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El sorgo dulce (Sorghum bicolor (L.) Moench) es un cultivo multipropdsito, adaptado a
caracteristicas de los suelos de Uruguay y sus condiciones climaticas. Se destaca por
poseer un elevado porcentaje de azucares fermentables en sus tallos, razén por la cual
es una de las principales materias primas empleadas para la produccion de bioetanol
en nuestro pais. Sin embargo, para optimizar su rendimiento, son aplicadas elevadas
concentraciones de fertilizantes quimicos inorganicos, lo cual genera grandes costos
econémicos y efectos ambientales adversos. Esta problematica hace necesaria la
busqueda de estrategias de produccidon sustentables que logren reducir la
dependencia de esta fertilizacion. Una tecnologia amigable con el ambiente es el
empleo de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PCV) como biofertilizantes.

El presente trabajo tuvo como objetivo aportar conocimiento para el desarrollo de un
bioinoculante para el cultivo de sorgo dulce, basado en bacterias PCV diazétrofas. Las
cepas bacterianas estudiadas pertenecen a una coleccion de aislamientos asociados a
tejidos de plantas de sorgo dulce cv. M81E. Mediante el ensayo de reduccion de
acetileno (ARA), se determind que 7 de los 8 aislamientos estudiados son diazétrofos.
A partir de los ensayos en donde se evalué el efecto de la inoculacion en condiciones
gnotobidticas, se comprobé que 5 aislamientos promueven el crecimiento en la cv.
MB81E. De este conjunto de aislamientos se demostré en ensayos de invernaculo, que
las cepas Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139
promovieron el crecimiento de las cv. M81E y ADV2010. Por otra parte, se demostré
gue cuando se inocula la cv. ADV2010 con las cepas UYSB89 y UYSB139, en condiciones
de invernaculo, es posible reducir a la mitad la dosis de fertilizante quimico
nitrogenado sin comprometer la productividad del cultivo. Finalmente, se logré
describir un modelo de infeccién y colonizacién de las plantas de sorgo dulce cv. M81E,
por las cepas Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139,
determinando su condicion endofitica.

En términos generales, este trabajo generd aportes valiosos en el estudio de bacterias
PCV enddfitas nativas asociadas a este cultivo, los cuales son un insumo fundamental

para el posible desarrollo de un inoculante basado en estas cepas.
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INTRODUCCION

1.1 BACTERIAS ENDOFITAS

Para un gran grupo de microorganismos, las plantas representan un habitat ecoldgico
complejo que ofrece diversidad espacial y admite una amplia cultivar de interacciones
especificas. Dichas interacciones surgen como resultado de una larga historia co-
evolutiva, que ha ido moldeandose para conformar un lenguaje molecular entre planta
y bacteria que permite el intercambio de respuestas coordinadas. Segun el sitio en
donde habita la bacteria es posible clasificarlas en bacterias de vida libre, asociadas
(habitando la rizésfera, el rizoplano o la filésfera de la planta), o que habitan el interior
de la planta (incluyendo a las enddfitas, patégenas y rizobios) (84).

Las bacterias enddfitas son un subgrupo de la comunidad rizobacteriana capaces de
colonizar los tejidos internos de las raices, tallos y hojas de la planta (habitando los
espacios intercelulares), e interaccionar con ella de forma sinérgica (69, 120). Por un
lado, la planta se beneficia ya que ciertos enddfitos intervienen su desarrollo
fisioldgico, pudiendo acelerar la emergencia de las semillas, promover el crecimiento
bajo condiciones adversas, prevenir el desarrollo de enfermedades mediante la sintesis
de metabolitos particulares, asi como proporcionar resistencia a metales pesados (13,
33, 138). Ademas, pueden actuar como agentes de biocontrol ya que colonizan nichos
similares a los de los patégenos (131). Por otro parte, para los endéfitos, el ambiente
del interior de la planta es mas favorable que el ambiente rizosférico, ya que cuentan
con disponibilidad de nutrientes, son menos vulnerables a la competencia con otras
bacterias, estan protegidos de los distintos factores de estrés abidticos (temperatura,
radiacion ultravioleta, potenciales 6ésmicos), y se aseguran su dispersién por
transferencia en forma pasiva (104, 121). La relacion del endéfito con la planta puede
ser obligatoria o facultativa. Los enddfitos obligados dependen del huésped para su
crecimiento, sobrevida y dispersion, mientras que los facultativos pueden habitar la
planta u otro ambiente, en distintos momentos de su vida (71).

La comunidad bacteriana que habita dentro de la planta presenta una estructura

dinamica que se encuentra influenciada por factores bidticos y abidticos. En primer

14



INTRODUCCION

lugar, la rizésfera determina las condiciones fisicoquimicas y bioldgicas que favorecen
el crecimiento y la reproduccién de algunos grupos bacterianos del suelo, al tiempo
que suprimen otros (50). De ese conjunto de grupos bacterianos pre-seleccionados, la
planta realiza otra seleccion determinando la composicién y distribucion de la
comunidad endofitica que la habitard (69). Es por esto que la microbiota en la
endosfera de la raiz es significativamente menos diversa que la microbiota de la
rizosfera y que la del suelo (89). Por otra parte, se ha reportado que el nimero de
endéfitos es de 10°-10° céIuIas.g'1 de tejido vegetal, lo cual es considerablemente
menor al nimero de células bacterianas que se pueden encontrar en el suelo (10°-
10° céIuIas.g'1 suelo) o en la rizésfera (10°-10° céIuIas.g'1 tejido vegetal) (26). Esto
sugiere que efectivamente las raices establecen un filtro que restringe la composicién
de la comunidad bacteriana (25). Las comunidades endofiticas son tipicamente
dominadas por Proteobacterias (~50% abundancia relativa), Actinobacteria (~10%),
Firmicutes (~10%) y Bacteroidetes (~10%). También es posible encontrar en menor
proporcién otros filos bacterianos, tales como Chloroflexi, Cyanobacteria,
Armatimonadetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes y Nitrospirae (137, 50). Las
Archaea, Acidobacteria y Gemmatimonadetes estan frecuentemente ausentes o en
proporcién casi nula (<1%) en las raices, a pesar de ser representantes significativas en
las comunidades microbianas del suelo (11, 137).

Por otra parte, la distribucion de los enddfitos no es uniforme en toda la planta,
depende de la complejidad morfoldgica de cada tejido/drgano, existiendo diversos
subnichos dentro de la planta. Si bien se han encontrado enddfitos en raices, tallos,
hojas, flores, frutos y semillas, se ha visto que la mayor diversidad y densidad de
bacterias enddfitas se encuentra en la raiz (131). La especificidad de la bacteria por
determinado huésped y/o tejido esta dada por una adaptacidén evolutiva, se puede
clasificar en ubicuas (bacterias que crecen en cualquier hospedero o tejido), especificas
(solo crecen en un determinado hospedero o tejido), o flexibles (presentan preferencia
por algunos hospederos o tejidos) (136).

Para comprobar el estilo de vida enddéfito de una bacteria que fue aislada a partir de
tejidos de plantas con su superficie desinfectada, fue definido un criterio con fines
practicos. El mismo consiste en constatar la presencia de la bacteria dentro del tejido

de la planta re-inoculada mediante microscopia (121). Esta busqueda implica la
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INTRODUCCION

identificacion de las bacterias en el tejido mediante hibridacién inmunolégica in situ o
mediante marcaje con genes reporteros. Ademas, la bacteria aislada debe cumplir los
postulados de Koch, ser capaz de reinfectar al huésped y persistir en él (127, 121). Las
técnicas de visualizacion microscépica, junto con técnicas de caracterizacién de
mutantes, también sirven para definir y estudiar los procesos de colonizacién de la

planta (136).

1.1.1. MECANISMO DE COLONIZACION ENDOFITA DE LA PLANTA

El proceso de colonizacién activa implica que la bacteria en el suelo reconozca a la
planta mediante sefiales moleculares y se dirija hacia la raiz para adherirse a la
superficie vegetal, colonizando primariamente el rizoplano y finalmente penetrando el
tejido en donde se multiplicara, pudiendo dispersarse a través de los tejidos vasculares
(97). Otra posible via de colonizacién de hospederos es mediante mecanismos pasivos,
como lo es la propagacién vertical a través de semilla, yemas vegetativas o el uso de

hongos como vectores (127) (Figura 1).
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Figura 1. Representacién de la distribucién bacteriana en la raiz de una planta. Los
sitios emergentes de raices laterales, la cofia y las heridas en la superficie de la raiz son
los principales puntos criticos de la colonizacién bacteriana. Los évalos de diferentes
colores muestran los distintos estilos de vida de las bacterias enddfitas. Naranja,
enddfito facultativo; borde celeste, enddfito obligado; azul, enddfito pasivo; negro,
bacteria del suelo; ovalo rosa, bacteria asociadas a hongos. Adaptado de Liu et al.,
2017 (89).

Acercamiento y adhesion a la raiz

El mecanismo de acercamiento activo estd impulsado por la atraccion quimiotactica
gue las bacterias tiene por los tejidos de la planta. La atraccidon es generada por los
exudados radiculares, los cuales representan una fuente nutricional para la bacteria
(93). La composicién exacta de los exudados varia segun el tipo de cultivo, el estado
fisioldgico, la composicion del suelo y el estrés al que estd sometida la planta (65, 128).
La composicion también dependerd de la microbiota presente en la rizésfera, ya que las
plantas son capaces de reconocer a los microorganismos que le son benéficos o
patégenos y responder acordemente, produciendo determinados compuestos que

modulan la comunicacion (6, 66). Los quimioatrayentes mas comunes que se pueden
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encontrar son los acidos organicos, carbohidratos y aminoacidos exudados por la
planta (7, 71, 162).

La bacteria responde desplazdndose hacia la superficie radicular, generalmente
mediante flagelos, y posteriormente estableciendo interacciones electrostaticas débiles
con la pared celular vegetal (158). Diversos genes han sido reportados como los
responsables de la respuesta de la bacteria a los exudados, incluyendo aquellos que
codifican para los componentes aromaticos de catabolismo, la biosintesis de
aminodcidos, el sistema de secrecidn del tipo Il y proteinas generadoras de energia

(100).

Colonizacién de la superficie radicular

Luego de establecidas las interacciones débiles, las cuales son rapidas y reversibles, la
bacteria se ancla definitivamente a las paredes de las células de la planta mediante
interacciones especificas irreversibles. Estas interacciones involucran la participacion de
fimbrias, pilis, lipopolisacaridos, exopolisacaridos y proteinas de membrana externa,
como porinas y la proteina mayor de membrana (27, 49, 103, 150). El desarrollo de una
poblacién bacteriana sobre la pared celular representa una ventaja para la bacteria, ya
gue aumenta su probabilidad de supervivencia y eventualmente de ingresar a los
tejidos internos. La disposicidon de las bacterias puede ser en forma de agregados y/o
formando peliculas bacterianas (biopeliculas), en donde se favorece la transferencia

horizontal de genes e intercambio de sefiales de quorum sensing (2).

Infeccioén y colonizacién de los tejidos internos

Los enddfitos que infectan plantas tienen que ser colonizadores competitivos y
posicionarse estratégicamente en los sitios de potencial ingreso a la raiz (121). Para
ingresar a la planta, existen dos tipos de mecanismos: activos o pasivos. La mayoria de
las veces el ingreso a los tejidos de la planta es pasivo, ya que las bacterias aprovechan
las aberturas naturales, tales como los estomas, lenticelas, tricomas y sitios de
emergencia de las raices laterales o las heridas generadas por microorganismos
patégenos (121). El ingreso activo puede darse en zonas donde el tejido estd

diferenciandose y elongando, por ejemplo la cofia de la raiz. Para penetrar el tejido las
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bacterias utilizan vectores tales como los insectos o secretan enzimas degradadoras de
la pared celular tales como proteasas, celulasas, hemicelulasas y enzimas lignoliticas
(40, 41,71, 77, 106, 121, 122). Dichas enzimas son las mismas que utilizan las bacterias
patdgenas, sin embargo, los endéfitos no inducen la respuesta de hipersensibilidad de
la plantas ya que ocurren a densidades poblacionales bajas y es por ello que la planta
no rechaza su ingreso (69). Una vez dentro de los tejidos radiculares, algunas bacterias
logran colonizar el sistema vascular de la planta donde pueden dispersarse a los demds

organos, pudiendo alcanzar tallos, hojas, frutos y semillas (41, 71).

1.2 MECANISMOS DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO
VEGETAL

Ciertas bacterias son capaces de promover el crecimiento vegetal (PCV) mediante una
diversidad de mecanismos e interacciones con la planta. Cuanto mas intima sea la
relacion, las interacciones seran mas complejas, traduciéndose en mayores beneficios
para ambas partes. La interaccién mas especifica es la simbiosis, seguida por los
enddfitos obligados, luego los facultativos y finalmente las bacterias de vida libre que
habitan el rizoplano o la rizésfera (54, 84).

Los mecanismos por los cuales las bacterias promueven el crecimiento vegetal son
comunmente clasificados en directos e indirectos (Figura 2). Los mecanismos directos
comprenden aquellos que regulan el crecimiento vegetal actuando como
fitoestimulantes, ya que producen o regulan hormonas estimulantes del crecimiento
vegetal, como lo son las auxinas, giberelinas, citoquininas y etileno. También incluye
aquellos mecanismos que operan como biofertilizantes, ya que incrementan el
crecimiento de las plantas mediante el mejoramiento del ciclo de los nutrientes y
minerales, movilizando nutrientes que no se encuentran disponibles para la planta
(fosforo, hierro, nitrégeno, etc.) (56). Por otra parte, los mecanismos indirectos
comprenden aquellos que proveen proteccidén a la planta contra factores bidticos

(control biolégico) o mediante la estimulacién de la resistencia sistémica inducida de
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las plantas (40, 94). Recientemente, diversos estudios han demostrado la efectividad de
los enddfitos en proteger a las plantas frente a diversas fuentes de estrés abidtico,

incluyendo sequias (125, 140), bajas temperaturas, (147, 148) y estrés salino (1).

ENDOFITOS
\
MECANISMOS INDIRECTOS
Proteccién Induccidn de la
MECANISMOS DIRECTOS contra factores resistencia
| sistémica
Biofertilizacion Fitoestimulantes Bidticos (competencia, Abidticos (Sequia, bajas
| predacion o parasitismo, temperaturas, estrés
\L \L \L inhibicion) salino)

Fijacion Solubilizacién  Giberelinasy AlA Etileno
bioldgica del de P, K, Fe citoquininas

nitrogeno

Figura 2. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal por parte de bacterias
enddfitas.

1.2.1. CONTROL BIOLOGICO E INDUCCION DE LA RESPUESTA
SISTEMICA

El control bioldgico contra fitopatdgenos se realiza mediante la competencia por el
nicho (nutrientes, agua, luz, oxigeno); por predacion o parasitismo del agente y/o por la
produccién de metabolitos secundarios téxicos (antibidticos, bacteriocinas) que
inhiben el crecimiento del patdgeno (40).

Los microorganismos inductores de la respuesta sistémica, benefician a las plantas, ya
gue sin ocasionarles dafios las «inmunizan» otorgandoles el potencial de movilizar sus

defensas mas rapida y efectivamente en presencia del patégeno (94).
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1.2.2. FITOESTIMULANTES

Las hormonas de crecimiento vegetales (fitohormonas) son reguladoras del desarrollo
vegetal. La planta depende de ellas para llevar a cabo sus procesos fisioldgicos,
participan en la regulacién de procesos como la quiescencia y germinacién de semillas,
la formacidn de raices, floracion, la ramificacion, macollaje, la maduraciéon de los frutos
y la resistencia de las plantas a factores ambientales (145). La produccion de
fitohormonas exdgenas a la planta, es un mecanismo PCV de suma relevancia y es
considerado posiblemente el mayor mecanismo promotor de crecimiento vegetal por

bacterias endofitas (31).

Auxinas

Las auxinas participan en diversos procesos relacionados con el desarrollo de la planta,
como lo son el crecimiento, la dominancia apical, el enraizamiento, la partenocarpia, el
tropismo y la abscisidon. El representante mas caracteristico y de mayor abundancia
dentro de la familia de las auxinas es el acido indolacético (AlA). Se estima que casi el
80% de las bacterias rizoféricas son capaces de sintetizar AIA (113). Las bacterias
productoras de AIA pueden actuar incrementando el desarrollo de las raices,
permitiendo a la planta acceder a mas nutrientes y agua del suelo, asi como aumentar
o influenciar los niveles endégenos de las auxinas de la planta (113). Se conocen seis
vias de sintesis del AlA, las cinco mas comunes son dependientes del triptéfano

secretado por la planta y una es independiente del mismo (144).

Etileno

La produccidn de etileno en plantas sucede durante la germinacién, maduracién de
frutos, abscision o senescencia de hojas y flores. Su produccién también puede
inducirse como respuesta a situaciones de estrés, tales como las condiciones
ambientales o heridas mecanicas. Ciertas bacterias son capaces de modular la

concentracién de etileno al producir la enzima 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato

21



INTRODUCCION

(ACC) desaminasa, la cual es encargada de hidrolizar el ACC, precursor inmediato del

etileno, produciendo amonio y acetobutirato (59).

1.2.3. BIOFERTILIZACION

Ciertas bacterias son referidas como biofertilizantes ya que poseen la capacidad de
convertir los minerales del medio (fésforo, hierro, potasio, nitrégeno, etc.) a formas

biodisponibles para las plantas, ayudando a su nutricién y crecimiento.

Solubilizacién de fosfatos

El fésforo es el tercer factor limitante para el crecimiento de las plantas, luego del agua
y el nitrégeno (159). La mayoria de los suelos contiene cantidades de fosfatos
suficientes para mantener a la planta en crecimiento. Sin embargo muchas de las
formas en las que se encuentra no son biodisponibles para las plantas, las cuales
Unicamente logran absorber el fésforo como H,PO, y HPO, (124). Determinadas
bacterias son capaces de solubilizar el fosfato inorganico o mineralizar el fosfato

organico, volviéndolo asi disponible para las plantas (88).

