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ABREVIATURAS

AIA — Acido indol-3-acético

BPCV — Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

FBN — Fijacion bioldgica de nitrégeno

MPM — Marcador de peso molecular

PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).
PCV — Promocién del crecimiento vegetal

PMI — Probables mecanismos de infeccién



Resumen

Actualmente, la mayor parte de la produccién agricola depende fuertemente del
uso de fertilizantes quimicos. Los mismos aportan nutrientes a las plantas
aumentando asi el crecimiento y la productividad de los cultivos, pero causando
a su vez graves consecuencias en el medioambiente. Las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal constituyen una alternativa prometedora de cara a un
manejo sostenible de los suelos agricolas. Mediante diversos mecanismos
tales como la biofertilizacion, bioestimulacion o control biolégico de
fitopatdgenos son capaces de promover el crecimiento de las plantas.
Particularmente, las bacterias enddfitas son aquellas capaces de colonizar los
organos internos de la planta sin causar infeccion aparente, siendo la cepa
diazoétrofa Azoarcus sp. BH72 uno de los modelos de endoéfitos mas
estudiados. Esta cepa tiene estrecha relacidn filogenética con Azoarcus
communis, y Azoarcus indigens, todas ellas aisladas del pasto Kallar
(Leptochloa Fusca). A diferencia de la cepa BH72, no hay reportes sobre las
caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal (PCV) de las mismas.

Como objetivo general se propuso estudiar las caracteristicas PCV de las
cepas A. communis, A. indigens y de la cepa TTM91, también perteneciente al
género Azoarcus. Se evaluaron in vitro diferentes posibles mecanismos de
PCV vy de infeccion de la planta. Los resultados mostraron, que las cepas de
estudio presentaron el gen de la nitrogenasa (nifH) y fueron capaces de
solubilizar sideréforos, si bien no se detectd actividad de enzimas vinculadas a
los procesos de colonizacion e infeccion. Se profundizé en el estudio de la
cepa Azoarcus sp. TTM91, evaluandose la respuesta a la inoculacién en
plantas de canola, festuca y sorgo dulce. Segun las caracteristicas evaluadas y
en condiciones experimentales del presente trabajo no se observd PCV para la
cepa TTM91. El presente trabajo constituye el primer estudio de las
caracteristicas PCV de las cepas evaluadas y de su potencial aplicacion en
distintos cultivos de interés. Este y otros estudios sobre las bacterias enddfitas
PCV constituyen un insumo fundamental de cara a encontrar nuevas

estrategias para un manejo agricola ambientalmente sostenible.



1. INTRODUCCION.

1.1. Impacto Ambiental del uso de Fertilizantes Quimicos.

La mayor parte de la produccion agricola en la actualidad es altamente
dependiente del uso de fertilizantes quimicos. Los mismos mejoran la
productividad de los cultivos gracias al aporte de nutrientes tales como el
nitrogeno, fosforo y potasio (Souza et al., 2015). Sin embargo, el uso de estos
fertilizantes trae aparejadas graves consecuencias en el medio ambiente
ademas del elevado coste economico. Un ejemplo a remarcar lo constituyen los
fertilizantes nitrogenados cuyo uso se ha septuplicado en las ultimas cuatro
décadas (Ollivier et al., 2011). Se calcula que cerca de la mitad del nitrdgeno
aplicado a los cultivos a nivel global, se pierde en el suelo por lixiviacion,
erosion del suelo, o emisibn gaseosa. Esto trae como consecuencia la
acidificacidon del suelo, la eutrofizacion, contaminacion superficial y subterranea
del agua, asi como la pérdida de biodiversidad y produccion de gases de efecto
invernadero (Ollivier et al., 2011).

Dadas las graves consecuencias medioambientales derivadas del uso
de fertilizantes industriales, es necesario aunar los esfuerzos en la busqueda y
desarrollo de alternativas a los mismos que permitan un manejo sustentable de

los suelos sin descuidar las demandas de produccion actuales y futuras.
1.2. Rizésfera y bacterias promotoras del crecimiento vegetal

La rizosfera es la estrecha zona del suelo que rodea y es influenciada
por las raices de las plantas (Laurent Philippot et al., 2013, de Souza et al.,
2015). Alli, la concentracion de bacterias es tipicamente mucho mayor a la
encontrada en el resto del suelo (Glick, 2012). Esto se debe a la presencia de
nutrientes incluyendo azucares, aminoacidos, acidos organicos y otras
pequefias moléculas exudadas por las raices de las plantas y utilizadas como

fuente de carbono por los microorganismos (Glick, 2012, Laurent Philippot et



al., 2013). La planta también afecta los niveles de oxigeno y agua en la
rizosfera, asi como el pH del suelo (Laurent Philippot et al., 2013). De este
modo, la actividad de las raices afecta la composicion de la microbiota
rizosférica, la cual a su vez juega un rol central en el crecimiento, nutricion y
salud de las plantas (Laurent Philippot et al., 2013).

Los organismos atraidos a la rizdsfera por los exudados de las raices
pueden tener efectos beneficiosos, neutrales o perjudiciales para las plantas
(de Souza et al., 2015). En particular, las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV), constituyen un grupo heterogéneo de bacterias beneficiosas
capaces de incrementar el crecimiento de la planta a través de diversos
mecanismos.

Las BPCV pueden establecer diferentes tipos de interacciones con las
plantas. Algunas bacterias permanecen libres en la rizosfera, mientras que
otras se adhieren a la superficie de las raices. Otras bacterias son capaces de
colonizar el interior de las raices alojandose en los espacios intercelulares de
los tejidos o en el interior de las células (Souza et al., 2015). Dados los efectos
beneficiosos de las BPCV en la salud y crecimiento de las plantas, su estudio
resulta de gran interés de cara a un manejo mas productivo y sustentable de

los suelos agricolas.

1.3. Endofitos.
1.3.1. Definicion.

Los enddfitos bacterianos son aquellos capaces de colonizar los tejidos
internos de las plantas sin provocar sintomas de enfermedad. El aislamiento de
“probables endodfitos” se realiza a partir de tejidos de hojas, tallos y raices de
plantas esterilizadas en la superficie. Sin embargo, para ser definidos como
“‘enddfitos verdaderos” son requeridas pruebas adicionales que demuestren su
localizacion en el tejido (mediante técnicas microscopicas), asi como su
capacidad de re-infectar plantas esterilizadas en la superficie (Reinhold-Hurek
& Hurek, 2011; Mercado-Blanco & Lugtenberg, 2014). Es sabido que gran parte

de los enddfitos no son cultivables, lo cual imposibilita su aislamiento y utilidad



en aplicaciones biotecnoldgicas (Mercado-Blanco & Lugtenberg, 2014). En este
sentido la metagendmica constituye una herramienta muy valiosa para estudiar
la diversidad microbiolégica asociada a distintos cultivos.

Algunos aspectos de la definicion de enddéfitos han sido discutidos
debido a las dificultades para establecer de forma definitiva el rol beneficioso o
patégeno de los mismos. Ello se debe a la influencia de diversos factores que
pueden modificar y determinar la funcionalidad de la bacteria segun el contexto
(Hardoim et al., 2015). Mediante genomica comparativa, se han podido
observar diferencias gendmicas tipicamente presentes en endofitos y no asi en
otras bacterias de la rizosfera, tales como la presencia de determinados genes
vinculados a la regulacion del metabolismo del carbono y nitrégeno, o a la

respuesta al estrés, entre otros (Hardoim et al., 2015).

1.3.2. Clasificacion y estilo de vida.

Los endofitos pueden ser clasificados en distintas categorias
dependiendo su estilo de vida. Los enddfitos obligados son incapaces de
proliferar fuera de la planta y son transmitidos de una generacion a la siguiente
por medio de las semillas (transmisién vertical) o los esquejes (Gaiero et al.,
2013). Los endofitos facultativos por su parte, pueden vivir en la rizosfera y
colonizar a la planta por distintos mecanismos. La mayoria de los enddfitos
estudiados pertenecen a esta categoria, definiéndose su transmision como
transmision horizontal. Este tipo de bacterias son capaces de colonizar la
planta en forma activa mediante la degradacién enzimatica de celulosa y otros
componentes presentes en la pared celular del hospedero. Otro grupo de
enddfitos es capaz de ingresar pasivamente a los tejidos de la planta a través
de eventos estocasticos tales como la apertura de heridas en la zona de
emergencia de los pelos radiculares o raices laterales de la planta o bien en la
zona de diferenciacion y elongacion de las raices (Gaiero et al., 2013; Hurek
and Reinhold-Hurek, 2003).

Los enddfitos bacterianos pueden también ser clasificados segun su

comportamiento o efecto en la planta hospedera. Los mutualistas son aquellos



que mejoran la salud y crecimiento de la planta, mientras que los comensales
no tienen un efecto beneficioso ni perjudicial sobre esta o bien no se conoce su
funcién. Estas definiciones no son absolutas, dado que el efecto ejercido por
los enddfitos sobre el hospedero suele ser variable en funcion de multiples
factores tales como el genotipo del hospedero, el estado fisiologico de la
planta, el tipo de suelo o ambiente (Hardoim et al., 2015). Asi, un mismo
enddfito puede tener un efecto beneficioso en una planta y perjudicial en otra, o

incluso en la misma bajo circunstancias distintas.

1.3.3. Enddfitos y Fijacion Biologica de Nitrogeno en Gramineas.

El concepto de fijacién biolégica de nitrogeno (FBN) en enddfitos es
relativamente reciente (Baldani et al., 2000). La introduccién de este concepto
ha contribuido a impulsar muchos estudios en las ultimas décadas que
condujeron al aislamiento y/o identificacién de bacterias diazétrofas a partir de
cultivos de gramineas. Esto a su vez, impulsé multiples investigaciones sobre
el potencial de los enddfitos para promover el crecimiento vegetal de dichos
cultivos (Baldani et al., 2000; Santos et al., 2014; Bhattacharjee et al., 2008;
Hurek et al., 2002). La presencia de BPCV ha demostrado ser la responsable
del alto rendimiento en la productividad de ciertos cultivos de gramineas
provenientes de suelos aparentemente poco fértiles en los cuales no se habia

aplicado fertilizantes (Santos et al., 2014).

