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1. RESUMEN

Uno de los problemas que presenta la explotacion agricola moderna es la
necesidad de aplicar grandes cantidades de fertilizantes quimicos para
alcanzar el mayor rendimiento de los cultivos. Sin embargo, la aplicacion
de fertilizantes causa graves problemas de sustentabilidad econémica y
ambiental. Esta problematica resalta la importancia de buscar alternativas
tecnolégicas mas sustentables para los sistemas productivos agricolas.
La alternativa que se plantea en este trabajo es el empleo de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), ampliamente reportadas
como benéficas al aplicarse como bioinoculantes en cultivos de interés

agronomico.

El presente trabajo tuvo como finalidad profundizar en el estudio de la
capacidad de promover el crecimiento vegetal por parte de bacterias
enddfitas nativas en cultivos de interés agronémico para nuestro pais. El
desarrollo de la propuesta permitio evaluar un grupo de cuatro cepas
provenientes de una coleccién caracterizada in vitro, de bacterias
enddfitas aisladas de plantas de cafia de azucar. Las cepas fueron:
Pseudomonas sp. UYSOO01, Acinetobacter sp. UYSO03, Kosakonia sp.
UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24. Los resultados mostraron que las
cepas evaluadas como inoculantes fueron promotoras del crecimiento
vegetal de los cultivos de Oryzae sativa (arroz), Zea mays (maiz), y
Raphanus sativus (rabanito), a partir de ensayos de inoculacién en
condiciones gnotobiodticas. Los resultados obtenidos sientan las bases
para seguir profundizando en el estudio de las respuestas de estos
cultivos a la inoculacion con las BPCV en futuros ensayos en condiciones
de invernaculo y campo, como primer paso para el desarrollo de

bioinoculantes.



2. INTRODUCCION

2.1 Bacterias endoéfitas

Las plantas y las bacterias han co-evolucionado desarrollando diferentes
tipos de interacciones entre ellas, estas pueden ser de tipo comensalistas,
mutualistas y/o patogénicas.

Particularmente, las bacterias endofitas son aquellas que colonizan
activamente los espacios intercelulares de los tejidos internos de las
plantas estableciendo una asociacion endosimbidtica, la cual resulta en
un beneficio para ambas (Reinhold-hurek & Hurek, 1998). Las bacterias
endofitas son aisladas de los tejidos vegetales internos, esterilizados en
su superficie y no provocan sintomas de enfermedad en la planta. Para
comprobar el estilo de vida endofitico, la bacteria aislada debe tener la
habilidad de cumplir los postulados de Koch, debiendo ser capaz de
reinfectar al huésped y persistir en él (Reinhold-Hurek & Hurek, 1998;
Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). La presencia de la bacteria
dentro del tejido de la planta re-inoculada debe ser constatada mediante
microscopia empleando anticuerpos especificos o genes reporteros
(Reinhold-hurek & Hurek, 1998).

2.2 Interaccion endofito bacteriano-planta

Las plantas son colonizadas por diversas bacterias endofitas en sus
raices, hojas, tallos, tejidos vasculares y semillas, dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas caracteristicas que cada tejido presenta
(Ramey et al., 2004). Los pasos de colonizacién de la planta por las
bacterias endofitas han sido descritos a partir de estudios mediante

técnicas de visualizacion microscopica y caracterizacion de mutantes. Se



definen tres etapas principales: (l) colonizacion del rizoplano, (ll) infeccion
de la planta y (lll) colonizacién del cortex.

| Colonizacién del rizoplano

En una primera instancia, los endofitos bacterianos se mueven hacia las
superficies de las raices mediante flagelos guiados por respuestas
guimiotacticas. En este sentido, se han reportado diversas moléculas
quimioatrayentes presentes en los exudados radiculares y en las semillas,
asi como en el mucilago de la raiz. Estas incluyen: &cidos organicos,
aminoécidos, y azucares (De Weger et al., 1987). Una vez en las raices,
las bacterias se adhieren al rizoplano como paso fundamental de la
colonizacion endofitica (Malfanova et al., 2013). En primera instancia lo
hacen de manera inespecifica (rapida, débil y reversible), para luego
colonizar la superficie de forma irreversible, donde intervienen estructuras
celulares tales como fimbrias o pilis (Balsanelli et al., 2010; Dorr et al.,
1998; Malfanova et al., 2013). Los sitios de la raiz preferentemente
colonizados por los enddfitos son aquellos en los que hay una activa
division celular, incluyendo la cofia de la raiz principal y la zona de
emergencia de las raices laterales, otro sitio de colonizacioén es la zona de
la raiz donde se encuentran los pelos radiculares (Compant et al., 2005b;
Reinhold-hurek, et al., 2006). Dichos sitios son los sitios de mayor
exudacién por parte de las raices. Las bacterias pueden emplear estos
compuestos como fuente de nutrientes (Compant et al., 2005b).

Establecidos en estos sitios radiculares, los endofitos bacterianos son
capaces de formar biofilms en capa o como agregados. Los biofilms son
asociaciones multicelulares de microorganismos secretores de una matriz
extracelular polimérica que les permite la adhesién a superficies del
ambiente. Las células que viven en dichas asociaciones son

fisiolégicamente diferentes que las de vida libre (Ramey et al., 2004).



Il Infeccion de la planta

El ingreso a los espacios intercelulares de los tejidos internos de la planta
por los endéfitos se da por medio de mecanismos pasivos (heridas,
estomas, lenticelas), o activos mediante enzimas que hidrolizan la pared
celular de las células exodérmicas de la planta (Malfanova et al., 2013).
En particular, las celulasas y las pectinasas bacterianas son enzimas
fundamentales para degradar la pared celular vegetal de celulosa y la
pectina de la lamina intercelular, respectivamente. En este sentido, se ha
reportado en la cepa endodfita Azoarcus sp. BH72, el rol principal de una
celulasa del tipo endo-1,4-glucanasa en la colonizacion e infeccién de los
tejidos de la planta de arroz (Reinhold-hurek & Hurek, 1998).

Es importante resaltar en cuenta que también se da una colonizacion
pasiva de los tejidos internos de la planta a partir de la microbiota
presente en las semillas o en los tejidos empleados para la reproduccion
vegetativa de los cultivos (ej. papa o cafa azUcar), asi como por vectores

como hongos o insectos (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

[l Colonizacion del cortex

Una vez en los tejidos internos de la planta, los endéfitos pueden
permanecer en el lugar de entrada a la planta o pueden acceder a los
espacios intercelulares del cortex y al xilema, para luego transportarse y
colonizar hojas, tallos, frutos y semillas (Gasser et al., 2011; Malfanova et
al., 2013).



2.3 Mecanismos de promocidn del crecimiento vegetal (PCV)
por endofitos bacterianos

Los enddfitos bacterianos establecen relaciones de mutualismo con la
planta hospedera: la bacteria se beneficia por la disponibilidad de
nutrientes presentes en la planta, mientras que la planta se beneficia por
la PCV (Hardoim et al., 2008). Los mecanismos PCV que presentan las
bacterias endodfitas se clasifican en directos e indirectos. Los
mecanismos directos incluyen: (I) la produccién y modulacion de
fitohormonas; (I1) la fijacion bioldgica del Ny-atmosférico y (lIl) el aumento
de la capacidad de absorcién de minerales del suelo (Fe, P, K) cuando se
encuentran en su forma rizosférica. Por otra parte, los mecanismos PCV
indirectos incluyen: (1) la activacion de la respuesta inmune de la planta;
y (I) el control biolégico de fitopatdgenos (Hardoim et al., 2008; Rojas-
solis et al., 2013).

2.3.1 Mecanismos directos
I- Produccién y modulacion de fitohormonas

Los enddfitos bacterianos son capaces de modular los niveles hormonales
de la planta mediante la sintesis y regulacion de diferentes fitohormonas
tales como el etileno, acido abscisico (ABA), giberelinas, auxinas y
citoquininas.

El etileno es una hormona que es producida en exceso bajo condiciones
de estrés bidtico y abidtico, generando un desarrollo anormal de las raices
y como consecuencia repercute en el crecimiento de toda la planta. La
enzima 1- aminociclopropano- 1 carboxilato (ACC) desaminasa, presente
en ciertas bacterias, provoca un descenso del nivel de etileno mediante la

hidrolisis del precursor, el ACC, en alfa-cetobutirato y amonio (Esquivel-



Cote et al.,2013; Hardoim et al., 2008; Mei & Flinn, 2010; Saleem et al.,
2007). Como ejemplo de enddfitos que presentan este mecanismo de
PCV se encuentran las cepas Pseudomonas putida GR12-2 vy
Pseudomonas fluorescens TDK1 capaces de promover la elongacion de
la raiz de plantas de Brassica napus (canola) en condiciones
gnotobidticas y de aumentar el rendimiento de plantas de Arachis
hypogaea (mani) bajo estrés salino en condiciones de campo (Glick et al.,
1995; Saravanakumar & Samiyappan, 2007).

Por su parte, las giberelinas, son fitohormonas que promueven el
crecimiento de la parte aérea de la planta mediante el aumento de la tasa
de division celular (Govindasamy, et al., 2017; Mei & Flinn, 2010). Las
cepas Herbaspirilum  seropedicae 267 'y  Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 son ejemplos de endoéfitos capaces de producir esta
fitohormona teniendo efectos de PCV en gramineas (Bastian et al., 1998).
Asimismo, la cepa Acinetobacter calcoaceticus SE370, es productora de
giberelinas bioactivas tales como GAl, GA3 y GA4 con las que promueve
el crecimiento de Cacumis sativus (pepino), Brassica rapa y la hierba
Chrysanthemum coronarium (Kang et al., 2009).