Produccién de sideréforos

El hierro a pesar de encontrarse en abundancia en el suelo, es dificilmente soluble a pH
neutro, por lo que no se encuentra disponible para todos los organismos. En
condiciones limitantes de hierro, ciertas bacterias producen quelantes de bajo peso
molecular altamente especificos para el ion férrico llamados sideréforos los cuales
actuan quelando el Fe*" para luego internalizarlo activamente. Asimismo, algunas
especies de plantas pueden absorber los complejos Fe*-sider6foro bacterianos en la
superficie de la raiz donde es reducido y absorbido (57). Otro rol de los siderdforos es
actuar como competidores de hierro frente a otros microorganismos de la comunidad

bacteriana, pudiendo actuar como agentes de biocontrol (86).
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Fijacion biol6gica del nitrégeno

El nitrogeno en las plantas, se encuentra formando parte de numerosas biomoléculas
como las proteinas, los acidos nucleicos, las porfirinas y los alcaloides, siendo asi uno
de los principales factores limitantes para su crecimiento. Las plantas son capaces de
asimilar el nitrégeno presente en el suelo Unicamente en forma de nitrato y amonio.
Sin embargo, solamente el 2 % del nitrégeno total del suelo se encuentra en las formas
biodisponibles por las plantas, de modo que la mayor parte del nitrégeno necesario
para su crecimiento proviene de la fijacién bioldgica del nitrogeno atmosférico (FBN)
(54). La FBN es el proceso por el cual un grupo de microorganismos denominados
diazétrofos, reducen el nitrégeno atmosférico (N,) a amonio (NHs"). En términos
numeéricos, el 60 % del N, total incorporado cada ano al suelo se debe a la FBN,
mientras que un 30 % se debe al proceso de Haber-Bosh y el restante 10 % proviene de
procesos no bioldgicos realizados en la atmdsfera (54).

El espectro de organismos diazotrofos es muy amplio, con representantes tanto en las
arqueas (2 géneros) como en las bacterias (38 géneros) y las cianobacterias (20
géneros) (160). También son muy diversos sus habitats y modos de vida.
Particularmente con las plantas, han establecidos diversos tipos de asociaciones
simbidticas, lo que les ha permitido distribuirse ampliamente en la bidsfera, ocupar
diferentes nichos y adaptarse a diversas condiciones ambientales (4). En esta
diversidad, se encuentran diferentes niveles de eficiencia en el proceso de FBN. El mas
especifico y eficiente involucra la formaciéon de ndédulos en leguminosas, las bacterias
involucradas en este proceso son los rizobios miembros de los subgrupos Alfa y Beta
del filo Protobacteria. Bacterias del género Frankia también son capaces de establecer
una asociacién simbidtica con plantas no leguminosas, induciendo la formacién de
nddulos en las raices pero con menor eficiencia que los rizobios. Estas actinobacterias
diazotroficas son capaces de asociarse simbidticamente con ca. 200 especies diferentes
de angiospermas en una relacion benéfica para ambas partes (45).

Por otro lado, un gran grupo de bacterias enddfitas diazétrofas se asocian a las raices y
demads drganos internos de las plantas, donde encuentran un habitat propicio para
realizar la FBN e intercambiar nutrientes con la planta. Algunos géneros que incluyen
bacterias enddfitas diazdtrofas son Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter,

Bacillus, Beijerincka, Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
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Paenibacillus, Pseudomonas, Kosakonia y Stenotrophomonas (45). Finalmente, se
pueden encontrar diazétrofos de vida libre, los cuales ocupan nichos ecolégicos muy
diversos. Los mismos incluyen anaerobios estrictos (Desulfovibrio, Clostridium),
anaerobios facultativos, que fijan solo en condiciones anaerdbicas (Klebsiella,
Citrobacter) o microaerdbicas (Azospirillum, Xanthobacter) y aerobios estrictos
(Azotobacter, Beijerinckia) (4).

La FBN es catalizada por el complejo enzimdtico nitrogenasa, el cual requiere para la
reaccion un donador de electrones y ATP (Figura 3). Por otra parte, requiere que la
concentracién de O, intracelular sea regulada, ya que la mayor parte de las
nitrogenasas son inhibidas irreversiblemente por oxidacion. En condiciones fisioldgicas,
los electrones son utilizados para reducir el Ny a amonio y en menor cuantia H" a H,. Sin
embargo la enzima no es completamente especifica para el N,, siendo capaz de utilizar

otros sustratos con triples enlaces como cianuro, 6xido nitroso o acetileno (108, 134)

NITROGENASA

/N

16-MgATP  16-MgADP + P,

N,+ 8H"+ 8¢’ 2NH3+ H;

Figura 3. Reaccidén de reduccion del nitrégeno atmosférico a NH;3 catalizada por el
complejo enzimatico ntrogenasa.

El complejo nitrogenasa se encuentra altamente conservado tanto en los diazétrofos
de vida libre como en los simbidticos. Si bien existen distintos tipos de nitrogenasas, la
mas abundante y ampliamente distribuida entre los organismos diazétrofos consta de
dos ferrosulfoproteinas: la Fe-proteina (dinitrogenasa reductasa), un dimero con
estructura a, y masa molecular de 62 KDa, codificada por el gen nifH; y la FeMo-
proteina (dinitrogenasa), un tetrdmero con estructura o,B, y masa molecular de 220
KDa, codificada por los genes nifD (subunidad a) y nifK (subunidad B) (116). La Fe-
proteina enlaza el ATP-Mg y reduce especificamente la FeMo-proteina, mientras que la
FeMo-proteina enlaza y reduce el sustrato (Figura 4). La FBN es regulada a nivel
transcripcional y postraduccional mediante inactivacion reversible. La disponibilidad de

nitrégeno o la presencia de oxigeno, son moduladores del proceso (118).
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Figura 4. Esquema del complejo enzimatico nitrogenasa. Adaptado de Taiz & Zeiger,
2002 (151).

La actividad FBN ha sido estudiada mediante una amplia cultivar de métodos. En
organismos vivos se puede medir mediante andlisis de Kjeldahl que permite
determinar el N total (28), por enriquecimiento con N*> medido por espectrofotometria
de masas (28), y por incorporacién de N** medio por conteo radiactivo (29, 112). En
células puede ser medida por enriquecimiento de N, incorporacién de N (29, 112),
ensayo colorimétrico de NHs (44) y consumo de N,-H, (110) entre otros. Estos métodos
son relativamente insensibles, a excepcién del método de N13, el cual tiene como
desventaja que su aplicacidon es muy limitada por su tiempo de vida corto (10 minutos).
El método mas sensible y eficiente es el de reduccidon de acetileno (ARA), el cual se
basa en que la enzima nitrogenasa es capaz de catalizar la reduccidon de una cultivar de
sustratos que contengan un triple enlace en su molécula, por ejemplo puede reducir
acetileno a etileno. El método consiste en cuantificar la concentracidn de etileno como
medida de la actividad nitrogenasa. La deteccidon se realiza mediante cromatégrafo de

gases con llama de hidrogeno. (73,74)
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1.3. SORGO DULCE

1.3.1. ORIGEN Y MORFOLOGIA

El sorgo dulce (Sorghum bicolor (L) Moench) pertenece a la familia Poaceae, tribu
Andropogonae. Este cultivo es originario de las estepas y sabanas del Africa oriental,
existie una gran diversidad de razas y cultivares (47) (Figura 5). Su morfologia consiste
en un formato tipo cafia, con un tallo cilindrico que puede alcanzar alturas desde 50
centimetros hasta 4,5 metros. Su tallo actia como érgano de reserva de grandes
concentraciones de azuUcares y carbohidratos. Tiene un sistema radicular fibroso
extenso y ramificado, que puede penetrar hasta 1,8 metros dentro del suelo. Las hojas
se presentan en un numero de entre 7 y 28 dispuestas en forma alternada y opuesta.
Morfolégicamente, las hojas son similares a las del maiz, siendo lineales, lanceoladas,
con un borde con dientes curvos, filosos y numerosas células motoras ubicadas cerca
de la nervadura central del haz. Los macollos se forman a partir de las yemas axilares
localizdndose generalmente en el extremo de la planta y siendo su maduracién mas
tardia que la del tallo principal. La forma de las flores en la espiga es variable entre las
razas. La planta se autopoliniza, ya que la espiga estd compuesta por flores bisexuales.
El grano es una caridpside esférica y oblonga, de color negro, rojizo y amarillento de
alrededor de 4 mm de diametro (3). Este cultivo posee un metabolismo C4 (ciclo del
malato), lo cual significa que la temperatura, la intensidad luminica y el fotoperiodo
deben ser considerados como factores de control o limitantes, afectando tanto los

rendimientos de tallos como el contenido de azucares utilizables de los jugos.
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Figura 5. Sorgo dulce (Sorghum bicolor (L) Moench). a. Inflorescencia. b.
Infrutescencia. c. Plantacién de sorgo dulce.

1.3.2.USOS Y CULTIVO

El sorgo dulce representa un grano basico para millones de personas, es el quinto
cultivo de mayor importancia en el mundo, luego del trigo, el arroz, el maiz y la cebada.
Su ventaja radica en que se adapta a crecer en zonas con altas temperaturas, suelos
pobres y requiere de poca agua, lo que lo hace ideal para crecer en tierras que no
resultan aptas para muchos otros cultivos. Tiene usos muy variados y es por eso que se
lo considera un cultivo multipropdsito: el grano es usado como alimento humano y
animal, la porcién vegetativa para forraje y a partir de sus jugos se produce etanol
carburante (60, 142).

Actualmente, es uno de los insumos energéticos mds importantes para la produccion
de biocombustibles debido al elevado porcentaje de azlcares fermentables en su tallo
(16-23%, similar a la cafia de azucar) (24). Para optimizar los rendimientos industriales,
este cultivo suele ser incorporado en ciclos de rotacidn con otras materias primas para

produccién de bioetanol, como la cafia de azucar y la remolacha azucarera. Ademas, el
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procesamiento industrial del sorgo dulce coincide con el de la cafia de azlcar, por lo
gue se puede utilizar la misma maquinaria para ambas materias primas. Esto es lo que
sucede en Uruguay, donde el sorgo es procesado en las mismas instalaciones que la
empresa Alur S.A. utiliza para industrializar la cafia de azucar. El procesamiento de este
cultivo ocurre entre los meses de marzo y abril, mientras que el de la cafia de azucar es
entre los meses de junio y noviembre. Este esquema aumenta la eficiencia al extender
en dos meses el uso de la fabrica sin que haya solapamiento entre las materias primas
utilizadas (http://www.alur.com.uy/articulos/2011/p-15-7-11.html). En nuestro pais el
cultivo de sorgo dulce se ha incrementado a lo largo de los ultimos afos. En el periodo
2005-2006 se pasé de 450 a 1200 hectdreas sembradas; en el 2006-2007 a mas de
2.000 hectareas y entre los afios 2017 y 2018, se sembraron 29.000 hectdreas a partir
de las cuales se procesaron 76.000 toneladas del cultivo (101, 105).

Para mejorar los rendimientos de biomasa de este cultivo son aplicadas altas
concentraciones de fertilizantes quimicos nitrogenados. La aplicacion de fertilizantes
quimicos repercute negativamente sobre el ambiente ya que alteran el complejo
sistema de los ciclos biogeoquimicos del suelo, agua y aire (115). Aproximadamente el
50% del fertilizante aplicado se pierde del sistema suelo-planta mediante emisiones
gaseosas, lixiviacion, erosidon y escurrimiento lo que lleva a una degradacién de los
ecosistemas, contribuye al efecto invernadero y contamina con nitrato y fésforo el agua
superficial y la napa fredtica (123). Por otra parte, la fertilizacion es uno de los
principales gastos de produccién en la agricultura de paises como el nuestro, el cual
importa grandes cantidades del mismo.

Estas problematicas hacen necesaria la busqueda de alternativas no tradicionales que
logren reducir la dependencia de la fertilizacién quimica nitrogenada y que sean
sustentables econdmica y ambientalmente (143). Una tecnologia amigable con el
ambiente, que ofrece una alternativa para una producciéon agropecuaria sustentable, es
el uso de uso de bacterias PCV como biofertilizantes, con particular interés en las

bacterias diazotrofas (58).
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ANTECEDENTES DEL GRUPO DE TRABAJO Y DE LA LINEA DE INVESTICACION

El Departamento de Bioquimica y Gendmica Microbianas (BIOGEM) del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) cuenta con una larga trayectoria en
el estudio de la interaccion entre bacterias PCV y cultivos de interés agrondmico
(leguminosas y gramineas). Concretamente, la linea de investigacién en la cual se
enmarca esta tesis, tiene como objetivo generar conocimiento para el desarrollo de
inoculantes basados en bacterias endéfitas PCV nativas, que permitan sustituir total o
parcialmente el uso de fertilizantes quimicos. Las primeras investigaciones tuvieron
como foco el estudio de las bacterias PCV asociadas a la cafa de azucar (Saccharum
officinarum) y posteriormente se extendié el estudio a otros cultivos de interés
agrondmico incluyendo el sorgo dulce (Sorghum bicolor (L.) Moench), festuca (Festuca
arundinacea) y canola (Brassica napus) (43, 51, 75, 98, 153, 154, 155).

Especificamente para el cultivo de sorgo dulce, se construyd una coleccion de bacterias
asociadas a los tejidos internos (raices, tallos y semillas) de plantas adultas de sorgo
dulce cv. M81E crecidas en campo (75, 98). Las bacterias de la colecciéon fueron aisladas
en un medio de cultivo sin nitrégeno en su composicion y crecidas bajo condiciones de
microaerofilia, lo cual favorecié la seleccién de probables bacterias diazdtrofas.
Posteriormente, la coleccién fue caracterizada buscandose in vitro la presencia de
caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal (produccion de sideréforos, sintesis
de AIA, solubilizacién de fosfatos, presencia del gen NifH y crecimiento en forma de
biopelicula), asi como caracteristicas probablemente involucradas en el proceso de
colonizacion e infeccion de las plantas (produccién de enzimas celuloliticas,
hemiceluloliticas y proteasas). Los aislamientos de interés fueron identificados a nivel
de género mediante la amplificacién y secuenciacién del gen marcador ADNr 16S.
Siguiendo esta aproximacion se logrdé construir y caracterizar una colecciéon de 181
aislamientos de probables enddéfitos nativos, de los cuales 102 presentaron el gen NifH
y crecieron en forma de biopelicula en medio de cultivo semisélido, 11 produjeron AIA
y una solubilizé fosfatos. Asimismo, el analisis filogenético permitié conocer a que
pertenecen 38 de los aislamientos, los cuales incluyeron: Cellulomonas,
Microbacterium, Enterobacter, Kosakonia, Citrobacter, Pantoea, Klebsiella,

Staphylococcus y Bacillus (75).
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HIPOTESIS

La hipdtesis de este trabajo propone que cepas diazétrofas, pertenecientes a la
coleccién, establecen una interaccion endofitica con plantas de sorgo dulce y

promueven su crecimiento vegetal.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir a la sustentabilidad ambiental del cultivo de sorgo dulce en Uruguay,
mediante el aporte de conocimientos basicos para el desarrollo de un inoculante

basado en bacterias promotoras del crecimiento vegetal nativas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Determinar la capacidad de fijar bioldgicamente nitrégeno de cepas

pertenecientes a la coleccién.

II.  Evaluar la respuesta de plantas de sorgo dulce a la inoculacién con bacterias

diazotrofos, en condiciones gnotobidticas y de invernaculo.
lll.  Evaluar en plantas de sorgo dulce, el efecto combinado de la fertilizacidén
guimica nitrogenada y la inoculacion con bacterias promotoras del

crecimiento vegetal, bajo condiciones de inverndculo.

IV.  Determinar si cepas PCV seleccionadas son endéfitas verdaderas de plantas
sorgo dulce.
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2.1. CEPAS BACTERIANAS Y SEMILLAS

Las cepas bacterianas empleadas en este trabajo forman parte de una coleccién de
aislamientos presuntos endoéfitos diazétrofos asociados a tejidos de raices, tallos y
semillas de plantas de sorgo dulce de la cultivar comercial M81E. Las bacterias habian
sido aisladas en un medio de cultivo sin nitrégeno en su composicion y crecidas bajo
condiciones de microaerofilia, lo cual favorecid la seleccion de probables bacterias
diazotrofas. Dicha coleccion fue caracterizada fisiolégica y genéticamente, se
seleccionaron posteriormente un subconjunto de aislamientos en base a sus
caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal (PCV) in vitro e identidad de

género. Este subconjunto fue el sujeto de estudio de esta tesis (75) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los aislamientos utilizados en esta tesis.

Caracteristicas
relacionadas a la
infeccion

Caracteristicas relacionadas a la
bioestimulacién y biofertilizacion

Organo de

Cepa . . . ¥ o
P procedencia Identidad Presencia  Crecimiento .,
Produccion Sol. de

dil,-f:n en;;::jade de AIA fosfatos Celulasas  Proteasas
UYsB139 Semilla Kosakonia sp. + + + - - -
UYSB140 Semilla Pantoea sp. + + + - - -
uUYsB141 Semilla Pantoea sp. + + + - - -
UYSB143 Semilla Bacillus sp. + + - - - -
UYSB146 Semilla Kosakonia sp. + + + - - -
uYsB148 Tallo Leclerciaade sp. + + - - - -
UYSB149 Tallo Kosakonia sp. + + + - - -
UYSB150 Tallo Enterobacter sp. + + + - - -
UYSB50 Raiz Enterobacter sp. + + + - - -
UYSB53 Raiz Cellulomonas sp. + + - - - -
UYSB55 Raiz Enterobacter sp. + + - - - -
UYSB59 Raiz Citrobacter sp. + + - - - -
UYSB63 Raiz Bacillus sp. + + - - - -
UYSB68 Raiz Enterobacter sp. + + + - - -
UYSB73 Raiz Enterobacter sp. + + + - - -
UYSB83 Raiz Enterobacter sp. + + - - + +
UYSB89 Raiz Kosakonia sp. + + + - - -
UYSB106 Raiz Kosakonia sp. + + - + - -
UysB108 Raiz Kosakonia sp. + + - - - -
UYSB109 Raiz Kosakonia sp. + + - - - -
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Caracteristicas
relacionadas a la

Caracteristicas relacionadas a la
bioestimulacién y biofertilizacién

Cepa Organo de _ ‘ _ — infeccién
P S P:JZSIZZT (e:r:egrrnn:ean;z Froduccion = 5ok 6 Celulasas  Proteasas
ey el de AIA fosfatos
UYSB116 Raiz Klebsiella sp. + + - - - -
UYSB135 Raiz Citrobacter sp. + + - - - -
UYSB119 Raiz Bacilluss sp. + + + - - -
UYSB93 Raiz f;f’ph” lococcus + + . ) ] ]
UYSB75 Raiz S.D + + - - - -
UYSB77 Raiz S.D + + - - - -
UYSB85 Raiz S.D + + - - - -
UYSB88 Raiz S.D + + + - - -
UYSB91 Raiz S.D + + + - - -
UYSB92 Raiz S.D + + - - - -
UYSB99 Raiz S.D + + - - - -
UYSB101 Raiz S.D + + + - - -
UYSB112 Raiz S.D + + + - - -
UYSB125 Raiz S.D + + - - - -
UYSB132 Raiz S.D + + + - + +
UYSB151 Tallo S.D + + + - - -
UYSB152 Tallo S.D + + + - - -
UYSB60 Raiz S.D + + + - - -

Por otro lado, las semillas de sorgo dulce utilizadas en esta tesis, corresponden a la
cultivar M81E vy al hibrido ADV2010, ambas provistas por la empresa ALUR S.A. El
cultivar ADV2010 fue desarrollado por Ila empresa Advanta Semillas
(http://www.advantaseeds.com.ar/), a partir de la hibridacion de las cultivares S.
bicolor y S. saccharatum. Por otra parte el cultivar M81E fue desarrollado por la
Mississippi State University-Meridian (https://www.meridian.msstate.edu/) (23), a
partir de la cultivar S. saccharatum. Ambos cultivares presentan un elevado contenido
de azucares solubles y rendimiento estimado de etanol, entre otras caracteristicas

positivas de interés industrial (78).
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2.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA DE LOS
AISLAMIENTOS PCV

Se determiné la actividad nitrogenasa de ocho aislamientos seleccionados de acuerdo
con sus caracteristicas PCV evaluadas in vitro (presencia del gen nifH y capacidad de
crecer en viales conteniendo medio semisdlido de cultivo sin nitrégeno), y su
capacidad de promover el crecimiento vegetal de plantas de sorgo dulce en

condiciones gnotobioticas, asi como su identidad de género (tabla 2) (75).

