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Resumen

Entre los microorganismos utilizados para la produccion de biofertilizantes para
leguminosas, se encuentran los géneros Bradyrhizobium, fijador simbidtico de N, y
Azospirillum, promotor del crecimiento vegetal. Actualmente se aplican estos productos
formulados a partir de cultivos independientes. Se planted, como objetivo la obtencion
de consorcios a partir del desarrollo conjunto de bacterias, que mantengan la viabilidad
de las células durante el tiempo de almacenamiento y las propiedades PGPR. Los
microorganismos utilizados fueron A.brasilense AZ 39 y B.japonicum E 109.
Mediante ensayos de produccidén conjunta, se evalué velocidad especifica de
crecimiento que fue semejante a cuando se cultivaron en forma individual. Se
realizaron ensayos de viabilidad de diferentes suspensiones, donde se logré una
estabilizacion del nimero de células después de los 60 dias y un mantenimiento neutro
del pH. Se evaluaron diferentes parametros de crecimiento de plantas. Los resultados
mostraron que A.brasilense no tuvo incidencia sobre la capacidad de nodulacidon de
Bradyrhizobium, ya que no se observd diferencia significativa en el numero de
nédulos/planta entre las inoculadas con B.japonicum y las coproducidas. No hubo
diferencia significativa, en el volumen radicular, el porcentaje de nitrégeno y peso seco
de la parte aérea de la planta, entre los tratamientos de inoculaciones mixtas, aunque
solo en el tratamiento proveniente de la coproduccion de cultivos igualo el peso seco de
plantas fertilizadas con nitrégeno inorganico. Estos resultados muestran la posibilidad
de llevar a cabo un cultivo conjunto, lo que permitiria optimizar los tiempos de proceso

y reducir los costos de produccion de biofertilizantes actuales.
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Introduccion

Durante varias décadas se ha venido desarrollando un tipo de agricultura denominada
“agricultura intensiva”. Entre sus practicas, se incluyen el uso de dosis elevadas de
fertilizantes de sintesis quimicas para el incremento de la produccién y otros productos
fitofarmacos tales como fungicidas y plaguicidas, empleados para mantener los cultivos
libres de enfermedades y plagas.

La necesidad de abastecer alimentos a la poblacion mundial, condiciond a mantener los
rendimientos en los cultivos, con la intension de no provocar degradacion de los
recursos, ni contaminar el medio ambiente y proteger la salud humana. Estos objetivos
llevaron al surgimiento de nuevas tecnologias, disefiadas para mejorar la productividad
de sistemas de agricultura a largo plazo, que contribuyen a la conservacion del suelo,
tendiente a cultivarlo conservando al maximo la calidad del medio ambiente, con el fin
ultimo de preservar y regenerar los recursos naturales, y producir alimentos sanos y
seguros (Benbrook, 1999). Un ejemplo de este tipo de tecnologias emergentes lo
representa la produccion de biofertilizantes, que mejoran el crecimiento vegetal,

controlan patégenos, acorde con una agricultura sostenible.

1.2Cultivode soja en el pais

1.2.1Glycine max

La soja, se ubica sistematicamente dentro de la Familia Fabaceae, Orden Fabales,
Subclase Rosidae, Clase Magnoliopsida.

Su altura varia entre los 20 cm y los 2 m. Las vainas, tallos y hojas estan cubiertas por
finos tricomas marrones o grises. Las hojas son trifoliadas, y caen antes de que las
semillas estén maduras. Las flores son grandes e inconspicuas, nacen en la axila de la

hoja y son blancas, rosas o purpuras (figura 1.1).



Figura 1.1: Fotografia de Glycine maxa) floracion b) hojas

La soja es cultivada por sus semillas, de contenido medio de aceite y alto de proteina. El
grano de soja y sus subproductos (aceite y harina de soja, principalmente) se utilizan en
la alimentacién humana y del ganado.

Se reconoce que la alta demanda de nitrégeno del cultivo, estimada en unos 80 kg/Tn de
grano producido, es mayoritariamente cubierta a partir del proceso de fijacion bioldgica
de nitrogeno atmosférico (FBN), resultado de la simbiosis con rizobios. El cultivo,
obtiene de esta forma entre el 30 y el 94% de sus requerimientos de nitrégeno.

El proceso de FBN ocurre en respuesta a relaciones fisioldgicas reguladas por el cultivo,
por lo que se requiere un déptimo manejo agrondmico, de manera tal que la provision de
fotoasimilados no limite la correcta actividad nodular durante el periodo de llenado de
granos. En este contexto, la nutricion balanceada (en particular fosfatada) presenta un
papel preponderante e insustituible, dado que es un elemento que participa de todos los
procesos energéticos en los seres vivos.

El uso de fuentes nitrogenadas, si bien induce a un mejor crecimiento de la soja, afecta
negativamente el proceso de FBN y no es una practica recomendable en condiciones de
buen manejo de la inoculacion. Cuando hay suficiente disponibilidad de nitrégeno en el
suelo, la planta, por razones de economia energética, privilegia la incorporacion de
nitrégeno edafico por sobre el derivado de la atmdsfera.

Los beneficios por el uso frecuente de la inoculacion en soja se traducen no sélo en los
rendimientos de los cultivos sino también en su calidad, como por ejemplo, en la
concentracion de proteinas. La respuesta a la aplicacion de inoculantes, en términosde

rendimiento en grano o concentracion de proteinas, es mucho mayor en lotes sin



antecedentes del cultivo, dada la ausencia de cepas nativas capaces de formar simbiosis
y fijar eficientemente nitrégeno (Ferraris ef al., 2006).

De las veintitrés provincias de nuestro pais, doce poseen superficie implantada con soja,
y su mayor produccion se da en las provincias de Cdérdoba, Santa Fe y Buenos Aires
(Figura 1.2). La produccién de soja total del pais se ha incrementado en forma casi
exponencial a partir de la campafia 1997/98, siendo la produccidn de la tltima campaiia
de 52.677.371 toneladas (Figura 1.3). En nuestra provincia, su cultivo ha aumentado a
partir de la campafia 2000/01, pasando de 38.200 hectareas de superficie implantada en
1999/00 a 148.500 hectareas de superficie implantada en 2000/01. Asi mismo la
produccién aument6 de 78.800 toneladas en 1999/00 a 253.945 toneladas en 2000/01
(Figura 1.4). Tanto la superficie implantada, como la producciéon de soja en la ultima
campafia, 2009/10, ha superado al cultivo de girasol, que hasta ahora era el cultivo mas
importante de la provincia, siendo lasuperficie implantada de soja de 405.400 hectareas
y la produccion de 786.356 toneladas, frente a 334.400 hectareas y 390.850 toneladas de
girasol (www.minagri.gob.ar).

