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RESUMEN

En Uruguay, la cafa de azucar (Saccharum officinarum L.) es un cultivo de gran interés
estratégico en el marco de la nueva politica energética y de desarrollo socio-productivo
que incentiva el gobierno nacional. Se fomenta su siembra en la zona norte del pais
(Bella Unidn, Dep. Artigas) con el Proyecto "Sucro-Alcoholero", cuyo objetivo es, en la
actualidad, producir azicar, energia eléctrica, alimento animal y bioetanol. La
produccién de caifa requiere altas dosis de fertilizante nitrogenado en el suelo (150Kg
N/ha) con incidencia en el costo de produccién de los agricultores y probablemente en
la contaminacion de suelos, aguas y atmodsfera. Una alternativa relevante a esta
problematica y que definié la hipdtesis de este trabajo, fue que en el interior de los
tejidos de cafa se encuentran bacterias con potencial de fijacién de N, (FBN) y con otras
caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal que justifican su estudio y
seleccion.

Un objetivo fue conocer si la FBN contribuye a la nutricidn nitrogenada de variedades de
cafia en cultivos comerciales (Bella Unidn, Depto Artigas). Por abundancia natural de °N
se observd un aporte medio del 33% Nda, destacdndose la variedad TUC 77-42 con
70%Nda. Por dilucién isotépica de >N, 3 variedades (TUC 77-42, LCP 85-384, CP 92-618)
presentaron una media del 48% Nda en ensayo en invernaculo.

Otro objetivo del trabajo fue formar una colecciéon de cepas bacterianas endéfitas
diazotrofas aisladas de tallos de variedades de cafia en cultivos comerciales. Se
obtuvieron 371 bacterias en total, se seleccionaron 100 y de ellas, un 13% dieron nifH
positivas. Los aislamientos fueron identificados como pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Enterobacter, Stenotrophomonas, Agrobacterium y Xanthomonas.

En la siguiente etapa se preseleccionaron 8 cepas promisorias a las cuales se les detectd
alta versatilidad en la utilizacion de fuentes de carbono y nitréogeno y elevada resistencia
intrinseca a antibidticos. Ademas, presentaron alta variabilidad en las caracteristicas de
PCV: 2 cepas produjeron sideréforos y 4 inhibieron el crecimiento de hongos
fitopatégenos en cultivos duales in vitro. Se evidencidé una actividad pectinolitica y

endoglucanasa moderada, que podria contribuir al ingreso de las bacterias a la planta.
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Como perspectiva de interés aplicado se evalué en inverndaculo la respuesta en cafia a la
inoculacidn con cepas bacterianas. Los resultados mostraron que la respuesta de todas
las cepas fue homogénea y se detectaron diferencias significativas con el control
negativo en variables de importancia agronémica como peso seco radical, biomasa
aéreay altura de plantas. Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella sp. UYSO24 fueron las que
mostraron mayores diferencias significativas comparadas con las plantas sin inocular en
la mayoria de las variables evaluadas, incluyendo la concentracién y acumulacion de N
en la parte aérea de la planta. Con estas cepas se prepararon inoculantes en turba y se
evaluaron en ensayo en campo en Bella Unidn. A los 3 meses de instalado el ensayo se
observaron diferencias significativas en el nimero de hojas/planta y acumulacion de
N/planta para el tratameinto inoculado con Enterobacter sp. con respecto a los
controles. A los 12 meses (cosecha del ensayo) no se observaron diferencias
significativas en las variables de produccién y de interés industrial. Esto motivé que,
fuera del contexto de este trabajo, se continuara el ensayo en campo con una segunda
inoculacion y evaluacién del cultivo.

En conclusion, los resultados de este trabajo establecieron los primeros antecedentes
de aporte de la FBN al cultivo de cafia de azUcar en Uruguay y resultados de

evaluaciones de cepas en campo con aplicacion de inoculantes en turba.
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INTRODUCCION

1. Importancia del nitrégeno

El nitrogeno (N) es un elemento fundamental para todos los seres vivos en la formacion
de biomoléculas como proteinas, aminoacidos y acidos nucléicos. Particularmente en
los vegetales, favorece el crecimiento vegetativo y el contenido de proteinas en los
granos (Urzua, 2000). La mayor parte del N se encuentra en la atmdsfera en forma
gaseosa (N,), representando el 79%. Sin embargo no es asimilable por animales vy
vegetales debido a que la unién entre los atomos de N es un triple enlace muy dificil de
romper. En el suelo, el contenido de N esta bajo formas inorgdnicas (2%) y es removido
en cantidades superiores al resto de los nutrientes, por lo que actua frecuentemente
como limitante del crecimiento vegetal (Frioni, 2006). La mayor proporcién de N en el
suelo es organica (98%), el cual debe ser mineralizado antes de su asimilacién por las
plantas (Frioni, 2006).

Este nutriente es uno de los mas requeridos en la produccidn agropecuaria, por lo que
su suministro como fertilizante continda incrementandose anualmente en el mundo en
los diferentes sistemas de cultivo (Jenkinson, 2001).

La produccién industrial artificial de fertilizantes quimicos nitrogenados se realiza por el
método de Haber Bosch (Modak, 2002). Este requiere el uso de un catalizador de Fe con
promotores basados en 6xidos de Al, Ca y K. El proceso se realiza a altas temperaturas
(alrededor de 500°C) y presiones (100-200 atm), las cuales se logran Unicamente con la
utilizacion de combustibles fésiles no renovables. Anualmente se producen mas de 100
millones de toneladas de amonio al afio por este método (Otero, 2008). Uruguay no
produce estos fertilizantes y por lo tanto su uso hace inevitable el gasto de divisas.
Existen varios fertilizantes quimicos nitrogenados, entre ellos el sulfato de amonio
((NH,4),S0O,) y el nitrato de amonio (NH4NOys’). El primero tiene 21% de Ny 23.7% de S y
el segundo tiene 33.5% de N en dos formas: nitrica (16.75%) y amoniacal (16.5%).
Dichos fertilizantes son la fuente mas rapida de N para los vegetales, pero de facil

lixiviacion por la lluvia. Otro fertilizante muy utilizado por los agricultores es la urea
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(CO(NH,),) (Halvorson y col., 2002), con un 46% de N aproximadamente. La misma se
hidroliza a amonio y luego se transforma a nitrato por las bacterias aerdbicas del suelo
(Subiros, 1995). Su uso indiscriminado en cuanto al momento y cantidades aplicadas ha
generado problemas econédmicos y ambientales de mayor o menor importancia segun
los paises. Entre los efectos mas significativos se encuentra que menos del 50% de la
urea es utilizada por la planta debido a diversos procesos. El proceso de percolacién de
N, en especial nitratos, desde los suelos a las corrientes de agua, contribuye a los
procesos de eutrofizacion de lagos y rios, impidiendo la vida de los peces, causando la
propagacion de malezas acuaticas y dificultando la navegacion. Ademas, los nitratos se
transforman en nitritos, que al ser absorbidos por humanos causan efectos negativos en
la salud. Por otra parte, la alta incorporacién de N a la atmdsfera en forma de éxidos por
la desnitrificacién tiene efectos negativos sobre la capa de ozono y la radiaciéon UV que
llega a la tierra. A su vez, la fertilizacién excesiva puede incrementar la descomposicién
de la materia orgdnica del suelo con la consiguiente emisién de diéxido de carbono
(Bifani, 1999).

En resumen, la importancia del N para los seres vivos, el alto costo de los fertilizantes
quimicos nitrogenados y los problemas colaterales por su aplicacion excesiva o en
etapas no aprovechables por las plantas, justifican e incentivan cada vez mas el interés
mundial por obtener beneficios y ventajas de la fijacién bioldgica de nitrégeno (FBN). El
desafio es optimizar ese proceso a fin de lograr una sustancial reduccidn del fertilizante

quimico nitrogenado en su aplicacién en los cultivos (Jeyabal y Kuppuswamy, 2001).

2. Fijacion bioldgica de nitrégeno

En el mundo, el 60% del N total incorporado al suelo anualmente proviene de la FBN, un
30% lo aportan los fertilizantes nitrogenados quimicos y un 10% los procesos
atmosféricos como las descargas eléctricas (Frioni, 2011). Las cantidades de N que se
incorporan a los sistemas productivos via FBN se estiman entre 139 a 170 millones de
toneladas por afo, de las cuales un 25 a 30% provienen de asociaciones simbidticas en

suelo cultivado, 30% de pastizales permanentes y el resto se explica por otras

9
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asociaciones bacterianas (endéfitos y rizosféricos) o por microorganismos fijadores de

vida libre (Cervantes, 2001) (figura 1).

Proceso no
biolégico
(descargas
eléctricas)
10%

Asociaciones
endofitas,
rizosféricasy de

vida libre
40%

Figura 1.- Formas de incorporacién de N por afio al sistema productivo.

El reciclaje de N en el sistema suelo-planta-atmésfera depende de numerosas

transformaciones entre las formas inorgdnicas y organicas. La figura 2 muestra las

principales transformaciones del N que llevan a ganancias y pérdidas de ese elemento

en la agricultura (Kass, 1996).

Fljacdn de M Fertizantes Mitrogenados Reciclado Agricola del M Pérdidias Potenciales de N

Hitrato ¢ Amaonio
(W NG

-, ISOLUCI
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+ ',
Prezit ’ HIDROLISIS MITRIFICACIKON ,-'
”‘“'“"?"’m -—n-l- Urey —s forpnigos —ee  Smonic e ity =i -
Hidrégano Fugﬁm (KH,) INHLCUNH,E NH) INHLY N (RO
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MNstrogeno W_E/J
_ MINERSLIZAZISH
N ORGANICOD - “l"’”’:r’é" — - - = DOSECHA
1 bz b " — | 9E Fices

Figura 2.- Transformaciones del N durante los procesos de fijacion (bioldgica o industrial) y
su reciclado en la agricultura. (Fuente: Ortega y col., (2010))
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La FBN es un proceso catalizado por el complejo enzimatico nitrogenasa, en el cual
ocurre la conversion de N, a NH5™: por la siguiente ecuacién (Franche y col., 2009):

N, + 16 MgATP +8e + 8H* — 2 NH3+H, + 16 MgADP + 16 Pi

Este proceso es llevado a cabo Unicamente por organismos procariotas llamados
“diazotrofos”, adaptados a ambientes ecolégicos muy diversos, de vida simbidtica, libre,
rizosféricos o enddfitos (Dixon y Kahn, 2004). Segun la bibliografia, la estructura y
funcion de la enzima nitrogenasa esta altamente conservada entre estos organismos,
pero la regulacidn de la expresion de los genes estructurales que la codifican, es mucho
mas conocida en las relaciones simbidticas. Dicha relacién involucra a bacterias
conocidas como “rizobios” y plantas leguminosas de gran importancia en la
alimentaciéon humana y animal, siendo el proceso de mayor aplicacién, aporte y utilidad
en el mundo (Matos y Zuiiga, 2003; Ferrera y Alarcdn, 2001).

La nitrogenasa mdas comun, referida como Mo-nitrogenasa o nitrogenasa convencional
estd formada por dos metaloproteinas: una subunidad grande de 220 KDa (componente
1) y otra pequefia de 68 KDa (componente Il). El componente Il o nitrogenasa-reductasa,
es un homodimero (a:a) unido por un grupo prostético Unico de 4Fe-4S codificada por
el gen nifH (este componente se denomina a veces hierro-proteina). El componente | o
nitrogenasa propiamente dicha es un tetrdmero (a:a:B:B), codificada por los genes nifD
y nifK, que contiene dos grupos P (P-clusters): a) 8Fe-7S y b) Mo:7Fe-9S:homocitrato.
Este constituye el cofactor conocido como FeMoCo (cofactor hierro molibdeno) en
donde ocurre la reduccidon del N,. Por ello, a este componente también se le conoce
como molibdeno-hierro-proteina (Rubio y Ludden, 2008; Hu y col., 2007; Newton, 2007;
Zhengy col., 1998).

La transcripcion de los genes estructurales nifH, nifD y nifK que codifican para la
nitrogenasa (Peters y col., 1995) esta estrictamente regulada, respondiendo a niveles de
oxigeno molecular y N fijado, para minimizar el consumo innecesario de energia (Dixon
y Kahn, 2004). Evidencias de esto fueron reportadas por Roncato-Maccari y col. (2003),

donde observaron que la expresidn del promotor nif de Herbaspirillum seropedicae
11
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ocurre solamente en un numero limitado de células bacterianas dentro de raices y en
tejidos aéreos de plantas de maiz, trigo y sorgo. Similares resultados fueron
encontrados para la proteina NifH en raices de plantas de arroz (Gyaneshwar y col.,
2002; James y col., 2002).

Se ha establecido que para el completo ensamblaje de la nitrogenasa se requiere de la
expresion de otros genes nif involucrados en la sintesis y maduracién de los

componentes (Rubio y Ludden, 2008, 2005; Hu y col. 2007; Zheng y col., 1998).

Por otro lado, Azotobacter y muchos de los diazdtrofos fotosintéticos (incluyendo
algunas cianobacterias) poseen una forma diferente de la nitrogenasa cuyos cofactores
contienen vanadio (Vanadio-nitrogenasa) o sélo hierro (Fenitrogenasa) (Newton 2007;

Rubio y Ludden 2005).

La nitrogenasa es facilmente inactivada por el oxigeno por lo que las bacterias fijadoras
han desarrollado estrategias especiales para evitar asi su inactivacion. Estas estrategias
van desde la anaerobiosis total, como en Clostridium, a la produccién de polisacaridos
extracelulares que filtran el oxigeno, la exclusion metabdlica (Azotobacter) y la
compartimentacion en cianobacterias. En el caso de la simbiosis rizobio-leguminosa, la
estructura del nddulo crea el ambiente microaerobio adecuado y la leghemoglobina
facilita el transporte de oxigeno al bacteroide para el metabolismo aerobio requerido y
asi obtener la energia necesaria para la reduccion del N, (Vessey y col., 2005).

El aporte vital de la FBN por la asociacion leguminosa-rizobio condujo a los
investigadores en las ultimas décadas, a tratar de extender esos conocimientos vy
tecnologia a las gramineas como el arroz, trigo, maiz y cana de azucar. Desde el punto
de vista econdmico y agricola, la importancia de estos cultivos es enorme, ya que

constituyen la principal fuente de alimentos de humanos y animales en el mundo.
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3. Promocion del crecimiento vegetal en gramineas

Existen numerosos estudios de bacterias asociadas a cultivos de gramineas, con
capacidad de fijar N atmosférico y de promover el crecimiento vegetal por otros
mecanismos. Estas bacterias son denominadas “promotoras del crecimiento vegetal”
(PCV) y pueden interaccionar entre si en la rizdésfera o en el interior de las plantas,
induciendo mecanismos PCV directos, como la produccion de fitohormonas
(Muthukumarasamy y col., 2000), la produccién de sideréforos (Wenbo y col., 2001), la
solubilizaciéon de fosfatos (Bowen y Rovira, 1999) y la FBN (Verma y col., 2001); e
indirectos, como el control biolégico de plagas y de enfermedades, induccién de
resistencia sistémica de la planta (Hallmann y col., 1997) y produccidon de antibidticos

(Strobel y Daisy, 2003).

Numerosas publicaciones sobre bacterias PCV, en particular diazétrofas, tienen como
objetivo el promover su uso como forma de conservar los recursos naturales,
incrementar los rendimientos y lograr cultivos mas sustentables (Strobel y Daisy, 2003;

Wenbo y col., 2001).

Los estudios realizados con bacterias PCV en gramineas, mostraron que existe una gran
diversidad de ellas ocupando nichos distintos y que las mas estudiadas han sido las

rizosféricas y las enddfitas (Alarcén, 2001; Débereiner, 1992).

3.1 Las bacterias rizosféricas y endofitas

Las bacterias rizosféricas utilizan los exudados radicales estableciendo diferentes
interacciones con la planta: positivas (PCV), negativas (patogénicas) y/6 neutrales
(Whipps, 2001). La composicion y cantidad de exudados varia con la planta y las
condiciones abidticas, como el agua y la temperatura (Mayz-Figueroa, 2004). Las
poblaciones de diazotrofos se encuentran generalmente enriquecidas en la rizésfera en

comparacion al suelo no rizosférico (Balandreau y Knowles, 1978). Dado que el proceso
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de FBN es energéticamente costoso y sensible al O,, es razonable asumir que en la
rizosfera los diazétrofos encuentran ventajas competitivas frente a otros
microorganismos del suelo en aporte de materia orgdnica y baja tensiéon de oxigeno
(Hurek y Reinhold-Hurek, 2005). En las ultimas décadas se ha investigado el papel de las
rizobacterias de diversas gramineas como cafa de azucar (Boddey y col., 1995), maiz
(Seldin y col., 1998), trigo, sorgo (Baldani y col., 1986a), cebada y pastos tropicales
(Dobereiner y col., 1995), identificando los géneros bacterianos Azospirillum,

Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus.

Las bacterias endéfitas, por otra parte, han sido muy estudiadas desde el punto de vista
de PCV en gramineas en los ultimos afios. El concepto de “enddfito” literalmente
significa “dentro de la planta” (endo: “dentro”, phyton: “planta”) y ha sido definido por
varios autores. Segln Quispel (1992), las bacterias enddfitas viven, sin causar dafo
aparente, en el interior de las células o tejidos de las plantas durante una parte de su
ciclo de vida. Desde el punto de vista metodolégico, las bacterias endoéfitas son
reconocidas como las aisladas de tejidos de plantas desinfectadas superficialmente o, de
su interior, y que no causan sintomas visibles de enfermedad en la planta (Sakiyama y
col., 2001; Hallmann y col., 1997). A su vez, Reinhold-Hurek y Hurek (1998) plantearon el
criterio de enddfitos “verdaderos” para aquellas bacterias que fueran aisladas de tejidos
desinfectados superficialmente y que exista evidencia microscdpica de su presencia en

los tejidos vegetales.

Estas bacterias son encontradas principalmente en los espacios intercelulares de los
tejidos y, con menor frecuencia, intracelularmente y en tejidos vasculares (Bell y col.,
1995; Hurek y col., 1994). Numerosos estudios sefialan que estas bacterias promueven
el crecimiento en las plantas (Tsavkelova y col., 2007), aumentan la resistencia a
enfermedades (Chanway, 1998), contribuyen a la FBN (Estrada y col., 2002; Jimenez-
Salgado y col. 1997) y brindan proteccidon contra patégenos mediante la produccion y
sintesis de metabolitos secundarios (Shiomi y col.,, 2006; Berg y col., 2005) y

biorremediacién (Newmany Reynolds, 2005).
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Algunos grupos de investigadores, han propuesto clasificar a esas bacterias en:
facultativas y obligadas. Las primeras son las que sobreviven en el suelo y/o la superficie
de la planta y son capaces de colonizar sus tejidos, como por ejemplo Azospirillum spp.
Las enddfitas obligadas sobreviven pobremente en el suelo y aparentemente necesitan
vivir dentro de la planta, como por ejemplo Herbaspirillum spp., G. diazotrophicus,
Burkholderia spp. y Azoarcus spp. (Baldani y col., 1997; Olivares y col., 1996). Debido a
su localizacién en los tejidos internos de las plantas, estas bacterias presentan ventajas
en relacién con las rizosféricas al estar en contacto con una mayor cantidad de
nutrientes necesarios para su crecimiento y el habitar un nicho ecoldgico mas protector
de las condiciones adversas (Rézycki y col.,, 1999; Reinhold-Hurek y Hurek, 1998).
Ademds, ellas brindarian beneficios mas directos al hospedero en comparacion con las
bacterias rizosféricas, por hallarse en contacto intimo con la planta (Sevilla y Kennedy,
2000)

Las bacterias endéfitas se multiplican y diseminan dentro de los tejidos vegetales. Los
pasos iniciales de la colonizacidn parecen ser similares a los de las bacterias rizosféricas,
involucrando una colonizacién superficial en el sitio de emergencia de las raices o la
zona de elongacion y diferenciacion, acompafiado de un proceso activo por enzimas
hidroliticas como pectinasas y celulasas para ingresar a la planta (Cocking y col., 1994).
Asimismo, también pueden entrar por las partes aéreas, flores, tallo y cotiledones
(Zinniel y col., 2002; Kobayashi y Palumbo, 2000) o por heridas provocadas por factores

bidticos y abidticos (Quadt-Hallmanny col., 1997).

En las gramineas se ha descrito una gran diversidad de bacterias endoéfitas que ademas
son diazétrofas (en adelante BED), como ejemplo G. diazotrophicus, Herbaspirillum spp.
y Azospirillum spp. (Montafez y col.,, 2009; Boddey y col., 2003; James, 2000). En
variedades de cana de azucar se aisldo bacterias de los géneros G. diazotrophicus,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter, Pantoea y Herbaspirillum seropedicae (Loiret,
2004; Elbeltagy y col.,, 2001; Junior y col.,, 2000; Dong y col., 1994; Cavalcante y
Dobereiner, 1988; Baldani y col., 1986). A su vez, ademas del aislamiento se ha

estudiado el efecto de la inoculacion de estas bacterias sobre gramineas. Por ejemplo,
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Fallik y col., (1989) evidenciaron un incremento en la cantidad de fitohormonas (AIA)
inoculando plantas de maiz con Azospirillum sp.; Punschke y Mayans (2011) encontraron
que Herbaspirillum sp. aumenta significativamente la biomasa aérea de plantas de arroz
crecidas en condiciones controladas; vy Schultz y col. (2012) demostraron que la
inoculacion de variedades de cafia de azucar con G. diazotrophicus, H. seropedicae, H.
rubrisubalbicans, A. amazonense y B. tropica aumentaron la produccion de tallos y el

contenido de N-total y peso seco de la parte aérea.

4. Métodos para cuantificar la fijacion bioldgica de nitrégeno

Uno de los temas mds cruciales en las investigaciones sobre la FBN en gramineas, lo
constituye su cuantificacion (Kg N/ha) y no tanto el aislamiento de bacterias y
caracterizacion de ellas. Se ha hecho un gran esfuerzo por perfeccionar las metodologias
disponibles para obtener resultados mads precisos al respecto. En general, se utilizan los
mismos métodos en leguminosas y gramineas aunque con algunas variantes. Entre los
mas utilizados se encuentran: la reduccidon de acetileno (Hardy y col., 1968) y las

técnicas isotdpicas de >N (Urquiaga y col., 2011; Valles de la Mora y col., 2003).

La reduccidn de acetileno se basa en que la enzima nitrogenasa en estado activo puede
reducir, ademas del N,, a otras moléculas con triple enlace, como acetileno a etileno
(Giller y Wilson, 1991). La técnica es simple, rapida, de bajo costo de equipos

y recursos (Turner y Gibson, 1980), pero tiene como limitante que mide la actividad de
la enzima nitrogenasa de manera puntual y en un corto periodo de tiempo (Van
Bemkum y Bohlool, 1980). Es muy util para una estimacién inicial o preseleccidon de
sistemas con y sin FBN in vitro, con baja exactitud por la alta sensibilidad a variaciones
ambientales, aspecto que no la hace recomendable para determinaciones en campo.

En las dltimas tres décadas se ha incrementado la aplicacion de técnicas isotdpicas en la
estimacion de la FBN y se consideran como las Unicas que ofrecen cuantificaciones

globales de este proceso.
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4.1 Dilucién isotépica y abundancia natural de **N

Estas técnicas distinguen la proporcién de N en la planta que procede del suelo, del
fertilizante quimico y de la atmdsfera (Danso, 1995; Barea, 1991). Se basan en que los
isdtopos estables del N (*'N y '°N), tienen caracteristicas quimicas idénticas pero
diferentes pesos atémicos, siendo el isétopo **N el mas abundante y mas liviano, y el °N
el mas pesado. La concentracion de isétopos estables de un compuesto o material se
representa como la relacion molecular del isétopo pesado respecto al isétopo liviano
(15N/14N). A la concentracion de N en el aire se le denomina abundancia natural,
teniendo un valor estable de 0,3663+0,0004%. Sin embargo, este isdtopo presenta un
valor igual a 0 cuando se expresa como delta (8) (Axmann y Zapata, 1990). Dentro de las
técnicas que utilizan el isétopo >N se encuentran “Dilucidn isotdpica de N” (DI) y
“Abundancia natural de °N” (AN). Ambas han sido y son ampliamente utilizadas en
determinar el aporte de N bioldgico fijado tanto en el sistema rizobio-leguminosa como
en asociaciones de bacterias con gramineas. En las mismas deben utilizarse plantas
controles o de referencia, con caracteristicas fisioldgicas bien definidas (Barea, 1991),
tales como: 1) absorber el N del suelo en una zona similar al cultivo fijador, 2) presentar
etapas de desarrollo fisiolégico similares a la planta fijadora, y 3) tolerar factores
ambientales similares al cultivo fijador. Ambas técnicas miden la cantidad de N fijado
hasta el momento de extraccion de la muestra, requieren equipos relativamente
costosos (espectrémetro de emisidn o de masa) y personal entrenado para la realizacién

del analisis, aspectos compensados con su exactitud.

4.1.1 Dilucién isotépica de °N

Es una de las técnicas mas usada para determinar la fijacion de N, en invernaculo y
campo. El método requiere la aplicaciéon al suelo (o sustrato) de una pequeiia dosis de
. . . 15 . . .
fertilizante enriquecido con N previo a la siembra, tratando de lograr siempre una
distribucion homogénea de la relacidn isotdpica en el sustrato tanto en profundidad

como en el tiempo (James, 2000). Cuando existe aporte de la FBN a la planta, ésta
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incorpora N atmosférico el cual tiene una relacién “N/*N menor a la del sustrato
fertilizado con N, “diluyendo” la relacién isotdpica en la planta. Es posible medir la FBN
conociendo la relacién N/*N y teniendo como referencia una planta control “no

fijadora” (Fried y Middelboe, 1977).