Por otra parte, las concentraciones de auxinas y citoquininas pueden ser
afectadas por la produccién enddégena de las BPCV. Las auxinas son
fitohormonas vitales para el inicio de la formacion y elongaciéon de las
raices laterales y adventicias (Govindasamy et al., 2017). La auxina mejor
estudiada en lo que respecta a los mecanismos de PCV es el acido indol
acético (AlA). Esta fitohormona controla procesos fisioldégicos diversos
como son la diferenciacion de tejidos, alargamiento y division celular asi
como el fototropismo y gravitropismo (Vega-Celeddn et al., 2016). Existen
diversas rutas metabdlicas de sintesis de AIA en bacterias, de las cuales
algunas son dependientes de triptéfano (Spaepen et al., 2007). También
se ha propuesto que el AIA puede actuar como molécula de sefializacion
en bacterias, pudiendo tener efectos en su fisiologia (Spaepen et al.,

2007). Existe una gran diversidad taxondmica de BPCV productoras de



AIA que incluye muchos de los Firmicutes y Proteobacterias. Como
ejemplos se encuentran las cepas Azospirilum brasilense, G.
diazotrophicus, Burkholderia cepacia, P. putida, Pantoea agglomerans,
Bacillus megaterium (Vega-Celedon et al., 2016).

Las citoquininas, por su parte, son un grupo de fitohormonas que
promueven la elongacion de las células de los cotiledones en respuesta a
la luz y estimulan la sintesis de clorofila retardando la senesencia (Bhore,
et al., 2010; Bhore & Sathisha, 2010). Esta funcién tiene la aplicabilidad
de aumentar la vida util de los vegetales de hojas verdes y de las flores
luego de la cosecha (Bhore & Sathisha, 2010). Se han reportado endofitos
PCV de la planta medicinal Gynura procumbens, productores de
citoquinas identificados como Pseudomonas resinovorans y Paenibacillus
polymaxa. En dicho trabajo se propone dicho mecanismo como
responsable de la PCV (Bhore et al., 2010).

El ABA es una fitohormona que influye en la iniciacion y mantenimiento
de la dormancia de la semilla, asi como en la inhibicién del crecimiento y
la apertura de los estomas cuando la planta se enfrenta al estrés abiotico.
A su vez, esta hormona influye en el desarrollo de la planta por la
interaccién usualmente antagonista con auxinas, citoquininas, giberelinas
y etileno (Taiz & Zeiger, 2010). EI ABA puede contribuir junto con otras
moléculas bacterianas, en la regulacion de la homeostasis de la planta y
respuesta al estrés (Cassan et al.,, 2011). Un ejemplo de BPCV
productora de ABA es la cepa Azospirillum brasilense Az39 (Casséan et
al., 2011; Perrig et al., 2007).

II- Capacidad de fijar biolégicamente el N,-atmosférico

Las plantas no pueden hacer uso del nitrdgeno atmosférico directamente,
utilizan Gnicamente los iones nitrato NO3” 0 amonio NH;" como fuente de
N presentes en el suelo (Young, 1992). Se estima que alrededor del 60%

del nitrégeno incorporado al suelo en forma de amonio, se debe a la FBN



(Fernandez- Pascual et al.,, 2002). Los beneficios de este proceso se
pueden explotar en la agricultura con el fin de reducir y optimizar la
aplicacion de fertilizantes nitrogenados, permitiendo reducir la
contaminacion ambiental (Lloret & Martinez-Romero, 2005; Vessey,
2003).

Los diazotrofos bacterianos son aquellos microorganismos capaces de
reducir el nitrogeno atmosférico N, a amoniaco NH3 proceso denominado
fijacion biolégica del nitrogeno (FBN). Este proceso es exclusivo de
procariotas y es el unico por el cual es posible adquirir el nitrégeno
directamente de la atmosfera. Los microorganismos diazétrofos
pertenecen solamente a los phyla Euryarchaeota del dominio Archaea y a
5 de los mas de 50 phyla del dominio Bacteria: las bacterias verdes del
azufre, cianobacterias, Spirochaetas, Firmicutes y Proteobacteria (Lloret &
Martinez-romero, 2005). Presentan diferentes estrategias de vida y
metabolismos que incluyen microorganismos: aerobios, anaerobios,
autotrofos heterétrofos, metanaotrofos, fijadores de vida libre y en simbiosis
(Lloret & Martinez-romero, 2005).

La FBN es mediada por el complejo enzimatico nitrogenasa presente en
los microorganismos fijadores de nitrdgeno. La nitrogenasa mejor
caracterizada es la Mo-nitrogenasa. Este complejo esta formado por dos
metaloenzimas: una homodimérica de menor tamafio, conocida como
proteina Fe o dinitrogenasa reductasa (proteina NifH), que funciona como
un dador de electrones ATP dependiente. Posteriormente, los electrones
pasan al componente mayor heterotetramérico conocido como proteina
MoFe o dinitrogenasa (proteinas NifD y NifK) que contiene el sitio

catalitico de la enzima (Mus et al., 2018).

La nitrogenasa cataliza la reduccion del N, a NH4" bajo la reaccion

general:

No+8H" +8e +16 ATP — > 2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi.



Cabe destacar que la actividad de esta enzima es inhibida por el oxigeno.
Es por esto que los diazétrofos presentan mecanismos que les permiten
mantener bajas concentraciones de oxigeno intracelular libre. Dichos
mecanismos incluyen estrategias como aumentar la tasa respiratoria, la
realizacion del proceso en compartimentos especializados y/o la
proteccion conformacional donde la nitrogenasa se inactiva de forma

reversible (Peters et al., 1995)

[1I- Solubilizacién de minerales

El fosfato y el potasio son dos de los macronutrientes esenciales para el
crecimiento de los seres vivos. Sin embargo, las concentraciones de P y K
biodisponibles en el suelo generalmente son bajas, ya que la mayor
proporcion de estos minerales se encuentran formando depdsitos
insolubles (Hu et al., 2006). Estos reservorios insolubles pueden ser
solubilizados por microorganismos y de esta forma volverse
biodisponibles para el consumo de las plantas (Hu et al., 2006).

El fosforo es generalmente el segundo nutriente limitante para el
rendimiento de los cultivos luego del nitrégeno. Este elemento se
encuentra formando complejos insolubles con cationes de calcio, aluminio
y hierro mientras que la planta es capaz asimilarlo solamente bajo las
formas H.PO, y HPO,? (Vance et al., 2003). Las bacterias solubilizadoras
de fosfato operan en la rizosfera secretando acidos organicos tales como
los acidos aceético, gluconico, 2- cetogluconico, oxalico, citrico, butirico,
maldnico, succinico, lactico, malico y fumarico (Paredes-Mendoza &
Espinosa-Victoria, 2010; Richardson & Simpson, 2011). Existen muchos
ejemplos de rizobacterias PCV solubilizadoras de fosfato, uno de ellos es
la cepa Acinetobacter calcoaceticus SE370 (Kang et al., 2009).

El potasio es el tercer nutriente fundamental para las plantas luego del N
y P (Basak & Biswas, 2008). Mas del 98% del potasio del suelo se

encuentra en forma de silicatos. Existen microorganismos que liberan

10



acidos organicos capaces de romper la red cristalina de este compuesto
como la bacteria Bacillus mucilaginosus (Sugumaran & Janarthanam,
2007).

Por otro lado, el hierro es un micronutriente esencial para la vida.
Participa en importantes funciones para la célula como lo son la sintesis
de ADN, la respiracion y detoxificacibn de radicales libres (Aguado-
Santacruz et al., 2012). Sin embargo, los suelos agricolas suelen ser
deficientes en este nutriente esencial y a su vez el hierro puede
encontrarse en formas no asimilables por las plantas. El hierro puede
estar presente en el suelo en sus estados de oxidacién Fe®" (ferroso) y
Fe®* (férrico). El Fe®" es relativamente soluble, pero se oxida facilmente a
Fe®*, que tiende a precipitarse. La disponibilidad del hierro depende del
pH, contenido de materia organica y arcilla del suelo (Roca et al., 2007).
El Fe®* es insoluble a pH neutro y basico, y por lo tanto no esta disponible
para las plantas en suelos alcalinos y calcareos. Ademas, el hierro puede
formar sales con fosfatos, carbonatos, calcio y magnesio (Aguado-
Santacruz et al., 2012).

Algunas bacterias son capaces de producir y liberar sideroforos,
moléculas de bajo peso molecular con alta afinidad para iones metalicos
(Fe, Zn y Cu), incrementando la disponibilidad de dichos micronutrientes
(Rosconi et al., 2016). Esto ocurre debido a que los complejos
Fe®* “siderdforo bacteriano pueden ser reconocidos e internalizados por

las plantas (Weyens et al., 2009).

