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1 INTRODUCCION

El nitrégeno constituye unos de los elementos nmapoitantes para el
desarrollo vegetal. Frecuentemente se presenta tiomtante del crecimiento vegetal
ya que es removido en cantidades superiores a&tlaginutrientes y ademas su nivel en
suelo es generalmente bajo (Frioni, 2006). La mawote del N del suelo se encuentra
en forma organica (98%), el cual no es asimilabblelas plantas. La conversion del N
organico en Nuf, es un proceso conocido como amonificacion. Edtg’ Muede ser
absorbidgor las plantas (asimilacion), o en suelos y ageaxidado a Ny este a
NOs por diferentes microorganismos. El BN@onstituye la principal fuente de N
combinado que las plantas absorben del suelo, BEkiNosférico no puede ser utilizado
como tal por las plantas ni animales para producileculas organonitrogenadas. Solo
un grupo minoritario de procariotas, conocidos cotezotrofos o fijadores de ;N
pueden reducir el Na NH," mediante el proceso conocido como fijacion biatagie N
(FBN) (Monza y Marquez, 2004).

La FBN es una propiedad exclusiva de ciertos piroiea. Hasta el momento
ningln organismo eucariota es capaz de fijar Npfeteso de FBN consiste en la
reduccion de Bl a amonio, y el amonio es convertido a formas aogdn por el
complejo de enzimas GS/GOGAT. La reaccion de fijacde N es altamente
demandante de energia, con un costo de 16 ATP gua molécula de Nreducida.
Entre los microorganismos involucrados en la FBN e®uentran: bacterias,
cianobacterias, actinomicetes y archeobacterias;uales pueden fijar N en vida libre o
formando asociaciones con organismos perteneciaht@sminio Eucaria. El caso mas
conocido de asociacion simbidtica es la rela&éizobiumy leguminosas. Sin embargo
la FBN no es un proceso exclusivo de las legumsadsaisten diversos estudios que
detectan FBN en varias gramineas y determinan dpeciées de diazotrofos que se
encuentran asociadas a ellas. Day et (&075) determinaron la actividad de la
nitrogenasa (medida en nmol dgHg g de las raices seca®)ren distintas gramineas
tropicales. Los valores mas elevados para cadeaiespesron: 754 par&ennisetum
purpureum 750 paraBrachiaria mutica 341 paraDigitaria decumbens?299 para
Panicummaximum 283 paraPaspalum notatum269 paraCynodon dactylon41 para
Melinis minutifloraand 29 par&lyparrhenia rufa En Paspalum notaturBoddey et al.
(1983) observaron que el .cBatatais presentaba entre un 8 y 25% del N dediatal
originado por FBN. Asimismo evidenciaron diferescientre cultivares con diferentes
niveles de ploidia dado que el cv. Batatais (t&tidp) presenté una mayor proporcion
de N con origen en la fijacion bioldgica que el Bensacola (diploide) y quaspalum
maritimum

En el caso deP. dilatatum no existe informacion confirmada y dados los
esfuerzos que se han realizado en la region péiEaueste recurso fitogenético, resulta
particularmente relevante conocer las posiblesiasiooes de esta especie con fijadores
de nitrégeno. Esto podria implicar un importantimensionamiento de la utilizacion
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de este recurso fitogenétid®aspalum dilatatumncluye varios biotipos de diferentes
niveles de ploidia, sistemas reproductivos y adamtas ecoldgicas (Speranza, 2009),
varios de los cuales se estan utilizando en logransas de domesticacion regionales.
En base a los antecedentes disponibles para aipexies del género, se plantea el
estudio de las asociaciones con microorganismaddiigs de nitrdgeno rizosféricos y
endofitos de los dos biotipos &aspalum dilatatunpresentes en el sur del Uruguay: el
biotipo sexualP. dilatatumssp.flavesceny el biotipo apomictico comuR. dilatatum
ssp.dilatatum

1.1 OBJETIVOS GENERALES

» Comprobar la existencia de diazotrofos en dos gmstidePaspalum
dilatatumy caracterizarlos.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar el numero de bacterias diazotrofas rinosf y endofitas en
los biotiposP. dilatatumssp.flavesceny P. dilatatumssp.dilatatum

» Aislar bacterias fijadoras de ;Nrizosféricas y endofitas de ambos
biotipos.

» Caracterizar e identificar las bacterias diazog@wsociadas a los biotipos
en estudio.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ELNITROGENO

2.1.1 El nitrégeno para las plantas

El nitrogeno (N), después del agua, es el nutriemés importante para el
desarrollo de las plantas debido a su importangidaeformacion delas principales
biomoléculas de los organismos vivos; si a estadliai@s que los suelos suelen ser mas
deficientes en N disponible que en cualquier oemento, no resulta extrafio que sea el
N, junto con el fosforo y el potasio, el elementave en la nutricion mineral de las
plantas. Las plantas requieren N como componenperiamte de las proteinas, acidos
nucleicos, clorofila y otras moléculas organicapontiantes. Se distribuye en la planta
en tres grupos: el primero que significa mas déb 5@ halla en compuestos de elevado
peso molecular como las proteinas y los acidoseiuad; el segundo en formas de N
orgénico soluble, esto es aminoacidos, amidas,aaninel tercero es el N inorgéanico,
siendo la mayoria del mismo los iones nitrato y @moEl contenido total de N con
respecto al peso seco de la planta oscila entig5ey el 5% (Campbell et al. 2005,
Azcén-Bieto y Talon 2008, Bhattacharjee e28I08)

El nitrato (NQ) y el amonio (NH") son las formas idnicas preferentes de
absorcion de N por las plantas, son tomados adrdeétransportadores especificos
localizados en la membrana de células epidérmieatadaiz; también a través de
amoniaco (gas), que se introduce en la plantavésrde los estomas. Indirectamente las
plantas también pueden tomar ¢l &imosférico mediante la fijacion biologica de N, e
asociacion con bacterias diazotroficas. Los praces®o ingreso del amoniaco (gas) a
través de los estomas y la fijacion bioldgica deté&dminan convirtiéndose en amonio
una vez dentro de la planta (Monza y Marquez 28@49n-Bieto y Talon 2008)

2.2 ELCICLODELN

El N es un nutriente limitante en la mayoria de &sbientes, siendo el
dinitrogeno (N) que representa un 79% de la atmosfera, la magarva de N en la
biésfera y por ende para los suelos. A nivel dltdbanayor reserva de N la constituyen
las rocas primarias (98% de todo el N), le siguealmédsfera, luego las rocas
sedimentarias, los sedimentos marinos y el reserutds pequefio lo constituye el suelo
de la litdsfera y de las rocas sedimentarias. BhdNpuede ser asimilado directamente
por las plantas, pero puede estar disponible &drde la fijacion biologica de N (FBN),
proceso que solo ciertas células procariotas cdgunas eubacterias, cianobacterias,
arqueobacterias y actinomycetes pueden llevar a (fafoni 2005, Dalton y Kramer
2006, Franche et al. 2008).

La mayor parte del N del suelo se encuentra endarganica (98%), en los



restos de animales, vegetales y microorganismaosafodo parte, entre otras moléculas,
de aminoécidos, fosfolipidos, coenzimas y acidoslemos. EI N organico no es
asimilable por las plantas. Es entonces que torpartiencia el proceso microbiano de
mineralizacion del N en el suelo, dado que es oogxo variable y dependiente de las
condiciones ambientales es muy dificil determinapaencial nutritivo del N en el
suelo, mas aun teniendo en cuenta los procesoérdiel@ de N como la desnitrificacion
y lixiviacion. La transferencia de N inorganico de®l medio a la biomasa, y desde esta
nuevamente a formas de N inorganico, conforma ®spiconoce como el ciclo del N,
gue vincula sus diferentes reservorios y estadasitacion (Monza y Marquez 2004,
Azcon-Bieto y Talon 2008).

El ciclo del N se puede resumir segun Monza y Mézq(2004) en los
siguientes puntos.

« La conversion del N organico en BH proceso conocido como
amonificacion, ocurre por la actividad de difersnibecterias y hongos
que actian a distintas temperaturas y pH. En utidseamplio, este
proceso forma parte de la mineralizacién, que spoede al paso de
diferentes moléculas orgénicas a formas inorganicas

« El NH;" puede ser absorbigmr las plantas (asimilacion), o en suelos y
aguas ser oxidado a N este a N@ por diferentes microorganismos,
proceso conocido como nitrificacion. El M@onstituye la principal
fuente de N combinado que las plantas absorbesugdd. A su vez, en
condiciones limitantes de ;O microorganismos pueden reducir NO
empleandolo como aceptor final de electrones @adigna respiratoria.
Este proceso conocido como desnitrificacion, egaesable de la salida
de N de los ecosistemas comg, N otras formas gaseosas como el
oxido nitrico (NO) o el 6xido nitroso @gO).

* El N2 no puede ser utilizado como tal por las plantaammales para
producir moléculas organonitrogenadas. So6lo un gymmoritario de
procariotas, conocidos como diazotrofos o fijadodes N, pueden
reducir el N a NH;" mediante el proceso conocido como fijacién
biol6gica de N (FBN).
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Figura No. 1. El ciclo del N
2.3 LA FIJACION BIOLOGICA DE N (FBN)

La utilizacion del gas N () como fuente de N es llamada fijacion bioldgica
del N y es una propiedad exclusiva de ciertos piates. Hasta el momento ninguin
organismo eucariota es capaz de fijar Hstos microorganismos pueden ser tanto
aerobios como anaerobios y se encuentran en ambienty diversos como el suelo,
océanos, sedimentos marinos y en asociacion covelgstales (Karl et al., 1997). El
proceso FBN consiste en la reduccion deaNamonio, y el amonio es convertido a
formas orgéanicas, por el complejo de enzimas GS/&DG&a reaccion de fijacion de
N, es altamente demandante de energia, con un c®sté ATP por cada molécula de
N, reducida. Si a esta cantidad de ATP le sumamosséb de energia para aumentar lo
suficiente el potencial redox de la nitrogenaseosto total se encuentra en torno a los
25 moles de ATP por molécula deg fijada (Dalton y Kramer 2006, Bhattacharjee et al.
2008).

N, +8H + 86+ 16ATP — >  2NH H, + 16ADP + 16Pi

2.3.1 La nitrogenasa

El proceso de reduccion es catalizado por el cgmplezima nitrogenasa, que
consiste en dos proteinas separadas llamadasodamntisa y dinitrogenasa reductasa.
Ambas poseen hierro, ademéas la dinitrogenasa oentmolibdeno. El hierro y



molibdeno en la dinitrogenasa son contenidos emfalctor conocido como Fe-Mo-co,

donde ocurre la reduccion del, N\Madigan et al. 2000, Mayz-Figueroa 2004). De
manera general, las nitrogenasas estan formadatoparomponentes: Componente | 0
proteina Fe-M, donde el metal (M) puede ser mohbdganadio o hierro y componente
Il o proteina so6lo hierro. El componente | es umateero a2b2 constituido por 30

atomos de hierro y dos del metal correspondiengéjttiidos en dos tipos de cumulos:
los empaques cubicos o tipo “P” (8Fe, 7S2--) ycefactor Fe-M. La proteina sélo

hierro es sensible al oxigeno, contiene Unicamefaulos tipo 4Fe4S, asi como dos
sitios de enlace MgATP (Chan y Jongsun, 1993). Raraar la enzima nitrogenasa

activa se requiere una molécula del componentprbteina Fe-M, y dos moléculas del
componente Il o proteina sélo hierro (Ruiz etz008).

Algunas bacterias fijadoras de N pueden preserii@ganasa sin molibdeno
en ciertas condiciones de crecimierAaotobacter vinelandiiuna bacteria aerdbica del
suelo, fue el diazotrofo que demostré tener trpsstide nitrogenasas: la clasica
nitrogenasa conteniendo molibdeno, la nitrogenasa gontiene vanadio y la
nitrogenasa con hierro. Estas son las denominadasgenasas alternativas, que
contienen vanadio y hierro o solo hierro en lugarrdolibdeno (Maynard et al. 1994,
Madigan et al. 2000).

La FBN es altamente reductiva en la naturalezd,pyoeeso es inhibido por el
oxigeno debido a que tanto la dinitrogenasa pepecimente la dinitrogenasa
reductasa, son rapidamente e irreversiblementévadas por el @ Por lo cual aunque
en las bacterias aerobicas la FBN ocurre en preesdetQ, la nitrogenasa es protegida
de la inactivacion del Omediante varios mecanismos. Epnotobacteita nitrogenasa es
protegida de la inactivacion del oxigeno por aumeld la tasa respiratoria, que le
permite mantener niveles bajos de éh el citoplasma. Ademas esta bacteria presenta
dos tipos adicionales de proteccion frente all® produccion de capas de polisacarido
extracelular que dificulta la entrada del ®la célula, y un mecanismo de proteccién
conformacional; este mecanismo consiste en la ud@&mna proteina especifica a la
nitrogenasa en presencia de concentraciones &tasigeno, como resultado la enzima
es protegida por inactivacion reversible (Madigaal 2000, Monza y Marquez 2004).

Frioni (2006) menciona los métodos para protegertt@genasa frente al,0O
observados en diversos diazotrofos. Se puederatatalla siguiente manera:

» Polimeros extracelulares: Capsulas y capas mudimsian el flujo de
oxigeno a la célula.

» Microarofilia: diazotrofos aerobios migran hacigiomes de baja presion
de G donde pueden expresar la nitrogenasa.

* Proteccidn respiratoria: una intensificacion debgaso respiratorio
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permite la reduccion delfx concentraciones inocuas para la enzima.

* Proteccion conformacional: Azotobacter posee este mecanismo
relacionado a modificaciones bioquimicas de la reaziise combina
equimolecularmente con una tercera SFe-proteingr&sencia de iones

MQ).

* Inhibicion reversible: un mecanismo alternativoparesto par&lebsiella
y Rhodopseudomonassta relacionado en la competencia entre dos
sistemas enzimaticos, nitrogenasa y cadena resj@rgior una reserva
comun de poder reductor.

e Separacion espacial de la nitrogenasa: en célagf@rmlizadas como los
heterocistos en cianobacterias o las vesicul&alekia, la separacion de
la actividad nitrogenasa puede ser temporal o edp&mn cianobacterias
sin heterocistos los procesos son secuencialesni#uel dia se produce la
fotdlisis del agua y se genera ATP y en periodasiros se activa la
nitrogenasa y la respiracion mantiene el nivel dad2cuado. Por lo tanto
la fijacion en especies que desarrollan heterais® puede realizar en
presencia de

» Barreras a la difusién: los nédulos de legumingsastinorrizas ofrecen
varios mecanismos de proteccion, pero la barrex@niea de las células
de la corteza del nédulo limita la entrada de axige la zona bacteriana.
Sistemas membranosos internos de muchos diazqtrébgipo de los
mesosomas, limitan la llegada del oxigeno a lanezzi

Dobereiner et al. (1972) encontré que la presidiiglade oxigeno afecto la
FBN enPaspalum notatumNi las condiciones de aerobiosis total ni anaesi$ total
produjeron el maximo, sino que dicho punto se eméam una presion de 0.04 atm de
O,. La anaerobiosis completa aport6 una muy bajac@dn de acetileno, sugiriendo
gue los anaerobios facultativos u obligados sormpalea importancia en el total de
fijacion biologica de M

Los genes involucrados colectivamente en la sesila nitrogenasa y en el
proceso catalitico de la FBN son denominados geiifed 0s genes accesorios son
denominadodix y son también necesarios para el funcionamientegulacion de la
nitrogenasa en las bacterias aerdbicas y micrdheasft La expresion de los gena$
esta regulada negativamente por la disponibilidadN@;, NH;" o aminoéacidos en el
ambiente (Bottomley y Mylord, 2007). A su vez muglte las proteinas relacionadas
con los genesif son desnaturalizadas por el. &l gennifH codifica particularmente
para una subunidad de la enzima nitrogenasa reducfae une dos moléculas de



MgATP y reduce la nitrogenasa por una Unica traasfga de electron.