Tabla 2. Aislamientos seleccionados para el estudio de su actividad nitrogenasa.

Aislamiento Nombre

UYSB106 Kosakonia sp.
UYsSB139 Kosakonia sp.
UYSB150 Enterobacter sp.
UYSB63 Bacillus sp.
UYSB73 Enterobacter sp.
UYSB85 Kosakonia sp.
UYSB89 Kosakonia sp.
UYSB93 Stapylococcus sp.
UYSB119 Bacillus sp.
UYSB55 Enterobacter sp.

Para la determinacion de la actividad nitrogenasa se utilizé la técnica de reduccién de
acetileno (ARA) (28, 73). La puesta a punto de los medios de cultivos asi como las
condiciones experimentales dptimas para la determinacién enzimatica fueron
realizadas en el marco de una pasantia en el Laboratorio de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad Federal do Parana de Brasil, bajo la direccién del Dr.

Emanuel De Souza y del Dr. Adriano Stefanello.
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2.2.1. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS

CEPAS EN ESTUDIO

Previo a la determinacién de la actividad nitrogenasa en las cepas en estudio se

pusieron a punto las condiciones de crecimiento bacteriano, asi como las condiciones

Optimas en las cuales cada cepa realizé FBN, para cada cepa en particular. Para esto, se

ensayaron los medios de cultivo NFCC (anexo) y el Nfb (anexo) y se realizaron

variaciones en las fuentes de carbono. Una vez definida la composicidon de los medios

de cultivos con los cuales trabajar, se realizaron ensayos para estudiar la actividad

nitrogenasa bajo diferentes condiciones de crecimiento (tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de cultivo ensayadas para la FBN de las cepas estudiadas.

Malato (2.5 gr/l)

Glucosa (1,25 gr/l)

Piruvato de sodio (1,27 gr/l)

Malato(2,5 gr/l) + glucosa (1,25 gr/l)

Malato (2.5 gr/l)

Glucosa (1,25 gr/l)

Piruvato de sodio (1,27 gr/l)

Malato(2,5 gr/l) + glucosa (1,25 gr/l)

Malato (2.5 gr/l)

Glucosa (1,25 gr/l)

Piruvato de sodio (1,27 gr/l)

Malato(2,5 gr/l) + glucosa (1,25 gr/l)

Liquido
NFCC
Semisdlido
Medio de cultivo
Liquido
Nfb
Semisdlido

Malato (2.5 gr/l)
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Glucosa (1,25 gr/l)

Piruvato de sodio (1,27 gr/l)

Malato(2,5 gr/l) + glucosa (1,25 gr/l)

Estufa de cultivo a

30°C

con o sin agitacion

con tapdn de goma hermético o con
tapon de espuma no hermético

(permite el intercambio gaseoso)

Composicidn atmosférica dentro del vial
sin modificar o sustituida por argoén
para evitar que las cepas entren en
contacto con el O, atmosférico (presion

atmosférica= 1 atm)

1 dias

3 dias

5 dias

1hr

2 hs

3 hs

4 hs

18 hs

2.2.2. ENSAYO DE REDUCCION DE ACETILENO (ARA)

La técnica consistié en inocular una suspension de 1x10” cel/ml de las cepas de interés,

en viales de 10 ml conteniendo 5 ml del medio de cultivo previamente determinado. El
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inéculo provino de un pre-cultivo en medio LB (Anexo) crecido durante 24hs con
agitacion a 30°C, el cual fue lavado en una soluciéon de NaCl 0.9%. Los viales inoculados
se crecieron en estufa a 30°C, hasta la visualizacion de un halo de crecimiento en
forma de pelicula (caracteristico de bacterias diazétrofas), en el caso de crecimiento en
medio de cultivo semisélido; o hasta que el medio adquirié turbidez en el caso de
medio de cultivo liquido. Posteriormente el vial se cerré6 herméticamente y se inyectd
0,5 ml de acetileno sustituyéndose asi el 10% de la atmdsfera dentro del vial. A partir
de la fase gaseosa se tomaron muestras de 1 ml a distintos tiempos, las cuales se

inyectaron y analizaron en un cromatdgrafo de gases del tipo FID (Figura 6.).

Incubacion bajo
las condiciones

Inoculau?n de viales (=%, determinadas Inyeccién de f?}' Lectura mediante
con 1x10 células de w{ especificamente acetileno enel " cromatdgrafo de =
las cepas a estudiar para cada cepa. vial (10% v/v) gases S -
» > —> | —>
H—C=C—H —

Figura 6. Estrategia experimental del ensayo ARA.

Un aislamiento fue considerado positivo cuando: 1- el cromatograma presentd dos
picos, correspondientes a la deteccidn de acetileno vy etileno, y 2- cuando el valor de
actividad nitrogenasa expresado en funcién de la concentracién de proteinas totales
dio mayor a 2 nmoles etileno/min.mg. El estandar de etileno utilizado tuvo una
concentracion de 2,23 nmol/0,5mL. En todos los casos, la medicion de la reduccién de
acetileno se realizé utilizando un cromatdgrafo de gases GC (Varian Star 3400 CX,
Estados Unidos) con un detector del tipo FID, y una columna Porapak N 80/160. Las
condiciones en las cuales se configuré el método de equipo fueron las siguientes (tabla

4):
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Tabla 4. Condiciones configuradas en el cromatégrafo GC-FID para la técnica ARA.

Velocidad de flujo 300 mL/min

Gas de arrastre N, (80 psi)

Gas de llama Aire comprimido (45 psi) e H, (65 psi)

Temperatura de la columna 110°C

Temperatura del inyector 120°C

Temperatura del detector 200°C

2.2.3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La actividad nitrogenasa de las cepas se expresé en funcion de la cantidad de proteinas
totales presentes en el vial como medida indirecta de la cantidad de células. La
concentracién proteica se determind mediante la técnica de Bradford (20). Dicha
técnica consistid, primero en vortexear el vial para homogeneizar el cultivo bacteriano.
Posteriormente, se agregaron 50 pl de NaOH 0,2M a 50 pl de la suspensién del vial y se
incubd durante 30 min a 37°C, para lisar las células. A continuacion, se colocaron 30ul
de la muestra en una placa de 96 pocillos y se le agregaron 170 ul del reactivo de
Bradford (anexo). Inmediatamente después se procedid a medir la absorbancia en
espectrofotémetro (Shimadzu, modelo UV1800, Japdn), a una longitud de onda de
595nm. La curva de calibracién se realizé con diluciones de BSA 0,2 mg/ml en agua
ultrapura (1/50, 3/47, 5/45, 10/40, 15/35, 20/30y 30/20). En este caso, a 15 pl de cada
dilucion se le agregé 15 pl de NaOH 0,2M y 170 pl del reactivo de Bradford. La técnica

se realizd por triplicado para cada una de las muestras y para la curva de calibracién.
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2.3 ENSAYOS DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL DE
PLANTAS DE SORGO DULCE

La capacidad PCV de las cepas en estudio fue evaluada mediante ensayos de respuesta
a la inoculacién en condiciones: i- gnotobidticos, ii- inverndculo vy iii- invernaculo, en
presencia de diferentes dosis de fertilizante quimico nitrogenado.

Como primer paso, para todos los ensayos, las semillas de sorgo dulce fueron
esterilizadas en su superficie siguiendo el protocolo puesto a punto previamente (98,
75). Brevemente, las semillas fueron incubadas con EtOH 70% (v/v) durante 5 min y se
lavé el remanente de alcohol con agua destilada estéril. Posteriormente se incubaron
con una solucién de hipoclorito de sodio 4% (v/v) durante 20 min en agitacion y
finalmente se enjuagaron cuatro veces con agua destilada. La efectividad de la
esterilizacién se comprobd, deslizando el material procesado sobre la superficie de una
placa de Petri conteniendo medio de cultivo TSA (Anexo) y luego se incubé durante 24
hs a 30°C. Se consideré una esterilizacion de superficie exitosa, aquella en la que no se

observé formacion de colonias bacterianas sobre la placa control.
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2.3.1. ENSAYO DE PCV EN CONDICIONES GNOTOBIOTICAS

En primera instancia se puso a punto el sistema para la realizaciéon de los ensayos, se

evaluaron diferentes medios de cultivo, soportes y pHs del medio (tabla 5).

Tabla 5. Puesta a punto del sistema para la realizacién de los ensayos PCV de plantas
de sorgo dulce en condiciones gnotobidticas.

MS (anexo)

Medios de cultivo de plantas

Jensen (anexo)

5,8

6,5

6,8

Bolitas de propileno
Soporte

Agar 0,4%

Una vez puesto a punto el sistema, el ensayo consistid en germinar semillas de la
cultivar M81E, previamente esterilizadas en su superficie, en placas de Petri
conteniendo agar-agua 0,8% (p/v) durante 48 hs a 30°C. Posteriormente, las semillas
germinadas se traspasaron a tubos de crecimiento de plantas conteniendo 15 ml de
medio de cultivo y bolitas de propileno como soporte. Se colocaron dos semillas por
tubo y se inocularon con una suspensién de 1x10’ células/semilla de la cepa en
estudio. El indculo se origind a partir de un cultivo crecido en medio de cultivo liquido
TSB (anexo) por 24 hs a 30°C. En el disefio experimental se incluyd un tratamiento de
referencia en el cual las semillas fueron inoculadas con la cepa tipo Azospirillum
brasilense SP7 (10). Por su parte, el tratamiento control negativo consistié en inocular
las semillas con 100 pl de NaCl 0,9% (v/v), mientras que al control positivo se les
agregd una soluciéon de KNOsz 0,05 % (m/v). Para este ensayo se realizaron 8
repeticiones por tratamiento, manteniéndose las plantas en el cuarto de cultivo

vegetal in vitro durante 20 dias con temperatura y fotoperiodo controlado (26°C, 16 hs
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de luz / 8 hs oscuridad) (Figura 7). Usando esta aproximacion se evaluaron 37 cepas
pertenecientes a la coleccion, en 4 experimentos diferentes. Se analizaron
estadisticamente los datos de la altura y peso seco de la planta entera, empleando el
programa estadistico Infostat (2008). Para esto se estudid la normalidad y la
heterogeneidad de varianzas en el conjunto de muestras. Posteriormente se realizd el

analisis de varianza, mediante la prueba LSD (p <0,05).

Traspaso de semillas a tubo

Seleccion de conteniendo medio para A los 20 dias (16hr luz/8hr
. . oo s plantas. oscuridad, 25°C) medicién

aislamientos de Esterilizacion de L, . .

N N . Inoculacién de las semillas con de los parametros

interés para ensayo =, semillas en su v

N

7 X . P
-—-\\gnotobio’tico. \ j‘, Superficie. i 1x10  cel/semilla con ¢/cepa. biomeétricos
=\ — = P [ o > _
. 7 v - v @

L5 s

Figura 7. Estrategia experimental del ensayo de PCV en condiciones gnotobidticas

2.3.2. ENSAYO DE PCV EN CONDICIONES DE INVERNACULO

Para este ensayo se seleccionaron las cepas Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp.
UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139, las cuales demostraron ser PCV en condiciones
gnotobidticas. El ensayo se realizd con las cultivares de semilla de sorgo dulce M81E y
ADV2010. La inoculacion de las semillas, previamente esterilizadas en su superficie,
consistié en sumergir 300 semillas en una suspensién bacteriana de 1x10’ células/ml
de la cepa a ensayar, suplementada con ampicilina 10 pg/ml, antibidtico al cual las
cepas evaluadas sus resistencias. La suspension se incubd durante 3hs con agitacién
suave, con el objetivo de que las bacterias logren adherirse a la superficie de la semilla.
El preinéculo empleado se origind a partir de un cultivo crecido en medio liquido TSB
por 24 hs a 30°C.

Las semillas inoculadas se traspasaron a macetas conteniendo tierra de vivero y arena
estéril (relacién 1:1 v/v). En cada maceta se colocaron 30 semillas, debido a los bajos

niveles de germinacién de estas cultivares. Luego de que germinaron se raleé dejando
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dos plantines por maceta. Durante el primer mes, en el cual los plantines estan débiles,
las macetas se colocaron en un cuarto de plantas con una temperatura controlada de
25°C y un fotoperiodo de 16 hs luz /8 hs oscuridad. Al mes, las plantas fueron
reinoculadas, sobre la base del tallo, con una suspensidn bacteriana de 1x10’
células/planta. Posteriormente, las macetas fueron traspasadas a un invernaculo con
iguales condiciones. Las plantas fueron regadas tres veces por semana. Las plantas
fueron cosechadas a los 4 meses post-siembra, momento en el cual se midieron los
pardmetros biométricos. En el disefio experimental se incluyd un tratamiento de
referencia, el cual consistid en inocular las semillas con la cepa tipo Azospirillum
brasilense SP7. Por otra parte, el tratamiento control negativo consistié en inocular las
semillas con NaCl 0,9% (m/v) y el control positivo en agregar el equivalente a 150 kgN
ha™t de urea. En este ensayo se realizaron 12 repeticiones por tratamiento con un
disefio completamente al azar (Figura 8). Al momento de la cosecha se midieron las
variables biométricas altura y didmetro del tallo, asi como el peso seco aéreo y
radicular. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente empleando el
programa estadistico Infostat (2008), se estudié la normalidad y la heterogeneidad de

varianzas en el conjunto de muestras y posteriormente se realizé el andlisis de varianza

L L / —
Esterilizacion de Traspaso a = Crecimiento en Reinoculacién ~ Al mes, ‘ ~ Alos tres =
semillas de sorgo dulce macetas cuarto de plantas @ mes con traspaso de los meses,
(variedad M81Ey conteniendo con condiciones 1x107 plantines al meqluon de los
ADV2010) en su tierray arela de 16hs/8hs cel/semilla con invernaculo (16 pAararT,\etAros
superficie. estéril (relacion luz/oscuridad, c/aislamiento a luz/8 hs biométricos de
Inoculacion de las 1:1v/v) 25°C. evaluar oscuridad, las plantas

semillas con

7
1x10 cel/semilla de
c/cepa, 3hs de agitacion

mediante el test de Tukey (p <0,05) y la prueba LSD (p <0,05).

Figura 8. Estrategia experimental del ensayo de PCV en condiciones de invernaculo.
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2.3.3. ENSAYO DE PCV EN CONDICIONES DE INVERNACULO EN
PRESENCIA DE DIFERENTES DOSIS DE FERTILIZACION QUIMICA
NITROGENADA

En este ensayo se evaluaron semillas de las cultivares M81E y ADV2010, esterilizadas
en su superficie e inoculadas con las cepas Kosakonia sp. UYSB89 y Kosakonia sp.
UYSB139, como se describié en el ensayo anterior. Al mes las plantas fueron
reinoculadas, sobre la base del tallo, con una suspension bacteriana de 1x10’
células/planta. En este estudio se evalué el efecto combinado de la fertilizacién
quimica nitrogenada a diferentes niveles (el equivalente a 0, 75 y 150 kgNha™ urea)
con la inoculacion bacteriana. La dosis de fertilizante fue aplicada gradualmente,
dosificdndose de a 25ngha'1 urea semanalmente hasta llegar a la concentracién final.
En la diagramacién de los tratamientos, las plantas sin fertilizacién nitrogenada ni
inoculacién se utilizaron como control negativo. Por otro lado, se emplearon plantas
sin inocular a las cuales se les anadié urea como fertilizante nitrogenado a una
concentracion final al equivalente de 75 o 150 kgN ha™.

El experimento incluyd 12 repeticiones por tratamiento con un disefio completamente
al azar. Las macetas se ubicaron en un invernaculo con un fotoperiodo de 16 hs luz/ 8
hs oscuridad. El ensayo se coseché a los cuatro meses post-inoculacidn evaluandose
los mismos parametros biométricos mencionados en el experimento anterior. Los
datos obtenidos fueron analizados estadisticamente empleando el programa
estadistico Infostat (2008). Se realizd el analisis de varianza mediante el test LSD (p

<0,05) para dos variables y mediante andlisis de contrastes de grupo.
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2.4. ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE PLANTAS DE SORGO
DULCE (CV. M81E) Y CEPAS PCV

Con el propdsito de investigar cual es la naturaleza de la interaccion entre plantas de
sorgo dulce y las cepas PCV Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119, Kosakonia sp.
UYSB139, se realizd una aproximacidon microscdpica. Las cepas mencionadas fueron
seleccionadas por su capacidad de PCV de plantas de sorgo dulce cultivar M81E en
condiciones gnotobidticas y de invernaculo.

La estrategia experimental consistié en inocular plantas de sorgo dulce con cepas
conteniendo un plasmido codificante para la proteina GFP (proteina fluorescente
verde) en condiciones gnotobidticas (Figura 9). Posteriormente, a diferentes tiempos
post-inoculacién, las plantas fueron cosechadas y se realizaron cortes ultrafinos de los
tejidos de raiz, tallo y hojas para ser visualizados mediante microscopia confocal de
fluorescencia (MCF). Paralelamente, se realizd la cuantificacion de la colonizacion
endofitica de plantas de sorgo dulce a los mismos tiempos post-inoculacién por conteo
de unidades formadoras de colonia (ufc) en placa. Esta aproximacién permitié describir

un modelo de infeccidon y colonizacién a lo largo del tiempo para cada cepa estudiada.
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Figura 9. Estrategia experimental abordada para la visualizacién de la colonizacién
bacteriana de la planta mediante microscopia confocal de fluorescencia.