La técnica de DI se ha empleado en cultivos de gramineas para determinar la FBN. Por
ejemplo, Montafiez y col. (2009) en un ensayo en invernaculo obtuvieron valores de
%Nda (% de N derivado de la atmdsfera) entre 12.3%- 33.1% en variedades comerciales
de maiz en suelo sin inocular. Asimismo, el grupo de Oliveira y col. (2002) determind en
cana de azucar micropropagada un 30% Nda cuando fueron inoculadas con una mezcla
de G. diazotrophicus, A. amazonense, Burkholderia sp. y dos cepas de H.
rubrisubalbicans. Mas aun, estudios de Urquiaga y col. (1992) evidenciaron que mas del

60% del N acumulado en algunas variedades de cafa en Brasil fue por la FBN.

4.1.2 Abundancia natural de °N

Este método es una variaciéon al de DI y se basa en que existen pequeiias diferencias en
la AN entre el N, atmosférico y el N del suelo. Estas diferencias se expresan como delta
(6) °N o partes por mil (°/4) relativo a la composicion de N en el N, atmosférico
(Shearer y Kohl, 1986). Las plantas que crecen fijando N, presentan un valor de 8N
negativo o cercano a cero, mientras que aquellas que obtienen el N del suelo presentan

valores positivos de §°N (Boddey y col., 2001).

Dicha técnica ha sido empleada en numerosos estudios con gramineas con resultados
muy variables. En Filipinas, se demostrd que la contribucion de la FBN en cafia de azucar
fue en promedio 61%, mientras que en Japon, todos los valores de N de cafia de
azUcar fueron mas bajos que los valores de N de plantas tomadas como referencia
(Yoneyama y col., 1997). Por otra parte, estudios realizados en Brasil demostraron que
el %Nda en la localidad de Trés Pontas fue de 30%. Sin embargo, los analisis en

Cerquilho, Novo Horizonte, lgarapava, Itapolis y Assis en el Estado de San Pablo,
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mostraron en algunos casos valores de N en cafia mas bajos que las plantas de
referencia, siendo el %Nda estimado en un rango desde 0% a 72% (Yoneyama vy col.,
1997). Por otro lado, es importante destacar que estudios realizados en Brasil por
Boddey y col. (2001) evidenciaron que algunas variedades de cafia de azucar obtienen

hasta el 60% de sus necesidades de N por la FBN.

El empleo del isotopo estable >N tiene una amplia aplicacion en la comprension de los
procesos quimicos y biolégicos que se dan en el ciclo del N y en el movimiento de
compuestos nitrogenados en el sistema suelo/planta. La bibliografia indica que ambas
técnicas isotdpicas constituyen una herramienta muy valiosa para determinar la FBN en
gramineas y de hecho son las mas utilizadas en campo por su exactitud y facilidad de

muestreo.

5. Elcultivo de caiia de azucar

El cultivo de la caia de azucar (Saccharum officinarum L.) ocupa un area de algo mas de
20 millones de hectareas en el mundo, con una productividad promedio de 65.2 ton/ha
(FAQ, 2003). El 4rea cultivada y su productividad difieren considerablemente de un pais
a otro. En el afio 2003, Brasil tenia la mayor area (5.343 millones de ha), mientras que
Australia tenia la mayor productividad promedio (85.1 ton/ha) (FAO, 2003). Un cultivo
eficiente alcanza 100-150 toneladas de cafa por hectarea por afo. De los 121 paises
productores de cafa, 15 de ellos (Brasil, India, China, Tailandia, Pakistan, México,
Colombia, Australia, Estados Unidos, Filipinas, Indonesia, Cuba, Sudafrica, Argentina,
Bangladesh) concentran el 86% del drea y el 87% de la produccidn mundial (cuadro 1).
Del total de produccion de azucar blanca cristalizada, aproximadamente el 70%
proviene de la cafia de azucar (1333 millones de ton métricas de azucar) y un 30% se
obtiene de la remolacha azucarera.

Actualmente, el principal productor mundial de cafia de azucar continta siendo Brasil
con 9 millones de ha plantadas y un rendimiento promedio de 80,5 t/ha (IBGE-SIDRA,

2009). Cerca del 60% de la produccion es dedicada a la elaboracidn de alcohol y el 40%
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restante a la producciéon de azucar. Hoy dia, Brasil produce cerca de 26 mil millones de
litros de etanol para su uso como combustible vehicular. El liderazgo de Brasil en el
mercado mundial se basa en el impulso, a mediados de los afios 70, del mayor programa
bioenergético del mundo: el Proalcool. Con este programa, Brasil disminuyd
significativamente la importacién de petréleo y promovié al sector socio-productivo

(Urquiaga y col, 2010).

Cuadro 1.- La Cafla de Azlcar en el Mundo: Area cultivada,
Produccion y Productividad. (Fuente:
http://www.sugarcanecrops.com).

Pais Area Produccidon Productividad
(millones ha) | (millones ton) (ton/ha)
Brasil 5.343 386.2 72.3
India 4.608 289.6 62.8
China 1.328 92.3 65.5
Tailandia 0.970 64.4 66.4
Pakistan 1.086 52.0 47.9
México 0.639 45.1 70.6
Colombia 0.435 36.6 84.1
Australia 0.423 36.0 85.1
Estados Unidos 0.404 31.3 77.5
Filipinas 0.385 25.8 67.1
Indonesia 0.350 25.6 73.1
Cuba 0.654 22.9 35.0
Sudafrica 0.325 20.6 63.4
Argentina 0.295 19.2 65.2
Bangladesh 0.166 6.8 41.2
Mundial 20.42 1333.2 65.2

La cafia pertenece a la familia de las Graminae o Poaceae (Moore y Maretzki, 1996). En
la actualidad, las variedades cultivadas son hibridos provenientes en su mayoria de
cruzamientos entre varias especies del género Saccharum, principalmente con S.
spontaneum, variedad que presenta alta resistencia a enfermedades (Fogliatta, 1995).

Tiene un metabolismo C4 y es de origen tropical (Humbert, 1974), aunque también
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existen variedades adaptadas a climas subtropicales y templados. Su periodo de
crecimiento varia entre 11 y 17 meses, dependiendo de la variedad de cafia, de la zona
climdtica y del manejo del cultivo. Es un monocultivo, con altos requerimientos
nutricionales y con una alta produccion de materia verde. Por lo tanto el manejo
nutricional, en especial el suministro de N y agua, son aspectos criticos para una alta
productividad (Subirds, 1995). Cuando el cultivo de cana tiene las cantidades adecuadas
de N mejora el macollamiento, altura, grosor y peso de los tallos. Por el contrario, su
insuficiencia provoca un desplazamiento de este elemento moévil desde las hojas mas
viejas hacia los tejidos nuevos. También causa una mala brotaciéon de los esquejes
durante la siembra y una reduccion en la cantidad de brotes. Esto hace que los tallos se
tornen delgados y maduren prematuramente, lo que provoca una disminucién del
crecimiento de la planta (Subirds, 1998, 1995). Sin embargo, un exceso de N también
provoca efectos adversos en el desarrollo del cultivo, ocasionando un incremento en la
relacion parte aérea/raiz, asi como un aumento en la susceptibilidad de la planta a
enfermedades. Adicionalmente, aplicaciones excesivas tardias afectan la calidad del
jugo porque reduce su pureza al aumentar los azucares reductores (Subirds, 1998,

1995).

El tallo es el érgano de la cafia que tiene mayor importancia econdmica ya que en él se
almacenan los carbohidratos producto de la fotosintesis, en especial la sacarosa. Estos
se van acumulando en los entrenudos inferiores disminuyendo su concentracion a
medida que se asciende (Moore y Maretzki, 1996; Subiros, 1995). A partir del tallo se
obtiene la sacarosa y otros derivados como melaza, bagazo y cachaza

(http://www.sugarcanecrops.com).

Dentro de los factores ambientales que afectan el dptimo crecimiento de la cafa, los

gue mas influyen en su desarrollo son la temperatura, el viento, la humedad vy la

luminosidad (Acuia, 2004; Chaves, 1999). Asimismo, dicho cultivo posee un ciclo de
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desarrollo vegetativo variable cuya duracion depende de las caracteristicas del material

genético y de la influencia del clima.

Este cultivo es semi-perenne, a la primera siembra se le denomina planta madre y a los

rebrotes siguientes luego de realizada la cosecha de la plantacién, cafia soca.

La forma de propagacion de la cafia es asexuada a partir de esquejes que son secciones
frescas de tallo con 2 y 3 yemas laterales y libres de plagas y enfermedades. Siempre se
eligen las yemas de mayor vigor germinativo, ubicadas en la parte superior del tallo
donde hay mas azucares reductores, glucosa y fructosa, necesarios para un adecuado
desarrollo. De cada yema del esqueje (tallo primario) se generan los tallos secundarios y
el sistema radical, dando lugar a una planta nueva e idéntica a la original. Antes del
periodo de floraciéon, momento en el cual disminuye el contenido de azucar del tallo, la
planta es cosechada. Los tallos se cortan a nivel del suelo, quedando por debajo de la
superficie el tallo primario de donde se va a generar una nueva brotacién de las yemas
(soca 1). Los cultivos de cafia soca se cosechan a intervalos anuales principalmente en
las estaciones secas. En los sucesivos rebrotes (soca 2, soca 3, etc.), el rendimiento del
cultivo va disminuyendo con respecto a la cosecha anterior debido a dafios provocados
por la maquinaria empleada, las practicas de manejo del cultivo, asi como el ataque de
patdgenos. Es por esto que la cafa se debe replantar cada 5 a 15 afios, aunque existen
cafiaverales de 25 o mas afios de edad (http://www.sugarcanecrops.com).

Las hojas de la cafia nacen en los entrenudos del tallo. A medida que crece la cafia, las
hojas mas bajas se secan, caen y son reemplazadas por las que aparecen en los
entrenudos superiores. También nacen en los entrenudos las yemas que bajo ciertas
condiciones pueden llegar a dar lugar al nacimiento de otra planta (esqueje). Las hojas
de la cafia son enumeradas segun el sistema de Kuijper, definido por Casagrande (1991).
La primera hoja desde el apice que tiene décreas visibles se designa como +1. Hacia abajo
las hojas reciben sucesivamente los numeros +2, +3, etc. Para realizar el diagnéstico

foliar se puede utilizar la hoja +1, conocida también como TVD (Top Visible Dewlap) 6 la
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hoja +3, particularmente utilizada en Brasil con bastante amplitud y aparente éxito

(Chaves, 1999).

6. La cafia de azucar en Uruguay: Proyecto Sucro-Alcoholero

En Uruguay la cafia de azucar es considerada un cultivo multipropdsito, siendo de gran
interés estratégico en el marco de una nueva politica energética y de desarrollo socio-
productivo. Desde el aino 2006, su promocion se lleva a cabo en el norte del pais (Bella
Unidn, Departamento de Artigas) mediante el Proyecto "Sucro-Alcoholero" ejecutado
por la empresa Alcoholes del Uruguay (ALUR S.A). ALUR pertenece en un 90% al Grupo
ANCAP, mientras que el 10% restante responde a Petréleos de Venezuela (PDVSA).
Tiene como objetivo producir, a partir de materias primas nacionales, azucar, energia
eléctrica, alimento animal y bioetanol. Este ultimo se produce a los efectos de sustituir
un porcentaje de los combustibles fdsiles por biocombustibles, disminuyendo los gastos
inherentes a las importaciones de petréleo (Ley N2 18.195)

(www.alur.com.uy/home.html).

El Proyecto Sucro-Alcoholero es socio-productivo, teniendo en cuenta que se han
generado 1500 puestos de trabajo en el sector agricola, 600 en la industria, 150 en el

sector transporte y brinda asesoramiento técnico directo a casi 400 productores rurales.

Con respecto a los productos de la caina, ALUR se orienta a producir préximamente, 18
mil m® de etanol, 47 mil toneladas de aztcar y 6 Mwh de energia eléctrica por quema de
bagazo de cana, de los cuales 2 Mwh se utilizaran para autoabastecer al ingenio y el
excedente sera vendido a UTE para incorporarlo a la red. Otros de los subproductos
obtenidos actualmente es el alimento para ganado de carne y leche, en forma de
blogues proteicos y concentrados; la vinaza, utilizada como fertilizante liquido para la
cafa por ser rica en potasio; y la cachaza, utilizado como fertilizante sdélido para la cafia

por tener altos valores en materia organica (figura 3) (ALUR S.A., 2010). Es importante
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destacar que ALUR S.A. prevé llegar a las 10 mil ha plantadas de cafa en la zafra 2012

(Ing. Agr. F. Hackembruch, comunicacion personal).

— ETANOL

BAGAZO

VINAZA

Figura 3.- Esquema tecnoldgico para el aprovechamiento de la cafia de azlcar utilizado en ALUR S.A.

6.1 Sistema de produccion

Desde el punto de vista econdmico y social, el cultivo de caifa de azucar tiene gran
importancia nacional y por lo tanto cuenta con el aval y estimulo gubernamental para el
incremento del area de siembra e industrializaciéon. Es asi que los técnicos de ALUR
estan interesados en evaluar nuevas opciones de manejo del cultivo para mejorar su
productividad. Es un monocultivo cuyo sistema de produccion genera problemas fisicos,
guimicos y bioldgicos en los suelos, intensificando su uso y sin un descanso o rotacion

con algun otro cultivo. Esto en gran parte se debe a que el 60-65% de los productores de

24



Cafa de azUcar (Saccharum officinarum L.): bacterias promotoras del crecimiento vegetal y su aporte a la fijacidn de nitrégeno

cafia tienen predios de 20 ha en promedio en un radio no mayor a 30 Km del ingenio.
Como resultado de este sistema de produccidon hay una disminucién de la productividad
de la cafa, que puede llegar en suelos con severas restricciones, hasta un 50% de su
potencial en la etapa final del ciclo del cultivo (F. Hakenbruch, comunicacién personal).
Varias son las causas de esta realidad, el aumento de enfermedades, incremento de
malezas-perennes de dificil control, la pérdida de las propiedades fisicas del suelo y la
disminucién de su fertilidad. Una de las posibles soluciones a estos problemas es
incrementar las cantidades de fertilizante nitrogenado en los cultivos. Sin embargo, esto
traeria problemas ambientales y econdmicos, principalmente a los pequefios
productores, ya que el costo de produccion seria de 215 ddlares/ha (Ing. Agr. F.

Hackembruch, comunicacién personal).

7. Antecedentes

Actualmente, los técnicos de ALUR y los productores de caifia de la zona de Bella Unidn
ven con interés el que se trate de resolver los problemas de baja productividad del
cultivo para lo cual apuestan a la necesidad de evaluar nuevas tecnologias. Por ejemplo,
conocer si bacterias aisladas de plantas de cana en los cultivos tienen caracteristicas
PCV tal como se encuentra en la bibliografia para cafia y otras gramineas (Montanez y
col., 2009; Baldani y col., 2000). Esta inquietud originé que en el 2009 se comenzara a
trabajar en el proyecto titulado “Produccidn sustentable en cafia de azucar: bacterias
promotoras del crecimiento vegetal y su aplicacion agronédmica en cultivos
comerciales”, financiado por el INIA (FPTA-275), y ejecutado por los laboratorios de
Bioquimica y Genémica Microbiana (BIOGEM) del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE) y el de Microbiologia del Suelo de la Facultad de Ciencias,
ambos vinculados estratégicamente con ALUR. En el marco de ese Proyecto y teniendo
en cuenta la falta de informacidon sobre el papel que cumplen las bacterias PCV
asociadas a cafa y sobre el potencial de FBN en el cultivo en nuestro pais, se planted

este trabajo de tesis.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipdtesis del este trabajo es que bacterias promotoras del crecimiento vegetal
asociadas a cafla de azucar, tienen un efecto de incremento significativo en el

rendimiento de este cultivo en nuestro pais.

OBIJETIVOS

1. Objetivo general

El objetivo general del trabajo es aislar, caracterizar y evaluar bacterias promotoras del
crecimiento vegetal asociadas a variedades de cafia de azucar comerciales, a fin de

aumentar el rendimiento del cultivo en forma sustentable.

2. Objetivos especificos

La tesis se organizd en 4 capitulos cuyos objetivos especificos se mencionan a

continuacion.

Capitulo 1: Aporte de la fijacion bioldgica de nitrogeno a cultivos comerciales de cafia
de azucar.

1. Determinar el aporte de la fijacion bioldgica de nitrégeno por el método de
abundancia natural de °N en cultivos comerciales de cafia localizados en el Noroeste de
Uruguay (Bella Unidn, Depto. Artigas)

2. Determinar la fijacidn bioldgica de nitrégeno en variedades comerciales de cafa por

la técnica de dilucién isotépica de °N en un ensayo de invernaculo.

Capitulo 2: Caracterizacion de bacterias endéfitas diazotrofas asociadas a variedades
comerciales de cana de azucar.
1. Aislar y caracterizar genéticamente bacterias enddfitas diazotrofas asociadas a

variedades de caia cultivadas en Bella Unidn, Uruguay.
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Capitulo 3: Caracterizacion bioquimica y de promocion del crecimiento vegetal de
bacterias endofitas diazétrofas asociadas a cafia de azucar.

1. Determinar en las bacterias enddfitas diazétrofas sus caracteristicas bioquimicas y de
promocion del crecimiento vegetal, asi como la capacidad de producir enzimas

pectinoliticas y endoglucanasas in vitro.

Capitulo 4: Respuesta de las plantas de caiia de azucar a la inoculacidon con bacterias

endodfitas diazotrofas.

1. Evaluar en invernaculo y campo la respuesta de las plantas de cafia de azucar a la

inoculacidon con bacterias seleccionadas.
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CAPITULO 1

Aporte de la fijacion biologica de nitrogeno a cultivos comerciales de cafa de

azucar.

1. METODOLOGIA
1.1. Zona de muestreo de plantas y suelo

La zona de muestreo estd ubicada en el departamento de Artigas, Bella Unidon vy
comprende a productores de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) cuyos predios
se encuentran alrededor del ingenio ALUR. Este ultimo estd ubicado entre el Rio
Uruguay y la Ruta 3, 10km antes de llegar a la ciudad de Bella Unién (figura 1). La
mayoria de esos productores tienen predios pequefios (20 ha) y reciben asesoramiento
técnico de ALUR en el manejo de sus cultivos. El cultivo de cafia se realiza en tablones
gue tienen una superficie de 1 ha, con la finalidad de facilitar su manejo, riego, control

de plagas, asi como la cosecha anual.

Bella Unidn

Figura 1.- Ubicacién de la Ciudad de Bella Unién en el Departamento de Artigas, Uruguay
(Izquierda). Mapa satelital del Ingenio ALUR S.A. (derecha).
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El clima de esa zona norte del pais es templado con una temperatura media anual de
19,59C. La precipitacion media anual es de 1400mm (ALUR S.A., 2010;

http://www.meteorologia.gub.uy). Los suelos son de fertilidad media a alta,
corresponden al Orden Il (Suelos Melanicos), especificamente al Gran grupo 2.1
(Brunosoles). Los Brunosoles son suelos de color oscuro, con alto contenido de materia
organica y alta saturacion de bases. Tienen una textura media a pesada (franco, franco
limoso, franco arcilloso limoso) y un drenaje moderado a bueno

(http://edafologia.fcien.edu.uy).

En abril del 2009 se realizd una gira a la zona de muestreo para elegir 10 sitios
(tablones) segun indicaciones del Ing. Agr. F. Hackembruch (ALUR S.A.). Los tablones
fueron seleccionados dentro de los establecimientos de productores particulares y en el
campo experimental de ALUR. En la seleccién se tuvo en cuenta: variedad de cafia,
duracion de los cultivos (soca) y fertilizacion nitrogenada (alta: 150 kgN/ha; baja: 50

kgN/ha, y sin fertilizacion por 4-5 afios) (cuadro 1).
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Cuadro 1.- Sitios de muestreo de plantas de caina segun variedad, fertilizacidon nitrogenada,
duracidn del cultivo (soca) y coordenadas geograficas (GPS), ALUR, Bella Unidn, Depto. Artigas,

20009.

Variedad Fertilizacion Sitio de muestreo (coordenadas GPS)

Tablon | de cafa nitrogenada * Soca**

1 TUC 77-42 alta Colonia Espafia Burgardt Hnos. (S 30°20’56,5”; W 57°37°19,1”)
Soca 4

2 TUC 77-42 alta Colonia Espafia Burgardt Hnos. (S 30°20'57,7”’; W 57°3715,6”)
Soca 4

3 LCP 85-384 alta Colonia Espafia Burgardt Hnos. (S 30°21’3.5”; W 57°37°11.2")

4 CP 92-618 baja Campo experimental ALUR (S 30°20’3.7”; W 57°37’3.6”)
Soca 2

5 TUC 77-42 | sin fertilizar | (S 30°20°0.1”; W 57°37°8.9”)

6 TUC 77-42 baja Campo experimental ALUR (S 30°19’'56”; W 57°36'53.3"" )
Soca l

7 LCP 85-384 baja Campo experimental ALUR (S 30°19'51.7”; W 57°36’55.2")
Soca 3

8 FAM 81-77 baja Soca 1(S30°19'13.4”; W 57°34’45.7")

9 TUC 95-24 baja Campo experimental ALUR (ND)
Soca 3

10 TUC 78-14 baja Campo experimental ALUR (S 30°19’57.4”; W 57°36’53.2”)
Soca 1

*Alta: 150kg N/ha; baja: 50Kg N/ha; sin fertilizar: sin fertilizacion por 4-5 afios. **Numero de rebrotes
de la cafia luego de realizada la primera cosecha. ND: no determinado. Plantas de caia de los tablones
2,3,4,5,6,7,8y9 utilizadas para el ensayo de abundancia natural de i\ (Capitulo 1). Plantas de cafia
de los tablones 1, 3, 6, 7 y 10 utilizadas para el aislamiento de bacterias enddfitas diazétrofas (Capitulo
2).

El muestreo en los tablones se realizd de manera de utilizar las plantas extraidas para
los experimentos con >N y para el aislamiento de bacterias enddfitas diazétrofas (BED)
asociadas. En cada tabldon se eligieron 8 plantas al azar de 2 filas centrales de cafia,
evitando asi el efecto borde. Las plantas se cortaron con machete a 10cm del suelo y se
dividieron en submuestras (ver mas adelante) segun los experimentos programados.

Contiguo a las plantas de cafia se extrajeron muestras de los suelos (0-20cm de
profundidad) para el analisis quimico (Laboratorio de Suelos, IECA-UNCIEP, Facultad de
Ciencias). En el cuadro 2 se presentan el analisis de suelos extraidos de los tablones

muestreados (cuadro 1).
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Cuadro 2.- Analisis quimico de los suelos en los tablones en donde se colectaron las plantas

de caiia.
N-NO; N-NH,4 % Sat.
Tablén pH (H,0) pH (KCI) C. org (%) N (%) (ng N/g) (ng N/g) Bases
1y2 6,0 5,2 1,7 0,2 35,8 63,7 80,8
3 5,7 4,9 1,1 0,1 16,1 8,6 83,8
4 6,1 48 0,7 0,1 2,1 2,3 79,4
6,7y 10 8,3 7,0 0,9 0,1 2,7 3,6 94,8
8 6,5 5,2 1,4 0,1 3,4 6,6 88,8
Bray | Ca Mg K Na Fe S-S0,
Tablén (ug P/g) | (meq/100g) | (meq/100g) | (meq/100g) | (meq/100g) | (meq/100g) | (ug S/s)
1y2 8,0 12,6 3,0 0,3 0,3 105,2 3,9
3 51 12,3 3,2 0,2 0,4 68,3 0,7
4 55 6,9 1,2 0,1 0,2 103,7 1,2
6,7y 10 53 9,8 2,5 0,1 0,4 13,1 0,7
8 1,0 13,9 4,5 0,2 0,4 129,0 2,2

Los suelos presentan pH entre 5,7 y 6,5 excepto en los de los tablones 6, 7 y 10 cuyo pH
8.3 es alcalino. Los suelos son de media fertilidad con % C orgdnico entre 0.7% y 1.7%,
mientras que el 1 y 2 tienen de media a alta fertilidad, con valores altos de N-NO; y N-

NH, y de % de saturacién de bases, indicadores de fertilizacién.

1.2. Técnicas isotépicas con *°N

Se realizaron 2 evaluaciones para determinar si la fijacién biolégica de nitrégeno (FBN)
contribuye a la nutricidon nitrogenada de cafna. Una evaluacion se realizd directamente
en condiciones naturales de cultivos con la técnica de abundancia natural de °N. La otra
evaluacion se realizd en un ensayo en macetas con suelo en invernaculo aplicando la

técnica de dilucién isotépica de N.