2.3.2 Los microorganismos diazotréficos

Entre los microorganismos involucrados en la FBNeseuentran: bacterias,
cianobacterias, actinomicetes y archeobacterias;uales pueden fijarJNen vida libre
o formando asociaciones con organismos pertenesieat Dominio Eucaria. Las
bacterias fijadoras de,N$son un componente importante del suelo y requienafuente
de energia quimica si no son fotosintéticas. Lastebas aerdbicas dependen del
oxigeno, humedad, y materia organica, las anae®tson predominantes en suelos
anegados donde existen las condiciones de humedathtgria organica pero el
suministro de oxigeno esta restringido (Mayz-FigagP004).

De acuerdo con Franche et al. (2009), una ampliarsidad de bacterias
fijadoras de nitrogeno tienen la capacidad de c¢odonia rizosfera e interactuar con
plantas. Leguminosas y actinorrizas pueden obtneitrégeno mediante la asociacion
con Rhizobia o Frankia mediante la diferenciacion de un 6rgano espeeitiz el
nédulo. Muchas leguminosas pueden establecer Uaeidre simbidtica con bacterias
nodulares, colectivamente referidas como rizoblas rizobios son bacterias Gram
negativas y pertenecen a la larga dividtbateobacteria El génerd~rankia comprende
bacterias Gram positivas pertenecientes a la familFranliaceae en el 6rden
Actinomycetales

La FBN por bacterias asociativas se define comutermmo fijacion de N por
bacterias de vida libre bajo la directa influendal hospedero. Estas bacterias
asociativas entablan una relacion protocooperatora una planta hospedera. En esta
relacion hay un intercambio de nutrientes entrartegrantes de la misma pero sin que
exista o se forme una estructura radicular espeati (Dalton y Kramer2006). Las
bacterias denominadas asociativas pueden ser tanmdnéofitas, las cuales son
beneficiales para la planta dado que suministram IN planta hospedera mediante la
FBN y por la produccion de sustancias promotorascieimiento. Si bien cada
mecanismo por separado es beneficial, comiunmenteeoca la vez. Los endofitos son
definidos como aquellas bacterias que colonizardsalemente el tejido de la planta sin
causar sintomas visibles o producir dafos a laal&stos enddéfitos pueden colonizar
un elevado numero de plantas, pero no siempre efectddos en los estudios (Dalton y
Kramer2006, Bhattacharjee et 2008).

Otra manera de clasificar los diazotrofos es ptas@npor Bottomley y Mylord
(2007). Los procariotas diazotroficos pueden digelien aquellos que llevan a cabo la
FBN en una relacion simbidtica o comensalista aoeucariota y aquellos que fijarp N
en un estado de vida libre. Las secreciones radigabtras deposiciones son la mayor
fuente de carbono para las bacterias diazotrofasasciadas con las raices. Estas
bacterias se encuentran también en espacios illares de la corteza de la raiz. Se ha
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dicho que estas bacterias pueden aportar entrg 803% del N total acumulado por las
plantas. En algunos casos particulares como ladtadses encontrados en cafa de
azucar por Urquiaga et al., citados por Bottomlayiytord (2007) el porcentaje de N
total proveniente de la fijacion bioldgica puedegir al 60%. Segun Bottomley y
Mylord (2007), es extremadamente dificil determilaafijacion biolégica de blpara un
ambiente por parte de los diazotrofos de vida Jibten en ambientes en que se puede
utilizar la técnica de reduccion de acetileno.

Existen bacterias que favorecen a las plantas amn estimulacion del
crecimiento o la prevencién de enfermedades. Hsaterias son llamadas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV). Entre BPCV se encuentran los
microorganismos diazotrofos los cuales establecen asociacion sinérgica con las
plantas. Klucas, citado por Dalton y Kram@006) sefala que las plantas reciben
excesos de N de los microorganismos y estos pugidaar compuestos derivados del
carbono provenientes de las plantas como combegtdnla la fijacion de N En esta
relacibn ambas partes son beneficiadas, pero sureocia es mas casual que
cooperativa. En las gramineas, la composicion @atwa y cualitativa de los
microorganismos en la rizésfera varia entre espeeiéncluso entre genotipos de la
misma especie, lo cual se atribuye principalmeries avariaciones intrinsecas de cada
planta en particular, en términos de la cantidachljdad de los exudados radicales.
Ademés de las caracteristicas de la planta, ladisjidad de nutrientes en la rizosfera
esta controlada por los efectos que ejercen lapigitades del suelo sobre las
interacciones de las raices con los microorganigResgel, 1997).

2.3.3 Factores gue afectan la FBN

Ademas de la presion de,Oa actividad de la enzima nitrogenasa y las
poblaciones de microorganismos diazotrofos se Veatamlas por diferentes factores
bidticos y abidticos. Estos factores explican lasaciones detectadas en FBN para una
determinada especie y el estudio de los mismogadgpeara lograr mejores resultados en
aguellos casos en la que FBN tiene un rol fundaahemnt lo productivo y por lo tanto
economico.

Day et al.(1975) en varias gramineas forrajeras tropicalésriakénaron que la
actividad nitrogenasa variaba considerablementederdo a la estacion climética y fue
maxima en el periodo de activo crecimiento vegetati

Otro de los factores que se ha determinado quéaafe@ctividad nitrogenasa
es la fertilizacion nitrogenada. Braspalum notaturpara muestras de suelo intactas 10
ppm de NHZ inhibian la actividad de la nitrogenasa en 2 hgrd® ppm de NOs
dentro de las 4 h. Pero después de una semanaésttiss eran insignificantes (Day et
al.,, 1975). En el campo, la actividad de la nitrogenasalas raices d@ennisetum
purpureum y Digitaria decumbensno se vio afectada, dos semanas después de
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aplicaciones de 20 kg N ha-1 como MHDs. Incluso después de ocho aplicaciones
similares (Day et al1975).

Las diferencias de genotipo dentro de una mismeces@afecta a la poblacion
de diazotrofos asociados a la misma. De acuerdoDdidrereiner et al. (1972), en el
campo la especifzotobacter paspake encuentra establecida permanentemente en la
rizosfera de los cultivares tetraploides Baspalum notatumpero no asi en los
cultivares diploides o en otras especies Rigspalum aun cuando se inoculan
artificialmente. En el mismo estudio el cultivar t&8ais (tetraploide) difirid
significativamente fijando mas N que el cultivanPacola (diploide). Behling y Boddey
(1987), en estudios realizados lRanicum maximumtambién encontraron diferencias
entre biotipos, sugiriendo que la mejora géneticasta especie deberia de considerar la
diferencia en la capacidad de fijar N.

Dobereiner et al. (1972) sefialan que en las raled3aspalum notatunia
actividad de la nitrogenasa esta indirectamenéi@iada con la fotosintesis. Dado que
esta especie una vez que estd establecida domipastara en luz directa, pero es
facilmente sustituida en la sombra. Dobereiner yn@alo, citados por Ddbereiner
(1972), indican que el sombreado de una pastur®adpalum notatunestablecida
disminuyé el numero deAzotobacter paspaliasociadas y que dado que la
fotorespiracion es despreciable en estas espediasn@ mayor cantidad de fotosintatos
se derivardn al crecimiento y exudacion radicularserian responsables por la
estimulacion de la rizosfera hacia los organismjaddres de vida libre.

Asimismo Dobereiner et al. (1972), encontraron @ueagregado de azucar
estimulaba la actividad nitrogenasa y el suel@sgiicar permanecia inactivo, sugiriendo
gueA. Paspalien el suelo esta limitada por la disponibilidadcdebono. Sin embargo
esta actividad aparenté no afectar la multiplicadéA. Paspalidado que los nUmeros
de las microcolonias fueron similares antes y désple la incubacion con azUcar.

2.3.4 Métodos para estudiar la FBN

Los métodos mas usados para medir la fijacion ficdd del N son: la
cuantificacion del N total mediante el método del#ghl, el método de reduccion de
acetileno y las técnicas isotopicas que emplean N

Zuberer (1998) sefialan que es posible estimar |& EBtravés de la
comparacion del N total en plantas creciendo ca@mybacterias fijadoras de,NSin
embargo sefiala que este método se puede utilizzandente en aquellos sistemas en
gue la fijacion de Bles realmente alta.

La nitrogenasa puede reducir otros sustratos addeids, y esta ha sido la
base de la reduccion del acetileno, el cual middijdzion de N indirectamente
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(Martinez-Romero, 2006). La sensibilidad de estdode permite la deteccion de
niveles realmente bajos de actividad nitrogenasahecho, la sensibilidad de esta
técnica facilitd la determinacion de la fijacion Mgasociada a gramineas. Basandose en
la energia para reducir una molécula de acetilenoayde N la reduccion de cuatro
moléculas de acetileno equivale a la reduccionrdermolécula de N Sin embargo en

la préactica esta relaciéon ha mostrado variar ehBél a 25/1, dependiendo del sistema
de medida. La mayoria de los investigadores asumeradio de 3/1 o 4/1 (Zuberer,
1998).

Sin embargo algunas nitrogenasas no poseen laidagade reducir el
acetileno (Ribbe, 1997). En estudios realizados Amrouak et al. (1999) en trigo y
maiz con la bacteriRaenibacillusse registr6 un aumento total del N medido mediante
Kjeldahl, pero no se observé reduccién de acetileno

Giller (1987), sefiala que la técnica de ARA puenlmeestimar la fijacion de
N, debido a: 1) produccion de etileno el cual no e de acetileno, 2) oxidacion de
etileno por otras bacterias de suelo, 3) escased derante un periodo prolongado
debido a la inhibicién de la nitrogenasa por eltikm® y 4) fallas para calibrar la
relacion de equivalencia entre la reduccion delaoety la del N.

Zuberer (1998), cita tres tipos de métodos basadas uso del is6toptN: 1)
medicién de la incorporacién déN, (dinitrégeno etiquetado) dentro de la planta, 2)
dilucién isotépica, en el cual el contenido’dd en los tejidos de la planta es medido y
la relacion™N a'*N es calculada y 3) abundancia natural’délen suelos o plantas.

La técnica de abundancia natural,g¢ se basa en el hecho de que la mayoria
de los suelos presentan ligeras diferencias ebuadancia dgsN en comparacion con
el N presente en la atmosfera. La proporcion denésode;sN en el N total de la
atmosfera es de 0.3663% atomegé. Para determinar la proporcion de N derivadolde e
aire a través de FBN (% Ndfa), es necesario méita abundancigN en el N de la
planta bajo estudio, (b) la abundangfd derivado del N que la planta toma en en suelo,
y (c) la abundancigN de la N en esta planta derivado de la FBN. Ebeecimiento en
15N por un sistema suelo/planta en una atmosferaqueuida conisN, puede
considerarse una prueba definitiva de que ocuriid B ese sistema y por consiguiente
asociacion con diazotrofos. Sin embargo, debidai@ lg exposicion al gas requiere
control completo del entorno cerrado (pCPO,, intensidad de luz, temperatura, etc), es
practicamente imposible aplicar esta técnica eramipo. El principio de esta técnica es
el mismo que el de la abundancia natural del retnégcon la excepcion que que los
suelos enriquecidos comN oscilan entre 0,1 y 1 atm porcentual por encireala
abundancia natural. Los suelos son enriquecidosstbpor el agregado de fertilizante
conysN (Boddey et al., 2008)

Por otro lado, Rothballer et al. (2009) describes tmétodos comunmente
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utilizados para detectar e identificar bacterias amociacion con las plantas: 1)
esterilizacion superficial del tejido del hospedgraislamiento de los microorganismos
en medios de cultivo adecuados, 2) amplificaciomliarege PCR del gen 16SrDNA u
otro gen marcador, en el caso de fijadores deyddria utilizarse el genifH y 3)
deteccion in situ con pruebas especificas commiasnologicas.

El aislamiento de bacterias desde las raices dajdoais o cultivos cerealeros
condujo a la identificacion de dos grupos: los cidadores rizosféricos y los
endofiticos. Como la mayoria de estas cepas fusstexdas de la superficie esterilizada
de muestras de raiz, se sugiere que algunas lbactmian protegidas de los agentes
esterilizantes, pero puede también reflejar la mimbrion de los tejidos de la raiz
(Franche et al., 2008).

Para cada bacteria a ser cultivada para cualqueeogito es necesario proveer
el ambiente bioquimico y biofisico apropiado. Elbéente bioquimico (nutricional) se
hace disponible como medio de cultivo. Los mediescdltivo son empleados para el
aislamiento y mantenimiento de cultivos puros detdvéas y también son utilizados
para la identificacion de bacterias de acuerdo & puopiedades bioquimicas y
fisiologicas. Los medios liquidos son utilizadosgpal crecimiento de lotes de cultivos
puros mientras que los medios solidos son amplitengdilizados para el aislamiento de
cultivos puros, para la estimacion de poblaciorebatterias viables, y una variedad de
otros propositos (Kenneth, 2000). Las bacteriasififas de fson comunmente aisladas
en medios selectivos sin N combinado. Sin embavgotinez-Romero (2006) sefala
gue trazas de N en el medio podria permitir el icrento de otras bacterias
oligotréficas y hongos, por lo que se hace necesdgin otro método que confirme la
capacidad de fijar Nde los microorganismos aislados. Existen micrausgaos
capaces de fijar Nen determinadas condiciones que pueden no semismsas que se
proveen en el laboratorio, por ejemplo las distirgeesiones parciales de @ las que
pueden fijar M sin que se produzca la inactivacién de la nitragan También algunas
bacterias pueden fijarJén la ausencia total debQor ejemplo las bacterias del género
Clostridium

2.4  FIJACION BIOLOGICA DE N EN GRAMINEAS

La FBN no es un proceso exclusivo de las legumsoExisten diversos
estudios que detectan FBN en varias gramineas @no@, maiz, cafia de azuUcar,
paspalum y determinan las especies de diazotrafessg encuentran asociadas a ellas
(Wrigth y Weaver 1981, Dalton y Kramer 2006, Roetll. 2006, Jha et al. 2009). Day
et al. (1975) determinaron la actividad de la nitrogen@gsadida medida en nmol de
C,Hs g* de las raices secas)hen distintas gramineas tropicales. Los valores ma
elevados para cada especie fueron: 754 pgaanisetum purpureum750 para
Brachiaria mutica 341 paraDigitaria decumbens299 paraPanicummaximum 283
paraPaspalum notatup69 paraCynodon dactylord1 paraMelinis minutifloraand 29
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paraHyparrhenia rufa

May y Attiwill (2003), sefialan que valores conséimas de fijacion biologica
de N en no-leguminosas son de 20-30 kg N/ha por @0 valores aiun mas altos han
sido estimados. Como ejemplo se sefiala que elculé cafa de azucar se ha llevado a
cabo por mas de 100 afios en algunas areas de Birmsil muy baja fertilizacion
nitrogenada y que la remocion total de la cosechdetlind los niveles de N del suelo,
sugiriendo que la fijacién de;Nodria ser la fuente de una parte substancidll deslado
por el cultivo (Dalton y Krame2006).