Argentina es el tercer pais productor de soja a nivel mundial, ubicado detras de Estados
Unidos y Brasil, y es el primer exportador a nivel mundial de harina y aceite de soja, lo
cual representa el 34 % de las exportaciones mundiales totales. La mayor parte de las
exportaciones de soja y sus derivados tienen como destino China. Se calcula que los

ingresos debido a la exportacion ascienden a 8.600 millones de ddlares,

aproximadamente, para la campafia 2010/2011 (www.fyo.com; www.usda.com).
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Figura 1.2: Dispersion geografica del cultivo de soja en el pais, en funcion del area sembrada

promedio de las tltimas cinco campafias. SAGPyA/CNA 2002
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Figura 1.4: Produccion de Soja, Provincia de La Pampa. Ministerio de Agricultura, Ganaderia y

Pesca (MAGyP).2013

La inoculacion mixta de leguminosas con diferentes especiesde rizobacterias

promotoras del crecimiento de vegetal(PGPR)ha sido reportada como responsable del

incremento en la tasa de nodulacidon, materia seca y rendimientos, en diferentes

leguminosas (Cassan et al., 2009). Por lo tanto, un aspecto fundamental a ser estudiado

sobre el empleo de co-inoculaciones, es la evaluacion de la interaccion que puedan tener

los microorganismos y los efectos de esa interaccion sobre la planta (Felici et al., 2008).




1.3Biofertilizantes

Los biofertilizantes o también conocidos como inoculantes son productos tecnologicos
cuyo principio activo son microorganismos vivos, que tienen la propiedad de mejorar la
nutricién y el crecimiento vegetal, permitiendo asi un mejor aprovechamiento de los
recursos naturales del suelo y del ambiente.

Los estandares de calidad de los inoculantes varian segun los paises. La legislacion
Argentina establece una concentracion estandar en los inoculantes de 10° UFC/gr o ml,
a la fecha de elaboracién y 10 UFC/gr o ml al vencimiento (SAGyP Resolucion
310/94: 1994). En cuanto a la presencia de contaminantes, la legislacion no establece
que los inoculantes deban ser formulados sobre soportes estériles. Por definicion, un
soporte estéril debe estar libre de contaminantes y, en la practica, un requerimiento
comun es la presencia de menos de 10° UFC/g o ml de contaminantes, en un producto
que contenga 10° UFC/g o ml de rizobios.

Ademas, se debe tener en cuenta los requerimientos para que un inoculante sea de
buena calidad, o sea, ser potencialmente eficiente, que son: a.- que provea un adecuado
numero de bacterias al momento de su utilizacidn, b.- que no contenga o contenga una
baja poblacidn de microorganismos contaminantes, c.- que produzca una efectiva
promocion del crecimiento vegetal y d.- que el soporte utilizado otorgue las propiedades
adecuadas a la sobrevivencia de los rizobios (Goémez et al., 1997).

Sin embargo, Gémez et al., (1997) evaluaron inoculantes comerciales provenientes de
diversas compafiias de Argentina y sefialaron que la calidad promedio era pobre, dada la
cantidad de rizobios que estos productos aportarian por semilla, la cual no seria la
adecuada por ejemplo, para lograr una nodulacion eficiente. Sin embargo, indicaron que
la tecnologia de produccion de inoculantes de calidad esta disponible, y que el control
de su eficacia seria una herramienta necesaria para mejorar los inoculantes que se
ofrecen en el mercado. Al mismo tiempo, el costo de estos productos biologicos, debe
ser competitivo en relacion a los fertilizantes tradicionalmente empleados en base a
productos quimicos, respecto tanto a los resultados que se obtengan como a la

demostracidn de ser una practica menos contaminante para el medio ambiente.



1.4 Bacterias promotoras del crecimiento de vegetal 6 PGPRs:

El suelo, es un sistema natural colonizado por varios microorganismos incluyendo
bacterias, hongos y actinomicetos (Foster, 1988) y se denomina rizosfera, a la zona
donde induce la proliferacion de microorganismos por la presencia de raices de las
plantas y es a su vez donde tiene lugar una interaccion dindmica entre la planta y los
microorganismos que la habitan. Las bacterias que crecen en la rizosfera se denominan
rizobacterias. Dentro de este grupo, se encuentran las que poseen algun tipo de
mecanismo directo o tienen alguna capacidad para promover el crecimiento de las
plantas, se conocen como rizobacterias promotoras del crecimiento de vegetal 60PGPRs
(de la sigla en inglés PlantGrowth-PromotingRhizobacteria) (Kloepperet al., 1989;
Glick, 1995).Dentro de este grupo se encuentra un amplio nimero de géneros

bacterianos tales como Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Enterobacter, entre otros.

Dada la enorme expansion en el estudio de estas bacterias, actualmente se propone la
separacion en dos grupos: las PGPB o Bacterias Promotoras del Crecimiento de las
Plantas que afectan estrictamente el crecimiento vegetal, y las “biocontrol-PGPB”,
cuando se refiere a bacterias que controlan fitopatdgenos, ya sea produciendo sustancias
inhibitorias o incrementando la resistencia natural de la planta. Aunque esta propuesta
parece no haber sido ampliamente aceptada, el termino de PGPB es aplicable a bacterias
que influyen directamente sobre el metabolismo de plantas, promoviendo el aumento de
toma de agua y nutrientes, el desarrollo del sistema radical y la estimulacion del
funcionamiento de otros microorganismos beneficiosos presentes en la rizosfera.
Pueden afectar el crecimiento vegetal mediante el suministro de nutrientes a la planta o
facilitando la captacion de nutrientes. La clasificacion biocontrol-PGPB, es utilizada
para describir las bacterias que adicionalmente tienen la capacidad de suprimir a
fitopatogenos por la produccion de metabolitos inhibitorios o por la induccion de
resistencia natural en la planta. Esta clasificacion, permite incluir otras bacterias
beneficiosas que no son rizobacterias.Los mecanismos que explicarian las respuestas de
desarrollo y productividad de los cultivos a la inoculacién con estos consorcios
bacterianos, pueden ser directos o indirectos. Entre los primeros, se puede mencionar
por ejemplo, la fijacién simbidtica de nitrogeno, transformacion de especies quimicas de
fésforo y/o hierro en formas asimilables para la planta, liberacion de fitohormonas. Los

mecanismos indirectos, implican controles bioldgicos de parte del microorganismo
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PGPR, disminuyendo o previniendo el efecto deletéreo de otros

fitopatogenos(Dobbelaereet al., 2003).