2.4.1. TRANSFORMACION DE LAS CEPAS EN ESTUDIO

La estrategia consistid, en primera instancia, en preparar células termocompetentes de

la cepa Escherichia coli S17.1. Posteriormente, a dichas células termocompetentes, se
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les introdujo el pldasmido pHC60-gfp, el cual expresa la GFP bajo un promotor
constitutivo (35). Ademads, contiene una secuencia estabilizadora RK2 que evita que se
pierda el pldsmido con facilidad y un gen de resistencia a tetraciclina. El pldsmido se
mantiene independiente y no se integra al material genético de la célula.

Finalmente, las cepas de interés fueron conjugadas con la E.coli S17.1, para la

incorporacion del plasmido pHC60-gfp.

Preparacion de células termocompetentes de la cepa E.coliS17.1

El protocolo seguido fue el descrito por Chung et al. (37). Se prepard un preinéculo
creciendo la cepa E. coli S17 en medio de cultivo LB con agitacién, durante 24 hs a
37°C. Luego, tubos conteniendo 10 ml de medio de cultivo LB, fueron inoculados con
100 ul del preindculo y colocados en una estufa con agitacién a 37°C, hasta que el
cultivo alcanza una densidad éptica a 600 nm (D.O.go0) de 0.3. A partir de el, se
realizaron alicuotas de 1 ml y se centrifugd durante 10 min a 15.600 g. El pellet celular
obtenido fue lavado con 1 ml de H,O destilada estéril y se centrifugd en las mismas
condiciones. Finalmente, el sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendié en 100
ul de solucion TSS (anexo). Todo el protocolo descrito fue realizado manteniendo las
muestras en hielo. La suspensién obtenida se almacend inmediatamente en feezer a -

20°C.

Purificacion del plasmido pHC60

Células de la cepa Escherichia coli DH5a conteniendo el plasmido pHC60 (Figura 10) se
cultivaron en tubos de ensayo conteniendo 3 ml de LB + Kanamicina 100 pg/ml
durante 24 hs a 37°C y con agitacién hasta una D.O. gy de 0,3. Posteriormente, 1,5ml
del cultivo crecido se centifugaron en un microtubo, durante 30 seg a 15.600 g. El
sobrenadante obtenido se descartd y el pellet se resuspendidé con vortex en 150 ul de
buffer GET (anexo) suplementado con 2 pl/ pl de RNAsa 10 mg/ml. A la suspension
obtenida se le adicioné 150 pl de una solucién de lisis (anexo) y se mezclépor inversion
durante 1 min. A continuacién, a la suspensién se le adiciond 150 pl de acetato de

potasio para neutralizar, mezclandose nuevamente por inversion. Una vez
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homogenizada, se le adicionaron 100 pl de cloroformo con alcohol isoamilico en
relacién 25:1, se vortexed brevemente. La suspensidn obtenida fue centrifugada por 5
min a 15.600g, a partir de la cual se colectaron 400 ul del sobrenadante, a los cuales se
les agregaron 800 ul de EtOH 96%, centrifugandose nuevamente durante 10 min a
15.600g para precipitar al plasmido. El sobrenadante se descarté adicionandose al
pellet 1 ml de EtOH 70% y se centrifugd por otros 5 min a 15.600 g. Finalmente, el
sobrenadante se descartd y el pellet se secd en estufa a 30°C por 30 min para luego
resuspenderlo en 30 ul de agua ultrapura. Para comprobar si la extraccién fue exitosa
se realizd una electroforesis en gel de agarosa 0,9 % (p/v) en buffer TAE (anexo)
sometido a 90 V/cm. El agente intercalante utilizado fue el GoodView (Beijing SBS.
GenetechCo. Ltd.) en una relacién de 1ul/50ml (colorante: agarosa). El gel se observé

bajo luz UV.

Figura 10. Mapa fisico del plasmido pHC60
(http://www.biovisualtech.com/bvplasmid/pH C60.jpg).

Transformacion de las células competentes de la cepa E.Coli S17-1 con el
plasmido pHC60

La transformacion de las células de la cepa E. Coli S17-1 con el plasmido pHC60
se realizd mediante shock térmico. Para esto, microtubos conteniendo 0,5 uL de una
suspension del plasmido obtenido previamente fueron incubados con 100 pL de
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células competente durante 30 seg. en hielo, luego 30 seg. a 42°C vy finalmente 2 min.
en hielo. Luego, a cada tubo se le adicionaron 400 pL de medio de cultivo SOC (anexo)
y se incubaron 60 min. a 37°C. Finalmente, la totalidad del cultivo bacteriano obtenido
fue sembrado en placas conteniendo medio de cultivo LA suplementado con
Tetraciclina 25 pg/ml (el plasmido confiere resistencia) y se las incubé durante 24 hs a
37°C. Los clones transformantes fueron reaislados en las mismas condiciones

mencionadas y se confirmaron mediante observacién bajo luz UV.

Estudio de las resistencias de las cepas a antibiéticos

Para seleccionar las células transformantes (nombradas de aca en adelante E. Coli S17-
1 /pHC60) se tomo en cuenta la resistencia a antibidticos codificada por el plasmido y
la resistencia natural a antibidticos por las cepas a ser transformadas. Para esto, se
estudid previamente las resistencias de las cepas UYSB89, UYSB119 y UYSB139. Se
crecieron en medio de cultivo liquido LB y se incubaron durante 24 hs a 30°C. Luego se
inocularon 100 pl del preinéculo en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LA
(anexo), suplementadas con diferentes concentraciones de los antibidticos:
Tetraciclina (Tc), Kanamicina (Km), Ampicilina (Amp) y Spectromicina (Spc). Las
concentraciones evaluadas segun los antibidticos fueron: Tc 10, 25, 100 pg/ml, Km,
Amp y Spc 25, 100 pg/ml. Las placas inoculadas fueron incubadas durante 24 hs a 30°C.
Se considerd que la cepa es resistente al antibidtico cuando se observaron colonias

crecidas en la placa.

Conjugacién de las cepas de interés con la cepa E.Coli S17-1/ pHC60

Por un lado, las cepas Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp.
UYSB139, se crecieron en medio de cultivo liquido LB durante 24 hs a 30°C hasta una
D.O. de 0,3. Por otro, se crecié la cepa E.coli S17-1/pHC60 durante 24 hs a 37°C hasta
alcanzar una D.O. de 0,3. Al dia siguiente 2ul del cultivo de E.coli S17-1/pHC60 se
incubaron junto con 100 ul del cultivo del aislamiento a transformar en microtubos
durante 4 min a 40°C en bafio Maria. Posteriormente, la suspensién se sembrd en
forma de gota en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LA, se dejo incubar en

estufa durante 24hs a 37°C.
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Las colonias obtenidas se recogieron con ansa y se traspasaron a tubos de ensayo
conteniendo 5 ml de medio LB y posteriormente se realizaron diluciones 1/100;
1/1000 en medio de cultivo LB. A partir de cada dilucion se inocularon 300 pl de la
suspension en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LA suplementado con el
antibidtico de seleccion determinado (Tc 25 pg/ml y Amp 100 pg/ml), se incubaron
durante 24 hs a 30°C. Las colonias obtenidas, es decir que incorporaron el plasmido,

se repicaron en placas de Petri conteniendo el mismo medio de cultivo de seleccién.

2.4.2. VERIFICACION DE LA EFICACIA DEL PROCEDIMIENTO DE
CONJUGACION

Para corroborar que el procedimiento de conjugacion de las cepas de interés con el
plasmido pHC60 fue efectivo se llevaron a cabo dos aproximaciones: 1- se comprobd
que las cepas a transformar hayan efectivamente incorporado el plasmido, 2- se

estudié la identidad las cepas exconjugantes.

Verificacion de la incorporacion del plasmido en las cepas de interés

Para corroborar que las cepas hayan incorporado el plasmido, se les realizé una
extraccién del ADN plasmidico siguiendo la metodologia descrita anteriormente (24).
La presencia de los pldasmidos se visualizd6 mediante una electroforesis en gel de
agarosa 0,9 % (p/v) en buffer TAE sometido a 90 V/cm. El agente intercalante utilizado
fue el GoodView (Beijing SBS. GenetechCo. Ltd.) en una relacién de 1 pl/50 ml
(colorante: agarosa) y expuestos a luz UV para su visualizacidn.

Asimismo, la incorporacidn de los plasmidos también fue evaluada mediante la
visualizaciéon de la sefial caracteristica emitida por el gen reportero presente en el
plasmido. Para esto, las células transformantes fueron sembradas por estrias en placas
conteniendo medio de cultivo LA con el antibidtico correspondiente y las colonias
observadas bajo luz UV. Se considerd positivas aquellas colonias que emitian un color

verde fldor en estas condiciones.
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Estudio de la identidad de las cepas conjugadas

Para confirmar que las células conjugadas con el plasmido fueran las cepas de interés,
se estudid su identidad mediante la amplificacion y secuenciacién del gen ribosomal
16S, a partir de lisados de colonia. La secuencia del gen ribosomal 16S obtenida fue

comparada con la secuencia de las cepas de interés originales.

Extraccion de ADN genémico a partir del lisado de colonia

El ADN gendmico extraido mediante el método de lisado celular fue utilizado como
molde para realizar la amplificacién del gen ribosomal 16S mediante la técnica de
reaccidon en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR). Para esto se
colectd, en condiciones asépticas, una ansada de varias colonias puras a partir de
placas de Petri conteniendo medio de cultivo TSA, se resuspendieron en 100 ul de agua
ultra pura estéril. La suspension obtenida se centrifugd durante 2 min a 15.600 g. y se
descarté el sobrenadate. El pellet obtenido se resuspendié en 100 ul de NaOH 0,05 M,
se incubd durante 4 min. a 100 °C, seguido de 2 min. en bafio de hielo, con el propdsito
de provocar una lisis por “shock” térmico. A la suspensién obtenida se le agregd 900 pl
de H,O ultra pura estéril, centrifugdndose por 2 min a 15.600 g. Como solucién de

trabajo se guardaron 700 pl del sobrenadante obtenido a -20°C.

Amplificacion del gen ribosomal 165

Se utilizaron los cebadores 27f (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') y 1492r (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3) (85). La mezcla de reaccidén consistio en 29,6 ul de
agua desionzada estéril, 5 pl de DreamTaq Buffer 10X (Thermo Fisher Scientific Inc.)
gue incluia MgCl, en una concentracion de 20 mM; 5 ul de dNTPs 2 mM, 2 pl de cada
cebador 20 uM, 2 ul de BSA 1% (p/v), 0,4 pl de Taq (5u/ pl) y 4 ul de lisado bacteriano.
El programa empleado para la reaccién de amplificacion consistio en un paso de
desnaturalizacion inicial de 2 min a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a

55°Cy 1min a 72°C., con un paso de extension final de 15 min a 72°C.
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Los productos de amplificacién se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
0,9 % (p/v) en buffer TAE 1X. La corrida se realizé durante 40min a 90 V/cm. El agente
intercalante utilizado fue el GoodView (Beijing SBS. GenetechCo. Ltd.) en una relacidn
de 1 pl/50 ml (colorante: agarosa). El tamafio correcto del amplicén se confirmod
mediante su comparacion con el marcador de peso molecular GeneRuler 1 kbDNA

Ladder (Thermo Scientific #SM1332) el gen se visualizé bajo luz UV.

Secuenciacion de los amplicones obtenidos del gen ribosomal 165

Los productos de PCR obtenidos mediante la amplificacién del gen ribosomal 16S se
enviaron a Macrogen Inc. Corea para su purificacién y posterior secuenciacién con los
mismos cebadores utilizados. La secuencias obtenidas a partir de ambos extremos se
editaron y empalmaron con el programa DNA Baser Sequence Assembler v3.x (2012)
(HeracleBioSoft SRL Romania, http://www.DnaBaser.com) siendo cada secuencia
ensamblada de 1400 pares de bases aproximadamente. Luego las estas secuencias
ensambladas se compararon con la secuencia de las cepas utilizando el programa
informatico The Ribosomal Database Project (RDP) (39, 163,
http://rdp.cme.msu.edu/segmatch/seqmatch_intro.jsp), mediante el algoritmo KKN

matches.

2.4.3. INOCULACION Y CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE SORGO DULCE
DE LA CULTIVAR M81E CON LAS CEPAS TRANSFORMANTES

Semillas de sorgo dulce fueron esterilizadas en su superficie siguiendo el protocolo
descripto previamente, y germinadas en placas de Petri conteniendo agar-agua (0,8%).
Al momento del brote, se traspasaron dos semillas a cada tubo de crecimiento de
planta, conteniendo 15 ml de medio de cultivo Jensen con bolitas de propileno como
soporte. Cada plantula fue inoculada con una suspensién de 1x10’ células/ml de la

cepa transformada previamente, crecida en 5ml de medio de cultivo TSB. Los plantines
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inoculados fueron cultivadas en cuarto de plantas en condiciones de 16hs luz/ 8hs
oscuridad a 25°C. Las plantas se cosecharon luego de transcurridas 4, 16, 19, 48, 72,
120 y 144 hs post inoculacion (pi.) y se separaron las raices de la parte aérea. Como

control negativo se utilizaron plantas sin inocular.

2.4.4. RECUENTOS BACTERIANOS DE TEJIDO RADICULAR

Los recuentos fueron realizados a partir de material vegetal radicular cosechado a las
4, 19, 48 y 144 hs pi. El procedimiento consistid en separar la porcién radicular de la
aérea vy esterilizados en su superficie, para esto se sumergieron durante 1 min en
etanol 70%, seguido de 1 min en hipoclorito de sodio 1% y luego se realizaron 4
enjuagues en NaCl 0,09%.. Luego se cortd en porciones de 1cm y se macerd en un
mortero estéril. Posteriormente, fueron maceradas en 1 ml de NaCl 0,9%, empleando
un mortero estéril, y se realizaron diluciones seriadas a partir de la suspension
obtenida (1/100; 1/100.000; 1/1.000.000). Se sembraron en superficie 100 ul de las
diluciones en placas de Petri conteniendo medio de cultivo TSA suplementado con Tc
25 pg/ml y Amp 100 pg/ml. Las placas se incubaron durante 24 hs a 30°°C y luego se
realizd el recuento. Los resultados se expresaron en funcion de los gramos de tejido

radicular. Todo el procedimiento fue realizado por duplicado.

2.4.5. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL PARA ESTUDIOS DE
MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

El material vegetal cosechado fue posteriormente procesado para ser analizado
mediante MCF. En este estudio se trabajé exclusivamente con la parte radicular, no se
logré ajustar la técnica para visualizar la parte aérea ya que la autofluorescencia de la
planta generé demasiado ruido en las imagenes. Las raices cosechadas (principal y

adventicias), fueron cortadas en segmentos de 0,5 cm y colocadas en un molde de
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silicona de 0,5 x 1 x 0,5 cm, orientandolas en sentido transversal como longitudinal. El
molde fue rellenado con agarosa 4% (p/v) hasta que las raices estuvieran
completamente cubiertas. Los bloques de agarosa conteniendo las raices fueron
posteriormente cortados en laminas de 40 um de grosor mediante el empleo de un
vibratomo (Leica VT100S, Wetzlar, Alemania), empleando una frecuencia de vibracion
para el corte de 60 Hz. Las laminas se colocaron en un portaobjeto y se cubrieron con
un cubreobjetos, se sellaron los bordes con esmalte de uias transparente. Por cada
muestra se obtuvieron 10 laminas, tanto de sentido transversal longitudinal. Como
control negativo se utilizaron plantas sin inocular, las cuales fueron procesadas bajo
idénticas condiciones.

Los preparados fueron observados en un microscopio confocal Zeiss, Modelo LSM 800
(Jelna-Alemania) con un mddulo AiryScan integrado, de la plataforma de Microscopia
del IIBCE. El protocolo de deteccién incluyéd la deteccién, en tres canales
independientes, de: a) la emisidn de la proteina GFP correspondiente a lo emitido por
la cepa transformada; b) sefal del rojo lejano correspondiente a la emisién natural de
la planta; c) y luz transmitida. La deteccién de la emision de la proteina GFP fue entre
480 - 530 nm. La deteccién de rojo lejano fue entre 600 - 700 nm. Los valores del laser,
fotomultiplicador e intensidad del ldser no fueron alterados entre los distintos
tratamientos. De todas las laminas obtenidas se seleccionaron las tres mejores para
tomarles fotos, tomandoles en promedio, tres fotografias por lamina. Las imagenes
obtenidas fueron procesadas para integrar los canales utilizando el programa de

edicion de imagenes FlJI (135).
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3. RESULTADOS
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3.1. ENSAYOS DE PCV DE SORGO DULCE EN CONDICIONES
GNOTOBIOTICAS

Para este ensayo se realizd la puesta a punto de las condiciones del mismo y se
determind que las dptimas fueron las siguientes: medio de cultivo jensen a pH 6,8 con
bolitas de propileno como soporte.

Fueron seleccionadas para su estudio 37 cepas de acuerdo a sus caracteristicas PCV
determinadas in vitro (tabla 1). Una de las caracteristicas en comln que presentaron
las cepas es la presencia del gen nifH en su genoma, asi como la capacidad de crecer
en forma de pelicula en medios semisdlidos sin nitrégeno (caracteristico de cepas
diazotrofas). Teniendo en cuenta el numero total de cepas a ser evaluadas, asi como
las caracteristicas de la diagramacion del ensayo, los aislamientos fueron evaluados en
4 experimentos separados para facilitar la manipulacién experimental. En estos
experimentos se evalud la respuesta de la cultivar de sorgo dulce M81E a la
inoculacién.