1.3.4. Ventajas del uso de Enddfitos como Bioinoculantes en Sistemas

Agricolas.

El uso de enddfitos como bioinoculantes presenta multiples ventajas con
respecto a las bacterias que habitan en la rizésfera. Las bacterias enddfitas
viven en contacto intimo con las células de la planta, lo cual les permitiria
ejercer un efecto directo rapidamente (Santoyo et al., 2016). Por otra parte,
permanecer en el interior de los tejidos de la planta tales como el apoplasto,

provee a los endofitos con una fuente constante de nutrientes. Asi mismo, este



nicho les protege del ambiente hostil de la rizosfera, donde existe una gran
competencia con otros microorganismos, asi como diversos factores de estrés
abidticos (Mercado-Blanco and Lugtenberg, 2014). Otra ventaja, consiste en su
amplia distribucion. De hecho, se piensa que los enddfitos estan presentes en
todas las plantas, a diferencia por ejemplo de lo que ocurre con los rizobios,
asociados a plantas leguminosas. Este dato no es menor, dado que los cultivos

de mayor produccion a nivel mundial tales como el arréz, maiz y el sorgo

pertenecen a la familia de las gramineas (http://www.fao.org/in-action/inpho/crop-

compendium/cereals-grains/es/). Algunos cultivos de interés nacional como son el
sorgo dulce y la canola también pertenecen a esta familia. Los bioinoculantes
endofiticos constituyen asi una buena alternativa para mejorar la productividad

de distintos cultivos de interés en forma sustentable con el medio ambiente.

1.4. Mecanismos de Promocion del Crecimiento Vegetal.

Las BPCV contribuyen a mantener el buen estado sanitario de la planta
e incrementar su crecimiento y productividad mediante diversos mecanismos.
El conocimiento actual sobre los mecanismos de promocién del crecimiento
vegetal (PCV) utilizados por bacterias endéfitas se basa en su mayor parte en
estudios realizados con bacterias de la rizésfera (Santoyo et al., 2016; Glick,
2012). Conceptualmente, los mecanismos de PCV suelen ser clasificados

como directos (I) o indirectos (ll).

l. Los mecanismos de PCV directos incluyen: 1) biofertilizacion o 2)
fitoestimulacion. Mediante la biofertilizacion las bacterias pueden incrementar el
crecimiento vegetal aportando o facilitando la adquisicion de nutrientes tales
como nitrégeno, fésforo, hierro o potasio cuando el crecimiento de la planta es
limitado por las bajas concentraciones de dichos nutrientes. La fitoestumulacion
por su parte se da mediante la produccidn o modulacién de distintas
fitohormonas (u otros compuestos), siendo la produccién de &acido indol-3-
acético (AlA) uno de los mas estudiados. (Mercado-Blanco & Lugtenberg,
2014).
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Il. Los mecanismos de PCV indirectos ocurren en presencia de: 1)
patdgenos, 2) contaminantes y 3) otras condiciones de estrés (Mercado-Blanco
& Lugtenberg, 2014). En presencia de fitopatdégenos la bacteria inactiva o mata
al mismo o bien protege a la planta mediante la induccion de la resistencia
sistémica. En el segundo caso, el mecanismo consiste en la inactivacion de
contaminantes que impiden la germinacién de la semilla o el crecimiento de la
planta. Por ultimo, la sintesis de la enzima 1-aminocyclopropano-1-carboxylato
(ACC) desaminasa promueve el crecimiento vegetal cuando el mismo es
inhibido por condiciones de estrés (Mercado-Blanco & Lugtenberg, 2014;
Santoyo et al., 2016).

1.4.1. Fijacion biologica de nitrégeno

El Nitrégeno (N) es un nutriente esencial para la planta y limitante para
su crecimiento y productividad. Se trata de un componente principal en la
clorofila, los aminoacidos y otras biomoléculas de gran relevancia tales como el
ATP y los acidos nucleicos (Wagner, 2011).

Si bien el N se encuentra presente en cantidades abundantes en la
atmésfera en su forma molecular (N2), las plantas unicamente pueden utilizar
formas reducidas de este elemento obtenidas a partir de procesos quimicos
naturales, industriales o bien mediante la conversion bioldgica (Vitousek et al.,
1997). La FBN es llevada a cabo por un grupo especializado de bacterias
conocidas como diazoétrofas, las cuales poseen la enzima nitrogenasa capaz de
catalizar la conversion del N, atmosférico en amoniaco (NH3) (Mercado-Blanco
& Lugtenberg, 2014; Glick, 2012). Este proceso consume una gran cantidad de
energia en la forma de ATP e involucra la ruptura de un triple enlace covalente
y la posterior adicion de tres atomos de hidrégeno a cada atomo de nitrégeno
(Glick, 2012; Wagner, 2011). Los genes codificantes de la nitrogenasa (nif) se
encuentran tipicamente en un cluster de alrededor de 20-24Kb con siete
operones los cuales codifican 20 proteinas diferentes.

La FBN puede tener lugar en diferentes bacterias siendo bien conocida

la importancia que tiene dicho proceso en la interaccién leguminosas-rizobios
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formadores de ndédulos. En comparacién, el potencial uso de endoéfitos como
bioinoculantes PCV es un concepto reciente en biologia. EI mismo se ha
estudiado exhaustivamente a partir de los trabajos de Ddbereiner con enddfitos
diazoétrofos PCV aislados a partir de plantas de cafia de azucar en Brasil
(Mercado-Blanco & Lugtenberg, 2014).

1.4.2. Solubilizaciéon de Fosfato.

El fosforo es considerado el segundo nutriente mas importante para el
crecimiento de las plantas, luego del N, siendo un componente estructural clave
en acidos nucleicos y membranas fosfolipidicas ademas de cumplir importantes
funciones en el metabolismo energético de la célula y la transduccion de
senales (Oteino et al., 2015; White & Hammond, 2008).

A pesar de que la cantidad de fésforo presente en los suelos es alta, el
mismo se encuentra mayoritariamente en forma de sales minerales o
compuestos organicos insolubles y por lo tanto no disponibles para la planta
(Glick, 2012; Oteino et al., 2015; Rodriguez & Fraga, 1999). La baja
biodisponibilidad del fosforo constituye asi uno de los principales factores que
limitan el crecimiento en los sistemas agricolas (Oteino et al., 2015).

La solubilizacion de fosfato es por tanto uno de los posibles mecanismos
de PCV utilizados por las bacterias. Algunas son capaces de solubilizar
compuestos de fosfato inorganicos insolubles presentes en el suelo mientras
que otras solubilizan fésforo a partir de compuestos organicos (mineralizacion).
Las solubilizacion de fosfato inorganico se produce mediante la sintesis y
liberacion de acidos organicos tales como el acido gluconico, mientras que la
mineralizacion de fésforo organico es catalizada por enzimas fosfatasas
(Rodriguez & Fraga, 1999).
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1.4.3. Solubilizacion de Hierro.

El hierro constituye otro de los elementos esenciales para el desarrollo
de las plantas participando como cofactor en diversas vias metabdlicas. Su
deficiencia puede conducir a la disrupcion de muchos procesos celulares
incluyendo la respiracién y fotosintesis (Radzki et al., 2013). Pese a ser el
cuarto elemento mas abundante presente en la corteza terrestre, en la
naturaleza predomina como ién férrico (Fe®"), el cual a menudo forma 6xidos o
hidroxidos poco solubles en agua. Asi, la cantidad de hierro biodisponible para
su asimilacién por las plantas suele ser baja, constituyendo un factor limitante
en sistemas agricolas, excepto en suelos acidos (Mercado-Blanco &
Lugtenberg, 2014; Radzki et al., 2013).

La biofertilizaciéon con bacterias PCV constituye una posible estrategia
para incrementar la biodisponibilidad del hierro en los cultivos agronémicos en
forma amigable con el medioambiente, a diferencia de otras practicas que
involucran el uso de fertilizantes quimicos o la aplicacion sobre el suelo de
sales de amonio o nitrato para modificar su pH (Radzki et al., 2013). El
mecanismo por el cual las bacterias solubilizan el hierro consiste en la sintesis
y secrecion de moléculas conocidas como sideroforos (Radzki et al., 2013;
Saha et al., 2012; Fabiano & O’Brian, 2012). Los sider6foros comprenden a un
conjunto estructuralmente diverso de compuestos de bajo peso molecular
capaces de unirse al Fe*" con muy alta afinidad y de manera reversible (Saha
et al., 2012). Si bien los sideréforos se diferencian ampliamente en su
estructura general, la variacion en los grupos de unidén al hierro son mas
limitados (Fabiano & O’Brian, 2012). Una vez secretado, el sideréforo se une al
hierro formando el complejo sideréforo-Fe** que ingresa asi a la célula tras la
unién a receptores de membrana externa (Saha et al., 2012).

Es sabido que los endofitos producen comunmente sideroforos en
condiciones in vitro (Mercado-Blanco & Lugtenberg, 2014). Se ha hipotetizado
que la sintesis de estos metabolitos en el interior de las raices, donde la
biodisponibilidad de hierro es muy baja, podria ser util para desarrollar un estilo

de vida endofitico (Mercado-Blanco & Lugtenberg, 2014). En cualquier caso, la
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produccion de sideréforos resulta fundamental para la adaptacion a la rizosfera
y poder colonizar la planta. Esto se debe a que la produccién de sideréforos por
las BPCV puede conferir una ventaja competitiva con respecto a otros
microorganismos que lo produzcan en menores concentraciones o con menor
afinidad por el hierro (Fabiano & O’Brian, 2012).

Algunos reportes sugieren que la produccion de sideréforos por BPCV
podria afectar positivamente la nutricion de la planta cuando el hierro es un
factor limitante (Radzki et al., 2013; Sharma et al., 2003). Adicionalmente, la
produccion de sideréforos juega un rol en el control biolégico de fitopatégenos

al limitar el Fe disponible en la rizésfera (Glick, 2012).

1.4 4. Solubilizacion de Potasio.