Mecanismos PGPR
Métodos directos Métodos indirectos
Fijacion biologica del nitrégeno Produccion de siderdforos
Produccion de sideréforos Produccion de antibidticos
Solubilizaciéon de Fésforo Resistencia Sistémica Inducida
Produccidén de fitohormonas Competencia

1.4.1Métodos directos

La promocién directa comprende aquellos microrganismos que proveen a la planta
compuestos que ellos mismos sintetizan ¢ bien facilitan a los vegetales la toma de

ciertos metabolitos inmovilizados en el medioambiente.
1.4.1.1 Produccion de fitohormonas

Las fitohormonas estan involucradas en el control del crecimiento vegetal y son la base
de todos los procesos importantes para el desarrollo de las plantas. La secrecion
bacteriana de fitohormonas puede impactar sobre la arquitectura de la raiz mediante la
induccion de pelos radiculares y raices laterales que participan en la absorcion de agua y

nutrientes contribuyendo asi al crecimiento vegetal (Persello Carticaux et al., 2003).

Las fitohormonas mas comunes producidas por PGPRs son auxinas, citoquininas,
giberelinas y en menor medida etileno. La mayor atencion ha sido puesta en los
microorganismos productores de auxinas. Los microorganismos aislados de la rizosfera
de varios cultivos poseen un gran potencial para producir y liberar auxinas al medio
como metabolitos secundarios (Brow, 1974; Kampertet al., 1975). El 4cido indol
acético (AIA) es la mas comun y mejor caracterizada de las auxinas. Este promueve la
longitudy la formacion de las raices laterales (Pilet and Saugy, 1987). El desarrollo
precoz de las raices es una ventaja para las plantulas jévenes ya que favorece su

capacidad de anclarse en el suelo y obtener agua y nutrientes de su ambiente,
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favoreciendo su supervivencia. Son productores de auxinas los géneros
bacterianosRhizobium, Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus, hongo

micorriticos y algas, entre otros.

Las citoquininas son una clase de fitohormonas producidas tanto por plantas como por
microorganismos (Aloni et al., 2006).La produccién de citoquinina ha sido reportada en
varias PGPR incluyendo, Arthrobacter spp., Azospirillum spp., Pseudomonas
fluorescens, y Paenibacillus polymyxa (Cacciari et al., 1989; Salamone et al.,2001;
Perrig et al., 2007; Timmusk et al., 1999). Estas estimulan la division celular de las
plantas, inhiben la elongacidén de la raiz primaria y la formacidn de raices laterales, pero
puede promover el desarrollo pelos de la raiz (Riefler et al., 2006; Silverman et al.,

.1998).

Las giberelinas mejoran el desarrollo de los tejidos de la raiz de la planta y promueven
la elongacién de la raiz y extension de las raices laterales (Barlow et al., 1991; Yaxley
et al., 2001). La produccion de giberelinas se ha documentado en varios PGPR como
Azospirillum spp., Azotobacter spp., Bacillus pumilus, B. licheniformis, Heraspirillum
seropedicae, Gluconobacter diazotrophicus y rizobios (Bottini et al., 2004; Gutiérrez-

Maiiero et al., 2001).

Un grupo diverso de microorganismos patdgenos y no patdgenos son capaces de
producir etileno. Algunos PGPRs como A. brasilense han demostrado que producen
pequeilas cantidades de etileno a partir de la metionina como un precursor (Perrig ef al.,
2007; Thuler et al., 2003), y esta capacidad parece promover el desarrollo de pelos de
la raiz en plantas de tomate (Ribaudo et al., 2006).

1.4.1.2Solubilizacion de fosforo

Se han aislado de diferentes suelos, bacterias solubilizadoras de fosfato pertenecientes a
distintos géneros, tales como Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium,
Burkholderia, Achromobacter, Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium y Erwinia
(Nahas, 1996; Kumar et al., 2001). Resulta de interés que estas bacterias ademas
posean otras propiedades promotoras del crecimiento vegetal. El empleo de
microorganismos que ayuden a la solubilizacidn de este elemento, podria permitir una

mayor eficiencia de absorcidn de este nutriente en suelos con bajo contenido de
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fésforo. Después del nitrédgeno, el fosforo es el nutriente inorgdnico mas requerido por
las plantas y microorganismos. Ademas, en el suelo es el factor limitante del desarrollo
vegetal a pesar de ser abundante tanto en forma orgdnica como inorganica (Alexander,
1980). Las plantas deberan absorberlo del suelo donde se encuentra en muy baja
concentracion, debido a que el fosforo soluble reacciona con iones como el calcio o el
aluminio que provoca su precipitacion o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para
los vegetales (Rodriguez and Fraga, 1999).

Se considera que la solubilizacion de diferentes rocas fosfatadas y otras fuentes de
fésforo inorganico por los organismos del suelo es una alternativa fundamental para

incrementar la cantidad disponible para las plantas (Illmer and Schinmer, 1992).

1.4.1.3Produccion de sideroforos

La capacidad de producir sideréforos, es uno de los mecanismos por los cuales las
bacterias PGPR pueden ejercer antagonismo frente a microorganismos fitopatégenos
(Carson et al., 1992). Por ejemplo, el control de hongos fitopatdgenos, que provocan
enfermedades en diferentes cultivos de gran importancia economica.

En condiciones de escasez de hierro producen y excretan los siderdforos al medio. Esta
posibilidad de quelar el hierro favorece la competencia por este nutriente de la bacteria
productora frente al patdgeno vegetal sin afectar el crecimiento de la planta, ya que la

misma necesita cantidades menores a las requeridas por los microorganismos.

1.4.1.4Fijacion biologica de nitrogeno (FBN)

La fijacion bioldgica de nitrogeno llevada a cabo por la simbiosis de bacterias con
leguminosas, tiene una gran importancia en agricultura, no solo por las cantidades de
nitrogeno que incorpora al suelo, que puede alcanzar cifras superiores a los 200 kg
N/ha.afio, sino que trata de un sistema mas eficiente, menos contaminante y mas
econdmico que la fertilizacién mineral.

Para que tenga lugar con éxito, dada su especificidad, es preciso que haya en el suelo
poblaciones nativas capaces de nodular y fijar nitrogeno de forma efectiva con la
leguminosa que se vaya a cultivar. En ocasiones, por causas muy diversas, no existen
esas poblaciones, su densidad en el suelo es baja, o la capacidad de fijacion de nitrégeno

con la leguminosa a cultivar es pobre, siendo necesario incorporar con la semilla,
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rizobios altamente efectivos en la fijacion de nitrégeno, mediante la practica de la
inoculacidn.

La simbiosis se inicia con el intercambio de sefiales entre los rizobios y las raices de las
leguminosas con el objeto de reconocerse mutuamente, ya que esta relaciones muy
especifica (Broughton et al., 1999). Para cada especie de leguminosa existe un conjunto
de rizobios que puede formar simbiosis exitosa (Sawada et al., 2003).