Dalton y Kramer(2006) sefialan que la asociacion @riconoacetobacter
diazotrophicuscon cafia de azucar permite obtener altos rendiosgrar muchos afos
sin ser necesaria la fertilizacion nitrogenada. uiaga, citado por Martinez-Romero
(2006), indica que la media estimada defiddo por dos hibridos de cafia de azucar
vario entre 170-210 kg N fijado/ha. El mismo autmncluye afirmando que la
correccion de las deficiencias en micronutriente$od suelos aparenta ser la llave para
promover la fijacidn de Nen cafia de azucar.

En Paspalum notaturov. Batatais se determind que entre un 8 y 25% del N de
la planta fue originado por FBN (Boddey et d983). A su vez los mismos autores
sefialan que el cv. Batatais presentd una mayooprdp de N con origen en la FBN
gue el cv. Pensacola y giaspalum maritimum

En la especi®aspalum notaturse observo que el suelo presentd una actividad
fijadora de N 100 veces menor que la que presenta el suelo iddharla raiz
(Dobereiner et al., 1972). El suave lavado de kses disminuyo la actividad
nitrogenasa levemente, aunque se removieron aledkxlla mitad de las células de
Azotobacter paspalindicando que las células préximas a la superfieida raiz son las
de mayor actividad nitrogenasa. El numero de bastete Azotobacter paspalfue
menor en la rizésfera que en la superficie radiclPar otro lado, la misma autora
evidencié que las raices dRaspalum notatuntv Batatais con actividad nitrogenasa
tenian una prominente capa de mucilago y en aséiaon dicha capa se desarrollaron
colonias de bacterias. La autora propone que egpta puede estar otorgando las
condiciones adecuadas para la fijacion dg bambién protege las células de ser lavadas
de las raices. Estas caracteristicas del mucildgrierias fijadoras fueron encontradas
en el cultivar Batatais deaspalum notatum

Segun Martinez-Romero (2006) la FBN en no-legun@iadsstaria limitada en
mayor medida por la planta que por la bacteriandid el trabajo de Christiansen-
Weniger en que plantas tolerantes al aluminio pose@ mejor capacidad de mantener
la fijacion de N por parte de bacterias que lasitpl no tolerantes, debiéndose a la
excrecion de compuestos carbonados que son adsecpad mantener la fijacion por
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parte de las bacterias.

2.4.1 EIN en los pastizales nativos uruguayos

Es conocida la deficiencia de algunos nutrienteseraies en los suelos del
pais, especialmente N y fosforo, condicionandoogéénial de crecimiento del campo
natural. Al ser las gramineas el componente alae estas pasturas, el N se presenta
como uno de los elementos de mayor significancisu &ez, como consecuencia de esto
se han desarrollado vegetaciones estivales comriespmaas eficientes en el uso del N.
Esto ultimo probablemente explica un aumento esstacionalidad del campo natural
en los estudios en que se fertiliza con N. Expi@san otras palabras, hay una mayor
produccién total anual del campo natural, pero e@scentrada aun en la estacion
estival (Ayala y Carambula, 1994).

2.5 PASPALUM DILATATUM

Paspalum dilatatuniPoir. Es una graminea nativa, cuya presencia €ninas y
pastizales es altamente deseable porque es ures qedt¢as especies de crecimiento
predominantemente estival y con alto valor for@jéCornaglia, 2003). Rosengurtt,
citado por Carambula (2007) sefiala que es una geangjue no solo aparece en campos
virgenes, sino que su presencia es comun en @styE que es una de las gramineas
gue demora mas en desaparecer en las degeneragiat@sses. Aunque no la califica
como una graminea agresiva. De acuerdo con Spef20@a)Paspalum dilatatun®oir.
es una graminea nativa de las praderas templadasddenérica. Y aunque ha sido una
de las primeras gramineas de ciclo estival quaseitiizado como forrajeras, subsisten
diversas limitantes para su uso, principalmente,bgja produccién de semilla y
susceptibilidad al hongBlaviceps paspali

Los miembros del grupo Dilatata han sido clasiftsaén varias categorias
taxondmicas formales e informales, especificazespecificas llamadas “biotipos”. El
biotipo mas comun y disperso d® dilatatum (P. dilatatum ssp. dilatatum) es un
complejo hibrido pentaploide apomictico (Spera2989)

Speranza (2005) sefiala que el grupo Dilatata ieatiryco biotipos sexuales de
formula gendmica 11JJR. urvillei Steud.,P. dasypleuruniKunze ex Desv.P. dilatatum
ssp.flavescengRoseng. Arr. et Izag. y los biotipos Virasoro y ¥aa deP. dilatatun).
Son biotipos tetraploides sexuales que se encwmengeografica, genética y
morfolégicamente bien diferenciados y probablemeotios ellos merezcan rango
especifico. El grupo también incluye un biotipo ta@foide apomicticoP. dilatatum
ssp. dilatatum de formula gendmica 11JJX, y varios otros biotipapomicticos
monoclonales de diferentes niveles de ploidia, Byan parte de los cuales son
probablemente derivados del pentaploide.
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Paspalum dilatatumpuede instalarse tanto en primavera como en otofio,
siempre que la siembra se realice temprano. Esespacie que demora en germinar
varias semanas, siempre que las condiciones aral@ensean favorables, con un
crecimiento inicial lento. En las mejores condigsnas plantulas demoran 4 meses en
adquirir vigor. Pero si bien su velocidad de impaion es lenta, la capacidad de
persistencia es excepcional. Se la califica conmaspecie de gran productividad que
cubre facilmente la deficiencia estival generalzate forraje de la mayoria de las
mezclas convencionales, ofreciendo una entregahor@e®génea a lo largo del afio. Sin
embargo debido a que la gran mayoria de las pastarabradas son ubicadas formando
parte de rotaciones con cultivos (2-4 afios), y @ guPaspalumpresenta un lapso
extenso (2 afios 0 mas) para ofrecer su plena pdiude materia seca, el verdadero
rol de esta especie se aprecia realmente en las gamaderas y lecheras. Las especies
como Paspalum donde practicamente el ciclo vegetativo se caldurcon el
reproductivo, un manejo que elimine las macollgsaguctivas, asegura un proceso de
macollaje continuo que permite una mejor persiséerycuna mayor calidad de la
materia seca (Carambula, 2007). A su vez, Beneithdoc por Carambula (2007),
observé en dos biotipos dRaspalum dilatatunde habitos de crecimiento contrastantes
(erecto y decumbente), que los cortes mas bajaliamrmmas y que el forraje era de
mayor digestibilidad. Lawson et al. (2003), seftplaPaspalumes menos afectada por
inundaciones y tolera mejor largos periodos degdaibn que trébol blanco y raigras
perenne, ademas responde bien al agregado deéatt! nitrogenado.

Carambula (2007), sefiala que su periodo produciivoienza en octubre y
continta hasta mayo, cuando comienzan las helBtlaismo autor cita a Garcia, sobre
los inconvenientes para expandir esta especie aakxci al bajo porcentaje de
germinacion debido al bajo porcentaje de semiléask. A su vez el mismo autor sefiala
gue esto se debe a problemas en la forma de pliodude semillas, a efectos de ataque
de Claviceps paspaly a condiciones ambientales durante la floracBegun Formoso
(2003), en la década del 80 se realizaron expetosede implantacion, control de
malezas y mezclas forrajeras. El principal probleteaesta especie a resolver era la
produccién de semillas, tema que tecnologicameme sblucionado, no obstante la
cosecha se dificultaba por la miel, la cosechad®wapegoteaba y por tanto los
productores se desinteresaron en multiplicarlo yumoo disponibilidad de semilla. En
INIA a pesar de estos problemas, se multiplicé Baemel cultivar Estanzuela Chira.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MUESTREO

El muestreo se realizé el dia 15 de noviembre d® 2h el Centro Regional
Sur (CRS) de la Facultad de Agronomia, ubicado @&n dercanias de Progreso,
Canelones3436’46’’ S; 5313’16 W).

Las plantas deP. dilatatum se identificaron por su morfologia y se
diferenciaron las subespecies por el color de stesas, de color violeta éh dilatatum
ssp.dilatatumy de color amarillo ef. dilatatumssp.flavescens

Se delimitaron tres zonas de campo natural, sepmra@d0 metros
aproximadamente entre si, con presencia de ambasprcies (Figura No. 2). En cada
zona se tomod una planta de cada subespecies clonrigosférico Se obtuvieron un
total de 6 plantas, 3 de cada subespecie.

Las plantas se trasladaron hasta el laboratorimideobiologia de la Facultad
de Agronomia donde al dia siguiente se procedatahdicionamiento de las muestras
de suelo rizosférico, raices y rizoma.

OZona 1
OZona 7

OZona L

.Goéglc,

" No. 2. Ubicacién de las zonas de muestres €entro RegiISur (CRS) de la
Facultad de Agronomia.
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3.2 RECUENTO DE DIAZOTROFOS

La cuantificacion de la poblacion de diazotrofossentes en suelo rizosférico
se realizd empleando los métodos de numero masigelNMP), recuento de viables
en placa y crecimiento de diazotrofos entorno awos de suelo. Para la cuantificacion
de diazotrofos endofitos de raiz se utilizo Unicai@el método de NMP. Se emplearon
medios selectivos sin N combinado; para realizar PNt utilizaron los medios
semisdlidos jNFb y LGi y para el recuento de viak#a placa y siembra de granulos de
suelo en medios sdlidos se usaron los medios L8hyAManitol y Ashby Sacarosa. El
detalle de la composicion los medios aparece aneto No. 1.

El suelo rizosférico se colectdé tomando el suele quedaba adherido a las
raices de las plantas &e dilatatum Se realizaron diluciones seriadas en agua d#stila
estéril, la dilucion 18 se realiz6 agregando 1 g de suelo rizosférico em 6e agua
destilada estéril. Se sembraron 100 pl con tresti@pnes de las diluciones -3; -4; -5 en
los medios semisdlidos jNFb y LGi para el NMP y 300con tres repeticiones en los
medios solidos LG, Ashby Manitol y Ashby Sacargsaa realizar conteo de viables en
placa. Los viales y placas se incubaron en est@8@ durante 7 dias y se observo el
crecimiento microbiano. Los frascos con crecimievitible y cambio de pH fueron
considerados positivos y se calculé el NMP de dirafms por gramo de suelo
empleando las tablas de Mac Grady (Ddbereiner.ei1995). En las placas de medio
solidos se contaron las colonias y se calculé eherd de unidades formadoras de
colonias ufc por gramo de suelo.

Ademas, se sembraron granulos de suelo en los mise®medios sélidos sin
N combinado usados para estimar la poblacién deotlafos en suelo rizosférico. Se
colocaron 10 granulos de 3mm de didmetro aproximadée en cada placa, con 3
repeticiones. Se incubd en estufa a 28 C duradias’y se determind el porcentaje de
granulos que evidenciod crecimiento en su entorno.

Los rizomas y las raices se lavaron con agua oteri¢ se realizd una
desinfeccion superficial en alcohol 70% (3 minutsgguido de hipoclorito de sodio 5%
(3 minutos) y 3 enjuagues en agua destilada estéritlilucion 10" de raices se realiz6
pesando 1 gramo de raices desinfectadas supemigite y macerandolas en 9ml de NacCl
0.9%. Se sembraron 100 pl con tres repeticiondgsddiluciones -4; -5; -6 en los medios
semisolidos jNFb y LGi. Se incub6 en estufa a 28%uCante 7 dias y se observo
crecimiento. EI NMP fue calculado de igual maneua gara los diazotrofos de suelo
rizosferico.

No se realizaron recuentos de rizoma dado querme festructura impidié que
fuese macerado homogéneamente para realizar NM®.pBea realizar aislamientos de
endofitos se sembraron trozos pelados y desinfestétl minuto en alcohol 70%; 1
minutos en hipoclorito 5% y 3 enjuagues en aguéldea estéril) en los mismo medios
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semisolidos sin N combinado.

Andlisis estadistico: el NMP y las ufc de diazaisopor gramo de material
fresco (raiz, o suelo) fue transformado a log N8P .realiz6 un andlisis de varianza y
una prueba de comparacion de medias empleandst elet€isher (&= 0.05).

3.3 AISLAMIENTO DE DIAZOTROFOS

A partir del crecimiento evidenciado en las diluige de NMP se obtienen
aislamientos, tanto en raiz como en suelo, el coateplaca de diluciones de suelo, las
colonias desarrolladas en torno a los granuloscyeglimiento en medios semisolidos a
partir de los trozos de rizoma. Los aislamientosesdizaron a partir del crecimiento
bacteriano evidenciado en los distintos mediodNsitilizados para los recuentos. Para
realizar aislamientos de diazotrofos rizosféricos seleccionaron las colonias
morfologicamente distintas formadas en la superfide los medios soélidos y se
sembraron nuevamente en los mismos medios sin &Nvgaificar la capacidad de fijar
Na.

Para obtener aislamientos de diazotrofos de grandéosuelo se realizaron
siembras por agotamiento a partir del crecimieitidriano observado alrededor de los
granulos en los mismos medios sélidos sin N condoinduego de 120 horas de
incubacion a 28 C grados se obtuvieron coloniakaddas que fueron nuevamente
repicadas en medio sin N para verificar su capdaigsfijar N2.

Para poder aislar los diazotrofos que se desaiwallen medios semisolidos sin
N se tomO con un anza el crecimiento en medios ssdicds y se sembrd por
agotamiento en medio TY con N (Anexo 2). Las cdaenaisladas se repicaron
nuevamente en el mismo medio solido para la olierdg cultivos puros.

Los cultivos puros se conservaron por duplicadonadio TY liquido en
glicerol al 50 % a -20 °C y a -80 °C.

3.4 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Los aislamientos fueron caracterizados de acudr@specto de sus colonias
(tamaho, brillo, color, produccién de pigmentogcamiento mucoso, forma y cambio
de pH del medio).

