. El proceso que permite
la entrada de N2 al ecosistema suelo-planta es conocido como fijacion de N2
(Giller y Cadisch, 1995; Martinez-Romero, 2006; Gupta ef al, 2012). Existen

tres formas de fijacion de N2: la fijacidon biologica del nitrogeno (FBN), consiste

2
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en la conversion de gas nitrégeno (N2) en amonio (NH4*), una propiedad
exclusiva de microorganismos procariotas (Martinez-Romero, 2006); mientras
que por vias no bioldgicas, el nitrogeno es fijado industrialmente mediante el
proceso de Haber-Bosch, y de forma espontanea a través de tormentas
eléctricas y reacciones del ozono con el Nz. La fijacion de nitrégeno en la
biosfera se estima en unos 275 millones de toneladas anuales, de los cuales
139-170 millones corresponden a la FBN, 70 a la industrial y 30 a la fijacion
espontanea (Paul, 1988).

En el balance de N en los suelos, debemos considerar que se ha reportado que
hay una continua pérdida desde suelos agricolas debido a la cosecha de los
cultivos, a la lixiviacidn y a las pérdidas gaseosas (Giller y Cadisch, 1995),
como lo son la desnitrificacidon y la volatilizacion del NHs (De Datta y Buresh,
1989; Singh ef al, 1995). Estimaciones de pérdida de nutrientes del suelo en
Africa Subsahariana (Stoorvogel ef al, 1993), Asia y Latinoamérica (Tandon,
1993), sugieren que hay una eliminacion neta entre 20 y 70 Kg de N por ha
desde tierras agricolas cada afio, y que esta perdida parece aumentar (Giller y
Cadisch, 1995). Por otro lado, menos del 50% del fertilizante aplicado es
utilizado por la planta (Halvorson ef al., 2002). Estos problemas y la creciente
demanda de los cultivos hacen que se tienda a aplicar indiscriminadamente los
fertilizantes, provocando la contaminacién del agua y de la atmosfera (Giller y
Cadisch, 1995; Burney ef al., 2010). El uso de fertilizantes nitrogenados ha sido
legislado en varios paises y se realizan muchos esfuerzos por restringir su
aplicacién (Byrnes, 1990). Frente a esta situacion se han buscado alternativas
que permitan el desarrollo de una agricultura sustentable; la fijacion bioldgica
del nitrégeno promete satisfacer los requerimientos de nitrégeno por los

vegetales con el cuidado de los recursos naturales.
1.3 Microorganismos promotores del crecimiento vegetal

En los ultimos afios se han descrito una gran diversidad de microorganismos
que aportan multiples beneficios al crecimiento de las plantas. Entre los
mecanismos reportados como formas de promocion del crecimiento se

encuentran los siguientes:
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1.

Fijacion biologica de N2 (FBN) (Hurek ef al, 2002; Iniguez ef al., 2005).
Diversos estudios reportan la fijacidn bioldgica del nitrogeno como
mecanismo de promocion del crecimiento vegetal, proceso que se
detallara mas adelante.

Produccidn de fitohormonas (Baca y Elmerich, 2007). Algunas bacterias
producen fitohormonas que promueven el desarrollo y la proliferacién de
las raices resultando en una absorcion mas eficiente de agua y
nutrientes (Oliveira et al., 2002). Entre las fitohormonas, es de destacar
la produccion de auxinas por un amplio y diverso grupo de
microorganismos del suelo (Arshad y Frankenberger, 1998).
Solubilizacién de fosfato (Sturz ef al/, 2000; Sessitsch et al., 2002;).
Varios reportes han examinado la habilidad de diferentes especies de
bacterias de solubilizar fuentes de fosfato inorganico insoluble, e.g.
fosfato tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y fosfato de roca
(Goldstein, 1986), dejando una fuente de fosfato disponible para los
vegetales.

El biocontrol de fitopatdgenos es otro mecanismo por el que las
bacterias promueven el crecimiento vegetal (Weller, 1988; Compant ef
al, 2005; Anandhakumar y Zeller, 2008). Los mecanismos de control
mas reconocidos son: competencia por un nicho ecoldgico o sustrato,
produccion de aleloquimicos inhibitorios, e induccion de resistencia
sisttmica (ISR) en plantas huéspedes a un amplio espectro de
patdgenos. Los aleloquimicos incluyen sideréforos, antibiéticos, biocidas
volatiles, enzimas liticas, y enzimas de detoxificacion (Compant ef al,
2005). Es bien conocido el control biolégico de las bacterias frente a los
hongos fitopatdégenos. En esta tesina se evaluara la capacidad de las
bacterias de inhibir un hongo fitopatégeno que afecta comunmente al
cultivo de maiz: Fusarium. Varias especies de Fusarium estan
implicadas en la fitopatogenia del cultivo de maiz en extensas areas de
clima tropical y semitropical, provocando pudricion de la mazorca, raiz y
tallo con graves reducciones del rendimiento del cultivo, a menudo
estimado entre un 10 y un 30% (Logrieco ef al., 2002). Varias cepas de

este hongo son capaces de producir micotoxinas las cuales pueden ser
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formadas previo a la cosecha, o durante el almacenamiento de los
granos (Logrieco et al., 2002). Entre las especies de Fusarium que estan
implicadas en la produccidén de micotoxinas y la pudricion de la mazorca,
se encuentra Fusarium oxysporum (Logrieco et al., 2002), cepa que sera
evaluada en ensayos de biocontrol.
Las bacterias pueden beneficiar el crecimiento de las plantas mediante una
combinacion de varios de los mecanismos mencionados (Dobbelaere ef al.,
2003).
Las bacterias que promueven el crecimiento vegetal son llamadas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por su sigla en inglés) y pueden
establecer asociaciones con los vegetales en la rizésfera o como endofitas. La
rizosfera es la zona del suelo que rodea las raices donde se dan la mayoria de
las interacciones planta-microorganismos (Frioni, 2006). Los endoéfitos son
microorganismos que viven en el interior de los tejidos vegetales sin causar
dafnos a su huésped (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006). Para establecer
a un microorganismo como verdadero enddfito, se requiere no solo su
aislamiento a partir de tejidos desinfectados superficialmente sino también la
visualizacion microscopica de la bacteria marcada dentro de los tejidos
vegetales (Reinhold-Hurek y Hurek, 1998). En tanto los microorganismos que
no han sido visualizados microscopicamente, lo cual no es siempre viable,
éstos seran llamados posibles endofitos (Rosenblueth y Martinez-Romero,
2006).
Varios estudios confirman que las plantas hospedan diversas comunidades
endofitas (Idris ef al., 2004; Krechel ef al., 2004; Berg et al., 2005) y que casi
todas las bacterias enddfitas derivan de la rizosfera (Sessitsch ef al., 2002;
Compant ef al, 2005; Hardoim et al, 2008). Las bacterias enddfitas son
encontradas en raices, tallos, hojas y semillas, aunque en muchas plantas la
mayor concentracion de endofitos se encuentra en las raices (Santi ef al,
2013). Diversos estudios reportan el aislamiento e identificacion de bacterias y
hongos endofitos en maiz (Fisher ef al., 1992; Mclnroy y Kloepper, 1995; Rai ef
al., 2007; Orole y Adejumo, 2011).
En general, la colonizacion de los tejidos vegetales por bacterias endofitas

ocurre a bajas densidades de poblacidon con respecto a las bacterias
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rizosféricas o patdégenas (Hallmann ef al, 1997; Rosenblueth y Martinez-
Romero, 2004). Las poblaciones rizosféricas alcanzan valores entre 107 y 109
ufc/g de suelo rizosférico, mientras que las endofitas de raices rondan entre 105
y 107 ufc/g de peso fresco (Compant ef al, 2010). En un trabajo realizado en
condiciones de campo, en la primera semana de la emergencia de las plantas
de maiz, las poblaciones enddfitas establecieron concentraciones del orden de
105 ufc por gramo de peso fresco en tallo (Rai ef al., 2007).

Probablemente, los endofitos provocan mayor efecto de promocion del
crecimiento en las plantas en comparacion con las bacterias que colonizan
exclusivamente la rizosfera (Compant ef al/, 2010). La complejidad de
interacciones, el comportamiento y los efectos que pueden producir los
endofitos dentro de las plantas son muy diversos y continuan en investigacion.
Las poblaciones rizosféricas asi como las enddfitas, estan condicionadas por
factores bioticos y abiodticos (Fuentes Ramirez et al, 1999; Hallmann et al,
1997; Seghers et al., 2004), pero las bacterias enddfitas pueden estar mas
protegidas del estrés bidtico y abiotico que las rizosféricas (Hallmann ef al.,
1997).

Durante los ultimos afios, las PGPB han sido caracterizadas por su rica
biodiversidad, y han sido extensamente aplicadas en la produccion agricola
(Bashan, 1998; Bashan ef al/,, 2004; Lucy et al., 2004; Compant et al., 2005).
Entre las PGPB que se han aplicado como inoculantes en distintas especies de
gramineas como maiz, arroz, trigo y cana de azucar se encuentran bacterias

fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfato (Mehnaz y Lazarovits, 2006).
1.4 Fijacion Biologica del Nitrogeno (FBN)

La FBN, proceso exclusivo de algunos procariotas, es una via por la cual el
nitrogeno atmosférico entra a los sistemas bioldgicos, por lo que es un paso
muy importante en el ciclo del nitrogeno (Martinez-Romero, 2006). Consiste en
la reduccion del nitrbgeno molecular en amonio, proceso catalizado por un
complejo enzimatico conocido como nitrogenasa (Martinez-Romero, 2006). Se
han caracterizado tres clases de nitrogenasas entre las cuales la enzima que
contiene molibdeno (Mo) ha sido ampliamente estudiada (Zhao y Li, 2004).

Ademas, dichos sistemas enzimaticos catalizan la reduccion de otras pequefias
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moléculas que contienen dobles y triples enlaces como el acetileno (C2Hy)
(Yang et al., 2011).

Se hipotetiza que lo tres pasos sucesivos de reduccion se producen
directamente en la nitrogenasa, sin acumulacion de intermediarios libres

(Madigan et al.,, 2003). La reaccion general del proceso es la siguiente:
N2 + 8H* + 8e- + 16BMgATP ——> 2NHs + H, + 16MgADP + 16 Pi (Zhao y Li, 2004)

Es un proceso que demanda grandes cantidades de energia, por lo tanto la
sintesis y la actividad del complejo nitrogenasa se encuentra altamente
regulada (lzquierdo y Nusslein, 2006). El complejo enzimatico de la nitrogenasa
consiste en dos subunidades: una proteina de hierro-molibdeno (FeMo) de un
peso molecular de 250 kDa y formada por dos heterodimeros, codificada por
los genes niD y niK (Componente 1); y una proteina de hierro (Fe) de un peso
molecular de 70 kDa que estd formada por dos subunidades idénticas
codificadas por el gen niH (Componente Il) (Zehr ef al., 2003). Los centros de
hierro-azufre (Fe-S) estan presentes tanto en el Componente | como en el
Componente Il y estan coordinados entre las subunidades. Las nitrogenasas
‘convencionales’ contienen Mo en los centros de Fe-S uniendo a las
subunidades. Las nitrogenasas alternativas reemplazan el Mo con vanadio (V)
(vnMH), y las nitrogenasas ‘alternativas secundarias’ reemplazan Mo con Fe
(anM). Estas enzimas tienen algunas diferencias en su cinética de reaccién y

en su especificidad (Burgess y Lowe, 1996; Eady, 1996).

La expresion de los genes de la nitrogenasa esta altamente regulada (Hoover,
2000), a nivel transcripcional y post-transcripcional (Chen ef al., 1998; Kim ef
al, 1999). Es asi que altas concentraciones de NHs, glutamina u otros
aminoacidos pueden reprimir la transcripcion de los genes que codifican la
nitrogenasa (Frioni, 2006). La sensibilidad de la nitrogenasa al oxigeno impone
limitaciones fisiologicas considerables en los microorganismos fijadores de
nitrogeno por lo que se ven obligados a proteger la enzima del dafo por el
oxigeno (Dixon y Khan, 2004). Las bacterias poseen diversos mecanismos
para proteger el complejo enzimatico del oxigeno y asi llevar a cabo el proceso

de FBN. En el caso de algunas bacterias anaerobias fijan N2 en ausencia de
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oxigeno (ej. Clostridium). En otros casos se dan procesos de diferenciacion
celular, el mas reconocido es el de Rhizobium que forma los bacteroides
fijadores de nitrogeno dentro de los nddulos de las raices o tallos de las plantas
(Bergersen, 1974; Glazebrook et al, 1993). Especies de Bradyrhizobium
pueden fijar N2 tanto en nddulos en plantas como /n vifro cuando se les provee
de acido succinico y una pequeina cantidad de nitrégeno fijado (Phillips, 1974).
Por otro lado, la bacteria perteneciente al género Azoarcus requiere prolina
para fijar N2, luego experimenta la diferenciacion y forma una estructura
llamada “diazosoma” (Karg y Reinhold-Hurek, 1996). En las cianobacterias se
produce una diferenciacion a heterocistos fijadores de N2 que protegen a la

nitrogenasa del oxigeno (Wolk, 1996).
1.5 Microorganismos fjjadores de nitrogeno

Como se menciond previamente, una de las formas en que las bacterias PGPB
promueven el crecimiento vegetal es mediante la fijacion biolégica del nitrogeno
y a las bacterias que cuentan con esta capacidad se les denominan
diazétrofas. Estos microorganismos poseen una ventaja competitiva en un
ambiente pobre en N y rico en C, como suele ser el suelo (Yim ef al., 2009).Por
muchos afos se creyd que la capacidad de fijar N2 estaba limitada a unas
pocas especies microbianas (Postgate, 1981) pero, en las ultimas décadas, se
ha demostrado que esta propiedad se encuentra en muchos organismos del
dominio Bacteria y también entre los metanogénicos del dominio Archaea
(Young, 1992). La existencia de microorganismos no fijadores que estan
filogenéticamente muy relacionados a los fijadores ha sido explicada por la
pérdida de genes de fijacion de nitrégeno o por transferencia lateral de estos
genes entre los linajes bacterianos (Normand y Bouquet, 1989; Vermeiren ef
al., 1999). La pérdida de los genes de fijacion puede ser explicada dado el alto
costo del proceso, y dado que no le confiere al microorganismo una ventaja
selectiva si éste se desarrolla en un ambiente rico en N (Martinez-Romero,
2006).