El potasio (K) es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Esta involucrado en ajustar la presiéon osmotica celular, transportar
agua y nutrientes a través del xylema asi como en la activacion de multiples
procesos metabdlicos, tal como la fotosintesis (Meena et al., 2016; Zhang &
Kong, 2014). También esta involucrado en la resistencia de la planta a distintos
factores de estrés bidticos y abidticos (Wang et al., 2013). Su deficiencia puede
causar que los bordes de las hojas adquieran un color amarillento, asi como
enlentecer el crecimiento de la planta o provocar un desarrollo radicular
incompleto (Zhang & Kong, 2014).

El suelo tiene reservas ricas de K, mayormente en forma de minerales
silicatos, que liberan K lentamente. Por el contrario, tan solo el 1-2% se
encuentra disuelto (K*) y disponible para ser directamente absorbido por la
planta (Zhang & Kong, 2014). Algunos estudios han mostrado que una variedad
de microorganismos son capaces de solubilizar potasio a partir de las reservas
minerales presentes en el suelo tales como K-feldespato, mica e illita (Zhang &
Kong, 2014). Sin embargo la informacién disponible sobre bacterias rizosféricas
solubilizadoras de potasio es aun escasa.

La solubilizacion de potasio se produce mediante la liberacion de

distintos acidos organicos por las bacterias presentes en la rizésfera. Los
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acidos organicos pueden disolver el potasio directamente al favorecer la
liberacion de iones K del mineral gracias a la disminucién del pH del medio. La
solubilizacion también puede ocurrir en forma indirecta. En este caso la
capacidad del acido organico de quelar cationes de silicio, produce la
disolucién del mineral, liberando los iones K al suelo (Meena et al., 2016). El
uso de bacterias solubilizadoras de fosfato podria ser una forma sustentable de

mitigar las deficiencias de este mineral en distintos cultivos.

1.4.5 Produccion y modulacion de fitohormonas

Las bacterias son capaces de producir fitohormonas tales como auxinas,
giberlinas y citokininas (Tsavkelova et al., 2006). El etileno por su parte, suele
asociarse principalmente a respuestas a condiciones de estrés (Glick, 2012).
Una de las fitohormonas mas estudiada en la interaccion planta-bacteria es el
AIA (Ramos Solano et al., 2008; Tsavkelova et al., 2006).

El AIA participa en la regulacion de importantes procesos fisiolégicos
incluyendo la extension y division celular, diferenciaciéon de los tejidos,
germinacién, crecimiento del xilema y raiz, y crecimiento vegetativo. También
inicia la formacion lateral y adventicia de raices y media las respuestas a la luz,
gravedad y floracion. Asimismo, afecta la fotosintesis, formacién de pigmentos
y metabolitos, asi como la resistencia a condiciones de estrés (Glick, 2012;
Tsavkelova et al., 2006).

Se estima que cerca del 80% de las bacterias presentes en la rizosfera
son capaces de producir auxinas, de modo que el potencial de estos
microorganismos de afectar los niveles enddégenos, y por tanto los efectos en el
crecimiento vegetal, son considerables (Ramos Solano et al., 2008). La via de
sintesis del AlA puede ser dependiente o indepenidente de triptéfano, siendo
las mas comunes las dependientes. ElI AIA producido por bacterias puede
afectar en forma distinta la PCV dependiendo de multiples factores tales como
el hospedero, su estado fisiologico y el tipo de tejido (Ramos Solano et al.,
2008; Tsavkelova et al., 2006; Spaepen et al., 2007).
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La produccion de AlA por bacterias afecta el desarrollo y morfologia de
las raices, como se ha demostrado utilizando mutantes de Azospirillum con su
principal via de sintesis de AIA bloqueada (Dobbelaere et al, 1999). En estos
estudios se observd una mayor formacién de pelos radiculares a altas
concentraciones de AlA. Sin embargo, no pudo observarse un aumento en el
largo de las raices, debido a que a altas concentraciones las auxinas suelen
tener un efecto inhibitorio mientras que lo opuesto ocurre a concentraciones
menores. Como sea, el incremento en el enraizamiento producido por el AIA
aumenta el consumo de minerales por la planta y la exudacion de las raices lo
cual estimula una mayor colonizacion bacteriana amplificando asi el efecto de
la inoculacién (Spaepen et al., 2007). Otros estudios realizados con
Pseudomonas putida GR12-2 demostraron que la produccion de AIA por la
misma estimula la elongacion de raices en plantas de canola (Glick, 2012,
Spaepen et al., 2007).

1.5. El género Azoarcus.

1.5.1. Diversidad biologica del género Azoarcus.

En las ultimas décadas ha habido considerable interés en el estudio de
bacterias diazétrofas que interactuan positivamente con plantas no
leguminosas, especialmente gramineas (Faoro et al.,, 2017). Diferentes
especies bacterianas tales como Azoarcus sp. BH72, Herbaspirillum
seropedicae, Azospirillum brasilense, Gluconacetobacter diazotrophicus,
Klebsiella pneumoniae 342 y Burkholderia spp., se han convertido en cepas
modelos para el estudio de las interacciones entre endodfitos diazétrofos y
cultivos de gramineas (Dixon & Hartmann, 2017). De todas ellas, la cepa BH72
perteneciente al género Azoarcus, constituye posiblemente el modelo mas
ampliamente estudiado (Dixon & Hartmann, 2017).

El género Azoarcus constituye un grupo diverso de bacterias gram
negativas pertenecientes a la subclase B de las proteobacterias, concretamente

al orden de los Rhodocyclales. Todas las cepas descritas hasta el momento
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suelen agruparse, de acuerdo a la secuencia del gen ARNr 16S, en dos clados
principales que se diferencian tanto a nivel filogenético como ecoldgico. Los
mismos corresponden a: (I) un grupo de bacterias especializadas en su
establecimiento como endoéfitos de gramineas y aisladas a partir de plantas, y
(II) un grupo que incluye a bacterias de vida libre aisladas a partir de aguas
residuales y suelos contaminados, con capacidad de degradar compuestos

aromaticos en condiciones anaerdbicas (Fernandez Llamosas, 2018) (Figura

1),

Azoarcus toluclasticus MF63

Azoarcus tolulyticus Tol-4

[ AZOAIGUS SP. SY39
e Azoarcus taiwanensis Grupo asociado a la

Azoarcus sp. KH32C degradacion anaerébica
Azoarcus evansii de compuestos
Azoarcus toluvorans Td-21 aromaticos

“Aromatoleum aromaticum” EbN1

Azoarcus sp. PAO1
_E Azoarcus anaerobius
Azoarcus buckelii o
R Azoarcus communis SWub3
Azoarcus sp. JMC-UBL 43
Azoarcus sp. BH72 .
Azoarcus olearius DQS-4 Grupo asociado
Azoarcus indigens UPMC26 a planta

EAzoarcus indigens VB32
Azoarcus indigens HZ5

Figura 1. Arbol filogenético del género Azoarcus. Imagen tomada de Fernandez
Llamosas (2018).

1.5.2. Grupo asociado a plantas.

La primera descripcion del género Azoarcus se realizé a partir de cepas
diazotrofas aisladas del interior de las raices del pasto Kallar (Leptochloa
Fusca) en la regién de Punjab en Pakistan. El pasto Kallar es un cultivo que
presenta buen crecimiento en suelos poco fértiles y con alta salinidad a los que
no se aplican fertilizantes quimicos, produciendo entre 20 a 40 toneladas de

forraje verde por hectarea por afio (Reinhold-Hurek et al., 1993).
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El estudio de este cultivo llevd a la deteccion de actividad nitrogenasa en
la rizésfera del mismo y posteriormente al aislamiento de probables enddfitos
bacterianos. Entre los aislamientos obtenidos a partir de la endorrizésfera del
pasto Kallar, se encuentran la cepa BH72 antes mencionada, asi como las
especies Azoarcus indigens VB32 y Azoarcus communis SWUb3, diferenciadas
estas ultimas por su requerimiento de vitaminas para el crecimiento o por su
mayor tamafio celular, respectivamente (Reinhold et al., 1986; Reinhold-Hurek
et al., 1993).

1.5.3. Consideraciones sobre nicho ecolégico y estilo de vida.

Como se menciond, otras especies del género Azoarcus han sido
aisladas en vida libre a partir de suelos o agua contaminada, incluyendo a A.
anaerobius, A. evansii, A. taiwanensis, Azoarcus sp. CIB, entre otras. Debido a
la diferencias fenotipicas, filogenéticas y ecolégicas se ha propuesto que el
grupo asociado a plantas y el de las bacterias de vida libre sean separados en
dos géneros distintos (Faoro et al., 2017). Sin embargo, se ha demostrado que
la cepa degradadora de compuestos aromaticos Azoarcus sp. CIB es capaz de
actuar como enddfito facultativo en cultivos de arroz (Fernandez et al., 2014).
Mucho mas interesantes aun son los resultados correspondientes a la
caracterizacién gendmica y fenotipica de la cepa Azoarcus olearius DQS-4",
aislada recientemente a partir de un suelo contaminado con aceite cerca de
una refineria en Taiwan (Chen et al.,, 2013). Sorprendentemente, esta cepa
mostré tener una identidad de secuencia nucleotidica de casi 99% con la cepa
Azoarcus sp. BH72, a consecuencia de lo cual esta ultima ha sido incluida
dentro de la especie A. olearius. Se demostré ademas en la cepa A. olearius
DQS-4" la presencia de muiltiples genes relacionados a la colonizacion de la
planta y a la promocion del crecimiento vegetal. También se describié un patron
de colonizacion endofitica idéntico al de BH72 asi como la capacidad de PCV
en festuca y arroz, posiblemente mediante la FBN (Faoro et al., 2017). A la luz
de estos resultados la divisidn entre ambos grupos del género Azoarcus parece
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no ser tan absoluta como se creia, al menos en términos del habitat y

comportamiento.

1.5.4. Los enddfitos Azoarcus sp. BH72, Azoarcus communis y Azoarcus

indigens.

Como se menciond, la cepa Azoarcus sp. BH72 constituye una especie
modelo de estudio en lo que refiere a la colonizacién endofitica de gramineas.
Su secuencia gendmica fue la primera correspondiente a un enddfito diazétrofo
en haber sido determinada (Krause et al., 2006). Al igual que A. communis
SWub3 y A. Indigens VB32, se la considera un endéfito obligado, no pudiendo
ser aislado en vida libre. Por el contrario, la cepa DQS-4" perteneciente a la
misma especie, se encuentra en el suelo en vida libre.