Las plantas leguminosas secretan compuestos especificos que atraen a los rizobios y en
respuesta a ellos activan una serie de genes implicados en la nodulacion. El primer paso
en la formaciéon de los nodulos es la adherencia de la bacteria a la planta. La
comunicacion entre los simbiontes comienza con la liberacion a la rizosferapor parte de
la leguminosa, de metabolitos secundarios contenidos en sus exudados de semilla y de
raiz, principalmente flavonoides, que hacen que especificamente los rizobios, sean
atraidos quimicamente hacia la regidnapical de los pelos radicales. Estas moléculas
varian en cantidad y composicion, dependiendo de la especie vegetal de que se trate.
Asi, estos compuestos son la primera molécula sefial emitida dentro del didlogo
molecular que se establece entre la planta y la bacteria. En estas ultimas se inicia la
transcripcion de los genes denominados de nodulacion (genes nod). La transcripcion de
los genes nod de la bacteria involucra a una proteina de origen bacteriano llamada
NodD, la cual al entrar en contacto con los flavonoides modifica su conformacion y
activa el proceso. La expresion de los genes nod, da como resultado la produccion de un
conjunto de enzimas encargadas de la sintesis y secrecion de los denominados factores
de nodulacioén (factores Nod) (Cooper, 2007). No todos los rizobios forman los mismos
factores Nod, la estructura quimica incluye la adicion de diferentes grupos quimicos, lo
que los hace especificos de cada especie de rizobio. Este hecho marca el alto grado de
especificidad en esta relacion simbidtica. Los factores Nod juegan un papel esencial
dentro del establecimiento de la simbiosis y mimetizan muchas de las respuestas que se
inducen en los pelos radicales en presencia de los rizobios. (Cooper, 2007). Los factores
Nod especificos secretados a la rizdsfera por el rizobio, al ser reconocidos por la planta
huésped, inducen a concentraciones muy bajas (pico y nanomolares) una serie de
cambios morfologicos y fisiologicos en los pelos radicales de la planta. La bacteria
penetra entonces en el pelo radical e induce la formacion, por parte de la planta, de un
tubo de composicion similar a la pared celular, conocido como canal de infeccion, que
avanza por el pelo radical. A continuacidn, la infeccion alcanza a las células de la raiz

adyacentes a los pelos radicales, y estimula la division de las células vegetales. Esta
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serie de sucesos originardn un nuevo organo responsables de la fijacidon bioldgica del
nitrégeno atmosférico denominado nédulo (Long, 1989; van Rhijn and Vanderleyden,
1995; Cooper , 2007) De esta manera, cuando el cultivo esta bien nodulado, hasta el
80% de los requerimientos de nitrogeno, puede provenir de la fijacion bioldgica que
realizan estas bacterias (Gonzalezet al.,1997). Si la nodulacién no se produjo o no esté
funcionando adecuadamente, este aporte de nitrégeno del aire se reduce o se anula.En
particular, ha sido muy estudiada la interaccidon simbidtica de ciertos rizobios con
leguminosas, entre los cuales se pueden citar los géneros Sinorhizobium 'y

Bradyrhizobium.

1.4.1.5 Limitaciones de la simbiosis

Las carencias de P, K, Ca, S y de micronutrientes disminuyen la formacion de nddulos y
por consiguiente la FBN. La simbiosis es sensible a condiciones de anegamiento, con
solo 2-3 dias de inundacidn se puede provocar una alta mortandad de nddulos.

Los efectos del estrés hidrico son directos sobre la nodulacion y la FBN: las siembras en
condiciones secas provocan la mortandad de bacterias y disminuyen la posibilidad de
lograr una nodulacién apropiada; la falta de agua en etapas tempranas retrasa la
aparicion de los nddulos y la falta de agua en etapas reproductivas limita la FBN,
restringiendo los rendimientos por menor aporte de nitrégeno para la formacion de
granos.

La salinidad y la falta de aireacion en el suelo también influyen en forma negativa sobre
la simbiosis. Se ha detectado con frecuencia en sitios con muchos afios de agricultura
(Norte de Buenos Aires, Sur de Santa Fe, Codrdoba Centro, etc.) una fuerte
compactacion del suelo, esto disminuye las posibilidades de lograr una &ptima
nodulacion por problemas de aireacion y promueve a una senescencia temprana de los

mismos.

1.4.2Métodos indirectos

Cuando la estimulacién del crecimiento de las plantas es indirecta, la bacteria libera
algin metabolito, que afecta a otros factores rizosféricos que revierten en una mejora o

estimulacion del crecimiento de la planta (Kloepper, 1992).
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1.4.2.1 Produccion de antibioticos

Muchas bacterias, en particular las pertenecientes a los géneros Pseudomonas y
Bacillus, son capaces de controlar patdgenos, sobre todo hongos, sintetizando moléculas
antifingicas. Asimismo, existen cepas bacterianas capaces de sintetizar sustancias

contra otras bacterias, los antibioticos (Whipps, 2001) (Figura 1.5 a).

Principalmente el género Pseudomonas sp.tiene la capacidad de producir antibidticos,
los cuales estan involucrados directamente con la inhibicién de otros microorganismos
del suelo. Por ejemplo dentro de estos compuestos tenemos al 2,4 diacetilfloroglucinol
(DAPG), amicina, fenazina, pirrolnitrina, pioluterina entre otros, los cuales han
demostrado ser altamente eficientes en el control bioldgico de fitopatogenos (Handelsan

and Stabb, 1996).

1.4.2.2 Resistencia sistémica inducida

En diferentes cepas bacterianas, la resistencia sistémica inducida ha sido demostrada
contra hongos, bacterias y virus en diversos cultivos (van Loonet al.,
1998)Determinadas bacterias inducen la resistencia sistémica, produciendo diferentes
compuestos tales como lipopolisacaridos, sideréforos y dcido salicilico; sin embargo,
esta induccion depende de que las bacterias colonicen el sistema radical en numero
suficiente (Figura 1.5 b).Un ejemplo son las bacterias del género Pseudomonas las
cuales son capaces de inducir resistencia por parte de la planta, incrementando la
velocidad y los niveles de sintesis de compuestos llamados fitoalexinas, implicados en
la defensa de la planta. La sefial responsable de la induccidén de resistencia y del
aumento en la acumulacion de fitoalexinas esta inducida por los lipopolisacaridos de la

bacteria (Lemanceau and Alabouvette, 1993).

Existe dos tipos de resistencias : la resistencia sistémica adquirida y , que es la respuesta
ante la agresidon de un patoégeno y la resistencia sistémica inducida, que es la respuesta
de la interaccion de la planta con los microorganismos no patégenos, donde no media
ningun tipo de agresion. La primera se caracteriza por la acumulacion de acido
salicilico y proteinas relacionadas a la patogénesis, desacatando entre ellas a las
glucanasas y quinasas que permiten aumentar la resistencia de las plantas (van Loon et
al., 1998). En la resistencia sistémica inducida no se conoce en detalle cuales son los

inductores responsables de la reaccidon de defensa del vegetal. Un microorganismo que
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induzca la resistencia sistémica inducida, después colonizar la raiz, debe producir una
seflal que recepta la planta, y este mensaje transportado a través de la misma dispara
una serie de eventos que concluyen con un estado de defensa ante un amplio espectro de

patogenos.