2.3.2 Mecanismos indirectos

I- Activacion de la respuesta inmune de la planta

Ciertas bacterias enddfitas desencadenan un fendmeno conocido como
resistencia sistémica inducida (RSI) en las plantas, similar al mecanismo

de defensa en las plantas conocido como resistencia sistémica adquirida

11


http://www.i-bos.net/admin/2.0/html/content/index2.php?id=130

(RSA). La RSA se produce cuando las plantas activan su mecanismo de
defensa frente a la infeccibn primaria por un patdgeno. Esto ocurre
cuando el patégeno induce una reaccion de hipersensibilidad por la cual
es limitado a una lesién necrética localizada. Por su parte, la RSI es
efectiva contra diferentes tipos de patdgenos pero difiere de la RSA en
que la bacteria que la induce no causa sintomas visibles en la planta
hospedera (Kloepper & Ryu, 2006; van Loon et al., 1998). Diferentes
caracteristicas bacterianas han sido descritas como inductoras de la RSI
incluyendo la presencia de flagelina o lipopolisacaridos, la produccion de
siderdéforos, asi como la producciéon de compuestos organicos volatiles
(Compant et al., 2005a). Los microorganismos inductores de la respuesta
sistémica, benefician a las plantas ya que sin ocasionarles dafos les
permite movilizar sus defensas rapida y efectivamente en presencia de un
patégeno (Lugtenberg et al.,, 2013). Se ha reportado que las cepas
Pseudomonas sp. PsJN, Serratia marcescens 90-166 y Bacillus subtilis
Luld4, son capaces de inducir la resistencia sistémica contra
enfermedades causadas por patdgenos bacterianos o fungicos en plantas
de Vitis vinifera (vid), Cacumis sativus (pepino) y Morus alba (mora)
repectivamente (Barka et al., 2000; Ji et al., 2008; Liu et al., 1995).

lI- Control biolégico de fitopatégenos

Los enddfitos bacterianos pueden actuar como agentes de biocontrol
debido a que colonizan un habitat similar al ocupado por los patégenos. El
biocontrol puede realizarse por competencia por los nutrientes como Fe,
O,, agua, luz o mediante la produccién de sustancias bactericidas o
fungicidas (Reinhold-Hurek & Hurek, 2011; Ryan et al., 2008). Dentro de
la competencia, un nutriente esencial y escaso en los ambientes del suelo
asi como en el interior de la planta es el hierro. En este sentido, aquellos

endofitos productores de siderdforos son capaces de competir por el idon
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férrico con potenciales patdgenos, en especial hongos cuyos sideroforos
tienen menor afinidad por el metal (Compant et al., 2005a). Por otro lado,
algunos endofitos son capaces de sintetizar antibiéticos y toxinas que
previenen la infeccion por patogenos (Bailey et al., 2008). A modo de
ejemplo, se demostré la produccion de Oocydina A por una cepa endofita
de S. marcescens y la produccion de antibidticos por un aislamiento
endofito del género Streptomyces (Castillo et al., 2002; Strobel & Daisy,
2003). Dichos antibiéticos son activos contra un extenso grupo de hongos

fitopatdégenos.

2.4 Relevancia de los endofitos y BPCV en la agricultura

Diversos reportes han descrito el efecto benéfico de la inoculacion con
endofitos bacterianos y BPCV en diferentes cultivos en condiciones de
campo (Borda-Molina et al., 2009; Garcia—Olivares et al., 2006; Punshke
& Mayans, 2011; Rangel et al., 2014). La explotacion de las interacciones
planta-bacteria puede resultar en importantes aplicaciones para la
agricultura sustentable al reducir la necesidad de aplicacion de
fertilizantes inorganicos (Bhattacharjee et al., 2008). La aplicacion
excesiva de fertilizantes nitrogenados, contribuye a la eutrofizacion de las
aguas y a la emision de gases de efecto invernadero tales como el N0,
asi como también conlleva un importante costo econémico (Bhattacharjee
et al., 2008).

La asociacion planta-bacteria mas extensamente estudiada, es la de los
rizobios y las leguminosas. En ella la capacidad de FBN es el beneficio
mas relevante y se han desarrollado diversos inéculos usados como
biofertilizantes para leguminosas en la agricultura (Bhattacharjee et al.,
2008). En los ultimos afos ha incrementado el interés por extender los
conocimientos aplicados en la asociacion leguminosa-rizobio, a otros

cultivos de interés agrondémico, especialmente de la familia de las
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gramineas tales como el sorgo, la cafia de azucar, el arroz y el maiz
(Bhattacharjee et al., 2008).

Debido a sus caracteristicas PCV y a su ubicacion en el interior de la
planta, es que las bacterias enddfitas promotoras del crecimiento vegetal
constituyen una alternativa promisoria para la sustitucion total o parcial
de la fertilizacion, con el fin de lograr una produccidon agronémica

sustentable.
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3. ANTECEDENTES

El presente trabajo se enmarca en una de las lineas de investigacion del
Departamento de Bioquimica y Gendmica Microbianas del Instituto de
Investigaciones Biologicas Clemente Estable. Esta linea se enfoca en el
estudio de bacterias endofitas PCV de cultivos de interés agrondmico
tiene como principal objetivo generar conocimientos sobre la diversidad
microbiana asociada a ellos con el fin de desarrollar posibles aplicaciones
biotecnoldgicas. Los cultivos de los cuales se cuenta con colecciones de
bacterias endofitas caracterizadas segun sus caracteristicas PCV in vitro
son: Saccharum officinarum (cafia de azucar), Sorghum bicolor (sorgo
dulce), Festuca arundinacea (festuca), Brassica napus (canola) y
Cannabis sativa (cafiamo). Los aislamientos de estas colecciones, luego
de ser caracterizados in vitro, fueron estudiados en cuanto a sus efectos
benéficos en el crecimiento de las plantas (De los Santos et al., 2015;
Mareque et al., 2015; Taulé et al., 2012).

En particular, esta tesina se centra en la profundizacion de la
caracterizacion de cuatro cepas endofitas promotoras del crecimiento de
plantas de cafia de azucar (Battistoni et al., 2017; Taulé et al., 2012). Ellas
son: Pseudomonas sp. UYSOO01, Acinetobacter sp. UYSOO03, Kosakonia
sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24. A su vez, se cuenta con los
genomas completos de las cuatro cepas y en particular las cepas
UYSO010 y UYS0O24 fueron definidas como endofitos verdaderos de cafia
de azucar (Taulé et al., 2016). Debido a las caracteristicas mencionadas,
estas cepas resultan muy interesantes como modelo de estudio, asi como
buenas candidatas para evaluar su potencial como bioinoculantes en

diferentes cultivos.
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4. HIPOTESIS

Las cepas UYSOO01, UYSOO03, UYSO1l0 y UYSO24 son capaces de

promover el crecimiento vegetal de otros cultivos de interés agronémico.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Contribuir a la sustentabilidad ambiental de diferentes cultivos de interés
agronomico mediante el empleo de BPCV, en sustitucion a la fertilizacion
inorganica.

5.2 Objetivo especifico

Evaluar la capacidad de las cepas en estudio, de promover el crecimiento

de distintos cultivos de interés agronémico.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1Cepas bacterianas y plantas utilizadas en este estudio

En este trabajo se evaluaron cuatro cepas enddfitas promotoras del
crecimiento de cafias de azucar, pertenecientes a la coleccion de cepas
del laboratorio BIOGEM (Tabla 1). Ademas, se utilizaron como referencia
cepas PCV reportadas en la bibliografia dependiendo del cultivo a
ensayar (Tabla 1).

Por otro lado, se emplearon los cultivos: sorgo dulce (Sorghum bicolor)
variedad ADV 2010, arroz (Oryza sativa) variedad INIA - Tacuari, maiz
(Zea mays) variedad NT426, rabanito (Raphanus sativus) variedad Cherry

Belle y alfalfa (Medicago sativa) variedad Crioula.
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Tabla 1. Descripcion de las cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Cepa Caracteristicas* PCV Referencias
Taulé et al.,
Pseudomonas _ : i
AlA, nifH, SolP. Cana de azUcar. 2012; Taulé, et
sp.UYS0O01
al., 2016
Acinetobacter Taulé et al.,
AlA, ARA, Sid, SOIP. cama de aztcar.  2012:Taulé et
sp.UYS003
al.,2016
Kosakonia Taulé et al.,
AlA, ARA, SolK. Cana de azucar. 2012; Taulé, et
sp.UYS010
al., 2016
Rhizobium Taulé et al.,
AlA Cana de azlcar. 2012;Taulé et
sp.UYS024
al.,2016
A. brasilense . _ Perrig et
ABA, AlA, Citoq, Gib, Sorgo, maiz, _
- ) al.,2007; Tien et
Sp7 FBN. mijo, trigo.
al., 1979
Bastian et al.,

H. seropedicae
67

S. meliloti 242

ACC, AIA, Gib, FBN,
Sid.

ACC, AlA, Citoq, Gib,
FBN, Sid.

Arroz, maiz, cafa

de azUcar.

Alfalfa.

1998; Borges
Baldotto et al.,
2011
Checcucci et
al., 2017;
Galleguillos et
al., 2000

*Caracteristicas relacionadas a la PCV de las cepas: ABA- produccion de &cido

abscisico. ACC- presencia de la enzima ACC deaminasa. AlA- produccion de &cido indol

acético. ARA- actividad de reduccién del acetileno (actividad nitrogenasa). Citog-

produccion de citoquininas. FBN- fijacion biologica de nitrégeno. Gib- produccion de

giberelinas. nifH- presencia del gen nifH. Sid- produccion de sideréforos. SolK-

solubilizacion de K. SolP-solubilizacién de P.
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6.2 Caracterizacion fisiolégica de las cepas

6.2.1 Resistencia a antibi6ticos.

Las cepas provenientes de un cultivo crecido en LB liquido (Anexo) toda
la noche se sembraron en forma de estria en placas conteniendo medio
de cultivo LB (Anexo), suplementado con uno de los siguientes
antibiéticos: Tetraciclina (Tc), Gentamicina (Gm), Espectinomicina (Spc),
Estreptomicina (Str), Kanamicina (Km) o Ampicilina (Amp). Cada
antibiotico se ensayd en concentraciones de 25 y 100 pg/ml y la
caracterizacion se realizd por duplicado. La cepa se considero resistente
cuando fue capaz de crecer en la placa luego de una incubacion a 30°C
durante 48h. Aquellas cepas consideradas positivas se volvieron a crecer

en las mismas condiciones con el fin de corroborar su fenotipo.