La capacidad de la cepa BH72 de infectar y PCV de plantulas del pasto
Kallar y arroz en sistemas gnotobidticos ha sido bien descripta (Hurek et al.,
2002; Hurek et al., 1994). También se han descrito los sitios de infeccion y
colonizacion dentro del hospedero (Hurek and Reinhold-Hurek, 2003), asi como
la importancia que los genes codificates de enzimas celuloliticas o de proteinas
de pili tipo 1V y del flagelo pueden tener en la infeccion de la planta (Hurek and
Reinhold-Hurek, 2003). Mas aun, se ha demostrado la capacidad de Azoarcus
sp. BH72 de aportar N al pasto Kallar (Hurek et al., 2002), si bien reportes
previos mostraron que la FBN no parece estar involucrada en la PCV en arroz
mediada por esta misma cepa (Hurek et al., 1994).

Por su parte, las cepas Azoarcus communis SWub3 y Azoarcus indigens
VB32, aisladas también del pasto Kallar, son las mas cercanas
filogenéticamente a la cepa Azoarcus sp. BH72 (a excepcidn de la cepa recién
mencionada DQS-4"). Curiosamente, no se ha realizado una caracterizacién
fenotipica de estas cepas a fin de estudiar sus propiedades PCV, como si se ha
hecho con la cepa BH72. Un aporte en este sentido ha sido la secuenciacion
del genoma de Azoarcus communis SWub3 (Zorraquino et al., 2018), lo cual

puede dar pistas sobre sus propiedades PCV.
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La presente tesina constituye el primer estudio sobre las caracteristicas
PCV de las cepas endodfitas Azoarcus communis SWub3 y Azoarcus indigens
VB32' y la cepa Azoarcus sp. TTM91.Esta ultima fue recientemente aislada a
partir de agua de rio de Taiwan (Chen et al., no publicado) y presenta una muy

alta homologia de secuencia del gen ARNr 16S con Azoarcus indigens VB32.

20



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Hipétesis de Trabajo.

Las cepas Azoarcus sp. TTM91, Azoarcus communis SWub3 y Azoarcus
indigens VB32 presentan diferentes caracteristicas PCV y son promotoras del

crecimiento vegetal de cultivos de interés agronémico.
Objetivo General.

Aportar conocimientos en relacion a las caracteristicas PCV presentes en los
las cepas Azoarcus indigens VB32, Azoarcus communis SWub3 y Azoarcus sp.
TTM91 y de su potencial aplicacidon como bioinoculantes en cultivos de interés

agrondmico.
Objetivos Especificos.

1. Evaluar en las cepas en estudio la presencia in vitro de mecanismos
directos de PCV incluyendo la capacidad de solubilizar fosfato y potasio,
de producir sideroforos y AlA; asi como determinar la presencia del gen

nifH (codificante para una de las subunidades de la enzima nitrogenasa).

2. Evaluar en las cepas en estudio la presencia in vitro de probables
mecanismos de infeccién (PMI) de la planta incluyendo la capacidad de
producir proteasas, peroxidasas y celulasas; asi como la produccién de

biopeliculas.

3. Evaluar el efecto de la inoculacién de las cepa TTM91 en plantas de
canola (Brassica napus), festuca (Festuca aurundinacea) y sorgo dulce
(Sorghum bicolor), mediante ensayos gnotobidticos de PCV.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Evaluacién in vitro de mecanismos PCV y vinculados a la interaccion

planta-endéfito.

3.1.1. Extraccion de ADN genomico mediante lisado celular.

EI ADN gendmico utilizado como molde para la amplificacion mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction,
PCR) del gen ARNr 16S y del gen nifH se obtuvo mediante el método de lisado
celular. Para esto se colectaron en condiciones de esterilidad, colonias puras a
partir de placa de Petri con medio de cultivo TSA (Anexo) conteniendo las
distintas cepas a estudiar. Las mismas se resuspendiéron en 100uL de agua
mQ estéril. La suspension obtenida se mezcld por vortex y centrifugd a 10.000g
por 2 minutos (min). descartando el sobrenadante. El pellet se suspendié en
100uL de NaOH 0.05M y se calentd durante 4 min. a 100 °C. La reaccion se
detuvo colocando los tubos en hielo por 2 min. Posteriormente, se agregaron
900uL de agua mQ y se centrifugaron a 10.000g por 2 min. Finalmente, se
retiraron 700uL del sobrenadante los cuales se conservaron a -20°C para su

futuro uso.
3.1.2. Confirmacion de identidad de las cepas de estudio.

Para el presente trabajo se utilizaron las cepas A. indigens VB32, A.
communis SWub3 y Azoarcus sp. TTM91 asi como también la cepa Azoarcus
Olearius DQS-4" previamente caracterizada (Faoro et al., 2017). Una vez
recibidas, se procedié a verificar la identidad de las mismas antes de realizar
los experimentos planificados. Para ello se realizé la amplificacion mediante
PCR del gen ARNr 16S utilizando los cebadores universales 27f (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492r (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane, 1991). Para la PCR por cada tubo
de reaccioén se utilizé6 un volumen final de 50uL en el cual se incluyeron: 25uL
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de buffer Master Mix 2X (ThermoScientific DreamTaq Green PCR), 15uL de
H,O desionizada estéril, 2uL de cebador 1492r, 2uL de cebador 27f, 2uL de
seroalbumina bovina (1% v/v) y 4 uL del ADN molde, o agua desionizada estéril
para el control. El ciclo del programa utilizado en el termociclador fue; 3 min a
95°C para la desnaturalizacion inicial, seguido de 30 repeticiones de la
siguiente secuencia: 30s a 95°C, 30s a 59°C y 90s a 72 °C; correspondientes a
las temperaturas de desnaturalizacion del ADN, hibridacion de los cebadores a
las hebras y a la extension del ADN por accion de la polimerasa
respectivamente. El ultimo paso del programa fue de 7 min a 72°C.

Para confirmar la amplificacién del gen se realizé una electroforesis en
gel de agarosa. El gel se preparé6 mezclando 50mL de buffer TAE (Anexo) y
0,4g de agarosa en un matraz, calentando en microondas hasta disolver. El gel
se tiid agregando el agente intercalante de ADN SYBR™ Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific). Una vez preparado el gel, se
colocaron 5uL de muestra por pocillo y marcador de peso molecular (MPM)
GeneRuler 1 kb Plus (ThermoScientific™). El gel se corrié a 90V por 40min y
se visualizd en un transiluminador. Comparando con el MPM se verifico la
presencia de una unica banda del tamafio esperado para el amplicon del gen
(1500pb). Las distintas cepas fueron enviadas a secuenciar a Macrogen Inc.,
Korea.

A partir de las secuencias obtenidas se realizé la identificaciéon a nivel de
género mediante el uso de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) comparando con las secuencias de la base de datos “16S
ribosomal RNA sequences” (Bacteria and Archea) disponible en la base de

datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
3.1.3. Deteccion de la presencia del gen nifH.

Se realizé una amplificacion por PCR del gen nifH de las cepas A.
indigens, A. communis, Azoarcus sp. TTM91 y A. Olearius DQS-4" utilizando

los cebadores PolF (5-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3) y PolR (5-
ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3") (Poly et al., 2001). Para cada tubo de
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reaccion se utilizé un volumen final de 25uL conteniendo una mezcla de 8.5uL
de H,O destilada estéril, 12.5uL de buffer Master Mix (2X), 1yL de cebador
PoIR, 1uL de cebador PolF y 2uL de ADN o H,O destilada para el control
negativo. Como control positivo, se utilizo la cepa Azoarcus olearius DQS-4".

El programa utilizado por el termociclador consistié en un paso inicial de
desnaturalizacion de 30s a 95 °C, seguido de un ciclo de 30 repeticiones de la
siguiente secuencia: 30 s a 95°C, 30s a 59°C y 30s a 72°C. Por ultimo, se
realizd un paso de elongacion por 5min a 72°C. Posteriormente mediante
electroforesis en gel de agarosa, realizando el mismo procedimiento descrito en
punto 3.1.2, se comprobd la presencia de una unica banda del tamafio
esperado (360 pb) para el gen nifH (Poly et al., 2001).

3.1.4. Deteccion de la produccién de la fitohormona AlA.

La capacidad de producir AlA se evaludé unicamente para la cepa de
estudio Azoarcus sp. TTM91, utilizando para ello el método colorimétrico en
microplacas previamente descrito (Sarwar & Kremer, 1995). Para ello, las
cepas fueron crecidas por triplicado en tubos de ensayo conteniendo medio
DYGs (Neto et al., 1986) (Anexo) suplementado con triptéfano 100 pg/uL o sin
triptéfano. Tras 72h en agitaciéon a 37°C el cultivo se centrifugé a 10.000g
durante 10 min. Posteriormente se colocaron 150uL de cada sobrenadante en
microplacas de 96-pocillos a los cuales se le agregé 100ul del reactivo
revelador de Salkowsky (Gordon & Weber, 1951)(Anexo). Las placas fueron
incubadas por 30 min. en la oscuridad a temperatura ambiente. Para la curva
de calibracion se realiz6 una curva estandar con diluciones de 0, 20, 40, 60, 80
y 100 yM de AlA sintético incubandose 150uL de cada dilucion junto a 100uL
de reactivo de Salkowsky, por triplicado. Finalmente se midi6 la densidad éptica
a 540nm (D.O.ssonm) Y los calculos se normalizaron con los datos de la
densidad optica a 620nm (D.O.e20nm) del cultivo inicial. La cepa
Gluconacetobacter diazotrophicus PAIl 5 fue utilizada como cepa referencia
productora de AIA en presencia de triptéfano (Lee et al., 2004) y un medio de

cultivo sin inocular como control negativo.
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3.1.5. Deteccion de la capacidad de solubilizar fosfato.