Segun Evans y Burris (1992), podemos clasificar a las bacterias fijadoras de
nitrdgeno en tres grupos: diazoétrofos de vida libre, que fijan el nitrégeno para su

propio uso y el nutriente queda disponible después de su muerte, por ej.
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especies de Klebsiella, Azofobactery Rhodobacter (Fischer, 1994); diaz6trofos
asociativos, que contribuyen al crecimiento de la planta huésped sin formacion
de estructuras diferenciadas, por ej. especies de Azospirillum, Acetobacter,
Azoarcus,  Azofobacter, Burkholderia, Enterobacter, Herbasprillum,
Gluconacetobacter, Pseudomonas, Bacillus y Paenibacillus (Beneduzi et al.,
2008; Santi et al, 2013), y diazétrofos simbidticos, que establecen una
interaccidn muy estrecha entre macro y micro-simbionte y en algunos casos se
forman estructuras diferenciadas denominadas nddulos como en los géneros

de rhizobios: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium (Fischer, 1994).

Multiples estudios reportan el aislamiento e identificacion de una gran
diversidad de bacterias diazétrofas rizosféricas y/o endofitas de maiz. En
Uruguay, Montanez et al., (2009) aislaron 178 posibles enddfitos diazétrofos de
raices, tallos, hojas y semillas de maiz de diferentes variedades. Las bacterias
fueron identificadas genotipicamente como Rhanella, Panfoea, Rhizobium,
Pseudomonas, Herbaspirillum, Enterobacter, Brevundimonas y Burkholderia
(Montanez ef al., 2012). Otros autores han identificado diversos géneros de
diazoétrofos rizosféricos y enddéfitos de plantas de maiz: Azospirillum,
Herbaspirillum, Burkholderia, Panfoea, Bacillus, Paenibacillus, Klebsiella (Palus
et al., 1996; Chelius y Triplett, 2000a; Chelius y Triplett, 2000b; von der Weid ef
al., 2002; Caballero-Mellado ef al., 2004; Ding et al., 2005; Perin ef al., 2006;
Mehnaz ef al., 2007).

Por otro lado, la gran diversidad de diazétrofos asociados a plantas de maiz
quedd demostrada por los resultados obtenidos por Roesch ef a/., (2008). Los
autores clonaron y secuenciaron el gen nifH a partir del ADN extraido de las
plantas de maiz crecidas en 6 regiones distintas de Brasil e identificaron una
gran diversidad de géneros de las divisiones alfa, beta, gama y delta
proteobacteria. Los géneros mas abundantes en rizésfera, raices y tallos de

maiz fueron Azospirillum, Bradyrhizobium, Ideonella, Klebsiella y Raoulfella.
1.6 Inoculantes y biofertilizantes

Segun Bashan, (1998) un “inoculante bacteriano” es una formulacién que

contiene una 0 mas cepas o especies de bacterias beneficiosas transportadas
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en un material de soporte (carrier) de facil aplicacion y econémico, organico o
inorganico o sintetizado a partir de moléculas definidas. Los efectos esperados
de la inoculacion en las plantas son los de promocion del crecimiento vegetal,
aumento de la disponibilidad y absorcion de nutrientes, y de mantenimiento de
la salud de las plantas (Vessey, 2003; Adesemoye ef al., 2008). Por otro lado,
el término “biofertilizante” es un término engafnoso ampliamente usado con el
significado de “inoculante bacteriano” dado que ambos consisten en
preparaciones de uno o mas microorganismos. A diferencia de un inoculante
bacteriano el biofertilizante s6lo aporta nutrientes como foésforo y nitrégeno y
pueden sustituir parcial o completamente la fertilizacion quimica, pero no
cuenta con los demas efectos de promocion del crecimiento vegetal producidos

por las bacterias (Bashan, 1998).

Los primeros reportes del uso de inoculantes con rizobios para leguminosas
datan de 1886 (Voelcker, 1896; Fred ef al, 1932). El método consistia en
crecer la bacteria en medio con agar, suspender las células en agua, y esta
suspension era luego usada para impregnar tanto el suelo directamente o las
semillas. El rol de los fijadores de nitrdgeno en gramineas comenzo a ser
elucidado recién en 1970, con el descubrimiento del medio semisdlido libre de

N por el grupo de la Dra. Johanna Ddbereiner (Débereiner ef al., 1972).

La respuesta inmediata a la inoculacion del suelo con PGPB asociativos no
simbidticos varia considerablemente dependiendo de la bacteria, especie de
planta, tipo de suelo, densidad del in6culo, y condiciones ambientales
(Bashan, 1998). El obstaculo clave es que el suelo es un ambiente
heterogéneo e impredecible incluso a pequefia escala (van Elsas y van
Overbeek, 1993). Las bacterias inoculadas muchas veces no encuentran un
nicho vacio para sobrevivir en el suelo excepto en suelo estéril, una condicidon
que no existe en gran escala en la agricultura. Ellas deben competir con la
microflora nativa que estd a menudo mejor adaptada y es mas resistente a la
predacion por protozoarios. Las formulaciones comerciales de inoculantes
deben ser disefiadas para proveer una fuente segura de bacterias beneficiosas
capaces de sobrevivir en el suelo y que se vuelvan disponibles para las plantas

(Bashan, 1998). Existen varias formas de preparar los inoculantes y se han
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reportado diversos métodos de inoculaciéon (Kennedy ef al., 2004; Hungria et
al., 2005). El éxito en la aplicacion de inoculantes requiere una infraestructura
significativa para la produccion y la aplicacién con controles de calidad, tal
como se describen en los trabajos de Kennedy ef a/., (2004) y Hungria ef al.,
(2005).

Se han llevado a cabo diversos experimentos de inoculacién en plantas de
maiz en distintas condiciones obteniéndose resultados muy variables. En
nuestro pais, Montanez et al., (2012), realizaron experimentos de inoculacion
de plantas de maiz en condiciones controladas. Solo una de las 15 cepas en
estudio, identificada como  Pseudomonas fluorescens, incrementd
significativamente el largo de la radicula comparado a los controles sin inocular.
Por otro lado, la inoculacién con 10 cepas provocd un aumento de la biomasa
aérea de plantas de maiz crecidas en condiciones gnotobidticas (de
esterilidad). La cepa EMA83 identificada como Rhanella sp. demostré promover
el crecimiento de plantas de maiz en ensayos en campo (Montafiez y Sicardi,
2013). En Argentina, la cepa SR1 de Pseudomonas aurantiaca fue formulada
como inoculante de acuerdo a la evaluacion de sus efectos de promocién del
crecimiento en los cultivos de trigo y maiz en condiciones de campo (Rosas ef
al, 2009). La cepa demostréo efectos significativos en la promociéon del
crecimiento. Ademas, ambos cultivos presentaron alta produccion con dosis de
fertilizacion mas bajas que las aplicadas convencionalmente. Por otro lado,
Hungria ef al, (2010), identificaron las primeras cepas de Azospirillum que
resultaron autorizadas para la produccion de inoculantes comerciales en Brasil.
Los trabajos siguieron protocolos de la legislacion Brasilefia, por ejemplo los
experimentos de campo fueron realizados al menos en dos localidades
diferentes representantes de las regiones donde se planta el cultivo, y al menos
en dos estaciones. Hicieron en total 13 experimentos de inoculaciéon en maiz a
nivel de campo en donde se evalud el efecto de la inoculacion en: peso seco de
la parte aérea, concentraciones de nutrientes, contenido de nitrégeno total, asi
como: contenido de N total y concentracidon de macro y micro nutrientes en
granos. Cuatro cepas del género Azospirillum aumentaron la produccién entre

un 24 y un 30% en relacion a las plantas no inoculadas, por lo que fueron
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recomendadas y autorizadas para la inoculacion del cultivo del maiz (Hungria
et al., 2010).

Uno de los factores que mas afecta a la inoculacion parece ser el genotipo de
las plantas. Se ha postulado que las asociaciones planta-microorganismo
involucran a menudo interacciones especificas (Ladha ef al, 1986; Benziri et
al., 1997). Varios autores han reportado la variabilidad de sus resultados entre
plantas genotipicamente diferentes (Garcia de Salomone y Dobereiner, 1996;
Garcia de Salomone ef al., 1996; Menhaz y Lazarovits, 2006; Govindarajan et
al., 2008; Montanez ef al., 2012).

En los estudios de Garcia de Salomone y Ddbereiner, (1996) y Garcia de
Salomone ef al, (1996) se determinaron los efectos producidos por la
inoculacion con cepas de Azospirillum spp. en experimentos realizados en
campo con distintos genotipos de maiz. Se encontraron tanto efectos
significativamente beneficiosos como significativamente desfavorables. Los
autores encontraron diferencias entre los tratamientos en el numero de
bacterias, en la acumulacion de N, y en el rendimiento en granos del cultivo,
indicando la importancia de considerar las diferentes interacciones producidas

entre bacterias y plantas con diferentes genotipos.

Por su parte, Mehnaz y Lazarovits (2006), evaluaron la inoculacién con cepas
seleccionadas en 4 variedades de maiz, en condiciones de invernaculo durante
30 dias. Las cepas identificadas como Gluconacetobacter azotocaptans,
Pseudomonas putida, y Azospirillum ljpoferum potenciaron significativamente el
crecimiento de las plantas. Sin embargo, también observaron que los efectos
de la inoculacién en el peso seco radicular y aéreo de las plantas, varian segun

el genotipo de las plantas.

En la revision presentada por Santi ef al., (2013), se citan varios trabajos de
inoculacion con PGPB en maiz y otros cereales, mostrando el efecto de la
inoculacién en el % de peso seco total de las plantas. Las investigaciones y
estudios sobre inoculantes en gramineas han avanzado mucho en los ultimos
anos, aportando resultados interesantes para el desarrollo agricola
(Bhattacharjee ef al., 2008; Gupta ef al., 2012; Yasin et al., 2012).
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1.7 Métodos para evidenciar los efectos de la inoculacion en plantas

Una forma de evaluar la eficiencia de la inoculacion es medir parametros
relacionados al crecimiento vegetal como son el peso seco de la parte aérea,
peso seco radicular, la altura de las plantas o la longitud de las raices (Carrillo
et al, 2002; Mehnaz y Lazarovits, 2006; Govindarajan ef al., 2008; Rojas-
Tapias ef al., 2012).

Al inocular con bacterias fijadoras de nitrégeno, es comun medir el efecto que
produce la inoculacion en la acumulacion de N en los tejidos vegetales, o medir
el % de N derivado de la FBN. Existen 3 metodologias en las cuales se basan
varios métodos para determinar N total en las plantas: la técnica de Dumas
basada en una técnica de combustidén seca (Fiedler, 1984), el método de
Kjeldahl que consiste en una oxidacidn o combustion humeda (Bergersen,
1980), y por ultimo una técnica basada en la espectroscopia del infrarrojo
cercano (Osborne ef al, 1993). Las modalidades analiticas basadas en el
método de Kjeldahl son las mas difundidas y factibles de aplicar en los
laboratorios, ya que requieren equipos comunes y sencillos (Tate, 1994). El
método consiste basicamente en la reduccion del N mineral y organico a NH4*
en caliente, en presencia de un catalizador concentrado de acido sulfurico. El
NH4* es recuperado por destilacion o difusion y estimado por titulacion o
colorimétricamente (Bergersen, 1980). En el trabajo de Garcia de Salomone y
Doébereiner (1996), se determind el porcentaje de N en plantas de maiz,
utilizando el método de Kjeldahl de acuerdo a Bremner y Mulvaney (1982). En
este trabajo la acumulacién total de N (Kg/ha) es comparada entre plantas
inoculadas y plantas sin inocular, y de este modo los incrementos en la
acumulacion de N en las plantas pueden ser atribuidos a la FBN por los
diazoétrofos. Hoy en dia muchos estudios se basan en estos métodos y los
aplican con diversas modificaciones y/o acoplados a otras metodologias con el
fin de determinar la cantidad o porcentaje del N total en la planta es derivado
de la FBN.

Entre los métodos comunmente aplicados para medir la FBN se encuentran el
método de dilucién isotopica de N5 y el ensayo de reduccidén del acetileno

(ARA). En el ensayo de dilucién isotépica de N5, las plantas son crecidas en
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suelos enriquecidos con N5 mediante fertilizacion con urea, amonio o nitrato.
Dado que las bacterias que fijan nitrégeno, disminuyen o diluyen el N5 tomado
del suelo, aquellas plantas que tienen una entrada importante de N por FBN,
tendran una menor concentracion de N'5 en sus tejidos comparado a las
plantas controles ‘no fijadoras’ (James, 2000). Oliveira ef al, (2002) han
empleado este método para medir el efecto de la inoculacion con endéfitos
diazétrofos en el aporte por FBN a las plantas.