El analisis de la varianza (ANOVA, p. valor <0,5) mostré que hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. En todos los experimentos realizados, el control
positivo presentd diferencias significativas positivas con respecto al control negativo
para los parametros biométricos evaluados (altura y peso seco total), validando los
ensayos (Figura 11). Cabe resaltar que el tratamiento inoculado con la cepa referencia
A. brasilensis Sp7 no mostré diferencias significativas con respecto al control negativo,
en ninguno de los experimentos realizados. Por su parte, los tratamientos inoculados
con las cepas USB89, UYSB93, UYS106 y UYSB119, tuvieron valores de altura
significativamente mayores que el control negativo. Asimismo, el peso seco del
tratamiento inoculado con la cepa UYSB93 fue significativamente mayor que el del
control negativo. Es preciso mencionar que aquellas cepas que demostraron
diferencias significativas con respecto al control negativo, no mostraron diferencias

significativas con respecto al control positivo (Figura 11y 12).
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1° experimento

Altura (cm) Peso seco (gr)

0,003

C+ l
C
SP7

(3
UYsB146
UysB149
UysB150
UysB145
uysB152
UysB139
Uyse132
uyse141
uyse101
UysB140
uyse112

2% experimento

Altura (em) Peso seco (gr)

uyse119

20
18
16
14

onNsO®BR

0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

3% experimento

0,075
0,068
0,061
0,054
0,047

0,033
0,026
0,019
0,012
0,005
-0,002

4" experimento

Altura (cm) Peso seco (gr)
% % * *

18
16
14

onsO xR




RESULTADOS

Figura 11. Ensayos de PCV en condiciones gnotobidticas empleando la cultivar de
sorgo dulce M81E. C+: control positivo, 0,05% v/v de KNOs. C-: control negativo, NaCl
0,9%. Se muestra el promedio de 8 réplicas/tratamiento con su barra de desvio
estandar. Asterisco sobre la barra: tratamientos que mostraron diferencias
significativas con el control negativo (Test de LSD, p. valor <0,05).

UYSB119

Figura 12. Fotografias de los ensayos gnotobidticos. Se muestran los tratamientos que
mostraron efectos positivos en al menos uno de los pardmetros biométricos de la
planta evaluados.
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3.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA DE
AISLAMIENTOS SELECCIONADOS

El objetivo de esta actividad fue determinar la actividad nitrogenasa de 8 aislamientos
pertenecientes a la coleccién, mediante la técnica ARA. Como resultado de las
diferentes evaluaciones se lograron definir las mejores condiciones de crecimiento y
de actividad nitrogenasa para cada una de las cepas ensayadas. Asimismo, se logré
determinar la actividad nitrogenasa para 7 de los 8 aislamientos estudiados, los cuales
expresaron valores de actividad nitrogenasa mayores al valor de referencia, 2 nmoles

etileno/min.mg (Tabla 6).

Tabla 6. Condiciones de crecimiento y de actividad nitrogenasa 6ptimas, determinadas
para cada cepa en estudio.

Actividad
nitrogenasa

Condiciones de crecimiento bacteriano (nmoles
etileno/min.mg de
proteina)*

UYSB139 Kosakonia sp. No se logré determinar

Medio de cultivo: NFCC + glucosa liquido.
UyYsSB63 . Crecimiento: viales herméticos con agitacion,
Bacillus sp. , , ) 3.61
atmosfera de Argodn, 1 dia.

Incubacion con acetileno: 2 hs.

Medio de cultivo: NFCC + glucosa liquido.
Crecimiento: viales no herméticos, sin

UYSB73 Enterobacter sp. L ) 3.10
agitacion, 5 dias.

Incubacion con acetileno: 2 hs.

Medio de cultivo: NFCC + glucosa liquido.
. Crecimiento: viales herméticos, sin agitacion, 3
UYSB85 Kosakonia sp. di 3.14
ias.

Incubacién con acetileno: 2 hs.

Medio de cultivo: NFCC + glucosa liquido.
. Crecimiento: viales herméticos, sin agitacion, 3
UYSB89 Kosakonia sp. di 2.02
fas.

Incubacién con acetileno: 2 hs.

Medio de cultivo: NFCC + glucosa liquido.
. Crecimiento: viales herméticos con agitacion,
UYSB93 Staphilococcus sp. 3 , 3 8.03
atmoésfera de Argédn, 1 dia.

Incubacién con acetileno: 2 hs.

Medio de cultivo: NFCC + glucosa liquido.
. Crecimiento: viales herméticos, sin agitacién, 5
UYSB119 Bacillus sp. di 4.28
ias.

Incubacién con acetileno: 2 hs.

UYSB55 Enterobacter sp. Medio de cultivo: Nfb + malato + glucosa 5.14
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semisdlido.

Crecimiento: Vial hermético, sin agitacion,
3 dias.

Incubacién con acetileno: 2 hs.

* La actividad nitrogenasa se expreso en funcion de la cuantificacidon proteica total, determinada mediante el
método de Bradford.

3.3. ENSAYOS DE PCV DE SORGO DULCE EN CONDICIONES
DE INVERNACULO

Las cepas seleccionadas para estudiar su PCV en condiciones de invernaculo fueron:
UYSB119, seleccionada por pertenecer al género Bacillus, ya que la producciéon de
esporas puede conferir una ventaja para su aplicacién como inoculante; UYSB89,
seleccionada por pertenecer al género Kosakonia reportado como PCV en varias
especies vegetales; y UYSB139, si bien no mostro ser PCV en condiciones gnotobidticas
fue seleccionada por pertenecer al género Kosakonia y por ser aislada a partir de
semilla. El hecho de haber sido aislada de semilla es interesante para su desarrollo
como inoculante ya que tiene la potencialidad de transmitirse mediante semilla a la
nueva generacion.

En estos ensayos, la capacidad PCV de las cepas fue evaluada en las cultivares de
semillas de sorgo dulce M81E y ADV2010 entre octubre de 2017 y febrero 2018; se
repitié en la cultivar ADV2010 entre setiembre de 2018 y enero de 2019. En este
ultimo caso, no fue posible realizar la repeticiéon del ensayo empleando la cultivar
MB81E ya que las semillas con las que contdbamos no tenian potencial de germinacién,
posiblemente debido a que se encontraban envejecidas, y la empresa que nos proveia

no contaba con stock renovado.
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Cultivar M81E

El analisis estadistico (ANOVA, p. valor <0,5) del ensayo realizado en la cultivar M81E,
informé que hubieron diferencias significativas entre los tratamientos. Por una parte,
las plantas del tratamiento control positivo tuvieron valores de peso seco aéreo y
radicular significativamente mas altos que las plantas del control negativo. Asimismo,
el peso seco radicular de los tratamientos inoculados con las cepas Sp7, UYSB139 y
UYSB89 fue significativamente mas elevado que el del control negativo (Figura 13). Sin
embargo, ningun tratamiento mostré diferencias significativas con el control negativo
en la altura ni en el didmetro del tallo (Figura 13 y 14). En cuanto al tratamiento
UYSB119, no fue posible analizar los datos debido a que no se obtuvo el minimo de 8

réplicas necesarias para poder realizar el andlisis estadistico.

Altura [cm) Didmetro del talle (mm])
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Figura 13. Ensayos de PCV en condiciones de inverndculo empleando la cultivar de
sorgo dulce M81E. Periodo: octubre 2017 a febrero 2018. C+: control positivo
(agregado de 50 kgN.ha™ de Urea), C-: Control negativo (agregado de 100 pl NaCl
0,9%/planta). Se muestra el promedio de 10 réplicas/tratamiento con su barra de
desvio estandar. Diferencias significativas con respecto el C-: (##) Test de Tukey, p
valor <0,05; (**) Test de LSD, p. valor <0,05.
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UYSB89 UYSB139

Figura 14. Fotografia de ensayos PCV en condiciones de inverndaculo en la cultivar
MB81E. Periodo: octubre 2017 a febrero 2018. Se muestran los tratamientos que
mostraron efectos positivos en al menos uno de los pardmetros biométricos de la
planta evaluados.

Cultivar ADV2010

Para esta cultivar, el andlisis estadistico (ANOVA, p. valor <0,5) informé que hubo
diferencias significativas entre los tratamientos. Los resultados mostraron que las
plantas del tratamiento control positivo, tuvieron diferencias significativas positivas
con respecto al control negativo en todos los pardmetros evaluados. Por su parte, el
tratamiento inoculado con la cepa referencia Sp7 no se diferencié significativamente
del control negativo, en ninguno de los parametros evaluados. Sin embargo, el
tratamiento inoculado con la cepa UYSB139 mostré valores de todos sus parametros
significativamente mas elevados que los del control negativo. Asimismo, el peso seco
aéreo y radicular del tratamiento UYSB119 y el peso seco radicular del tratamiento

UYSB89 fueron significativamente mas altos que el control negativo (Figura 15y 16).
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Altura (cm) Diametro del tallo(cm)
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Figura 15. Ensayos de PCV en condiciones de inverndculo empleando la cultivar de
sorgo dulce ADV2010. Periodo: octubre 2017 a febrero 2018. C+: control positivo
(agregado de 50 kgN.ha™ de Urea), C-: Control negativo (agregado de 100 pl NaCl
0,9%/planta). Se muestra el promedio de 10 réplicas/tratamiento con su barra de
desvio estandar. Diferencias significativas con respecto el C-: (##) Test de Tukey, p
valor <0,05; (**) Test de LSD, p. valor <0,05.
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C- UYSB89 C- UYSB119 C+ C-= UYSB139 C+

Figura 16. Fotografias del ensayo de PCV en condiciones de inverndculo en la cultivar
ADV2010. Periodo: octubre 2017 a febrero 2018. Se muestran los tratamientos que
mostraron efectos positivos en al menos uno de los parametros biométricos de la
planta evaluados.

3.4 ENSAYOS DE PCV DE SORGO DULCE EN CONDICIONES
DE INVERNACULO EN PRESENCIA DE DIFERENTES DOSIS DE
FERTILIZACION QUIMICA NITROGENADA

El objetivo de esta actividad fue estudiar el efecto del suministro de diferentes dosis de
fertilizante quimico nitrogenado, sobre la capacidad PCV de las cepas UYSB89 vy
UYSB139. Este experimento se evalud tanto en la cultivar de semilla M81E (periodo:
octubre 2017 a febrero 2018), como en la ADV2010 (periodo: setiembre 2018 a enero
2019). Como fertilizante nitrogenado se utilizé urea en la concentraciéon recomendada
por la empresa proveedora de las semillas (150 ng.ha'lurea), se evalué también una

dosis menor (75 kgN.ha™urea).
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Cultivar M81E

En primera instancia se buscé confirmar si la cultivar M81E responde a la fertilizacidn
guimica nitrogenada, mediante un andlisis de varianza (ANOVA, p. valor <0,05) de los
tratamientos sin urea (ON), 75 ng.ha'lurea (75N) y 150 ng.ha'lurea (150N). El analisis
mostrd que la altura varid significativamente entre todos los tratamientos, mientras
que el didmetro del tallo, el peso seco aéreo y radicular, se diferenciaron
significativamente entre el tratamiento ON y los tratamientos 75N y 150N (Tabla 7,
figura 19). Por lo tanto, se confirmd que la cultivar M81E respondié favorablemente a
la aplicacién de fertilizante quimico en dosis bajas, pero la respuesta fue mads

moderada al duplicar la dosis.

Tabla 7. Respuesta de plantas de sorgo dulce cultivar M81E a las diferentes dosis de
urea aplicada.

Altura (cm) 24,10+¢3,51 A* 39,60+6,60 B 48,90+7,69 C
Diametro (mm) 6,4210,80 A 8,06+0,51 B 7,71+0,70 B
Eer oo ol BV (= 2,22+0,68 A 2,9310,60 B 3,62+1,53 B
Peso seco aéreo(gr) 2,36x0,60 A 5,72+1,16 B 6,44+1,60 B

*Letras diferentes muestran diferencias significativas aplicando el test estadistico LSD, p. valor <0,05.

El siguiente paso fue estudiar el efecto combinado de la inoculacién y las diferentes
dosis de fertilizante quimico empleado. Para ello se realizaron andlisis de contrastes de
grupos para todos los parametros evaluados (Tabla 8). En el contraste 1 se evalud
solamente el efecto de la inoculacién, mientras que en los contrastes 2 y 3 se evalué el
efecto de la inoculacién cuando también es aplicado fertilizante quimico a dosis 75N y
150N, respectivamente. Este estudio se realizd estudiando en conjunto las dos cepas.
El analisis de contraste del pardmetro altura, mostré diferencias significativas (p< 0,05)
solamente en el contraste 1, es decir que el efecto de la cepa sobre este pardmetro se
observé solamente cuando fue inoculado sin presencia de fertilizante. Por otra parte,
los contrastes para los paramentos diametro y peso seco radicular, no mostraron

diferencias significativas en ninguno de los contrastes, por lo tanto, la inoculacién no
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tuvo efecto sobre estos parametros cuando se ensayd sola (contraste 1) o en conjunto
con el fertilizante (contrastes 2 y 3). Por otro lado, el parametro peso seco aéreo
mostré diferencias significativas en el contraste 3, lo cual indica que la inoculacién a
dosis de fertilizante 150N incrementé los valores del peso seco aéreo cuando se lo

compard con el tratamiento 150N.

Tabla 8. Analisis de contrastes de grupos para estudiar el efecto combinado de la
inoculacién y la aplicacién de urea sobre la altura de plantas de sorgo dulce cultivar
MS81E.

peso seco peso seco

Altura  Diametro

aéreo radicular
Contraste (p. valor) (p. valor)
(p. valor) (p. valor)

sin inocular UYSB89 / ON y UYSB139 /
1 . 0,0002
/ ON ON

0,1320 0,1220

Sin inocular UYSB89 / 75N y UYSB139 /
2 . 0,7716 0,6354 0,5207 0,8119
/ 75N 75N

Sin inocular UYSB89 / 150N y UYSB139 /

. 0,3485 0,8591 0,0081 0,8108
/ 150N 150N

Posteriormente, se procedid a estudiar el efecto PCV de cada cepa en particular, bajo
las distintas condiciones de fertilizacién quimica. Para evaluar el efecto de la cepa
UYSB89, se compararon todos los tratamientos fertilizados sin inocular e inoculados
con la cepa (Figura 17 y 19). El ANOVA (p. valor <0,05) mostré que existen diferencias
significativas entre los distintos tratamientos en la altura y el peso seco aéreo. Por una
parte, el tratamiento UYSB89/0ON mostrd una altura significativamente mayor que la
del tratamiento ON. A su vez, dicho tratamiento mostré valores de altura y peso seco
aéreo significativamente mas bajos que los tratamientos 75N, UYSB89/75N, 150N y
UYSB89/150N. Por otra parte, el tratamiento UYSB89/75N no mostré diferencias
significativas con el tratamiento 75N, en ningun pardmetro. Sin embargo, su altura fue
significativamente menores que la del tratamiento 150N y UYSB89/150N, mientras que
su peso seco aéreo no mostré diferencias con el tratamiento 150N y fue
significativamente menor que el del tratamiento UYSB89/150N. Asimismo, el
tratamiento UYSB89/150N no se diferencié significativamente del tratamiento 150N.
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Por lo tanto, los analisis estadisticos indican que hubo efecto PCV de la cultivar M81E
por parte de la cepa UYSB89, sin embargo dicho efecto se vio enmascarado cuando la

planta fue fertilizada.
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Figura 17. Ensayos de PCV de la cepa UYSB89 en plantas de sorgo dulce cultivar M81E
crecidas con diferentes dosis de fertilizacion quimica nitrogenada, en condiciones de
invernaculo. Periodo: octubre 2017 a febrero 2018. Se muestra el promedio de 10
réplicas/tratamiento con su barra de desvio estdndar. Letras diferentes muestran
diferencias significativas aplicando el test estadistico LSD (p. valor <0,05).

Con respecto a la cepa UYSB139, los resultados del ANOVA (p. valor <0,05) para todos
los tratamientos fertilizados sin inocular, e inoculados con la cepa UYSB139 (Figura 18
y 19), mostraron que hubo diferencias significativas en la altura y peso seco aéreo. El
tratamiento UYSB139/0N tuvo valores significativamente mas altos que el tratamiento
ON en la altura. Ademas, su valor de peso seco aéreo fue significativamente menor que
el del tratamiento 75N, UYSB139/75N, 150N y UYSB139/150N, mientras que su altura
fue significativamente menor que los tratamientos 150N y UYSB139/150N. Por otra
parte, el tratamiento UYSB139/75N no presentd diferencias significativas con
tratamiento 75N para ninguno de los pardmetros evaluados y su altura y peso seco
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aéreo fue significativamente menor que el tratamiento UYSB139/150N. Finalmente, el
tratamiento UYSB139/150N tuvo una altura significativamente mayor que el
tratamiento 150N. En conjunto los analisis estadisticos indican que la cepa UYSB139 es
PCV de la cultivar M81E, tanto cuando es aplicada sola como cuando se aplica junto
con fertilizante nitrogenado quimico a dosis 150N.
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Figura 18. Ensayos de PCV de la cepa UYSB139 en sorgo dulce cultivar M81E crecidas
con diferentes dosis de fertilizacion quimica nitrogenada, en condiciones de
inverndculo. Periodo: octubre 2017 a febrero 2018. Se muestra el promedio de 10
réplicas/tratamiento con su barra de desvio estandar. Letras diferentes muestran
diferencias significativas aplicando el test estadistico LSD (p. valor <0,05).
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Urea 0 0
(keN.ha )

Figura 19. Fotografias del ensayo de evaluacién conjunta de la respuesta de plantas de
sorgo dulce (cv. M81E) a la inoculacién bacteriana y diferentes niveles de fertilizacion
guimica nitrogenada. (+) idica que la planta fue inoculada con la cepa. (-) indica que la
planta no fue inoculada con la cepa. Periodo: octubre 2017 a febrero 2018.

Cultivar ADV2010

En cuanto al ensayo de respuesta a la fertilizacion quimica nitrogenada por parte de la
cultivar ADV2010, el resultado del ANOVA (p. valor <0,05) mostré que el peso seco
radicular varid significativamente entre los tratamientos ON y 75N, mientras que la
altura lo hizo entre los tratamiento ON y 150N. En cuanto al peso seco aéreo, hubo
diferencias significativas entre el tratamiento ON y los tratamientos 75N y 150N. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas en el diametro del tallo de los distintos
tratamientos. Por otra parte, los tratamientos 75N y 150N no mostraron diferencias
significativas entre si, en ninguno de los pardmetros biométricos estudiados (tabla 9,
figura 22). Por lo tanto, se comprobd que la respuesta de la planta a la fertilizacion
quimica fue parcial y que duplicar la concentracidn de fertilizante no repercutid sobre

el desarrollo de la planta.
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Tabla 9. Respuesta de plantas de sorgo dulce cultivar ADV2010 a las diferentes dosis
de urea aplicada.

Altura (cm) 20,28+3,09 A* 22,78+4,32 AB 24,06+4,11

Diametro (mm) 5,71+0,76 5,89+0,72 6,2040,88

Peso seco radicular (gr) 1,37+0,57 A 2,30+1,06 B 1,68+0,53 AB

Peso seco aereo (gr) 1,93+0,66 A 3,03+1,25 B 3,08+1,05 B

*Letras diferentes muestran diferencias significativas aplicando el test estadistico LSD, p. valor <0,05.