Los aislamientos provenientes de medios semisébgosembraron en medio
TY para verificar su morfologia, y posteriormentesembraron en medios selectivos sin
N para confirmar su capacidad de crecer en medidl Si

Los aislamientos provenientes de medios soOlidosNsge sembraron en los
mismos medios sin N para evaluar sus caractessticafologicas y comprobar que
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efectivamente crecian en medios sin N.
3.5 OBTENCION DE ADN

A partir de los cultivos puros de los aislamienseteccionados se realizé un
lisado de las células. Empleando la punta de uedigril se resuspendié una pequefia
cantidad de cada colonia crecida en medio TY emul28e solucion de lisis (0,05%
NaOH, 0,25% SDS). Esta solucién se llevé a 95 aClpaminutos, luego se agregaron
225 pl de agua milli Q estéril y se centrifugd @03 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante fue conservado a -20°C y utilizadeaoolde en las reacciones de PCR.

3.6 AMPLIACION DEL GEN nifH

En aquellos aislamientos capaces de crecer en nsedidN en repetidas
ocasiones se realizd la amplificacion del géi con el objetivo de contar con una
herramienta mas que permita afirmar que poseeapactdad de fijar N. Se selecciond
un grupo de aislamientos teniendo en cuenta lasteafsticas morfolégicas de manera
gue cada tipo morfologico estuviera presente eerstisdios posteriores.

Se utilizo la técnica de PCR-anidada (nested PQR)qnsta de dos reacciones
secuenciales, utilizando como templado para larskgueaccion, el producto obtenido
en la primera reaccion. En la primera amplificaciéa utilizaron los primers
degeneradosifH19 (5-GCIWTYTAYGGIAARGGIG-3’) (Ueda et al., 1995y nifH3
(5-ATR TTR TTN GCN GCR TA-3) (Zani et al.,, 2000L.a degeneracion de los
primers esta dada por estandares convencionaleedin G/T; M: A/C; R: A/G; S:
CI/G; W: AIT; Y: CIT; V: AIC/G; N: A/IC/GIT; B: C/IGITEn la segunda amplificacion se
utilizaron los siguientes primers degeneradifi 11(5-GAYCCNAARGCNGACTC-
3) y nifH 22 (5-ADWGCCATCATYTCRCC-3) (Yeager at al., 20Dp5

La primera reacciéon de amplificacion se llevé aocab un volumen final de 15
pl con 2 pl de sobrenadante del lisado y 12 pl @esten mix con las siguientes
concentraciones finales de los reactivos: 1X dembeBuffer, 4mM de MgGl 0,2 mM
de cada desoxirribonucleotido (dATP, dTTP, dCTPTEY 2 mM de cada primer, 1
mg/ml de BSA y 0,8 U de taq polimerasa (SBS). Sdiz@ un control negativo que
contenia todos los componentes de la mezcla deid@aexcepto ADN molde y como
control positivo se utilizé una cepéH positiva. El programa de amplificacion consistid
en una desnaturalizacion inicial a 95 °C duramerfutos seguido por 20 ciclos de: 45
segundos de desnaturalizacion a 94 °C, 1 minutald&acion a 48 °C y 1 minuto de
extension a 72 °C. Para incrementar la eficieneidadamplificacion se incorporé una
extension final a 72 °C por 10 minutos.

Con el producto de la primera amplificacion se iréaluna segunda
amplificacion utilizando los primensifH11 y nifH22. La reaccion de amplificacion se
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llevo a cabo en volumen final de 25 pl con 2 ptdéa producto de la primer PCR y 23
pl de master mix con las siguientes concentracidinedes de los reactivos: 1X de
thermo buffer, 2mM de MgCI2, 0,2 mM de cada desdonucleotido (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP), 0,8 uM de cada primer, 1mg/ml de BSA,& U de Taq polimerasa
(SBS). El programa de amplificacién consistio e wiesnaturalizacion inicial de a
95°C durante 5 minutos seguido por 35 ciclos desegfundos de desnaturalizacion a 94
°C, 1 minuto de hibridacion a 54 °C y 1 minuto geercion a 72 °C. Para incrementar la
eficiencia de la amplificacion se incorporé unaeeston final a 72 °C por 10 minutos.

Los productos de amplificacién, fragmentos de apmagamente 360 pb,
fueron analizaos mediante electroforesis en gelgdeosa al 1%. Las condiciones de la
electroforesis fueron 90 V por media hora en sOluciBE 0,5X. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados enditaminador de luz UV.

3.7 AMPLIFICACION DEL 16S rDNA

Para caracterizar e identificar las cepas seleadms se amplifico el gen que
codifica la subunidad 16S utilizando los primers 8F(5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) (Eden et al., 1991) y 1491 (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Weisburg et al., 1991). dza reaccion de
amplificacién se llevé a cabo en un volumen firal2& pl, con 2 ul de lisado y 23 ul de
master mix, con las siguientes concentracionedeBnde reactivos: 1X de thermo
buffer, 2,5 mM de MgGl| 0,2 de cada desoxirribo nucleétido (dATP, dTTETH,
dGTP), 0,2 mM de cada primer, 1 mg/ml de BSA y deéJTag ADN polimerasa (SBS).
Se realiz6 un control negativo que contenia todsscomponentes de la mezcla de
reaccion excepto ADN molde. El programa de amp@ldién consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de a 95°C durante 5 noisiugeguido por 35 ciclos de: 30
segundos de desnaturalizacion a 95 °C, 1 minutula@acion a 56 °C y 1 minuto de
extencién a 72 °C. Para incrementar la eficieneidadamplificacion se incorporé una
extension final a 72 °C por 10 minutos.

Los productos de amplificacion, fragmentos de xpradamente 1500 pb,
fueron analizaos mediante electroforesis en gelgdeosa al 1%. Las condiciones de la
electroforesis fueron 90 V durante 45 minutos dacson TBE 0,5X. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados enditaminador de luz UV.

3.8 POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE FRAGMENTOS DE
RESTRICCION (RFLP)

Los fragmentos amplificados del gen 16S rDNA deacaslamiento fueron
digeridos con dos enzimas de restricddsp | y Hha | (Fermentas). Las digestiones se
realizaron con 20 pl del producto de amplificacibuaffer Tango 1X (Fermentas) y 2U
de cada enzima. La mezcla se incubé a 37 °C poorédshlLuego del tiempo de
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incubacion los productos obtenidos fueron analigadediante electroforesis en gel de
agarosa 3%. Las condiciones de la electroforessofu 75V durante tres horas en
soluciéon TBE 0,5X. Los geles fueron tefiidos comium de etidio y visualizados en
transiluminador UV.

3.9 SECUENCIACION DEL 16S rDNA

Para la secuenciacion del gen 16S rDNA se eligieapas representantes de
cada perfil de restriccion. El producto de PCR mimificar se cuantific6 mediante la
comparacion visual con los fragmentos del marcad®drpeso molecular 100 pb
(Fermentas) en gel de agarosa 1%.

Los productos de PCR fueron purificados y secudosigpor Macrogen Corp
S.A. (Corea).

3.10 ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias se editaron con el programa FINCH dbfeniéndose
secuencias de 750 a 900 pb. Se utilizé Blast (Bastal Alignment Search Tool) para
el alineamiento de las secuencias obtenidas. Estarhienta comprende una serie de
programas diseflados para explorar todas las baséstas de secuencias disponibles e
identificar aquellas secuencias similares al blandecado. En este caso la base de datos
utilizada fue la de NCBI.
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4 RESULTADOS

4.1 RECUENTO DE DIAZOTROFOS

Con el fin de determinar el nUmero de microorganisifijadores de nitrégeno,
se realizd un recuento de viables en placa parpdbkciones de suelo rizosférico y
namero mas probable (NMP) para suelo rizosfériangdfitos de raiz. El nUmero de
diazotrofos asociados a plantas de ambas subespldRaspalumdilatatum presento
diferencias significativas unicamente mediante éato de NMP en las poblaciones de
diazotrofos endofitos de raiz empleando el medig laGsubespeciflavescenpresentod
una mayor concentracion de diazotrofos (Cuadrol)o.

Cuadro No. 1. Densidad de diazotrofos en suelosiéziwo y endofitos de raiz de
plantas ddaspalum dilataturssp.dilatatum y Paspalum dilataturssp.flavescens
log 16l ddimero de diazotrofos/g de muestra

Suelo Raiz
LG* A.Manitof A.Sacarosa jNFb° LGi® | j]NFB° LGi®
P.dil.ssp. 7.10a 7.07 a 7.16 a 582a 6.15a 6.14a 564b
Dilatatum
P .dil.ssp. 7.15a 7.24 a 7.19a 595a b5.65a 6.25a 6.48a
Flavescens

Letras diferentes en cada columna indican difeemnesignificativas (Fisher P<0.05).
3Medios sélidos sin N combinado (recuento en plaBsledios semisélidos sin N
combinado (recuento mediante NMP).

El nimero de diazotrofos presentes en suelo detatmimediante recuento de
viables en placas vari6 entre 1,2 y 1,7 Xift/g suelo. Mientras que los valores
obtenidos mediante el método de nimero mas prolsabémcontraron entre 4.5 X10
1,4 x10 diazotrofos/g de suelo. La densidad de diazotrefosuelo determinada por
recuento de viables en placa fue mayor que la vhdara través del método de numero
mas probable. Por otro lado las poblaciones de feosicde raiz determinadas por
ndmero méas probable variaron entre 4,4°x$03,0 x16 diazotrofos/g de raiz. El
recuento mediante el método de NMP demostré quddasidades de diazotrofos son
similares en muestras de suelo y raiz (Cuadro No. 1

Por otra parte se compararon estadisticamente dtsreg de densidades
obtenidos con el fin de detectar diferencias elatsepoblaciones de suelo rizosférico y
las de enddfitos de raiz detectadas en un mismaomasi como también diferencias
entre medios sin N combinado con el objetivo deenlas preferencias por un medio de
cultivo sobre otro. La comparacion entre poblaciode diazotrofos que crecieron en
medios semisolidos sin N demostré que Unicamensgtienon diferencias significativas
dentro de la subespeddatatumen los recuentos de raiz y suelo mediante nUméso m
probable en el medio LGi (Cuadro No. 2). El medi®i lpermitié detectar una mayor
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poblacion de diazotrofos en suelo rizosférico qoelas raices de las plantas He
dilatatum subespecidalilatatum Sin embargo, no existieron diferencias significes
entre la concentracion de diazotrofos presentesuelo y raiz detectados en el medio
JNFb para ninguna de las dos subespecies.

También se realizé un analisis estadistico parapaoan las poblaciones de
diazotrofos detectadas en los dos medios semisddichoN combinado (Cuadro No. 2).
Este andlisis demostré que no existieron diferensignificativas causadas por los
medios de cultivos en las poblaciones de suelafiérico ni en las de endoéfitos de raiz.

Cuadro No. 2. Significancia del andlisis de var@aeatre poblaciones de diazotrofos de
suelo rizosférico y endofitos de raiz mediante mdmmas probable en medios
semisodlidos sin N combinado.

JNFb raiz LGi suelo
dilatatum flavescens dilatatum flavescens
jNFb suelo  0.5592 0.6018 0.1161 0.6005
LGi raiz 0.3766 0.6696 0.0217  0.1755
p < a 0.05 indica diferencia significativa. Los isia son entre medios o0 entre muestras
(raiz o suelo) dentro de una misma subespecie.

La comparacion estadistica entre las poblacionesliaetrofos en medios
sélidos sin N no mostré diferencias significati@uadro No. 3); indicando que son
similares las densidades de microorganismos digfamis rizosféricos que pueden
crecer en estos 3 medios solidos sin N.

Cuadro No. 3. Significancia del andlisis de vargaentre poblaciones de diazotrofos de
suelo rizosférico mediante recuentos de viableglasa en medios soélidos sin N
combinado.

LG Ashby manitol
dilatatum flavescens dilatatumflavescens
LG 0.8624 0.6870

Ashby Sacarosa 0.5522 0.8180 0.6079 0.8390
p < a 0.05 indica diferencia significativa. Los ksia son entre medios dentro de una
misma subespecie.

La estimacion de la poblacion de diazotrofos presean suelo rizosférico de
ambas subespecies mediante el sembrado de gramilsgelo en la superficie de 3
medios de cultivo sélidos sin N demostré diferesamnificativas en el porcentaje de
granulos que desarrollaron colonias Unicamente lemeglio LG, siendo mayor ese
porcentaje en la subespediavescens(Cuadro No. 4). En los medios LG y Ashby
sacarosa el porcentaje de granulos que desarrokkaecimiento en su entorno fue alto,
indicando una elevada presencia de diazotrofosielo sizosférico; mientras que en el
medio A. manitol se obtuvo un menor porcentaje déngos con crecimiento
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microbiano (Cuadro No. 4).

Cuadro No. 4. Porcentaje de granulos de suelofédos de plantas d@aspalum
dilatatumque desarrollaron crecimiento bacteriano en soreot
% de granulos de suelo con crecimiento

LG Ashby Manitol Ashby Sacarosa
P. dil. ssp.dilatatum 79% Db 29% a 88% a
P. dil. ssp.flavescens 93% a 66% a 99% a

Letras diferentes en cada columna indican difeesnsignificativas (Fisher P<0.05).

El crecimiento bacteriano observado entorno a taasugos de suelo en los tres
medios sin N presentd en la mayoria de los caspscts gomoso y muy rapido
crecimiento. En el medio LG se observo el viraje idelicador lo que indica la
acidificacion del medio (Figura No. 3).

~
———— i

Figura No. 3. Crecimiento bacteriano entorno a @@ de suelo rizosférico en tres
medios sin N combinado, Ashby. Sacarosa (A), A.itak(B) y LG (C).

4.2  AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE
DIAZOTROFOS

Se obtuvieron aislamientos de diazotrofos de stisbdsférico, raiz y rizoma de
plantas de ambas subespeciefdéilatatum(Cuadro No. 5). Se formé una coleccién
de 601 aislamientos, de los cuales 285 correspoada subespecidilatatumy 316 a
la subespeci#avescensEl numero de aislamientos obtenidos en los déstimedios de
cultivo utilizados fue similar (Cuadro No. 5).
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Cuadro No. 5. Namero de aislamientos de diazotrofdenidos de plantas éaspalum
dilatatumssp.dilatatum y P. dilatatunssp.flavescengn distintos medios de cultivo.

No. de aislamientos obtenidos de:

Medio de P. dilatatum P. dilatatum Total
Muestra cultivo ssp.dilatatum ssp.flavescens
e LG 22 30 52
Granulos { A. Manitol 13 29 42
A. Sacarosa 22 32 54
SUELO < JNFb 30 30 60
LGi 17 24 41
LG 33 28 61
\Diluciones A. Manitol 34 20 54
A. Sacarosa 28 24 52
. o jNFb 19 27 46
RAIZ Diluciones LGi 23 26 49
jNFb 23 18 41
RIZOMA Trozos LGi 21 o8 49
Total 285 316 601

La mayoria de los aislamientos obtenidos de amidasspecies de. dilatatum
provienen de suelo rizosférico, seguido de los ale y después rizoma. En ambas
subespecies el porcentaje de aislamientos provesieie suelo supera el 65% (grafica
No. 1). Este resultado se explica por el hechoudesg sembraron granulos y diluciones
de suelo en 5 medios sin N, mientras que las naseste raiz y rizoma solo se
sembraron en 2 medios semisolidos sin N.