La técnica de reduccion de acetileno se basa en que la enzima nitrogenasa es
capaz de reducir otros sustratos con triple enlace ademas del N2 tal como el
acetileno (C2H2) para producir etileno (C2Hs4), que puede ser medido en un
cromatografo de gases (Hardy ef al., 1968). La técnica ha sido empleada para
determinar rapidamente la actividad nitrogenasa (Hardy ef a/, 1973), y se ha
aplicado no solo sobre cultivos puros y extractos celulares, sino también en
raices, suelos y ensayos en invernaculo (Bergersen, 1980; Staal ef a/., 2001).
Ademas de aplicarse en el laboratorio se ha aplicado también en condiciones
de campo (Huss-Danell ef al., 1989; Rumbaugh y Johnson, 1991). Entre las
desventajas del método se han detallado varias en la bibliografia (Watanabe y
Cholitkul, 1979; Eskew, 1987; Witty y Minchin, 1988; Peoples et al, 1989;
Ladha y Tirol-Padre, 1990; Melchor-Marroquin ef al, 1999; Lin ef al., 2012).
Principalmente es una técnica indirecta de la capacidad de fijar nitrégeno y solo
en un momento dado, y no sirve para el analisis cuantitativo de la fijacion del
N2. Esta técnica es empleada frecuentemente dado que es rapida, de bajo
costo y facil de realizar (Vessey, 1994). Ademas, ha sido empleada para
comparar los efectos de la inoculacion con distintas cepas (El-Akhal ef al.,
2012; Fernandez-Pascual et al., 1988).

La introduccién de una o mas cepas en un medio puede provocar cambios en
la abundancia y riqueza de géneros, especies o cepas, cambiando la estructura
de las comunidades microbianas nativas. Los métodos clasicos que se aplican
para identificar y cuantificar las bacterias asociadas a las plantas son los
métodos dependientes del cultivo como los de aislamiento y recuento de
viables. Existen dos técnicas muy utilizadas para enumerar a las bacterias:
numero mas probable (NMP) y recuento en placas con medio sélido, mediante

la siembra por extension o incorporada (Chen ef al., 2003). Estos métodos se
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pueden realizar en distintos momentos del crecimiento vegetal para seguir la
colonizacion bacteriana de los tejidos internos asi como también se pueden
aplicar bajo distintas condiciones para un estudio mas profundo de los factores
que afectan o benefician la practica de inoculacion. Para realizar los recuentos
se realizan diluciones de muestras de suelo o de tejidos vegetales como raices,
tallos u hojas desinfectados superficialmente. Posteriormente se siembran ya
sea en placa o en tubos, empleando medios de cultivo que pueden ser
selectivos o diferenciales con un sustrato determinado (por ejemplo para
revelar bacterias previamente marcadas con genes cromogénicos). El recuento
por NMP es un método estadistico que requiere el uso de tablas de
probabilidad para procesar los datos (MacCrady, 1915), y aporta el numero
mas probable de microorganismos de una amplia variedad de muestras. El
método de recuento por NMP empleado por Garcia de Salomone y Ddbereiner
(1996) les permitid detectar y estimar el numero de bacterias de Azospirillum

spp. establecidas en plantas de maiz inoculadas en condiciones de campo.

En los ultimos afnos para el estudio de las comunidades microbianas se han
aplicado extensamente las técnicas independientes del cultivo basadas en la
amplificacion por PCR. La técnica DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) o la variante TGGE (7emperature Gradient Gel
Electrophoresis) (Muyzer et al., 1993), es una técnica de fingerprinting que
provee informacion sobre la variacion en base a la composicion (%G + C) de
genes del rARN o genes funcionales. EI método de T-RFLP (7erminal
Restriction Fragment Length Polymorphism) (Liu et al., 1997; Sessitsch et al,
2001) es otro de los métodos de fingerprinting frecuentemente usado. Debido a
su simplicidad, la técnica de T-RFLP ha sido aplicada para el analisis de genes
de hongos, bacterias, arqueas y de genes funcionales (Schitte ef a/,, 2008). En
esta técnica una vez extraido y purificado el ADN, es cuantificado y las
concentraciones son estandarizadas entre las muestras previo a la PCR. Los
genes seleccionados son luego amplificados de la muestra de ADN por PCR.
Las reacciones de PCR son preparadas usando primers donde cualquiera de
los primers forward o reverse son marcados con un fluoréforo. Cuando las
secuencias de ADN altamente conservadas son amplificadas, los productos de

PCR resultantes seran de tamafo similar. Para separarlos y obtener un
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fingerprint, los productos de PCR son digeridos por una o varias enzimas de
restriccion en reacciones separadas. Los ADN amplificados de diferentes
organismos que contienen diferentes sitios de restriccion van a producir
fragmentos terminales marcados de distintos tamanos. El largo de los
fragmentos terminales marcados son luego medidos en un secuenciador
automatizado, de este modo se produce un fingerprint caracteristico de la
comunidad (Thies, 2007). Los fingerprints se pueden comparar entre las
muestras para detectar diferencias en las estructuras de las comunidades,
cambios de las mismas a través del tiempo, o cambios bajo condiciones
bidticas o abidticas diferentes.

Los métodos de T-RFLP y DGGE se han empleado extensamente para el
estudio y analisis de poblaciones de diazotrofos de diferentes habitats (Zhang
et al, 2007). También han sido usadas para detectar cambios en las
comunidades luego de la inoculacidn (Herschkovitz ef al, 2005; Buddrus-
Schiemann et al., 2010; Zhang ef al,, 2011).

Todos los métodos basados en PCR tienen limitaciones principalmente
causadas por las extracciones de ADN de las muestras (Head ef al, 1998;
Gelsomino ef al., 1999; Niemi ef al, 2001). La eficiencia de los métodos de
extraccion son variables de acuerdo a la remocion de las sustancias
inhibitorias, al mantenimiento de la integridad del ADN y a la amplificacion
parcial durante la PCR (Wagner ef al., 1994; Mathieu-Daude ef a/,, 1996; von
Wintzingerode ef al., 1997).

La técnica de PCR en tiempo real (QPCR) es otra de las técnicas basadas en la
PCR, y es ampliamente aplicada en ecologia microbiana para cuantificar la
abundancia y la expresion de genes marcadores taxondmicos y funcionales en
las muestras ambientales (Smith y Osborn, 2009). Este método ha sido
empleado para el analisis del numero de bacterias en las plantas luego de la

inoculacién (Couillerot et al., 2010; Quecine ef al., 2012).

El estudio de los efectos provocados por la inoculacion con diazétrofos y PGPB
en los cultivos es importante para el desarrollo de inoculantes y esquemas de

inoculacién. Al mismo tiempo, es necesario tener en cuenta los diferentes
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factores que afectan los resultados. La respuesta de las plantas a la
inoculacion debe ser efectiva y poco variable. El presente trabajo surgié a partir
de los antecedentes de Montanez ef al, (2009) quienes determinaron que el
porcentaje de N derivado de la atmdsfera varia entre distintas variedades de
maiz. En base a esos resultados se seleccionaron las variedades de maiz
PAU871 y NK940 de las que se aislaron y caracterizaron bacterias diazétrofas
de suelo rizosférico, raices y tallos (Rodriguez-Blanco, 2011). El objetivo de

esta tesina fue deteminar posibles PGPB con potencial para el cultivo de maiz.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacion con bacterias diazétrofas seleccionadas en

dos variedades de plantas de maiz (Zea mays L.) PAU871 y NK940 bajo la

influencia de distintos factores.

Objetivos especificos

>

Evaluar la actividad celulolitica y pectinolitica, y la capacidad de inhibicion
del crecimiento del hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum in vitro de 8

cepas de bacterias diazotrofas aisladas de maiz.

Evaluar el efecto de la inoculacion con bacterias diazétrofas en la
germinacién de las semillas y en el crecimiento temprano de plantas de

maiz de distintas variedades crecidas en condiciones gnotobidticas.

Evaluar el efecto de la concentracion del inéculo y de la fertilizacion
nitrogenada en el crecimiento de plantas de maiz de la variedad PAU871 en

condiciones controladas.

Estudiar la capacidad de las cepas seleccionadas de promover el
crecimiento de plantas de maiz de las variedades PAU871 y NK940

crecidas en macetas con suelo bajo condiciones controladas.

Determinar los cambios provocados por la inoculacion en el numero y
estructura de la comunidad de diazoétrofos rizosféricos y enddfitos de

plantas de maiz.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Bacterias diazotrofas

Se utilizaron 8 cepas bacterianas aisladas de rizosfera, raices y tallos de
plantas de maiz de las variedades PAU871 y NK940. Las cepas fueron
caracterizadas en trabajos previos por sus caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las bacterias diazétrofas aisladas de plantas de maiz de las
variedades NK940 y PAU871.

Raoultella terrigena 10R Raiz NK940 + 93 >2
Raoultella terrigena 32R Raiz PAU871 + 88 1-2
Raoultella terrigena 50T Tallo NK940 + 76 1-2
Ochrobactrum sp.55T Tallo PAU871 + 130 >2
Enterobacter sp. 59T Tallo PAU871 + 134 1

Pseudomonas sp. 70T  Tallo NK940 + 92 1-2
Pseudomonas sp. 79S  Rizésfera NK940 + 67 1-2
Enterobacter sp. 87S Rizésfera + 87 >2

PAU871

agmplificacion de un fragmento del gen nifH utilizando PCR anidada (Yeager ef al, 2004).
bproduccion de acido indol acético (AlA) en medio TY con 2 mg.mL-" de tript6fano, determinado
mediante el método de Salkowsky (Loper y Schroth, 1986); cindice de solubilizacién (IS) en

medio NB-RIP con fosfato tricalcico como unica fuente de fésforo (Kumar y Narula, 1999).
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3.2 Actividad celulasa y pectinasa

La capacidad de degradar celulosa y pectina de las cepas fue estudiada por
formacion de halos de degradacion de estos compuestos en medios de cultivo

solido.

La capacidad de hidrolizar celulosa fue evaluada en placas con medio de
cultivo JNFb (Anexo) modificado, con 0,25% de carboximetilcelulosa (CMC),
0,5% de triptona y 12g de agar/Lt. En cada placa se sembr6 una gota de 10 pl
de los cultivos puros de cada una de las 8 cepas crecidas en medio TY (Anexo)
liquido (10° bacterias/ml), y se hicieron 3 replicados de cada placa. Luego de
que las placas fueron incubadas 48hs a 30°C, se les agregd una solucion de
Rojo Congo 1mg/ml por 30 min. Posteriormente, se lavo con NaCl 1M y se

midié el halo de degradacion.

Para determinar la capacidad de degradacion de pectina se utiliz6 medio LB
(Anexo) con 0,5% de pectina. Las cepas fueron sembradas de la misma forma
que para la degradacion de celulosa. Las placas fueron incubadas durante 5
dias a 30°C. El revelado de los halos se hizo agregando una solucién de Lugol

durante 1 min, seguido de varios lavados con NaCl 1M.

La actividad hidrolitica de cada sustrato se expresdé como la resta entre el halo

de degradacidon menos el diametro de la colonia formada en centimetros.

3.3 Capacidad de inhibicion del crecimiento de Fusarium oxysporum

in vitro

Las 8 cepas seleccionadas fueron evaluadas por su capacidad de inhibir el
crecimiento del hongo patégeno Fusarium oxysporum in vitro. Para este ensayo
se sembraron cultivos duales en placas de PDA (Anexo), se colocé un triangulo
de agar conteniendo micelio del hongo en el centro de la palca y una estria de
la bacteria a cada lado del triangulo (a 2 cm de distancia). Las placas se
incubaron en oscuridad a 25°C durante 10 dias. Se realizaron 3 repeticiones

por cada cepa.

La capacidad de inhibicion del crecimiento del hongo por las distintas cepas

analizadas fue medida como la resta del diametro de la colonia del hongo
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crecido en placas controles (sin bacterias sembradas) menos el diametro de la
colonia del hongo sembrado en cultivos duales. Los resultados se expresaron

como porcentaje de inhibicion (ldris ef al., 2007).
3.4 Efecto de un curasemillas en el crecimiento de las cepas

Previo a los ensayos de inoculacidn se determind si el producto quimico con el
que estaban curadas las semillas actuaba sobre los cultivos bacterianos. El
ensayo se realiz6 con las semillas de maiz de la variedad PAU871 y no con las
de la variedad NK940 debido a que estaban curadas con el mismo
curasemillas. Las cepas fueron crecidas en medio TY liquido a 28°C durante 24
hs. Se ajusté la densidad 6ptica de cada cultivo a 0,8 unidades de absorbancia
(10° cel/mL). Las semillas de maiz de la variedad PAU871 que estaban
curadas con un producto comercial fueron lavadas colocando 100 semillas en
500 mL de agua destilada estéril. Se realizaron diluciones seriadas de los
cultivos liquidos de cada cepa utilizando el agua del lavado de las semillas (con
curasemillas) y controles (cultivos bacterianos diluidos en agua estéril sin
fungicida). Se sembraron 100 pl de la dilucion 10-5 de los cultivos de cada cepa
diluida con y sin curasemillas se sembraron en placas con medio TY, por
triplicado. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 24 hs. Se realiz6 el
recuento de unidades formadoras de colonias (ufc) en las placas que

presentaron entre 30 y 300 colonias.
3.5 Efecto de la inoculacion sobre la elongacion de la radicula

Se evalud el efecto de la inoculacion con las cepas seleccionadas en el
crecimiento de la raiz principal de las semillas de maiz de la variedad PAU871
y NK940. Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con 3 lavados con
agua destilada, un lavado con alcohol al 70% durante 3’, seguido de un lavado
con hipoclorito 5% durante 5’, y posteriores enjuagues con agua destilada
estéril. Las semillas desinfectadas fueron impregnadas en 50 mL de cultivo de
TY liquido de cada cepa conteniendo 10° cel/mL durante 2 hs (inoculacion en
semilla). Por cada variedad y por cada una de las cepas se colocaron 10
semillas inoculadas sobre la superficie de placas con agar agua. Como

controles se impregnaron semillas desinfectadas en 50 mL de medio TY liquido
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estéril durante 2 hs y se colocaron sobre la superficie de una placa con agar
agua. Las placas se incubaron a 28°C durante 48 h. Al cabo de ese tiempo, se
midié con regla el largo de las radiculas de las semillas. Se realizé un analisis
de varianza y una prueba de comparacion de medias empleando el test de
Fisher p< 0.05 (Infostat, 2008).