Con el fin de analizar el efecto de la inoculacién en conjunto con el fertilizante quimico
nitrogenado, se realizaron analisis de contrastes de grupos para todos los pardmetros
evaluados (Tabla 10). Este estudio se realizd evaluando los tratamientos con las dos
cepas. El andlisis de contrastes del pardmetro altura, mostré diferencias significativas
(p. valor<0,05) en los contrastes 1 y 2, es decir que la inoculacién, tanto cuando se
aplicé sola o en conjunto con fertilizante a dosis 75N, repercutié sobre la altura de la
planta. Por otra parte, el andlisis de contraste del didametro del tallo mostré diferencias
significativas en los contrastes 2 y 3, lo cual significa que la inoculacidn no repercutié
sobre este parametro cuando fue aplicada sola, pero si lo hizo cuando se aplicé en
conjunto con el fertilizante quimico. En cuanto al peso seco aéreo, no hubo diferencias
significativas en ninguno de los contrastes, indicando que la inoculacién no tuvo un
efecto sobre este pardmetro. Por uUltimo, el andlisis de contrastes para el pardmetro
peso seco radicular mostré diferencias significativas positivas en los contrastes 1y 3,
por lo tanto, la inoculacién tuvo un efecto sobre el peso seco radicular cuando fue

aplicada sola o en conjunto con el fertilizante quimico a dosis 150.
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Tabla 10. Analisis de contrastes de grupos para estudiar el efecto de la interaccion de
la inoculacidn y la aplicacién de urea sobre plantas de sorgo dulce cultivar ADV2010.

peso seco peso seco
Altura Diametro
Contraste aéreo radicular

(p. valor)  (p. valor)
(p. valor)  (p.valor)

sin inocular
1 / . UYSB89 /0Ny UYSB139 /0N 0,0369
ON

0,0883 0,1936

Sin inocular

) UYSB89 / 75N y UYSB139 / 75N 0,0468 0,0023 0,6508 0,0799
75N

Sin inocular UYSB89 / 150N y UYSB139 /

. 0,1291 0,0002 0,1918 0,0001
/ 150N 150N

A continuacidn, se estudio el efecto de la inoculacién con la cepa UYSB89 mediante un
ANOVA (p. valor <0,05), comparandose los tratamientos fertilizados sin inocular e
inoculados con dicha cepa (Figura 20 y 22). Los resultados del analisis mostraron que
los tratamientos se diferenciaron significativamente en los pardmetros altura,
didametro y peso seco radicular. El tratamiento UYSB89/0ON tuvo un valor de altura
significativamente mas elevado que el tratamiento ON. Por otra parte, dicho
tratamiento no mostré diferencias significativas con los tratamientos 75N vy
UYSB89/75N en ninguno de los parametros evaluados y tuvo un valor de didmetro
significativamente menor que el tratamiento UYSB89/150N. En cuanto al tratamiento
UYSB89/75N, no tuvo diferencias significativas con el tratamiento 75N en ninguno de
los parametros evaluados, y mostrd un didmetro del tallo significativamente menor
que el tratamiento UYSB89/150N. Asimismo, el tratamiento UYSB89/150N mostro
valores del diametro del tallo y peso seco radicular significativamente mayores que el
tratamiento 150N.

A partir de los resultados se demostrd que la cepa UYSB89 es PCV de esta cultivar,
logrando los mismos resultados que cuando se aplico fertilizante quimico nitrogenado,
en ambas dosis ensayadas. Ademads, se obtuvieron mejores resultados inoculando con
la cepa y aplicando fertilizante a dosis 75N, que cuando se aplica fertilizante a dosis

150N. Finalmente, se constatéd que al inocular con la cepa UYSB89 y aplicar en
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conjunto 150N de fertilizante, se obtuvieron mejores resultados que al aplicarlas

independientemente.
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Figura 20. Ensayos de PCV de la cepa UYSB89 en sorgo dulce cultivar ADV2010 crecidas
con diferentes dosis de fertilizacidn quimica nitrogenada, en condiciones de
inverndculo. Periodo: setiembre 2018 a enero 2019. Se muestra el promedio de 10
réplicas/tratamiento con su barra de desvio estandar. Letras diferentes muestran
diferencias significativas aplicando el test estadistico LSD, p. valor <0,05

Finalmente, se estudié el efecto de la inoculacién con la cepa UYSB139, mediante un
ANOVA (p. valor <0,05), comparandose los tratamientos fertilizados sin inocular e
inoculados con la cepa (Figura 21 y 22). Los resultados del analisis mostraron que los
tratamientos se diferenciaron significativamente en todos los parametros evaluados.
En cuanto al tratamiento UYSB89/ON, el valor del didmetro del tallo fue
significativamente mayor que del tratamiento ON. Asimismo, se observd que dicho
tratamiento presentd valores de peso seco aéreo y radicular significativamente
menores que los tratamientos UYSB139/75N y UYSB139/150N. Por otra parte, el

tratamiento UYSB139/75N tuvo un diametro del tallo significativamente mayor que el
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tratamiento 75N y su valor de peso seco aéreo fue significativamente menor que el del
tratamiento UYSB139/150N. En cuanto al tratamiento UYSB139/150N, mostré valores
significativamente mayores en el didmetro, peso seco aéreo y radicular que el
tratamiento 150N. Estos resultados indican que la cepa UYSB139 es PCV de la cultivar
ADV2010, incluso cuando la planta fue fertilizada con dosis elevadas de urea. Ademas,
se observé que inocular con la cepa en conjunto con aplicar fertilizante a dosis 75N,
tuvo mejores resultados que fertilizar a dosis 150N, en los parametros didmetro del

tallo y peso seco radicular.
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Figura 21. Ensayos de PCV de la cepa UYSB139 en sorgo dulce cultivar ADV2010
crecidas con diferentes dosis de fertilizacion quimica nitrogenada, en condiciones de
inverndaculo. Periodo: setiembre 2018 a enero 2019. Se muestra el promedio de 10
réplicas/tratamiento con su barra de desvio estandar. Letras diferentes muestran
diferencias significativas aplicando el test estadistico LSD, p. valor <0,05

73



RESULTADOS

Urea 0 0 75 75 150 150 ,0 0 75 75 150 150
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Figura 22. Fotografias del ensayo de evaluacion conjunta de la respuesta de plantas de
sorgo dulce (cv. ADV2010) a la inoculacion bacteriana y diferentes niveles de
fertilizacion quimica nitrogenada. (+) idica que la planta fue inoculada con la cepa. (-)
indica que la planta no fue inoculada con la cepa. Periodo: setiembre 2018 a enero
2019.

3.4. COLONIZACION E INFECCION DE PLANTAS DE SORGO
DULCE (CV. M81E) POR LA CEPAS KOSAKONIA SP. UYSB89,
BACILLUS SP.UYSB119 Y KOSAKONIA SP.UYSB139

En esta actividad se estudio la naturaleza de la interaccion entre plantas de sorgo dulce
(cv. M81E) y las cepas Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakoniasp.
UYSB139. Para esto, se analizaron imdagenes de cortes de raiz inoculadas con cepas
transformadas con el plasmido pHC60, obtenidas mediante MCF. Asimismo se
realizaron recuentos de las cepas inoculadas a partir de los tejidos internos de las

raices esterilizadas en su superficie.
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3.4.1. CONJUGACION DE LAS CEPAS CON EL PLASMIDO PHC60

Las cepas Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139
incorporaron el plasmido pHC60, mediante conjugacidn. Para poder seguir el proceso
de transformacion, seleccionando las colonias que incorporaron el plasmido pHC60 el
cual confiere resistencia a tetraciclina, se estudié previamente la sensibilidad natural

de las cepas frente a distintas dosis de antibiéticos (tabla 11).

Tabla 11. Resistencia/sensibilidad de las cepas a diferentes antibiéticos.

Cepa

Concentracion
Antibidtico UYSB89 UYSB119 UYSB139 E.Coli S-17

(ng/ml)

Tetraciclina

Spectromicina

Kanamicina

Ampicilina

(-) la cepa es sensible al antibidtico; (+) la cepa es resistente; (N.D) la resistencia no fue
determinada.

En base a los resultados obtenidos, se realizé la seleccion de las cepas transformadas
en medio de cultivo LB suplementado con el antibidtico tetraciclina (25 pg/ml) y
ampicilina (100 pg/ml). La tetraciclina permite seleccionar las cepas transformadas con
el plasmido, ya que las cepas de la coleccion y E.coli demostraron ser sensibles a este,

mientras que el plasmido confiere resistencia para este antibidtico, por lo cual
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solamente las células que incorporaron el plasmido podran sobrevivir. Por otro lado la
ampicilina permite seleccionar a las cepas de la coleccién, ya que son resistentes a

dicho antibiético mientras que E.coli es sensible.

3.4.2. RECUENTOS DE BACTERIAS UYSB89, UYSB119 Y UYSB139 EN EL
TEJIDO RADICULAR DE PLANTAS INOCULADAS

Los recuentos bacterianos fueron realizados a partir del material vegetal radicular de
plantas inoculadas con las cepas UYSB89, UYSB119 y UYSB139. La cosecha de las
plantas fue realizada a las 4, 19, 48 y 144 hs postinoculacién (pi.). En los tres
tratamientos evaluados se observo un incremento en la abundancia de bacterias en el
tejido radicular conforme transcurrieron las horas. Para el tratamiento en el cual se
inocularon las plantas de sorgo con la cepa UYSB139, a las 4hs pi la poblacién
bacteriana fue de 5,9X10° UFC/g de tejido de raiz, hasta llegar 7,2X10° UFC/g de tejido
de raiz a las 144 hs pi (figura 23). Para el caso del tratamiento en el cual se inocularon
las plantas con la cepa UYSB119, la poblacién bacteriana paso de 1,9X10° UFC/mg de
tejido de raiz a las 4hs pi a 1,2X10° UFC/g de tejido de raiz a las 144hs pi (figura 24).
Finalmente, en el tratamiento con la cepa UYSB89, la poblacién bacteriana fue de
2,1X10" UFC/g de tejido de raiz a las 4hs pi, y de 5,0X10° UFC/g de tejido de raiz a las
144 hs pi (figura 25). Los recuentos del control negativo fueron a todos los tiempos de

cosecha 0 UFC/g de tejido de raiz.

3.4.3. ANALISIS DE MICROGRAFIAS DE FLORESCENCIAS DE PLANTAS
INOCULADAS

76



RESULTADOS

Los estudios de visualizacidon del proceso de infeccidn bacteriana a lo largo del tiempo
lograron evidenciar la presencia de bacterias en el interior de los tejidos radiculares de

las plantas inoculadas con las cepas UYSB89, UYSB119 y UYSB139.

Cepa Kosakonia sp. UYSB139

El analisis mostré la presencia de las bacterias distribuidas de forma dispersa sobre la
epidermis radicular a las 4 hs pi (figura 23). Transcurridas 16 hs pi., la densidad de
bacterias en la superficie radicular aumentd, y se observaron numerosas células
bacterianas adheridas a la superficie de pelos radiculares y en los espacios
intercelulares del cortex radicular. Posteriormente, a las 19 hs pi. se observaron
acumulos bacterianos adheridos a la superficie radicular, posiblemente formando
biopeliculas. Ademas, se visualizd un aumento en el nimero de bacterias colonizando
los espacios intercelulares del cértex. Asimismo, a las 48 y 72 hs pi., aumenté el
numero de bacterias que colonizan los espacios intercelulares del tejido radicular, asi
como su dispersion en los tejidos. Por ultimo, a las 144 hs pi., los cortes longitudinales
mostraron que el tejido vegetal se encuentra densamente poblado por células
bacterianas. En cortes transversales fue posible observar la presencia de bacterias

colonizando el cilindro vascular.
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Figura 23. Colonizacidn e infeccién de plantas de sorgo dulce cultivar M81E, inoculadas con la
cepa UYSB139. Las imdgenes fueron obtenidas utilizando un MCF, mientras que los doatos de
abundancia bacteriana fue obtenida por recuento en placa. En verde se visualizan las bacterias
(transformadas con el plasmido pH60-gfp), en rojo se visualiza la autofluorescencia de los
compuestos vegetales y en gris la luz transmitida. Con flechas se sefialan sitios donde es

posible visualizar bacterias.
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Cepa Bacillus sp. UYSB119

El andlisis de las micrografias y del recuento bacteriano para la cepa UYSB119 mostrd
gue en las primeras 4 hs pi. hubo una escasa presencia de las bacterias en la epidermis
del tejido radicular (figura 24). En la imagen se puede apreciar una célula bacteriana
adherida a la base de un pelo radicular, posiblemente el sitio por donde ingresara a los
tejidos internos de la raiz. Transcurridas 16 hs pi. el nimero de bacterias aumenté
considerablemente, observandose una gran cantidad adherida a la superficie y a los
pelos radiculares. A las 19 y 24 hs pi., la cantidad de bacterias adheridas a la superficie
continda aumentando, observandose en cortes transversales la presencia de bacterias
en los espacios intercelulares de las células del cértex radicular. Transcurridas 72 hs pi.
se visualizé la presencia de bacterias colonizando densamente gran parte del tejido,
inclusive en la regidon de los haces vasculares. Por ultimo, a las 144 hs pi., en el corte
longitudinal se observan las bacterias dispersas por todo el tejido, y se encontraron

nuevamente en la region de los haces vasculares.
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Figura 24. Colonizacion e infeccidn de plantas de sorgo dulce cultivar M81E, inoculadas
con la cepa UYSB119. Las imagenes fueron obtenidas utilizando un MCF, mientras que
la densidad bacteriana fue obtenida por recuento en placa. En verde se visualizan las
bacterias (transformadas con el pldsmido pH60-gfp), en rojo se visualiza la
autofluorescencia de los compuestos vegetales y en gris la luz transmitida. Con flechas
se sefalan sitios donde es posible visualizar bacterias.
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Cepa Kosakonia sp. UYSB89

A partir del andlisis de las imagenes del tejido radicular de plantas inoculadas con la
cepa UYSB89, se puede apreciar como a las 4 hs pi. hay bacterias colonizando los
espacios intercelulares del cértex radicular (Figura 25). Posteriormente, a las 48 hs pi.,
las células bacterianas forman una aparente biopelicula en la superficie de la epidermis
de la raiz y también se observan adheridas a la base de los pelos radiculares. En dicha
fotografia se sefala con flecha una regién en donde estd interrumpida la continuidad
de la epidermis y se localizan numerosas bacterias, probablemente intentando
ingresar al tejido aprovechando la apertura de la epidermis. Por ultimo, a las 144 hs pi.

se observan acimulos de bacterias en los espacios intercelulares del cértex.
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Figura 25. Colonizacion e infeccidn de plantas de sorgo dulce cultivar M81E, inoculadas
con la cepa UYSB89. Las imagenes fueron obtenidas utilizando un MCF, mientras que la
densidad bacteriana fue obtenida por recuento en placa. En verde se visualizan las
bacterias (transformadas con el pldsmido pH60-gfp), en rojo se visualiza la
autofluorescencia de los compuestos vegetales y en gris la luz transmitida. Con flechas
se sefalan sitios donde es posible visualizar bacterias.
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3.4.3.3. Control negativo
Por otra parte, el andlisis de las imagenes de los controles de plantas sin inocular

mostraron la ausencia de bacterias marcadas (figura 26).

Figura 26. Imagenes del tejido radicular de plantas de sorgo dulce cultivar M81E sin
inocular obtenidas mediante un MCF. En rojo se visualiza la autofluorescencia de los
compuestos vegetales y en gris la luz transmitida.
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Los cultivos han tenido un rol fundamental en el transcurso de la historia de la
humanidad, posibilitando el desarrollo de la civilizacién tal como la conocemos en el
presente. Sin duda, en ese sentido, las gramineas (Poaceae) asumieron un papel
protagdnico que conservan hasta hoy en dia, siendo la familia de plantas de mayor
importancia econdmica mundial. En las ultimas décadas, a partir del aumento
exponencial de la poblacion mundial, se incrementé la produccién de muchos cultivos
pertenecientes a esta familia, como el maiz, trigo, arroz, cebada, cafia de azucar y
sorgo dulce. Consecuentemente, aumenté también el uso de paquetes tecnoldgicos
basados en la aplicacion de fertilizantes quimicos, para la optimizacién de la
produccién de dichos cultivos. Desafortunadamente, la aplicacién excesiva de
fertilizantes quimicos ocasiona grandes efectos negativos sobre los ecosistemas, como
son el empobrecimiento de los suelos, la eutrofizacion de los cuerpos de agua, la
pérdida de diversidad y el aumento en la emisién de gases de efecto invernadero
(102). Este panorama hace necesaria la busqueda de alternativas al modelo agricola
actual que logren mitigar el impacto de las actividades antropogénicas sobre el medio
ambiente. En este contexto, el uso de bacterias enddfitas promotoras del crecimiento
vegetal, particularmente las diazétrofas, es considerado una excelente alternativa para
el suministro nutricional de cultivos pertenecientes a la familia Poaceae (9, 114). Es por
eso que esta tesis se focalizd en el estudio de bacterias enddfitas diazétrofas como

posible inoculante de sorgo dulce.

4.1. DIAZOTROFIA DE AISLAMIENTOS BACTERIANOS
ASOCIADOS A PLANTAS DE SORGO DULCE

El aislamiento y uso de bacterias diazdtrofas en plantas no leguminosas ha sido un
tema en boga en el campo de estudio de la FBN durante décadas, se ha reportado a lo
largo de los afios numerosos géneros bacterianos endofitos con actividad diazotréfica

(8,53, 164).
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La técnica ARA, es un método simple, sensible y rapido que permite evaluar la
actividad de la enzima nitrogenasa y cuantificar la capacidad FBN (73, 74). Para lograr
determinar dicha actividad en las bacterias diazotroéficas, es fundamental considerar
las condiciones fisicoquimicas en las que se va a medir, principalmente el pH, la
presién de oxigeno, la fuente de carbono y la concentracién de nitrégeno del medio de
cultivo (12, 83, 87, 117, 167).

En esta tesis, en primer lugar se evaluaron las condiciones dptimas en las que cada
cepa presenta actividad nitrogenasa, para luego cuantificar dicha actividad mediante la
técnica de ARA. En este sentido, las 8 cepas en estudio seleccionadas presentaban el
gen nifH y crecian en forma de pelicula en medio semisélido sin nitrégeno (75), por lo
que era de esperar que se lograse medir la actividad nitrogenasa si se hallaban las
condiciones dptimas de expresidn. Los resultados mostraron que después de optimizar
la técnica para cada cepa en particular, se pudo determinar la actividad para 7 de las 8
cepas estudiadas demostrando excelentes resultados.