1.4.2.3 Competencia

Las bacterias PGPR presentan una agresiva colonizacion de la rizosfera desplazando asi
a otras bacterias y hongos perjudiciales para la planta (Lugtenberg and Kamilova,
2009). Esta competencia entre los microorganismos se genera por el espacio o por

nutrientes como el C, N, Fe, u ocupar efectivamente un nicho en la rizésfera. (Figura 1.5

Figura 1.5:Mecanismos de control biologico de enfermedades en plantas por bacterias. En
todos los casos ilustrados aqui, el biocontrol comienza con el revestimiento de semillas con las
bacterias de biocontrol. (a) Antibiosis. La bacteria coloniza las raices en crecimiento y libera
moléculas antibidticas alrededor de la raiz, perjudicando asi los patdgenos proximos a la raiz
(indicado por las estrellas). (b) La Resistencia Sistémica Inducida (ISR). Muchos productos
bacterianos inducen el sistema de sefializacidn, lo cual puede resultar en la proteccion de toda la
planta contra las enfermedades causadas por organismos diferentes. (¢) Competencia. Las
bacterias de control bioldgico actiian compitiendo por los nutrientes y los nichos que ocupan en
la raiz. (Lugtenberg and Kamilova, 2009)
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1.5 Microorganismos PGPRs:

1.5.1 Género Bradyrhizobium.

Estas bacterias son bacilos de 0,5-0,9 x 1,2-3,0 um, Gram negativas. Se mueven con un
flagelo polar o subpolar. Este género consiste de cepas de crecimiento lento, tienen un
tiempo de generacion de aproximadamente 8 hs o mas. Son productoras de élcali,
crecen en colonias circulares hasta 1 mm, opacas, rara vez translucidas, blancas y
convexas entre 5 y 7 dias de incubacion, con tendencia a tener textura granulosa (Wang
and Martinez, 2007). Las tres especies definidas de este género, B. japonicum (especie
tipo), B. elkanii y B. liaoningense, pueden nodular soja (Glycine max) y fijar nitrogeno
molecular; y en algunos casos se ha reportado que solubilizan compuestos de fosforo
inorganico (Halder and Chakrabartty, 1993). B. japonicum tiene una amplia gama de
plantas huéspedes, incluyendo muchas leguminosas tropicales y algunas de zonas

templadas.

1.5.2Género Azospirillum

Son actualmentes reconocidas 7 especies en este género, las primeras discriptas fueron
A.lipoferum y A.brasilense siendo estas, las mas ampliamente estudiadas.

Azospirillum es una bacteria Gram negativa, de vida libre, fijadora de nitrogeno y
asociada a la rizosfera de la plantas. Tiene un metabolismo muy versatil que le permite
adaptarse y establecerse en el competitivo ambiente rizosferico. Como fuente
nitrogenada esta bacteria puede utilizar un amplio rango de sustratos como amonio,
nitrato, nitrito, aminodcidos y nitrogeno molecular. En condiciones desfavorables
pueden enquistarse, recubriéndose de una capa de polisacaridos produciéndose una
acumulacion de granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB), que le sirve como reserva de
fuente de carbono (Okonet al., 1976).

Esta bacteria presenta movilidad en espiral, que le es caracteristica para su
identificacion rutinaria en el microoscopio, al igual que su forma vibroide y el
pleomormismo (Débereiner, 1992).En medio liquido produce un solo flagelo mientras
que en medio solido se induce varios flagelos laterales, la presencia de estos le
proporciona la movilidad para migrar a lugares con nutrientes mas favorables.

Para su aislamiento se puede partir de suelo rizosferico o de la superficie de las raices

de numerosas plantas hospedadoras o del interior de los tallos o raices .El medio cultivo
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utilizado para el enriquecimiento de estas especies de Azospirillum es el Nfb con
malato como fuente de carbono, (Débereineret al., 1976) este es utilizado para evaluar
la actividad reductora de acetileno, como indicativo de la fijacion de nitrégeno. Donde
el vire del azul de bromotimol es considerado como positivos para el aislamiento en
cultivo puro de la bacteria.

Una caracteristica fenotipica para el reconocimiento tentativo de este género es el color
rojo escarlata que toman las colonias al crecer en el medio con colorante de Rojo Congo
(Rodriguez-Céceres et al., 1982) aunque en este medio pueden hallarse colonias
mutantes de Azospirillum de color blanco debido a la incapacidad de producir
polisacaridos no indentificados. (Bastarrachea et al., 1987).

En los ultimos afios se ha visto un creciente interés en las bacterias de este género, por
su posible contribucion en el rendimiento de varios cereales (Kapulnik ez al., 1983).

Se ha demostrado que los cultivos de Azospirillum producen auxinas, citoquininas y
sustancias similares a giberelinas, hormonas que participan en el desarrollo vegetal
(Kapulnik et al., 1985) por lo tanto, resultan beneficiosas para la estimulacion del
desarrollo vegetal, el rendimiento del grano y semillas y fijacion de nitrogeno (Okon,
1982). Ademas, la capacidad de producir siderdforos por algunas cepas de A.brasilense
puede ser de gran importancia durante la colonizacion del ambiente rizosferico y de la
superficie de las raices al ejercer efectos antagonicos contra otros miembros de la
comunidad microbiana patogena.

Por otra parte, existen varios reportes que describen efectos benéficos de Azospirillum
spp, sobre la simbiosis entre rizobios y leguminosas (Raverker and Konde, 1988;
Burdman et al., 1997; Tilak et al., 2006; Remans et al., 2007), mediante la estimulacion
de la cantidad de flavonoides exudados por la raiz de la planta, los que a su vez inducen
la expresion de los genes nod, favoreciendo la nodulacién y por tanto el nitrégeno
fijado. (Itzigsohn et al., 1993;; Burdmanet al., 1996a; Burdman et al., 1997; Remans et
al., 2007). Al mismo tiempo, Remans et al., (2008) resaltan que existe la necesidad de
continuar investigando al respecto, con el fin de evaluar por un lado, la relevancia de
estos hallazgos en escala de campo, y por el otro, para optimizar procedimientos de co-

inoculacidn para su aplicacidn en las practicas agricolas.
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Las especiesAzospirillum posee la capacidad de agregarse y flocular, y esta propiedad
podria afectar positivamente su dispersion y sobrevida en el suelo. Los datos sugieren
que los EPS y CPS estan involucrados en esta agregacion. Por otra parte, estos
polisacaridos juegan un importante rol en la interaccion de Azospirillum con las raices
de las plantas, (Jofre” et al., 2004; Burdman et al., 2000; Michiels et al., 1991; Moens
and Vanderleyden, 1996; Steenhoudt and Vanderleyden, 2000).