3.6 Efecto de /a inoculacion en plantas de maiz crecidas en

condiciones gnotfobidticas

Para este ensayo se utilizaron semillas de las variedades PAU871 y NK940,
que fueron lavadas y desinfectadas superficialmente y luego germinadas en
placas de agar agua durante 48 hs a 28°C. Cada semilla fue sembrada en
tubos con 25 mL de medio Farhels sin nitrdgeno combinado (Anexo). A los 3
dias de sembradas, las plantulas fueron inoculadas con 1 mL de cultivo de
cada cepa crecida en medio TY (concentracién de 10° cel/mL) (método de
inoculacion en plantula). Se inocularon 3 plantulas por cada una de las 8 cepas.
Se incluyeron 3 plantas controles de cada variedad (sin inocular). Las plantas
fueron mantenidas en cadmara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz /8
h oscuridad, con una intensidad de luz de 800 pmoles de fotones m-2.seg-1, y
24°C dia/22°C noche. Al cabo de 15 dias de la inoculacion las plantas fueron
cosechadas y se obtuvieron los valores de peso seco de raiz y de parte aérea.
Se realizé un andlisis de varianza y una prueba de comparaciéon de medias
empleando el test de Fisher (p< 0.05). Se determin6é el coeficiente de
correlacion de Pearson entre el peso seco de la parte aérea y el peso de la raiz

para ambas variedades (Infostat, 2008).

3.7 Efecto de /a inoculacion con distintas concentraciones de indculo

en plantas de maiz creciendo, con y sin fertilizacion nitrogenada

Para realizar este ensayo se seleccionaron las cepas 10R y 59T. Las semillas
de la variedad PAU871, previamente lavadas y desinfectadas, fueron
germinadas en placas de agar agua durante 48 hs a 28°C. Las semillas
germinadas fueron sembradas en macetas con 1 kg de arena:vermiculita estéril
(relacidon 2:1) y fueron regadas periédicamente con solucidon nutritiva (Farheuls

estéril). Las plantulas fueron inoculadas con 1 ml de distintas concentraciones
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de las cepas: 105 107 y10° células/mL. Tres repeticiones de cada tratamiento
fueron crecidas sin el agregado de nitrégeno y tres fueron crecidas con el
agregado de una dosis de N50 (equivalente a 50 Kg/ha) agregado como
NH4NO3 en la solucidon nutritiva en el momento de la siembra. Se incluyeron
plantas controles (sin inocular) crecidas sin nitrégeno y con el agregado de una
dosis de N50 y de N100 (100 Kg/ha) también agregado como NHsNO3 en el
momento de la siembra. Las plantas fueron mantenidas en camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz /8 h oscuridad, con una intensidad
de luz de 800 pmoles de fotones m-2.seg-1, y 24°C dia/22°C noche. A los 15
dias de la inoculacion se determin6 peso seco de la parte aérea y radicular de
cada planta. Se realizé un analisis de varianza y una prueba de comparacion

de medias empleando el test de Fisher (p< 0.05) (Infostat, 2008).

3.8 Efecto de la inoculacion en plantas de maiz crecidas en macetas

con suelo

El ensayo se realizd con semillas de maiz de las variedades PAU871 y NK940
lavadas y desinfectadas superficialmente. Se escogieron 5 cepas para la
inoculacion: 10R, 32R, 55T, 59T y 79S y un consorcio con las 5 cepas
(Mezcla). Las cepas fueron crecidas en frascos con 50 mL de medio TY liquido
durante 24 hs a 28°C con agitacidn. El consorcio se realizé mezclando 1 mL de
cada cultivo crecido. Para la inoculacién las semillas de cada variedad
desinfectadas superficialmente se impregnaron durante 7 hs en los cultivos
liqguidos de cada cepa (109 células/mL). Las semillas inoculadas se sembraron
en macetas con una mezcla de suelo:arena estéril con una relacion 1:2. Se
sembraron 3 repeticiones de cada tratamiento y se incluyé un tratamiento
control (semillas sin inocular). A los 15 dias de la germinacion se realizé una 2°
inoculacién agregando en la base del tallo de cada planta 5 mL de cultivo

crecido durante 24 hs en medio TY (10° células/mL).

Las plantas fueron regadas con agua destilada y mantenidas en camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz /8 h oscuridad, con una intensidad
de luz de 800 pmoles de fotones m-2.seg-1, y 24°C dia/22°C noche. Las
plantas de la variedad PAU871 fueron cosechadas a los 32 dias de sembrada y

las de la variedad NK940 a los 35 dias. Se determino el peso seco de la parte
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aérea de cada planta. Se realiz6 un analisis de varianza y una prueba de

comparacion de medias empleando el test de Fisher p< 0.05 (Infostat, 2008).

Se tomaron muestras de suelo rizosférico y de raices para los recuentos de
diazoétrofos rizosféricos y endéfitos mediante el método del numero mas
probable (NMP) y para realizar posteriormente la extraccion de ADN y el T-
RFLP.

Una vez separada la raiz de la parte aérea, se sacudio la raiz y se recogio el
suelo mas proximo a las raices para formar asi muestras del suelo rizosférico
de cada planta. Las raices fueron lavadas con agua destilada y desinfectadas
superficialmente mediante un lavado con alcohol 70% durante 3 min, hipoclorito

2,5% durante 5 min, y 3 lavados con agua destilada estéril.
3.9 Recuento de fijadores de nitrogeno por numero mas probable

A partir de 1 g de suelo rizosférico de cada planta crecida en maceta con suelo
(método anterior) se hicieron diluciones seriadas en suero fisiologico 0,85%
hasta la dilucion -6. Se sembraron por triplicado 100 pL de las diluciones -4 -5y
-6 en frascos con 5 mL de medio JNFb semisdlido (Anexo). Los frascos se

incubaron durante 7 dias a 28°C.

Se peso 1 g de raices desinfectadas, se cortaron en trocitos y se maceraron en
mortero estéril con 9 mL de suero fisioldgico 0,85% (dilucion -1). A partir de
este macerado se realizaron diluciones seriadas hasta -5. Las diluciones -3, -4
y -5 fueron sembradas por triplicado en frascos con medio JNFb semisélido.

Los frascos se incubaron durante 7 dias a 28°C.

Se consideraron positivos los frascos que presentaron viraje de indicador y
crecimiento (pelicula o turbidez). Se calculé el numero mas probable (NMP) de
diazotrofos por gramo de muestra empleando las tablas de Mac Grady
(Doébereiner et al., 1995).

El NMP de diazotrofos por gramo de material fresco (raiz, o suelo rizosférico)
fue transformado a log NMP. Se realizé un analisis de varianza y una prueba
de comparacion de medias empleando el test de Fisher p< 0.05 (Infostat,
2008).
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3.710 Estructura de la comunidad de diazotrofos en plantas de /a
variedad PAU871 mediante la técnica de T-RFLP

A partir del ensayo de inoculacién de plantas de maiz crecidas en macetas, se
tomaron muestras para comparar la estructura de la comunidad de diazétrofos
de plantas inoculadas y sin inocular mediante la técnica de T-RFLP usando
como marcador el gen n/fH. Las muestras utilizadas procedieron de rizosfera y
raices de plantas de la variedad PAU871 inoculadas con las cepas 10R, 55T,
59T, 79S. Se incluyeron plantas sin inocular (controles) y se realizo el analisis

por triplicado.

Las muestras de suelo rizosférico fueron almacenadas directamente en el
freezer hasta su procesamiento mientras que las raices fueron maceradas en N

liquido inmediatamente luego de la cosecha y almacenadas en freezer.

Para la extraccion de ADN se emplearon 300 mg de suelo rizosférico y el kit
comercial Power Soil DNA (MoBio, USA), mientras que para la extraccion de
ADN de raices se emplearon 500 mg y el kit comercial UltraClean DNA (MoBio,
USA). El ADN extraido fue visualizado en un gel de agarosa al 1% con bromuro
de etidio bajo luz UV, para verificar la calidad del mismo y cuantificarlo por la
intensidad de la banda. Se realizé una PCR anidada del gen nifH con dos
juegos de primers degenerados (Yeager ef al,, 2004). La mezcla de reaccion de
la primera PCR contenia una concentracion final de 1x de Thermo buffer, 0,2
mM de dNTP, 2 mM de MgCI2, 2 uM de los primers nifA19 y niH3, 1 mg/mL de
BSA, 1 U de la enzima Taq polimerasa (Fermentas, Canada) y agua MQ. El
volumen de mix por cada tubo de PCR fue de 13 ul, agregando 2 yl de ADN.
Se incluyeron como controles positivos lisados de cultivos puros de la cepa
10R (para hacer los lisados se toco con la punta de un tip estéril una colonia
aislada que se resuspendi6 en 25 pL de buffer de lisis con 0.05 % NaOH y 0.25
% SDS y se incub6 a 95°C por 10 min. Se agregaron 225 pyL de agua mili Q
estéril y se centrifugd por 5 min a 12000 rpm. El sobrenadante se conservo a -

20°C.) y como controles negativos se realizé la mezcla de los reactivos sin
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ADN molde. El ciclado consistié en un primer paso de desnaturalizacion a 95°C
durante 5 min, seguido de 20 ciclos de (94°C 45 minutos, 48°C 1 minutoy 72°C
1 minuto), finalizando a 72°C por 10 minutos. El producto de PCR se visualizo
en un gel de agarosa 1%. Para la segunda reaccion de PCR se utilizaron los
primers niH11 'y nifH22, el primero de ellos marcado con el fluoréforo FAM en
el extremo 5°. La mezcla de reaccion contenia 1x de Thermo buffer, 2mM de
MgClz, 0,2 mM de dNTP, 0,8 uM de cada primer, 1 mg/mL de BSA, 1,5 U de la
enzima Taq polimerasa (Fermentas, Canada) y agua MQ en cantidad
necesaria. El volumen de la reaccién fue de 25 pl, 23 pl de mix y 2 pl de una
dilucién 1/10 del producto de la 12 PCR. El programa de PCR consistié en un
primer paso de desnaturalizacion a 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos
de (94° 45 minutos, 54° 1 minuto y 72° 1 minuto), finalizando a 72° por 10
minutos. Los productos de amplificacidn, fragmentos de aproximadamente 360
pb, fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las
condiciones de la electroforesis y visualizacion fueron las mismas

anteriormente descritas.

De cada muestra se realizaron 3 reacciones de PCR independientes que
fueron mezcladas antes de la purificacion que se realizé utilizando el kit
comercial Ron’s PCR-Pure Kit (Bioron, Alemania). La cuantificacion del ADN
purificado se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, utilizando el

marcador de peso molecular GeneRuler 100 pb DNA (Fermentas, Canada).

Cada producto de PCR fue digerido con la enzima Hhal. La digestion se realizd
en un volumen total de 15 pL, con 100 ng de ADN (volumen entre 8-10 uL del
producto de PCR purificado), buffer 1X (Fermentas, Canada), 3 U de enzima
(Fermentas, Canada) y agua hasta completar el volumen. La reaccion se llevd
a cabo durante 5 h a 37°C en bafio seco, en condiciones de oscuridad y se

detuvo la reaccion mediante incubaciéon a 65°C durante 30 min.

Los fragmentos terminales marcados (TRFs) fueron detectados por Macrogen

(Seul, Corea) utilizando un secuenciador ABI3730X (Applied Biosystem). Para
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calcular el largo de los fragmentos marcados se utilizé como estandar interno

GS500LIZ y el programa GeneScanTM (Applied Biosystems).