1.2.1 Abundancia natural de >N

Para la aplicacidn de la técnica de abundancia natural >N (AN) en campo se siguid los
lineamientos de Uncovich y col. (2008). Se extrajeron 8 plantas al azar de cafia de cada

tablén, desde el 2 al 9, para la determinacion de AN (cuadro 1) y de cada planta se
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extrajeron 5 hojas de la parte superior. El muestreo de cafias se realizé antes de la
cosecha del cultivo. En paralelo, se extrajeron de cada tabléon o de lugares cercanos,
plantas para utilizarlas como “controles” en la metodologia de AN. Para esto, se
eligieron plantas con porte y ciclo similar al de la cafia, a las cuales se les extrajo una
muestra de 10 hojas de cada una. Las muestras de cafia y de las especies control se
acondicionaron y transportaron al laboratorio para su andlisis. Algunas de las plantas
controles fueron identificadas por el departamento de Botdnica, Facultad de
Agronomia, UDELAR. En el tablén 3 la planta control no fue identificada pero no era
maleza, mientras que en el tablén 2 y 4 eran malezas y no fueron identificadas. En el
tablon 8 se obtuvieron plantas de sorgo y en un campo préoximo al tablén 2, se
obtuvieron tres ejemplares de Ciperaceae. Del tabléon 7 también se extrajo una planta
leguminosa, identificada como Crotalaria, nodulada y utilizada como planta control

fijadora de N,.

Las muestras se secaron a 652 C hasta peso constante, se molieron (Molino Foss
Cyclotec 1093) finamente (2mm) y una submuestra (0,5g) de cada una se colocd en
tubos Eppendorf para determinacién de 8N, Laboratorio CATNAS de la Facultad de
Agronomia, UdelaR. No se realizaron repeticiones debido al costo de cada andlisis. Se
calculd el %Nda (porcentaje de N derivado de la atmdsfera) para las muestras de cafia

por la férmula (Bergerseny Turner, 1983):

%Nda = & >N control - § >N cafia x 100
& °N control - B

donde, 8°N control y §©°N cafia corresponden a los valores de §°N (%) para las plantas
~ . 15 ~

control y las plantas de caia respectivamente. El valor B es el 6N de la planta de cana

que crece con N, atmosférico como unica fuente de N y por lo tanto se asume un valor

de 0.0 8"°N (Uncovich y col., 2008)
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1.2.2 Dilucién isotépica de **N

En un ensayo complementario al anterior se utilizd la técnica de dilucién isotdpica de
>N (DI) (Uncovich y col., 2008) para determinar y corroborar en invernaculo, el aporte
de la FBN a la nutricidén nitrogenada de 3 variedades comerciales de cafia, TUC 77-42, CP

92-618 y LCP 85-384 y con 2 dosis de fertilizante nitrogenado, 10Kg N/ha y 50Kg N/ha.

Para esto, se utilizaron macetas de plastico con 7kg de arena:suelo (mezcla 1:1). El suelo
(0-40 cm profundidad) fue extraido de la zona experimental de ALUR, (530°23°01,3";
W57°38°31.27"), sitio sin cultivo de cafia por 4 afios. El suelo fue secado, molido y
tamizado antes de utilizarlo, envidndose una muestra de 500g para el analisis
fisicoquimico (Laboratorio de Suelos, IECA-UNCIEP, Facultad de Ciencias). La arena de
rio fue lavada con agua corriente y esterilizada en autoclave 2 veces por 30’ a 1209C.
Luego se mezcld con el suelo y se llenaron las macetas por peso. Siguiendo las
recomendaciones de la bibliografia (Dr. G. Hardanson, Agencia Internacional de Energia
Atdmica, IAEA en inglés; James, 2000), la incorporacion de las 2 dosis de fertilizante
nitrogenado marcado se realizé dos meses antes de la siembra de manera de asegurar
una distribucién homogénea del °N en el soporte. Las macetas fueron regadas con
soluciones preparadas de >NH,SO, marcado con 10% atomos en exceso de N (% a.e.
>N); equivalente a 10kg de N/ha y a 50Kg de N/ha. Los esquejes, obtenidos de ALUR,
fueron lavados con agua corriente y desinfectados superficialmente con EtOH 70%. En
cada maceta se colocaron dos esquejes de cana de 5cm de longitud con una yema cada
uno. Como plantas controles se utilizaron variedades comerciales de sorgo (Sorghum
officinalis L. DK-71-T) y maiz (Zea mays L. NK940). Se eligieron estas especies debido a
que producen un volumen similar de raices en macetas y tienen caracteristicas
fisiolégicas semejantes a la cafia de azucar. Se sembraron en el momento de la siembra
de los esquejes y previamente sus semillas se lavaron cuidadosamente y se trataron
superficialmente con hipoclorito 5% por 5’, seguido de 6 lavados con agua destilada

estéril en condiciones de asepsia.
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En este experimento se evaluaron 10 tratamientos: las tres variedades comerciales de
cana en dos niveles de fertilizacidon nitrogenada y dos plantas control en los dos niveles

de fertilizacidn nitrogenada.

El disefio fue de bloques completos al azar, con 5 repeticiones por tratamiento y una
planta por maceta. Las macetas se colocaron en el cuarto de plantas del IIBCE en
condiciones de luz y temperatura controladas (fotoperiodo de 12h, 30°C y entre 5750-
6700 luxes), transfiriéndolas al invernaculo cuando las plantulas tenian 30cm de altura
aproximadamente. El riego se realizd siempre en el plato inferior de las macetas, con
agua corriente segun necesidades de las plantas y una vez por semana con medio
Fahraeus (Faharaeus, 1957). La cosecha de las plantas se realizd 4 meses después de la
siembra, separdndose la raiz, la parte aérea (tallo + hojas) y la hoja +3 de cada planta.
Cada fraccion se colocd en bolsas de papel para su secado en horno a 652C hasta peso
constante. Posteriormente, se determind el peso seco de la parte aérea y de la raiz por
separado. Por ultimo, la hoja +3 y la parte aérea de las plantas se molieron, como se
describié anteriormente, para determinar el N-total (%) y el % a.e. N por
espectrometria de masa (VG Prism Series Il; Universidad Auténoma de Madrid).

Se calculd la concentracion de N en las plantas (mg N/g peso seco), la acumulacion de N
(mg N/ planta) y el %Nda (porcentaje de N derivado de la atmésfera) para la cafia por

medio de la férmula (McAuliffe y col., 1958):

%Nda = 1-(% a.e. °N cafia/% a.e. >N control) x 100

donde, % a.e. >N control y % a.e. N cafia son las unidades de % a.e. °N para las

plantas controles y las de cafia respectivamente.

Con los datos obtenidos, se realizdé un analisis de varianza y una prueba de comparacion

de medias empleando el test de LSD-Fisher (a< 0.05) (Infostat, 2008).
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2. RESULTADOS
2.1 Fijacién de nitrogeno en cultivos de cafia en campo

El primer objetivo de este trabajo fue conocer si existe un aporte de N atmosférico a la
cana de azucar en condiciones de campo. La evaluacidn se realizé por el método de
abundancia natural >N (AN), utilizando especies control elegidas dentro de los cultivos
de cafia estudiados. En el cuadro 3 se muestran los valores de %Nda obtenidos en las

variedades de cafa.

Cuadro 3.- Capacidad de fijar nitrégeno en ensayo en campo con variedades de
cafia de azucar comerciales y niveles de fertilizacidon nitrogenada, método de
abundancia natural de °N (Artigas, Bella Unién).

Variedad FN | 8N Planta 8N %Nda %Nda
de caia cana control control | cafa (1) | caiia(2)
TUC 77-42 AF 5,72 No maleza 5,7 26,77 41,66
LCP 85-384 AF | 7,84 | Nomaleza 73 | - 20,03
CP 92-618 n.d.| 6,07 | Nomaleza 5,97 22,31 38,11
TUC 77-42 SF 2,99 Maleza 4,5 61,74 69,52
TUC 77-42 BF 6,57 Maleza 14,7 15,86 32,97
LCP 85-384 BF 6,02 | Ciperaceae 5,8 22,88 38,56
FAM 81-77 n.d.| 7,83 | Ciperaceae 10,7 | - 20,15
TUC 95-24 n.d.| 8,46 | Ciperaceae 1,9*% | - 13,67
Sorgo 9,8
Crotalaria 0,2*

n=1 FN: Fertilizacion nitrogenada: 150Kg N/ha (AF), 50Kg N/ha (BF), sin fertilizar (SF). n.i.: no
identificado. 8"°N: relacion °N/*N en biomasa aérea. %Nda: porcentaje de N derivado de la
atmosfera. (1) calculado con el promedio de 8N de las plantas control (excepto sorgo y
plantas marcadas con asterisco). (2) calculado con el valor de 8N del sorgo como planta
control.

En el cuadro 3, se observa que los valores de 8N en la biomasa aérea de las 4
variedades de cafia fue homogéneo, entre 5,72 y 8,46, excepto para el cultivo TUC 77-42
(SF) que fue de 2,99. Por el contrario, la biomasa aérea de las plantas control, malezas,

no malezas y ejemplares de Cyperaceae, mostraron alta variabilidad entre 4,5y 14,7 de
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8N (cuadro 3). Es de destacar el 6©°N igual a 0,2 de Crotalaria, leguminosa nodulada
con el mas bajo valor de 8N comparado con las otras plantas control (cuadro 3). El
género Crotalaria estd presente en forma espontdnea en la zona de cafia de ALUR,
nodulado por poblaciones de rizobios nativas en los suelos. En este trabajo se la eligio
como control positivo y aparentemente es una buena fijadora de N, si se tiene en
cuenta el bajo valor de 8N (cuadro3). De esta manera se verificé la utilidad de la

técnica aplicada en condiciones no controladas.

El %Nda en caia fue calculado con los valores promedio de la mayoria de las plantas
control, obteniendo que en promedio los cultivos en campo reciben un 22% del N de Ia
fijacion bioldgica (no incluido el valor de TUC 77-42- SF). El suelo y/o la fertilizaciéon

nitrogenada aportarian la otra fraccion de N para el cultivo.

~ .z , 1 . ,
El %Nda de cafia también se calculd con el valor de 8N de la biomasa aérea del sorgo,
cultivo situado en frente al de cafia (distancia menor a 30m). El sorgo es un cultivo
control util, es una graminea con similares caracteristicas radicales y de porte aéreo y de

ciclo vegetativo similar.

Al utilizar al sorgo como planta control, los valores de %Nda oscilaron entre 13% y 41%
(no se incluye el valor de TUC 77-42 (SF)) demostrando nuevamente que en condiciones
de campo las plantas de cafia reciben una parte de su N de la FBN. La variedad TUC 77-
42 (SF) dio un valor alto de %Nda con ambos tipos de plantas control, lo cual indicaria
qgue esa variedad sin fertilizacion nitrogenada, toma gran parte de su N de la atmodsfera.
Sin embargo, en las plantas de cafia con una fertilizacion nitrogenada equivalente a 50 y
150 Kg N/ha, no se encontré una relaciéon con el valor de %Nda de las muestras (cuadro

3).

Por otra parte, los resultados son estimativos ya que el nimero de muestras de §°N no

fueron suficientes para el analisis estadistico de los datos del cuadro 3. Sin embargo, los
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datos son de interés si se tiene en cuenta que es la primera vez que en el pais se

demuestra FBN en cultivos de cafia.

2.2. Dilucién isotépica de “°N.

Los resultados de AN en campo condujeron a corroborar en un ensayo en invernaculo
con suelo (no estéril) la FBN en tres variedades de cafia, TUC 77-42, CP 92-618 y LCP 85-
384 y dos niveles de fertilizacion nitrogenada, 10Kg N/ha y 50Kg N/ha (F10 y F50)
respectivamente. Teniendo en cuenta los datos obtenidos en el ensayo de AN y la
bibliografia, se eligi6 como plantas control maiz y sorgo para el método de dilucién

isotopica de °N (DI).

Los resultados obtenidos se presentan en el cuadro 4. Los valores del % a.e.”N de la
parte aérea para F10, fueron similares en las tres variedades de cafa pero
significativamente inferiores a los valores de % a.e. >N de maiz y sorgo. Con respecto a
F50, se observaron diferencias significativas entre las variedades TUC 77-42 y LCP 85-
384, pero ambos valores fueron significativamente mas bajos que los de las plantas
control. Los valores registrados de % a.e >N de la hoja +3 no mostraron diferencias
significativas entre las variedades de cafia para ambos niveles de fertilizacion y fueron
similares a los obtenidos de la parte aérea de las plantas (cuadro 4).

Al calcular el %Nda de la parte aérea de las cafas para F10 y F50 utilizando al maiz y
sorgo como plantas control por separado, no se encontraron, en ambos casos,
diferencias significativas entre los valores. Los valores obtenidos sugieren que las 3
variedades de cafia de azucar estudiadas adquieren entre el 41-59% y 35-50% del N a
través de la FBN para F10 y F50 respectivamente. Estos resultados indican que las 3
variedades de cafa de azucar estudiadas obtienen un porcentaje del N a través de la

FBN tal como se demostrd por AN en el cuadro 3.
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Al comparar el peso seco de la parte aérea para F10 y F50, se puede observar que no
hubo diferencias significativas entre las variedades de cana exceptuando la CP 92-618
que tuvo un valor inferior (cuadro 4).

Por otro lado, en la concentracion de N de la parte aérea para F10, la variedad CP 92-
618 fue significativamente mayor al maiz y sorgo, mientras que para F50 las variedades
TUC 77-42 y LCP 85-384 tuvieron valores similares a los controles.

También se evidencio para F10, que entre las tres variedades de cafia acumularon casi el
triple de N (563,7mgN/planta) que lo acumulado entre las dos plantas control (198,5mg
N/planta). Mientras que para F50, la acumulacidn de N entre las dos variedades de caia
fue una vez y media superior (393mg N/planta) que lo acumulado entre el maiz y sorgo

juntos (248,2mg N/planta).

Cuadro 4.- Evaluacidon de la capacidad de fijar nitrégeno de tres variedades de cafa utilizadas comercialmente
. . . ., . .- . . , . 1 ..

en Uruguay, bajo dos niveles de fertilizacién nitrogenada, utilizando dilucidn isotépica de N en condiciones

semicontroladas (invernaculo).

Cultivo %a.e. °N %Nda (M)? %Nda (s)b Peso seco | Concentracion de N | Acumulacion de N
parte aérea | parte aérea | parte aérea parte aérea parte aérea
Parte aérea | Hoja +3 (g/planta) | (mgN/g peso seco) (mg N/planta)
F10
CP 92-618 0,17 c 0,17 a 50,3 a 58,8 a 19,39 b 10,4 a 201,6 a
TUC 77-42 0,23 ¢ 0,20 a 413 a 51,4a 25,36 a 7.8b 197,8 a
LCP 85-384 0,19c 0,20 a 51,6 a 51,6 a 25,68 a 6,4 bc 164,3 b
Maiz 0,39b - - - 20,56 39c 80,2 b
Sorgo 0,47 a - - - 27,52 4,3 c 1183 b
F50
CP 92-618 - - - - - - -
TUC 77-42 1,33 b 1,11 a 34,82a 443 a 26,86 a 7,5 a 201,4 a
LCP 85-384 0,99 c 1,06 a 41,2 a 49,7 a 24,88 a 7,7 a 191,6 a
Maiz 1,69a - - - 18,52 50b 92,6 b
Sorgo 1,97 a - - - 23,25 6,7 ab 155,8 a

F10: eq. a 10Kg N/ha; F50: eq. a 50 Kg N/ha. a: % de N derivado de la atmdsfera calculado con maiz (M) como planta
control; b: calculado con sorgo (S) como planta control. n=3. Medidas dentro de cada columna que tienen la misma letra
no son significativamente diferentes (LSD-Fisher (a<0,05)).
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3. DISCUSION

En las ultimas décadas se demostré que la FBN se lleva a cabo en en gramineas (Boddey
y col., 2000) incluyendo la caiia de azucar (Yoneyama y col., 1997; Urquiaga y col., 1992;
Lima y col., 1987). Particularmente en Brasil, la caia fertilizada con bajas cantidades de
N ha logrado rendimientos similares a los obtenidos en cultivos fertilizados con altas
dosis de N (Boddey y col., 1995), sin detectarse una disminucion de este elemento en los
suelos. De esa observacion practica surgid, desde el punto de vista microbioldgico, la
suposiciéon de que en la cafa de azucar cultivada en Brasil ocurriria un aporte de N por la
FBN (Baldani y col.,, 2002, 1997; Boddey y col., 1995), dando origen a todas las
investigaciones en microorganismos diazdtrofos de la rizdésfera y enddfitos que han
sucedido en el mundo.

En el inicio de esta tesis, se tuvo en cuenta la trascendencia econémica y ecoldgica que
tendria para el cultivo de caia el desarrollo de una tecnologia que redujera el N quimico
gue anualmente se afiade para mantener e incrementar su productividad. Para ello, una
de las formas accesibles y documentadas en la bibliografia, es estudiar las bacterias
enddfitas diazétrofas (BED) que viven en asociacidon con la planta, tratando de detectar
y seleccionar aquellas con mayor capacidad de promocidn de crecimiento vegetal (PCV).
Un primer avance en la tesis fue la comprobacién, por abundancia natural de >N (AN),
de que en los cultivos comerciales la caifa recibe un aporte de la FBN, aptitud no
evaluada hasta ese momento en nuestro pais. La comprobacidon se obtuvo cuando se
consiguieron valores promedio de 33% de FBN para las variedades evaluadas (no
incluido el valor de TUC 77-42 (SF)) y de hasta un 70% para la variedad TUC 77-42 (SF).
Estos resultados demuestran que las plantas de cafia con o sin fertilizante nitrogenado
obtienen de la atmdsfera gran parte del N que necesitan. En las variedades de caifa, no
se obtuvo una relacion entre %Nda en la parte aérea y los niveles de N previamente
aplicados al suelo (50 y 150 Kg N/ha). Sin embargo, en la bibliografia existen numerosos
antecedentes sobre la influencia negativa de la fertilizacion nitrogenada y la capacidad

de fijar N, por el cultivo (Sevilla y Kennedy, 1999; Sevilla y col., 1998).
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Es importante destacar que nuestros resultados se ajustan a los obtenidos por Boddey y
col. (2001), quienes en 11 plantaciones de cafia de cuatro Estados de Brasil, encontraron
valores de %Nda entre 0 y 70% por AN, demostrando el aporte significativo de la FBN.
Posteriormente, un estudio a largo plazo (16 afios) realizado en la variedad de cafia CB
45-3 en una plantacién en el Estado de Pernambuco, nordeste de Brasil, también
demostré un balance positivo de N en los tratamientos que no recibieron fertilizante
nitrogenado, confirmando la contribucién significativa de la BNF al cultivo de cafa
(Resende y col., 2006). Sin embargo, llama la atencién que en Australia (Biggs y col.,
2002) y Sudafrica (Hoefsloot y col., 2005), los datos de AN en plantas de referencia (no
fijadoras de N,) fueron en algunos casos mayor a los de cafia de azlcar y por lo tanto los
autores concluyeron que los aportes de la FBN al cultivo fueron insignificantes.

Se ha sugerido que las bacterias endéfitas de la caia de azlcar contribuyen de manera
mas significativa que las rizosféricas en el proceso de FBN (Ddbereiner, 1992), ya que
este tipo de bacterias podrian escapar a los efectos adversos del suelo, asi como a la
competencia con otros microorganismos y podrian recibir de una forma mas directa
los nutrientes necesarios para su multiplicacién y para la expresion de la FBN. Se han
aislado de la caifla muchas bacterias de la rizosfera y endéfitas, pero no esta bien
definido cual de ellas contribuiria con la mayor tasa de FBN (Asis y col., 2000; Olivares y
col., 1996; Cavalcante y Dobereiner, 1988; Ruschel, 1981). En los primeros estudios
realizados en Brasil en bacterias fijadoras de N,, el género Beijerinkia se destacd por su
presencia en suelos de cafia (Débereiner, 1961). Un alto numero de G. diazotrophicus
(Reis y col., 2000a, 1994; Li y Macrae, 1992) y otros diazétrofos de los géneros
Herbaspirillum y Burkholderia se detectaron en el interior de las raices de cana, tallos e
incluso hojas (Castro-Gonzdlez y col., 2011; Perin y col., 2006; Boddey y col., 2003;
James 2000). En Brasil, durante mucho tiempo se pensé que labacteria G.
diazotrophicus podria ser una de las especies que mas contribuye con la tasa de FBN
observada en cafa (James, 2000; Sevilla y Kennedy, 2000; Boddey y col., 1995;
Cavalcante y Dobereiner, 1988). Esto se asocia a que en experimentos in vitro, la
bacteria crece y fija N, éptimamente en condiciones de acidez y concentraciones de

sacarosa similares a las encontradas en el interior de los fluidos de cafia. Se sugirié
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también que G. diazotrophicus podria promover y aumentar el crecimiento de la cafia
de azucar a través de efectos hormonales (Fuentes-Ramirez y col., 1993) debido a su
capacidad de producir acido indol acético (IAA) y giberelinas (Bastian y col., 1998;
Fuentes-Ramirez y col.,, 1993). Usando plantas de cafa de azucar micropropagadas
(libres de bacterias) mediante técnicas de cultivo de tejidos, ha sido posible comprobar
que G. diazotrophicus es capaz de colonizar distintos tejidos de las plantas y estimular su
crecimiento  (Mufioz-Rojas y  Caballero-Mellado, 2003; Sevilla y col,
2001), predominantemente por mecanismos de tipo hormonal (Sevilla y col., 2001).
También influye el genotipo bacteriano y la variedad de cafia de azucar (Mufioz-Rojas y

Caballero-Mellado, 2003).

La técnica de AN también ha sido utilizada para estimar la FBN en otras gramineas,
como el arroz (Mudiiz y col., 2010) y algunas leguminosas como Trifolium subterraneum,
Ornithopus compressus, T. vesiculosum y T. incarnatum (Espinoza y col., 2011). En este
trabajo, la metodologia fue util para poder tener una primera aproximacion del aporte
de N mediante la FBN que tienen diferentes variedades de cafa cultivadas en

condiciones ambientales del norte de nuestro pais.

Una vez determinado el aporte de la FBN por AN, el siguiente paso fue utilizar la técnica
de dilucidn isotdpica de N (DI) en tres variedades de cafia para corroborar su FBN en
suelo de Bella Unidon en invernaculo. Como tratamientos adicionales se usaron dosis de
fertilizante nitrogenado (F10 y F50, equivalente a 10 y 50 kg N/ha respectivamente) y
como controles maiz y sorgo. Estos ultimos presentan caracteristicas similares a la cafia
en absorcion de N del suelo, etapas de desarrollo fisiolégico y tolerancia a factores
ambientales (Uncovich y col. 2008; Biggs y col. 2002; Urquiaga y col. 1992). Al igual que
en campo, los resultados evidenciaron un aporte significativo de la FBN a las variedades
de cafa, independientemente de que la planta control fuera sorgo o maiz. Hubo
también fijacion de N, con baja y mediana fertilizaciéon nitrogenada. Es importante

destacar que los resultados del aporte de la FBN obtenidos por la técnica DI son
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contundentes, si tomamos en cuenta que en el ensayo se utilizd suelo y esquejes de
variedades de cafias plantadas en campos de Bella Unidn.

Los resultados concuerdan con la bibliografia en cuanto a que la técnica de DI es util en
evaluar la contribucion de la fijacién de N, en los cultivos de gramineas, incluyendo la
cafa de azucar en ensayos en campo y en invernaculo (Thaweenut y col., 2011;
Montafiez y col., 2009; Urquiaga y col., 1992).

Un estudio realizado en EMBRAPA-Agrobiologia (Brasil) para cuantificar la FBN en
variedades de cafa brasileras, utilizé esa técnica en grandes macetas con suelo marcado
con N (Urquiaga y col., 1992; Lima y col. 1987). Los resultados mostraron que las
variedades de cafia tenian mas bajo enriquecimiento de N, alta acumulacién de N y
alto balance de N en el sistema suelo/planta que la planta control, generando una
poderosa evidencia de la contribucion de la FBN a esas variedades de caia.

Si bien la técnica de DI resulta util en este tipo de ensayos, cabe sefialar que es
necesario tomar precauciones antes y durante el ensayo para evitar obtener valores de
% a.e N erréneos. Existen varios factores que pueden afectar la exactitud de los
resultados. Uno de ellos es tratar de que la relaciéon BN/MN, una vez aplicado el
fertilizante enriquecido en N en las macetas, se mantenga homogénea en profundidad
del suelo y en el tiempo. En el ensayo realizado se esperaron 2 meses antes de la
siembra y se revolvié el suelo, lo cual permite asumir homogeneidad de la relacidn
isotdpica en el suelo. Sin embargo autores como Urquiaga y col. (1992) y Boddey vy
Victoria (1986) opinan que se deberia esperar 6 meses para logar estabilizar las
condiciones del suelo (**N/*N). Nuestra propia experiencia da origen a otro factor que
debe ser considerado como es la diferencia de tiempo entre la germinaciéon de los
esquejes de cana y las semillas de sorgo y maiz. La consiguiente absorcidn retardada del
fertilizante enriquecido por parte de las cafias podria inducir a pensar que seria
responsable del enriquecimiento inferior de >N en comparacion a los cultivos control.
Sin embargo, todo indica que ese factor no tuvo efecto en el ensayo realizado, si se
tiene en cuenta la evidencia con respecto a la acumulaciéon de N en la parte aérea de las
plantas de cafla comparado con la de maiz y sorgo. Se confirma la hipdtesis de que gran

parte del N acumulado por las variedades de cafa deriva de la FBN.
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Cabe destacar ademads que las variedades de cafia plantadas en Uruguay demostraron
una tendencia hacia una mayor contribucién de la FBN en el nivel mas bajo de
fertilizacion nitrogenada, con una media de 51% y 42% Nda en F10 y F50,
respectivamente. Estos resultados podrian explicarse en parte por un efecto negativo
del fertilizante nitrogenado en la FBN aun cuando una dosis de 50kg de N/ha no es alta
para la cafia.