1.6 Interacciones microbianas

Las bacterias estan sujetas constantemente a cambios ambientales, que requieren de una
coordinacidn en su comportamiento colectivo para poder adaptarse y sobrevivir. Esto es
particularmente importante en bacterias que interactuan con hospedadores eucarioticos,
durante el establecimiento de asociaciones patogénicas o simbidticas. Una forma de
lograr esta coordinacion es a través del sistema regulatorio conocido como quorum
sensing (QS). Esta forma de regulacion, media la expresion génica a través de la
interaccion de moléculas sefial y proteinas regulatorias en una forma dependiente de la
densidad poblacional. Los procesos mediados por QS incluyen: patogénesis, simbiosis,
conjugacion de pldsmidos y produccion de antibidticos. Desde una perspectiva
ecologica amplia, los comportamientos modulados por QS facilitan la adquisicion de
nutrientes, la ocupacion de nichos, la respuesta colectiva ante competidores y el escape
comunitario ante una probable destruccion de la poblacién. Muchas leguminosas
secretan compuestos que pueden interferir con las moléculas de QS, en un proceso
conocido como quorum quenching (Patankar y Gonzalez, 2009, a; Badri, et al., 2009).

En respuesta a las densidades celulares, las sefiales de QS o autoinductores permiten a
las poblaciones bacterianas coordinar la expresion de genes importantes para la
colonizacidn e infeccion de sus hospedadores. Estas sefiales, también participan en la
sefializacion entre reinos, induciendo respuestas especificas por parte de los
hospedadores. En el caso de la interaccidon microorganismo- leguminosa, se cree que la
planta podria distinguir entre sefiales de quorum sensing provenientes de distintas

especies bacterianas, produciendo asi respuestas especificas (Soto ef al., 2009).
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1.7 Proceso biotecnologico de produccion de biofertilizantes

La produccion de inoculantes, implica una primera fase de seleccion de estirpes que
sean capaces de nodular y establecer simbiosis efectivas con las variedades de
leguminosas cultivadas. Segun las circunstancias, serd necesario también que estas
estirpes compitan con €xito con las nativas, para colonizar el suelo y nodular . También
interesa que las estirpes seleccionadas se adapten al proceso de produccion de
inoculantes, siendo capaces de alcanzar altas concentraciones en medios de cultivo
estandar, en fermentadores industriales, tolerando los soportes y envases que se utilizan
comercialmente, sobreviviendo bajo condiciones normales de almacenamiento y sobre
las semillas inoculadas.

Actualmente, la industria de los inoculantes utiliza preferentemente formulados en base
a suspensiones de rizobios en soluciones acuosas u oleosas debido a su facil aplicacion.
Las bacterias deben ser capaces de mantener su viabilidad por periodos de hasta seis
meses, lo cual implica una adaptacion para sobrevivir, en muchos casos, bajo
condiciones de estrés térmico y/o ausencia de nutrientes, manteniendo su capacidad de
establecer simbiosis efectiva con el huésped y competir con especies nativas o
naturalizadas. A tal fin, se incorporan aditivos que favorecen la adhesion y la viabilidad
de las bacterias sobre las semillas inoculadas. Este conjunto de requerimientos, ha
llevado a intensificar los estudios hacia la optimizacion del proceso biotecnoldgico de
produccion de biofertilizantes y hacia el mejoramiento de las practicas de inoculacién
(Thuar et al., 2007).

Por otro lado, cabe sefialar que la legislacion actual respecto de la formulacion de
inoculantes para leguminosas, exige un alto nimero celular, del orden de 10°
microorganismos/mL al momento del vencimiento. Existe gran variedad de reportes
bibliograficos que indican que la densidad celular, a través de “moléculas sefial”
producidas por las células, actuaria como reguladora para una multiplicidad de
respuestas como por ejemplo, en este caso particular, sobre el comportamiento
simbiodtico, en cuanto a la infectividad y la capacidad de nodular de la cepa (Sanchez-
Contreras et al., 2007). En este sentido, la bibliografia es controversial, indicando

comportamientos opuestos, dependiendo de cada rizobio en particular. Por ejemplo, en
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Bradyrhizobiumjaponicum la acumulacion de la molécula sefial en cultivos de elevada
densidad celular, estaria regulando negativamente la expresion de los genes de
nodulacion (Loh and Stacey, 2003), mientras que para Sinorhizobium meliloti, este
comportamiento seria opuesto (Patankarer al., 2009). De esta manera, la densidad
celular estaria jugando un papel fundamental sobre el comportamiento simbiotico de los
rizobios, si se considera que la capacidad infectiva podria traducirse en una
competitividad diferencial frente a cepas nativas existentes en la rizdsfera, cuando se los
inocula a campo.

Hoy en dia, la generacién de consorcios microbianos para la produccion de fertilizantes
mixtos, representaun desafio importante para el disefio de los mismos. La diversidad
de las especiesen un consorciono garantiza la supervivencia, pero al estar presentes
diversas vias metabdlicasentre sus miembros, mejoraria la adaptacion del mismo a
entornoscambiantes. Srinivasan y Mathivanan, (2009)reportaron efectos beneficiosos
en cultivos de girasol tras la aplicacién de un consorcio bacteriano para biocontrol, en el
que se estableceria un sinergismoentre los cuatro microorganismos que lo conforman.
Sin embargo, son escasos los reportes sobre el proceso biotecnoldgico de produccion de
las diversas suspensiones microbianas y su posterior estabilizacion, para ser usadas en
las practicas agricolas de inoculacion de cultivos. Es por ello, que en este trabajo se
proponen estudios para determinar la compatibilidad entre los géneros bacterianos
Azospirilum 'y Bradyrhizobium en un mismo medio de cultivo, orientados a la
optimizacion del proceso de obtencién de consorcios microbianos por medio del
crecimiento conjunto, como una propuesta estratégica, mas rapida y flexible, que podria
adaptarse  para el desarrollo de diferentes microorganismos PGPR y fijadores
simbioticos de nitrogeno, teniendo en cuenta los diferentes factores que pueden afectar
la produccién, los rendimientos y la productividad, tales como composicion de los
medios de cultivo, factores fisico-quimicos, sistemas de cultivo, entre otros.