Los electroferogramas obtenidos fueron estandarizados eliminando los picos
menores a 30 pb y los mayores a 360 pb. Cuando la diferencia en pb entre los
picos fue mayor a 2 pb se tomaron como picos diferentes. Se calculd la
abundancia relativa de cada pico (fluorescencia de cada pico/fluorescencia total
de la muestra) por Excel y se eliminaron aquellos picos con abundancia menor
al 1%. Se construy6 una matriz con los porcentajes de abundancia relativa de
cada TRF para cada muestra. Se tomaron en cuenta solo los TRFs que
estaban presentes al menos en 2 de las 3 repeticiones y se realizo el promedio
entre las repeticiones de cada tratamiento. En base a esta matriz se construy6
una matriz de ausencia y presencia (0 y 1). Se calcularon los valores del indice
de riqueza (S) y del indice de Diversidad de Shannon (H) para cada tratamiento
utilizando el programa PAST (http://folk.uio.no/ohammer/past/). Utilizando este
programa también se realiz6é el analisis de agrupamiento (cluster) basado en
similitud de Jaccard. Por otro lado, se evaluaron diferencias entre los perfiles
de las comunidades de plantas inoculadas de las no inoculadas mediante

graficos Excel.
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4. RESULTADOSy DISCUSION

4.1 Actividad celulolitica y pectinolitica

Las ocho cepas en estudio evidenciaron capacidades diferentes en la
degradacion de componentes de las paredes vegetales. En la Tabla 2 se
muestran los valores de los halos de hidrédlisis producidos por las cepas
estudiadas en medio solido con 0,50% de pectina y con 0.25% de CMC. Se
encontraron diferencias significativas entre las cepas en cuanto a la capacidad
de hidrolizar pectina. Cuatro cepas no presentaron esta capacidad o
presentaron una capacidad de hidrélisis muy baja. La cepa 32R presentd la
mayor actividad pectinolitica con un halo de 3 cm de degradacion, siendo ésta
y la cepa 55T las que presentaron una capacidad significativamente superior a
los demas tratamientos. Por otro lado, todas las cepas presentaron capacidad
similar de hidrolisis de CMC en el medio sdélido, sin mostrar diferencias
significativas. Los halos de degradacion de CMC presentados por las cepas

seleccionadas en promedio fueron de 3 mm (Tabla 2).

Tabla 2. Hidrolisis de pectina y carboximetilcelulosa (CMC) por las cepas analizadas

Halo de degradacién de:

CMC (cm)* Pectina (cm)*
Raoultella terrigena 10R 0,27 sd 0,00d
Raoultella terrigena 32R 0,37 sd 3,00 a
Raoultella terrigena 50T 0,30 sd 0,00d
Ochrobactrum sp. 55T 0,33 sd 255b
Enterobacter sp. 59T 0,27 sd 0,15d
Pseudomonas sp. 70T 0,18 sd 0,85c
Pseudomonas sp. 79S 0,25 sd 1,00 c
Enterobactersp. 87S 0,18 sd 0,20d

* Los valores representan un promedio de 3 repeticiones. Letras diferentes en cada columna
representan diferencias significativas entre las cepas (Fisher, p<0.05). sd: sin diferencias

significativas.
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Se observd que la capacidad de degradar pectina varia entre cepas de la
misma especie dado que una de las cepas de R. ferrigena presento la mayor
capacidad de degradacion, y las otras dos cepas de R. ferrigena presentaron
una capacidad pectinolitica nula. Los resultados sugieren que la cepa 32R de
R. ferrigenay la 55T de Ochrobactrum sp. podrian producir pectinasas con una
alta actividad, que podrian contribuir en la colonizacién de estas bacterias a los

tejidos internos de las plantas.

Las pectinasas y celulasas han sido implicadas en los mecanismos de entrada
de los microorganismos a los tejidos internos de las plantas. Hallman ef al/,
(1997), han propuesto que las enzimas pectinoliticas y celuloliticas producidas
por las bacterias endofitas contribuyen a los procesos de infeccion en las
plantas. La actividad pectinolitica ha sido propuesta como responsable de la
invasion por Azospirillum sp. a las raices, por penetracion de la laminilla media
y de los puntos de emergencia de las raices laterales (Bekri ef a/,, 1999).

Por otro lado, las enzimas como pectinasas y celulasas también son
producidas por microorganismos patégenos, por o que es necesario un mayor
conocimiento de la regulacién y expresion de estas enzimas (Verma ef al.,
2001). Es de suponer que en el proceso de colonizacion microbiana al penetrar
y danar los tejidos de las plantas, la misma active sus genes de defensa para
protegerse de los endofitos. De hecho, varios estudios demuestran que cuando
las plantas son inoculadas con PGPRs aumentan su resistencia, provocando
cambios fisicoquimicos (Anderson y Guerra, 1985; Van Peer ef al., 1991; Zdor
y Anderson, 1992). La capacidad pectinolitica de las cepas 32R y 55T puede
ser favorable o no, dado que si producen las enzimas en los tejidos internos de
las plantas podrian provocar dafnos en las mismas. Por otro lado, Verma ef al.,
(2001) indican que las enzimas hidroliticas podrian ser producidas por los
endofitos sbélo durante las etapas tempranas de la invasién y no mientras

residen en los tejidos de las plantas.

Seria interesante determinar si esta actividad hidrolitica se expresa durante la
interaccidon planta-bacteria o sélo se expresa /n vifro, asi como determinar si
efectivamente esta capacidad esta implicada en el proceso de colonizacién

vegetal.
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4.2 Capacidad de inhibir el crecimiento del hongo Fusarium

oxysporum in Vvitro

Las ocho cepas inhibieron el crecimiento del hongo Fusarium oxysporum in
vitro en cultivos duales a los 10 dias de incubacion (Figura 1). Las cepas fueron
clasificadas en 3 grupos segun su capacidad de inhibir a Fusarium oxysporum.
El grupo A incluyo las cepas 50T de R. ferrigena, 70T y 79S de Pseudomonas
sp. que presentaron la mayor capacidad de inhibicién (61 %), el grupo B las
cepas 10R y 59T que presentaron una capacidad media de inhibicion (46 %), y
el grupo C las cepas 55T, 87S y 32R que presentaron la menor capacidad de

control del crecimiento del hongo (23 %).

CONTROL 2

CONTROL 1 CONTROL 2 59T Enterobacter sp. 10R Raoultella terrigena

—

P R ébNTROL 1 CONTROL 2 32R Raoultella terrigena 878 Enﬁg(qbacter sp. 55T Ochrobactrum sp.

o .Ar{r._.l-.

Figura 1. Interaccién entre Fusarium oxysporum y las cepas bacterianas en cultivos duales
en medio PDA. La capacidad de inhibicién de las cepas fue clasificada en 3 grupos A, By C.
Las del grupo A produjeron 61% de inhibicidon, las del grupo B 46% de inhibicion, y las del

grupo C 23% de inhibicion en el crecimiento de la colonia del hongo.
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Como se ha mencionado previamente, el biocontrol de fitopatégenos puede ser
otro mecanismo por el cual las bacterias promuevan el crecimiento vegetal.
Distintos mecanismos de biocontrol pueden ser llevados a cabo por las
bacterias que resultan beneficiosos para las plantas. Una de las formas es la
produccion de aleloquimicos, como por ejemplo la produccion de quitinasas
extracelulares por Paenibacillus sp. y Strepfomyces sp. que suprimen el
crecimiento de Fusarium oxysporum (Compant ef al., 2005). A su vez, se han
reportado cepas de Pseudomonas como biocontroladoras de dicho hongo
mediante competencia por el ion Fe y mediante la degradacion del acido
fusarico, toxina producida por F. oxysporum (Scher y Baker, 1982; Utsumi ef
al., 1991).

Entre las cepas estudiadas en esta tesina, dos de las provocaron mayor
inhibicion del crecimiento del hongo fueron cepas de Pseudomonas sp., género
que ha sido ampliamente reportado como productor de sideréforos y con un
alto potencial para su uso en control biolégico (Zdor y Anderson, 1992; Cornelis
y Matthijs, 2002; Montafiez ef al., 2012; Tailor y Joshi, 2012). Por otro lado, la
cepa 50T (Raoultella terrigena), que también disminuyd considerablemente el
crecimiento del hongo, no ha sido reportada como biocontroladora de este
hongo. Los resultados obtenidos son preliminares para estudios de control
biolégico y deberian realizarse mas ensayos para determinar si las cepas
producen los mismos efectos en las condiciones naturales del crecimiento del
hongo y para determinar cual es el mecanismo involucrado en el control
bioldgico.

4.3 Efecto de un curasemillas en el crecimiento de las cepas

Dado que para la realizaciéon de los ensayos de inoculacién se contaba con
semillas de maiz previamente curadas se evaluo el efecto de este curasemilla
en la viabilidad de las bacterias en estudio. La empresa que proporcioné las

semillas no aport6 los datos sobre la composicion del curasemilla aplicado a las
variedades PAU871 y NK940.

El curado de las semillas es una practica muy importante ya que elimina

patdgenos y previene algunas de las enfermedades que puedan contraer las

31



Efecto de la inoculacion con bacterias diazétrofas en plantas de maiz (Zea mays L.) de distintas variedades

plantas. Comercialmente se encuentran disponibles curasemillas con poder
insecticida, nematicida y fungicida entre otros. El tratamiento adecuado con los
curasemillas requiere un correcto manejo y aplicacion, la conservacion del
mismo, y la correcta eleccion del principio activo y de la dosis a aplicar.
Distintos aspectos pueden ser o no compatibles con la aplicacion de
inoculantes bacterianos. Existen una gran diversidad de curasemillas con
distintos principios activos, y muchos de ellos consisten en la mezcla de estos
componentes para obtener mejores resultados. Se han observado varios
efectos de los curasemillas en las bacterias, tanto negativos como positivos.
Algunos curasemillas poseen como principio activo el imidacloprid, que provee
accion insecticida y es aplicado para el cultivo del maiz (Schnier ef al., 2003).
Se ha descrito que el componente imidacloprid suprime las comunidades
bacterianas del suelo pero a una velocidad lenta y normalmente luego de 21
dias de la aplicacidn su efecto negativo desaparece (Ahmed y Ahmad, 2006).
Otro curasemilla insecticida y nematicida altamente efectivo en maiz que
contiene como principio activo al carbofuran (Hamill y Penner, 1973), parece
tener efectos inhibitorios en la actividad nitrogenasa en Azospirillum sp. cuando

se aplican altas concentraciones (Kanungo et a/., 1998).

En cuanto al ensayo realizado en esta tesina, se observé que el producto
quimico con el cual estaban curadas las semillas afect6 significativamente el
crecimiento de 4 de las 8 cepas en estudio (Tabla 3). Los resultados obtenidos
permitieron detectar que el curasemilla afecta diferencialmente el crecimiento
de las cepas, mientras que para algunas cepas el contacto con una solucién
con el curasemilla provocd una disminucion del numero de bacterias viables,
para otras cepas no se observd un efecto negativo. Por este motivo, en los
ensayos posteriores se dispuso realizar varios lavados de las semillas antes de
la desinfeccion superficial, con el fin de eliminar el curasemilla y no afectar la

viabilidad de los cultivos usados como inoculantes.

Los resultados obtenidos demuestran que en la aplicacion de inoculantes a
nivel de campo se deben conocer las posibles interacciones entre los
componentes del curasemilla y las bacterias, conocer los efectos que se

pueden producir para evitar fallas de la inoculacion.
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Tabla 3. Efecto de un curasemillas en el recuento de viables de los

cultivos bacterianos

Tratamiento Log ufc/mi
10R 8,98
10R# 8,91
32R 9,62*
32R# 7,78
50T 9,37
50T# 9,23
55T 9,55
55T# 9,87*
59T 9,71*
59T# 7,93
70T 9,08
70T# 9,03
79S 9,56*
79S# 8,84

# Indica que el cultivo bacteriano estuvo en contacto con una solucién con curasemilla previo a
la siembra en placa.

* Indica diferencias significativas entre el tratamiento con curasemilla y sin curasemilla (Fisher
p<0.05).

4.4 Efecto de la inoculacion sobre la elongacion de la radicula

Este ensayo consistio en determinar si las cepas de diazotrofos analizadas
eran capaces de producir efectos promotores del crecimiento en los primeros
estadios de desarrollo de las plantas. En la variedad PAU871 no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo, las cepas 10R y
55T provocaron una elongaciéon de la radicula de un 24% y 44 %
respectivamente en relacion a los controles (Tabla 4). En la variedad NK940, a
excepcion de la cepa 50T de R. ferrigena que no demostrd diferencias
significativas con el control, todas las demas cepas inhibieron

significativamente la elongacién de la radicula (Tabla 4).
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Tabla 4. Efecto de la inoculacién con bacterias diazotrofas en la elongacion de la

radicula de semillas de maiz de las variedades PAU871 y NK940.

Tratamiento Largo de la radicula (cm)*
NK940 PAU871
Control 2,89a 0,82 sd
Raoulfella terrigena 10R 1,93 bc 1,02 sd
Raoulfella terrigena 32R 2,05b 0,94 sd
Raoultella terrigena 50T 2,73 a 0,86 sd
Ochrobactrum sp. 55T 1,61 cd 1,18 sd
Enterobactersp. 59T 0,93 e 0,88 sd
Pseudomonas sp. 70T 1,31 de 0,92 sd
Pseudomonas sp. 79s 1,51d 0,92 sd
Enterobactersp. 87s 0,95 e 0,62 sd

*Los valores representan la media de 5 semillas de PAU871 y de 8 semillas de NK940
germinadas en placas de agar agua incubadas a 28°C durante 48 h.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (Fisher p< 0,05).

Estos resultados sugieren que, el efecto de la inoculacion en la elongacion de
las raices depende del genotipo de las bacterias pero también del genotipo
vegetal. Aunque, para verificar esto, deberian realizarse mas repeticiones de

los ensayos.