Por otra parte, se ha demostrado en variedades de cafia de azlcar brasilera que las
aplicaciones de elevados niveles de fertilizante nitrogenado, reduce significativamente
la poblacidon de bacterias diazétrofas cultivables (Reis-Junior y col., 2000). Nuestros
resultados evidencian que independientemente del nivel de fertilizante, las tres
variedades de cafia presentan un valor medio de 48% Nda (rango de 34,8 a 58,8% Nda).
Estas estimaciones de BNF son consistentes con los datos reportados en la literatura, en

particular de Brasil (Urquiaga y col., 2011, 1992; Boddey y col., 2001.).

En este capitulo, los resultados mostraron que la variedad TUC 77-42 fue la que
presentd mayor valor de Nda (70%) por AN, mientras que por DI las variedades CP 92-
618 y LCP 85-384 mostraron el valor mas alto en F10 (60%Nda) y F50 (50%Nda)
respectivamente. El hecho que las variedadades no hayan evidenciado la misma
respuesta en ambos ensayos podria ser adjudicado a dos factores: las diferentes
condiciones ambientales que afectan en campo e invernaculo (semi-controladas) y el
desarrollo radical de la planta, donde en campo puede explorar horizontes libremente,
mientras que en invernaculo esta limitado al tamafio de la maceta. Para corregir estos
factores podria emplearse la técnica de DI en un ensayo en campo, aplicando en el suelo
el fertilizante nitrogenado marcado con *°N. Sin embargo, la realizacién de un ensayo de

estas caracteristicas implicaria un elevado costo.

En resumen, los resultados de este capitulo sientan un importante precedente en el
cultivo de cafa en Uruguay: ocurre un significativo aporte de la FBN a las variedades de

cana de azucar comerciales en campo y en invernaculo.
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CAPITULO 2

Caracterizacion de bacterias endofitas diazotrofas asociadas a variedades

comerciales de caina de azucar.

1. METODOLOGIA

1.1 Aislamiento de bacterias endoéfitas diazotrofas de cafa y su clasificacion en

morfotipos

El objetivo fue aislar bacterias enddfitas diazétrofas (BED) de los tejidos internos de
tallos de cafias en variedades comerciales cultivadas en Bella Unién y formar una
coleccidn de trabajo para su caracterizacion. Cabe destacar, que aunque en esta tesis las
bacterias aisladas se nombraran como enddfitas, en realidad son “probables” enddfitas,
porgue no se corrobord microscépicamante su presencia en los tejidos vegetales

(Reinhold-Hurek y Hurek, 1998).

Para el aislamiento se utilizaron plantas de 3 variedades de cafia, TUC 77-42 y LCP 85-
384, elegidas por su mayor area de siembra (80% en el caso de TUC 77-42) y Tuc 78-14
por estar en proceso de evaluacién en el campo experimental de ALUR. Las mismas
fueron colectadas de los cultivos en los tablones 1, 3, 6, 7 y 10, con alta 150Kg N/ha (AF)

y baja 50Kg N/ha (BF) fertilizacidn nitrogenada (descritos en el Capitulo 1, cuadro 1).

Los tallos se lavaron con agua corriente y se cortaron cuidadosamente con bisturi en
trozos de 5cm de largo, se desinfectaron superficialmente con EtOH 70% y con
hipoclorito 4% durante 3’, enjuagandose 5 veces con agua destilada estéril en
condiciones asépticas (Hallmann y col., 2006). Como control de la eficacia del proceso
de esterilizacion superficial se deslizaron trozos de tallos procesados sobre la superficie
de medio rico TY (Beringer, 1974) (anexo 1) contenido en placas y se incubaron a 302C

por 48h.
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En adelante, los medios de cultivo y las soluciones utilizadas se esterilizaron siempre en

autoclave por 20" a 1202°C.

El aislamiento de bacterias se realizd a partir del fluido apoplastico de tallos de cafia.
Para esto, se cortaron y desecharon los extremos de cada trozo de tallo y este se colocé
en tubo de ensayo estéril con un tip de 1ml para facilitar la extraccién de la muestra
(Dong y col., 1994; Palus y col., 1996). El sistema material se centrifugd a 1500 rpm por
20’ y con el fluido obtenido se prepararon diluciones seriadas (10 a 10”) en solucidn
salina estéril, sembrandose 500ul de cada dilucién (por duplicado) por inclusién en
placas conteniendo medios semisdlidos selectivos sin-N (JNFb y LGI) (Cavalcante vy
Dobereiner, 1988; Baldani y col., 1992) (anexo 1) y en medio rico TY. Las placas se
incubaron a 309C y se registraron las unidades formadoras de colonias (ufc) por mililitro
de apoplasto. Con palillos estériles se realizaron 3 repiques sucesivos de las colonias
incluidas en el agar a placas conteniendo los medios semisdlidos sin-N ensayados
originales. Este procedimiento se realizd para verificar el cardcter diazétrofo de las
bacterias. Las bacterias se sembraron en medio TY sélido para obtener colonias aisladas
y corroborar su pureza. Cada aislamiento puro se guardd por triplicado con glicerol
estéril (50% v/v) a -20y -80°C.

La coleccion formada se clasifico de acuerdo a los morfotipos de sus colonias en medio
solido TY: color, forma (circular ¢ irregular), elevaciéon (plana & convexa), margen

(entero, ondulado 6 ondulado con halo) y textura (seca 6 gomosa) (Holt y col., 1994).

1.2 Presencia del gen nifH y formacion de una pelicula de crecimiento en

medios semisolidos sin nitrégeno

La presencia del gen nifH (gen estructural de la nitrogenasa) se determiné en 100 BED
elegidas de acuerdo a su clasificacion en diferentes morfotipos. El potencial diazétrofo
se valido por formacién de un halo de crecimiento en viales conteniendo medios

semisolidos sin-N.
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1.2.1 Lisado celular y amplificacion del gen nifH por PCR

Una colonia de cada una de las bacterias seleccionadas crecidas en medio TY se
resuspendié en 100ul de agua destilada estéril y se centrifugd a 13000 rpm por 2’. El
pellet obtenido se resuspendié en 100ul de NaOH 0.05M, se calentd a 1002C por 4’ y se
colocd en hielo por 2’. Posteriormente, se agregd 900ul de agua destilada estéril y se
centrifugéd a 13000 rpm por 2’. Como solucién de trabajo, se guardaron 700ul del

sobrenadante a -202C (Rivas y col., 2001).

Para la amplificacion del gen nifH se usaron los cebadores nifHFwd (5'-
ATYGTCGGYTGYGAYCCSAARGC-3') y nifHRev (5'-ATGGTGTTGGCGGCRTAVAKSGCC-3')
descritos por Olson y col. (1998) que amplifican una regidn del gen nifH de 327pb de
diazoétrofos aerofilicos y microaerofilicos. La reaccion de PCR se realizé en un volumen
total de 10ul con 1,0ul de buffer 10X de PCR, 1,0ul de MgCl, 25mM, 0,2ul de una mezcla
de deoxi-nucleétido trifosfatos (ANTPs) 10mM, 1,6ul de cada cebador 10uM, 1ul de BSA
0,1%, 0,08l de Taq polimerasa (Fermentas) 5U/ul y 1,0ul del lisado celular. El programa
utilizado para la reaccion de amplificaciéon fue: desnaturalizacién inicial por 5’ a 949C,
seguido de 5 ciclos de 30” a 942C, 30" a 502C y 30" a 722C, una segunda etapa de 30
ciclos de 30" a 949C, 30" a 492 Cy 30" a 722C y un ciclo de extensidén final de 10’ a 7229C.

El producto de cada amplificacidn se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa
2% (p/v) en buffer TBE 0,5% (Tris-Acido bérico-EDTA) (anexo 1) sometido a 110V. Los

geles fueron tefidos con bromuro de etidio y expuestos a la luz UV para su visualizacion.

1.2.2 Formacion de pelicula y cambio de pH de medios semisdlidos

Como complemento de la informacidn sobre el potencial diazotréfico de los
aislamientos nifH positivos, se evalud la formacidon de una pelicula de crecimiento en
viales conteniendo medio semisélido (Videira y col.,, 2007). Las bacterias provenientes
de placas con medio TY soélido, se sembraron en tubos con 5ml de TY liquido en

agitacion. Una alicuota de 200ul se utilizé para inocular los viales por triplicado
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conteniendo el medio semisdlido sin-N del cual se aislé la bacteria (JNFb y LGI). Se
registro la formacioén de la pelicula de crecimiento, asi como el cambio de pH mediante

un indicador en el medio.

1.3 Diversidad genética e identificacion de los aislamientos bacterianos
1.3.1 Determinacion de la diversidad genética por ERIC-PCR

La diversidad genética de las bacterias nifH positivas se estudid mediante la
amplificacidon de regiones consensuales repetitivas extragénicas de ADN por la técnica
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR, denominada ERIC-PCR. Los
cebadores utilizados fueron ERICIR (5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3') y ERIC2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3') (Hulton y col., 1991). Las reacciones se realizaron por
duplicado utilizando como moldes los lisados celulares guardados a -202C (ver 1.2.1). La
reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen total de 25ul conteniendo 2,5ul de
buffer 10X de PCR, 2,0ul de MgCl, 25mM, 2,5ul de una mezcla de deoxi-nucleétido
trifosfatos (dNTPs) 2mM, 2,5ul de cada cebador 25uM, 1ul de BSA 0,1%, 0,3ul de Taq
polimerasa (Fermentas) 5U/ul y 2,0ul del lisado celular. El programa utilizado para la
reaccion de amplificacion fue: desnaturalizacion inicial por 5’a 942C, seguido de 30 ciclos
de 1’a 942C, 1’ a 522Cy 6’ a 652C, por ultimo se realizd un ciclo de extension final de 10’

a 72°C.

Los productos de amplificacion obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa 2% (p/v) en buffer TBE 0,5% (Tris-Acido bérico-EDTA) sometido a 110V. Los

geles fueron tefidos con bromuro de etidio y expuestos a la luz UV para su visualizacion.

1.3.2 Identificacion de los aislamientos

Las bacterias nifH positivas fueron identificadas mediante el analisis de secuencia del
gen 16S ARNr por PCR. Para la amplificacidon del gen se usaron los cebadores universales

Eub27f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y Eub1525r (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-
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3') (Lane, 1991). Las reacciones de PCR se realizaron utilizando como moldes los lisados
celulares guardados a -202C (ver 1.2.1). La misma se llevd a cabo en un volumen total
de 50ul conteniendo 5ul de buffer 10X de PCR, 3ul de MgCl, 20mM, 5ul de una mezcla
de deoxi-nucledtido trifosfatos (ANTPs) 2mM, 2ul de cada cebador 25uM, 2ul de BSA
0,1%, 0,4ul de Taq polimerasa (Fermentas) 5U/ul y 4,0ul del lisado celular. El programa
utilizado para la reaccién de amplificacion fue: desnaturalizacién inicial por 2’a 959C,
seguido de 30 ciclos de 1’a 949C, 1’ a 552C y 1’a 7229C, por ultimo se realizd un ciclo de

extension final de 15’ a 729C.

Los productos de amplificacion se visualizaron mediante una electroforesis en gel de
agarosa 2% (p/v) en buffer TBE 0,5% (Tris-Acido bérico-EDTA) sometido a 110V. Los

geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y expuestos a la luz UV para su visualizacion.

Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados en MACROGEN Inc. (Corea) a
partir de ambos extremos. Las secuencias obtenidas fueron purificadas y empalmadas
mediante el programa DNA Baser Sequence Assembler v3.x (2010)
(www.dnabaser.com). Para obtener el género de las bacterias, las secuencias
resultantes se compararon con las disponibles en la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gob) utilizando el algoritmo

Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn).

2. RESULTADOS

2.1 Aislamiento de bacterias endofitas diazotrofas de variedades de caina de azucar

El aislamiento de las bacterias endodfitas diazétrofas (BED) se realizd a partir del
apoplasto del entrenudo de tallos de cafia de azucar colectados en cultivos de la zona de

muestreo (Bella Unidn) bajo diferentes niveles de fertilizacion nitrogenada.
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Los resultados del cuadro 1 muestran que todas las variedades contienen en
condiciones naturales BED y en altas concentraciones/ml de apoplasto. Cuando no se
incluye la fertilizacidn, no hay una diferencia marcada entre las variedades, sin embargo,
LCP 85-384 (AF) y TUC 77-42 (BF) tuvieron mayor numero de bacterias en el apoplasto.
No se observd marcadas diferencias de la poblacidon bacteriana entre los medios

empleados, JNFb y LGI.

En todos los casos, la poblaciéon de bacterias en medio TY fue mayor como se esperaba
por no ser un medio selectivo. Con respecto a los niveles de fertilizacidn, se observé que
para la variedad LCP 85-384 el nimero de bacterias fue mayor para el nivel mds alto de
fertilizacion (AF), mientras que en el caso de la variedad TUC 77-42 el resultado fue
inverso, mostrando que las plantas cultivadas en el nivel mas bajo de fertilizacidon (BF)

tuvieron un nimero mayor de bacterias en su apoplasto.

Cuadro 1.- Recuento de bacterias enddfitas
diazotrofas obtenidas de apoplasto de tallo
(UFC/ml) de variedades comerciales de cafia
de azucar (Bella Unidn, Artigas).

Variedad Nivelde | Medio de | UFC/ml de
de cafa fertilizacion | cultivo apoplasto
nitrogenada
LCP 85-384 AF TY 1,9x10°
INFb 7,3x10
LGI 1,5x10°
LCP 85-384 BF TY 2,4x10°
INFb 2,3x10°
LGI 3,0x10°
TUC 77-42 AF TY 1,5x10°
INFb 1,6x10’
LGI 1,2x10’
TUC 77-42 BF TY 1,0x10°
INFb 8,4x10°
LGI 7,8x10°
TUC 78-14 BF TY 2,0x10’
INFb 1,6x10°
LGI 4,5x10°

AF: alta fertilizacion nitrogenada, 150Kg N/ha; BF:
baja fertilizaciéon nitrogenada, 50Kg N/ha. UFC/ml:
unidades formadoras de colonia por mililitro de
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A partir de las bacterias cultivables obtenidas en los dos medios sin-N utilizados, se
generd una coleccion de 371 aislamientos que fueron guardados en forma de
suspension con glicerol 50% a -20 y -802C por triplicado.

El nimero de aislamientos obtenidos a partir de cada variedad de cafia y en cada uno de
los medios de cultivo utilizados, se muestran en el cuadro 2. Aunque no hubo
diferencias importantes en el niumero total, en el medio JNFb con acido malico, se
obtuvo mayor numero comparado con el LGl que contiene sacarosa (191 y 180
aislamientos, respectivamente). En la variedad TUC 78-14 fue donde se obtuvo mayor
numero de aislamientos, seguido por la variedad TUC 77-42 y por ultimo la LCP 85-384.
Los aislamientos obtenidos fueron levemente mas altos en las plantas con un nivel de

fertilizacion nitrogenada baja.

Cuadro 2.- Numero de los aislamientos endéfitos diazétrofas totales
obtenidos por variedad de cafia, nivel de fertilizacién nitrogenada y
medio de cultivo.

Medios de cultivo
Nivel de fertilizacion

Variedad de caia nitrogenada LGI JNFb Sub-total
TUC 78-14 BF 37 50 87
TUC 77-42 BF 41 40 81
LCP 85-384 BF 37 40 77
TUC 77-42 AF 43 32 75
LCP 85-384 AF 22 29 51

Sub-total 180 191 371

AF: alta fertilizacion nitrogenada, 150Kg N/ha; BF: baja fertilizacion
nitrogenada, 50Kg N/ha.

En el grafico 1 se muestra el nUmero de aislamientos bacterianos por variedad de cana
obtenidos en los dos medios de cultivo. Se puede observar que para la variedad TUC 78-
14 (BF) y LCP 85-384 (BF y AF), la mayoria de los aislamientos fueron obtenidos en el
medio JNFb, mientras que para la variedad TUC 77-42 (BF y AF), la mayoria de los

aislamientos se obtuvieron en medio LGI. Esto podria indicar que las bacterias endodfitas
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de la variedad TUC 77-42 utilizarian preferentemente sacarosa como fuente de carbono,

mientras que las bacterias endoéfitas de las variedades LCP 85-384 y TUC 78-14, crecen

mejor en acido malico.
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Grafico 1.- Numero de
aislamientos bacterianos por
variedad de cafia obtenidos en
los dos medios de cultivos
(JNFb y LGI). AF: alta
fertilizacidn nitrogenada,
150Kg  N/ha; BF: baja
fertilizacién nitrogenada, 50Kg

A su vez, en el gréfico 2 se puede observar que los aislamientos bacterianos obtenidos

en el medio JNFb corresponden en su mayoria a la variedad TUC 78-14 (BF) (50),

mientras que en LGI corresponden a la variedad TUC 77-42 (AF) (43). El menor nimero

de aislamientos obtenidos en los dos medios correspondid a la variedad LCP 85-384

(AF), quien fue justamente la variedad de donde se aislé el nUmero mas bajo de

bacterias.
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2.1.1 Diversidad de bacterias endofitas

En este trabajo, la morfologia de las colonias fue considerada como una caracteristica
fenotipica que ayuda a obtener informacién preliminar sobre si se estd en presencia de
alta, media o baja diversidad morfoldgica de bacterias.

Una vez registrada la morfologia de las colonias, se las clasificd de acuerdo a sus
morfotipos. En la figura 1 se observan diferentes morfologias de colonias bacterianas en
medio TY. En el cuadro 3 se presentan los 43 grupos obtenidos y el total de cepas en
cada uno de ellos. El alto numero de morfotipos indicaria que las variedades de cafia

estudiadas presentan gran diversidad morfoldgica de BED.
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Figura 1.- Placas conteniendo medio TY mostrando diferentes
morfotipos de colonias de las bacterias endéfitas diazétrofas aisladas
de cafia de azucar.

Sin tener en cuenta la variedad de la cafia, la mayoria de los aislamientos (106)
formaron colonias de color crema amarilla, convexas, de borde entero y gomosas
brillosas (morfotipo 1) (cuadro 3). Por el contrario, los morfotipos 7, 9, 20, 23, 28, 31,
32, 37, 39 y 40 (cuadro 3) fueron representados por sélo 1 aislamiento en cada uno de
ellos. Estos resultados indicarian que existe diversidad morfolégica de endéfitos

diazétrofos en cafia, factor importante al momento de decidir nuevos estudios.
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Cuadro 3.- Clasificacién de las colonias bacterianas enddfitas
diazotrofas aisladas de variedades de cafia de azlcar segin el
morfotipo de sus colonias en medio de cultivo TY.

Ndmeros de
Morfotipo | Caracteristicas de las colonias bacterianas: aislamientos
de colonia | color, elevacion, margen y textura bacterianos
1 Crema amarilla, convexa, entero, gomosa brillosa 106
2 Crema amarilla, convexa, entero con halo, gomosa brillosa 18
3 Crema amarilla, convexa, ondulado, gomosa brillosa p
4 Crema amarilla, plana, ondulado con halo, gomosa brillosa p
5 Crema amarilla, convexa, entero, gomosa opaca
6 Crema amarilla, plana, entero con halo, gomosa brillosa 14
7 Crema amarilla, convexa, entero, seca opaca 1
8 Crema amarilla, convexa, entero con halo, gomosa brillosa 2
9 Crema amarilla, convexa, ondulado con halo, gomosa 1
10 Crema marron, plana, entero, gomosa brillosa 14
11 Crema marroén, convexa, entero, gomosa brillosa 45
12 Crema marroén, convexa, entero, gomosa opaca 8
13 Crema marroén, covexa, entero con halo, gomosa opaca
14 Crema marron, plana, ondulado con halo, gomosa brillosa 41
15 Crema marrén, plana, entero con halo, gomosa brillosa 4
16 Crema marron, plana, ondulado, gomosa brillosa 8
17 Crema marroén, convexa, ondulado, gomosa brillosa 2
18 Crema marron, plana, entero, seca brillosa 2
19 Crema marron, plana, entero, seca brillosa 4
20 Crema marron, plana, ondulado, gomosa opaca 1
21 Crema marron, plana, entero, gomosa opaca 4
22 Crema marrén, convexa, ondulado con halo, gomosa brilllosa 2
23 Crema marroén, convexa, entero con halo, gomosa brillosa 1
24 Crema blanca, convexa, entero, gomosa brillosa 9
25 Crema blanca, plana, ondulado, gomosa brillosa 2
26 Crema blanca, plana, entero, gomosa brillosa 2
27 Crema blanca, convexa, entero, gomosa opaca 6
28 Crema blanca, convexa, entero con halo, gomosa brillante 1
29 Crema blanca, convexa, ondulado con halo, gomosa opaca 6
30 Crema blanca, convexa, ondulado, gomosa opaca 2
31 Crema blanca, convexa, entero con halo, gomosa opaca 1
32 Naranja, convexa, entero con halo, gomosa brillante 1
33 Naranja, convexa, entero, gomosa brillante 4
34 Naranja, plana, ondulado, seca brillosa 4
35 Naranja, plana, entero, gomosa brillosa 6
36 Naranja, convexa, entero, gomosa opaca 5
37 Naranja, convexa, entero, seca brillosa 1
38 Naranja, plana, ondulado, gomosa opaca p
39 Naranja, plana, ondulado, seca opaca 1
40 Crema naranja, convexa, entero, gomosa opaca 1
41 Amarilla, convexa, entero, gomosa brillosa 25
42 Amarilla, convexa, entero, gomosa opaca 2
43 Amarilla, plana, ondulado, gomosa opaca p
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Al graficar los datos del cuadro 3 (numero de aislamientos vs morfotipos), se observé
una alta diversidad morfoldégica de colonias (grafico 3). En el mismo se observan 5
grupos segun el nimero de aislamientos: el A es el mas representativo dentro de la
comunidad bacteriana y esta integrado por el morfotipo 1 con el mayor nimero de
aislamientos (106); B (morfotipos 11 y 14) con 86 aislamientos; D (morfotipos 24, 16, 12,
35, 29, 27, 36, 34, 33, 21, 19, 15 y 5) que contiene 72 aislamientos; C (morfotipos 41, 2,
10y 6) con 71 aislamientos y; E que es el mds numeroso (morfotipos 43, 42, 38, 30, 26,
25, 22, 18, 17, 13, 8, 4, 3, 40, 39, 37, 32, 31, 28, 23, 20, 9 y 7) y esta integrado por 36

aislamientos bacterianos.

aislamientos bacterianos

Ne de

1 111441 2 10 6 24 16 123529 27 36 34 33 21 19 15 5 43 423830 26 2522 18 1713 8 4 3 403937 32312823209 7

Morfotipos

Grafico 3.- Numero de aislamientos dentro de cada morfotipo, obtenidos de variedades de caia.

En el grafico 4 se presenta el numero de aislamientos bacterianos que integran cada
morfotipo para cada variedad de caina de azucar y nivel de fertilizacién nitrogenada.
Todas las variedades de cafia presentaron BED asignadas a mas de un morfotipo. Es asi
que en la variedad TUC 77-42 (BF) se observé la mayor diversidad en morfologia de las
colonias, aisldndose bacterias pertenecientes a 19 morfotipos (4, 9, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 27, 29, 30, 31 y 38) (grafico 4A), y que en la variedad TUC 78-

14 (BF) de la cual se aislaron mayor nimero de aislamientos (87) (cuadro 2), se observé
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menor diversidad morfoldgica de colonias, aislandose bacterias pertenecientes a 12
morfotipos (grafico 4E).

A su vez, en el grafico 4 se puede observar que cada variedad de cafia, en los diferentes
niveles de fertilizacién nitrogenada, presenté un morfotipo dominante. En el caso de
TUC 77-42 (AF) (grafico 4B), LCP 85-384 (BF) (grafico 4D) y TUC 78-14 (BF) (grafico 4E),
coincide con el morfotipo mas numeroso (1); y en el caso de LCP 85-384 (AF) fue el
morfotipo 11 (grafico 4C), lo cual es importante destacar, que las BED pertenecientes a

este morfotipo fueron las Unicas aisladas de todas las variedades de cafia estudiadas.
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Grafico 4.- Numero de aislamientos bacterianos pertenecientes a los diferentes morfotipos obtenidos de cada
variedad de cafia. AF: alta fertilizacion nitrogenada, 150Kg N/ha; BF: baja fertilizacidn nitrogenada, 50Kg N/ha.
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El analisis de los morfotipos de las colonias indicaria que un gran numero de bacterias
diazétrofas viven en las variedades de cafia estudiadas, sin que sean consideradas
diferentes entre si, aspecto que debe ser corroborado por técnicas de biologia

molecular.

2.2 Caracteristicas diazotroficas en las bacterias endoéfitas de cafa

La caracterizacién de las BED se continud con la amplificacién por PCR de un segmento
del gen nifH en 100 bacterias seleccionadas (27% del total de bacterias estudiadas). Para
la seleccion de los aislamientos se utilizd el siguiente criterio: que estuvieran
representados todos los morfotipos, las tres variedades de cafia, los dos niveles de
fertilizacion nitrogenada y los dos medios de cultivo. En el anexo 2 se muestran los
aislamientos seleccionados.

En el cuadro 4 se presentan los 13 aislamientos nifH positivos, detallando los morfotipos
a los cuales pertenecen, la variedad de caia y el medio de cultivo del cual se aislaron. En
la figura 2 se muestra el gel con las bandas en 300pb aprox. que corresponden al gen
nifH.

Posteriormente, a aquellas bacterias nifH positivas, se les evalué la formacién de una
pelicula de crecimiento en medios semisdlidos sin-N (medios de aislamiento) como

caracteristica complementaria de organismos diazdtrofos.