6.2.2 Compatibilidad entre cepas

Con el objetivo de conocer si las cepas a estudiar presentan interacciones
de antagonismo entre si, se realizaron ensayos de compatibilidad de
crecimiento en placa. Para ello se realiz6 la siembra incorporada de
100 pl de un cultivo fresco de cada cepa, crecido en medio LB, en 20 mi
de medio de cultivo LB agar. Una vez que el medio de cultivo solidifico, se
sembraron en la superficie con un ansa, las otras cepas a evaluar. Se
consider6 la existencia de antagonismo entre cepas cuando se formd un
halo de inhibicién alrededor de la colonia sembrada en la superficie. Cada
cepa se ensayo por duplicado y aquellos pares de cepas que presentaron
antagonismo, se volvieron a crecer en las mismas condiciones con el fin

de corroborar su fenotipo.
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6.3 Ensayos de respuesta de cultivos a lainoculacion
bacteriana

6.3.1 Esterilizacion y germinacion de las semillas

Para la esterilizacion de las semillas, en una primera instancia se
incubaron con etanol en un matraz Erlenmeyer estéril de 250 ml en
agitacion, seguido de un lavado con agua estéril y posteriormente de una
incubacion con hipoclorito. A continuacion, las semillas esterilizadas se
enjuagaron 5 veces con abundante agua estéril. Los tiempos de
incubacion asi como la concentracion de etanol e hipoclorito se detallan
segun cada semilla en la tabla 2. La eficiencia del procedimiento se
evalué rodando dos semillas estériles por una placa de Petri conteniendo
medio rico LB, la cual se incub6 a 30°C durante 24h. En el caso de las
semillas de alfalfa, luego de su esterilizacién, se incubaron en agua estéril
a 30°C por 45 min, para propiciar su germinacion.

Finalmente, las semillas estériles se traspasaron a placas de agar-agua
0,8% (p/v) y se incubaron a 30°C o a temperatura ambiente segun el

cultivo en estudio (Tabla 2).

En particular, para las semillas de rabanito se pusieron a punto las
condiciones de esterilizacibn y germinacién. Para ello se evalu6 la
incubacion de las semillas con hipoclorito 1,5% (v/v) durante 2,5 min,
hipoclorito 4% (v/v) durante 5 min, e hipoclorito 4% (v/v) por 15 min y su
germinacion de las mismas a temperatura ambiente y a 30°C (Tabla 2).
Para la eleccion del protocolo adecuado se realizaron controles de
esterilizacion y germinacion de la semilla, de forma de seleccionar aquel
que permitiera un mayor porcentaje de germinacion manteniendo la

esterilidad de la semilla.
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Tabla 2. Condiciones de esterilizacion y germinacion de las semillas en
estudio.

Esterilizacion Germinacion
Etanol Hipoclorito T Tiempo Referencia
Sorgo 70% (VIv), o : o . Mareque,
dulce 5 min 4% (v/v), 15 min 30°C 4 dias 2014
70% (V/Iv), 0 . o . Hernandez
Arroz 5 min 6%, 30 min 30°C 3 dias etal, 2017
. 70% (viv), o . o . Beracochea
Maiz 5 min 5%, 5 min 30°C 2 dias 2011
70% (v/v), . .
Rabanito un 4% (v/v), 5 min; ST - SR UEIEND
enjuague
Battistoni et
0, 0, i .
Alfalfa 95% (y/v), 10% (v/v), 15 min. Ambiente i al., 2002;
2 min del Saz.,
2016

6.3.2 Ensayos de respuesta a la inoculacion en plantas
de sorgo dulce, arroz, maiz y rabanito en condiciones
gnotobidticas

Una vez germinadas las semillas, las plantulas fueron transferidas a tubos
conteniendo 15 ml de medio de cultivo Jensen (Anexo) con bolitas de
polipropileno estéril como soporte. Se transfiri6 una plantula por tubo
excepto en el ensayo de arroz, donde se transfirieron dos plantas por
tubo.

A continuacion, cada planta se inoculé con 100 ul de una suspension
conteniendo 10’ células de la cepa en estudio (Pseudomonas sp.
UYSOO01, Acinetobacter sp. UYSO03, Kosakonia sp. UYSO10 o
Rhizobium sp. UYSO024). Dichas cepas fueron previamente crecidas a
30°C durante toda la noche en medio de cultivo LB liquido, suplementado
con el antibiético a la concentracibn maxima en que la cepa presento
resistencia y la concentacion de células a inocular se calculé6 midiendo la
DO del cultivo a una longitud de onda de 620 nm. Para la inoculacion de

las plantas las células fueron centrifugadas a 10.000 g por 2 min, lavadas
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y suspendidas en NaCl 0,9% (p/v). Como control negativo se inocularon
plantas con 100 pl de NaCl 0,9% (p/v) y como control positivo se
fertilizaron con KNO3 a una concentracion final en el tubo de 0,05% (p/v).
A su vez, se incluyé un tratamiento con una cepa reportada en la
bibliografia como promotora del cultivo a ensayar (cepa de referencia).
Con dicho fin se utiliz6 Azospirillum brasilense Sp7 para los ensayos de
inoculacion de sorgo y maiz y Herbaspirillum seropedicae Z67 para arroz.
Para el ensayo de rabanito no se utilizd una cepa de referencia debido a
no contar con una cepa adecuada. Las plantas se mantuvieron durante un
mes en cuarto de plantas a 26°C con un fotoperiodo 16/8 horas de luz/
oscuridad (Mareque et al., 2015). En particular, para las plantas de
rabanito se evaluaron dos temperaturas de crecimiento, 21°C y 26°C. En
todos los casos cada tratamiento conté con 10 réplicas biologicas y los
tubos se dispusieron al azar en el cuarto de plantas.

6.3.3. Ensayo de respuesta a lainoculacion en plantas
de alfalfa en condiciones gnotobidticas

Las semillas esterilizadas fueron colocadas en tubos conteniendo 15 ml
de medio Jensen con agar 0,8% (p/v) (semisdlido), a razén de dos plantas
por tubo. En este caso, los tratamientos fueron: 1- inoculacién con cada
una de las cuatro cepas en estudio en forma individual, 2- la cepa
Sinorhizobium meliloti 242 utilizada como referencia, 3- la co-inoculacién
de cada una de las cepas en estudio con la cepa de referencia, 4- un
control positivo y 5- un control negativo tal como se mencioné en el punto
anterior.

Las plantas se dejaron crecer por un mes en cuarto de plantas a 21°C con
un fotoperiodo de 16/8 horas luz/ oscuridad (Battistoni et al., 2002; Del
Saz Navarro, 2016). Durante el crecimiento se registro la cantidad de
nédulos totales presentes por tubo, a los 13, 20 y 27 dias post

inoculacion.
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Compatibilidad entre las cepas en estudio y S. meliloti 242

Se evalud la compatibilidad de crecimiento entre las cuatro cepas en
estudio con la cepa S. meliloti 242 tal como se describi6 en el punto 6.2.2.

Aislamiento e identificacibn de bacterias presentes en los nddulos de
alfalfa

Los nodulos provenientes de 5 de las 10 réplicas de cada tratamiento se
cosecharon a los 30 dias post-inoculacion. Se esterilizaron en su
superficie por incubacion en etanol 70% (v/v) durante 3 min y luego en
hipoclorito 2,5% (v/v) durante 5 min en agitacion. Seguidamente, se los
lavé cinco veces con abundante agua destilada estéril (Somasegaran, P.,
Hoben, 1994). El control de la esterilizacién de la superficie de los n6dulos
se realiz6 haciendo rodar un nodulo en placas de Petri conteniendo los
medios de cultivo LB 'y YEM con Rojo Congo (Anexo).

A continuacion, los nddulos se maceraron con una varilla de vidrio
esterilizada por flambeado en una placa Petri de vidrio estéril, junto con
20-40 ul de NaCl 0,9%. Con un ansa estéril se sembré por estria una gota
de la suspension obtenida, en medio YEM con Rojo Congo y se incubaron
las placas a 30°C por 72h (Cuadrado et al., 2009; Somasegaran & Hoben,
1994).

Previamente y con el fin de encontrar un medio de cultivo donde se
diferencien morfolégicamente las cepas inoculadas, se evalu6 el
crecimiento de las cinco cepas inoculadas en medio de cultivo YEM con

Rojo Congo (Anexo).
A partir de las placas obtenidas de los aislamientos de nddulo, se

identificaron las cepas inoculadas por su morfologia. En el caso de que la

identificacion no fuera concluyente, se amplificéd y secuencié un fragmento
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de aproximadamente 1500 pb del gen 16S rRNA utilizando los cebadores
universales 27F (5 -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991).