En base a las consideraciones anteriores, es que se plantea como objetivo de este trabajo
de tesina, realizar el desarrollo conjunto, en un mismo proceso fermentativo, de dos
géneros bacterianos diferentes, que asegure la obtencion de suspensiones celulares de
alta concentracion celular y dptimo estado fisiologico, destinados a la preparacion de
consorcios microbianos, que ademas de mantener la viabilidad de las células durante el
tiempo de almacenamiento, mantengan las propiedades PGPR de los mismos,

considerando que el tiempo de almacenamiento y la interaccién de los diferentes
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microorganismos en el consorcio pueden limitar el efecto beneficioso de éstos. De esta
manera se podria prevenir los riesgos de inefectividad de la promocion de crecimiento

de las plantas a partir de estos preparados biologicos.
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2. Hipotesis v objetivos

2.1 Hipotesis

Es posible desarrollar en forma conjunta dos géneros bacterianos diferentes, que
mantengan la viabilidad y las propiedades PGPR, para ser utilizados en la elaboracion

de biofertilizantes.
2.2 Objetivo general

Obtencion de suspensiones bacterianas a través del cultivo conjunto de los géneros
Bradyrhizobium y Azospirillum, destinadas a la produccioén de biofertilizantes, para la

inoculacion de cultivos de soja.
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3.Materiales y métodos

3.1Microorganismos

Se utilizaron para el desarrollo del trabajo las siguientes bacterias Azospirillum
brasilense AZ 39 y Bradyrhizobium japonicum E 109. Ambascepas fueron cedidas por
INTA Castelar.

3.2Métodos de conservacion

Para la conservacion de cada cepa se prepararon placas de Petri con medio solido
Balatti (tabla 3.1) para B. japonicum E109 y Rojo Congo (tabla 3.3) parad.brasilense
AZ 39; las cuales fueron sembradas con un repique de tubos que contenian las
diferentes cepas. En estas placas se aislaron colonias que se utilizaron para conservar

los microorganismos, segun las técnicas que se describen a continuacion.
3.2.1 Agar inclinado

Para la conservacion a corto plazo en agar inclinado, se prepararon tubos con medio
Balatti(tabla 3.1) para B. japonicum E 109 y medio Rojo Congo (tabla 3.3) para 4.
brasilense AZ 39. La siembra se realizd por repique de las colonias aisladas obtenidas
en las placas y se dejaron crecer en cuarto estufa durante diferentes tiempos, segin el
microorganismo. Cuando se alcanz6 un buen crecimiento, se cubrid la tapa con papel

film y se guardaron en heladera a 4 °C.
3.2.2 Congelacion

Para la conservacion a largo plazo, se prepararon dos indculos por cepa, los cuales
fueron sembrados con repique de las mejores colonias aisladas obtenidas en las placas
anteriormente mencionadas. Estos inoculos se cultivaron en distintos tiempos, segin el
microorganismo. Se tomd una muestra para determinar la homogeneidad del cultivo
mediante observacion microscopica. Luego se colocaron en tubos eppendorf y tubos de
ensayo, se agregd glicerol al 20% como crioprotector, se cubrid la tapa con papel film y

se guardaron en freezer a —20 °C.

21



3.3 Medios de cultivo

En la tabla 3.1 se indica la composicion del medio de cultivo Balatti empleado para
Bradyrhizobium japonicum E 109.

Componentes Concentracion Concentracion
inoculo Proceso

K,;HPO4 0,50 (g/L) 0,50 (g/L)
KH,PO4 0,50 (g/L) 0,50 (g/L)
MgSO4.7H,0 0,20 (g/L) 0,20 (g/L)
NaCl 0,10 (g/L) 0,10 (g/L)
KNOs3 0,80 (g/L) 0,80 (g/L)
(NH4),HPO4 0,30 (g/L) 0,30 (g/L)
FeCls sc. 10% 0,06 (g/L) 0,06 (g/L)
MnSO; sc 10% 0,06 (g/L) 0,06 (g/L)
Extracto de levadura 2,00 (g/L) 2,00 (g/L)
Glicerol 5,00 (g/L) 10,00 (g/L)

pH 6,8-7 6,8-7

Tabla 3.1: Composicion del medio de cultivo Balatti(Balatti, 1992).

Para medio sélido se adiciond agar-agar en una concentracion de 15 g/lL'y 10 ml /L de
Rojo Congo.

Para el crecimiento de A.brasilenseAZ 39se utilizo el medio de cultivo liquido Nfb
descripto en la tabla 3.2

Componentes Concentracion
K>;HPO4 0,50 (g/L)
MgSOy4 0,20 (g/L)
NaCl 0,10 (g/L)
CaCl,2H,0 0,02 (g/L)
FeCls 150 (ul/L)
KOH 4,00 (g/L)
Extracto de levadura 0,50 (g/L)
Solucién micronutrientes* 2,00 (ml/L)
Acido malico 5,00 (g/L)
Azul de bromotimol 2,00 (ml/L)
pH 6,7-8

Tabla 3.2: Composicion del medio de cultivo para A.brasilense Nfb(Dobereiner et al., 1976).

* Solucidén de micronutrientes: CuSO4 (0.4 g/1); ZnSO4.7H,0O (0.12 g/l); H,BOs(1.4
g/1);Na;Mo004.2H,0 (1.0 g/1) MnSO4.H,0 (1.5 g/1)

Para el recuento de colonias en placa de B.japonicum y A.brasilense se utilizaron los

medios solidos Balatti(tabla 3.1) y Rojo Congo RC (tabla 3.3) respectivamente.
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Componentes concentracion

MgSO4.7H20 O,Z(g/L)
NacCl 0,1(g/L)
Extracto de levadura 0,5(g/L)
FeCl; 6H,O 0,015(ml/L)
Acido malico 5(g/ml)
KOH 4,8(g/L)
Agar 20(g/L)
Rojo congo 15(ml/L)

pH 7

Tabla 3.3: Medio Rojo Congo utilizado para A. brasilense (RC) (Céseres Rodriguez, 1982).

3.4Determinacion del crecimiento celular

Para la determinacion del crecimiento de los microorganismos estudiados, se utilizaron

las siguientes técnicas:

3.4.1 Determinacion del numero de células viables de A.brasilense AZ 39 y

B.japonicum E 109:

Para la determinacion del numero de células viables de las cepas estudiadas, se utilizo
el método de diluciones seriadas y plaqueo. Esta técnica consistio en realizar
diluciones seriadas de las muestras y posterior siembra en las placas de Petri ya
adicionado el medio solido de cultivo (Koch, 1981). Estas se colocaron en estufa a 28
°C durante el tiempo necesario para el desarrollo de las colonias dependiendo de la

cepa y luego se contaron de las placas que contengan un numero de colonias entre 30 y

300.