Grafico No. 1. Porcentaje de aislamientos seguorigen para ambas subespecies de
Paspalum dilatatum

P dilatatum ssp. dilatatum P dilatatum ssp. flavescens

BSUELO
ORAIZ
BRIZOMA
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Los aislamientos fueron caracterizados morfologeraten segun forma, tamano,
color, brillo de las colonias y produccion de pigitos. Los diazotrofos de rizoma, raiz
y suelo que se desarrollaron en medios semisofida®n aislados y caracterizado en
medio TY (Figura No. 4). En total se obtuvieron 286lamientos entre los cuales se
distinguieron 15 morfologias, que se denominaranletras desde la A a la M (Cuadro
No. 6).

Figura No. 4. Crecimiento y morfologia de aislardsnde suelo rizosférico en medio
TY.

Cuadro No. 6. Numero de diazotrofos aislados déosumosférico, raiz y rizoma de
ambas subespecies Fedilatatumsegun la morfologias en medio TY.
Numero de aislamientos

Morfologia dilatatum flavescens  Total
A 9 12 21
B 32 21 53
C 19 31 50
D 2 5 7
E 2 10 12
F 3 - 3
G 10 6 16
H 4 1 5
I 1 1 2
J 1 3 4
K 2 7 9
L 5 5 10
M 42 46 88
N 1 3 4
O - 2 2

La mayoria de las morfologias se encontraron enaansbibespecies de
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dilatatum a excepcion de las morfologias F y O. La morftalagas frecuente fue la M,
seguida por las morfologias B y C. La morfologiaddresponde a colonias color beige
claro, brillantes, medianas y chatas. La morfoldgiae describe como blanca nitida,
muy brillante y pequefia. La C son colonias blamtass, brillante y mediana.

Los aislamientos de suelo obtenidos en medio L@fuearacterizados segun
forma, tamano, brillo de las colonias y viraje isbelicador de pH (Figura No. 5).

Figura No. 5. Crecimiento y morfologia de diazatohislados de suelo rizosférico en
medio LG. En la foto se identifica un aislamientee @cidifican el medio (abajo).

Entre los 113 aislamientos obtenidos en medio LG observaron 12
morfologias que se identificaron con nimeros roredh&ll) (Cuadro No. 7.). De igual
manera que para los aislamientos provenientes ddiomesemisolidos solo 3
morfologias no se encontraron en ambas subespeaigsorfologia mas frecuente fue
la IV seguido por la morfologia Il. La morfologi& lse describe como transparente,
brillante, con crecimiento gomoso, de tamafio mediano produce cambio de pH del
medio y la morfologia Il son colonias blancas,lantes, muy pequefias que no cambian
el pH del medio.
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Cuadro No. 7. Numero de diazotrofos aislados deosuzosférico de ambas
subespecies d@. dilatatumsegun la morfologia de las colonias en medio LG.
NUmero de aislamientos

Morfologia dilatatum flavescens Total
I 1 5 6
Il 9 13 22
1] 7 2 9
v 11 17 28
\Y, 10 4 14
VI 1 - 1
Vil 5 5 10
VI - 1 1
IX 6 2 8
X 2 2 4
Xl 4 5 9
Xl 1 - 1

Los aislamientos de suelo obtenidos en los medglthyA sacarosa y manitol
fueron caracterizados segun forma, tamafio, brillorgduccién de pigmentos de las
colonias (Figura No. 6).

Figura No. 6. Crecimiento y morfologia de diazatohislados de suelo rizosférico en
medios A. sacarosa y A. manitol.

En los aislamientos obtenidos en medios Ashby stinduieron 9 morfologias
gue se identificaron con numeros arabigos (Cuadoo &). Las morfologias mas
frecuentes fueron la 1 y la 2. La morfologia 1 esponde a colonias transparentes,
brillantes, medianas y chatas y la morfologia 2lescribe como beige claro, brillante,
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mediana y apenas globosa.

Cuadro No. 8. Numero de diazotrofos aislados deosuizosférico de ambas
subespecies dP. dilatatum segun la morfologia de las colonias en medios YAshb
manitol y sacarosa.

NUmero de aislamientos
Morfologia  dilatatum flavescens  Total

1 31 19 50
2 16 18 34
3 6 14 20
4 7 - 7

5 5 17 22
6 1 8 9

7 13 10 23
8 12 9 21
9 6 10 16

Esta caracterizacion morfolégica permiti6 evidencla gran diversidad
existente entre los aislamientos y en segundo Ipgemitié seleccionar un grupo de
aislamientos para continuar con la caracterizaggque fue imposible trabajar con la
totalidad de la coleccion dado el elevado numeraislamientos. Se seleccionaron 140
aislamientos en base a la caracterizacion morfodolgis cuales fueron repicados en el
mismo medio sin N del que fueron aislados. Cierds @islamientos demostraron que
efectivamente crecian en medios sin N en repetigEstunidades mientras que se
descartaron 38 aislamientos provenientes de difssgrartes de la planta que no fueron
capaces de volver a crecer en medio sin N combinado

4.3  AMPLIFICACION DEL GEN NIFH

Con el objetivo de tener una herramienta mas faraaa que un aislamiento
es capaz de fijar N2 se realizé una PCR para aogliél gennifH. Este gen codifica
para una de las subunidades de la enzima nitroggnsis expresion es requerida para la
fijacion biolégica de nitrégeno. El fragmento eguler de la amplificacion del genifH
con los primers degenerados nifH 11 y nifH 22 e8@@ pb. Se observo variabilidad en
los resultados obtenidos de la amplificacion delgéH ya que algunas amplificaciones
dieron una unica banda del tamafio esperado, nsegtra otros aislamientos dieron
ademas de la banda de 360 pb otras bandas quespmorden a amplificaciones
inespecificas (Figura No. 7). Ademéas se obtuviefomgmentos de PCR de
concentracion muy variable determinada por la sitlad de la banda en el gel de
agarosa (Figura No. 7).
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Figura No. 7. Productos de la amplificacion del géfl en gel de agarosa 1%. M:
marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas)il€3atral 9: D1, D14, D319, F3, F9,
F53, F216, F241, F239 respectivamente.

De los 102 aislamientos que crecieron en repetdasiones en medio sin N
solamente 18 resultaron positivos parfd (17,64%) (Cuadro No. 9). Entre estos 18
aislamientos se encuentran aislamientos de ambassecies dB. dilatatum tanto de
suelo como enddfitos de raiz y rizoma. Por otr@ lad de destacar que fuernoifiH
positivos aislamientos con morfologia M, B y C queron las morfologias mas
abundantes entre los diazotrofos obtenidos en mesbmisolidos. Sin embargo, no
resultaromifH positivos los aislamientos con morfologias IM yillos con morfologia

1y 2 que fueron las mas abundantes entre lograesiéos obtenidos en medios solidos
sin N.

Cuadro No. 9. Aislamientos identificados comfid positivos

Aislam.  Orig. Medio Morf. Aislam. Origen Medio Morf.
D1 Suelo LG VI F400 Suelo LGi A
D5 Suelo LG 1] F401 Suelo LGi C
D14 Suelo Ashby 4 F404 Suelo JNFb B
D18 Suelo Ashby 9 F216 Rizoma |NFb C
F3 Suelo LG I F218 Rizoma jNFb M
F9 Suelo LG I F239 Rizoma jNFb J
F10 Suelo LG IX F241 Rizoma LGi L
F53 Suelo LG Xl D315 Raiz iNFb B
F86 Suelo Ashby 7 F322 Raiz JNFb D
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4.4  AMPLIFICACION DEL 16S rDNA

Para la identificacion de las bacterias se esceggen 16S rDNA, dado que
este gen se encuentra en todas las bacterias yalkkmtdente conservado entre las
diferentes especies de bacterias y archeobactSeakgro amplificar el 16S rDNA en
80 de los 102 aislamientos en estudio. Los primégligados amplificaron fragmentos
de 1500 pb aproximadamente (Figura No. 8). Englaréi se observan que se obtuvieron
amplificaciones con diversa intensidad pero sirdaannespecificas.

1500 ph s s G e i . . G

Figura No. 8. Productos de la amplificacion del 68 rDNA en gel de agarosa 1%. M:
marcador de peso molecular 1 kb (Fermentas). €srfilal 9: D3, D5, D206, D330,
D334, D349, F168, F344, F422 respectivamente.

4.5 RESTRICCIONES DEL 16S rDNA

Se realizaron restricciones del gen 16S rDNA daig&mientos, de los cuales
18 corresponden a aislamientos provenientes delrhia aislamientos provenientes de
rizoma y 49 a aislamientos de suelo rizosféricodigestion con las enzimas Msp | y
Hha | genero perfiles de restriccion que posibiitela diferenciacion entre aislamientos
(Figura No. 9).

Entre los diazotrofos en estudio se encontrarope3files de restriccion. Cada
perfil de restriccion fue identificado con nimerasnanos. De estos 30 perfiles 9 se
encontraron Unicamente en aislamientos provenieletdés subespeciilatatumy 14 en
aislamientos de la subespediavescens mientras que 7 perfiles se encontraron en
aislamientos de ambas subespecies (Cuadro No. 10).
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Fiﬁ'ur'a No. 9. Restriccion del 16S rDNA en gel daraga M1: marcador de peso
molecular 100 pb (Fermentas). M2: marcador de pestecular 100 pb PLUS
(Fermentas). Carriles 1-13: D2, D10, D26, D30, DBB6, D46, D48, F204, F213,
F239, D216, D319, respectivamente.

Los perfiles de restriccion que mas se repitienoerdn el | y el IX con 9
aislamientos, seguido por los perfiles XV y XIX céraislamientos cada uno (Cuadro
No. 10). Entre los aislamientos identificados cerfipde restriccion IX, XV y XIX se
encuentran aislamientogfH positivos (Cuadro No. 10).

Por otra parte, 19 perfiles de restriccion est@nesentados por un Unico aislamiento; lo

gue sefiala la heterogeneidad de la poblacién deotdidos presentes en suelo
rizosférico y enddfitos de raiz y rizoma en amlseeies d®aspalum dilatatum
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Cuadro No. 10. Perfiles de restriccion del gen ABSA de aislamientos obtenidos de
plantas de Paspalum dilatatum subespecie dilatpatsubespecie flavescens.

Perf P.dil. P.flav. Total Perf P.dil. P.flav. Total
D12, D13,
D26, D30, F203, F64,
| D31 D36,  F204 o Xvi D6 13 3
D355,
D346,
I D347, E%jg 5 XVl - F75 1
D349
1 - F86 1 XVIII - F83 1
F3',F10
F2, F7 , F40,
v D6, D7 F216, 6 XIX - F42, 7
F239 F59,
F60, F68
Vv - F82 1 XX D14 - 1
VI D224 - 1 XXI D20 i 1
VIl - F24T 1 XX - F33 1
F43, F321, D10, F88,
Wil - Fa07 3 XX Dod F40T 4
D48, D216,
D315, F320,
IX D330, F325, 9 XXIV Eég% i 2
D344, FA04"
D319
X - F400 1 XXV - F9' 1
Xl D313 - 1 XXVI D5* - 1
. F422,
Xl D1", D3 F446 4 XXVl - F53 1
Xl D338 - 1 XXVII D2 - 1
XIV - F337 1 XXIX D32 - 1
F44, F45,
F52, F79,
XV - F80, 7 XXX - F168 1
F218,
F344,

* AislamientosnifH positivos
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Al analizar los distintos perfiles de restricciG abservaron aislamientos que
tenian origen en distintas partes de la planta,(reioma o suelo rizosférico) con igual
perfiles de restriccion. Ocho perfiles de restocse repitieron entre aislamientos con
distinto origen; tres de estos perfiles se encamtrantre aislamientos de suelo, raiz y
rizoma (Cuadro No. 11). Numerosos perfiles se ofasen en aislamientos de un unico
origen: 14 perfiles Gnicos entre aislamientos daglos de suelo rizosférico, 4 entre los
de raiz, 3 entre los de rizoma y 1 entre los aiglatos obtenidos de suelo en medios
semisolidos (Cuadro No. 11).

Cuadro No. 11. Distribucion de perfiles de resténcdel 16S rDNA entre
aislamientos provenientes de distintas zonas dadasas dé. dilatatum

Perfiles comunes entre aislamientos de distintas Perfiles
zonas Unicos

v vl X Xl XV XVIE XXI

Raiz I, X1, X1l
v - v v - v - - 1o !
X1V
Rizoma VILVII
v v - v - v v - 1 VI
XXIV
Diluciones i i i v v i i v X
de suelo
Granulos ", v,
de suelo v v v v v v v v XVII-XXII,
XXV-XXX

4.6 SECUENCIACION DEL 16S RDNA

Se seleccionaron 39 aislamientos segun el perfited&iccion del gen 16S
rDNA para la secuenciacion de dicho gen. Las sextagmbtenidas luego de la edicion
fueron de 750 - 900 pb. El alineamiento de las esedias utilizando BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) permitié identificagcsiencias con elevado porcentaje de
homologia, la mayoria entre 99 y 100% de similif@uadro No. 12). Solo dos
aislamientos (D216 y F60) no pudieron se identifiaya que su secuencia homologo
con menos del 97% de similitud (Cuadro No. 12).

Los 39 diazotrofos identificados pertenecieron agéferos, pertenecientes a
diversos grupos como las alfa, beta y gamma protebas, firmicutes y flavobacterias.
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Algunos aislamientos fueron identificados a niveledpecie, mientras que otros solo fue
posible clasificarlos a nivel de género ya que Hogaron con igual % de similitud con
distintas especies dentro del mismo género (Cuddrd 2).