Como se puede observar, todos los aislamientos nifH positivos pertenecieron a
morfotipos distintos. Se obtuvieron aislamientos nifH positivos de las variedades TUC
77-42 y LCP 85-384 y de los dos medios de cultivos (cuadro 4).

Por otro lado, 3 aislamientos formaron una pelicula de crecimiento debajo de la
superficie y el resto en la superficie, demostrando que ciertos aislamientos tienen un
metabolismo mas aerobio, en relacion a los microaerofilicos. Si bien, se registraron 6
aislamientos que cambiaron el pH del medio de cultivo de neutro a acido, los restantes

no modificaron el pH del medio. Ningun aislamiento modificé el pH a valores basicos y
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no se encontrd una correlacién directa entre el cambio de pH y el medio de cultivo del

aislamiento (cuadro 4).

Cuadro 4.- Aislamientos endéfitos de cafa nifH positivos segun
morfotipo al cual pertenecen, variedad de cafia y medio de cultivo del
cual se aislaron, clasificados segun la formacion de una pelicula de

crecimiento y el cambio de pH del medio.

Variedad Medio de Formacion Cambio
de cafia cultivo Morfotipo de pelicula de pH
TUC 77-42 LGl 1 debajo de la superficie no
LCP 85-384 IJNFb 6 debajo de la superficie no
LCP 85-384 LGl 11 supeficial acido
LCP 85-384 LGl 14 supeficial acido
TUC 77-42 IJNFb 15 supeficial no
TUC 77-42 LGI 16 supeficial no
TUC 77-42 LGI 19 supeficial acido
TUC 77-42 LGI 25 supeficial acido
TUC 77-42 IJNFb 28 debajo de la superficie acido
TUC 77-42 LGI 29 supeficial no
TUC 77-42 LGI 31 supeficial no
LCP 85-384 IJNFb 34 supeficial acido
LCP 85-384 IJNFb 36 supeficial no

Figura 2.- Gel de agarosa 2% con la
banda correspondiente al gen nifH
(marcado con flecha a los 300pb
aprox). Carriles: 2, 4 y 6 cepas nifH
positivas; 1 cepa nifH negativa; 7
blanco, 8 marcador de peso
molecular (Generuler 100pb
Fermentas).

300pb
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En la figura 3A se muestran aislamientos bacterianos nifH positivos formando una
pelicula de crecimiento superficial y por debajo de la superficie, mientras que en la

figura 3B se observan viales conteniendo el medio de cultivo LGl con y sin cambio de pH.

Figura 3.- Viales con medio LGI inoculados con bacterias endodfitas diazétrofas
aisladas de cafa de azucar. A- Pelicula de crecimiento formada en la superficie y
por debajo de la superficie. B- Cambio de pH del medio LGl

2.3 Diversidad genética e identificacion de los aislamientos bacterianos

Para continuar con la caracterizacion genética, se aplicd la técnica de tipificacién ERIC-
PCR. Se obtuvieron 8 grupos ERIC a partir de los 13 aislamientos nifH positivos que se
muestran en el cuadro 5. Como se puede observar, el grupo ERIC 1 se formd con 2
aislamientos obtenidos de la misma variedad (TUC 77-42) y aislados en el mismo medio
(LGI); el ERIC 2 se formo por 2 aislamientos de la variedad LCP 85-384, aislados en medio
LGl (morfotipos 11y 14) y 2 de la variedad TUC 77-42, 1 aislado en medio LGI (morfotipo
25) y otro en medio JNFb (morfotipo 28); el ERIC 3 se formd por 2 aislamientos
obtenidos de la variedad LCP 85-384, ambos aislados en medio JNFb y los restantes

grupos ERIC se formaron Unicamente por un aislamiento bacteriano (cuadro 5).
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Cuadro 5.- Grupos ERIC obtenidos por ERIC-PCR aplicada a
los aislamientos bacterianos enddfitos de cafia. Se presenta
el morfotipo, la variedad de cana y el medio de cultivo sin-N
de donde fueron obtenidos los aislamientos.

Aislamientos bacterianos

Variedad de | Medio de Morfotipo Grupo ERIC
cafia cultivo

TUC 77-42 LGI 29 1
TUC 77-42 LGI 31 1
LCP 85-384 LGI 11 2
TUC 77-42 IJNFb 28 2
LCP 85-384 LGI 14 2
TUC 77-42 LGI 25 2
LCP 85-384 INFb 36 3
LCP 85-384 IJNFb 34 3
TUC 77-42 IJNFb 15 4
LCP 85-384 IJNFb 6 5
TUC 77-42 LGI 19 6
TUC 77-42 LGI 16 7
TUC 77-42 LGI 1 8

Para la identificacion de los 13 aislamientos nifH positivos se utilizd la secuenciacion

parcial del gen 16S rDNA. A partir de la misma se identificaron 5 géneros: Pseudomonas,

Enterobacter, Stenotrophomonas, Agrobacterium y Xanthomonas que se muestran en el

cuadro 6.
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Cuadro 6.- Similitud de la secuencia nucleotidica del gen 165 ARNr de aislamientos endéfitos diazétrofos
asociados a cafia de azlcar cultivadas en Uruguay.

Morfotipo Género/especie relacionada (n° de acceso en % N2 de acceso | Grupo
Genbank) similitud | en la base NCBI| ERIC
29 Pseudomonas sp. KW20 (HQ231956) 99 JF262572 1
31 Pseudomonas sp. KW20 (HQ231956) 99 JF262571 1
11 Enterobacter sp. CY2W15 (HQ231936) 99 JF262587 2
28 Enterobacter sp. CY2W15 (HQ231936) 99 JF262586 2
14 Enterobacter sp. CY2W15 (HQ231936) 99 JF262585 2
25 Enterobacter sp. CY2W15 (HQ231936) 99 JF262584 2
36 Pseudomonas sp. GXSCRI B5 (DQ666336) 100 JF262569 3
34 Pseudomonas sp. GXSCRI B5 (DQ666336) 100 JF262568 3
15 Stenotrophomonas chelatiphaga strain G-7 (FJ493060) 100 JF262580 4
6 Stenotrophomonas sp. DNPAS8 (FJ404810) 100 JF262573 5
19 Enterobacter ludwigii strain K9 (EF175735) 99 JF262588 6
16 Agrobacterium tumefaciens strain 30D (GQ337862) 99 JF262579 7
1 Xanthomonas sp. Aed03 (EU740995) 100 JF262581 8

Como se puede apreciar, todos los aislamientos pertenecieron al phylum Proteobacteria
con representantes de los subgrupos a y y. El subgrupo y-proteobacteria fue el mas
abundante, comprendiendo organismos de los géneros Pseudomonas, Enterobacter,
Stenotrophomonas y Xanthomonas (cuadro 6). Las secuencias de los aislamientos ERIC 1
presentaron 99% de homologia con las de Pseudomonas sp. KW20 (HQ231956),
mientras que los aislamientos ERIC 3 un 100% de homologia con Pseudomonas sp.
GXSCRI B5 (DQ666336). Dentro del género Enterobacter, el aislamiento ERIC 6 tuvo un
99% de similitud con la especie E. ludwigii strain K9 (EF175735) y los aislamientos ERIC 2
presentaron 99% de similitud con Enterobacter sp. CY2W15 (HQ231936). Dentro del
género Stenotrophomonas, el aislamiento ERIC 4 y ERIC 5 se relacionaron en un 100%
con la cepa G-7 de S. chelatiphaga (FJ493060) y Stenotrophomonas sp. DNPAS8
(FJ404810) respectivamente. Por ultimo, el aislamiento ERIC 8 fue el Unico que presenté

100% de homologia con el género Xanthomonas sp. Aed03 (EU740995). El subgrupo a
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solo comprendié al aislamiento ERIC 7 que tuvo un 99% de similitud con la secuencia

correspondiente a la cepa 30D de la especie Agrobacterium tumefaciens (GQ337862).

Cabe destacar, que los resultados obtenidos muestran que aquellos aislamientos a los
cuales se los clasificé en el mismo grupo ERIC, fueron identificados dentro del mismo
género bacteriano con igual porcentaje de similitud (cuadro 6). Por otro lado, los
aislamientos bacterianos pertenecientes a distintos grupos ERIC, fueron identificados
con diferentes géneros. Estos resultados indican, que la aplicacidon en este trabajo de la
técnica de ERIC-PCR, permitid caracterizar genéticamente a los aislamientos, resultados

que fueron corroborados posteriormente por la secuenciacién del gen 16S ARNr.

Los resultados de este trabajo evidencian que la variedad TUC 78-14 presenta el mayor
numero de aislamientos bacterianos y que la variedad TUC 77-42 presenta mayor
diversidad morfolégica. A su vez, se identificaron 5 géneros aislados de cafa:
Pseudomonas, Enterobacter, Stenotrophomonas, Agrobacterium y Xanthomonas. En
este capitulo se determind que existe una alta diversidad morfoldgica y genética entre
las BED aisladas de apoplasto de variedades de cafia sembradas en diferentes niveles de

fertilizacion nitrogenada.

3. DISCUSION

En una primera etapa se formé una coleccion de 371 bacterias diazétrofas posiblemente
endofitas aisladas de tallos de las variedades TUC 77-42, LCP 85-384 y TUC 78-14 en

cultivos comerciales con alta y baja fertilizacion nitrogenada.
En las tres variedades de cafla se encontraron altos numeros de UFC por ml de

apoplasto (10°-10%), lo que indicaria que dichas bacterias pueden cumplir un rol en el

interior de los tejidos de la cafia.
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La mayoria de los aislamientos se obtuvieron de la variedad TUC 78-14, lo que indicaria
algun factor de seleccion de bacterias que colonizan a las diferentes variedades de cafia.
En esta seleccidon estarian involucrados el genotipo bacteriano asi como el genotipo,
edad y estado fisiolégico de la planta (Mufioz Rojas y Caballero Mellado, 2003 y
Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). Nuestros resultados concuerdan con Perin y col.
(2004) quienes encontraron que los aislamientos de diazdtrofos estan relacionados con
la variedad de caia de azucar, el érgano de la planta y las condiciones ambientales del
area de estudio. El nivel de fertilizacion nitrogenada también influyé en el numero de
bacterias enddfitas diazétrofas (BED) encontradas en cafa. Todas las variedades
evaluadas en este trabajo mostraron mayor nimero de bacterias aisladas en el nivel
mas bajo de fertilizacidn. Existen diferentes evidencias de que el nimero y diversidad de
bacterias rizosféricas y enddfitas se relacionan con el aporte de N quimico al suelo.
Fuentes Ramirez y col. (1999) determinaron que la poblacién de G. diazotrophicus
disminuye o desaparece cuando las plantas de cafia de azucar crecen con alto aporte de
N. Sin embargo la poblacién de G. diazotrophicus y Herbaspirillum spp. en cafa de
azucar no se ven afectadas de la misma forma por el fertilizante nitrogenado. Esto
plantea la posibilidad de que los cambios fisioldgicos que el fertilizante produce en la
planta podrian afectar directamente la colonizacion de las bacterias, segun

Muthukumarasamy y col. (1999a).

En este trabajo, la utilizacién de diferentes medios de cultivo selectivos sin-N permitié
obtener aislamientos de endodfitos probablemente diazétrofos, capaces de utilizar el N,
atmosférico mediante la enzima nitrogenasa, responsable del proceso de FBN. El medio
donde crecieron mas aislamientos fue en el JNFb, sugiriendo que el acido malico es la
fuente de C preferencial utilizada por la mayoria de las cepas bacterianas obtenidas.
Estos resultados concuerdan con lo informado por Cavalcante y Ddbereiner (1988)
quienes establecen que Azospirillum spp. crece bien en medio semisélido con &acido
malico como fuente de carbono. Varios trabajos mencionan la necesidad de adicionar
pequefas cantidades de extracto de levadura para proporcionar factores de crecimiento

a especies bacterianas exigentes (Burris, 1994; Watanabe y Barraquio, 1979). En algunos
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casos, conociendo los requerimientos de carbono de alguna bacteria en particular, se
recomienda suplementar el medio con la fuente de carbono y asi aislar la bacteria
especifica. Por ejemplo, Azospirillum spp. crece bien en presencia de acidos organicos
como malico y succinico y G. diazotrophicus crece preferentemente en altas
concentraciones de sacarosa (Cavalcante y Dobereiner, 1988). Ademads, en condiciones
de fijacion de N,, los medios semisdlidos proporcionan un gradiente de oxigeno que

permite el crecimiento de bacterias fijadoras segun sus necesidades en la respiracion.

En este trabajo la utilizacién de placas de Petri en sustitucion de los viales cldsicos
aportd ventajas. Las bacterias disponen de mads area para desarrollarse, minimizando la
competencia entre ellas por espacio y nutrientes. Ademads, si se hacen diluciones del
inéculo bacteriano, como se empled en este trabajo, permite obtener el nimero de UFC

por gramo de planta o ml de apoplasto.

Una vez obtenidos los aislamientos, se estudié la morfologia de sus colonias,
identificdndose 43 morfotipos. Se destaca que el grupo mas representativo (morfotipo
1) incluyd 106 aislamientos, con colonias de color crema amarilla, convexas, de borde
entero y gomosas brillosas. Estos resultados indicarian que existe diversidad
morfoldgica de endofitos diazétrofos en cafa, factor importante al momento de
fundamentar y decidir nuevos estudios.

La diversidad de bacterias endodfitas de cafia encontrada puede ser consecuencia
indirecta de factores que influyen de manera significativa en la distribucidon de las
comunidades microbianas del suelo y la rizésfera, como la morfologia de la raiz, estado
de crecimiento de la planta, exudados radicales y propiedades fisicas y quimicas del

suelo (Vessey, 2003).

La determinacion de la morfologia de las colonias, si bien es un analisis que insume
tiempo y trabajo, facilita y ayuda a analizar grandes numeros de cepas y permite realizar
una clasificacion y seleccion preliminar de las bacterias mas representativas para

siguientes estudios. La caracterizacion macroscopica de las colonias de
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microorganismos, como bacterias y hongos, ha sido utilizada como herramienta de
clasificacién en varias areas de la Microbiologia. Por ejemplo, Bracho y col. (2004)
clasificaron mediante este método una coleccion de bacterias degradadoras de
hidrocarburos aromaticos. Cariello y col. (2007) registraron el aspecto y coloracién de
las colonias de hongos para seleccionarlas de pilas de compostaje. Esta metodologia ya
ha sido utilizada con enddfitos diazéotrofos de maiz (Barlocco, 2008) aportando

informacién util, por lo que fue de interés aplicarla en este trabajo en cafia de azucar.

En una segunda etapa se confirmd el cardcter diazétrofo de los aislamientos, mediante
la amplificacién del gen nifH conjuntamente con la formacidon de una pelicula de
crecimiento en medios semisdlidos sin-N. Como se menciond anteriormente, el gen nifH
es uno de los genes que codifican para la enzima nitrogenasa involucrada en el proceso
de FBN. Esta enzima se encuentra conservada evolutivamente, sin embargo su
secuencia nucleotidica ha divergido entre las bacterias diazétrofas (Hurek y Reinhold-
Hurek, 2005). La presencia del gen nifH se ha utilizado para detectar potenciales
bacterias diazétrofas empleando cebadores de secuencias degeneradas para intentar
abarcar la mayor diversidad de secuencias posibles. En este estudio, los cebadores
utilizados fueron especificos para diazétrofos aerobios y microaerobios (Olson y col.,
1998). Se logré amplificar el gen nifH en el 13% de los 100 aislamientos analizados y la
formacion de una pelicula de crecimiento en viales, corroborando el caracter diazétrofo.
Cabe destacar que seria interesante aplicar la técnica de reduccién de acetileno (ARA)
para confirmar la activacion de la nitrogenasa en estos aislamientos.

Teniendo en cuenta los sucesivos repiques realizados en los medios selectivos previos al
aislamiento final de la bacteria, se esperaria un mayor porcentaje de aislamientos nifH
positivos. El bajo porcentaje de deteccidn ya ha sido reportado por otros autores (Doty y
col., 2009) y puede ser explicado por: la variabilidad existente en este gen (Zehry col.,
2003) y la presencia de bacterias no diazétrofas que lograron crecer en medios sin-N
porque pueden utilizar trazas de N provenientes de reactivos, del agua destilada y de

componentes celulares de bacterias muertas (Hill y Postagate, 1969).
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Otra forma de detectar bacterias diazdtrofas seria intentando amplificar otros genes de
la nitrogenasa, como el nifA (Katupitiya y col., 1995; Arsene y col., 1994) y el gen nifD
(Potrich y col., 2001).

Finalmente, la diversidad de la comunidad de diazétrofos cultivables fue evaluada
mediante la técnica de ERIC-PCR demostrando que las 13 BED nifH positivas aisladas
poseen alta diversidad genética, formando 8 grupos ERIC. La aplicacion en este trabajo
de ERIC-PCR, permitié caracterizar genéticamente a los aislamientos, resultados que
fueron corroborados posteriormente por la secuenciacion del gen 16S ARNr. Seria
interesante aplicar en el futuro otra técnica, como por ejemplo BOX-PCR 6 RAPD, para
poder tipificar a nivel de cepas.

El gen 16S ARNr es ampliamente utilizado en estudios de filogenia y taxonomia, ya que
posee las siguientes caracteristicas (Woese, 1987): 1- estd presente en todas las
bacterias, 2- su estructura y funcidn han permanecido constantes durante un tiempo
prolongado, 3- los cambios ocurren de manera suficientemente lenta como para aportar
informacién acerca de todos los procariotas, pero presenta suficiente variabilidad para
diferenciar no sélo organismos taxonémicamente alejados, sino también los mas
proximos, 4- resulta relativamente facil de secuenciar y existen bases de datos amplias
y, 5- no puede ser transmitido por transferencia horizontal.

Los diazotrofos aislados e identificados en este capitulo pertenecen a las subdivisiones a
y y-proteobacteria, con dominancia de las y-proteobacteria ya que la mayoria de los
aislamientos fueron identificados dentro de los géneros Enterobacter, Pseudomonas,
Stenotrophomonas y Xanthomonas. El grupo de las a-proteobacterias estuvo

representado Unicamente por el género Agrobacterium.

De acuerdo al anadlisis de secuencia del gen 16S ARNr, los aislamientos identificados
pertenecen a géneros que contienen, entre otros, organismos endéfitos promotores
crecimiento vegetal (PCV) al asociarse a otros cultivos (Ryan y col., 2008; Rosenblueth y
Martinez-Romero 2006). Algunas especies del género Enterobacter han sido sefaladas
como microorganismos comunmente encontrados en la rizésfera (Chelsius y Triplett,

2000) y en el interior de gramineas (Tan y col., 2009). En un trabajo de Orozco-Jaramillo
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y Martinez-Nieto (2009) se aislé una bacteria de la especie de E. agglomerans de la
rizdsfera de Pinus patula y se demostré su capacidad de fijar N atmosférico por la
técnica de reduccion de acetileno. E. radicincitans corresponde a una bacteria PCV
aislada del rizoplano de trigo de invierno, capaz de fijar N, y producir fitohormonas,
tales como auxinas y citoquininas. Esta, es capaz de aumentar el desarrollo de las raices
y el rendimiento de diferentes especies vegetales (Kdmpfer y col., 2005). Shoebitz y col.
(2008) aislaron y caracterizaron una cepa diazétrofa de E. ludwigii capaz de producir
AlA, solubilizar fosfato tricalcico, inhibir al hongo Fusarium solani y promover el
desarrollo radical de plantas de Lolium perenne. Esta bacteria con caracteristicas de PCV
promovio el crecimiento de plantas de sorgo (Gopalakrishnan y col., 2010).

Pseudomonas fluorescens y P. putida, juegan un rol importante de PCV en los
ecosistemas agricolas (Rovera y col., 2008; Sharma y col., 2003; Hall y col., 1996), en
particular como fijadoras de N, (Jha y Kumar, 2009; Montafiez y col., 2009; Prakamhang
y col., 2009; Yim y col., 2009; Park y col., 2005; Nguyen y col., 2003) y en la supresion de
enfermedades en diversos cultivos (Quagliotto y col., 2009; Weller y col., 2002; Rosas y
col., 2001; Lemanceau y Alabouvette, 1991). A su vez, dentro de los efectos positivos
que ejercen estas bacterias en las plantas también se encuentran la producciéon y
secrecion de sideréforos y reguladores del crecimiento como auxinas, giberelinas y
citoquininas, mejorando procesos como germinacion de semillas, nutricion mineral,
desarrollo de raices y empleo del agua (Pan y col., 1999). Por otro lado, Wolf y col.
(2002) han reportado la incidencia de Stenotrophomonas rhizophila como una
rizobacteria promotora del crecimiento, ya que ademas de reducir las concentraciones
de compuestos xenobidticos en suelos contaminados (Binks y col., 1995), ha sido

reportada como biocontroladora de agentes fungicos en los suelos.

Por otro lado, algunos de los géneros de los endodfitos identificados han sido reportados
como fitopatégenos, por ejemplo Xanthomonas y Agrobacterium tumefaciens. La
escaldadura foliar, es causada por Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson, la cual
constituye una de las enfermedades de mayor importancia en el cultivo de cafia, por sus

efectos sobre los rendimientos agricolas, la calidad de los jugos y las elevadas pérdidas
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que provoca en su fase aguda, las que se estiman entre 90-100% (Chinea y col., 2000;
Ricaud y Ryan, 1989). Agrobacterium tumefaciens produce una enfermedad llamada
"corona de agallas" que forma tumores, principalmente en la base de los tallos a nivel

de la superficie del suelo en plantas herbaceas y forestales (Arguedas, 2009).

Es importante mencionar que en este trabajo no se obtuvieron aislamientos de los
géneros Herbaspirillum, Gluconoacetobacter, Azospirillum o Burkholderia, los cuales se
asocian comunmente a cana de azucar (Baldani y Baldani, 2005). Una explicacién
posible a este hecho puede deberse a que la composicién de la comunidad de enddfitos
depende de la especificidad entre el genotipo bacteriano y el genotipo de la planta, el
clima, el tipo de riego asi como los niveles de fertilizacién utilizados. Recientemente
investigadores de Brasil (Reis y col., 2000) aislaron bacterias de los géneros Azospirillum,
Gluconacetobacter vy Herbaspirillum en cuatro genotipos de cafa de azlcar,
encontrando variaciones en las poblaciones de estos microorganismos de acuerdo al
genotipo en estudio. Esto permite sefialar que tanto la especie de planta analizada
como las variedades, influyen directamente sobre las poblaciones de microorganismos
diazotréficos, facilitando el crecimiento de diferentes géneros. La influencia de factores
ambientales, principalmente el estrés hidrico sobre las poblaciones de microorganismos
diazotroficos y sobre el proceso de fijacion de N,, fue demostrado en diversos estudios

(Costa y Ruschel, 1981; Bellone y col., 1996; Reis y col., 2000)

Este capitulo del trabajo se comprueba la presencia de alto numero de bacterias con
diversidad morfolégica y genética en todas las variedades de cafa estudiadas. Se
detectaron  organismos de los géneros Pseudomonas, Enterobacter 'y
Stenotrophomonas, los cuales han sido mencionados como PCV en otras especies de

gramineas.
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CAPITULO 3

Caracterizacion bioquimica y de promocidon del crecimiento vegetal de bacterias

endofitas diazotrofas asociadas a cana de azucar.

1. METODOLOGIA

Esta tesis estd enmarcada en el proyecto “Produccién sustentable en cafia de azucar:

bacterias promotoras del crecimiento vegetal y su aplicacion agrondmica en cultivos

comerciales” (Proyecto INIA FPTA-275). En este proyecto se obtuvo una amplia

coleccion de 598 probables bacterias enddfitas diazétrofas (BED), siendo 99 positivas

para la amplificacién del fragmento del gen nifH. De estos 598 aislamientos, esta tesis

aportd 371 por el estudio realizado en el capitulo 2.

De esta amplia coleccidon y especificamente a las 99 BED nifH positivas se les determind

la produccién de 4acido indol acético, la capacidad de solubilizar fosfato in vitro y la

capacidad de reducir acetileno a etileno (ensayo ARA) (Taulé, 2011). Se tuvieron en

cuenta los resultados de estos estudios para elegir 8 cepas promisorias en PCV y

continuar con los estudios en este capitulo (cuadro 1).

Cuadro 1.- Cepas diazétrofas endéfitas de cana utilizadas en los estudios. Se detallan los géneros
bacterianos, los medios de cultivo en las cuales fueron aislados y las caracteristicas promotoras
del crecimiento vegetal.

Identificacion Medio de Red:zcién Produccién | Solubilizacion
de la cepa Género bacteriano Variedad aislamiento | acetileno de AIA* de fosfatos
UYS002 Achromobacter CP 92-618 JNFb - + +
UYso03 Acinetobacter TUC 77-42 INFb + + +
uYS010 Enterobacter FAM 81-77 LGI-P + + -
uYso13 Pantoea CP 92-618 LGI-P - + +
UYso21 Pseudomonas FAM 81-77 INFb + + -
UYs022 Rhanella TUC77-42 LGI + + +
uYs024 Shinella TUC 77-42 LGI-P + + -
uyYyso27 Stenotrophomonas TUC 78-14 IJNFb + + -

*AlA: acido indol acético. Fuente: Proyecto INIA FPTA-275
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A su vez, en los siguientes ensayos se utilizé como referencia la cepa Gluconacetobacter
diazotrophicus PAI-5, aislada de raices de cafia de azucar en el medio LGI-P (Cavalcante y

Dobereiner, 1988).