La capacidad de las tres cepas en estudio de solubilizar fosfato, se evalué en
placas de Petri conteniendo 20ml de medio GL suplementado con fosfato de
calcio (Anexo) (Sylvester-Bradley et al., 1982). A partir de placas con medio
TSA en las cuales se crecieron colonias aisladas de las distintas cepas a
evaluar, se tomaron las colonias con ayuda de un multiansa y se sembraron las
distintas cepas en puntos separados de la placa con GL. A continuacion se
incubo a 30°C durante 5 dias. Los aislamientos positivos fueron visualizados
por la presencia de un halo translucido alrededor de la colonia. Como cepa
referencia se emple6 Pantoea sp. UYSB45 (Mareque et al., 2015). El ensayo

se realiz6 por duplicado.

3.1.6. Deteccion de la capacidad de solubilizar potasio.

La capacidad de las tres cepas estudiadas de solubilizar potasio se
evalud en placas de Petri conteniendo 20 ml de medio de cultivo Aleksandrov
(Avakyan et al., 1986)(Anexo). Las cepas a evaluar se sembraron en puntos
separados de la placa con el medio Aleksandrov (mismo procedimiento que en
3.1.5). Las placas se incubaron a 30°C durante 5 dias. Como control positivo se
utilizé la cepa Kosakonia sp. UYSO10 (Taulé et al., 2012). Un resultado positivo
se visualizé por la presencia de un halo translucido rodeando la colonia. El

ensayo se realizo por duplicado.

3.1.7. Deteccion de la capacidad de producir sideréforos.

La evaluaciéon de produccion de sideréforos de las tres cepas de
estudio, se efectu6 mediante el crecimiento de las mismas en placas de Petri
conteniendo 20 ml de medio de cultivo CAS (Schwyn & Neilands, 1987)
(Anexo). Las cepas a evaluar se sembraron en puntos separados de la placa
con el medio CAS (mismo procedimiento que en 3.1.5). Las placas se
incubaron a 30°C por 5 dias. Como control positivo se utilizé la cepa de
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referencia Herbaspirillum seropedicae SmR1 (Rosconi et al., 2013). Un
resultado positivo se visualizé por la presencia de un halo amarillo alrededor de

la colonia. El ensayo se realizé por duplicado.

3.1.8. Busqueda de Probables Mecanismos de Infeccion (PMI).

La presencia de las actividades enzimatica celulasa y peroxidasa en
las tres cepas de estudio, se evaluo utilizando placas de Petri conteniendo 20
ml de medio de cultivo VMEtOH suplementado con distintas fuentes de carbono
segun la actividad a ensayar (Anexo). Las cepas a evaluar se sembraron en
puntos separados de las respectivas placas por el mismo procedimiento que en
3.1.5. A continuaciéon se incubaron durante siete dias a 30°C, momento en el
cual se retiraron las colonias con un algodén humedecido en una solucion de
NaCl 1 N y se lavaron con rojo Congo 0,05% (p/v). Posteriormente las placas
se guardaron a 4°C durante 24 horas y se lavaron nuevamente con una
solucion de NaCl 1 N. Como control positivo para los ensayos de produccion de
celulasas se utilizo la cepa Acinetobacter sp. UYSB41 (Mareque et al., 2015).
Un resultado positivo se identificé por la aparicion de un halo amarillento
alrededor de la colonia.

Por otra parte, se evaluo la presencia de proteasas para las tres cepas
en estudio, en placas de Petri conteniendo 20 ml de medio de cultivo TSA
diluido 1/100, suplementado con leche descremada 5% (p/v) (Martinez-Rosales
& Castro-Sowinski, 2011). Las cepas se sembraron mediante el mismo
procedimiento que en las ocasiones anteriorores. Luego se incubaron durante
48hs a temperatura ambiente. Como control positivo se utilizé la cepa Bacillus
sp. UYFA144. Los aislamientos positivos se visualizaron por la presencia de un
halo alrededor de la colonia.

Los ensayos de proteasas, peroxidasas y celulasas se realizaron por

duplicado.
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3.1.9. Deteccion de la formacion de biopeliculas.

Para el ensayo de formacion de biopeliculas se evalué la cepa
Azoarcus sp. TTM91. La misma se inoculé en tubos de 50ml conteniendo el
medio liquido VMEtOH a 37°C durante 24hs. A partir de estos cultivos, se
inocularon tubos conteniendo VMEtOH hasta obtener una D.Og2onm final de 0.2.
En el interior de cada tubo se coloco un portaobjetos con un tercio del mismo
sumergido en el cultivo, dejando incubar el sistema a 37°C por 48hs sin
agitacion. Posteriormente los portaobjetos se lavaron con buffer fosfato salino
(PBS) 1X'y se incubaron por 20 min. en tubos conteniendo cristal violeta 0.1%.
Por ultimo se lavdé con agua el exceso de tincion y se observo y registro la
presencia o no de biopeliculas sobre el portaobjetos. Como control positivo se
inoculd la cepa DQS-4" y como control negativo el medio VM+EtOH. El ensayo

se realiz6 por triplicado.
3.2. Ensayos de PCV en sistemas gnotobiéticos
3.3.1. Esterilizacion y germinacién de las semillas

Las semillas de canola, festuca y sorgo dulce se desinfectaron en su
superficie previamente a ser inoculadas con las diferentes cepas en estudio.
Para ello las mismas se incubaron en un frasco Erlenmeyer estéril conteniendo
una solucion de EtOH 70%. Posteriormente se lavd con agua estéril y se
incubd con una solucion de hipoclorito. Finalmente se realizaron 5 lavados con
agua estéril de modo de remover el hipoclorito remanente. Las concentraciones
de hipoclorito y etanol utilizadas asi como los tiempos de incubacion para cada
variedad de semilla se especifican en la tabla 1. Para evaluar si la esterilizaciéon
fue exitosa se frotaron con ayuda de un ansa estéril, 3 o0 4 semillas, sobre una
placa de Petri con medio de cultivo TSA. A continuaciéon se descartaron esas
semillas y se incubaron las placas a 30°C durante 48hs. En caso de no
visualizarse crecimiento de colonias se consideré que la esterilizacién fue

efectiva.
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Para la germinacion, las semillas desinfectadas se traspasaron a placas de
agar-agua 0,8 % y se incubaron a la temperatura y tiempo 6ptimos para cada

caso (tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de esterilizacion y germinacién de las semillas.

Esterilizacion Germinacion
Etanol Hipoclorito = Temperatura Tiempo

Canola 70% (viv), 4 % (vIv), 30 °C 7 dias
3 min 15 min

Festuca 70% (viv), 5 % (viv), Ambiente 7 dias
(v. don tomas) 3 min 45 min

Sorgo dulce 70% (viv), 4 % (vIv), 30°C 3 dias
5 min 15 min

3.3.2. Evaluacién de la respuesta a la inoculacion con Azoarcus sp. TTM91 en

plantas de canola, festuca y sorgo dulce en condiciones gnotobidticas.

Una vez que germinaron las semillas, se traspasaron a tubos de crecimiento
conteniendo 15mL de medio Jensen (Vincent, 1970) (Anexo), y un soporte
solido inerte de polipropileno. Se obtuvieron dos plantulas por tubo a excepcion
de sorgo dulce donde solo crecié una plantula por tubo. A continuacién se
inoculé sobre las semillas de las plantulas 1x10” u.f.c (unidades formadoras de
colonias) de la cepa Azoarcus sp. TTM91 a ser evaluada, asi como de las
cepas Azoarcus olearius DQS-4" y la cepa promotora de referencia para cada
planta. Las mismas fueron previamente crecidas en medio liquido por 24 horas,
y se calculé su concentracion midiendo la D.O. del cultivo a una longitud de
onda de 620nm. A continuacién se centrifugaron las células a 10.000 g por 2
minutos, y se resuspendié el pellet en NaCl 0.9% (p/v). Como control negativo
se inoculd NaCl 0.9% (p/v) y como control positivo se utilizd KNO3; a una
concentracion final de 0.05% (p/v). Las cepas utilizadas como referencia de
PCV para sorgo dulce, canola y festuca son la Azospirillum brasilense Sp7
(Mareque et al., 2015), Pseudomonas sp. UYBN151 (Ferrari Fructos, 2017) y
Sptreptomyces sp. UYFA156 (De los Santos et al., 2016) respectivamente. Las

plantulas fueron incubadas en un fotoperiodo controlado de 16/8 horas de
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luz/oscuridad a 26 °C. Se realizaron diez réplicas para cada in6culo. Tras 14
dias post-inoculacién se detuvo el ensayo y se midieron los parametros
biométricos de peso seco y altura de la planta. Los datos obtenidos fueron
analizados estadisticamente mediante el programa Infostat (Di Rienzo et al.,
2017). Se realizé un analisis de varianza (ANAVA) y se evaluo si los datos son
normales mediante el test de Shapiro-Wilks (modificado). Mediante los test de
Tukey y el Test de Fisher se determiné si existen diferencias significativas entre

las medias obtenidas para peso seco y altura utilizando un p-valor de 0.1.
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4. RESULTADOS.

4.0. Confirmacion de Identidad de las Cepas de Estudio.

Previamente a realizar los ensayos de caracterizacién in vitro se
confirmé la identidad de las cepas de estudio, Azoarcus communis SWub3,
Azoarcus indigens VB32 y Azoarcus sp. TTM91, mediante la metodologia
anteriormente descripta. La secuencia del gen ARNr 16S de esta ultima cepa
aun no ha sido subida al NCIB dado que fue aislada recientemente por un
grupo con el cual se mantiene colaboracién, siendo por lo tanto identificada por
su alta homologia de secuencia con Azoarcus indigens VB32 tal como nos fue
indicado. Nuestros resultados para Azoarcus sp. TTM91 presentaron un 97%
de identidad nucleotidica para el ARNr 16S con Azoarcus indigens VB32,
coincidiendo con lo esperado (resultado no mostrado). En la tabla 2 se
muestran los resultados del BLAST para A. communis SWub3 e A. indigens

VB32 asi como para A. olearius DQS-4".