Cuadro No. 12. Identificacion de los diazotrofosdiaate secuenciacion del 16S rDNA

Aisl.?  Origen” Perfil Especie relacionada No. acceso Similitud
D13 Grs | Klebsiella sp. DQ923489.1 99%
Raoultella terrigena HQ242728.1 99%
D26 GrS | Klebsiella sp. DQ923489.1 100 %
Raoultella terrigena HQ242728.1 99 %
D36 GrS | Klebsiella sp. DQ923489.1 100 %
Raoultella terrigena HQ242728.1 99 %
Kllebsiella sp. DQ923489.1 98%
D355 Ra ! Raoultella terrigena HQ242728.1 98%
F203 Ri | Klebsiella sp. DQ923489.1 99 %
Raoultella terrigena HQ242728.1 99 %
F86  GrS 1 Stenotrophomonas  £y7750571 g9 94
maltophilia
F216 Ri \Y% Rahnella sp JF262562.2 99%
F239 Ri WV Rahnella aquatillis GQ148971.1 100%
D224 Ri VI Pseudomonas sp. GU595297.1 100%
Pseudomonas fluorescens GQ334366.1 100%
E24T R VI Burkholderia gladiodi GU936677.1 100%
Burkholderia cocovenenans U96934.1 100%
Bacillus megaterium CP003017 100%
Fa3  Grs vill Bacillus aryalhoti _ JF951729.1  100%
Bacillus aryalhotti JN128236.1 100%
F321 Ra Vill Bacillus megaterium FJ460475.1  100%
Bacillus aryalhotti JF460759.1 100%
F322+ R Vil Bacillus megaterium JF682064.1 100%
Enterobacter cloacae EF185909.1 99 %
D48 Grs X Pantoea agglomerans  JF496544.1 99 %
D216 Ri IX Pantoea sp. HQ219193.1 95 %
Enterobacter cloacae HM755652.1 100 %
D315 Ra IX Enterobacter ludwigii JF431271.1 100 %
Pantoea agglomerans  JF496544.1 100 %
Enterobacter cloacae HM755652.1 99%
F404 DilS IX Pantoea agglomerans  JF496544.1  99%
Enterobacter ludwigii JF431271.1  99%
D3 GrS XII Chryseobacterium sp.  AB581560.1 99 %
F422 Dil S XIl Rahnella sp GQ148928.1 100%
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Rahnella aquatillis U90757.1 100%

FA46 Dil S XIl Chryseobacterium joostei AY468479.1 99 %
D338 Ra Xl Rhizobium lusitanum GU5S52881.1 100%

Labrys sp. AY635896.1 99%

F337 Ra XV Labrys neptuniae NR043801.1 99%

Labrys portulacaleensis NR043801.1 99%

F45 Gr S XV  Stenotrophomonas maltophila]F934697.1  99%
F79 GrS XV Stenotrophomonas sp. HQ877451.1 100%
Xanthomonas citri JN039034.1 99 %

Stenotrophomonas

0,
F218 R XV maltophilia FR749877.1 99 %

Pseudomonas geniculata JF460765.1 99 %

Pectobacterium carotovorumFJ527449.1 99 %

Pseudomonas geniculata JF460769.1 99 %

Stenotrophomonas
F344 Ra XV maltophilia JF934697.1 99 %
Xanthomonas sp. EU373342.1 99 %
GrS Pseudomonas sp. HM027909.1 99 %
D46 XVI Burkholderia cepacia JN208104.1 99 %
Pseudomonas koreensis JF496406.1 99 %
F3" GrS XIX Rahnella aquatillis JF934696.1 100 %
F60 GrS XIX Enterobacter asburiae EF059886.1 96%
D14" GrS XX Klebsiella oxytoca FR821648.1 99 %
Enterobacter sp. AY683044.1 99 %
D24 GrS ol Agrobacterium tumefaciens FR828338.1 100 %
Rhizobium sp. FJ233854.1 100 %
a8 GrS <Xi| Agrobacterium tumefaciens FR828338.1  99%
Rhizobium sp. FJ233854.1  99%
F40T DilS XXIII Agrobacterium tumefaciens JF712520.1  99%
Raoultella sp. JF946789.1  99%
D225 Ri XXIV Klebsiella sp. FJ432002.1 99%
Klebsiella trevisonii AF129444.1 99%
F9' Suelo XXV  Flavobacterium johnsoniae AB078043.1 100 %
D5' GrS XXV Rhizobium alamii FN796844.1 98%
Rhizobium mesosinicum DQ485277.1 98%
GrS Achromobacter spanius FM999732.1 100 %
F53 KXV Alcaligenes fecalis AJ509012.1 100 %
Achromobacter xylosoxidansHM137034.1 100 %
Achromobacter piechaudii GQ927161.1 100 %
D32 GrS XXIX Microbacterium sp. GuU086414.1 99%
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Microbacterium testacum JN084147.1  99%
F168 Suelo XXX Methylobacterium sp. AB600029.1 100%
& Aislamientos precedidos de la letra D fueron distade la subespedidatatumy los
precedidos de la letra F de la subespéaieescensAislamientos indicados cohson
nifH positivos
P origen de los aislamientos: Gr granulos de sl diluciones de suelo, Ri rizoma y
Ra raiz.

La mayoria de los aislamientos identificados dedgbmismo género poseen
igual perfil de restriccion, mientras que en algintasos como por ejemplo los
aislamientos identificados dentro del gén&lebsiella/Raoultellase observaron tres
perfiles de restriccion (I, XX y XXIV) (Cuadro N@2). Los resultados sugieren que una
misma bacteria fue capaz de crecer en suelo rizosf¢ colonizar el tejido vegetal. Se
observo que tres aislamientos de suelo rizosfégabespecieilatatunm) con perfil de
restriccion | identificados comRaoultella terrigenauno de raiz (subespeddatatum)

y uno de rizoma (subespecitavescens presentaron un elevado porcentaje de
homologia con la misma secuencia del banco de ,desodecir el mismo niumero de
acceso, lo que indicaria que se trata de la migpa (Cuadro No. 12De la misma
manera, un aislamiento proveniente de suelo ridosfé identificado como
Stenotrophomonas maltophilltomologé con el mismo niumero de acceso que otro de
raiz, ambos de la subespeftevescens/ con perfil de restriccion XV (Cuadro No. 12).
Se observé otro Ademas dentro del perfil de resémc IX identificado como
Enterobacter cloacae/ludwigiiun aislamiento de suelo rizosférico aislado de la
subespecidlavesceng/ otro aislamiento proveniente de raiz de la gubasdilatatum
homologan con la misma secuencia (igual No. desa¢¢€uadro No. 12).

Los microorganismos endofitos de raiz y rizoma tifieados pertenecen
Unicamente al grupo de las proteobacterias conn@rgé representados mientras que
entre los microorganismos aislados de suelo ririgsfée observé una mayor diversidad
de especies pertenecientes a todos los grupos ar@esionados (Cuadro No. 13).
Algunas especies de diazotrofos fueron aisladasvat@s partes de las plantas;
Enterobacter cloacae/Pantoea agglomergperfil IX), Raoultella terrigengperfil 1) y
Stenotrophomonas maltophiligoerfil XV) fueron las tres especies aisladas dels
rizosfeérico, raiz y rizoma (Cuadros No. 12 y N0).13
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Cuadro No. 13. Especies identificadas en diazatrafslados de suelo, raiz y rizoma de

P. dilatatum

Especies identificadas en aislamientos provenientds:

Suelo

Raiz Rizoma

Achromobacter piechaudii
Achromobacter spanius
Achromobacter xylosoxidans
Alcaligenes fecalis

Bacillus aryalhotti/
megaterium

B.aryalhotti/ megaterium

Burkholderia cepacia/
Pseudomonas koreensis

Burkholderia gladiodi/
cocovenenans

Chryseobacterium joostei
Chryseobacterium sp.

Enterobacter cloacae/ludwigii
Pantoea agglomerans

E. cloacae/ludwigii

Pantoea agglomerans Pantoea sp.

Flavobacterium johnsoniae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella sp.

Klebsiella trevisonii

Raoultella terrigena

Raoultella terrigena Raoulgeterrigena

Microbacterium sp.
Microbacterium testacum

Pseudomonas
fluorescens

Rahnella aquatillis
Rahnella sp

Rahnella aquatillis
Rahnella sp

Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas
maltophilia

Stenotrophomonas
maltophilia

Raoultella sp.

Rhizobium alamii
Rhizobium mesosinicum

Rhizobium sp.

Rhizobium lusitanum

Labrys sp.
Labrys neptuniae/
portulacaleensis
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Cuadro No. 14. Resumen de los resultados de id=aiidn

Perfil Género/especie No. Presencia Origen
restriccion aislam. aislam. nifH + subespecie zona
I Raoultella terrigena 9 NO DyF S, Ra, Ri
Il ND 5 NO DyF S
I Stenotrophqmonas 1 S| = S
maltophila
\Y Rahnella aquatillis Sl F S
Vv ND 1 NO F S
\ Pseudomonas sp. 1 NO D Ri
Burkholderia gladiodi
Vi Burkholderia 1 Sl F Ri
cocovenenans
Vil Bamll_us megaterlu_m- 3 S| = S, Ri
Bacillus aryalhotti
Enterobacter .
IX cloacae/ludwigii ! Sl DyF S,Ra,Ri
X ND 1 Sl F S
Xl ND 1 NO D R
Chryseobacterium sp.
Xl Rahnella sp 3 NO DyF S, Ra
X1l Rhizobium lusitanum 1 NO D Ra
Labrys sp.
XIV Labrys neptuniae 1 NO = Ra.
Labrys
portulacaleensis
XV Stenotrophqmonas 4 S| = S, Ra, Ri
maltophila
XV Pseudom_onas sp. 1 NO D s
Burkholderia cepacia
XVII ND 1 NO F S
XVIII ND 1 NO F S
Rahnella aquatillis
XIX Enterobacter asburiae 2 St F S
XX Klebsiella oxytoca 1 S| D S
Enterobacter sp.
XXI ND 1 NO D S
XX ND 1 NO F S
Agrobacterium
XXIII tumefaciens 3 Sl DyF S
Rhizobium sp.
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Raoultella sp.
Klebsiella sp.
XXV Flgvobactgrium 1 S| = S

johnsoniae
Rhizobium alamii
XXVI Rhizobium 1 Sl D S
mesosinicum
Achromobacter
spanius
Alcaligenes fecalis
XXVII Achromobacter 1 Sl F S
xylosoxidans
Achromobacter
piechaudii
XXVIII ND 1 NO D S
Microbacterium sp.
XIX Microbacterium 1 NO D S
testacum
XXX Methylobacterium sp. 1 NO F S

XXIV

D: subespeciedilatatum F: subespecidlavescens S: proveniente de suelo. Ra:
proveniente de raiz. Ri: proveniente de rizoma. Ndhay datos,

40



5 DISCUSION
5.1 RECUENTO DE DIAZOTROFOS

El ndmero de microorganismos diazotrofos deterntn&th un recuento
depende de varios factores como el medio de cultiiaado, método de recuento y las
condiciones de incubacién. En este trabajo paracelento de diazotrofos se utilizaron
medios sin nitrégeno que permiten el crecimientbatderias capaces de fijar nitrégeno
atmosférico (N). Dado que no se conocen los diazotrofos asociad®aspalum
dilatatum se utilizaron 5 medios de cultivos sin N combinada el fin de permitir el
crecimiento de una mayor diversidad de diazotrdfos. medios utilizados variaron en
fuente de carbono, vitaminas, minerales, pH y catnaeion de agar. Se emplearon los
métodos de recuentos en placa y nimero mas prot@bla finalidad de determinar las
poblaciones de diazotrofos rizosféricos y endéfitesaiz.

Esta metodologia permiti6 demostrar la existenoga wha poblacion de
diazotrofos asociados a la espeespalum dilatatumEste resultado era esperado ya
gue es conocida la capacidad de varias especigiaaigneas de asociarse con bacterias
capaces de fijar nitrégeno (De-Polli et al. 197%i&v 1980, Lindberg y Granhall 1984,
Baldani y Baldani 2004, Loredo-Osti et al. 2004,0@dhury et al. 2007). Para la
especiePaspalum notaturha sido ampliamente estudiada la capacidad deaasecon
bacterias fijadoras de nitrégeno (Dobereiner ell@r.2, Day et al. 1975, Weier 1980,
Boddey y Chalk 1983). A nivel mundial, los estudi@salizados en la especk
dilatatum son escasos. Uno de los pocos trabajos realizglet de Wrigth y Weaver
(1981), en el que se estudia la asociacion de svgriamineas entre elldaspalum
dilatatumdonde se observé que existen diazotrofos asocmBaspalum dilatatumy
se detecto la FBN mediante la técnica de reduabédacetileno que demostro valores de
hasta 0,002 moles del; en 24 horas. A nivel nacional no existen antededesobre
el tema, limitAndose los estudios sobre FBN amdticomo el maiz (Montafiez et al.
2009, Montafiez et al. 2012 ), cafia de azucar (Tetudd.,, 2012) y arroz (Irisarri et al.
2008, Punschke y Mayans 2011). Por lo tanto, estd primer trabajo en nuestro pais
gue busca demostrar que la espdtiadilatatumesta presente en campo natural en
asociacion con microorganismos capaces de fijeggeno.

Los resultados obtenidos del recuento de diazarpémitieron demostrar la
existencia de microorganismos tanto endofitos carusféricos asociadosRaspalum
dilatatum capaces de crecer en diversos medios sin nitro¢@oadro No. 1). Los
mencionados microorganismos se encuentran en @es@acentracion, detectandose
poblaciones del rango de®18 10 diazotrofos/g de raiz y suelo mediante el métaelo d
NMP y poblaciones de 10fc/g suelo utilizando el método de recuento engla

Las densidades de diazotrofos endéfitos obtenidase trabajo son similares
a las encontradas por Wrigth y Weaver (1981) ecegaileP. dilatatumen Texas,
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quienes determinaron utilizando medios semisélmidgaciones del rango de 2.5 - 5.7 x
10> diazotrofos/g de raiz. Por otro lado, los valabgenidos para las poblaciones de
diazotrofos endofitos de raiz son similares a kteaados en otras especies; Jha et al.
(2009) determinaron valores entre 3 X @ x 10 diazotrofos/g de raiz en plantas de
arroz; Roech et a(2006) reportaron valores de 2 x°Hh plantas de maiz y Pariona-
Llanos et al. (2010) observaron valores entre 4®-%,6x10 en cafia de azlcar. En
comparacion con gramineas forrajeras, los resudtariitenidos son similares a los
reportados por Kirchhof et al. (1997) quienes oles®n poblaciones de enddfitos de
10°-10° en raices dePennisetum purpureumSin embargo, nuestros resultados
demostraron una mayor densidad de diazotrofos @pieeportados por Kolb y Martin
(1988) paraPhleum pratenseon valores entre £6-1¢* para diazotrofos enddéfitos de
raiz.

El nimero de diazotrofos en suelo rizosférico dmfals deP. dilatatumfue
similar al observado por otros autores para otevsates y forrajes. Islam et §2010)
en suelos cultivados con arroz bajo largos tratatogecon fertilizantes NPK detectaron
poblaciones del rango de 2,4%307,5x10 ufc/g suelo. Asimismo, Garrido et al. (2010)
determinaron el nimero de diazotrofos presentesuelv de tres gramineas tropicales,
detectando valores en el rango d€ L€c/g. Sin embargo las altas poblaciones de
diazotrofos en una planta no implica que ocurra elezada actividad de la enzima
nitrogenasa. Por ejemplo en los estudios realizado¥Vrigth y Weaver (1981) 4 de las
9 plantas bajo estudio no mostraron reduccion éélaco y presentaron una densidad
de diazotrofos superior a 1xXI§ de suelo. Los mismos autores sefialan que las
poblaciones encontradas serian suficientes pararl@itas tasas de fijacion de,N
dependiendo de que ocurran condiciones apropiaatasgb desarrollo de las bacterias.
Por consiguiente, se puede plantear la misma Higopara los resultados obtenidos en
este trabajo. Dado que se detectaron poblacionégdetrofos elevadas, es de esperar
gue si las condiciones son apropiadas, parte datdN de las plantas deaspalum
dilatatumsea proveniente de la FBN.