Para esto ultimo se empleé como molde un lisado de colonia. Este se
obtuvo suspendiendo una anzada de la colonia proveniente de cultivo
fresco en 100 ul de agua miliQ. La suspension se centrifugd a 10.000g por
2 min. A continuacion, el pellet se suspendié en 100 ul de NaOH 0,05M,
se incub6 a 100°C por 4 min,la reaccion se detuvo al incubando los tubos
en hielo por 2 min. Finalmente se agregaron 900 pl de agua miliQ y se
centrifugé a 10.000g por 2 min. A partir del sobrenadante se depositaron
700 pl en un tubo eppendorf (Taulé et al., 2012).

Para la PCR se utilizé un volumen final de 50 pl por reaccion, en el cual
se incluyeron 25 pl de Master Mix (ThermoScientific DreamTaq Green
PCR), 1pl de cada cebador 20 uM, 4 pl de lisado bacteriano, 2 pl de BSA
0,1 % (p/v) y 17 ul de agua. La amplificacibn se realizé con un
termociclador siguiendo el siguiente programa: un ciclo de
desnaturalizacion inicial, de 5 min a 95°C, seguido de 30 ciclos de 30 s a
95°C, 30 s a 59°C y 90 s a 72°C, estos tres ultimos pasos corresponden a
la desnaturalizacion del ADN, hibridacion de los cebadores al molde de
ADN y a la extension de la cadena de ADN respectivamente. Para
finalizar se realiz6 un paso de elongacion final de las cadenas de ADN de
7 min a 72°C.

Los productos de amplificacién se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa 0,9% (p/v) en buffer TAE (Anexo), se empledé el agente
intercalante Goodview™ (SBS GeneTech Co. Ltd) en una proporcién de
2,5 pl cada 50 ml de agarosa. El tamafio del amplicbn se confirmd
mediante su comparacion con el marcador de peso molecular Gene Ruler
1kb plus (Thermo Scientific). El gel se corrio a 90 V y se visualizé en un

transiluminador UV. Una vez visualizada la banda del tamafio esperado,
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el producto de PCR se envido para su purificacibn y secuenciacion
utilizando el cebador 1492R, a Macrogen Inc, Korea.

Con el fin de identificar los aislamientos, las secuencias obtenidas se
compararon con las disponibles en la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gob) utilizando el
algoritmo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Aislamiento de endoéfitos de semillas de alfalfa

Se esterilizaron en su superficie 500 semillas, empleando el mismo
protocolo descrito anteriormente (6.3.1). A continuacion, las mismas se
maceraron en un mortero estéril con 10 ml de una solucion de NaCl 0,9%
(p/v) y Cicloheximida 100 pg/ml. A partir de la suspension obtenida se
plaquearon 200 pl con ayuda de un rastrillo estéril en placas conteniendo
medio de cultivo YEM con Rojo Congo. Las placas se incubaron a 30°C
hasta observar crecimiento.

Una vez obtenidas las colonias aisladas en medio YEM, se procedi6 a su
identificacion mediante amplificacion y secuenciacion del gen rrs como se

menciond anteriormente.

6.3.4 Procesamiento de las plantas y tratamiento
estadistico

Todos los ensayos de respuesta a la inoculacién descriptos se
cosecharon al mes de la inoculacion. Las variables biométricas evaluadas
fueron la altura de la planta, el largo de la raiz principal, el peso seco total
0 aéreo, asi como el peso seco de la raiz, segun las caracteristicas de la
planta (Tabla 3). Para realizar las medidas del peso seco, las plantas se
secaron en una estufa a 60°C hasta alcanzar un peso constante y

posteriormente se pesaron en una balanza analitica (Shimadzu AUX 220).
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El andlisis estadistico const6 de un anadlisis de varianza (ANAVA)
utilizando el programa Infostat version 2008. De existir diferencias
significativas entre los tratamientos, se compararon las medias aplicando

el test de Tukey y utilizando los niveles de significancia 0,01, 0,05y 0,1.

Tabla 3. Variables biométricas medidas en las plantas estudiadas.

Sorgo Arroz Maiz Rabanito Alfalfa
Altura Si Si Si Si Si
Largo de la No Si Si No Si
raiz
Peso seco Si Si No Si Si
total
Peso seco No No Si No No
aéreo
Peso seco No No Si No No
radicular
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de las cepas a ensayar como inoculantes

7.1.1 Resistencia a antibi6ticos

Los resultados de la resistencia a los antibidticos ensayados, para las
diferentes cepas evaluadas, se muestran en la tabla 4. Se observo que la
cepa Acinetobacter sp. UYSOO03 es sensible a todos los antibiéticos y
dosis evaluadas, mientras que la cepa Kosakonia sp. UYSO10 es
resistente a ampicilina 100 pg/ml, la cepa Rhizobium sp. UYSO24 a
kanamicina 25 pug/ml y la cepa Pseudomonas sp. UYSOO01 a ampicilina

100 pg/ml, tetraciclina 25 pg/ml y espectinomicina 100 pg/mil.

A partir de estos resultados, en los siguientes ensayos realizados, el
medio de cultivo fue suplementado con el antibiético al que la cepa es

resistente, a excepcion de la cepa Acinetobacter sp. UYSOO03.
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Tabla 4. Evaluacion de la capacidad de las cepas de resistir a distintos
antibidticos.

Antibiético Cepas
(Mg/mL)
UYSO01 UYSO03 UYSO10 vSont
Amp (100) R S R <
Amp (25) R S R <
Gm (100) s s S .
Gm (25) e S s s
Tc (100) s s s .
Tc (25) R s < .
Km (100) S S S s
Km (25) S s < .
Str (100) S S S s
Str (25) S = s .
Spc (100) R S S S
Spc (25) R S s s

R- resistente: crece en presencia del antibiético y S- sensible: no crece en presencia del
antibiético.

7.1.2 Compatibilidad de crecimiento entre las cepas

La capacidad de cada una de las cepas en estudio de inhibir el
crecimiento de las otras, asi como de inhibir la cepa Sinorhizobium meliloti

242 co-inoculada en el ensayo de alfalfa, se evalud in vitro. Los resultados
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obtenidos mostraron que ninguna de las cepas inhibe el crecimiento de

otra (Figura 1).

Figura 1. Vista del ensayo de compatibilidad entre cepas. Afuera de la placa se indica la
cepa que estd incluida en el medio de cultivo LB, mientras que las cepas indicadas
dentro, corresponden a las cepas sembradas en la superficie.

7.2 Estudio de la capacidad de promover el crecimiento de
diferentes cultivos por las cepas en estudio

La respuesta de los cultivos ensayados frente a la inoculacion con las
cepas bacterianas en estudio fue variable, dependiendo del cultivo y la
cepa ensayada.

7.2.1 Sorgo dulce var. ADV 2010

En el ensayo de inoculacion de sorgo, los resultados mostraron que
ninguna de las cepas inoculadas, incluyendo la cepa de referencia
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utilizada, Azospirillum brasilense Sp7 promovié el crecimiento de las

plantas (Tabla 5).

Tabla 5. Respuesta de plantas de sorgo dulce variedad ADV 2010 a la
inoculacion bacteriana

Tratamiento Altura (cm)  Peso seco (mg)
Control negativo (C-) 6,0 48,2
Control positivo (C+) 8,9%**4 79,6%**
A. brasilense Sp7 6,1 51,9
uYSsoo01 55 44,2
uYSso003 6,2 54,2
UYSO10 5,6 449
uYso24 54 42,9
Coeficiente de variacion (%)° 10,8 8,3

% Los asteriscos representan diferencias significativas con el control negativo (*p < 0,1, **
p < 0,05, **p < 0,01). ® Medida de la variacion del ensayo: se calculé como el cociente
entre la desviacion estandar y la media muestral, expresado en porcentaje.

7.2.2 Arroz var. Tacuari

En el ensayo de inoculacibn de arroz se observd que la cepa
Acinetobacter sp. UYSOO03 aumentd significativamente la altura de la
planta y el largo de la raiz, respecto al control sin inocular. Con respecto a
la inoculacién con la cepa Rhizobium sp. UYS024, las plantas mostraron
un aumento significativo en el crecimiento en la altura de la planta, en el

largo de la raiz y en el peso seco, respecto al control negativo (Tabla 6).
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Tabla 6. Respuesta de plantas de arroz variedad Tacuari a la inoculacion
bacteriana.

Tratamiento Altura Largo de raiz Peso seco

(cm) (cm) (mg)
Control negativo (C-) 4.0 4.8 9,7

Control positivo (C+) 6,9***+2 10,1*** 19,2%**
H. seropedicae 267 2,6 5,0 9,4
uYsoo01 4,4 4,6 10,8
UYSO003 5,1** 6,8* 11,6*
UYsoO10 3,2 4,2 7,5
uYyso024 4,9* 6,6** 11,5*
Coeficiente de Variacion 29,1 29,0 44,3

(%) °

% Los asteriscos representan diferencias significativas con el control negativo (*p < 0,1, **
p < 0,05, *** p < 0,01). ® Medida de la variacion del ensayo: se calculé6 como el cociente
entre la desviacion estandar y la media muestral, expresado en porcentaje.

7.2.3 Maiz var. NT426

En el ensayo de inoculacion de maiz, la cepa Acinetobacter sp. UYSO03
promovié significativamente el crecimiento de la altura de la planta.
También aumentd significativamente el largo y peso seco de la raiz
respecto a los controles negativo y positivo (Tabla 7, Figura 2). Por su
parte, la cepa Kosakonia sp. UYSO10 aumentd el peso seco radicular

respecto a dichos controles.