El crecimiento de la raiz principal y de las raices laterales produce un aumento
de la superficie de absorcion de las plantas, lo que favorece el intercambio de
nutrientes. Muchos autores han reportado la capacidad de las PGPRs de
potenciar estos cambios morfolégicos en los sistemas radiculares de los
cultivos (Kapulnik ef al., 1985; de-Bashan ef al., 2007; Spaepen ef al., 2008).

La elongacion de la radicula podria atribuirse a la produccion de algun
metabolito bacteriano como el acido indol acético (AlA). En las condiciones
ensayadas, la inoculacion no provocé en ninguno de los casos, un crecimiento
significativo en el largo de la radicula en relacion a las semillas no inoculadas.
A pesar de que las cepas en estudio poseen la capacidad de producir AlA
(Tabla 1), puede ser que no lo estén expresando en estas condiciones, 0 que

en vez de provocar el crecimiento de la raiz principal provoquen un aumento de
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raices laterales y adventicias, lo cual deberia ser determinado en otro tipo de
ensayos. Xie et al., (1996) indican que la produccién de AlA por las bacterias
en bajas cantidades promueve la elongacion de la raiz principal, mientras que
cantidades altas de AIA provocan el aumento de la formacion de raices
laterales y adventicias pero inhiben el crecimiento de la raiz principal. Las
bacterias del presente estudio son productoras de AIA (Tabla 1), en las
condiciones del presente ensayo en la variedad NK940 pudieron haber
producido altas concentraciones de AIA lo cual podria explicar el efecto
inhibitorio observado sobre las raices principales de dicha variedad.

Por otra parte, Kapulnik ef a/., (1985) determinaron que las concentraciones
bacterianas de Azospirillum spp. de 105-10¢ ufc/ml potencian el desarrollo de
las raices, mientras que altas concentraciones (108-10° ufc/ml) inhiben el
desarrollo de las raices. Dado que en este ensayo las semillas fueron
inoculadas con una concentracion de 10° células/ml, los resultados obtenidos
podrian ser explicados por las altas concentraciones de inoculo utilizadas.
Deberian realizarse otros ensayos para determinar si la inoculacion con

concentraciones menores de estas cepas potencian el desarrollo radicular.
4.5 Efecto de la inoculacion en el crecimiento de plantas de maiz.
4.5.1 Ensayo con plantas crecidas en condiciones gnotobidticas

Para conocer la capacidad de las bacterias en estudio de promover el
crecimiento vegetal de plantas de maiz se comenzd por evaluar el efecto de la
inoculacion en condiciones controladas (Figura 2). Este ensayo consistio en un

screening inicial para seleccionar las PGPRs con mayor potencial.

Figura 2. Plantas de maiz de | Controles
la variedad PAU871 con 15 :
dias de crecimiento en
condiciones gnotobidticas.
Las plantas de la izquierda
fueron inoculadas con la cepa
10R de R. ferrigena, mientras
que las de la derecha
corresponden a plantas

controles (sin inocular).
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Para los parametros peso seco aéreo y radical, el analisis de la varianza
demostré diferencias significativas entre las variedades PAU871 y NK940, y
también fue significativa la interacciéon cepa-variedad. Por lo que se puede
afirmar que los efectos de la inoculacidon dependen del genotipo de las
bacterias y de las plantas. Debido a esto, las diferencias entre los tratamientos

fueron analizadas en cada variedad de maiz por separado (Grafico 1).

En plantas de la variedad PAU871, la inoculacion con la cepa 10R de R.
terrigena provoco un aumento del 28% de la biomasa aérea, siendo la unica
cepa que mostro diferencias significativas respecto al tratamiento sin inocular
(Figura 2 y Grafica 1A). No se encontraron diferencias significativas en el

crecimiento radical entre plantas inoculadas y sin inocular (Grafico 1A).

Por el contrario, en la variedad NK940, la cepa 87S de Enterobacter sp.
provoco un aumento del 20% en la biomasa aérea, siendo la unica que
presenté diferencias significativas con el control. Tampoco se observo
promocién del crecimiento radical por las cepas en esta variedad. En NK940, la
cepa 10R apenas promovio el crecimiento de la parte aérea en un 5%, sin
diferencias significativas con el control (Grafico 1B). Existen reportes de
resultados similares en la bibliografia que indican que la capacidad de las
cepas de promover el crecimiento vegetal depende del genotipo de la planta
(Garcia de Salomone y Ddébereiner, 1996; Govindarajan ef al., 2008; Montafnez
et al., 2012; Santi et al., 2013).
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Gréfico 1. Efecto de la inoculacién con las cepas seleccionadas en el crecimiento de plantas de
maiz de las variedades PAU871 (1A) y NK940 (1B) crecidas en condiciones gnotobidticas
durante 15 dias (n=5). Los resultados se expresan como porcentaje del peso seco de plantas

inoculadas en funcion del peso seco de las no inoculadas (controles).

* Indica diferencias significativas con las plantas controles (Fisher p<0,05).

En este ensayo no se inocularon las semillas como en el ensayo anterior, sino
que se inocularon las plantulas de ambas variedades luego de 3 dias de
sembradas. Los resultados sugieren que tal vez este método sea mas
apropiado y permita obtener mejores respuestas de las plantas, ya que como

se observo la inoculacion de las semillas puede provocar una inhibicion del
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desarrollo radicular (Tabla 4). De todos modos, como cualquiera de los
ensayos realizados en condiciones gnotobioticas, se deben tener en cuenta los
factores que pueden estar alterando el comportamiento de las cepas y de las
plantas. En estas condiciones, tanto las plantas como las bacterias pueden
sufrir distintos tipos de estrés o cambios dado que no se encuentran en su
habitat natural. Como se menciond anteriormente, este ensayo sirvid como
screening inicial para la seleccion de cepas y permiti6 evaluar el

comportamiento de las variedades de maiz en estudio.

4.5.2 Efecto de la concentracion del indoculo en el crecimiento de

plantas de maiz creciendo con y sin fertilizacion nitrogenada

De los resultados obtenidos en el ensayo previo se optd por evaluar los efectos
de la inoculacién en plantas de maiz de la variedad PAU871, variando el aporte
de nitrégeno y la concentracion de las bacterias inoculadas. Estas evaluaciones
se realizaron con la cepa 10R R. ferrigena, y con la cepa 59T Enferobacter sp.
(Grafico 2). La cepa 10R fue elegida debido a los efectos de promocién del
crecimiento observados en el ensayo previo. Por su parte, la cepa 59T fue
seleccionada debido a observaciones realizadas en ensayos anteriores (datos
no mostrados) en los que se observd una tendencia de la cepa a inhibir el
crecimiento de las plantas de PAU871, ademas fue elegida dado que se

corresponde a un género diferente al de la cepa 10R.

Las plantas controles que fueron fertilizadas con N50 presentaron valores de
peso seco aéreo Yy radicular significativamente superiores a las plantas
inoculadas y no fertilizadas (Grafico 2A y 2B). Esto indicaria que la inoculacion
con estas dos cepas no fue suficiente para igualar el crecimiento vegetal

producido por la fertilizacién nitrogenada.

Por otro lado, entre las plantas sin fertilizar, no se encontraron diferencias
significativas entre las plantas inoculadas y los controles (Grafico 2A y 2B).
Estos resultados se contraponen a los obtenidos en condiciones gnotobidticas,
en el que la inoculacidn con 10° bacterias/ml de la cepa 10R promovid
significativamente el desarrollo de la parte aérea en plantas de la variedad

PAU871 (Grafico 1). Se debe tener en cuenta que las condiciones de ambos
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ensayos fueron diferentes. En el presente ensayo, las plantas fueron crecidas
en macetas con una mezcla de arena:vermiculita estéril y regadas con solucion
nutritiva (Farheus estéril), mientras que en el anterior fueron crecidas en tubos
con medio semisdlido (Farheus esteéril). Esto sugiere que las bacterias pudieron
mostrar comportamientos variables de acuerdo a las condiciones de
crecimiento de las plantas. Factores como la movilidad de las bacterias, la
disponibilidad de nutrientes y la adhesién de las bacterias a las raices, pudieron

haber afectado la colonizacion de las plantas en la mezcla arena:vermiculita.
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Grdfico 2. Biomasa producida por plantas de maiz de la variedad PAU871 inoculadas con
distintas concentraciones de las cepas 10R (grafico 2A) y 59T (grafico 2B), crecidas en

arena:vermiculita con y sin el agregado de nitrégeno en el momento de la siembra.

C S/N: controles (sin inocular) y sin fertilizar con nitrégeno; CNS50: controles (sin inocular) y
fertilizados con N50 (equivale a 50 Kg de Nitrégeno/ha); 5: plantas inoculadas con 105
células/mL; 7: plantas inoculadas con 107 células/mL; 9: plantas inoculadas con 10° células/mL;
5N: plantas inoculadas con 105 células/mL y fertilizadas con N50, 7N: plantas inoculadas con
107 células/ml y fertilizadas con N50, 9N: plantas inoculadas con 10° células/mL y fertilizadas
con N50. Letras mayusculas y minusculas indican diferencias significativas en la biomasa seca

radicular y aérea respectivamente (Fisher p<0,05). 39
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En cuanto a la concentracion del in6culo, las plantas fertilizadas e inoculadas
con 10°Y 107 bacterias/mL de la cepa 59T, presentaron los valores mas altos de
biomasa aérea y distintos estadisticamente de las plantas inoculadas con 10°
bacterias/mL de la cepa 59T (Grafico 2B). Mientras que la inoculacion con
distintas concentraciones de la cepa 10R no provocé diferencias en la biomasa
aérea seca de plantas fertilizadas (Grafico 2A). Los resultados demuestran que
los efectos de la inoculacion en las plantas varian con la concentracion del
in6culo, y que esta variacion ademas depende de la cepa bacteriana utilizada.
La inoculacién con poblaciones elevadas de la cepa 59T provoco una inhibicion
del crecimiento vegetal mientras que para la cepa 10R no se observan

diferencias.

Las altas concentraciones de compuestos nitrogenados pueden reprimir la
transcripcion de los genes que codifican para la nitrogenasa (Frioni, 2006).
Muchos estudios reportan diversos efectos de la fertilizacion nitrogenada en los
microorganismos que promueven el crecimiento vegetal y en sus efectos de
promociéon. En algunos casos la inoculacion con A. brasilense produjo efectos
positivos solo cuando el N fue aplicado en un rango de concentraciones de
bajas a medias (Dobbelaere et al, 2001). Se ha observado que el aporte de
nitrégeno sintético disminuye el numero de bacterias diazétrofas, produciendo
un impacto negativo sobre las comunidades microbianas diazoétrofas (Fuentes-
Ramirez et al., 1999; dos Reis Junior et al., 2000; Roesch ef al., 2006; Meng et
al., 2012). Por otro lado, se han observado efectos positivos de la fertilizaciéon
nitrogenada; Riggs ef al, (2001) observaron que la inoculacion con H.
seropedicae produce un mayor aumento en la produccion del maiz cuando se
aplica fertilizante. Un amplio rango de diazétrofos que incluye cepas de
Azospiriflum, Azotobacter, Azorhizobium, Bacillus, Herbaspirillum y Klebsiella
pueden complementar el uso de urea en la produccion de trigo, tanto por FBN
como por promocion del crecimiento (Kennedy ef al., 2004). En este sentido,
seria de interés la realizacibn de mas ensayos de este tipo, variando las
concentraciones de inoculo, las cepas, las variedades de maiz y las dosis de N.

Ademas, la realizacién de dichos ensayos en condiciones mas similares al
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crecimiento del cultivo, determinando interacciones planta-microorganismo mas

favorables y beneficiosas para la produccidon de maiz.
4.5.3 Ensayo con plantas de maiz crecidas en macetas con suelo

El ensayo consistio en evaluar el efecto de la inoculacion con distintas cepas
en plantas de maiz de las variedades en estudio creciendo en suelo

(condiciones no estériles).
4.5.3.1 Promocion del crecimiento vegetal

Como se observa en el Grafico 3 la respuesta a la inoculacién fue diferente en
las dos variedades, en la variedad PAU871 la inoculacion con las distintas
cepas provoco un aumento en la produccién de biomasa aérea de entre un 15
y un 34% respecto al control mientras que en la variedad NK940 los resultados
fueron muy variables, dos cepas promovieron el crecimiento vegetal mientas
que otras no afectaron o inhibieron el desarrollo de la parte aérea. Los analisis

estadisticos se realizaron considerando las variedades de maiz por separado.
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Gréfico 3. Biomasa aérea producida por plantas de maiz de las variedades PAU871 y NK940
inoculadas con cepas seleccionadas y una mezcla de las cepas. Los resultados es expresan
como porcentaje de peso seco de la parte aérea en relacion al peso seco de las plantas
controles. M: plantas inoculadas con la mezcla de las 5 cepas seleccionadas; C: plantas

controles, sin inocular.

*Indica diferencias significativas del tratamiento en relacion a plantas controles (Fisher p<0,05).
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Solo se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en plantas de
la variedad PAU871, donde la inoculacion con la cepa 10R produjo un
incremento del 34% de la biomasa aérea seca respecto a los controles (Grafico
3). Es de destacar que en la variedad NK940 esta cepa produjo un incremento
del 26 % en la biomasa aérea seca, aunque sin diferencias significativas con

los controles.

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de biomasa
radicular de plantas inoculadas y controles en ambas variedades de maiz
(datos no mostrados). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el
ensayo en condiciones gnotobioticas, donde el unico tratamiento que demostré
diferencias significativas con las plantas controles en la variedad PAU871, fue
el inoculado con la cepa 10R Raoultella terrigena (Grafico 1A). Esta cepa

podria tener potencial en la promocion del crecimiento de maiz.