Los resultados obtenidos del recuento mediante étodo de NMP
demostraron que la densidad de diazotrofos esasiraittre raiz y suelo rizosférico
(Cuadro No. 2), detectandose unicamente difererciad medio LGi para la subespecie
dilatatum donde las poblaciones de suelo fueron mayoreslaguendoéfitas de raiz.
Rosenblueth y Martinez-Romero (2006) sefialan qugeeeral las poblaciones de las
bacterias endofiticas son menores que las rizéariNuestros resultados se pueden
deber en parte al momento de muestreo, dado quea deeha las temperaturas son
elevadas y puede llevar a obtener similares reogamt poblaciones endéfitas que estan
en un nicho adecuado para su desarrollo frentéokagiones de suelo que estan sujetos
directamente a la competencia con otros microosgass y en un ambiente no tan
favorable y con mayor disponibilidad de energiaentes carbonadas. Si observamos a
los diazotrofos enddéfitos como una submuestra dediazotrofos rizosféricos estos
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tendrian que estar presente en mayor numero quetios dado que no todos los
diazotrofos de suelo son capaces de colonizaotegdetal y por ello las poblaciones de
endofitos son menores. Roesch et al. (2006) obsamrdaiz poblaciones de diazotrofos
rizosféricos superiores a los enddfitos, atribugedto a una mayor presencia de
exudados radicales en el suelo que promueven ureatalyico en fuente de carbono y
una reaccion de defensa de la planta para eviteoltaizacion endofitica. Asimismo
Rosenblueth y Martinez-Romero (2006) sefalan geerdapuestas defensivas de las
plantas limitan las poblaciones de enddfitos dedérellas.

La densidad de la poblacion de diazotrofos enddfés altamente variable,
dependiendo principalmente de la especie bacteyiagiagenotipo del hospedero, pero
también del estado de desarrollo del hospederajdbahdel indculo que logra entrar en
el hospedero y condiciones ambientales (Tan e@03). El nimero de diazotrofos
puede variar con las condiciones existentes enoahento del muestreo, por ejemplo
Dobereiner et al(1972) observaron que el agregado de sacarosa tabaelos
recuentos dé\zotobacter paspalen asociacién coRaspalum notatuny la actividad
nitrogenasa (medida en nmoles de etileno reducidie)Polli et al.(1977) demostraron
gue plantas dPaspalum notaturtratadas con sacarosa mostraron una mayor fija&on
N, mediante el uso de la técnica de,.NEl estado hidrico de las especies vegetales al
momento del muestreo también afecta las densidddediazotrofos, por ejemplo
Garrido et al. (2010) encontraron que la épocdudgal favorecio significativamente las
poblaciones de diazotrofos microaerofilicos y ddéavibre con respecto a la época de
sequia para estudios realizados sobre 3 especdiagfas en Colombia. La disminucion
de la poblacion en la época de sequia pudo debegse las condiciones ambientales
generan estrés en los tejidos vegetales, lo cuévwece la produccion de exudados.
En el presente estudio, si bien los resultadosnalie demuestran quBaspalum
dilatatumes capaz de asociarse con diazotrofos el nimediadetrofos puede variar
teniendo en cuenta que las poblaciones naturaleB. d#ilatatum pasan por varios
periodos de exceso/deficiencia de humedad o vaneside temperatura.

En general no existieron diferencias significatieasel nimero de diazotrofos
asociados a las dos subespecie® ddilatatumestudiadas, Unicamente se encontraron
diferencias significativas entre las dos subespesiela poblacién de enddfitos de raiz
detectada utilizando el medio LGi (Cuadro No. 1h B bibliografia no existe
informacién sobre los efectos de diferentes genstiiePaspalum dilatatunsobre las
poblaciones de diazotrofos asociados. Sin embaigersos autores han evidenciado el
efecto del genotipo vegetal sobre las poblacioresdidzotrofos asociados a otras
especies vegetales. Para la esp@aspalum notatumse observé que los cultivares
tetraploides se encuentran asociados en la rizdséen la especie diazotrofa
Azotobacter paspalimientras que los cultivares diploides o en otrapeeies de
Paspalumesto no ocurre, aun cuando se inoculan artifi@ate (Dobereineet al.,
1972). Resultados similares fueron observados ediliid) y Boddey (1987), quienes
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realizaron estudios eRanicum maximury encontraron diferencias en el % de N
derivado de la atmésfera medido con la técnica mtégeecimiento con N entre
biotipos, sugiriendo que la mejora génetica en esfgecie deberia de considerar la
diferencia en la capacidad de fijar nitrogeno. Av&@z en arroz Jha et al. (2009)
detectaron diferencias en el nimero de diazotrefadfitos de raiz entre el cultivar
Kartiki y el cultivar Sataria. Sin embargo, Roeseh al. (2006) no encontraron
diferencias entre cultivares de maiz cuando realizeecuentos de endofitos de raiz y
tallo y rizosfeéricos, utilizando nimero mas prolealitor lo que el hecho que sean dos
cultivares diferentes no indica que existan difel@nen las densidades de diazotrofos a
la que esten asociados. Es importante destacaaqteela especie como sus variedades
influyen directamente en las poblaciones de migawismos diazotroficos, 1o que
favorece el crecimiento de diferentes géneros,cderdo con las caracteristicas de la
rizosfera desarrollada en una planta, segun sierdia fotosintética, la disponibilidad
de nutrientes, la resistencia a las condicionefadeables, la produccion de exudados,
el pH del suelo y la materia organica (Burgmahil., 2005). En nuestro trabajo no se
evidenciaron diferencias entre las dos subespetieque seria recomendable realizar
un mayor numero de estudios para verificar estbdgoentender mas la capacidad de
los diazotrofos de asociarse en diferente formaespecies relacionadas. Es probable
gue con el uso de otras técnicas diferentes aknéoisea posible determinar diferencias
entre las poblaciones de diazotrofos asociadas lBasrsubespecies deaspalum
dilatatum.En este sentido, Aira et al. (2010) mediante lait&c PLFA (phospholipid
fatty acid) detectaron diferencias en la composidé la poblacion microbiana en dos
variedades de maiz, afirmando que el genotipo neddifa estructura de las
comunidades asociadas a maiz.

No se observaron diferencias entre los tres mesaislos utilizados para
recuento de diazotrofos de suelo. Por tanto seepdedir que los diazotrofos en la
rizosfera dePaspalum dilatatunpueden utilizar diversas fuentes de carbono.

El método de granulos de suelo permitio observaraticias entre los medios
LG , A. sacarosa y el medio A. manitol, sin embagbrecuento de viables realizado en
placas con estos dos medios de cultivo no preshfgiencias significativas. La ventaja
de usar diferentes medios radica en ofrecer a iagotnlofos de suelo diferentes
ambientes para su desarrollo y asi lograr aislanayor nimero de diazotrofos.

Entre los medios semisdlidos utilizados (jNFb y ) @ existieron diferencias
significativas, sin embargo el medio LGi permitiéterminar diferencias entre ambas
subespecies y entre las poblaciones de suelo geatro de la subespeda#atatum

5.2 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Empleando medios de cultivo sin N combinado sevidton 601 aislamientos
de suelo rizosférico, endofitos de raiz y rizomaaddas subespecies Be dilatatum
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La mayoria de los aislamientos provienen de suiEdo que en el trabajo se sembraron
muestras de suelo en 5 medios y muestras de ra@@2 medios. En todos los medios
sin N combinado se observo crecimiento de bactdandscando que existen diazotrofos
asociados a ambas subespecieRapalum dilatatunctapaces de crecer en medios con
diversas fuentes de carbono (acido malico, sacanoaaitol), diferentes pH, diferentes
concentraciones de micronutrientes y vitaminas mtotaen medios solidos como
semisolidos. A pesar de utilizar diversos mediosudgvo y condiciones de incubacion
es imposible cultivar la totalidad de los diazaisofpresentes ya que existen
microorganismos capaces de fijar nitrogeno en detadas condiciones que pueden no
ser las mismas que se proveen en el laboratoriotifa-Romero, 2006). Es por ello
gue los métodos dependientes del cultivo puedaepresentar la verdadera diversidad
bacteriana existente en un ambiente, debido aagumilcroorganismos son recuperados
solo en un medio que intenta reproduzir su nickiolbgico (Ward et al1990).

Se obtuvieron la misma cantidad de aislamientogada medio de cultivo
utilizado, tanto sélidos como semisélidos. En dsdbajo ademas del interés por los
diazotrofos presentes en el suelo rizosférico iéxisterés en aislar y determinar que
tipo de microorganismos se encuentran en el imelolos tejidos de la espedie
dilatatum Los microorganismos endoéfitos son aquellos qunian los tejidos
interiores de la planta, como los de raiz y rizomajeces en elevados numeros, sin
dafar el hospedero o generando fuertes respuestaefdnsa por parte del mismo
(Reinhold-Hurek y Hurek, 2011). A partir de raicesinfectadas superficialmente se
aislaron 95 microorganismos capaces de crecer diosnsin N y 90 a partir de rizoma
desinfectado superficialmente. La fijacion biol@yide nitrégeno por parte de los
microorganismos presentes en diferentes partea g¢ahta fue objeto de estudio del
trabajo realizado por Dobereiner et @972), en el que las raicesPaspalum notatum
tuvieron una mayor actividad nitrogenasa (mediddiame la reduccion de acetileno)
gue el resto de la planta, ain mas que el suelooatacto con las raices; lo cual
demuestra que las condiciones en las raices soprogisias para la FBN. Las bacterias
fijadoras de nitrogeno son capaces de entrar enrdgses desde la rizésfera,
particularmente por la base de las raices lateralasrgentes, entre las células
epidérmicas y a través de los pelos radicalesrsinargo en la mayoria de los casos las
bacterias solo colonizan la superficie de las migepermanecen vulnerables a la
competencia por parte de otros microorganismosfézizcos, como consecuencia aun
cuando las bacterias fijadoras de nitrégeno sooféitas, las plantas obtienen mayores
beneficios debido a una mejoria en la toma de enies del suelo que de la fijacion
biolégica de nitrégeno. Sin embargo aquellas besterapaces de establecerse en el
xilema tienen la posibilidad de generar un nich@ppie ocurra la fijacion bioldgica de
nitrégeno por parte de los microorganismos endof#o arroz, maiz, sorgo y otras no
leguminosas (Cocking, 2003). Dado lo anteriormexjguesto, es que en este trabajo se
realizé un esfuerzo en formar una coleccion deatiiafos endéfitos y es de esperar que
si alguno de los endofitos aisladosRiddilatatumes capaz de establecerse en el xilema
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podriamos suponer que tiene un elevado potenaialgoeninistrar N fijado a la planta.

La diversidad morfolégica de los aislamientos fuapka, obteniéndose
diversas morfologias en los medios Ty, LG, A. Sagary A. Manitol, con diferencias
en tamafno, color, brillo, textura, produccion dgnpéntos. Este resultado permitio tener
una idea preliminar de la diversidad asociada aaansoibespecies d& dilatatumy
comprobar si los géneros posteriormente identifisadorresponden con la misma
morfologia. Sin embargo no es una técnica configidea la identificacion de
aislamientos o para estimar la diversidad de géneespecies presentes.

5.3 AMPLIFICACION DEL GEN nifH

La amplificacion de este gen permitio tener unadmeienta mas para afirmar
gue un aislamiento es capaz de fijar \a presencia de este gen solamente indica que el
organismo tiene la informacidn genética para smgdetla nitrogenasa, no que esta
enzima esté fijando nitrégeno efectivamente. Pdaibo, un aislamientaifH positivo
indica que puede sintetizar la nitrogenasa, noegte efectivamente realizando FBN en
las condiciones de aislamientl porcentaje de aislamientos de los cuales seé logr
amplificar el gemifH fue bajo (17,64%); sin embargo los aislamientofos que no fue
posible amplificar el gen fueron capaces de cresermedios sin N en repetidos
repiques. Este resultado coincide con los obtenmwsChowhury et al(2007) para
Lasiurus sindicusyna graminea perenne del desierto de India, esaamente 3 de 19
aislamientos fueron positivos paréfH. Sin embargo, Pariona-Llanos et al. (2010),
realizando estudios en cafia de azucar, pudierotfifizarpel gennifH en 104 de los 105
aislamientos obtenidos utilizando dos pares de @sndiferentes a los usados en este
trabajo. Estos resultados indicarian que es posiblener un buen porcentaje de
aislamientosifH positivos empleando mas de un juego de primees gste gen.

Para la amplificacion del genifH se utilizan primers degenerados, como
consecuencia no siempre se adhieren al ADN paralaymlimerasa comience a
duplicar el gen. Existen diversos primers degerteyagl no todos tienen la misma
afinidad por el ADN, algunos logran adherirse alMBPon mayor afinidad que otros e
incluso es posible que se amplifique genes queomoe$ nifH. ElI uso de primers
altamente degenerados y condiciones de amplifinaci®é bajo rigor facilitan la
amplificacion, mientras que los primers menos degetos no amplificaran todos los
genesnifH. Con el objetivo de lograr la amplificacion unisal es que se emplean
primers degenerados, los cuales poseen secueneiasaninoacidos altamente
conservados, pero la degeneracion del codigo genétiroduce variabilidad a la
secuencia de ADN (Burgmann, 2004).

5.4 |IDENTIFICACION DE AISLAMIENTOS

La comparacion de las secuencias de los ARNr 16& (fos genes que los
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codifican) permite establecer las relaciones fit@ieas existentes entre los organismos
procariotas. EI ARN ribosomico (ARNr) 16S es la noacolécula mas ampliamente
utilizada en estudios de filogenia y taxonomia éaa@has (Rodicio y Mendoza, 2004).