Tabla 2. Identidad de las cepas de estudio
NCBI Reference

indice de indice de S
Género Nombre Cobertura identidad equence
A. communis
") 1 0.992 NR 024850.1
3 SWub3
§ A. indigens VB32 0.99 0.996 NR 024851.1
< A. olearius DQS-4 0.99 1 NR 108183.1

4.1. Caracterizacion in vitro.

Los mecanismos de PCV evaluados en condiciones in vitro fueron la capacidad
de solubilizar fosfato y potasio, de producir sideréforos, asi como la de producir
la fitohormona AIA y la presencia del gen nifH en su secuencia gendmica.
Asimismo, se evaluaron los PMI incluyendo la presencia de las actividades
proteasas, celulasas y peroxidasas, asi como la capacidad de formar

biopeliculas sobre una superficie abidtica. Los ensayos anteriores se realizaron
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para las tres cepas de estudio: Azoarcus communis SWub3, Azoarcus indigens
VB32 y Azoarcus sp. TTM91 exceptuando la formacion de biopeliculas y la
produccion de AlA evaluados unicamente para la cepa Azoarcus sp. TTM91.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la caracterizacion in-vitro.

CEPA Caracteristicas PCV PMI
Sid SolP SolK AIA nifH | biopeliculas perox prot cel
Azoarcus sp. TTM91 + - - - + + - - -
A. communis SWub3 | + - - i + 20 - - -
A. Indigens VB32 + - = o + *kk , - -

Resultados positivos (+) y negativos (-) para los mecanismos de PCV y de

infeccion evaluados. No evaluado™**.

Figura 2. Solubilizacién de minerales. A,B: Solubilizacion de P. C,D: Solubilizacion de K.
E,F: Capacidad de producir sideréforos. 1: Azoarcus communis SWub3, 2: Azoarcus indigens
VB32, *3: Pantoea sp. UYSB45, *4: Kosakonia sp. UYSO10, *5: Herbaspirillum seropedicae
SmRA1, 6: Azoarcus sp. TTM91.*control positivo
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4.1.1. Evaluacién de la presencia de mecanismos de PCV en las cepas en
estudio.

Las cepas Azoarcus communis SWub3, Azoarcus indigens VB32 y
Azoarcus sp. TTM91 fueron capaces de producir sideréforos mientras que
ninguna de las mismas fue capaz de solubilizar fosfato o potasio (Tabla 3, Fig.
2).

Por otra parte, las tres cepas en estudio mostraron una unica banda del
tamano esperado correspondiente al gen nifH, como puede observarse en el

gel de agarosa de la figura 3 para la cepa TTM91 (Tabla 3, Fig. 3).

Figura 3. Electroforesis en
gel de agarosa del gen nifH

C+: A.olearius DQS-4"

C-: Agua deionizada

En cuanto al ensayo de produccién de AlA los resultados mostraron que
tanto en medio DYGs suplementado con triptéfano o no, la cepa TTM91 no fue

capaz de producir la fitohormona en las condiciones estudiadas (Tabla 3).
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4.1.2. Evaluacién de la presencia de PMI y formaciéon de biopeliculas en las

cepas en estudio.

Los resultados mostraron la ausencia de las actividades enzimaticas

evaluadas para las tres cepas estudiadas (Tabla 3, Fig. 4).

A

Figura 4. Presencia de PMI. A,D: actividad proteasa. B,E: actividad peroxidasa. 1: Azoarcus
indigens VB32, 2: Azoarcus communis SWub3, 3: Bacillus sp. UYFA144, 4: Azoarcus sp. TTM91,
* control positivo

Por otra parte se detecté la capacidad de formar biopeliculas en una
superficie abidtica, en la cepa Azoarcus sp. TTM91 (Tabla 3, Fig. 5).
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Figura 5. Ensayo de formacion de biopeliculas. Se visualiza por la técnica
de cristal violeta la formacion de biopeliculas sobre portaobjetos para los ensayos
correspondientes a las cepas A: Azoarcus sp. TTM91; B: A. olearius DQS-4' y C:
VM + EtOH

La tabla 3 resume los resultados obtenidos para la caracterizacion in vitro de
las cepas Azoarcus sp. TTM91, Azoarcus indigens VVB32 y Azoarcus communis
SWub3.

4.2. Evaluacion de la respuesta de distintos cultivos a la inoculacién con

Azoarcus sp. TTM91 en ensayos de PCV en condiciones gnotobidticas.

En las tablas 4, 5 y 6 se muestran los resultados del peso seco y altura de las
plantas de Canola, Festuca y Sorgo dulce tras levantar el ensayo a los catorce
dias luego de la inoculacién con los distintos tratamientos. Se realizaron dos
test estadisticos diferentes para evaluar si la media de los valores de peso seco
y altura obtenidos para los distintos tratamientos presenta o no a diferencias

significativas.
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Tabla 4. Ensayo Canola

Tratamiento Peso seco (mg) Altura (cm)
Control positivo (+) 4.8 (£0.5) ** 5.4 (1£0.7) **
Pseudomonas sp. UYBN151 4.3 (20.6) * 4.0 (£0.5)
Azoarcus sp. TTM91 4.0 (x0.5) 4.3 (x0.5)
A. olearius DQS-4' 3.8 (x1.0) 4.2 (£0.4)
Control negativo (-) 3.5 (+0.6) 3.9 (x0.6)

Ref: cepa referencia; Control positivo (+): tratamiento sin inocular y suplementado con Nitrato 0.05%;
Control negativo (-): tratamiento sin inocular y suplementado con NaCl 0.9%. Tratamientos que

presentaron diferencias significativas con el test Tukey y Fisher **p<0.1 o Unicamente con el test de
Fisher*.

Tabla 5. Ensayo Festuca

Tratamiento Peso seco (mg) Altura (cm)
Control positivo (t) 3.8 (x0.1) ** 13.1 (£ 0.5)**
Sptreptomyces sp. UYFA156 3.2(x0.1) ** 10.4 (£0.4)
Azoarcus sp. TTM91 2.8 (£0.1) 9.7 (x0.4)
A. olearius DQS-4" 3.0 (x0.1)* 10.7 (x0.4)
Control negativo (-) 2.7 (x0.1) 9.9 (£0.4)

Ref: cepa referencia; Control positivo (+): tratamiento sin inocular y suplementado con Nitrato 0.05%;
Control negativo (-): tratamiento sin inocular y suplementado con NaCl 0.9%. Tratamientos que

presentaron diferencias significativas con el test Tukey y Fisher **p<0.1 o Unicamente con el test de
Fisher*.

Tabla 6. Ensayo Sorgo dulce

Control positivo (1) 22 (1) 5.1(£0.2)**
Azospirillum brasilensis Sp7 27 (£1)* 4.6(+0.2)*
Azoarcus sp. TTM91 21 (£1) 4.1 (x0.2)
A. olearius DQS-4' 23 (1) 4.0 (x0.2)
Control negativo (-) 24 (1) 3.9 (£0.2)

Ref: cepa referencia; Control positivo (+): tratamiento sin inocular y suplementado con Nitrato 0.05%;
Control negativo (-): tratamiento sin inocular y suplementado con NaCl 0.9%. Tratamientos que

presentaron diferencias significativas con el test Tukey y Fisher **p<0. 1 o Unicamente con el test de
Fisher*.
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Como se observa, los analisis estadisticos de los resultados empleando los test
de Tukey y Fisher (p<0.1), mostraron que la cepa en estudio, TTM91, no es
promotora del crecimiento vegetal de ninguno de los cultivos ensayados
(Tablas 4-6). Cabe resaltar que el tratamiento con la cepa tipo DQS-4" mostré
un aumento significativo del peso seco aéreo de plantas de festuca. Como era
de esperar, los tratamientos con cepas de referencia Pseudomonas sp.
UYBN151 y Streptomyces sp. UYFA156 también mostraron un aumento
significativo en el peso seco de plantas de canola y festuca respectivamente;
mientras que la cepa Azospirillum brasilensis Sp7 mostré asimismo un aumento

significativo en la de las plantas de sorgo dulce.
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5. DISCUSION.

Dados los graves impactos ambientales derivados del uso de
fertilizantes quimicos asi como los altos costos econdmicos de los mismos, es
de gran interés encontrar alternativas a su uso. Los enddfitos bacterianos
constituyen una alternativa prometedora para el desarrollo de inoculantes
capaces de mejorar la productividad de cultivos de interés agrondmico en
forma sustentable con el medio ambiente. Si bien existen varias cepas de
BPCV comercializadas en la actualidad, su uso representa tan solo una
pequefia minoria de las practicas agricolas en el mundo (Glick, 2012). En este
sentido, la investigacion basica resulta fundamental de cara a la busqueda vy
evaluacion de potenciales candidatos a ser utilizados como bioinoculantes en
diferentes cultivos de interés.

El presente trabajo tuvo como propésito primario aportar informacion en
relacion a las propiedades PCV de las cepas A. communis SWub3, A. indigens
VB32 y Azoarcus sp. TTM91, para lo cual no hay reportes anteriores que sean
de nuestro conocimiento. El interés practico, radica en la generacion de nuevos
insumos de cara a un manejo sustentable de los suelos agricolas. Mediante
ensayos in vitro se evalud la presencia de mecanismos PCV asi como
caracteristicas vinculadas a los procesos de infeccion y colonizacion del
hospedero. A su vez, se realizaron ensayos in vivo en condiciones
gnotobidticas con el fin de evaluar el potencial del inoculante seleccionado de
PCV en distintos cultivos de interés agronémico. Los resultados obtenidos se

discuten a continuacion.