1.1 Caracterizacion in vitro de las cepas por fuente de carbono, nitrégeno y resistencia

a antibidticos

Con la finalidad de caracterizar mds en profundidad a las cepas seleccionadas, se evalué
el efecto que tienen diferentes condiciones de cultivo sobre el crecimiento bacteriano:
distintas fuentes y concentraciones de carbono, fuentes de N y de antibidticos. Esta
evaluacion podria aportar conocimientos para el desarrollo en un futuro de un medio de
cultivo econédmico para el crecimiento 6ptimo de cada bacteria el cual pueda ser

utilizado a nivel industrial con el objetivo de generar un inoculante.

Las bacterias seleccionadas se sembraron en placas con medio DYG's (Weber y col.,
1999) (anexo 1) y se repicaron a 5ml del mismo medio liquido. El cultivo fue lavado por
centrifugacion a 3500 rpm durante 10, descartdndose el sobrenadante vy
resuspendiéndose el pellet en 1ml de NaCl 0.85% estéril. Este procedimiento se repitié 4
veces, obteniéndose para cada bacteria, una suspensién celular a la cual se le igualé la
densidad 6ptica (D.O.) en espectrofotometro entre 0,6-0,8 a 560nm para estandarizar

las subsiguientes pruebas.

1.1.1 Fuentes de carbono y nitrégeno

Una suspension de cada cepa se sembrd por triplicado con ansa descartable por
agotamiento en placas conteniendo los medios sélido JNFb, LGl o LGI-P (anexo 1) (segun
su medio de aislamiento original) sustituyéndose en cada caso, la fuente de C por 5g/I
de sacarosa, acido malico, glucosa, glicerol, manitol y aztcar de cafia no refinada (acnr,
obtenida de ALUR). En el caso del N, se utilizé sulfato de amonio (NH,),SO,, nitrato de
potasio (KNO3s), cloruro de amonio (NH,CI), L-tirosina (L-Tyr), L-asparagina (L-Asn) y L-

acido glutdmico (L-Glu) a una concentracién 5mM. Las soluciones de aminodacidos
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fueron esterilizadas por filtracion utilizando una membrana con un diametro de poro de
0,2um agregandose asépticamente al medio de cultivo termostatizado. Como control
positivo se utilizaron los medios originales inoculados con las mismas cepas y como
control negativo los medios sin fuente de Cy N (segun el caso), inoculados con las cepas
en estudio. En un experimento complementario se evalud el efecto del agregado de
100g/I y 200g/| de sacarosa asi como de acnr en los medios de cultivos. Luego de 10 dias
de haber sido inoculados los medios, se realizé la evaluacidn visual del crecimiento en
las placas y segun un indice de crecimiento bacteriano (ICB) se las clasifico
cualitativamente en: sin crecimiento (0); colonias aisladas en la estria (1); crecimiento

continuo sin colonias aisladas en la estria (2).

Posteriormente, con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos por la
evaluacion visual, se realizé un ensayo de recuento en placa. Para esto, se utilizaron 5
cepas que mostraron diferentes resultados en el ensayo anterior: Enterobacter sp.
UYSO10, Rhanella sp. UYSO22, Shinella sp. UYSO24, Stenotrophomonas sp. UYSO27 y G.
diazotrophicus PAI-5. De la suspension de células de cada cepa (D.O. 0,6-0,8 a 560nm) se
prepararon diluciones seriadas, 10-10"°, en NaCl 0.85% estéril y se realizé el recuento
de bacterias viables en placa con sacarosa y acido malico (5g/l); sacarosa y acnr (100g/I
y 200g/1); nitrato de potasio y cloruro de amonio (5mM). Los resultados se expresaron

en ufc/ml.

1.1.2 Resistencia intrinseca a antibioticos

La capacidad de las bacterias de crecer en presencia de antibidticos, le confiere a las
cepas ventajas competitivas con respecto a otras que no tengan resistencia a dicho

antibiotico.

Para determinar esta resistencia, se sembré 5ul de una suspensién celular de cada cepa
en placas conteniendo medio rico DYG's con diferentes concentraciones de antibiodticos.

Los antibidticos y sus maximas concentraciones fueron: amplicilina 1000mg/l;
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Kanamicina 650mg/|; Streptomicina 450mg/l y Spectinomicina 800mg/I. Las soluciones
de antibidticos, esterilizadas por filtracidon (0,2um), se agregaron al medio de cultivo
estéril y termostatizado. Las placas se incubaron a 302C registrandose la presencia o
ausencia de crecimiento a las 48h. El ensayo se realizd por triplicado para cada
tratamiento. Como control positivo se inocularon las mismas cepas en medio DYG's sin

el agregado de antibidticos.

1.2 Determinacidn de caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal

1.2.1 Produccion de sideroforos

Se sembrd 10ul de una suspension celular de cada cepa (D.O. 0,6-0,8 a 560nm) en
placas con medio CAS (Schwyn y Neilands, 1987). Como control positivo se utilizaron las
cepas Sinorhizobium meliloti 1021 y Pseudomonas fluorescens CFBP 2392 (Gamalero y
col., 2002; Lynch y col., 2001) cedidas por el laboratorio de BIOGEM del IIBCE. Luego de
su incubacion (5 dias) se evalud la presencia o ausencia de un halo de color naranja
alrededor de cada indculo. En las que produjeron halo, se determind la relacién

didmetro del halo sobre didmetro del indculo.

1.2.2 Capacidad antagdnica a hongos fitopatogenos

Para determinar la capacidad de las cepas en controlar o inhibir el crecimiento de
hongos patdgenos de plantas se utilizd la técnica de cultivos duales. Los hongos
evaluados fueron: Fusarium oxysporum f.sp. cepae, Fusarium oxysporum f.sp. fragariae,
Fusarium graminearum 02026 y Fusarium graminearum 06005 (cuadro 2) (cedidos por

Paula Conde, INIA Las Brujas).
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Cuadro 2.- Hongos fitopatdgenos utilizados para determinar
la capacidad de control bioldgico de las cepas bacterianas
enddfitas diazétrofas de caifa. (Coleccién de INIA Las Brujas-
La Estanzuela, Seccion Proteccidn Vegetal).

Fitopatogeno Origen
Fusarium oxysporum f.sp. cepae 17.8 Cebolla
Fusarium oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
Fusarium graminearum 02026 Grano de trigo
Fusarium graminearum 06005 Grano de trigo

El ensayo consistid en crecer las 9 cepas en estudio contrapuestas a los 4 patdgenos.
Para esto, en el centro de cada placa con PDA (potato dextrosa agar) se colocd un disco
de agar con micelio del hongo y se incubaron a 25°C por 48 horas. Posteriormente, se
realizé una estria de cada cepa a 1cm de distancia del micelio y se incubaron a 27°C,
realizandose una primera evaluacion visual a las 24h y otra a los 6 dias. Con las cepas
bacterianas que inhibieron a los patdgenos se realizaron cultivos duales ubicdndose la
estria bacteriana a 2cm de cada lado del disco. Se realizaron 3 repeticiones por cepa y
como control se utilizaron placas de PDA inoculadas con el patdgeno pero sin inocular
con las bacterias. Después de incubar las placas a 25°C durante 10 dias, se midié el
didmetro de las colonias fungicas desarrolladas en los controles y en las placas con
cultivos duales. Se calculd el porcentaje de inhibicidn: (R-r)/R x 100, donde R es el
diametro de la colonia fungica en el control y r es el diametro de la colonia fungica en

presencia de la bacteria (Idris y col., 2007).

1.3 Produccion de enzimas pectinoliticas y endoglucanasas

La capacidad de hidrolizar polimeros que componen las paredes celulares vegetales
puede estar relacionada con la capacidad infectiva y la colonizacion de los tejidos por
parte de las bacterias. Para conocer si las cepas en estudio presentaban dicha
estrategia, se les determiné su capacidad de hidrolizar carboximetil-celulosa y pectina
en medio de cultivo sélido, lo que indicaria actividad pectinolitica y endoglucanasa,

respectivamente.
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Se utilizaron placas conteniendo los medios sdélidos sin-N (JNFb, LGl y LGI-P segun el
medio donde se aislaron originalmente las cepas), suplementados con 0.5% triptona y
1% de carboximetil celulosa (CMC) para la actividad endoglucanasa 6 0.5% triptona y 1%
de pectina citrica para la actividad pectinolitica (Pariona-Llanos y col., 2010). En cada
placa se sembraron 5ul de suspensién celular y se realizaron 3 repeticiones por cepa
para cada enzima.

En el caso de la determinacién de la actividad pectinolitica, las placas se incubaron a
289C durante 4 dias. Luego de la aparicion de colonias, el medio fue cubierto con lugol
durante 2’ observdndose la aparicion o no de un halo alrededor del inéculo. Como
control positivo de la actividad pectinolitica se utilizd la cepa Raoultella terrigena
(Rodriguez Blanco, 2011).

Para la actividad endoglucanasa, después de 48h de incubacién a 302C, las placas se
cubrieron con una solucién de rojo Congo (Img.ml™), se incubaron a temperatura
ambiente durante 30’ y se lavaron con una soluciéon de NaCl 1M. Se observd la aparicién
o no de un halo de degradacion de la CMC alrededor del indculo (Theather y Wood,
1982). Como control positivo de la actividad endoglucanasa se utilizd la cepa

Pseudomonas sp. (Rodriguez Blanco, 2011).

Con los datos obtenidos en los ensayos descriptos en los items 2.2 y 2.3, se realizaron
analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias empleando el test de LSD-

Fisher (a< 0.05) (Infostat, 2008).

2. RESULTADOS
2.1 Crecimiento de las cepas en diferentes condiciones de cultivo
2.1.1 Fuentes de carbono y nitrégeno

Las bacterias presentaron diferentes exigencias en fuentes de C y N para su crecimiento,

informacién util para delinear las estrategias de su uso futuro teniendo en cuenta la
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posibilidad de desarrollar un inoculante. En general, todas las cepas mostraron alta
versatilidad en la utilizacion de las fuentes de C y de N ensayadas, mostrando similar
indice de crecimiento bacteriano (ICB) para las fuentes evaluadas. Sin embargo, la
sacarosa Yy la glucosa a una concentracién de 5g/l y los 3 aminoacidos y el cloruro de
amonio, fueron las fuentes mas utilizadas de C y N respectivamente (cuadro 3). Todas
las cepas presentaron un ICB maximo en la fuente de C de donde fueron aisladas (acido
malico y sacarosa) (cuadro 1), con la excepcidén de la cepa Stenotrophomonas sp.
UYSO27 que presentd un ICB menor. A su vez, dicha bacteria presenté un crecimiento
en todas las fuentes de Cy N menor al resto de las cepas. G. diazotrophicus PAI-5 fue la
Unica que no utilizé el acido malico como fuente de C (cuadro 3).

Al evaluar los azucares a 100 y 200 g/l, se destacd que la sacarosa, en las 2
concentraciones mencionadas, fue la fuente de C mds utilizada por las bacterias en
general (cuadro 3). Las cepas crecidas en presencia de sacarosa y acnr a 100g/I
mostraron mayor crecimiento en comparacién a la concentracidon de 200g/l (cuadro 3).
G. diazotrophicus PAI-5 mostrd un alto crecimiento en las dos fuentes de C y en ambas
concentraciones. Las cepas aisladas en LGI-P (cuadro 1), medio que contiene 100g/| de
sacarosa, mostraron un mayor crecimiento en esa fuente de C. Enterobacter sp. UYSO10
y Rhanella sp. UYSO22, a diferencia de las restantes cepas, formaron una capsula

gomosa en algunas fuentes de Cy N (cuadro 3).
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Cuadro 3.- indice del crecimiento bacteriano de las cepas diazétrofas endéfitas de cafia segin
fuente de carbono y nitrégeno utilizada.

Cepas bacterianas
| uysoo2 | UYSO03 | UYSO10 | UYSO13 | UYSO21 | UYSO22 | UYSO24 | UYSO27 | PAI-5
Fuentes de C
Sacarosa (5 g/l) 2 2 2% 2 2 2% 2 1 2
Sacarosa (100 g/l) 1 2 2% 2 2 2% 2 1 2
Sacarosa (200 g/l) 1 1 1 2 1 1 1 2
Glucosa (5 g/l) 2 2 2% 2 2 2 1 2
Glicerol (5 g/l) 2 1 2% 2 2 2% 2 1 2
Acido malico (5 g/1) 2 2 2 2 2 2 2 1 0
Manitol (5 g/l) 1 1 2% 2 2 2% 2 1 2
Acnr (5 g/l) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Acnr (100 g/l) 1 2 2% 2 2 2 1 1 2
Acnr (200 g/1) 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Fuentes de N (5 mM)
Cloruro de amonio 2 2 2 2 2 2 1 2
L-tirosina 2 2 2 2 2 2 1 2
L-asparagina 2 2 2 2 2 2 1 2
L-acido glutamico 2 2 2% 2 2 2% 2 1 2
Sulfato de amonio 2 2 2 1 2 2 2 1 1
Nitrato de potasio 1 2 2 2 2 2% 2 1 1

indice de crecimiento bacteriano (ICB): sin crecimiento (0); colonias aisladas en la estria (1); crecimiento
continuo sin colonias aisladas en la estria (2). Cepas bacterianas: Achromobacter sp. UYSO02, Acinetobacter sp.
UYSOO03, Enterobacter sp. UYSO10, Pantoea sp. UYSO13, Pseudomonas sp. UYSO21, Rhanella sp. UYSO22,
Shinella sp. UYSO24, Stenotrophomonas sp. UYSO27 y Gluconacetobacter diazotrophicus PAI-5. acnr: azucar de
cafia no refinada. C: carbono. N: nitrégeno. Asterisco: cepas productoras de una capsula gomosa en esas fuentes
de carbono y nitrégeno.

A partir de la suma de los valores de ICB para la sacarosa y acnr a concentraciones de 5,
100 y 200 g/l (cuadro 3) se generd el grafico 1. En el msmo se destaca una relacion
inversamente proporcional entre el ICB y la concentracidon de sacarosa, observandose
mayor crecimiento a 5g/I. Para el acnr, el minimo crecimiento bacteriano se presenta a
una concentracion de 5g/l y el maximo de crecimiento se observa a 100g/l, igualando
valores de ICB del dcido malico y manitol a 5g/I. El grafico 1 muestra que la sacarosa en
cualquiera de las tres concentraciones fue la fuente de C mas utilizada por las cepas

estudiadas.
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El conteo de células viable en placas validé la evaluacién cualitativa del crecimiento de
las cepas. En el cuadro 4 se muestra que las cepas que tuvieron igual ICB, coincidieron

en el mismo valor 6 en un rango delimitado de ufc/ml (cuadro 4).

ICB Recuento en placa ICuadro 4.- Relacidon entre el
Indice de crecimiento bacteriano
0 no hay crecimiento (ICB) de bacterias diazdtrofas
1 <10 ufc/ml enddfitas de cafia y las unidades
1 formadoras de colonias por

2 107-10" ufc/ml mililitro (ufc/ml)

2.1.2 Resistencia intrinseca a antibidticos

Los antibidticos kanamicina, estreptomicina, espectinomicina y ampicilina se
seleccionaron porque todos actian sobre bacterias Gram negativas (como las
seleccionadas en este capitulo) y pertenecen a diferentes grupos de antibidticos:
aminoglucésidos (kanamicina y estreptomicina), glicopéptidos (espectinomicina) y

betalactdmicos (ampicilina).

En el cuadro 5, se observa que todas las cepas mostraron resistencia a la ampicilinay a

la espectinomicina. La mayor resistencia se observd en ampicilina, con valores
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superiores a 1g/l. Las cepas Acinetobacter sp. UYSOO03, Enterobacter sp. UYSO10,
Pantoea sp. UYSO13 y Pseudomonas sp. UYS021, no mostraron resistencia a la
estreptomicina ni a la kanamicina en las condiciones ensayadas, y Achromobacter sp.
UYSO02 y Shinella sp. UYSO24 no fueron capaces de crecer en presencia de kanamicina
Unicamente. Mds detalladamente, Rhanella sp. UYSO22 y Stenotrophomonas sp.
UYSO27, mostraron resistencia a 450mg/l de estreptomicina; Pseudomonas sp.
UYSO21, Rhanella sp. UYSO22, Shinella sp. UYSO24, Stenotrophomonas sp. UYSO27,
resistieron concentraciones de 1g/l de ampicilina; Rhanella sp. uyso22 vy
Stenotrophomonas sp. UYSO27, presentaron resistencia a concentraciones de 650mg/|
de kanamicina; y las cepas Rhanella sp. UYSO22 y Stenotrophomonas sp. UYSO27,
mostraron resistencia en 800mg/l de espectinomicina. Por lo tanto, Rhanella sp.
UYSO22 y Stenotrophomonas sp. UYSO27, presentaron resistencia intrinseca a todos los
antibidticos en las mas altas concentraciones (cuadro 5).

Cuadro 5.- Evaluacion in vitro de la resistencia intrinseca a 4 antibidticos por las cepas
diazétrofas enddfitas de cafia

Antibidticos (mg/l)

Cepas bacterianas STR AMP KAN SPC
Achromobacter sp. UYSO02 1/20* | 250/300%* 0 150/200*
Acinetobacter sp. UYSO03 0 100/150* 0 100/150*
Enterobacter sp. UYSO10 0 450/500* 0 150/200*
Pantoea sp. UYSO13 0 50/100%* 0 10/20*
Pseudomonas sp. UYSO21 0 >1000** 0 150/200%*
Rhanella sp. UYSO22 >450** >1000** >650** >800**
Shinella sp. UYS024 40/50* >1000** 0 300/350*
Stenotrophomonas sp. UYSO27 >450** | >1000** | >650** >800**
G. diazotrophicus PAI-5 50/100* | 200/250* | 40/50* 50/100*

STR: estreptomicina, AMP: ampicilina, KAN: kanamicina, SPC: espectinomicina. 0: NO
resistente,* Resistente / NO resistente. ** Resistente a concentraciones mayores. En
negrita se destacan los valores mayores.
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2.2  Caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal

2.2.1 Produccion de sideroforos

Una de las caracteristicas de PCV evaluada fue la capacidad de las cepas de producir

sideréforos. De las 9 cepas evaluadas, 2 produjeron sideréforos en las condiciones

experimentales establecidas, presentando valores significativamente inferiores a los

controles positivos (grafico 2 y figura 1).

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

Relacion diametro halo:diametro indculo

0,5

0,0

2,6a

2,2ab

1,9bc

P. fluorescence S.meliloti 1021 Acinetobacter sp. Pseudomonas sp.

CFBP 2392 Uysoo3 uyso21

Cepas bacterianas

Grafico 2.- Produccion de sideréforos.
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Sinorhizobium meliloti 1021. n=3.
Letras diferentes indican diferencias
significativas (LSD Fisher a< 0.05).

Figura 1.- Visualizacion del
halo naranja
por bacterias diazdtrofas
enddfitas de
placas con medio CAS.

producido

cafla en

80



Cafa de azUcar (Saccharum officinarum L.): bacterias promotoras del crecimiento vegetal y su aporte a la fijacidn de nitrégeno

2.2.2 Capacidad antagdnica a hongos fitopatdgenos

Otra caracteristica de estudio de interés agricola fue la capacidad de controlar
fitopatégenos comunmente encontrados en cultivos. En general las cepas estudiadas
mostraron alto control de los hongos fitopatégenos siendo Pantoea sp. UYSO13 y G.
diazotrophicus PAI-5 las que inhibieron el crecimiento de todos los hongos ensayados. A
su vez, Acinetobacter sp. UYSOO03 inhibid a F. oxysporum f.sp. cepae, F. oxysporum f.sp.
fragariae y F. graminearum 06005, y Shinella sp. UYSO24 inhibié a F. graminearum
02026. Como se puede observar en los graficos 3A y 3B, la cepa G. diazotrophicus PAI-5
mostrd porcentajes de inhibicidn con respecto al control igual o superior al 50% vy
Acinetobacter sp. UYSO03 y Pantoea sp. UYSO13 mostraron porcentajes de inhibicidon
entre un 40 y 50% para F. oxysporum f.sp. cepae y F. oxysporum f.sp. fragariae. En el
grafico 3C se observa que la cepa que tuvo mayor porcentaje de inhibicion de F.
graminearum 06005 fue Pantoea sp. UYSO13. Si bien, F. graminearum 02026, no fue
inhibido por la cepa Acinetobacter sp. UYSO03, quien mostrd inhibicion del crecimiento
de los restantes patdgenos evaluados, Shinella sp. UYSO24 inhibié a este patdgeno,

mostrando el mayor porcentaje de inhibicién (15%) (grafico 3D).
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Grafico 3.- Porcentaje de inhibicidn del crecimiento de los cuatro fitopatdgenos por las cepas diazétrofas
endodfitas de cafia. Cepas bacterianas: Acinetobacter sp. UYSO03, Pantoea sp. UYSO13, Shinella sp.
UYS024, Gluconacetobacter diazotrophicus PAI-5. A- % de inhibicion de F. oxysporum f.sp. cepae. B- % de
inhibicidon de F. oxysporum f.sp. fragariae. C- % de inhibicidn de F. graminearum 06005. D- % de inhibicidn
de F. graminearum 02026. n=3. Letras diferentes en cada columna de cada grafico indican diferencias
significativas (LSD Fisher a< 0.05).

2.3 Produccion de enzimas pectinoliticas y endoglucanasas

Con la finalidad de conocer si las cepas en estudio producen enzimas hidroliticas, se les
determind in vitro su capacidad de hidrolizar CMC y pectina lo que evidenciaria la
presencia de actividad endoglucanasa y pectinolitica respectivamente. En el grafico 4A
se presentan los resultados de las 5 cepas bacterianas que formaron un halo traslucido
alrededor del indculo en el medio con pectina (figura 2A). Si bien la cepa control R.

terrigena mostré mayor produccion de enzimas pectinoliticas, se destacé Acinetobacter
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sp. UYSOO03 por presentar la mayor capacidad de hidrolizar pectina, con un valor de

relacion de 2,07 (didmetro halo:didmetro inéculo).

En el ensayo de actividad endoglucanasa no se observd halo de hidrdlisis alrededor de

ninguno de los indculos. Sin embargo, luego de retirar las colonias y lavar la superficie

de la placa con NaCl, se pudieron distinguir zonas claras en el medio de cultivo,

indicando hidrolizaciéon de la CMC debajo del inéculo (figura 2B). Si bien 6 cepas

hidrolizaron CMC, se observd mayor actividad en Shinella sp. UYSO24, al ser comparado

con las demds cepas, incluyendo el control positivo. A su vez, no se observaron

diferencias significativas entre la cepa control Pseudomonas sp. y las otras cepas

evaluadas (grafico 4B).
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Grafico 4.- Cepas enddfitas diazétrofas de cafia productoras de enzimas hidroliticas (A) Relacion didmetro del
halo:diametro del inéculo de las cepas productoras de enzimas pectinoliticas. (B) Medida de la zona clara
(cm) producida por las cepas con actividad endoglucanasa. Cepas bacterianas: Achromobacter sp. UYS002,
Acinetobacter sp. UYSO03, Enterobacter sp. UYSO10, Pseudomonas sp. UYSO21, Rhanella sp. UYSO22,
Shinella sp. UYSO24, Stenotrophomonas sp. UYSO27, Raoultella terrigena (control positivo para pectina) y
Pseudomonas sp. (control positivo para CMC) . n=3. Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD

Fisher a< 0.05).
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Figura 2.- Cepas endodfitas diazétrofas de cafa productoras de enzimas
hidroliticas. (A) Actividad pectinolitica. (B) Actividad endoglucanasa.

3. DISCUSION

El estudio de las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de la microbiota endéfita de la
cafna de azlcar constituye uno de los pilares fundamentales de las nuevas tecnologias
relacionadas a ese cultivo. Estas tecnologias posibilitaran el desarrollo de practicas de
produccién sustentable, dirigidas hacia la explotacién racional de los recursos naturales
y la reduccién del uso de sustancias quimicas.

Las cepas aisladas de caina de azUcar tienen una alta versatilidad al uso de las fuentes de
C vy N evaluadas. Esta caracteristica fundamental les proporciona una mayor capacidad
de crecer en diferentes condiciones de disponibilidad de nutrientes. La sacarosa y la
glucosa fueron las fuentes de C mas utilizadas por las bacterias. Justamente, la sacarosa,
disacarido formado por glucosa y fructosa, es el azicar que se encuentra entre un 8 y
15% en los tallos de la cafia (Fuentes-Ramirez y col., 1999). A su vez, la utilizacién de la
sacarosa al 10 y 20% superd al azucar de cafia no refinada (acnr). Sin embargo, en la

sacarosa la concentraciéon dptima de crecimiento bacteriano fue al 0,5%, mientras que
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en la acnr fue al 10%, coincidiendo con la concentracién interna de sacarosa en la planta
de cafa.

Una caracteristica importante que se destacd en los resultados obtenidos, fue que todas
las cepas crecieron en glicerol y acnr, fuentes econdmicas de C y accesibles en nuestro
pais, sefialandose como propiedad positiva en la formulacion de medios de cultivo
bacterianos a escala industrial.

G. diazotrophicus PAI-5 fue la Unica cepa que no crecid en acido malico, resultado que
coincide con Alvarez y Martinez-Drets (1995), quienes demostraron que dicha bacteria
no utiliza acidos carboxilicos como succinato, fumarato y malato, los cuales inhiben la
actividad nitrogenasa y el crecimiento en medios que los contengan.