Las restricciones realizadas en el gen 16S rDNAlasrenzimas Msp | y Hha
I, permiti6 obtener perfiles de restriccion que ipitisaron la diferenciaciéon entre
aislamientos. En total se observaron 30 perfilesed&riccion entre los diazotrofos en
estudio, de los cuales 9 perfiles se observarocatménte en aislamientos provenientes
de la subespecidilatatumy 14 en aislamientos de la subespdlaeescensmientras
que 7 perfiles se encontraron en aislamientos deasnsubespecies. Asimismo 19
perfiles de restriccibn estan representados podnico aislamiento, lo que sefala la
heterogeneidad de la poblacion de diazotrofos pteseen suelo rizosférico y endoéfitos
de raiz y rizoma en ambas especiePagpalum dilatatum

En total se aislaron diazotrofos pertenecienteg géheros distintos, dentro de
las alfa, beta y gamma proteobacterias, firmicutedlavobacterias. Los géneros
observados fuerorKlebsiella, Raoultella, Stenotrophomonas, Rahndiseudomonas,
Burkholderia, Bacillus, Enterobacter/Pantoea, Clagbacterium, Rhizobium, Labrys,
Xanthomonas, Agrobacterium, Flovobacterium, Achromoter, Microbacterium y
MethylobaacteriumLa mayoria de los géneros han sido reportados esple realizar
fijacion bioldgica de nitrégendlebsiella (Hardy et al. 1973, Shanmugam et al. 1975,
Kennedy et al 2004),Raoultella(Wurdig et al., 2007)Stenotrophomona&Garbeva et
al. 2001, Sun et al. 2008, Berg 2009, Vanierakile2011),Rahnella(Antoun y Prevost
2005, Martinez-Romero 2006, Podile y Kishore 20@8gudomonagyan et al., 2008),
Burkholderia (Reis et al.,, 2004)Bacillus (Ding et al. 2005, Liu et al. 2006),
Enterobacter(Grimont y Grimont 2006, Bhattacharjee et al. 208Boebitz et al. 2009),
Pantoea(Loiret et al.,2009), Rhizobium(Valverde et al., 2006),abrys (Islam et al.,
2007), Flavobacterium(Giri y Pati 2004, Xie y Yokota 2006A\chromobacter(Jha y
Kumar, 2009)Microbacterium(Zinniel et al., 2002y MethylobacterimJourand et al.,
2004).

Los microorganismos endéfitos encontrados pertenesle grupo de las
proteobacterias solamente, mientras que los miganismos aislados de suelo
rizosférico pertenecen a todos los grupos antesciowados. Los géneros mas
abundantes soRaoultellg Enterobactery Stenotrophomonasjue fueron aislados de
suelo, raiz y rizoma y de ambas subespecies. Estr@slamientos de suelo ademas de
los 3 géneros antes mencionados, se aislaron mgemiemos de los géneros:
Achromobacter Bacillus  Burkholderig ~ Chryseobacteriumm Flavobacterium
Methylobacterium Microbacterium Rahnellay Rhizobium En raiz, ademas de los 3
géneros mencionados se aislaron una menor cantidad)éneros, observandose:
Bacillus, Rhizobiumy Labrys En rizoma predominaroRaoultellay Rahnella también
se observarorBurkholderig Pantoea Pseudomonag Stenotrophomonasomo era de
esperar se observaron una menor diversidad deagerrraiz y rizoma que en suelo,
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dado que seguramente no todos los géneros tieneapkcidad de colonizar tejido
vegetal. La diversidad observada fue muy ampliaigegor a la observada en otras
gramineas; Kirchhof et al. (1997) reportd en cugtamineasRennisetum purpureym
Miscanthus sinensidMiscanthus saccharifloruy Spartina pectinataa las especies
Azospirillum lipoferuny Herbaspirillum seropedicaden comparacion con el cultivo de
arroz nuestros resultados son similares a las tegfas en la revision de Mano y
Morisaki (2008).

En estudios realizados por Sun et al. (2008) ez ae observdé mediante el
andlisis del gen 16S rRNA qu&tenotrophomonaspp., fue la especie de diazotrofos
endofitos que mas se encontrdé. Gosal et al. (20bservo queStenotrophomonas
maltophilaera capaz de asociarse con trigo. Por otro la&te,genero de diazotrofos es
capaz también de asociarse con especies de angmaspeomoPopolussp. como lo
demostré Taghavi et al. (2009). Dado dsienotrophomonas maltophiks capaz de
asociarse con diversas especies vegetales, dencarde su capacidad de fijar nitrdgeno
asociada cofPaspalum dilatatummediante técnicas como la reduccion de acetileno o
N puede convertirse en una especie potencial pasarrddlar inoculantes que
beneficien la produccion total de materia secastke yetal vez otras gramineas.

El género Enterobacter también ha sido reportado como capaz de fijar
nitrdgeno asociado a gramineas. Shoebitz et aQ9(2feporta la capacidad de fijar
nitrogeno de Enterobacter ludwigii asociado conLolium perenng una graminea
forrajera.

Algunos aislamientos de suelo y raiz fueron idemtifos como la misma
especie y la secuencia del 16S rRNA homologé coneseias del GeneBank con el
mismo numero de acceso, por tanto se puede afgoese trata de la misma cepa que
fue capaz de sobrevivir en el suelo rizosféricoolpmizar el interior de la raiz. Este
resultado se observo en los aislamientos idendifisacomoRaoultellaterrigena D13,
D26, D36 de suelo cuya secuencia es idéntica & ladaislamientos D355 de raiz y
F203 de rizoma. Esto hecho también se repite paraedpecie Enterobacter
ludwigii/cloacaeen un aislamiento de suelo de la subespi&i@scengF404) y un
aislamiento de raiz de la subespediatatum (D315) y también se observé con
Stenotrophomonas maltophilen una aislamiento de suelo (F45) y un aislamieeto
raiz (F344) (Cuadro No. 13). Este aspecto resuitpoitante dado que es posible
formular un inoculante con estos aislamientos popn capaces de sobrevivir en suelo
y colonizar el interior de la raiz dg&aspalum dilatatum

Cryseobacteriumes un género que no ha sido reportado como fijaldor
nitrdgeno. En este trabajo se obtuvieron dos aislaios uno de la subespediéatatum
y otro de la subespecilavescenson perfil de restriccion Xl que fueron identditos
comoChryseobacteriungp. El aislamiento D1, también con perfil de iiestdn XII fue
nifH positivo. De confirmarse con estudios posteriares estas bacterias son capaces
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de fijar nitrogeno este seria el primer estudio etncual se reportd el género
Cryseobacteriuntcomo diazotrofo.
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6 CONCLUSIONES

Paspalum dilatatunssp.flavesceng Paspalum dilatatunssp.dilatatumson
capaces de asociarse con diazotrofos presentelen @i como también con
diazotrofos capaces de colonizar raiz y rizoma.

Los recuentos de diazotrofos en medios selectiiosigrégeno mostraron
que las poblaciones de diazotrofos asociadas a sarabbespecies son
similares y de valores elevados, capaces de samistrégeno atmosférico
de acuerdo con la bibliografia.

Se formé una importante coleccion de microorgangsiiazotrofos aislados
de suelo rizosférico y enddfitos de raiz y rizoma qonstituye un importante
germoplasma para futuros estudios.

18 de 103 aislamientos preseleccionados rstih positivos. Afirmando asi
que Paspalum dilatatumestd asociado con microorganismos capaces de
crecer en medios sin N y de sintetizar la enzitragenasa.

La restriccion del gen 16S rRNA con enzimas demastia alta variabilidad
genética dentro de la poblacion de diazotrofosrtiée

En base a los perfiles de restriccion encontrad®ssecuenciaron 39
aislamientos observandose que existe una amplersitiad de géneros de
diazotrofos asociadosRaspalum dilatatum
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7 RESUMEN

El nitrégeno constituye unos de los elementos nmapoitantes para el
desarrollo vegetal y frecuentemente se presemi® dinitante del crecimiento vegetal.
La mayor parte del N del suelo se encuentra endasnganica (98%), el cual no es
asimilable por las plantas. EI N2 atmosférico nedmiser utilizado como tal por las
plantas ni animales para producir moléculas orgamgenadas. SOlo un grupo
minoritario de procariotas, conocidos como diaZosoo fijadores de N2, pueden
reducir el N2 a NH4+ mediante el proceso conocidma fijacion bioldgica de N2
(FBN). Existen diversos estudios que detectan FBNaias gramineas y determinan
las especies de diazotrofos que se encuentranadascia ellas. En el caso &e
dilatatum no existe informacion confirmada y dados los @sfos que se han realizado
en la region para utilizar este recurso fitogewétiesulta particularmente relevante
conocer las posibles asociaciones de esta espmtigadores de nitrdgeno. El objetivo
de este trabajo fue comprobar la existencia deott@ps asociados a dos biotipos de
Paspalumdilatatum aislar y caracterizar bacterias fijadoras de MN@sféricas y
enddfitas de ambos biotipos. Los recuentos en raedil@ctivos sin nitrdgeno mostraron
gue las poblaciones de diazotrofos asociadas addss biotipos deP. dilatatum
estudiadosK. dilatatum ssp.dilatatumy P. dilatatum ssp.flavescensson elevadas. El
namero de diazotrofos presentes en suelo determimadiiante recuento de viables en
placas vario entre 1,2 y 1,7 x107 ufc/g suelo. Masque el nimero de diazotrofos
presentes en raices determinado mediante nUmerpnoidable varié entre 4,4 x105 y
3,0 x106 diazotrofos/g de raices. En general nstiexon diferencias significativas en el
numero de diazotrofos asociados a las dos subespeamiicamente se encontraron
diferencias significativas entre las dos subespesiela poblacion de enddfitos de raiz
detectada utilizando el medio LGi. Se form6é unaecalbn de 601 aislamientos
obtenidos de suelo rizosférico, raices y rizomardbas subespecies Bedilatatum La
caracterizacion genética demostro una elevadasitilzgt entre los diazotrofos ya se que
identificaron 38 perfiles de restriccion del gerBI®NA. La secuenciacion parcial del
gen 16S rDNA demostrd que los diazotrofos aislgootenecen a 17 géneros distintos,
dentro de las alfa, beta y gamma protobacteriasidites y flavobacterias. Los géneros
observados fuerorKlebsiella Raoultellg Stenotrophomonafahnella Pseudomonas
Burkholderig Bacillus EnterobactefPantoea ChryseobacteriumRhizobium Labrys
Xanthomonas Agrobacterium Flovobacterium Achromobacter Microbacterium y
MethylobaacteriumLos microorganismos endéfitos encontrados pecgaménicamente
al grupo de las proteobacterias, mientras que lesoorganismos aislados de suelo
rizosférico pertenecen a todos los grupos antesiomados. Los resultados obtenidos
demostraron la existencia de una poblacion de ttiafps asociados a la especie
Paspalumdilatatum Este resultado confirma la capacidadRéspalum dilatatunde
asociarse con bacterias capaces de fijar nitrégeptantea la posibilidad de su uso
como promotores del crecimiento vegetal para opimel desempeiio productivo de la
graminea a la que se encuentran asociadas o levamiantes productivas de las
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mismas. La elevada flora diazotrofica encontraddifjoaria un estudio cuantitativo de
la FBN por parte de esta especie y su contribugildnproduccion de forraje.

Palabras clave?aspalum dilataturnDiazotrofos; Endéfitos; GenifH; Gen 16S rDNA.
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8 SUMMARY

Nitrogen is one of the most important elementsgdiant growth and is often
presented as limiting plant growth. Most soil Nrisorganic form (98%), which cannot
be assimilated by plants. Atmospheric N2 can notse as such by plants or animals
to produce organonitrogenated molecules. Only antingroup of prokaryotes, called
diazotrophs or N2 fixers can reduce N2 to NH4 -th®/process known as biological N2
fixation (BNF). Several studies have detected FBNseveral grasses and identified
diazotrophic species that are associated with therthe case oPaspalumdilatatum
no information has been reported and given thatsftbat have been made in the region
to use the genetic resources of this species,paigcularly important to understand its
the possible association with nitrogen fixers. Hmm of this work was to verify the
existence of two biotypes associated diazotrophd.oflilatatum and isolate and
characterize rhizospheric N2-fixing bacteria andaghytes of both biotypes. Counts on
selective media without nitrogen showed that papania of diazotrophs associated with
both studied strains dP. dilatatum (P. dilatatum ssp.dilatatum y P. dilatatum ssp.
flavescensare high. The number of diazotrophs present inasodetermined by viable
plate counts ranged from 1.2 to 1.7 x107 cfu /ity ¥hile the number of diazotrophs
present in roots determined by the most probabfeben and ranged from 3.0 x106 to
4.4 x105 diazotrophs/g of roots. Overall there weeesignificant differences in the
number of diazotrophs associated with the two sediep, the only significant
differences between the two subspecies were ddtectethe population of root
endophytes using the medium LGi. A collection ofl6@olates obtained from
rhizospheric soil, roots and rhizomes of both sebss ofP. dilatatum was formed.
Genetic characterization showed a high diversityommgndiazotrophs given that 16S
rDNA 38 restriction profiles were identified. Pailtsequencing of the 16S rDNA gene
showed that the isolates belong to 17 distinct gepnédiazotrophs including the alpha,
beta and gamma-proteobacteria, firmicutes and lflasteria. The genera observed were:
Klebsiella Raoultella StenotrophomonasRahnella Pseudomonas Burkholderig
Bacillus, Enterobacter/ Pantoea ChryseobacteriupRhizobium Labrys Xanthomonas
Agrobacterium Flovobacterium AchromobacterMicrobacteriumy Methylobacterium
Endophytic microorganisms were found to belong oftdy proteobacteria, while
rhizospheric soil contained isolates belongingltdhe groups mentioned above. These
results demonstrated the existence of a populaifodiazotrophs associated to both
subspecies dP. dilatatum This result confirms the ability aleveral species of grasses
to associate with bacteria that fix nitrogen andesthe possibility of their use as plant
growth promoters to optimize the productive perfante of the grass which are
associated or overcoming their productive limitatioThe abundant diazotrophic flora
reported here would justify a quantitative study BINF by this species and its
contribution to forage production.

Key words:Paspalum dilatatumDiazotrophs; Endophytes; GaifH; Gen 16S rDNA.
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10 ANEXOS

» Medios selectivos para diazotroéficos.

Medios soélidos:

ASHBY:
g/l
Sacarosa/Manitol 5
KH2PO4 1
MgSO4 . 7 H20 0,2
FeSO4 . 7 H20 0,005
NaCl 0,2
CaCl. 2 H20 0,2
Agar 15
pH 7,0
LG.
g/l
Sacarosa 20
K2HPO4 0.05
KH2PO4 0.15
CaCl2 .2 H20 0.011
MgSO4 . 7 H20 0.2
Na2MoO4 . 2 H20 0.002
FeCI3. 6 H20 0.016
CaCO3 1.0
Azul Bromotinol (0,5% en etanol) 2.0 ml
Agar 15
Agua destilada 1000
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pH

6.8 (color verde

Medios Semisolidos:

LGl:

g/l
Sacarosa 5
KH2PO4 0.2
MgSO4 .7 H20 0.6
NaCl 0.2
CaCl2 . 2H20 0.0023
Na2zMoO4 . 2 H20 0.002
FeCI3. 6 H20 0.017
Sol Azul de bromotinol 0,5% en 0.2N 5ml
KOH
pH 6 (con acido acético al 1%)
Agar 6

JNFb:



g/l
Acido Mélico S)
KH2PO4 15
MgSO4 .7 H20 0.2
NaCl2 . 2 H20 0.012
Fe EDTA 0.066
Sol. Elementos minimos 2 ml
Sol vitamina 1 ml
Sol Azul de bromotinol 0,5% en 0.2N 2ml
KOH
pH 6
Agar 6

Solucion de elementos minimos: 0.40 g CuO4S . 5 H2@2 g ZnSO4 . 7 H20 ; 1.40
g H3BO3 ; 1.00 g Na2MoO4 .2 H20 ; 1.50 g MnS®#0

En 1000 ml de agua destiada