5.1. Evaluacién de mecanismos directos de PCV
5.1.1. Fijacion Biologica de Nitrégeno.

La FBN constituye uno de los principales mecanismos utilizados por las
bacterias para promover el crecimiento vegetal. Se ha demostrado que distintas
bacterias endofitas son capaces de aportar cantidades significativas de N en
cultivos de gramineas como arroz o cana de azucar (Baldani et al., 2000).
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Dos de las cepas caracterizadas en el presente trabajo, A. communis
SWub3 y A. indigens VB32, fueron aisladas del pasto Kallar utilizando viales
con medio de cultivo semisdlido SM sin N (Reinhold-Hurek et al., 1993). El
crecimiento en el medio de cultivo SM podria explicarse por la obtencion del N
atmosférico mediante fijacion bioldgica. Nuestros resultados confirman que
tanto estas dos cepas como la cepa Azoarcus sp. TTM91 contienen el gen de
la nitrogenasa (nifH). Particularmente para la cepa Azoarcus communis
SWub3, el resultado coincide con los datos aportados por la secuenciacion de
su genoma (Zorraquino et al., 2018). Por otra parte, la estructura del gen nifH
para las cepas asociadas a plantas presenta considerables diferencias con
respecto a las cepas de Azoarcus de vida libre (Faoro et al., 2017). Queda por
verse si los genes nifH de la cepa Azoarcus sp. TTM91 aislada de vida libre,
presenta tales diferencias con respecto a las otras dos cepas de estudio,
aisladas del pasto Kallar. En cualquier caso, nuestros datos indican que las tres
cepas de estudio son potenciales diazétrofas, restando aun por realizar el
ensayo de reduccidén de acetileno para confirmarlo. Se ha demostrado ya la
diazotrofia para otras cepas estrechamente emparentadas tales como la cepas
A. olearius DQS-4" y Azoarcus sp. BH72 (o A. olearius BH72). Para la cepa
BH72 se atribuye a la FBN la capacidad de PCV en el pasto Kallar, si bien en
otros cultivos como arroz otros mecanismos estarian involucrados en la PCV
(Faoro et al., 2017). En este sentido, de demostrarse que las cepas estudiadas
son diazoétrofas, no resultaria inmediato concluir que las mismas fuesen
capaces de PCV mediante dicho mecanismo, sino que ello deberia evaluarse

para cada planta en particular.

5.1.2. Solubilizacién de minerales.

El fésforo, potasio y hierro son nutrientes esenciales para la buena salud
y el crecimiento de las plantas. La capacidad de aportar dichos nutrientes a las
plantas constituye un mecanismo por el cual los endéfitos son capaces de PCV,
en especial cuando la biodisponibilidad de dichos nutrientes en el ambiente es

limitada (Mercado-Blanco and Lugtenberg, 2014).
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Los resultados de este trabajo mostraron que ninguna de las cepas
evaluadas fue capaz de solubilizar fosfato ni potasio. De igual forma, las cepas
BH72 y DQS-4" tampoco parecen solubilizar fosfato a juzgar por lo observado
en sus secuencias genomicas. En forma consistente con dichos analisis, la
cepa DQS-4" no fue capaz de solubilizar fosfato en condiciones in vitro (Faoro
et al., 2017). En dichos ensayos al igual que en los nuestros se evalu6 la
capacidad de solubilizar fosfato de calcio. Ello no asegura que dichas cepas no
sean capaces de solubilizar dicho nutriente a partir de otras fuentes tales como
compuestos organicos, para los cuales la solubilizacion de fosfato ocurre
mediante mecanismos diferentes. Por otra parte, las tres cepas evaluadas en
este trabajo fueron capaces de producir sideréforos en placas con medio CAS.
Estos resultados difieren de lo observado para la secuencia gendmica de la
cepa BH72 la cual sugiere que la misma es incapaz de producir sideroforos
(Faoro et al., 2017). Por el contrario, hay evidencia gendmica y experimental de
produccion de siderdforos en la cepa A. olearius DQS-4 (Faoro et al., 2017).
Dichas diferencias podrian relacionarse a adaptaciones a diferentes ambientes
de las cepas BH72 y DQS-4". En cualquier caso, la produccion de sideroforos
constituye un factor importante para el proceso de infeccién y colonizacion de
la planta hospedera al conferir una ventaja competitiva con respecto a otros
microorganismos que habiten en la rizésfera (Fabiano & O’Brian, 2012;
Compant et al., 2010). La produccion de sideroforos podria constituir asimismo
un mecanismo de biocontrol de fitopatogenos (Glick, 2012) o bien de
biofertilizacién al mejorar la nutricion de la planta cuando el hierro se encuentra

en bajas concentraciones (Radzki et al., 2013; Sharma et al., 2003).
5.1.3. Produccion de AlA.

Mas del 80 % de las bacterias presentes en la rizosfera son capaces de
producir auxinas. La produccion de auxinas por bacterias puede
potencialmente modificar los niveles endégenos de dichas hormonas afectando
asi el crecimiento vegetal (Ramos Solano, et al., 2008). En el presente trabajo

se evalud la capacidad de producir AlIA Unicamente en la cepa Azoarcus sp.
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TTM91. En este ensayo se emplearon medios de cultivo suplementados o no
con triptéfano, de modo de evaluar tanto la via de sintesis dependiente asi
como la independiente del mismo (Spaepen et al., 2007). De acuerdo a los
resultados de nuestros ensayos, tanto los realizados en presencia como en
ausencia de triptéfano, la cepa Azoarcus sp. TTM91 no fue capaz de producir
AlA in vitro. Este resultado coincide con los reportados para las cepas DQS-4"
y BH72, contrastando a su vez con lo reportado para la cepa Azoarcus sp. CIB
capaz de sintetizar AlA in vitro, todos evaluados igualmente por el método de
Salkwoski (Faoro et al., 2017). Aun resta por evaluar la produccion de AlA para

las cepas Azoarcus indigens VB32 y Azoarcus communis SWub3.

5.2. Evaluacion de posibles mecanismos de colonizacion e infeccion.

En muchos casos, las BPCV son incapaces de producir los efectos deseados
cuando son aplicadas en el campo. Esto puede deberse a una insuficiente
colonizacion de la rizésfera y/o la planta, los cuales constituyen requisitos
importantes para obtener los efectos deseados tras la inoculacion (Compant et
al., 2010). Es por ello que resulta fundamental no solo estudiar los posibles
mecanismos de PCV sino también aquellos involucrados en los procesos de

colonizacion e infeccion del hospedero.

5.2.1 Colonizacién de la rizosfera y rizoplano.

Las tres cepas estudiadas en este trabajo fueron capaces de producir
sideroforos. Como ya se menciond, la produccion de sideréforos juega un rol
importante en la colonizacion e infeccidén del hospedero al otorgar una ventaja
competitiva para la colonizacion de la rizésfera y posteriormente de la
superficie de la raiz (Compant et al., 2010). Alli, las bacterias pueden adherirse
a la superficie de células rizodermales formando biopeliculas (Compant et al.,
2010). La adhesion a la superficie es esencial para el inicio de la infeccion
(Hurek and Reinhold-Hurek, 2003). De acuerdo a nuestros resultados la cepa

Azoarcus sp. TTM91 fue capaz de formar biopeliculas sobre una superficie
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abidtica. De estos resultados podria esperarse que la cepa Azoarcus sp.
TTM91 posee mecanismos favorables para la colonizacion de la rizésfera y el
rizoplano, mientras que la produccién de sideroforos podria favorecer la
colonizacion de la rizosfera de las cepas A. communis SWUb3 y A. indigens
VB32, restando aun por evaluar la capacidad de estas ultimas de formar

biopeliculas.

5.1.2 Infeccion del hospedero.

Los mecanismos mencionados anteriormente refieren principalmente a
la colonizacién de la rizésfera y el rizoplano. La colonizacion endofitica
involucra otros mecanismos adicionales necesarios para el ingreso desde el
rizoplano hacia el cortex del sistema radicular y posteriormente a través de la
endodermis (Compant et al., 2010). La penetracion de la bacteria puede darse
mediante la secrecion de enzimas capaces de degradar la pared celular.

Para ninguna de las cepas evaluadas en este trabajo se detectd
actividades proteasas, peroxidasas o celulasas. Estos resultados sugieren que
estas cepas no serian capaces de infectar activamente a la planta mediante la
secrecion de dichas enzimas. Dichos resultados coinciden con los reportados
para las cepas DQS-4" y BH72 las cuales no poseen genes para enzimas
degradadoras de pared celular ni tampoco presentan actividad de celulasa in
vitro (Reinhold Hurek et al., 2006; Faoro et al., 2017) , y de acuerdo a lo
evaluado para DQS-4', tampoco actividad peroxidasa, hemicelulasa ni
proteasa (Faoro et al., 2017). Sin embargo, ambas cepas poseen el gen eglA
para endoglucanasa, el cual ha mostrado ser esencial para la colonizacion
endofitica de BH72 en arroz (Reinhold-Hurek et al., 2006; Faoro et al., 2017).
Queda por verse si dicho gen esta también presente en el genoma de Azoarcus
communis SWub3 (Zorraquino et al., 2018) y en las otras cepas y su rol
durante la infeccidén del hospedero. Las condiciones estudiadas en el presente
trabajo no fueron adecuadas para la deteccion de dicha enzima.
Independientemente de las anteriores consideraciones, existen también

mecanismos pasivos por el cual las cepas podrian infectar al hospedero ya sea
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a través del sitio de emergencia de las raices laterales, la zona de elongacion y
diferenciacién radicular, asi como roturas o heridas provocadas por insectos u
otras causas (Hurek and Reinhold-Hurek, 2003; Mercado-Blanco and
Lugtenberg, 2014).

En suma, las cepas estudiadas presentan caracteristicas favorables para
la colonizacion de la superficie de las raices, mientras que la colonizacion
endofitica estaria posiblemente dada por mecanismos pasivos. Restan por
evaluar la presencia del gen eglA y otras propiedades vinculadas a dicho
proceso, tales como la presencia del pili tipo IV, movilidad tipo “twitching",

presencia de lipopolisacaridos y de flagelo (Compant et al., 2010).