Las cepas estudiadas pertenecen a los géneros Kosakonia, Bacillus, Enterobacter y
Staphylococcus. Si bien en la mayoria de los géneros evaluados existen reportes
previos de especies fijadoras de nitrégeno (34, 64, 92), no hay registros especificos de
la capacidad de FBN por parte de cepas pertenecientes a las especies Kosakonia
cowani, Bacillus toyonensis, Bacillus megaterium ni Staphylococcus warrerii.
Particularmente, analisis gendmicos y fisiolégicos demostraron que cepas de la especie
Kosakonia radicincitans presentan el operon nif (codificante para la enzima Fe-Mo-
nitrogenasa), asi como actividad nitrogenasa y que esta involucrada en la promocién
del crecimiento vegetal (149, 155).

De las cepas ensayadas, la Unica a la cual no se le pudo determinar las condiciones
para la actividad nitrogenasa fue la cepa Kosakonia sp. UYSB139, a pesar de que dicha
cepa logré crecer en medios de cultivo con ausencia de nitrégeno y a diferentes
concentraciones de oxigeno. Para lograrlo, posiblemente se deban ensayar medios de
cultivos con otras fuentes de carbono no evaluadas en esta tesis o suplementar con
molibdeno y/o vanadio, elementos estructurales de los sitios activos de la nitrogenasa
necesarios para una correcta funcionalidad de la enzima (76, 109).

Por otra parte, se debe tener en cuenta que si bien el ensayo de ARA es una técnica

rapida, no es la mas efectiva por presentar una elevada variabilidad. En este sentido,
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seria recomendable calibrar el procedimiento de reduccion de acetileno utilizando el

método de N*°, para validar la técnica como método para cuantificar la FBN (107).

4.2. BACTERIAS DIAZOTROFAS PROMUEVEN EL CRECIMIENTO
VEGETAL DE CULTIVARES DE SORGO DULCE

Dado que la eficacia de una bacteria para PCV depende de la especificidad de
interaccion con el huésped y de las condiciones fisico-ambientales, es necesario
emplear bacterias adaptadas a las cultivares y a las condiciones de plantacion del
cultivo especificas para cada lugar (14). El estudio in vitro de las caracteristicas PCV de
aislamientos bacterianos, combinados con experimentos de inoculacién de plantas en
diferentes condiciones, permite revelar el potencial uso biotecnolégico de dichas
bacterias como inoculantes.

En el caso del cultivo de sorgo dulce, diferentes estudios realizados en India, Brasil y
Indonesia reportaron colecciones de bacterias PCV asociadas a e (15, 42, 52, 62).
Particularmente en Brasil se ha reportado la capacidad de las cepas Azospirillum sp.,
Herbaspirillum seropedicaee e inoculantes combinados de Burkholderia sp. con
Herbaspirillum sp., de ser PCV de sorgo dulce en condiciones de invernaculo y de
campo (48, 114). Por otra parte, estudios en Namibia reportaron que bacterias
asociadas a sorgo dulce, pertenecientes a los géneros Enterobacter, Bacillus y
Paenibacillus, fueron PCV in vitro y en invernaculo (67, 68). En Uruguay, bacterias
aisladas a partir de plantas de sorgo dulce de la cultivar M81E, capaces de PCV in vitro
y pertenecientes a diferentes géneros, incluyendo Pantoea, Enterobacter,
Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Ralstonia,  Herbaspirillum,
Achromobacter, Rhizobium, Chryseobacterium, Kocuria, Brevibacillus, Paenibacillus,
Bacillus y Staphylococcus, demostraron potencialidad de ser utilizados como
inoculantes para este cultivo (98).

En esta tesis se estudid la capacidad de PCV en plantas de sorgo dulce, por parte de
aislamientos bacterianos. Dichos aislamientos pertenecen a una coleccién de bacterias

aisladas a partir de los tejidos internos de plantas de sorgo dulce cultivar M81E,
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cultivadas en Bella Unidn, Uruguay (75), los cuales fueron seleccionadas en base a sus
caracteristicas PCV in vitro y su filiacion filogenética.

Como primera aproximacion, se buscd simplificar el sistema lo mdximo posible y
evaluar el efecto PCV de plantas de sorgo dulce, por parte de las cepas, bajo
condiciones controladas de laboratorio. Una vez conocidos los efectos de la
inoculacién en condiciones gnotobidticas, se pasd a un sistema mds complejo en
condiciones de invernaculo, donde el desempefio de las bacterias inoculadas se ve
influenciado por la comunidad de microorganismos que habita el sustrato. Los
resultados de estos estudios sentaron las bases para futuros ensayos en sistemas mas
complejos, por ejemplo a nivel de campo.

Se seleccionaron 38 aislamientos para ser evaluados como inoculantes en plantas de
sorgo dulce cv. M81E bajo condiciones gnotobidticas. La medicion de las variables
biométricas de la planta a los 20 dias post-inoculacion mostré que 4 aislamientos
promovieron significativamente el crecimiento de las plantas en al menos uno de los
pardmetros evaluados. Teniendo en cuenta las caracterizaciones in vitro realizadas
previamente (75), se podria especular que la capacidad PCV de las cepas Kosakonia sp.
UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y UYSB93, podria deberse a su capacidad de FBN y/o a la
produccién de auxinas. Es de destacar que la cepa Kosakonia sp. UYSB139 fue aislada a
partir de semilla, lo cual es indicativo de su capacidad de dispersién dentro de la planta
y de transmitirse verticalmente a las siguientes generaciones, ambos factores son
relevantes a la hora de seleccionar cepas para el desarrollo de inoculantes. Por otra
parte, la capacidad PCV de la cepa Kosakonia sp. UYSB106, puede deberse a su
capacidad FBN y de solubilizaciéon de fosfatos. Sin duda, es necesario realizar
experimentos adicionales para corroborar dichas hipétesis.

A partir de los resultados de PCV en condiciones gnotobidticas, se seleccionaron tres
cepas para ser evaluadas en condiciones de invernaculo: Kosakonia sp. UYSBS89,
Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139. En esta instancia el ensayo se realizd en
dos cultivares de sorgo dulce cultivadas en Uruguay, M81E y ADV2010. La cultivar
MB81E es a partir de la cual se construyd la coleccion bacteriana (75, 98), y era la
utilizada en Uruguay para la produccién de bioetanol (101, 105). Actualmente, su uso

por parte de la empresa ALUR S.A. ha decaido, ya que comenzaron a emplear la
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cultivar ADV2010, por lo que se decidid realizar nuestros estudios también en esta
cultivar.

Los resultados mostraron que a los 4 meses pi, las cepas UYSB89, UYSB119 y UYSB139
fueron PCV en algunas de las variables biométricas evaluadas. En términos generales,
el ensayo realizado en la cultivar M81E mostré rendimientos mds bajos que el
realizado en la cultivar ADV2010, inclusive para el control positivo.

La cepa UYSB89 estimuld el desarrollo radicular de las plantas de las dos cultivares
ensayadas, ya que el peso seco radicular fue significativamente mas alto que el del
control sin inocular. Por su parte, la cepa UYSB139, cuando fue inoculada en la cultivar
MB81E promovid el aumento del peso seco radicular, mientras que en la cultivar
ADV2010 promovié el desarrollo de la planta en general, al observarse diferencias
significativas con respecto al control en todos los parametros evaluados (peso seco
radicular y aéreo, la altura y del didmetro). La diferencia en el efecto que la cepa tiene
sobre las cultivares puede deberse a que los distintos genotipos de las cultivares
determinan distintos tipos de interaccion con la bacteria (32), siendo la interaccidn de
la cepa UYSB139 con la cultivar ADV2010 mas benéfica que la interaccion de la cultivar
MS81E. A su vez, el aumento en el desarrollo del sistema radicular en ambas cultivares,
cuando fueron inoculadas con las cepas UYSB89 y UYSB139, puede ser debido al efecto
de la auxina exdgena secretada por las bacterias (75). Como consecuencia de estos
efectos, es probable que la planta tenga una mayor posibilidad de adquirir agua y
nutrientes en el suelo (113). Ambas cepas mencionadas fueron identificadas como
pertenecientes al género Kosakonia (75). Debido a los cambios en la taxonomia
bacteriana del género Enterobacter y a procesos de reclasificacion, muchas de las
cepas que integraban el género Enterobacter ahora pertenecen al recientemente
definido género Kosakonia (22). Tal es el caso de las cepas antiguamente conocidas
como E. radicincitans (81) y E. cowanii (21), ahora nombradas como K. radicincitans y
K. cowanii respectivamente (22). Estudios previos han reportado el efecto PCV de
cepas de K. radicincitans al ser inoculadas en diferentes cultivos de interés agronémico
en condiciones de invernaculo y campo incluyendo: repollo (Brassica oleracea (53),
tomate (Solanum lycopersicum) (16), rabanito (Raphanus sativus) (17), pepino
(Cucumis sativus) (149) y caia de azucar (Saccharum officinarum) (155). Sin embargo,

no se han encontrado reportes de cepas de K. cowanii que las describan como PCV.
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Particularmente en plantas sorgo dulce, estudios en Brasil reportaron el aislamiento de
bacterias pertenecientes al género Kosakonia a partir de tejidos internos de este
cultivo, y su efecto PCV al ser inoculadas en condiciones de invernaculo (42).

En cuanto a la cepa Bacillus sp. UYSB119, los ensayos de PCV no fueron concluyentes
en la cultivar M81E, ya que no se obtuvo un numero suficiente de réplicas que
permitiera realizar el andlisis estadistico, por lo que el tratamiento se descarté.
Posiblemente el bajo nimero de plantas sobrevivientes se deba a la baja calidad de las
semillas de esta cultivar. Sin embargo, cuando dicha cepa fue inoculada en la cultivar
ADV2010, las plantas mostraron un incremento en el peso seco aéreo y radicular.
Nuevamente, se podria especular que el incremento del desarrollo vegetativo se deba
a la produccién de AlA y al aumento en la disponibilidad de nitrégeno que le provee la
bacteria a la planta (75). Estudios previos demostraron el efecto PCV de una cepa de
Bacillus subtilis al ser inoculada a plantas de sorgo dulce, la cual mejora la germinacion,
el indice de vigor y la calidad nutricional de las semillas, asi como también el contenido
de proteinas y de carbohidratos (119). Asimismo, se ha reportado la capacidad de
Bacillus sp.SLS18 de ser PCV en condiciones de invernaculo y de captar Mn y Cd, al ser
inoculada a plantas de sorgo dulce, poke indio (Phytolacca acinosa Roxb) y tomatillo
(Solanum nigrum L.) (96). Teniendo en cuenta estos antecedentes, seria interesante
profundizar en el estudio del efecto de la inoculacidn sobre la calidad de las semillas de
sorgo dulce y estudiar la capacidad de la cepa UYSB119 de tolerar y captar metales
pesados como posible uso en la remediacion de suelos contaminados.

Con respecto a la cepa Azospirillum brasilense Sp7 empleada como referencia en estos
experimentos, si bien ha sido reportada previamente como PCV de sorgo dulce en
varios trabajos (10, 146), en los ensayos realizados en esta tesis exhibid bajos
rendimientos. Dicha cepa mostré efectos significativos de PCV solamente en el peso
seco aéreo en la cultivar M81E y ningln efecto en la cultivar ADV2010. Mismos
resultados fueron reportados previamente en estudios realizados en Uruguay, donde
plantas de sorgo dulce cv. M81E inoculadas con la cepa Sp7, no mostraron diferencias
significativas con respecto al control negativo en condiciones gnotobidticas (98). La
diferencias en el efecto que tiene la cepa Sp7, al ser inoculada en diferentes cultivares
y condiciones, puede deberse a una incompatibilidad entre los genotipos planta-

bacteria o debido a que la cepa es mala compitiendo con la microbiota nativa del
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suelo, no logrando colonizar efectivamente las raices (90). De esta forma, queda en
evidencia la relevancia de desarrollar inoculantes que estén adaptados a las cultivares
y condiciones de cultivo en el pais, para lograr tener rendimientos dptimos.

Considerando lo mencionado anteriormente, se puede concluir que los tres
aislamientos nativos ensayados presentan potencialidad para ser utilizados como
inoculantes de sorgo dulce en las cultivares utilizadas en Uruguay. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que estos resultados fueron obtenidos a partir de ensayos bajo
condiciones controladas, por lo que en experimentos de campo, donde las condiciones
no son controladas y donde se encuentran expuestos a mayores adversidades, los

resultados podrian ser diferentes.

4.3 LA FERTILIZACION QUIMICA NITROGENADA AFECTA LA PCV
DE LAS BACTERIAS DIAZOTROFAS

En condiciones de campo el efecto de la PCV de los inoculantes puede verse afectado
por las condiciones ambientales, la composicién fisicoquimica del suelo o la
competencia con otros microrganismos, entre otros factores (50). En este sentido,
cuando se trabaja particularmente con bacterias diazétrofas es preciso evaluar la
Optima relacidn fertilizante nitrogenado-bacterias diazétrofas, ya que la actividad de la
enzima nitrogenasa es inhibida cuando hay excesiva disponibilidad de nitréogeno
mineral en el medio (55, 91, 166). Sin embargo, si bien un alto nivel de suministro de
nitrégeno combiando podria inhibir la FBN en algunas especies diazotroéficas, esto no
sucede en todas las especies ni en todas las condiciones (91, 126, 129). Por lo tanto, la
PCV de microorganismos diazétrofos en condiciones de disponibilidad de nitrégeno,
debe ser estudiada para cada caso en particular (55).

En este sentido, se realizaron estudios de respuesta a la inoculacidn con las cepas
Kosakonia radicincitans UYSB89 y Kosakonia cowanii UYSB139, conjuntamente con la
aplicacion de diferentes dosis de fertilizante quimico nitrogenado (ON, 75N y 150N), en
las dos cultivares de semillas, ADV2010 y M81E. El objetivo fue, por una parte, conocer
si el efecto PCV de las cepas se ve afectado por la fertilizacion quimica nitrogenada.

Por otra parte, evaluar si al aplicar una concentracién mas baja de fertilizante quimico
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en conjunto con la inoculacién bacteriana se logra un efecto PCV similar al que se
consigue con la aplicacién de la dosis de fertilizante recomendada (150N). En estos
experimentos el sistema fue disefiado buscando que se asemeje a las condiciones del
suelo y de cultivo en el campo, por lo cual los resultados obtenidos son un insumo
fundamental a la hora de considerar estas cepas como inoculantes bacterianos de

sorgo dulce.

4.3.1 CULTIVAR M81E

Se constaté que las plantas de la cultivar M81E respondieron positivamente al
fertilizante quimico nitrogenado, cuando fue aplicado en la dosis 75N, es decir, la
mitad de la dosis recomendada por el proveedor de semillas. Sin embargo, al aplicar
150N de fertilizante se observé que el efecto sobre el desarrollo de la planta fue
similar a cuando se aplicd 75N, es decir que duplicar la dosis no significé obtener
mejores resultados en los parametros evaluados.

Por otra parte, se demostré que la inoculacidon bacteriana con las cepas UYSB89 vy
UYSB139 repercutié positivamente sobre el desarrollo de la planta, en ausencia de
fertilizante quimico. Sin embargo, los efectos de la cepa UYSB89 se vieron inhibidos
cuando el indculo fue aplicado en simultdneo con el fertilizante quimico nitrogenado,
con cualquiera de las dos dosis ensayadas. Este fendmeno puede deberse a que el
principal mecanismo PCV de la cepa sea la FBN, la cual se pudo ver inhibida al haber
disponibilidad de nitrégeno combiando en el medio. En cuanto a la cepa UYSB139, sus
efectos también se vieron inhibidos cuando se inoculd junto a 75N, sin embargo se
observé PCV cuando fue inoculada junto con el fertilizante quimico a dosis 150N.
Debido a que es légico esperar que si el efecto PCV no se inhibe frente a la dosis mas
alta de fertilizante, tampoco lo haga frente a la dosis mas baja, seria necesario repetir

el ensayo para constatar si el fendmeno se repite.
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4.3.2 CULTIVAR ADV2010

Las plantas de la cultivar ADV2010 respondieron positivamente a la fertilizacion
guimica nitrogenada. Sin embargo, su respuesta fue moderada y no homogénea, ya
que no todos los parametros biométricos evaluados respondieron. Ademds, se
constatd que duplicar la concentracidn de fertilizante no repercutid sobre el desarrollo
de la planta bajo las condiciones ensayadas.

En cuanto a las cepas UYSB89 y UYSB139, se comprobd que la inoculacion con las
mismas estimuld el desarrollo vegetal, tanto en ausencia como en presencia de
fertilizante quimico nitrogenado. Por otra parte, se demostré que inoculando con las
cepas en conjunto con la aplicacion de fertilizante a dosis 75N, se obtuvieron mejores
resultados para el peso radicular que cuando se aplica fertilizante a dosis 150N.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el uso de las cepas UYSB89 vy
UYSB139 como inoculantes microbianos para de la cultivar ADV2010, podria ser una
practica agricola que permitiria reducir en un 50% la concentracién de fertilizante
guimico aplicado actualmente, logrando incluso optimizar los rendimientos del cultivo.
Si bien los resultados obtenidos son prometedores, hay que tener en cuenta que la
relacion entre los tratamientos exclusivamente fertilizados no fue demasiada clara, por
lo que seria recomendable realizar una repeticién de los ensayos para verificar estos
resultados primarios. Por otra parte, los resultados en la cultivar M81E no fueron tan
concluyentes. En dicha cultivar, la cepa UYSB139 mostro resultados prometedores.

En términos generales, es de destacar que la respuesta de las plantas, tanto a la
fertilizacién quimica nitrogenada como a la inoculacién bacteriana, fue diferencial
segun el genotipo del cultivar evaluado, se observd que en la cultivar ADV2010 la
posibilidad de emplear las cepas como inoculantes es mas viable que en la cultivar
MB81E. Posiblemente, el motivo de este comportamiento diferencial, sea debido a que
la interaccién planta-bacteria se encuentra fuertemente determinada por lo genotipos
de ambos participantes de la interaccion (32). Ademas, este trabajo ha demostrado

que la eficacia de inoculacién por las cepas esta sujeta a la disponibilidad de nitrégeno
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en el medio, por lo tanto fue acertado evaluar su contribuciéon a la planta en
combinacidn con distintos niveles de fertilizacidon nitrogenada. En este sentido, se ha
demostrado que la fertilizacidon quimica nitrogenada en campo, afecta la composicién
de la comunidad bacteriana asociada a sorgo dulce de la cultivar M81E siendo el
nitrogeno el factor principal que afecta la estructura de la comunidad bacteriana
diazotrofica-endofitica (98). Teniendo en cuenta lo dicho previamente, es probable
que el estado fisiologico de la planta, determinado por la disponibilidad de nutrientes
en el medio, module la composicién de la microbiota bacteriana asociada, reclutando
bacterias especificas que atiendan sus deficiencias (30, 71). Asimismo, en ensayos
realizados con dos genotipos distintos de sorgo dulce se observé que el tamafio de la
poblacién bacteriana diazétrofa y el nimero de copias del gen nifH fueron menores en
la rizésfera de aquellas plantas tratadas con elevadas concentraciones de fertilizantes
nitrogenados que en las plantas sin fertilizar (38). En conjunto, estos trabajos resaltan
el marcado efecto que la fertilizacion quimica nitrogenada tiene sobre la microbiota
asociada a las plantas de sorgo dulce y sobre su efecto PCV.