Las bacterias diazotrofas crecen sin una fuente de N en el medio, como se observd en
este trabajo con los medios de aislamientos. Sin embargo el agregado de una pequefa
dosis de N al medio de cultivo puede facilitar un crecimiento inicial mas rdpido de las
bacterias, favoreciendo los tiempos de crecimiento si se piensa a nivel de produccién
industrial. En este trabajo, aunque se observd que las cepas bacterianas crecieron en
todas las fuentes de N evaluadas, las mas utilizadas fueron los aminodcidos vy el cloruro
de amonio, indicando que las bacterias son capaces de crecer tanto en fuentes
organicas como inorgdnicas de N. Estos resultados concuerdan con estudios realizados
por Tejera y col. (2004) que demostraron que G. diazotrophicus PAI-5 crece en medio
LGI-P conteniendo diferentes aminoacidos como fuentes de N. Especificamente
informaron que aminoacidos como asparagina, acido aspartico, acido glutamico y
glutamina en concentracion de 10mM, incrementaron el crecimiento de la cepa en
comparacion con 10mM de (NH,4),SO, como fuente de N.

Seria importante en un futuro estudiar el efecto de las fuentes de C y N sobre la
capacidad de fijacion de N, de las bacterias. Existen trabajos donde se ha demostrado
que la presencia de trazas de N inhibe la FBN de cepas diazdtrofas. Por ejemplo, Tejeray
col. (2004) demostraron aplicando la técnica de reduccién de acetileno (ARA) in vitro,
que el aminoacido asparagina (10mM) disminuye la actividad nitrogenasa de G.
diazotrophicus cerca del 24% y que (NH,;),SO, (5 y 15mM) causa el 18 y 32% de

inhibicién respectivamente, mientras que el KNO; (5 y 15mM) inhibe solamente el 4 y
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17% respectivamente. Resultados similares fueron encontrados por Rodriguez Chang y
col. (2005) aplicando la misma técnica, donde valores muy bajos de la actividad
nitrogenasa de G. diazotrophicus fueron observados con (NH,4),SO,, arginina y
asparagina, y valores mayores se obtuvieron con KNO3 y sin N.

Investigaciones han determinado que G. diazotrophicus y Herbaspirillum spp. fijan N, en
presencia de bajas concentraciones de extracto de levadura y nitrato (<10mM)
(Muthukumarasamy y col., 1999). Ademas, la sensibilidad de la nitrogenasa al oxigeno y
N combinado de G. diazotrophicus depende de la concentracion de sacarosa en el medio
de cultivo. Una concentracion del 10% de sacarosa disminuye la asimilacion del N
combinado y algunos aminodcidos, favoreciendo la expresiéon de la nitrogenasa aun en
su presencia. Reis y Dobereiner (1998) demostraron que la actividad de la nitrogenasa
es menos inhibida con NH,Cl (5 mM) cuando G. diazotrophicus crece en un medio
conteniendo 10% de sacarosa comparado con un medio con 1% de sacarosa. Este
mecanismo resulta de gran interés, si se tiene en cuenta que muchas endofitos
diazétrofos, como G. diazotrophicus, viven en ambientes ricos en sacarosa, por lo que su
nitrogenasa podria estar activa, aun cuando la bacteria disponga de compuestos
nitrogenados (Reis y Dobereiner, 1998).

Rodriguez Chang y col. (2005) midieron por ARA la actividad nitrogenasa de cepas de
G.diazotrophicus, E. agglomerans y B. licheniformis aisladas de cafa de azucar y
encontraron que la fructosa, sacarosa, guarapo y glucosa fueron los azlcares que mas
favorecieron dicha actividad. Segun Limmer y Drake (1998), esto se explicaria por el
rendimiento de ATP obtenido por molécula de carbohidrato utilizada, por lo que un
mayor rendimiento favorece tanto el crecimiento como la actividad nitrogenasa de los
diazétrofos. Ademas, la fructosa y la sacarosa son azucares muy abundantes en estas
plantas (Fuentes-Ramirez y col., 1999), por lo que es légico asumir que estas bacterias
poseen las enzimas necesarias para su degradacion.

En este trabajo se observé que Enterobacter sp. UYSO10 y Rhanella sp. UYSO22
produjeron una capsula gomosa segun la fuente de C y N, probablemente
exopolisacaridos (EPS). El crecimiento bacteriano frecuentemente estd acompafiado por

la produccién de polisacaridos los cuales se localizan fuera de la pared celular. Estos EPS
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se encuentran como capsulas unidas a la bacteria o ésta los libera al medio. Un EPS
puede tener importancia para una bacteria ya sea en procesos de adhesion, infeccidn
(Hettwer y col.,1995) o proteccién (Gamar y col.,1997, von Wrigth y col., 1987) pero
también pueden tener valor comercial por sus propiedades gelificantes, emulsificantes y

otros pueden servir como fuente importante de monosacaridos.

Otro factor de interés que aporta informacion a las interacciones planta-
microorganismo es la resistencia intrinseca que tiene una cepa bacteriana frente a
determinado antibidtico. Esta caracteristica se trasmite de forma vertical de generacién
en generacion, confiriéndole una ventaja competitiva frente a otras bacterias. Se
evidencid que todas las cepas presentaron resistencia a por lo menos un antibidtico,
destacandose Rhanella sp. UYSO22 y Stenotrophomonas sp. UYSO27, por presentar
resistencia intrinseca a todos los antibidticos y en las concentraciones mds altas. Esta
informacién generada puede servir para la realizacion de estudios futuros de biologia

molecular y para la produccidon de un inoculante.

La promocidon del crecimiento vegetal por las bacterias se evidencia por diversos
mecanismos, entre ellos mayor disponibilidad de nutrientes produccion de
fitohormonas o control de fitopatdgenos. En esta tesis se encontraron 2 cepas capaces
de producir siderdforos: Acinetobacter sp. UYSO03 y Pseudomonas sp. UYSO21. Los
siderdforos son moléculas de bajo peso molecular capaces de unir hierro con una alta
especificidad. Son producidos por microorganismos en condiciones de baja presencia de
hierro y juegan un importante papel en las interacciones microbianas (Rojas, 2005).
Alguna bacterias han desarrollado sistemas de captacion de hierro de alta afinidad para
incorporar ese elemento a su célula (Neilands, 1981). El sistema tipico implica un
siderdforo y una proteina que lo transporta al interior de la célula.

Otra capacidad de PCV evaluada de las bacterias estudiadas fue el control de 4 hongos
patogenos del género Fusarium. Se destacan Pantoea sp. UYSO13 y G. diazotrophicus

PAI-5 por inhibir el crecimiento de todos los fitopatdgenos evaluados.
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Las especies de Fusarium pueden ser fitopatdgenos econdmicamente importantes del
arroz, cana de azucar, sorgo y maiz. En el caso de cafa, Fusarium moniliforme produce la
enfermedad “Cogollo retorcido”, causando diversos sintomas y disminuyendo
significativamente el rendimiento del cultivo.

Nuestros resultados sobre el género Pantoea como cepa controladora concuerdan con
los de investigaciones de paises de la Comunidad Europea. En esos paises, Pantoea
agglomerans (CPA-2) esta siendo actualmente estudiada por su efectividad en el control
de enfermedades postcosecha en citrus y manzana. Su uso como agente de control
biolégico fue patentado en Espaia en 1999 (Costa y col., 2001).

La importancia de las bacterias PCV se ha puesto de manifiesto por los estudios
realizados por Logeshwarn y col. (2011), donde G. diazotrophicus, especie usada como
control positivo en nuestro trabajo, controlé al hongo Fusarium oxysporum in vitro,
encontrando que la produccién de antibidticos Pioluteorina y compuestos volatiles
suprimen al patégeno. A su vez, resulta interesante que Arencibia y col. (2006) sugieran
que G. diazotrophicus es capaz de generar respuestas de defensa de las plantas contra

Xanthomonas albilineans, un patégeno de caia.

Si bien algunas bacterias tienen la capacidad de producir sideréforos y otras de
biocontrolar patégenos, es interesante mencionar la relacién entre estas dos
caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal que puede existir en bacterias que
poseen ambas caracteristicas. La produccion de sideréforos por una bacteria PCV le
confiere una ventaja competitiva frente a microorganismos que no son capaces de
producirlos, inhibiendo el crecimiento de patdégenos en condiciones limitantes de hierro
(Ardon y col., 1998). Esto fue evidenciado por Valencia-Cantero y col. (2005), quienes
determinaron que la cepa P. fluorescens ZUMS80 productora de siderdforos, logra inhibir

el crecimiento Fusarium oxysporum en condiciones limitantes de hierro.

Finalmente el estudio de la produccidon de enzimas pectinoliticas y endoglucanasas por
las bacterias endodfitas diazdtrofas se fundamentd asumiendo que estas enzimas

facilitarian el ingreso activo de las bacterias a las plantas. Como se sabe, las paredes
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vegetales estan constituidas por celulosa, hemicelulosa pectina y lignina (Vazquez y col.,
1992). El polimero mas conocido es la celulosa, que constituye entre un 20-30% del peso
seco de la mayoria de las paredes vegetales primarias. Las enzimas que hidrolizan los
componentes de la pared vegetal, como celulasas y pectinasas, producen la rotura de
paredes celulares y desintegracion de tejidos. También pueden jugar un papel
importante en la penetracion intra e intercelular de los tejidos del huésped (Vazquez y

col., 1992).

En este trabajo, Acinetobacter sp. UYSOO03 se destacd por presentar la mayor capacidad
de hidrolizar pectina y la cepa Shinella sp. UYSO24 por su mayor capacidad de hidrolizar
CMLC. Es interesante destacar que la cepa Acinetobacter sp. UYSO03 ademas de producir
enzimas pectinoliticas y endoglucanasas, también fue capaz de producir sideroforos y
controlar los hongos fitopatdgenos del género Fusarium evaluados.

Nuestros resultados concuerdan con los de Pariona-Llanos y col. (2010), quienes
encontraron que altas cantidades de pectinasas fueron liberadas por el 66% de las
bacterias aisladas de plantas de cafia de azlcar tratadas con fertilizantes
convencionales, mientras que cantidades mas altas de celulasas fueron liberados por el
80% de las cepas aisladas a partir de la cana tratada con fertilizantes orgdnicos,
sugiriendo que la capacidad de producir enzimas hidroliticas debe ser una caracteristica
importante para el establecimiento de los microorganismos en los tejidos vegetales.
También se demostrd que Azoarcus sp. BH72 es capaz de ingresar a las raices de plantas
de arroz mediante un proceso activo mediado por una enzima exoglicanasa con
actividad celobiohidrolasa, una a-glucosidasa, asi como una endoglucanasa (Reinhold-
Hurek y col., 2007). Segun varios autores, H. seropedicae 267 y H. rubrisubalbicans M4,
para infectar las raices de arroz, deben poseer celulasas y/o pectinasas para degradar la
pared celular vegetal (James y col., 2002, Ebeltagy y col., 2001; Verma y col., 2001;
Kovtunovych y col., 1999; Reinhold-Hurek y Hurek, 1998, 1998a; Hallmann y col., 1997).
La produccién de enzimas por parte de fitopatdégenos que degradan la pared celular
suele estar relacionada con la respuesta de defensa de la planta (Hallmann y col. 1997),

pero en bacterias enddfitas diazdétrofas no patdégenas, como H. seropedicae 767,
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Azoarcus, Azospirillum y Klebsiella spp. (Kovtunovych y col., 1999; Reinhold-Hurek y col.,
1993; Patriquin y col., 1983), la produccion de estas enzimas es relativamente baja e
incluso completamente suprimida cuando la bacteria se ha establecido dentro de la
planta, fundamentando la ausente o leve respuesta de defensa del huésped. Esta

condicidn puede ser una explicacioén a la baja hidrdlisis de CMC.

En este estudio se evidencio, que la cepa Acinetobacter sp. UYSO03 ademds de tener
las carateristicas de PCV por la cual fue seleccionada (solubilizacion de fésforo, actividad
de nitrogenasa y AlA), se afiaden las de produccién de siderdforos, biocontrol de hongos
fitopatdgenos y produccion de enzimas hidroliticas. En este capitulo se puso en
evidencia que las caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas y de PCV encontrados en las
cepas de este trabajo constituyen una base fundamental para la seleccidn de aquellas

promisorias a evaluar en condiciones no controladas.
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CAPITULO 4

Respuesta de las plantas de caia de azucar a la inoculacién con bacterias

endofitas diazotrofas.

Este capitulo se dirigié a conocer la respuesta agrondmica de la caifa de azucar a la
inoculacidon con bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PCV) promisorias en
forma individual o en consorcio. La respuesta a la inoculaciéon bacteriana con cultivos
liguidos o en turba se evidencidé en variables cuantitativas del crecimiento vegetal

obtenidas en condiciones semicontroladas (invernaculo) y en campo.

1. METODOLOGIA

1.1 Respuesta de la caila de azucar a la inoculacion bacteriana

1.1.1Ensayo en invernaculo

Se utilizaron macetas conteniendo como sustrato 1,5kg de arena-suelo en una
proporcidn 1:1. El suelo fue extraido (0-20 cm de profundidad) de la zona experimental
de Bella Unién (2 muestras), secado y tamizado antes de su uso. La arena fue lavada con
agua corriente y esterilizada dos veces a 1212C durante 15" en autoclave. El analisis
fisico-quimico del suelo fue realizado en el Laboratorio de Suelos, IECA-UNCIEP, Facultad
de Ciencias (cuadro 1). El %N total del suelo fue bajo, lo cual posibilité su uso en este

ensayo.

Cuadro 1.- Caracteristicas del suelo extraido de la zona experimental de Bella Unién vy
utilizado en el ensayo de invernaculo

Muestra| PH | PH [MO. | N P |N-NO; K Ca Mg Na
H,0 | KCI % % | ppm | ppm | meq/100 g | meq/100 g | meq/100 g | meq/100 g

5,7 4,7 1,1 |0,067| 16 1,6 0,20 3,6 0,9 0,07

2 5,7 4,7 1,2 10,064 | 16 1,7 0,18 3,5 0,9 0,07
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El disefio fue completamente al azar con 8 repeticiones por tratamiento. Los
tratamientos fueron inoculados con: Achromobacter sp. UYSO02, Acinetobacter sp.
UYSOO03, Enterobacter sp. UYSO10, Pantoea sp. UYSO13, Pseudomonas sp. UYSO21,
Rahnella sp. UYS022, Shinella sp. UYSO24, Stenotrophomona sp. UYSO27, la mezcla de
las 8 cepas anteriores (denominado MIX) y la cepa G. diazotrophicus PAI5 como
referencia. A las plantas del tratamiento control positivo se le agregd 20ml de una
solucion de urea (equivalente a 25Kg N/ha) por maceta a los 20, 35, 65 y 95 dias desde
la siembra, mientras que en el control negativo las plantas no se inocularon ni
fertilizaron.

Se sembraron esquejes de la variedad LCP 85-384, traidos de Bella Unidn
(acondicionados en papel y bolsas plasticas) y en el laboratorio se lavaron con agua
corriente, desinfectaron superficialmente con etanol 70% y cortaron en trozos (4-5 cm),

dejando una yema por esqueje.

Las macetas fueron regadas con agua destilada a capacidad de campo y a los 3 dias se
sembraron 3 esquejes por maceta y se dejé 1 luego del raleo. Las macetas se colocaron
en oscuridad en el cuarto de crecimiento de plantas controlado a 28°C y 60% de
humedad relativa (HR), para facilitar la germinacion de las yemas (5-7 dias).
Posteriormente se las expuso a un fotoperiodo de luz:oscuridad de 14:10h con
intensidad luminosa de 5750-6700 luxes. Cuando las plantulas tuvieron
aproximadamente 20cm de altura se trasladaron al invernaculo para favorecer su

crecimiento.

Los indculos de cada cepa se prepararon en matraces de 200ml de medio DYG's con
D.O. entre 0,6-0,8 a 560nm. Se utilizaron 20ml de inéculo por maceta y la inoculacién se
realizd a los 20 y 65 dias luego de la siembra. El riego de las plantas se hizo en el plato
inferior de la maceta segun las necesidades de las plantas, utilizando agua corriente y

una vez por semana solucién nutritiva Faharaeus sin-N (Faharaeus, 1957).
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A los 4 meses de la siembra se determind el didmetro del tallo (mm) y altura de las
plantas (cm). Las raices y parte aérea se secaron por separado a 652C (hasta peso
constante) para la obtencién del peso seco aéreo (PSA) y radical (PSR) en g/planta. La
parte aérea se molié finamente para analisis de N-total por el método de Kjeldhal. Para
este andlisis se enviaron 0,5g de muestra en tubos Eppendorf al Laboratorio de

Nutricion Animal de la Facultad de Agronomia, UdelaR.

Con los datos obtenidos se realizdé un andlisis de varianza y una prueba de comparacion

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

1.1.2 Ensayo en campo

Se eligid un sitio en el campo experimental de ALUR (Bella Unién), de forma de que la
preparacion del suelo y el manejo de cafia en el ensayo fuera lo mas similar posible a las
siembras comerciales de cafia de la zona. El andlisis fisico-quimico del suelo fue
realizado en tres profundidades (0-20cm, 20-40cm y 40-60cm) en el Laboratorio de
Suelos, IECA-UNCIEP, Facultad de Ciencias (cuadro 2). Los valores de contenido total de
N en el suelo fueron bajos en las tres profundidades, y la mayoria de las otras
caracteristicas no presentaron diferencias marcadas en profundidad, con excepcion del

contenido de fésforo (P), calcio (Ca) y magnesio (Mg).

Cuadro 2.- Caracteristicas del suelo utilizado en el ensayo de campo (Bella Unién) en muestras
extraidas a diferentes porofundidades.

pH | pH | M.0.| P N | N-NO; K Ca Mg Na
Profund. | H,O | KCI % ppm % ppm | meq/100g | meq/100 g | meq/100 g | meq/100 g
0-20cm 6.8 5.8 1.1 8 0.053 0.9 0.11 9.7 1.7 0.25
20-40cm | 6.7 5.5 1.0 6 0.055 0.7 0.14 12.6 2.2 0.36
40-60cm | 6.7 54 0.9 3 0.048 0.7 0.20 15.6 2.5 0.46
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El disefio fue de bloques completos al azar con 4 repeticiones. Cada bloque (4 en total)
fue de 8m de ancho por 20m de largo separados entre si por calles de 2m de ancho.
Cada bloque estaba constituido por 4 parcelas (una por tratamiento) y cada parcela por
4 surcos separados por 0,60-0,80m (cuadro 3). Los surcos fueron abiertos con una
sembradora convencional momentos antes de la siembra para evitar pérdida de
humedad del suelo.

Las cepas a evaluar en el ensayo se seleccionaron teniendo en cuenta los resultados de
la evaluacion en suelo en inverndculo y los obtenidos por la inoculaciéon de plantas de
cafa micropropagadas en el marco del Proyecto INIA FPTA-275; Taulé, 2011).

Se evaluaron 4 tratamientos en total: inoculaciéon con Enterobacter sp. UYSO10;
inoculacidn con Shinella sp. UYSO24; control positivo (fertilizaciéon con urea equivalente

a 150Kg N/ha) y control negativo (sin inoculacién y sin fertilizacion).

Cuadro 3.- Diagrama del ensayo realizado en el de campo experimetal
de ALUR, Bella Unién. Afio 2011-2012
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izquierdos corresponden a parcelas

Los indculos fueron preparados 24h antes de instalar el ensayo. Las cepas crecieron en
400m!| de medio DYG's, igualdndose la D.O. (560 nm) de cada indculo (entre 0,6-0,8).

Dos bolsas de turba estéril (cedidas por Calister S.A.) se inyectaron estérilmente con
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200ml de cada cepa, y se mezclaron manualmente. Con la finalidad de determinar la
calidad y el comportamiento de las cepas en el soporte, adaptacion, estabilidad y
sobrevivencia, se realizaron recuentos en placa (medio DYG's, ufc/g turba) a diferentes
tiempos, 0, 7, 30, 60, 90 y 120 dias luego de su preparacién. En el momento de la
siembra del ensayo, el personal de campo de ALUR cortd y prepard los esquejes de cafia

(40cm de largo y con 2-3 yemas) de la variedad LCP 85-384.

La inoculaciéon de los esquejes de ambas cepas se realizd en tanques limpios. Se mezcld
en 4 L de agua, 25g de inoculante y 80g de adherente S1 (Biagro S.A.) y se sumergieron
los esquejes durante 10’ para luego sembrarlos inmediatamente a razén de 20 esquejes
continuos por surco (figura 1). La inoculacion y la siembra se realizaron con todas las
precauciones necesarias para evitar contaminacion entre los tratamientos. Los esquejes
se taparon inmediatamente de colocados en los surcos para evitar su desecacién y

previo al riego inicial se afiadio al voleo fertilizante fosfatado (138 unidades de P/ha).

o

2,

Figura 1.- Ensayo de inoculacidn en campo con las cepas Enterobacter sp. UYSO10 y
Shinella sp. UYS024 (campo experimental de ALUR, Bella Unidn, Artigas). (A)
Inoculacidn de los esquejes de cafia con la cepa Enterobacter sp. UYSO10. (B) Siembra
de los esquejes inoculados.

En la instalacion y manejo del ensayo se siguid el paquete tecnoldgico recomendado por

ALUR a los agricultores de cafa. Por lo tanto, a los 5 dias desde la siembra se aplicé
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herbicida, a los 90 dias se adiciond fertilizante potasico (160 unidades de K/ha) y a los

100 dias se afiadid, a las parcelas con N, 150 unidades de N/ha.

Con la finalidad de contar con una evaluacién temprana del ensayo, se realizd un
muestreo a los 3 meses de sembrado, diciembre-2011. Se determind la altura y el
numero de hojas de 3 plantas elegidas al azar de los surcos centrales de cada parcela.
Las hojas se secaron a 65°C (peso constante) y se pesaron obteniéndose el peso en
gramos de las hojas de 3 plantas/parcela. Luego, se las molié finamente, para analizar el
contenido de N-total por el método de Kjeldhal. El andlisis de N-total se repitid en
plantas colectadas a los 8 y 12 meses (cosecha final) de instalado el ensayo, mayo y
setiembre-2012. Para este andlisis se enviaron 0,5g de muestra en tubos Eppendorf al
Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Agronomia, UdelaR. Por otra parte el
personal de ALUR S.A. determind a los 12 meses: 1) n? de tallos por hectarea
(poblacidn), 2) rendimiento en toneladas/ha, 3) peso de tallos individuales, 4) % de
azucar (rendimiento industrial tedrico), 5) rendimiento final en toneladas de azucar/ha,
6) % de fibra, 7) dafios por Diatraea sacharalis, 8) largo de cafias individuales (m), y 9)

ndimero de entrenudos/planta.

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de varianza y una prueba de comparacion

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

2. RESULTADOS

2.1 Ensayo eninvernaculo

Una perspectiva aplicada y mas natural de los estudios con bacterias aisladas y
asociadas a cana de azucar, se obtiene cuando se determina la respuesta a la
inoculacion de las plantas en condiciones ambientales poco controladas.

En un primer ensayo, se evalud el desarrollo de cafia inoculada con 8 cepas enddfitas

diazdtrofas (caracterizadas en el capitulo 3) en macetas con suelo proveniente del area

96



Cafa de azUcar (Saccharum officinarum L.): bacterias promotoras del crecimiento vegetal y su aporte a la fijacidn de nitrégeno

de siembra de Bella Unidn. Los resultados de ese ensayo en invernaculo se resumen en

el cuadro 4.

Cuadro 4.- Respuesta de plantas de cafia (variedad LCP- 85-384) a la inoculacién con las bacterias
diazétrofas enddfitas de cafia seleccionadas, en ensavo de invernaculo.

Altura Diametro Concentracion de N | Acumulacién de N
Tratamientos | planta (cm) | tallo (mm) PSR (g) PSPA (g) PA (mg N/g PS) PA (mg N/planta)
C+ 22,2 a 9,06 a 1,83 a 4,56 a 7,06 a 32,17 a
uYso13 16,86 b 7,19 cd 1,45 bcd 2,92b 4,98 ef 14,55 bed
uYS002 16,44 b 7,56 bed 1,48 abc 2,24 cde 5,11 def 11,44 ef
MIX 16,43 b 7,38 bed 1,10 de 2,59 bed 5,09 ef 13,18 de
uYsoz27 16,36 b 7,03d 1,27 cd 2,72 bc 5,17 cdef 14,07 d
uYso24 16,25 b 7,25 cd 1,35 bed 2,67 bed 6,10 bc 16,28 bc
uYS003 16,25 b 7,99 b 1,38 bcd | 2,64 bed 4,89 f 12,90 de
PAI-5 16,19 b 7,41 bed 1,27 cd 2,43 bcd 6,84 ab 16,61 b
UYSO10 16 b 7,72 bc 1,67 ab 2,36 cd 6,06 bed 14,30 cd
uYS022 15,57 bc 7,58 bed 1,63 abc 2,67 bed 5,10 cdef 13,86d
uYso21 14,43 cd 7,12 cd 1,48 abc 2,15 de 6,17 ab 13,25 de
C- 13,19 d 6,97 d 0,75 e 1,79 e 5,90 bede 10,57 f

PSR: Peso seco radical; PSPA: peso seco parte aérea; PA: parte aérea. Tratamientos inoculados: Achromobacter
sp. UYSOO02, Acinetobacter sp. UYSOO03, Enterobacter sp. UYSO10, Pantoea sp. UYSO13, Pseudomonas sp.
UYS021, Rhanella sp. UYS022, Shinella sp. UYSO24, Stenotrophomonas sp. UYSO27, MIX: mezcla de las 8 cepas
mencionadas anteriormente, Gluconacetobacter diazotrophicus PAI-5, C+: urea equivalente a 100Kg N/hay C-:
sin N y sin inocular. En negrita se marcan los datos utilizados para calcular el % de incremento de concentracion
y acumulacion de N de la PA con respecto al C-. n=3. Valores con diferente letra en cada columna son
significativamente diferentes, test LSD-Fisher (a<0,05).