5.4. Evaluacion de la PCV de plantas de interés agricola por la cepa

Azoarcus sp. TTM91.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos para los ensayos de
respuesta de sorgo, canola y festuca a la inoculacion con la cepea Azoarcus
sp. TTM91 se llevod a cabo utilizando los test de Tukey y de Fisher mediante el
programa Infostat (Di Rienzo et al., 2017). De acuerdo a los resultados
obtenidos, en ninguno de los casos hubo diferencias significativas entre la cepa
Azoarcus sp. TTM91 y el control negativo. Se puede concluir que la cepa
evaluada no fue PCV de los cultivos en estudio. Por su parte, el analisis de los
resultados de los tratamientos con nitrato y sin inocular, y de los tratamientos
con las cepas de referencia dieron de acuerdo con lo esperado, validando asi
los ensayos realizados. La excepcidon a esto puede verse en los resultados de
peso seco de sorgo dulce, donde el control positivo dio valores inferiores al
control negativo, si bien la cepa de referencia mostré promocion de acuerdo a
lo esperado. Esto podria deberse a un error de experimental en la inoculacion
del tratamiento con nitrato 0 a que se utilizaran semillas viejas. En cualquier
caso, cabe mencionar que algunas diferencias significativas detectadas
mediante el test de Fisher no fueron detectadas por el test de Tukey utilizando
un mismo p-valor (<0.1), lo cual puede deberse a que este ultimo test es mas

conservador (Hayter, 1984). Ello podria explicar que, contrastando con lo
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reportado por Faoro et al. (2017), la PCV de Festuca por la cepa DQS-4" no
haya sido detectada mediante el test de Tukey mientras que si pudo
observarse dicha diferencia utilizando el test de Fisher. En este sentido, se
debe ser mas riguroso en proximos ensayos, en asegurarse de mantener
muestras equilibradas para los analisis estadisticos, ya que el test de Tukey
aplicado a muestras no equilibradas (es decir de distintos tamafos) requiere
diferencias grandes para que resulte significativo, aumentando asi la
probabilidad de obtener falsos negativos. Si bien se realiz6 10 réplicas para
cada tratamiento, en algunos casos no se obtuvo buen enraizamiento de las
semillas por lo que se obtuvieron tamafios de muestras variables entre 7 y 10
para las medidas de peso seco y altura; comparandose asi muestras no
equilibradas en algunos casos como se mencioné antes. Otra posible
consideracion a tener en cuenta, de acuerdo a lo propuesto por Saville (1990)
seria utilizar el test LSD no restringido. Con ello podrian solventarse las
inconsistencias que los métodos de comparacion multiples presentan (Saville,
1990). En cualquier caso, nuevos ensayos son necesarios para validar los
resultados aqui presentados.

Resta aun por evaluar la capacidad de PCV de las cepas A. communis
SWub3 y A. indigens VB32 in vivo, lo cual no pudo ser realizado en los tiempos
estipulados del presente trabajo. También seria interesante evaluar la PCV en
otros cultivos de interés tales como el arroz, en cual ya se ha reportado que las
cepas BH72 (Hurek et al., 1994) y DQS-4" (Faoro et al., 2017) son PCV y que
la cepa Azoarcus sp. CIB actua como endofito facultativo (Fernandez et al.,
2014).
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Conclusiones y Perspectivas

El presente trabajo constituye el primer estudio en cuanto a la
caracterizacion in vitro de las propiedades PCV de los endéfitos A. communis
SWub3, A. indigens VB32 y de la cepa recientemente aislada Azoarcus
sp.TTM91.

Los resultados obtenidos determinaron la presencia del gen nifH para las
tres cepas evaluadas, por lo cual se las puede clasificar como potenciales
diazotrofos. Para su confirmacion se plantea a futuro la realizacion del ensayo
de reduccion de acetileno, ARA (acetylene reduction assay) con la finalidad de
determinar la actividad de la enzima nitrogenasa.

Ninguna de las cepas fue capaz de solubilizar K o P-inorganico in vitro
en los ensayos empleados, como si se ha reportado en otras cepas tales como
la Azoarcus sp. CIB para el caso de P (Fernandez et al., 2014).

Todas las cepas fueron capaces de producir sideroforos in vitro, por lo
que se postula que podria jugar un rol en la competencia por el establecimiento
en la rizésfera, en el aporte de hierro a la planta, o como factor de biocontrol
sobre fitopatdgenos. De corroborarse la PCV en ensayos de invernaculo para
alguna de las cepas, podria verificarse si dicha promocion se ve afectada para
cepas mutantes en la produccion de sideréforos; lo cual confirmaria la
importancia de dichas moléculas en el proceso de infeccidon y colonizacién del
hospedero.

Con respecto a los posibles mecanismos de infeccion, los resultados
sugieren posiblemente que el ingreso a la planta sea por otro tipo de actividad
no ensayada o bien una entrada pasiva (por grietas naturales del crecimiento y
elongacion de las raices). En particular, a juzgar por lo reportado para las
cepas BH72 y DQS-4" (Reinhold hurek 2006, Faoro et al., 2017) seria
interesante evaluar la presencia y rol del gen egl/A en dicho proceso. En cuanto
al ingreso pasivo, podria evaluarse mediante técnicas microscépicas si la
colonizacion endofitica ocurre en los puntos de emergencia de las raices
laterales 0 en zonas de elongacion y diferenciacion celular tal como se ha visto
con la cepa BH72 (Hurek et al., 1994).
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En suma, el presente trabajo constituye una primera aproximacion a las
propiedades PCV de las cepas evaluadas. Como perspectivas queda aun
evaluar los mecanismos de PCV e infeccién para las cepas evaluadas, tales
como la actividad nitrogenasa, o en el caso de A. communis SWub3 y A.
indigens VB32 la produccion de AlA, asi como la actividad hemicelulasa y
formacion de biopeliculas. También restan por realizar ensayos de PCV para
las cepas Azoarcus communis SWub3 y Azoarcus indigens VB32 para los
cultivos evaluados en este trabajo o bien otros posibles cultivos tales como
arroz o maiz. Asimismo, el analisis del genoma de Azoarcus communis SWub3
ahora disponible (Zorraquino et al., 2018) podra servir de insumo para analizar
los resultados obtenidos, tales como la presencia o no de enzimas involucradas
en los procesos de colonizacién e infeccidon, o de aquellas involucradas en los
mecanismos de PCV.

El uso de endodfitos bacterianos PCV constituye una alternativa
prometedora de cara a un manejo sustentable de los suelos agricolas. Asi, este
y futuros trabajos constituyen un precedente para evaluar la potencialidad de
dichas cepas de ser utilizadas en sistemas de produccién agricola,
constituyendo asimismo un aporte al estudio de las interacciones planta-

enddfitos.
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6. ANEXO:

Soluciones y Medios de cultivo

6.1. Medios de cultivo para bacterias:

TSB - Triptic Soy Broth (Difco) 15 g
Agua desionizada cs.p.10L
Observacion: El medio TSA contiene agar 15 g/L.

Glucosa 109

Acido malico 109

Bacto peptona 0,75¢

Extracto de levadura 1,09
K;HPO, 0,25 g (2,5 mL de sol. 10% (p/v))
MgSO,4.7H,0 0,25 g (2,5 mL de sol. 10% (p/v))

Glutamato 0,75¢

H,O c.s.p. 500 mL

Se ajusta pH a 6.4 con NaOH

Medio Base

Solucién salina* 25 mL

PIPES 7,56 g

Extracto de levadura desferrado 0,259
MgCl 1M 0, 25 mL
CaCl 0,1 M 0,25 mL

Manitol 0, 25¢g

Agar 3,759

Agua desionizada 187 mL

Observacion: Se ajusta el pH a 6,8 con NaOH
*Solucion salina

KH,PO, 0,075¢g
NaCl 0,125¢g
NH4CI 0,25¢
Agua desionizada C.S.p. 25 mL
Solucion colorante
CAS 15,12 mg
Agua desionizada 14, 75 mL

Procedimiento: La solucion colorante se mezcla con 0,25 mL de FeCl;.6H,0O



(135 mg/ 50mL, en HCI 0,01 N) y bajo agitacion se adiciona gota a gota sobre
una solucion de HDTMA en (de 18,22 mg en 10 mL de agua desionizada).
Procedimiento:

En condiciones de esterilidad se agregan al medio base 1,5 mL de EtOH puro
filtrado y luego la mezcla del colorante con HDTMA y se preparan las placas.

Medio GL
Glucosa 20g
Extracto de levadura 0,49
Agar 3,09
Agua desionizada c.s.p 200 mL

Procedimiento: A los 200 mL de medio GL previamente autoclavado, se
agregan a 50°C 10 mL de solucién estéril de K;PO4 10% y 20 mL de solucion
estéril de CaCl; %.

Sacarosa 20g
K2HPO4 0,3 g
MgSO4 7H,0 0,19
CaCO; 0,29
Agar 3,09

Agua desionizada c.s.p. 200 mL

AjustarapH=7,5

Doberainer Base* 10 mL

Fe;sEDTA 10 mL
Bacto Peptona 349
Extracto de levadura 19
NaCl 19

NH,CI 05g

Agar 15 g

Agua desionizada cs.p.1L

Observacion: Luego de autoclavar se agregan en campana de flujo laminar
4mL de solucion KPO4 y 6mL de EtOH 95% previamente filtrado.
*Doberainer Base

MgSO,. 7H,0 19
NaCl 0,59
N32M004.2H20 0,01 g
MnSO, 0,059
CaCl; 0,19
Agua desionizada c.s.p. 50 mL
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Medio para Celulasas (Kim et al., 2008) |

Carboximetil Celulosa (CMC) 0449
Agar 3,09
VMEtOH c.s.p. 200mL
Medio para Peroxidasas (Hofrichter et al., 1997).
ABTS 50 mg
Agar 3,09
VMEtOH c.s.p. 200mL

Leche descremada en polvo

Medio para Proteasas |

1049

TSA 1/100 (0,15g/L)

c.s.p. 200ml

6.2. Medios de cultivo para plantas:

Medio Jensen |

CaHPO, 1,09

KzHP04 0,2 g

MgS0,.7H,0 0,2g

NaCl 0,2g

FeCl; 6H,0 0,179

Solucion de micronutrientes* 1,0 ml
Agua desionizada cs.p.1L

Ajustar pH a 6,8- 7,0

*Solucién de micronutrientes (cantidad por litro)

H3BO3 2,86 g
MnS04.4H,0 2,03 g
ZnS0,.7H,0 0,22 g
CuSO0,4.5H,0 0,08¢

MoO; H,O 0,09¢

6.3. Soluciones y Reactivos:

Buffer Tris-Acético-EDTA (TAE) 1 X |

Tris-Acetato

0.04 M

EDTA (pH = 8)

0.001 M

Reactivo de Salkowsy |

FeCl3.6H,0 0,5 M

1,0 ml

HCIO, 35 % (p/v)

50 ml

Observaciones: El 4cido perclérico se agrega sobre el cloruro férrico. Se
prepara en camara de gases con las debidas precauciones de seguridad.
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