Por otra parte, nuestros resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos al
evaluarse el efecto combinado de la inoculacién y la fertilizacidén en sorgo dulce BR 501
y sorgo granifero linaje 9920044 de EMBRAPA (48). En dicho estudio el sorgo dulce
tuvo menores rendimientos que el granifero y no respondié significativamente ni a la
fertilizaciéon nitrogenada ni a la inoculacidon con el inoculante mixto compuesto por
Burkholderia kururiensis y Herbaspirillum seropedicae. Por otra parte, el sorgo
granifero respondié a la inoculacién con el inoculante mixto y a la fertilizacion
nitrogenada, cuando fueron aplicados separados o en conjunto. Los resultados en
dicho cultivo indicaron que cuando se inocula, es posible reducir en un 80% la
aplicacién de fertilizante nitrogenado manteniendo la misma productividad de cultivo.

Otros estudios en plantas de algodén demostraron que la inoculaciéon con las cepas
Bacillus sp. S10 y Pseudomonas sp. Z5, incrementé el rendimiento de la planta a
niveles bajos de fertilizantes nitrogenados y potdsicos, logrando superar a los
rendimientos obtenidos cuando las plantas no fueron inoculadas y recibieron las dosis

recomendadas de nitrégeno y potasio (165).
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4.4.LAS CEPAS KOSAKONIA RADICINCITANS SP UYSB89,
BACILLUS TOYONESIS SP. UYSB119 Y KOSAKONIA COWANII
SP.UYSB139 SON ENDOFTOS VERDADEROS.

En condiciones naturales las plantas se encuentran en contacto intimo con bacterias
endodfitas, estableciendo interacciones que son benéficas para ambas partes. Las
bacterias endéfitas al colonizar las estructuras internas de las plantas, se encuentran
menos expuestas a la competencia con otros organismos, estan protegidas del estrés
ambiental y disponen de elementos nutricionales que el hospedador les provee
directamente (121). Ademas, al encontrarse en un ambiente con bajos niveles de O,,
se favorece la actividad déptima de la enzima nitrogenasa de aquellos endodfitos
diazétrofos, y pueden asi beneficiar el crecimiento y desarrollo de la planta huésped a
través del aporte de nitrégeno fijado (139). Aparte de la FBN, muchas bacterias
enddfitas diazotrdficas poseen otros mecanismos que promueven el crecimiento de las
plantas, por ejemplo la biosintesis y modulacién de hormonas y la solubilizaciéon de
minerales (40, 56, 94).

El proceso mediante el cual las bacterias adoptan el modo de vida endofitico ha sido
muy estudiado, se han descrito las etapas y algunos de los mecanismos que operan
para que la bacteria logre colonizar la planta. En términos generales, el proceso
involucra la adhesién de las bacterias a la superficie de la raiz, la infeccidon bacteriana
de los tejidos y la dispersion bacteriana dentro de ellos (97). El conocimiento de la
interaccion entre los endéfitos y las plantas permite aprovechar los efectos positivos
de la interaccion, con el fin de poder emplear a la bacteria como inoculante (152).

La visualizacién de bacterias marcadas mediante microscopia de fluorescencia ha sido
reportada como una técnica sensible y rdpida que permite estudiar la colonizacién
bacteriana en raices de plantas (61, 70). En la presente tesis, se utilizaron herramientas
de biologia molecular y microscopia de florescencia para estudiar la interaccién de
bacterias con la planta, concretamente investigar si la naturaleza de la interaccién es
endofitica. El primer paso del procedimiento consistio en marcar las bacterias con el

gen reportero gfp codificante para la proteina GFP. La proteina GFP ha sido reportada
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como un marcador apropiado para estudiar el comportamiento bacteriano en la
rizésfera, como ser la colonizacién de la raiz (18, 156, 157). Su principal ventaja radica
en que su uso No es invasivo ya que no requiere un tratamiento previo de la muestra
para su visualizacién, lo cual permite el monitoreo in vivo preservando la integridad del
material de estudio (18). La transformacién de las bacterias con el gen gfp fue
realizada utilizando como vector al pldasmido pHC60 (35). Dicho plasmido es de amplio
espectro de huésped y estable en ausencia de presion selectiva, lo que lo hace
utilizable para estudiar la interaccién entre la bacteria y la planta (33).

Las cepas Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139 fueron
las seleccionadas para estudiar y proponer un modelo de infecciéon y colonizacién de

las plantas de sorgo dulce, bajo las condiciones ensayadas.

4.4.1. COLONIZACION DE LA SUPERFICIE RADICULAR

Para todas las cepas estudiadas, a las 4hs pi. se observaron bacterias adheridas en
distintos sitios de la superficie radicular de la planta, distribuidas en forma dispersa
pero frecuentemente localizadas sobre la base de los pelos radiculares.
Particularmente, las cepas UYSB139 y UYSB89 a partir de las 16hs pi. formaron
agregados bacterianos de gran tamafio e incluso aparentes biopeliculas en la base de
los pelos radiculares. La localizacidn particular en esas zonas, se ve promovida por la
presencia de elevadas concentraciones de exudados radiculares, los cuales son
quimioatrayentes y fuente nutricional para las bacterias (66). Ademads, en la base de
los pelos radiculares, el tejido se encuentra debilitado por estar en expansién, lo cual
genera aberturas naturales que posibilitan el ingreso pasivo de las bacterias a la planta
(121). Este tipo de mecanismos de ingreso, fue anteriormente observado para la cepa
Gluconabacter diazotrophicus Pal 5 inoculada en plantas de sorgo dulce (95), asi como
para la cepa K. radicincitans UYSO10 en plantas de cana de azucar (Saccharum

officinarum) (154).
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4.4.2. INFECCION Y COLONIZACION DE LOS TEJIDOS INTERNOS

Luego de que las bacterias ingresaron a la planta, se observé que las cepas estudiadas
colonizaron los espacios intercelulares del cértex de las raices a las 19hs pi. En todos
los casos, la colonizacién de las bacterias fue distribuida en todas las regiones de la raiz
por igual, sin evidenciarse preferencia por alguna zona especifica. Este tipo de
colonizacién ha sido previamente descrito en plantas de sorgo dulce inoculadas con
Herbaspirillum  rubrisubalbicans o Gluconacetobacter diazotrophicus (79, 95).
Particularmente para el caso del género Kosakonia, se ha demostrado que la cepa K.
radicincitans UYSO10 coloniza los espacios intercelulares, de las raices y la base del
tallo de plantas de cafia de azucar (Saccharum officinarum) (154). Asimismo la cepa K.
radicincitans GXGL-4A, coloniza también exitosamente los espacios intercelulares de
raices de pepino, pero localizdndose principalmente cercanas al anillo vascular de la
raiz y rara vez cerca del limite de la raiz (149). Por otra parte, diferentes trabajos han
reportado como endodfito y colonizando los espacios intercelulares a aislamientos
pertenecientes al género Bacillus en raices de plantas de la flor globo (Platycodon

grandiflorus), y pimienta (C. annuum L.) (36, 82).

4.4.3. COLONIZACION DEL TEJIDO VASCULAR

Una vez colonizados los tejidos internos de la planta, los endoéfitos bacterianos pueden
colonizar los haces vasculares y dispersarse sistémicamente a otros érganos de la
planta (97). Este seria el caso de las cepas UYSB139 a las 144hs pi. y UYSB119 a las
72hs pi.. Sin embargo, lo mismo no pudo ser observado para la cepa UYSB89 en
ninguno de los tiempos observados, no puede descartarse que esta lo haga a mayores
tiempos. La colonizacién de los tejidos vasculares de plantas de sorgo ha sido
reportado también para las cepa H. rubrisubalbicans (80). Asimismo, en plantas de
cafia de azucar, la cepa K. radicincitans UYSO10 logrd colonizar el tejido vascular del

tallo a las 24hs pi (154). En cuanto al género Bacillus, si bien cepas de este género
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fueron capaces de colonizar la raiz de plantas de la campanilla china, no se encontré
evidencia de su capacidad de colonizar el sistema vascular de la raiz, tal como se
observo en este estudio (36). En cambio, en la planta de pimienta se detectaron células
bacterianas de Bacillus amyloliquefaciens en los tejidos de la hoja, evidenciando una
dispersién sistémica (82).

En su conjunto y a partir de los resultados obtenidos, se pudo definir a las cepas
Kosakonia sp UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139 como “enddfitas

verdaderas”.
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CONCLUSIONES

Mediante las actividades desarrolladas, fue posible cumplir con todos los objetivos
planteados en la presente tesis, se obtuvieron insumos valiosos para el futuro

desarrollo de inoculantes bacterianos de sorgo dulce.

Concretamente, se logré poner a punto la técnica de reduccién de acetileno vy
mediante ella clasificar como diazétrofos a 7 aislamientos pertenecientes a la
coleccién. Luego, mediante ensayos de promocién del crecimiento vegetal en
condiciones gnotobidticas y de inverndculo, se determind que las cepas diazétrofas
Kosakonia sp. UYSB89, Bacillus sp. UYSB119 y Kosakonia sp. UYSB139 promueven el
crecimiento de plantas de sorgo dulce cv. M81E y ADV2010. Por otra parte, se
demostré que plantas de la cv. ADV2010 fertilizadas con 75N e inoculadas con las
cepas Kosakonia sp. UYSB139 o Kosakonia sp. UYSB89, tuvieron un mayor desarrollo
que las plantas fertilizadas con una dosis mayor de fertilizante quimico (150N),
demostrando ser una alternativa que podria lograr reducir el uso de fertilizantes
nitrogenados sin comprometer la productividad del cultivo. Sin embargo, los
resultados del mismo ensayo en la cv. M81E no fueron tan concluyentes, el efecto PCV
de la cepas se vio inhibido a causa de la fertilizacién quimica nitrogenada. Finalmente,
los estudios de microscopia permitieron comprobar que dichas cepas establecen una

interaccion endofitica con plantas de sorgo dulce cv. M8L1E.

En este sentido, se puede concluir que las tres cepas endéfitas-diazotrofas PCV
ensayadas en la presente tesis presentan potencialidad para ser utilizadas como
inoculantes de sorgo dulce en las cultivares empleadas en Uruguay. Particularmente, la
cepa Kosakonia sp. UYSB139 demostrd potencialidad de ser empelada como
suplemento a la fertilizacion quimica nitrogenada, lo cual permitiria reducir la cantidad

de fertilizante aplicado.
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PERSPECTIVA

Considerando que la mayoria de las cepas estudiadas demostraron ser
diazétrofas, seria interesante profundizar en el estudio de la actividad FBN de la
bacteria cuando se encuentra asociada a la planta. Para ello, se propone
determinar en plantas inoculadas, cudl es el porcentaje de nitrégeno
proveniente de la FBN mediante técnicas isotdpicas de >N. Otra propuesta
complementaria, es realizar ensayos de PCV empleando cepas mutantes nifH y
comparar sus resultados con el de las cepas no mutadas.

Con respecto a los ensayos de PCV en condiciones gnotobidticas y de
invernaculo, cabe resaltar que si bien fue posible determinar la capacidad
promotora de las cepas, estos resultados fueron obtenidos bajo condiciones
controladas. Es por ello que se propone realizar ensayos en condiciones de
campo, para conocer como responden las plantas a la inoculacién bacteriana
cuando estan expuestas a las condiciones reales de su cultivo. Ademas, seria
interesante continuar investigando el efecto de la inoculacidon sobre otros
parametros que sean de interés agrondmico, es decir que estén relacionadas al
uso antropogénico que se le da a la planta. Concretamente, se propone
estudiar el efecto de la inoculacidon sobre la calidad nutricional de las semillas,
el porcentaje de azucares en el tallo y la tolerancia a estrés ambiental y
bioldgico.

Con respecto al estudio del efecto PCV de las cepas cuando se aplican junto con
el fertilizante quimico nitrogenado, se propone repetir los ensayos evaluando
menores dosis de fertilizante, buscando reducir al minimo la cantidad de
fertilizante aplicado sin comprometer los rendimientos. Por otra parte, para
comprender si la actividad nitrogenasa esta operando cuando se inoculan
plantas con diferentes niveles de disponibilidad de nitrégeno quimico, se
propone realizar estudios de cuantificaciéon de la expresidon del gen nifH
mediante RT-qPCR, e investigar cual es el porcentaje de nitréogeno en la planta
que proviene de la FBN, mediante técnicas isotdpicas de °N.

En cuanto a los estudios de interaccidn planta-bacterias, se propone optimizar
la técnica de microscopia mediante el marcaje de las bacterias con el gen gus.
Esto permitiria realizar una identificacion primaria de los sitios en donde se

localizan las bacterias para seleccionar especificamente las regiones de la raiz
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en donde realizar los cortes, de este modo se obtendria un mejor material de
trabajo con informacion mas precisa. Ademas, la informacién obtenida se
podria complementar realizando observaciones de imagenes en tres
dimensiones utilizando microscopia electréonica de barrido. Esta aproximacion
podria profundizar en la comprensién de los mecanismos de adhesién e
infeccidn por parte de las bacterias enddfitas.

Teniendo en cuenta que se dispone del genoma secuenciado de la cepa
UYSB139, seria interesante realizar un analisis bioinformdatico profundo, con la
idea de identificar genes involucrados en el establecimiento de la interaccién

asi como en la promocién del crecimiento vegetal.
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ANEXO

Buffer GET (133)

Componente Concentracion
Glucosa 50 mM

EDTA 10mM
Tris-HCI pH 8 25 mM

Solucién de lisis

Componente Concentracion
NaOH 0,2M
SDS 1% en agua ultra pura

Debe prepararse al momento de uso

Solucién TSS (37)

Componente Concentracion

Medio de cultivo LB

PEG ( p.mol 6000) 10% (p/v)
DMSO 5% (v/v)
MgCl, 50mM

Filtrar la solucién en filtro de poro 0,22um antes de adicionar el DMSO. Ajustar el pH a
6.5
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Reactivo de Bradford (20)

Componente Cantidad por litro

Coomassie BBG 100 mg
Etanol 95% 48 ml

Ac. Fosférico 85% (p/v) 100 ml

H,0 c.s.p 1000 ml

Preparacion:

1. Disolver el Coomassie en el etanol.

2. Agregar el Ac. Fosférico y llevar a volumen con agua destilada.
3. Filtrar dos veces con papel de filtro Whatman N° 1 4.

4. Guardar en frasco oscuro en heladera.

Medio para plantas Jensen (161)

Componente Cantidad por litro

Ca3(P0.); 10g
K2HPO, 02g
MgS04 7H20 02g

Nacl 02g

FeCl; 6H,0 0,17 g
Solucion de micronutrientes 1,0 ml

H,O0 c.s.p 1000ml
Agar 80g
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Solucion de micronutrientes para medio Jensen

Componente Cantidad por litro

H3BO; 2,86¢
MnS0O,4.H,0 2,03g
ZnS0,4.7H,0 0,22 g
CuS0,4.5H,0 0,08g
Na2MoO, 0,09¢g
H,0 c.s.p 1000ml

Medio para plantas Murashinge-Skoog (MS) (111)

Componente Cantidad por litro

NH4;NO; 1650 mg
KNO; 1900 mg
CaCl,.2H,0 440 mg
MgS0,.7H,0 370 mg
KH,PO, 170 mg
IK 0,83 mg
HsBO3 6,2 mg
MnS0,.4H,0 22,3 mg
ZnS0,4.7H,0 8,6 mg
NaMo0,4.2H,0 0,25 mg
CuS0,4.5H,0 0,025 mg
CoCl,.6H,0 0,025 mg
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EDTA 37,3 mg
FeS0,.7H,0 27,8 mg
H20 c.s.p. 1000ml
Medio de cultivo NFb (46)

acido malico 50¢g
MgS0,.7H,0 0,28

NacCl 01lg
CaCl,.H,0 20g

K,HPO, 01lg

KH,PO, 0,48
solucion de vitaminas 1ml
solucion de micronutrientes 2ml

NH,4CI 10g

H,0 c.s.p. 1000ml

Ajustar el pH a 6,5.

Solucién de micronutrientes para medio Nfb

Componente Cantidad por litro

HsBO; 2,86 ¢g
MnSO,.H,0 2,08¢g
ZnS0,.7H,0 022g
Mo0Os.H,0 0,09g
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CuS0,.5H,0

0,08 g

H,O

c.s.p. 1000ml

Solucion de vitaminas para medio Nfb

Biotina 0,01g
Pyridoxal-HCI 0,02¢g

H,0 c.s.p. 1000ml
Buffer TAE

EDTA 0,001 M
Tris-acetato 0,04 M

Ajustar el pH a pH 8,0

Medio de cultivo TSB

Componente

Cantidad por litro

Tripteina Soya Agar

15g

H,O

c.s.p 1000l
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Medio de cultivo TSA

Tripteina Soya Agar 15g

H,0 c.s.p 1000l
Agar 15¢g
Medio de cultivo NFCC (5)

NaOH 4,7g
K2PO,4 01g
KH,PO,4 0,48
MgS0,. 7H,0 0,2¢g

NaCl 01lg
CacCl, 0,02¢g
FeCl3 0,01g
NaMo0;.2H,0 0,002 g
Azul de Bromotimol 2,5mg
H,O0 c.s.p. 1000ml

Ajustar pHa 6,8
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ANEXO

Medio de cultivo Luria-Bertani liquido (LB) (132)

Componentes Cantidad por litro

Extracto de levadura 5g

Triptona 10g

NacCl 10g

H,0 c.s.p 1000ml

Medio de cultivo Luria-Bertani solido (LA)

Componentes Cantidad por litro

Extracto de levadura 5¢g

Triptona 10g

NacCl 10g

H,O c.s.p 1000ml
Agar 15¢g
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