Cabe resaltar que en este ensayo la cepa de referencia utilizada en el
ensayo no promovio el crecimiento de la planta en ninguna de las

variables medidas (Tabla 7).
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Tabla 7. Respuesta de plantas de maiz variedad NT426 a la inoculacion

bacteriana.
Tratamiento Altura Largo de Peso seco Peso seco
(cm) aéreo (mg) raiz (mgQ)
raiz (cm)
Control 4,8 14,2 51,1 38,8
negativo (C-)
Control 7,5%** 19,0 73,7 32,6
positivo (C+)
A. brasilense 4,6 18,8 42,5 46,4
Sp7
UYsoo01 57 18,5 49,8 47,4
UYSO003 6,0* 23,8+ 57,0 50,2%**
UYsO10 53 21,0 52,2 49,1**
uYso024 4,9 11,0 44,8 38,7
Coeficiente de 26,0 44,3 31,1 19,9

Variacion (%)°

% Los asteriscos representan diferencias significativas con el control negativo (*p < 0,1, **
p < 0,05, **p < 0,01). ® Medida de la variacion del ensayo: se calculé como el cociente
entre la desviacion estandar y la media muestral, expresado en porcentaje.
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Figura 2. Vista de las plantas de maiz, 30 dias post inoculaciéon en el momento de la
cosecha. C-: Control negativo sin inocular. UYSOO03: tratamiento inoculado con la cepa
Acinetobacter sp. UYSOO03. C+: Control positivo fertilizado con N.

7.2.4 Rabanito var. Cherry Belle

Para el ensayo de rabanito, en primera instancia se seleccion6 el método
de esterilizaciébn mas efectivo. El método seleccionado fue el que empled
hipoclorito 4% (v/v) durante 5 minutos, debido a que se obtuvo una mejor
germinacién y se logro la esterilidad de las semillas. También, se decidio
germinar dichas semillas a temperatura ambiente ya que observé un
porcentaje de germinacién similar al obtenido a 30°C. Por otro lado, se
selecciono la temperatura de crecimiento de las plantas de 26°C, debido a
gue la planta se desarroll6 mejor (Figura 3A).

En el ensayo de respuesta a la inoculacion en rabanito, la cepa
Pseudomonas sp. UYSOO01 promovié significativamente el crecimiento de

la altura de la planta con respecto al control negativo (Tabla 8, Figura 3B).
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Figura 3. Vista del ensayo de inoculacion bacteriana en plantas de rabanito. A.
Visualizacién del crecimiento de plantas de rabanito a 21°C y 26°C. B. Plantas de
rabanito al momento de la cosecha, 30 dias post inoculaciéon. C+: Control positivo
fertilizado con N. UYSOO01: tratamiento inoculado con la cepa Pseudomonas sp.

UYSOO01. C-: control negativo sin inocular.

Tabla 8. Respuesta de plantas de rabanito variedad Cherry Belle a la

inoculacion bacteriana.

Tratamiento Altura (cm) Peso seco (mg)
Control negativo (C-) 54 11,2
Control positivo (C+) 7,0%*2 16,3***

uYSoo01 6,9* 10,6
uYS0oo03 5,8 9,7
UYSO010 4,9 11,7
uYso24 5,6 11,3
Coeficiente de Variacion (%)° 26,7 26,6

% Los asteriscos representan diferencias significativas con el control negativo (*p < 0,1, **
p < 0,05, ** p < 0,01). ® Medida de la variacion del ensayo: se calculé como el cociente
entre la desviacién estandar y la media muestral, expresado en porcentaje.
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7.2.5 Alfalfa var. Crioula

Para el caso del cultivo de alfalfa, los resultados mostraron que ninguna
de las cepas evaluadas como inoculantes promovio individualmente el
crecimiento de las plantas. En este caso la cepa de referencia S. meliloti
242, si promovio el crecimiento en la altura de la planta y el peso seco
aéreo (Tabla 9, Figura 4).

Teniendo en cuenta que la alfalfa se trata de una leguminosa con una
fuerte asociacion simbiotica con la cepa de rizobio S. meliloti, en este
trabajo se evalud también la co-inoculacién de plantas de alfalfa utilizando
las cepas en estudio y su simbionte. Los resultados mostraron que la
co-inoculacién de las cepas no mejor6 ni empeord el crecimiento en
comparacion con la inoculacion simple con S. meliloti (Tabla 9, Figura 4).
Asimismo, para descartar que existieran interacciones antagénicas entre
las cepas inoculadas, previamente a la realizacion del ensayo se confirmo
que las cepas co-inoculadas en los ensayos no se inhibian entre ellas
(Figura 1).
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Tabla 9. Respuesta de plantas de alfalfa variedad Crioula a la inoculacion
bacteriana.

Tratamiento Altura Largo raiz Peso seco aéreo
(cm) (cm) (mg)
Control negativo (C-) 4,1 14,0 4,0
Control positivo (C+) 9,9 8,0 9,0%**
S. meliloti 242 6,5** 11,3 5,7*
UYSO01 4,3 9,5 4,3
UYSO003 3,9 13,5 4.9
uYSO10 53 9,9 4,5
uyYSso24 3,8 12,8 4,5
UYS0O01+242° 4,7 11,6 4,5
UYS003+242 5,8 11,4 5,0
UYS010+242 6,4 11,9 6,2
uYSs024+242 54 10,0 5,3
Coeficiente de 27,5 23,6 27,2

Variaciéon (%)°

% Los asteriscos representan diferencias significativas con el control negativo (*p < 0,1, **
p < 0,05 *** p < 0,01).b En los tratamientos co-inoculados las comparaciones se
realizaron contra el tratamiento S. meliloti 242 © Medida de la variaciéon del ensayo: se
calculé como el cociente entre la desviacion estdndar y la media muestral, expresado en
porcentaje.
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C- UYS003+242 242 C+

Figura 4. Vista del ensayo de inoculacidn bacteriana de plantulas de alfalfa, 30 dias
post inoculacion. C-: Control negativo sin inocular. UYSO03+242: Co-inoculacion
Acinetobacter sp. UYSOO03 + Sinorhizobium meliloti 242. 242: inoculacién con
Sinorhizobium meliloti 242. C+: Control positivo fertilizado con N.

En cuanto a la presencia de nddulos, los resultados mostraron que todas
las plantas inoculadas con la cepa 242 fueron noduladas (Figura 5). Por
otro lado tanto en el control positivo como en el negativo las plantas no

presentaron nodulos.

Asimismo, se contabilizé el nimero de nodulos en los tratamientos co-
inoculados y se determind cual era el simbionte presente en los nddulos

observados.

7.2.5.1 Nodulacion de plantas de alfalfa

Con la finalidad de estudiar si la co-inoculacién afectaba la nodulacion, se
contabilizé el numero de nédulos en los tratamientos nodulados, a los 0,
13, 20 y 27 dias post inoculacion (Figura 5).
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Figura 5. Nédulos totales en plantas de alfalfa inoculadas con S. meliloti 242 y co-
inoculadas con las cepas en estudio. Las barras de error representan el desvio estandar
de los promedios de nédulos por tubo.

En el dia 13 post inoculacion se realizé la primera observacion de la
apariciéon de los nddulos Los resultados mostraron que al dia 13 post
inoculacién todos los tratamientos inoculados presentaron al menos un
nddulo. De todos modos, se observd que los tratamientos co-inoculados
presentaban una cantidad de ndédulos por tubo comparable a la del

tratamiento inoculado solo con la cepa 242.

38



7.2.5.2 Aislamiento e identificacion de bacterias de nédulos y
semillas de alfalfa

Con el objetivo de conocer si las bacterias enddfitas inoculadas
ingresaban en el ndédulo, se realizaron aislamientos a partir de tres
nodulos por tratamiento. Para ello se utilizé el medio YEM con Rojo
Congo, donde previamente se confirmé que las cepas inoculadas podian
ser identificadas por su morfologia (Figura 6). En los casos en que la
morfologia de las colonias aisladas de los nédulos no fue concluyente, se

amplifico y secuencié parte del gen 16S rRNA.

Figura 6. Morfologia en medio de cultivo YEM con Rojo Congo de las cepas en estudio.
A. Pseudomonas sp. UYSOO0l1l. B. Acinetobacter sp. UYSOO03. C. Kosakonia sp.
UYSO010. D. Rhizobium sp. UYSO24. E. Sinorhizobium meliloti 242.

Los resultados mostraron que en todos los nddulos correspondientes al
tratamiento inoculado Unicamente con la cepa S. meliloti 242, se recuperé

solamente la cepa inoculada (Tabla 10).

Por otro lado, en todos los tratamientos co-inoculados, se identifico la
cepa 242 inoculada, conjuntamente con otras colonias excepto en el
tratamiento UYSO24 + 242 (Tabla 10). En este sentido en el tratamiento
de co-inoculacion UYSO01 + 242, se identificaron aislamientos
correspondientes al género Bacillus y Sinorhizobium sin poderse aislar la
cepa Pseudomonas sp. UYSOO1. De forma similar, en el tratamiento
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UYSOO03 + 242 se aislaron cepas pertenecientes al género Sinorhizobium
y Bacillus y tampoco se pudo aislar la cepa Acinetobacter sp. UYSOO03.
Por otro lado en los tratamientos UYSO10 + 242 y UYSO24 + 242, se
identificaron aislamientos del género Pantoea, ademéas de identificarse
por morfologia la cepa S. meliloti 242 en el tratamiento UYSO10 + 242. En
estos casos tampoco se logré aislar las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y

Rhizobium sp. UYS024 con la que las plantas fueron inoculadas.