Por otro lado, se observo que los efectos de la inoculaciéon varian segun las
condiciones en las que se realiza el ensayo. En el ensayo realizado en macetas
con arena:vermiculita la inoculacién con la cepa 10R no fue eficaz y no produjo
diferencias significativas con los controles. Las causas de éxito de la
inoculacion en este ensayo, cuyas condiciones se asemejan mas a las
naturales, donde las plantas se desarrollaron en macetas con suelo pudieron
haber sido varias: las condiciones de crecimiento fueron mas similares a las
naturales, las plantas se encontraban menos estresadas dado que contaban
con suelo y mas nutrientes, el espacio no era tan reducido y las raices podian
crecer sin obstaculos, las plantas crecieron por mas tiempo y probablemente
los efectos de promocién del crecimiento por la cepa se observen en estadios
mas adelantados en el desarrollo vegetal, o la influencia de la doble inoculacién
(dado que en este ensayo se inocul6 la semilla y luego las plantas a los 15

dias).

4.5.3.2 Recuento de fijadores de nitrogeno en plantas de maiz de

distintas variedades inoculadas con bacterias seleccionadas

Con el objetivo de demostrar si la inoculacion provoca un cambio en el numero

de diazétrofos asociados a las plantas de maiz, se realizd el recuento de
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diazétrofos rizosféricos y endéfitos de raiz de plantas de las variedades
PAU871 y NK940 crecidas en macetas con suelo. Se empled el método de

numero mas probable (NMP) en un medio semisolido sin N combinado (JNFDb).

Las poblaciones de diazotrofos variaron entre 104 y 106 por gramo de muestra
en ambas variedades de maiz, y en general la poblacién de diazétrofos

rizosféricos fue mayor que la de endéfitos de raices (Grafico 4A y 4B).
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Grdéfico 4. Namero de bacterias diazétrofas (endéfitas y rizosféricas) por gramo de raiz o de
suelo rizosférico de plantas de maiz inoculadas con distintas cepas de estudio y sin inocular.
4A) Recuentos de plantas de la variedad PAU871. 4B) Recuentos de plantas de la variedad
NK940.

Letras diferentes en mayuscula y minuscula indican diferencias significativas del NMP de
endofitos y rizosféricos respectivamente entre los tratamientos y controles en cada variedad
de maiz (Fisher p<0,05).

* Diferencias significativas entre el NMP de rizosféricos de plantas inoculadas con

respecto al NMP de rizosféricos de plantas controles.
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El numero de diazétrofos endéfitos varié entre 104y 106 por gramo de raiz. El
analisis de varianza no presentd diferencias significativas en el NMP de
endofitos, ni entre los tratamientos, ni entre las variedades de maiz y no se

detecto una interaccion cepa-variedad.

En cuanto al recuento de diazétrofos rizosféricos, se observaron poblaciones
de entre 105 y 108 por gramo de suelo rizosférico. El analisis estadistico
demostré diferencias entre las variedades de maiz observandose que el
numero de diazétrofos rizosféricos fue mayor en plantas de la variedad
PAU871. Por otro lado, no se observo una interaccion significativa cepa-
variedad, tampoco se encontraron diferencias significativas entre las plantas
inoculadas con las distintas cepas, y tampoco se encontraron diferencias entre
las plantas inoculadas y sin inocular. Estos resultados coinciden con los de
varios autores que han determinado mayor concentracion de bacterias en la
rizosfera que en los tejidos internos de las plantas (Mufioz-Rojas y Caballero-
Mellado, 2003; Rosenblueth y Martinez-Romero, 2004; Cavaglieri ef al., 2009).

Las menores densidades de endofitos encontradas, puede ser explicada por la
lenta migracién de las bacterias en las plantas. Liu ef al., (2006) estudiaron la
colonizacion de plantas de maiz y arroz por Bacillus megaterium, observando

que las bacterias migran lentamente desde raices a tallos y luego a hojas.

Dado que en el analisis estadistico realizado mostré diferencias significativas
entre las variedades de maiz, se realizd nuevamente el analisis de los
recuentos analizando cada variedad por separado. No se encontraron
diferencias significativas entre el NMP de endoéfitos de plantas inoculadas y de
plantas sin inocular (Grafico 4A y 4B). Sin embargo, en ambas variedades de
maiz, el recuento de bacterias rizosféricas fue siempre mayor en plantas
inoculadas que en las plantas sin inocular, mostrando diferencias significativas
con algunos tratamientos (Grafico 4A y 4B). Esto sugiere que la inoculacion con
estas cepas provoco un aumento del numero de diazotrofos rizosféricos en las
plantas de maiz, pero no tuvo efectos sobre la abundancia de endéfitos en las
raices de maiz. Si bien la mayoria de estas bacterias fueron aisladas de raices
y tallos de plantas de maiz, este resultado podria indicar que estas bacterias no

tienen la capacidad de colonizar activamente las raices y establecerse como
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enddfitas, o que la inoculacién con estas cepas podria modificar la estructura
de las comunidades endodfitas en términos de diversidad pero no de

abundancia.

Distintos factores influyen en la composicion cuantitativa y cualitativa de los
microorganismos en la rizosfera y tejidos internos de las plantas. Entre estos
pueden influir las caracteristicas propias de cada cepa o especie, relacionadas
con sus capacidades fisiolégicas y metabdlicas, o factores externos a las
bacterias mas bien relacionados con las caracteristicas de las plantas

huéspedes, del suelo y otros factores abioticos.

El hecho de que el numero de endodfitos en las raices se mantiene en
concentraciones similares en todos los tratamientos inoculados y en plantas
controles, y no asi el numero de diazotrofos rizosféricos, podria indicar que las
plantas regulan el numero de microorganismos endofitos mediante
mecanismos de defensa. Las variedades de maiz utilizadas en esta tesina
pueden poseer mecanismos de defensa y la capacidad de frenar el ingreso y la
reproduccion de los microorganismos en sus tejidos, explicando de este modo
la constancia del numero de enddfitos en las plantas a pesar de los

tratamientos de inoculacion.

El mayor numero de microorganismos rizosféricos podria ser explicado por la
liberacion de exudados radicales. Varios autores indican que la cantidad y
calidad de exudados radicales influyen en gran medida en las poblaciones
microbianas (Rengel, 1997; Lugtenberg ef a/, 2001; Mehnaz y Lazarovits,
2006), dado que pueden llegar a contener entre 10-44% del carbono asimilado
y otra serie de compuestos, que contribuyen al aumento del numero de

microorganismos rizosféricos (Calvo-Vélez et al., 2008; Compant ef al., 2010).

Por otro lado, las plantas también cuentan con poblaciones nativas en sus
tejidos, las que podrian interaccionar de diversas formas con las bacterias
utilizadas en la inoculacién, compitiendo con ellas en la colonizacién de las

raices.

En los ensayos de inoculacidn realizados hasta el momento se ha observado

que la respuesta a la inoculacion depende del genotipo vegetal. En PAU871 el
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tratamiento inoculado con la cepa 59T fue el unico que presentd valores de
diazotrofos rizosféricos significativamente superiores con respecto a las plantas
controles (Grafico 4A). Mientras que en plantas de la variedad NK940, todos los
tratamientos inoculados a excepcion del inoculado con la cepa 59T, aportaron
valores significativamente mas altos de diazoétrofos rizosféricos que las plantas

controles (Grafico 4B).

Como se menciond anteriormente, varios trabajos reportan la variabilidad de
los resultados en funcion del genotipo vegetal (Riggs ef a/, 2001; Mufioz-Rojas
y Caballero-Mellado; 2003; Jha ef a/,, 2009; Inceoglu et al., 2010; Vargas ef al.,
2012; Montanez ef al, 2012). En nuestro pais, Montanez y Sicardi, (2013)
realizaron ensayos de inoculacidon en condiciones de invernaculo con los
mismos genotipos de maiz de esta tesina PAU871 y NK940, ademas de otro
genotipo llamado Maizon. Los resultados demostraron diferencias significativas
entre los cultivares y tratamientos de inoculacién, en el peso seco de la parte
aérea y radicular y en el contenido de N y porcentaje de N derivado de la
atmosfera. El genotipo NK940 no demostro respuesta a la inoculacion. Seria
util emplear esta técnica en plantas inoculadas con las cepas evaluadas en
esta tesina para determinar si efectivamente aportan N a las plantas mediante
la FBN.

Los resultados obtenidos en esta tesina muestran una interaccion cepa-
variedad. Como se menciond previamente, esta interaccion quizas se deba a
las diferencias en los exudados radicales de las dos variedades en estudio o a

las diferentes respuestas de defensa de las plantas.

A su vez se podria realizar un analisis cuantitativo mas sensible, aplicando la
técnica de qPCR del gen niH de modo de evaluar la dinamica de las

comunidades diazotrofas durante el crecimiento de las plantas.
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4.5.3.3 Estructura de la comunidad de diazotrofos en plantas de la
variedad PAU871 mediante la técnica de T-RFLP

El objetivo de esta actividad fue determinar si la inoculacion con las bacterias
seleccionadas provoca un cambio en la composicion de la comunidad de
diazotrofos enddfitos y/o rizosféricos. Se evaluo la estructura y diversidad de
las comunidades diazétrofas de plantas de la variedad PAU871 mediante la
técnica de T-RFLP amplificando el gen n/H y digiriéndolo con la enzima Hhal.
Se eligid esta variedad de maiz dado que se observd una respuesta positiva a
la inoculaciéon en el ensayo de macetas con suelo. El método de T-RFLP
permiti6 determinar similitudes vy diferencias en la estructura de las

comunidades de los tratamientos inoculados y sin inocular (controles).

La PCR anidada del gen n/MH de las muestras de suelo y de raices obtenidas
de las plantas crecidas en macetas generaron amplicones de 360 pb (tamafo
esperado), pero también se observaron algunas bandas inespecificas; motivo
por el cual las bandas correspondientes al gen n/MH fueron purificadas
utilizando un kit de purificacion de gel (Figura 3).

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
de los productos de amplificacion del gen niH.
Carril 1: Marcador molecular 1 Kb. Carriles 2-6
R —— ; amplificados de suelo de los tratamientos Control3,
g . ' 10R3, 55T3, 59T3 y 79S2. Carril 7: Marcador de

-

-

-

-

peso molecular 100 pb (Fermentas). Carriles 8-14

amplificados de endoéfitos de raiz de Control2,

55T1, 55T2, 59T1, 59T2, 79S2 y 79S3. Los

= ' numeros 1, 2 y 3 indican las repeticiones de cada

tratamiento.
Se obtuvieron los electroferogramas y se realizé el analisis de los datos como
se menciona en Materiales y Métodos.
La media del numero de fragmentos terminales marcados (T-RFs) en cada
tratamiento, expresado como el indice de riqueza (S), vario entre 10 y 13 en las
muestras de suelo rizosférico y entre 3 y 11 en las muestras de raices
desinfectadas superficialmente (Tabla 5). En cada tratamiento, la riqueza de

diazotrofos rizosféricos fue mayor que la de enddfitos de raices (Tabla 5).
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Por otro lado, observando los valores de los indices de Shannon (H), se puede
apreciar que la diversidad en las comunidades rizosféricas fue mayor que en
las enddfitas de raices (Tabla 5). Este resultado coincide con lo que ha sido
extensamente reportado en la bibliografia, que las comunidades en la rizosfera
son mas diversas dado que solo algunos enddfitos son reclutados de un gran
pool de especies y clones del suelo (Germida ef al, 1998; Sessitsch ef al.,
2002; Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006; Hardoim ef al, 2008). Solo
ciertas bacterias tienen la capacidad de colonizar y de ser competitivas frente a
la microflora nativa que reside en las plantas y en el suelo. Como se mencion6
anteriormente, factores bidticos y abidticos influyen en gran medida en la

diversidad de bacterias en la rizésfera y tejidos internos de las raices de maiz.

Tabla 5. indice de riqueza (S) y de diversidad de Shannon (H) en la rizosfera y en el
interior de raices de plantas de maiz de la variedad PAU871 inoculadas y sin inocular

(controles)

Tratamiento S H

Control suelo 13 2,6
Control raiz 7 1,9
10R suelo 12 2,5
10R raiz 11 24
55T suelo 10 2,3
55T raiz 4 1,4
59T suelo 10 2,3
59T raiz 5 1,6
79s suelo 11 2,4
79s raiz 3 1,1

Es de destacar que las plantas inoculadas con la cepa 10R presentaron el
mayor indice de riqueza en las comunidades endofitas, casi el mismo valor que
en la rizésfera. Ademas, la inoculacion con la cepa 10R fue el unico tratamiento
que produjo un aumento de la riqueza y la diversidad de endofitos en relacién a
las plantas controles.
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El analisis

de cluster formé dos grupos: uno esta integrado por las

comunidades rizosféricas y otro por las comunidades enddfitas de raices de

maiz (Figura 4). Las comunidades rizosféricas de los distintos tratamientos

presentaron 60% de similitud entre ellas, agrupandose en ese cluster las

comunidades de las plantas inoculadas y plantas controles. Por otro lado, las

comunidades enddfitas se agruparon en otro cluster mostrando solo un 20% de

similitud entre ellas (Figura 4).