En general, la inoculacion de cafia, independientemente de la cepa, mostro diferencias

significativas con el tratamiento control sin inocular (C-)

en todas

las variables

evaluadas. La altura de la planta presentd diferencias significativas del C- en todos los

tratamientos inoculados, excepto Pseudomonas sp. UYSO21. Con referencia al diametro

del tallo, las plantas inoculadas con Acinetobacter sp. UYSO03 y Enterobacter sp.

UYSO10 se diferenciaron significativamente del C-, mientras que todos los tratamientos,

a excepcion del MIX, presentaron diferencias significativas del C- en PSR. En particular,

es interesante destacar que las plantas inoculadas con Achromobacter sp. UYSO02,

Enterobacter sp. UYSO10, Pseudomonas sp. UYSO21 y Rahnella sp. UYSO22, no
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difirieron con el control con N (C+). En PSPA, la mayoria de los tratamientos inoculados
mostraron diferencias significativas con el C- (cuadro 4).

Se evidencié un probable aporte de N por la fijacion ya que las plantas de los
tratamientos inoculados presentaron en promedio un 36% de incremento en la
acumulacién de N de la PA comparado con las del C-. A su vez, la inoculaciéon con
Shinella sp. UYSO24, G. diazotrophicus PAI-5, Enterobacter sp. UYSO10 y Pseudomonas
sp. UYSO21 produjo en promedio un 6% de incremento en la concentracién de N de la

PA con respecto al C- (cuadro 4).

En resumen, la inoculacion de cafia produjo incrementos significativos en variables tan
importantes como el PSR y PSPA asi como en la concentraciéon y acumulacién de N en las
plantas. Entre las cepas, se destaca Enterobacter sp. UYSO10 por diferir
significativamente con el C- en todas las variables. Los tratamientos que mostraron
diferencias con el C- en al menos 5 variables fueron: Acinetobacter sp. UYSOO03, Shinella
sp. UYSO24 y G. diazotrophicus PAI-5. Este presentdé los mayores valores de

concentracion y acumulacién de N en la PA luego del C+.

2.2 Ensayo en campo

Los resultados positivos de la inoculacion de cafa en invernaculo llevaron a su
corroboracion en campo con la inoculacion de Shinella sp. UYSO24 y Enterobacter sp.
UYSO10, cepas con caracteristicas de PCV promisorias. Por primera vez se prepararon
inoculantes en turba estéril para cafa a escala experimental y se aplicaron en el ensayo
en campo. Se obtuvo una alta calidad de los inoculantes de ambas cepas una vez
preparados (tiempo 0) al igual que su sobrevivencia. Enterobacter sp. UYSO10 presenté
una concentracion inicial (tiempo 0) de 10° ufc/g de turba y aumenté hasta los 30 dias
un orden de magnitud (10 ufc/g) para disminuir a 10° ufc/g al cabo de los 120 dias.
Para el caso de la cepa Shinella sp. UYSO24, a tiempo 0 se obtuvo un valor de 10*° ufc/g
de turba, aumentando a los 7 dias a 10" ufc/g, y disminuyendo a 10% ufc/g a los 90 dias

y a 10° ufc/g a los 120 dias de preparado.
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En el cuadro 5 se muestran los resultados de la inoculacidon de cafia en campo en 2

etapas tempranas del cultivo, a los 3 y 8 meses de cultivo y aquellos obtenidos en la

cosecha final, 12 meses después de la siembra.

Cuadro 5.- Respuesta de las plantas de cafia en campo a la inoculacién con dos cepas diazétrofas endéfitas de
cafa. Datos a los 3, 8 y 12 meses después de sembrado el ensayo.

3 meses 8 meses
T Altura planta ‘ Concentracién de N | Acumulacién de N
PSPA (g) (cm) N° hojas PA (mg N/g PS) PA (mg N/planta) | % N-total PA
Enterobacter sp. UYSO10 2292 a 90.33 b 12,00 a 18,85 a 432,04 a 1,58 a
Shinella sp. UYSO24 21,24 a 96,67 ab 10,00 c 17,55 a 372,76 ab 1,58a
C+ 17,67 a 93,33 ab 11,33 ab 20,08 a 354,73 b 1,63 a
C- 17,07 a 104,33 a 10,33 bc 19,28 a 329,02 b 1,57 a
12 meses
Tratamiento Altura tallo* ENTR* ) DIATINT*
% N-total PA (m) (n2) PT* (g) LARCANA* (cm) (% daiio)
Enterobacter sp. UYSO10 0,59 a 2,1a 14,32 a 430,66 a 118,75a 4,35a
Shinella sp. UYSO24 0,61 a 2,1a 15a 468,51 a 122,75 a 2,08 a
C+ 0,57 a 2,1a 14,88 a 426,22 a 123,5a 1,85 a
c- 0,59 a 2,08 a 13,95 a 43602 123,75 a 163a
12 meses
Tratamiento UL AL
TCH* (t/ha) RIT* (% azucar) (t azacar/ha) FIB* (%) (n2 tallos/ha)
Enterobacter sp. UYSO10 | 5457 4 11,25 a 6,14 a 13,25a 126,68 a
Shinella sp. UYSO24 54,09 a 11,25 a 6,14 a 13,63 a 116,0 a
C+ 54,69 a 11,16 a 6,12 a 13,85a 128,49 a
¢ 48,44 a 11,80 a 5,73 a 13,7 a 111,42 a

PSPA: peso seco parte aérea; PA: parte aérea; C+: urea equivalente 150 unidades de N/ha; C-: sin N y sin inocular. Contenido
total de N en la parte aérea determinado por Kjedhal (%). Asterisco: medidas realizadas por los técnicos de ALUR en Bella
Unién. ENTR: nimero de entrenudos, PT: peso de tallos individuales (g), LARCANA: largo de cafias individuales (cm), NTH: n?
tallos/ha (poblacion), TCH: toneladas cafia/ha (rendimiento cultural), RIT: rendimiento industrial tedrico (% de azucar), TAH:
toneladas azucar/ha (rendimiento final), FIB: Fibra (%), DIATINT: % dafios por Diatraea sacharalis. n=4. Medidas que tienen
diferente letra en cada columna son significativamente diferentes (LSD-Fisher (a<0,05)).

A los 3 meses de cultivo, los valores de PSPA de los tratamientos inoculados dieron mas

altos pero no difirieron significativamente de C+ y C- (cuadro 5). En la variable nimero

de hojas/planta, la inoculacién con Enterobacter sp. UYSO10 presentd un valor mas alto

y significativo que el de las plantas C- (cuadro 10). No se observaron diferencias

significativas entre los tratamientos en la concentracién de N de la PA, pero si en la

acumulacién de N/planta para Enterobacter sp. UYSO10 comparado con ambos
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controles (cuadro 5). Con respecto a la altura de la planta (3 meses), se observé que el
C- fue quien obtuvo un valor mayor a los restantes tratamientos, diferenciandose
significativamente del tratamiento inoculado con Enterobacter sp. UYSO10 (cuadro 10).

A los 8 y 12 meses de cultivo se determind el %N-total de la PA, sin encontrarse
diferencias significativas entre los tratamientos. Las variables de rendimiento y aquellas
de interés industrial para ALUR, no mostraron diferencias significativas entre los

tratamientos inoculados y sin inocular a los 12 meses de cultivo (cuadro 5).

3. DISCUSION

El principal reto del cultivo de cana de azlcar en nuestro pais es la produccion de
sacarosa por unidad de drea a bajo costo. No obstante, uUltimamente se ha afiadido un
nuevo desafio, el de incrementar los rendimientos sin dafar el medio ambiente y en
especial el recurso suelo no renovable. Cualquier monocultivo a largo plazo conlleva un
uso excesivo de los suelos, con descenso en su contenido de materia organica vy
nutrientes y por lo tanto en el rendimiento/ha. La cafia de azucar en nuestro pais no
escapa a esa realidad y la disminucion del rendimiento de los cultivos se relaciona con
factores bidticos y abidticos adversos (F. Hackenbruch, comunicacién personal). Se
prioriza entonces como alternativa al agregado de grandes cantidades de fertilizantes, la
busqueda de bacterias en el propio ambiente natural del cultivo, que aporten
macronutrientes y/o que muestren otros mecanismos de PCV, a fin de bajar el uso de
fertilizantes sin afectar los rendimientos del cultivo. Debe tenerse en cuenta que se ha
comprobado un aporte de la FBN en gramineas forrajeras C, y en cafia de azlcar,
principalmente en condiciones ecoldgicas que favorezcan dicho proceso, alta
temperatura del suelo y contenido hidrico, alta irradiaciéon y exudacion radical

(Marschner, 1995).

Los resultados hasta ahora, nos condujeron a conocer algo mas de las asociaciones

bacterias-cana de azucar, en diferentes condiciones ambientales, invernaculo y campo.
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Asi mismo, responder a la pregunta de équé respuesta se tiene cuando el esqueje de
cana tiene ademas del in6culo interno (natural) un inéculo bacteriano externo?

El hecho de disponer de cepas bacterianas aisladas de condiciones naturales,
presumiblemente endéfitas de cafia de azlcar y con caracteristicas promisorias de PCV,
nos condujo a la inoculacion de plantas y su evaluacién agrondmica en condiciones
naturales.

Las cepas Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella sp. UYSO24 mostraron caracteristicas de
PCV promisorias en inverndaculo. Los valores de altura de las plantas, peso seco radical y
biomasa aérea difirieron significativamente de las plantas control sin inocular. Su
potencial de PCV también se observd en que las plantas inoculadas con ellas mostraron
mayor concentracion y acumulacion de N en la parte aérea. La diferencia en
acumulacién de N en las plantas inoculadas comparadas con el control C- podria tener
origen en las bacterias introducidas con la inoculacion y/o en una interaccién positiva
con aquellas nativas presentes dentro del esqueje. Llama la atencién que en general la
respuesta a la inoculacién de caifia con géneros de bacterias diferentes fue homogénea
en invernaculo y que se detectaron diferencias significativas con las plantas control en
variables de importancia agrondmica como PSR, PSPA y altura de plantas.

En otras gramineas también se han observado resultados positivos al ser inoculadas con
bacterias PCV. Por ejemplo Ferlini Micheli y Diaz (2006) encontraron que la inoculacién
con Azospirillum brasiliense en plantas de sorgo y maiz provocd un aumento en el peso
seco radical y nimero de plantas/ha. A su vez, en plantas de cafia de azlcar inoculadas
con bacterias PCV de diferentes géneros aumentd la producciéon de tallos, el contenido

de N-total y peso seco de la parte aérea Schultz y col. (2012).

En la eleccidon de las cepas para campo se tuvo en cuenta la calidad de los inoculantes
preparados y los resultados obtenidos en invernaculo. Enterobacter sp. UYSO10 vy
Shinella sp. UYSO24 fueron elegidas porque ademas de haber mostrado PCV en
invernaculo, lograron buena concentracién celular inicial y sobrevivencia en turba (al

menos 3 meses), caracteristica importante para los ensayos en campo. En Brasil, se han
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preparado inoculantes para cana en turba y actualmente estan en prueba en cultivos
experimentales. Incluyen un consorcio de cepas, 5 en total que pertenecen a diferentes
géneros de bacterias PCV (Urquiaga y col., 2010)

La evaluacidon temprana de la respuesta a la inoculacidon (3 y 8 meses) favorecio la
observacidn de PCV en cafia en variables como nimero de hojas/planta y acumulacidn
de N (g/pl.), que podrian ser de importancia en los resultados esperados en etapas
fenoldgicas tardias del cultivo (1 6 2 anos). Sin embargo, la mayor y significativa
diferencia en acumulacién de N en las plantas inoculadas con Enterobacter sp. UYSO10,
podria ser transitoria o circunstancial. Esto ultimo surge no sélo de los resultados a los
12 meses en que no se detectaron diferencias en esa variable, sino también de la
opinion y experiencia de técnicos de ALUR, quienes han observado cambios
significativos en las variables de produccidn, recién al segundo aino de sembrada la cafia.
Por esta razdn, se decidié continuar un afo mas el ensayo (2012-2013). Se utilizardn
esquejes de los tallos de cafia cosechados a los 12 meses (planta madre). En este caso,
los indculos serdn preparados de forma similar a los utilizados en el primer ensayo y la

re-inoculacion sera directamente en el surco en cada uno de los tratamientos.

Si bien los resultados a los 12 meses no indican una respuesta positiva a la inoculacion
de cafia con bacterias PCV en variables de produccion y en las de interés industrial, no
deja de ser interesante la promocién observada en invernaculo en un niumero mayor de
cepas. Es recomendable realizar evaluaciones tempranas de las plantas en campo a fin

de visualizar diferencias.

Por otra parte, debemos mencionar por la importancia del tema, que las nuevas
tecnologias, que incorporan nutrientes a los cultivos y controlan fitopatdgenos a bajo
costo, requieren investigacion continua para que los agricultores tengan nuevos
biofertilizantes. En el caso de que aporten nutrientes son una alternativa no solo de
menor costo y bajo dafio ecoldgico, sino de probable aumento en la productividad del
cultivo (Chaves, 1999). En general, la biofertilizacién implica varias etapas, seleccionar

microorganismos utiles y eficientes, cultivarlos y agregarlos a los suelos (Arauz, 1997).
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Existen numerosos estudios sobre seleccion de bacterias de vida libre, rizosféricas y
asociadas a plantas capaces de fijar N,, pero sélo algunas de ellas se destacan por otras
caracteristicas de PCV y por su potencial como biofertilizantes. Entre estas bacterias se
encuentran especies de los géneros Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia, Herbaspirillum, Pseudomonas y Rhizobium (Ferrera-Cerrato, 1995;
Rodriguez, 1995; Beringer, 1974).

Nuestros resultados aportan informacién atil en cuanto a que en cana se puede
potenciar el empleo de bacterias PCV perfeccionando la interaccién planta-bacteria de
manera de definir el o los mecanismos implicados. También se destaca la identificacidon
de géneros que tienen potencial de fijacion de N, y otras caracteristicas de PCV. Se sabe
que la etapa final de producciéon de un inoculante es dificultosa sobre todo para el
escalado del proceso y probablemente en cafia esas dificultades son mayores por las
caracteristicas del cultivo (varios afios) y por su manejo especifico. Sin embargo, hemos
logrado en este trabajo utilizar un inoculante en cafia y evaluar su comportamiento en

condiciones naturales.

En conclusién, los estudios realizados demuestran una respuesta positiva y significativa
de cafa a la inoculacién con bacterias endodfitas diazotrofas de diferentes géneros en
invernaculo y en menor grado en campo, sin descartar que las diferencias se obtengan
luego del primer afio de cultivo. El trabajo aporta antecedentes relevantes para el
cultivo de cafa en nuestro pais, tanto desde el punto de vista econdmico, ecoldgico y

productivo.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados del presente trabajo se extraen las siguientes conclusiones:

1) Se determind el aporte de la FBN a la cafia de azucar en invernaculo y en campo por

primera vez en nuestro pais.

2) La aplicacion de la técnica de abundancia natural de N en campo y de dilucién
isotopica de °N en inverndaculo evidenciaron que el cultivo de cafia en las condiciones y
suelos de Bella Unidn (Departamento de Artigas) recibe entre 33%-48% de nitrégeno de

la FBN. La variedad TUC 77-42 dio 70% de FBN.

3) Existen bacterias “probablemente” endéfitas de los géneros Pseudomonas,
Enterobacter, Stenotrophomonas, con potencial de promocién del crecimiento vegetal y

de fijacion de N, (diazdtrofas) en las variedades de cafia de Uruguay.

4) Las cepas bacterianas estudiadas tienen gran versatilidad en su metabolismo vy
resistencia a antibidticos, combinado con produccién de sideréforos y control de hongos
fitopatdgenos in vitro, caracteristicas importantes a tener en cuenta en la formulaciény
produccion de un biofertilizante. Producen in vitro enzimas pectinasas y endoglucanasas

de interés para el ingreso activo de las bacterias a la planta.

5) La respuesta a la inoculacién de cafa con géneros bacterianos diferentes en
condiciones semi-crontroladas (invernaculo) fue homogénea y se detectaron diferencias
significativas con las plantas del control negativo en variables de importancia
agronédmica como peso seco radical, biomasa aérea y altura de plantas. Las cepas
Enterobacter sp. UYSO10 y Shinella sp. UYSO24 presentaron diferencias significativas
con el control negativo en la mayoria de las variables evaluadas, incluyendo la

concentracion y acumulacion de N en la parte aérea de la planta.
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6) En campo, la inoculacion de la variedad LCP 85-384 con Enterobacter sp. UYSO10 y
Shinella sp. UYSO24 no mostrd diferencias significativas en biomasa aérea y % N-total en
la parte aérea, pero si se observé un valor similar en la acumulacién de N/planta para
Enterobacter sp. UYSO10 con respecto al control positivo. Estos resultados incentivaron
a continuar un afio mas el ensayo de campo, con probabilidad de observar cambios

significativos recién al segundo afio.

PERSPECTIVAS

Los antecedentes de este trabajo permitiran disefar nuevos ensayos de inoculacién en
invernaculo y campo. Aprovechando la coleccién de probables bacterias enddfitas
diazdtrofas generada, se podran seleccionar otras cepas por sus caracteristicas de PCV
(por ejemplo Acinetobacter sp. UYSO03) para evaluar la influencia de la interaccidn
genotipo bacteria-variedad de cafa sobre la FBN. A su vez, sera interesante probar

diferentes soportes de inoculantes (liquidos y sélidos) y co-inoculacién bacteriana.

Los resultados obtenidos establecerdn bases sdlidas para desarrollar un biofertilizante

apropiado y una forma eficiente de inoculaciéon del cultivo de caia de azucar.
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ANEXO 1

Medios de cultivo sin-N

Componente JNFb LGI LGI-P
Sacarosa - 50g 100 g
Acido malico 50g - -
K;HPO, 0,6g 02¢g 02g
KH,PO, 1,8g 0,6g 0,6g
MgS0,.7H,0 02g 02¢g 02g
NacCl 01lg - -
CaCl, 0,015¢ 0,015¢ 0,015g
Solucién EDTA 1,64% 4,0 ml 4,0 ml -
FeCls - 0,01g 0,01g
Na,Mo0,.2H,0 - 0,002 g 0,002 g
Solucién de micronutrientes 2,0 ml - -
Solucién de vitaminas 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
KOH 45¢g - -

pH 5,8 (KOH 1%) 6-6,2 (H2S04 5%) 5,5 (ac. acético 1%)
Azul de bromotimol 2,0 ml 5,0 ml 5,0 ml

H20 c.s.p. 1 litro

(Baldani y col., 1999; Cavalcante y Dobereiner., 1988)

A los medios sdlidos se le agregd 12 g/l de agar y a los medios semisdlidos 4 g/ de agar.

Solucion de micronutrientes Solucién de vitaminas
Componente Componente

H3BO; 2,86 g o

MnSO4.H,0 2,08 g Biotina 00lg
znS0,.7H,0 022¢g Pyridoxal-HCI 0,02¢g
MoOs.H,0 0,09¢g H,0 c.s.p. 1 litro

CuS0,4.5H,0 0,08 g

H,O c.s.p. 1 litro
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Medios de cultivos ricos

Medio TY

Componente

Triptona 50g
Extracto de levadura 30g
CaCl,.H,0 09g

H,0 c.s.p. 1 litro
(Beringer, 1974)

DYG's

Componente

Glucosa 20g
Acido malico 20g
Peptona bacterioldgica 1,5¢g
Extracto de levadura 20g
K,HPO, 0,5g
MgS0,.7H,0 0,5g
Acido glutamico 1,5¢g

H,O0 c.s.p. 1 litro
(Webery col., 1999)

A los medios sdlidos se le agregd 12 g/l de agar y a los medios semisdlidos 4 g/| de agar
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Medio para plantas

Medio Fahraeus

Componente

Na,HPO, 150 mg
KH,PO, 100 mg
CaCl, 100 mg
MgSQO,.7H,0 120 mg
Fe-citrato 5mg

H,0 c.s.p. 1 litro
(Faharaeus, 1957)

Buffer de Electroforesis

TBE (Tris-Ac. bérico-EDTA) 10X

Componente

Tris 108 g
Acido bérico 55¢g
EDTA (0,5M, pH 8) 40 ml

H,O0 c.s.p. 1 litro
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ANEXO 2

Lista de bacterias endodfitas diazotrofas aisladas de variedades de cafa de azucar
comerciales del Uruguay, seleccionadas para la amplificacion del gen nifH.

Variedad Medio de Variedad Medio de
Morfotipo de cafa cultivo Morfotipo de cafa cultivo
1 TUC 78-14 (BF) LGI 15 TUC 77-42 (BF) LGI
1 TUC 78-14 (BF) IJNFb 15 TUC 77-42 (BF) INFb
1 TUC 77-42 (AF) LGl 16 TUC 77-42 (AF) LGl
1 TUC 77-42 (AF) INFb 16 TUC 77-42 (AF) INFb
1 LCP 85-384 (AF) LGI 16 TUC 77-42 (BF) LGl
1 LCP 85-384 (AF)  IJNFb 16 TUC 77-42 (BF)  INFb
1 LCP 85-384 (BF) LGI 16 LCP 85-384 (AF) LGI
1 LCP 85-384 (BF) IJNFb 17 TUC 77-42 (BF) INFb
2 TUC 78-14 (BF) LGI 17 LCP 85-384 (AF)  LGI
2 TUC 78-14 (BF)  JNFb 18 TUC 78-14 (BF) INFb
2 LCP 85-384 (BF) LGl 19 TUC 77-42 (BF) LGl
3 TUC 78-14 (BF)  INFb 19 TUC 77-42 (BF)  INFb
3 LCP 85-384 (BF) LGl 19 LCP 85-384 (AF)  JNFb
4 TUC 77-42 (BF) IJNFb 20 TUC 77-42 (BF) INFb
4 LCP 85-384 (AF) LGI 21 TUC 77-42 (BF) INFb
5 LCP 85-384 (AF)  INFb 22 TUC 77-42 (BF) INFb
6 TUC 78-14 (BF) LGI 23 TUC 77-42 (BF) INFb
6 TUC 77-42 (AF) LGI 24 TUC 77-42 (AF) LGl
6 LCP 85-384 (AF)  LGI 24 TUC 77-42 (AF)  INFb
6 LCP 85-384 (AF)  INFb 24 LCP 85-384 (AF)  INFb
6 LCP 85-384 (BF) LGI 25 TUC 77-42 (AF) LGl
6 LCP 85-384 (BF)  IJNFb 26 TUC 77-42 (AF)  INFb
7 TUC 78-14 (BF)  JNFb 27 TUC 78-14 (BF) INFb
8 TUC 77-42 (AF) IJNFb 27 TUC 77-42 (AF) INFb
9 LCP 85-384 (BF) LGI 27 TUC 77-42 (BF) LGl
10 TUC 78-14 (BF)  JNFb 27 TUC 77-42 (BF) INFb
10 TUC 77-42 (AF) LGI 27 LCP 85-384 (AF) INFb
10 TUC 77-42 (AF) JNFb 28 TUC 77-42 (AF) IJNFb
10 LCP 85-384 (AF) LGl 29 TUC 77-42 (BF) LGl
10 LCP 85-384 (BF) LGI 30 TUC 77-42 (BF) LGI
10 LCP 85-384 (BF) IJNFb 31 TUC 77-42 (BF) LGl
11 TUC 78-14 (BF) LGI 32 TUC 77-42 (AF)  INFb
11 TUC 78-14 (BF) JNFb 33 TUC 78-14 (BF) LGI
11 TUC 77-42 (AF) LGl 33 LCP 85-384 (BF) INFb
11 TUC 77-42 (AF)  INFb 34 LCP 85-384 (BF)  INFb
11 TUC 77-42 (BF)  JNFb 35 LCP 85-384 (BF) LGl
11 LCP 85-384 (AF) LGl 35 LCP 85-384 (BF) INFb
11 LCP 85-384 (AF)  IJNFb 36 LCP 85-384 (BF) LGl
11 LCP 85-384 (BF) LGl 36 LCP 85-384 (BF)  JNFb
11 LCP 85-384 (BF) INFb 37 LCP 85-384 (BF) INFb
12 TUC 77-42 (BF) IJNFb 38 TUC 77-42 (BF) INFb
12 LCP 85-384 (AF) LGl 39 LCP 85-384 (BF) LGl
12 LCP 85-384 (BF) LGI 40 TUC 77-42 (AF) LGI
12 LCP 85-384 (BF) IJNFb 41 TUC 78-14 (BF) LGl
13 TUC 77-42 (BF)  INFb 41 TUC 78-14 (BF)  IJNFb
14 TUC 77-42 (AF) LGI 41 LCP 85-384 (BF) INFb
14 TUC 77-42 (AF) INFb 42 TUC 78-14 (BF) LGl
14 TUC 77-42 (BF) LGI 42 LCP 85-384 (BF) LGl
14 TUC 77-42 (BF) JNFb 43 LCP 85-384 (BF) LGI
14 LCP 85-384 (AF) LGl 43 LCP 85-384 (BF) INFb
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