Con el fin de conocer si los aislamientos recuperados que no habian sido
inoculados, se encontraban como endofitos en las semillas de alfalfa, se
realizaron aislamientos a partir de semillas esterilizadas en su superficie.
De esta forma, se pudieron aislar tres tipos de colonias de morfologia
diferente, de las cuales dos pertenecieron al género Pantoea y el tercero
al género Pseudomonas.
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Tabla 10. Identificacién de los aislamientos obtenidos a partir de los nédulos

Género
N° Identificacion identificado por
Tubos
Tratamiento réplicas por secuenciacién
nodulados
aisladas® morfologia del gen 16S
rRNA®
Sl, 242 -
242 11/11 3 Sl, 242 -
NO Bacillus
Sl, 242 Sinorhizobium
Sl, 242 -
uYSO01+242 11/11 3 Sl, 242 -
NO Bacillus
NO Bacillus
NO Bacillus
SI, 242 Sinorhizobium
UYSO003+242 11/11 2 NO Bacillus
NO Bacillus
Sl, 242 -
UYS010+242 9/10 2
NO Pantoea
uYS024+242 11/11 1 NO Pantoea

Dentro de un mismo tratamiento, los colores agrupan los aislamientos obtenidos de una
misma réplica bioldgica (tubo conteniendo dos plantas).* Cuando el nimero de réplicas
fue menor a 3, se debi6 a que no se obtuvieron aislamientos de todos los nédulos

cosechados. ° La identificacion se hizo a nivel de género.
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8. DISCUSION
8.1Caracterizacion fisioloégica

8.1.1 Resistencia a antibi6ticos

El poseer resistencia a uno o mas antibioticos les confiere a las bacterias
una ventaja competitiva respecto a otras para la colonizacion de
diferentes espacios. Por otra parte, esta caracteristica puede
aprovecharse para el diseiilo de protocolos experimentales. En ese
sentido, en este trabajo se utilizé la resistencia de los aislamientos para
crecerlos en medios de cultivo con el antibiético como agente de

seleccioén.

Los antibidticos a ensayar fueron seleccionados debido a que todos
actlan sobre bacterias Gram negativas (como son los cuatro aislamientos
en estudio), y pertenecen a diferentes familias: la tetraciclina a la familia
de las tetraciclinas, la kanamicina, gentamicina asi como la estreptomicina
a los aminoglucosidos, la espectinomicina a los glicopéptidos, y la
ampicilina como miembro de los betalactamicos. Los resultados obtenidos
mostraron que tres de los cuatro aislamientos en estudio son capaces de
tolerar alguno de los antibidticos ensayados; excepto el aislamiento
Acinetobacter sp. UYSOO03 fue sensible a todos los antibidticos y

concentraciones ensayadas.

8.1.2 Compatibilidad entre cepas

Los resultados mostraron que no hay antagonismo entre ninguna de las
cepas evaluadas. Los mecanismos por los que una cepa puede inhibir el
crecimiento de otra son muy diversos e incluyen la produccion de
antibioticos, sideréforos, proteasas, glucanasas, quitinasas etc. (Hayat et
al., 2010; Schippers et al., 1987). Si bien no siempre las observaciones en

condiciones in vitro se corresponden a lo que sucede en condiciones de
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campo, en donde interaccionan mas factores relevantes para la vida de
las bacterias (planta hospedadora, componentes del suelo, actividad de
otros microorganismos, supervivencia, capacidad de colonizacion, etc.),
los resultados obtenidos sugieren la posibilidad de poder generar un
inoculante con una formulacién que incluya a mas de una de las cepas en

estudio.

8.2 Estudio de la capacidad de PCV en diferentes cultivos por
las cepas en estudio

Diversos estudios han reportado la capacidad de PCV por bacterias
endofitas en especies de plantas diferentes de la cual fueron aisladas
(Biswas et al., 2000; Konnova et al., 1994; Rangel et al., 2014). Un
ejemplo es la cepa modelo Azospirillum brasilense Sp7 aislada
originalmente de la rizésfera de la planta Digitaria decumbens en Brasil y
PCV de plantas de maiz y sorgo (Konnova et al., 1994; Rangel et al.,
2014; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Asimismo, se ha reportado la
capacidad de promover el rendimiento de plantas de arroz por cepas de
Rhizobium y Bradyrhizobium aisladas de distintas leguminosas (Biswas et
al., 2000). Este hecho justifico la realizacion de este trabajo en el cual se
partié de cuatro aislamientos de endoéfitos provenientes de cafia de azucar
con caracteristicas PCV, y fueron evaluados como inoculantes en

diferentes tipos de cultivos de interés agronémico.

Se piensa que la especificidad de la interaccion endofito-planta, radica al
menos en parte en la produccion de complejos lipopolisacaridos-proteina
o polisacérido-lipido en la superficie bacteriana y su posible unién a las

raices (Konnova et al., 1994).

En los ensayos de PCV de sorgo y maiz, las cepas de referencia A.
brasilense Sp7 y H. seropedicae Z67, respectivamente, no mostraron

promover el crecimiento de las plantas. Este resultado pudo deberse al
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corto tiempo en que las plantas inoculadas fueron crecidas o a que los
cultivares ensayados no son compatibles con el genotipo de la bacteria.
En este sentido, existen casos en los que se reportd que la cepa A.
brasilense Sp7 no promovio el crecimiento de plantas de sorgo dulce, en
ninguno de los parametros biométricos evaluados, tal como ocurrié en el
presente trabajo (Mareque et al.,, 2015). Este resultado muestra la
importancia de la especificidad en la interaccion planta-bacteria y justifica
la importancia de la creacién de colecciones bacterianas a partir de
plantas cultivadas en el pais, como la coleccion de la cual se

seleccionaron las cepas del presente estudio (Taulé et al., 2012).

8.2.1 Promocidn del crecimiento en plantas de sorgo
dulce

Los resultados obtenidos mostraron que ninguna de las cepas en estudio
promovié el crecimiento de la variedad ADV 2010 de sorgo dulce. En
otros trabajos se reportan diversos aislamientos pertenecientes a los
géneros Acinetobacter, Rhizobium y Pseudomonas, con caracteristicas
PCV y asociados a los tejidos internos de plantas de sorgo (Govindasamy
et al., 2017; Mareque et al., 2015). A su vez, aislamientos pertenecientes
al género Rhizobium han mostrado promover el crecimiento de plantas de
sorgo dulce (var. M81E), en condiciones de invernaculo (Mareque et al.,
2015). Sin embargo la ausencia de una mejora en el crecimiento vegetal,
podrian ser consecuencia de una incompatibilidad genotipo bacteria-

genotipo planta.

8.2.2 Promocion del crecimiento en plantas de arroz

En el cultivo de arroz los resultados mostraron que las cepas
Acinetobacter sp. UYSOO03 y Rhizobium sp. UYSO24 fueron BPCV.
Aislamientos pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Acinetobacter y

Rhizobium, han sido reportados como asociados a los tejidos internos de
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plantas de arroz asi como BPCV de este cultivo (Biswas et al., 2000;
Wang et al., 2018; Yasmin et al., 2004). Estos antecedentes son
concordantes con los resultados obtenidos en este trabajo para la cepas
Acinetobacter sp. UYSOO03 y Rhizobium sp. UYSO24, pero contrarios
para la cepa Pseudomonas sp. UYSOO01, lo que estaria nuevamente

resaltando la especificidad en este tipo de interacciones.

8.2.3 Promocion del crecimiento en plantas de maiz

En relacién con las plantas de maiz, las cepas Acinetobacter sp. UYSOO03
y Kosakonia sp. UYSO10 fueron BPCV. Estos resultados coinciden con lo
previamente reportado para un aislamiento de Acinetobacter capaz de
promover el crecimiento de plantas de maiz y el contenido de clorofila en

la hoja, en condiciones de invernaculo (Rojas- Tapias et al., 2014)

Por otra parte, con respecto al género Kosakonia, los resultados
obtenidos coinciden también con lo reportado previamente. En ese
sentido se ha demostrado que una cepa de Kosakonia radicincitans,
inoculada en plantas de maiz en condiciones de campo aumento el

rendimiento del grano (Berger et al., 2018)

En este trabajo se observd6 que ambas cepas promotoras afectan el
crecimiento de la raiz, sin que el control nitrogenado haya causado
diferencias significativas en dicho parametro. Esto muestra la complejidad
del proceso PCV, el cual involucra diversos factores mas allad de la
disponibilidad de nitrégeno referenciada en el control positivo. En este
sentido, la capacidad de producir AIA presente en las cuatro cepas en
estudio, podria ser el mecanismo que esta ejerciendo un efecto sobre el

crecimiento de la raiz.
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8.2.4 Promocidn del crecimiento en plantas de rabanito

Con respecto a la plantarabanito, se ha reportado que una cepa de
Pseudomonas fluorescens es capaz de mejorar el crecimiento de plantas
de rabanito, asi como también el contenido de pigmentos fotosintéticos,
contenido de prolina, aminoacidos y proteinas totales bajo condiciones de
estrés salino (Mohamed & Gomaa, 2012). Esto concuerda con los
resultados obtenidos en esta tesina, ya que la cepa Pseudomonas sp.
UYSOO01, fue capaz de promover el crecimiento de este cultivo. Asimismo
estudios previos demostraron que la cepa Kosakonia radicincitans es
capaz de promover el crecimiento de esta planta en condiciones de
campo. Sin embargo, en este estudio se observd que la cepa Kosakonia
sp. UYSO10, no promovié el crecimiento en condiciones gnotobidticas
(Berger et al., 2015). Estas diferencias pueden deberse a la especificidad

entre los genotipos de la planta y la bacteria.