Coeficiente de Similitud

108
i
cs
795
g
i
T9R
CR
g

0,6+

0,2+

Figura 4. Andlisis de cluster basado en similitud de Jaccard de los datos obtenidos por

T-RFLP del gen niH digerido con Hhal de las muestras de suelo y de endéfitos de raiz

de plantas maiz de la variedad PAU871 inoculadas con las cepas seleccionadas y sin

inocular. 10S: comunidad de diazétrofos rizosféricos de plantas inoculadas con la cepa

10R; 55S: comunidad de diazétrofos rizosféricos de plantas inoculadas con la cepa 55T;

59S: comunidad de diazétrofos rizosféricos de plantas inoculadas con la cepa 59T; 79S:

comunidad
comunidad
diazotrofos
diazotrofos
diazotrofos
diazotrofos

diazotrofos

de diazétrofos rizosféricos de plantas inoculadas con la cepa 79s; CS:

de diazoétrofos rizosféricos de plantas sin inocular; 10R:
enddfitos de plantas inoculadas con la cepa 10R; 55R:
endofitos de plantas inoculadas con la cepa 55T; 59R:
enddfitos de plantas inoculadas con la cepa 59T; 79R:

enddfitos de plantas inoculadas con la cepa 79s; CR:

enddfitos de plantas sin inocular

comunidad de
comunidad de
comunidad de
comunidad de

comunidad de
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El analisis de cluster muestra que la inoculacion no produjo grandes cambios
en las comunidades rizosféricas, que mantuvieron un % de similitud elevado
entre ellas. Mientras que se observaron mayores diferencias en las
comunidades enddfitas debido a la inoculacion. Por otro lado, se observd que
la comunidad de enddfitos de las plantas inoculadas con la cepa 10R fue la que
mas se separo de la comunidad enddfita del tratamiento control y del resto de
las plantas inoculadas. Sin embargo, las comunidades de suelo rizosférico de
las plantas inoculadas con la cepa 10R presentaron un elevado % de similitud
con las del tratamiento control. Este resultado indicaria que en la variedad
PAU871 la inoculacién con la cepa 10R no provocé un cambio sustancial en la
estructura de la comunidad de diazétrofos rizosféricos mientras que el cambio

fue mayor en la comunidad de diazétrofos endofitos.

En cuanto a la estructura de las comunidades (Tabla 6 y 7), los TRFs de 177 y
353 pb estuvieron presentes en todas las comunidades enddfitas. Estos
mismos TRFs se encontraron en todas las comunidades rizosféricas, ademas
de los siguientes picos: 43, 67, 171 y 226 pb. Esto sugiere que algunos biotipos
podrian hallarse solo en la rizosfera y que no son capaces de colonizar el
interior de las raices, mientras que otros si lo hacen, al menos en el tiempo y en
las condiciones en que se realizé el ensayo. A su vez, el hecho de que estos
picos estén presentes en todas las comunidades incluyendo plantas controles,
sugiere que la inoculacion no afecta a la presencia de estos TRFs y que las
especies/cepas a las que corresponden estos TRFs son constantes en el

cultivo del maiz.
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Tabla 6. Matriz de ausencia y presencia de TRFs en las comunidades de diazétrofos
endofitos en plantas de maiz de la variedad PAU871 inoculadas con cepas

seleccionadas y sin inocular (control)

TRFs 10R 55T 59T 798 CONTROL
35 1 0 0 0 0
40 1 1 0 0 0
42 1 0 1 0 1
58 1 0 0 0 0
79 1 0 0 0 0
107 0 0 0 0 1
177 1 1 1 1 1
179 0 0 1 0 0
185 1 0 0 0 1
187 0 0 1 0 0
205 1 0 0 0 0
226 0 1 0 1 1
303 1 0 0 0 0
309 1 0 0 0 0
314 0 0 0 0 1
353 1 1 1 1 1

Tabla 7. Matriz de ausencia y presencia de TRFs en las comunidades de diazo6trofos
rizosféricos en plantas de maiz de la variedad PAU871 inoculadas con cepas

seleccionadas y sin inocular (control)

TRFs
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Como se observa en las Tablas 6 y 7, el numero total de TRFs presentes en las
comunidades rizosféricas y enddfitas fue de 16. Sin embargo, solo 5 TRFs:
177, 185, 226, 314 y 353 pb fueron comunes entre las comunidades
rizosféricas y endofitas. Aunque se debe tener en cuenta que tal vez algunos
picos no fueron lo suficientemente abundantes para ser detectados con este
método (se consideraron presentes aquellos T-RFs que presentaron una

abundancia relativa > al 1%)

Se observd que el TRF de 177 pb, se encuentra de forma abundante en las
comunidades enddfitas de plantas controles, indicando que podria ser un
endofito natural y dominante en esta variedad de maiz. En el trabajo de
Rodriguez-Blanco et al, (2009), se correlacion6 el pico de 177 pb con
Enterobacter sp., y en esta tesina se encontré representando un alto porcentaje
de la fluorescencia total de casi todos los tratamientos. El género Enferobacter
esta ampliamente distribuido en el ambiente y ha sido aislado con frecuencia a
partir de suelo, rizosfera y semillas de varios tipos de plantas (Mundt y Hinkle,
1976), por ejemplo en arroz (Tan ef al.,, 2009), en algodén (Mclnroy y Kloepper,
1995), en maiz (Fisher et al, 1992; Mcinroy y Kloepper, 1995; Palus ef al,
1996), entre otros. El pico de 177 pb (correspondiente a este género), se hizo
presente en las comunidades rizosféricas con porcentajes entre 30-44%;
mientras que entre diazoétrofos enddfitos fue variable. Este TRF presentd en
promedio el 36% de la abundancia relativa en las comunidades de las plantas
controles, el 57% en las comunidades de plantas inoculadas con la 59T,
mientras que solo un 1% en el tratamiento inoculado con la cepa 10R, el 16%
en el tratamiento inoculado con la cepa 55T, y 3% en las inoculadas con la
cepa 79S. El alto porcentaje que representd el TRF de 177 pb en el tratamiento
con la cepa 59T (57%), fue esperable dado que la cepa 59T pertenece al
género Enferobacter. Se observd que la inoculacion con las demas cepas
provoco una disminucion de la abundancia del TRF de 177 pb. En las raices de
las plantas inoculadas con la cepa 10R este TRF fue practicamente ausente.
Ademas, en dicha comunidad endofita aparecieron 6 TRFs unicos, es decir que
no se encontraron en las comunidades de los controles ni tampoco aparecieron
en los demas tratamientos inoculados. Experimentos de competencia con

endofitos han demostrado que algunos microorganismos son colonizadores
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mas agresivos y terminan desplazando a otros, como observaron Verma ef al.,
(2004) y Rosenblueth y Martinez-Romero, (2004). Los resultados en conjunto
sugieren que la cepa de 10R Raoultella terrigena podria estar favoreciendo el
aumento de los indices de riqueza y de diversidad de diazotrofos enddfitos,
debido a la disminucién de las bacterias representadas por el TRF de 177 pb.
Es decir, la inoculacién con esta cepa, podria favorecer el establecimiento y
crecimiento de otras bacterias dado que disminuye la dominancia del genero
Enterobacter. En consecuencia, esto pudo haber provocado el crecimiento de
diversos endofitos que se encontraban presentes en las plantas de maiz pero
en concentraciones indetectables; o esto pudo haber permitido que nuevas
cepas colonicen las plantas de maiz. Seria interesante poder estudiar las
hipotesis planteadas, dado que la cepa de R. ferrigena podria estar
promoviendo el desarrollo vegetal de una forma diferente a las planteadas
hasta el momento. Dado que esta cepa mostrd tener capacidad para promover
el crecimiento vegetal en la variedad PAU871 podria, a futuro, tener una

aplicacion potencial en el cultivo del maiz.
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5. CONCLUSIONES

Los diazotrofos de diferentes géneros, aislados de distintas zonas de las
plantas de maiz de las variedades PAU871 y NK940, presentaron actividad
celulolitica y pectinolitica, lo que podria estar relacionado con la capacidad de

colonizar los tejidos vegetales.

Las 8 cepas fueron capaces de inhibir el crecimiento del hongo fitopatégeno

Fusarium oxysporum in vitro.

La inoculacién de las semillas de maiz de las variedades PAU871 y NK940 con

las cepas seleccionadas no promovio el crecimiento temprano de la radicula.

Los ensayos realizados en distintas condiciones demostraron que los efectos
de la inoculacién dependen en gran medida del genotipo de las bacterias y del
genotipo de las plantas. La variedad de maiz PAU871 presentdé mayor
respuesta a la inoculacién que NK940 dado que la inoculacion con todas las
cepas produjo el aumento de la biomasa aérea de todas las plantas, mientras

que en la variedad NK940 se observaron efectos variables.

La inoculacion con la cepa 10R Raoultella terrigena produjo un aumento
significativo en la biomasa aérea de las plantas de maiz de la variedad PAU871

tanto en condiciones gnotobidticas como en macetas con suelo.

En ambas variedades, la inoculacién con los diazotrofos en estudio, produjo
cambios en el numero de diazoétrofos rizosféricos, pero no en el numero de
endofitos de raices, los cuales presentaron poblaciones menores que las

rizosféricas.

La técnica de T-RFLP mostrd que en la variedad PAU871, las comunidades de
diazétrofos rizosféricos de plantas inoculadas y controles presentaron elevada
similitud entre ellas; mientras que se observaron mayores diferencias en las
comunidades enddfitas debido a la inoculacion. La inoculacion con la cepa 10R

produjo cambios en la estructura de la comunidad de diazé6trofos endofitos.
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Conclusion general:

En este trabajo se demostré que el genotipo de las cepas, la concentracion del
in6culo y el genotipo de las plantas son factores que influyen sobre los efectos
de la inoculacién en plantas de maiz. Las combinaciones de estos y otros
factores deben ser estudiadas especificamente para obtener los mejores

resultados.

Entre los tratamientos ensayados la inoculaciéon con la cepa 10R de Raoultella
terrigena aumentd la diversidad de endofitos en plantas de maiz y promovié el
crecimiento vegetal de plantas de la variedad PAU871 tanto en condiciones
gnotobidticas como en condiciones no estériles con plantas crecidas en
macetas con suelo. A pesar de que se necesitan llevar a cabo mas ensayos de
inoculacion, estos resultados fueron preliminares y demuestran que la
inoculacién de plantas de maiz de la variedad PAU871 con la cepa 10R de R.
terrigena promete ser una practica eficaz para la produccion del cultivo de

forma sustentable.
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6. PERSPECTIVAS

Las perspectivas que plantea este trabajo son:

1) Determinar cual o cuales son los mecanismos involucrados en la

promocién del crecimiento vegetal producida por la inoculacion con la

cepa 10R. En los trabajos previos a la presente tesina se determin6 que

la cepa 10R es capaz de fijar nitrogeno, solubilizar fosfatos y producir

fitohormonas como AIA. Se deberian realizar ensayos que logren

determinar si las plantas de maiz son efectivamente beneficiadas por

estos mecanismos de promocioén. Por otro lado, la cepa podria estar

favoreciendo el desarrollo vegetal de forma indirecta mediante la

interaccion con la comunidad de bacterias nativas.

2) Profundizar los estudios sobre métodos de inoculacion

concentraciones de indculos mas apropiadas.

y

3) Realizar ensayos de inoculacibn en invernaculo y campo con

combinaciones de variedades de maiz-cepa.
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7. ANEXO

7.1 Medio de cultivo JNFb semisolido libre de N para el recuento de

diazotrofos por NMP

Composicion (1L)

DL- acido malico 50¢g
K2HPOq4 159
MgS04.7H20 0.20¢g
NaCl2.2H20 0.012g
FeEDTA 1.64% sol. 4.0 ml
Sol. Elementos minimos 2.0 ml

Sol. Azul bromotimol 0.5% in 0.2 N 20 ml

KOH

Sol. Vitamina 1.0 ml
pH 6
Agar 6.0g

Sol. Elementos minimos: 0.40 g CuS04.5H20; 0.12 g ZnS04.7H20; 1.40 g

H3BOs; 1.00 g NazMo04.2H20; 1.50 g MnS0O4.H20; 1L H20 dest.

7.2 Medio de cultivo TY

Composicion (1L)

Triptona 5049
Extracto de Levadura 3,09
Cl2Ca.2H0 0,879
pH 7,0
Agar 2049
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7.3 Medio de cultivo LB para determinar degradacion de pectina por

las cepas

Composicion (1L)
Peptona 109
Extracto de Levadura 50¢g
NaCl 109
pH 7
Agar 209

7.4 Medio de cultivo PDA para ensayo de inhibicion del crecimiento

del hongo fitopatogeno Fusarium oxysporum in vitro

Composicion (1L)

Extracto de papa 49
Glucosa 20g
Agar 159
pH 5,6

7.5 Solucion Farheds libre de N combinado para el crecimiento de las

plantas de maiz

Composicion (1L)

CaClz (10g/1) 10 ml
MgSQO4.7H20 (12g/1) 10 ml
KH2PO4 (10 g/l) 10 ml
Na2P04.2H20 (15g/1) 10 ml
FeCsHsO7 (0,5 g/l) 10 ml
Sol. Micronutrientes 1,0 ml
Agar 7,59

pH 7

Sol. Micronutrientes: 0,40 g CuS04.5H20; 0,12 g ZnS04.7H20; 1,40 g H3BOs3; 1
g Na2Mo004.2H20; 1,50 g MnSO4.H20; 1L H20 dest.
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