8.2.5 Efecto de lainoculacion con endo6fitos bacterianos
en plantas de alfalfa

En el ensayo de inoculacién de alfalfa se observd que ninguna de las
cepas en estudio promovié el crecimiento de la planta cuando las cepas
fueron inoculadas por separado o co-inoculadas con la cepa S. meliloti
242. A partir de los resultados obtenidos, se planteé la hipétesis de que la
co-inoculacién con los endofitos en estudio, podria estar afectando la
nodulacion de las plantas. El proceso de nodulacion de las leguminosas
es complejo, la abundancia y tamafo de los nédulos depende de muchos
factores tanto de tipo ambientales, como genéticos de la planta y del
rizobio (Pogliani & Iglesias, 2001). A su vez, varios trabajos han reportado
que la co-inoculacion del rizobio con BPCV o endofitos de distintos

géneros, en alfalfa y otras leguminosas aceleraron la nodulacion de las
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plantas tanto en condiciones gnotobiéticas como de invernaculo (Cagide,
2014; Mishra et al., 2009; Morel et al., 2011; Stajkovi¢ et al.,2009).

En este trabajo, la primera determinacion del numero de nodulos se
realiz6 al dia 13 post-inoculacion, cuando los tratamientos ya habian
nodulado, por lo tanto, no fue posible determinar si alguno de ellos nodul6
antes. Los resultados mostraron que la co-inoculacion con las cepas en

estudio no afect6 el numero de nddulos por planta a lo largo del tiempo.

Por otra parte, la cepa Rhizobium sp. UYSO24 no fue capaz de nodular
las plantas de alfalfa. Este resultado puede deberse a la especificidad
genotipo-genotipo y a que la bacteria no posee los genes nod especificos,
indispensables para generar los cambios morfolégicos que ocurren en la
raiz durante el proceso de nodulacion (Hirsch et al., 2001; Beracochea en

preparacion).

Por otro lado, se buscé conocer si los endéfitos co-inoculados con la cepa
S. meliloti 242, colonizaban los nddulos y podian ser recuperados a partir
de ellos. Los resultados mostraron que no fue posible recuperar los
endofitos inoculados de los nédulos de la planta. Sin embargo, a partir de
ellos se pudieron aislar e identificar aislamientos pertenecientes a los
géneros Bacillus y Pantoea ademas de S. meliloti 242. Particularmente, el
género Bacillus es uno de los géneros mas comunes de bacterias del
suelo, y es frecuentemente aislado de la rizdsfera asi como de los tejidos
internos de diferentes de plantas (Stajkovi¢ et al., 2009). Por su parte, el
género Pantoea ha sido aislado como endofito asociado a distintas
plantas y reportado como enddfito de nédulos en plantas de alfalfa (Kan et
al., 2007). Ademas otras bacterias han sido reportadas como enddfitos de
nodulos como Pantoea agglomerans, Agrobacterium tumefaciens,
Serratia plymuthyca, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus pumilus y
Burkholderia cepacia en nédulos de Glycine max (soja); y en particular

aislamientos pertenecientes a los géneros Bacillus, Brevibacillus y
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Microbacterium se han recuperado a partir de nédulos de plantas de
alfalfa (Li et al., 2008; Stajkovi¢ et al., 2009). Estos reportes apoyan la
hipoétesis de que los enddfitos de semilla podrian ser la fuente de aquellos
gue se encontraron en los nédulos de la planta y no fueron inoculados en

este trabajo.

En este sentido a partir de las semillas de la variedad de alfalfa empleada
en los ensayos de PCV, se lograron aislar bacterias pertenecientes a los
géneros Pantoea y Pseudomonas lo cual coincide con la bibliografia
(Lépez et al., 2017). En el mencionado trabajo se observé a su vez, una
gran diversidad filogenética entre diferentes variedades de alfalfa,
probablemente debido a la variacion del genotipo de la planta. Asimismo
el tiempo de conservacion a 4°C de dichas semillas, puede haber sido un
factor importante en el tipo de enddfitos que se pueden recuperar de ellas.
Si bien los aislamientos encontrados en el presente trabajo coinciden con
lo reportado en la bibliografia, es posible que el medio de cultivo utilizado

introduzca un sesgo en el aislamiento.

En lo que refiere a los resultados obtenidos en este trabajo, el hecho de
encontrar enddfitos de semilla del género Pantoea explica los
tratamientos en los que se aislaron cepas de Pantoea de los nédulos de
alfalfa. Sin embargo resulta extrafio no haber podido identificar
aislamientos del género Bacillus de las semillas de alfalfa ya que este
género fue aislado de los nédulos de algunos tratamientos. Esto puede
ser debido a que la poblacion de Bacillus en la semilla sea muy poco
abundante y aumente la concentracion de esta bacteria luego de la
germinacion de la raiz siendo probablemente el momento indicado para

poder aislarlo.
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Mediante la estrategia utilizada en este trabajo se logré determinar la
capacidad de PCV en condiciones gnotobioticas por parte de las cepas en
estudio. Los resultados obtenidos también demostraron que la promocion

es genotipo especifica.

Cada cepa logré promover el crecimiento de alguno de los cultivos
ensayados siendo buenas candidatas para profundizar en el estudio de su
interacciéon con los cultivos ensayados con la finalidad de poder
desarrollar bioinoculantes. En este trabajo se obtuvo que en condiciones
gnotobiodticas la cepa Pseudomonas sp. UYSOO01 es BPCV de rabanito, la
cepa Acinetobacter sp. UYSOO03 promueve el crecimiento de arroz y maiz,
la cepa Kosakonia sp. UYSO10 es BPCV de maiz y la cepa Rhizobium
sp. UYS024 de arroz. En este sentido, este estudio sienta las bases para
continuar profundizando en la capacidad de PCV de las cepas ensayadas,

en condiciones de invernaculo y campo.

El desarrollo y aplicacion de bioinoculantes apunta tanto a la
sustentabilidad econdémica como ambiental del uso de fertilizantes
guimicos en las practicas agrondmicas tradicionales. Para que un
inoculante sea efectivo, las bacterias deben infectar y colonizar
activamente los tejidos de la planta y también permanecer en alto nimero
para poder ejercer su efecto PCV. Es por esto que en futuros ensayos de
invernaculo serd necesario cuantificar las cepas de interés en los
diferentes tejidos de la planta a diferentes tiempos post-inoculacion, por
ejemplo mediante la técnica de qPCR. También en dichos ensayos, seria
interesante cuantificar el contenido de nitrégeno en las hojas de las

plantas inoculadas en comparacién con las de las plantas fertilizadas
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quimicamente y las no inoculadas ni fertilizadas mediante el método
Kjedahl (Bradstreet, 1954, Vincent, 1970).
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10.ANEXO
10.1 Medios de cultivo

10.1.1 Medios de cultivo para bacterias
Luria- Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989)

Pesar y disolver los componentes de la Tabla Al en agua destilada a
excepcion del agar. Ajustar el volumen a un litro con agua destilada
agregar el agar. Esterilizar 20 min en autoclave.

Tabla Al. Composicion del medio LB

Luria- Bertani (LB)

Componente Cantidad por litro
Triptona 1049
Extracto de levadura 59
NaCl 1049
Agar 15¢g

YEM con Rojo Congo (Vincent, 1970)

Pesar y disolver los componentes de la Tabla A2 en agua destilada a
excepcion del agar. Ajustar el volumen a un litro con agua destilada y
llevar el pH a 6,8 — 7,0 antes de agregar el agar. Esterilizar 20 min en
autoclave.

Tabla A2. Composiciéon del medio YEM con Rojo Congo

YEM
Componente Cantidad por litro
KoHPO, 0,59
MgSO,.7H,0 0,29
NaCl 01lg
Extracto de levadura 10g9
Manitol 10g
Rojo Congo 25 mg
Agar 15¢
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10.1. 2 Medios de cultivo para plantas
Medio Jensen (Vincent, 1970)

Pesar y disolver los componentes de la Tabla A3 a excepcion del agar.
Agregar agua destilada hasta completar el volumen y ajustar el pH a 6,8
antes de agregar el agar. Esterilizar 10 minutos en autoclave. En la Tabla
A4 se detalla la composicion de la solucién de micronutrientes.

Tabla A3. Composicién del medio Jensen

Medio Jensen

Componente Cantidad por litro
CazP0O, 1,09
KsHPO, 0,29
MgS0,.7H,0 0249
NaCl 0,29
FeCl;.6H,0 0,17 g
Solucién de micronutrientes 1,0 ml

Tabla A4. Composicion de la solucion de micronutrientes para el medio
Jensen

Solucién de Micronutrientes Jensen

Componente Cantidad por litro
H3:BOs 2,869
MnSQO, .4 H,O 2,039
ZnS0, .7 H,O 0,22 g
CuSO, .5 H,O 0,08 g
MoO; .H,0O 0,099
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10.2 Soluciones
Buffer Tris-Acético-EDTA (TAE)

Disolver en agua destilada los componentes de la Tabla A6 en cantidad
suficiente para lograr la concentracion indicada.

Tabla A5. Composicion del buffer TAE

TAE 1X
Componente Concentracién
Tris-acetato 0,04 M
EDTA 0,001 M
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