3.4.2 Determinacion del numero de células viables de A.brasilense AZ 39 y

B.japonicum E 109 co-producidos:

Para el recuento de células viables en los ensayos en los cuales se realizd la co-
produccion de A. brasilense y B.japonicum, se utilizé el método de diluciones seriadas y
plaqueo como se describi¢ anteriormente, diferenciandose en que en este caso primero
se procedid a un conteo del numero de unidad formadora de colonia (ufc/ml) en el
medio Balatti correspondientes al ntimero total y con el medio RC las correspondientes
a A.brasilense, restandole este ultimo al total se obtuvo el nimero de ufc/ml de
B.japonicum .En la figura 3.1 se representa como se procedio para la determinacion del

numero de células viables de las cepas co-producidas.
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ufc/mL total

ufc/mL ufc/mL

A.brasilense +
B.japonicum

A.brasilense B.japonicum

Medio Balatti Medio RC

Figura 3.1: Representacion de la metodologia utilizada para la determinacion del recuento de
células viables en placas de Petri, en los ensayos de coproduccion de las cepas.

3.4.3 Condiciones de operacion:

Para el desarrollo de los cultivos se utilizo un agitador rotatorio a 250 rpm con 2,5 cm de
excentricidad, en cuarto estufa a 28°C.

3.4.4 Calculo de los parametros cinéticos de crecimiento celular

Los célculos de los parametros cinéticos que se calcularon fueron (Ertola ef al., 2001):
-velocidad especifica de crecimiento p: In (x/x¢)/t

-tiempo de generacion tg: In 2/p

Donde:

X: concentracion final de células (expresadas como n° de células viables/ml)

Xo: concentracion inicial de células (expresadas como n°de células viables/ml)

t. intervalo de tiempo considerado

3.5 Determinacion de la viabilidad v compatibilidad de los diferentes géneros
bacterianos estudiados

Parala determinacion de la viabilidad y compatibilidad de las cepas A.brasilenseAZ 39
y B.japonicumE 109 se realizd un test de compatibilidad como el descripto por
Anandaraj and Leema Rose Delapierre (2010), que consistid en un ensayo de
crecimiento de las cepas, en un estriado en cruz en placas de medios agarizados tanto en
RC como en medio Balatti. Los medios agarizados se prepararon y se esterilizaron.

Cada  medio se verti6 en placas de Petri estériles y se esper6 a su
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solidificacion.Paracomprobar la compatibilidad de A.brasilense con otro cultivo, este
fue estriado perpendicular a B.japonicum.Las placas se incubaron durante 48 hy se

observo el crecimiento de cada cepa.

3.6 Determinacion de la sobrevivencia en formulaciones de las distintas

suspensiones microbianas

Se realizaron ensayos de sobrevivencia durante 6 meses, para medir la viabilidad de las
distintas suspensiones a lo largo del tiempo. Utilizando como pardmetro la
concentracion celular, medida como ufc/ml, realizando el seguimiento de los valores
durante ese tiempo. Se efectuaron 4 tratamientos diferentes:

1. Crecimiento conjunto de las dos cepas, en medio Balattitabla 3.1 (A+B)
coproducidos.

2. Crecimiento individual de las dos cepas estudiadas, cada una en su medio
correspondiente y envasadas juntas en el mismo formulado (Mixtos).

3. Crecimiento individual de B.japonicumE 109 en su medio tabla 3.1, utilizado como
testigo (B).

4. Crecimiento individual de A. brasilenseAZ 39en medio Nfb tabla 3.2, utilizado
como testigo(A).

Se realizaron los indculos correspondiente para cada tratamiento y se transfirié como se
indicé anteriormente al proceso. Después de 72 horas de crecimiento se procedié al
envasado de las distintas formulaciones en recipientes de vidrio color caramelo de 24
ml, donde se adicion6 un 50% de solucidn estabilizadora y un 50 % de cultivo de cada
tratamiento. Se conservaron a temperatura ambiente y se tomd muestra cada 30 dias, a
lo largo de 6 meses. De cada uno de los tratamientos, se realizaron tres repeticiones, y
para cada muestra se realizo por triplicado en determinaciones independientes. (Figura

3.2y3.3).
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50 % cultivo + 50 % solucion estabilizadora
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Figura 3.2: Esquema de toma de muestra por mes, para cada uno de los tratamientos.
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Figura 3.3: Recipientes de 24 ml color caramelo, utilizados para el envasado de las
diferentes formulaciones estudiadas: B.japonicum, A.brasilense , A+B co-producidos y
Mixtos.



3.7 Determinacion de la capacidad simbidtica de las cepas mediante ensayos de
determinacion de infectividad y efectividad en plantas.

3.7.1 Ensayos en plantas:

Para determinacion de la incidencia del consorcio bacteriano en la promocién del
crecimiento de la planta, se llevaron a cabo ensayos en cdmara climatizada, en vasos a
modo de macetas, utilizando como soporte vermiculita estéril. En cada ensayo, las
semillas se sembraron esterilizadas y pre-germinadas. De cada tratamiento se realizaron
8 repeticiones como minimo y se adicionaron § controles sin inocular y 8 fertilizados
con nitrégeno inorganico en forma de nitrato. En todos los casos se colocaron dos

semillas por tratamiento, de acuerdo al sistema utilizado.

3.7.2 Esterilizacion y pre-germinacion de semillas:

Se colocaron las semillas en un vaso estéril y se lavaron en alcohol al 95% durante 20
segundos, se descarto el alcohol y se agrego la solucidon hipoclorito de sodio comercial
al 2.5%, se cubren las semillas y se agitd durante 3-5 minutos y se descartd dicha
solucion. Seguidamente se lavo las semillas al menos 6 veces con agua estéril y se las

prepard para la pre-germinacion.

Las semillas estériles se colocaron en papel secante previamente esterilizado por
autoclavado a 121°C y 1 atm de sobrepresion durante 20 minutos. Dicho papel debe ser
previamente humedecido con agua estéril para luego dispersar las semillas a lo largo del
mismo. A continuacion se enrolloel papel formando un tubo que fue introducido en un
recipiente estéril que impida la deshidratacion del mismo. Se coloco en cuarto de estufa
a 29°C durante 48h, tiempo en el cual la semilla tendra aproximadamente una raiz de 1

cm (Somasegaran and Hoben, 1994).
3.7.3 Cultivo de plantas en macetas:

Para el armado de las macetas, se utilizd como soporte vermiculita, la cual fue
esterilizada en autoclave durante 3 ciclos de 60 minutos a latm de sobrepresion. Antes
de proceder con la esterilizacion se tomdé el pH de la vermiculita, que fue de

aproximadamente 7.

Como paso previo a la siembra de las semillas, se procedioé a humedecer las macetas con
agua estéril el dia anterior para lograr tener la humedad adecuada y asi poder realizar los

hoyos y sembrar las semillas esterilizadas y pre-germinadas.
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Una vez que las macetas estaban humedecidas, se colocaron 2 semillas pre-germinadas
por maceta. Nuevamente las macetas fueron regadas con agua estéril. Luego se
colocaron en el invernadero. Después de 5 dias se procedio a ralear dejando solo una

plantula de todo el proceso a lo largo de todo el proceso.

Las plantas se observaron y se regaron de acuerdo a las necesidades diarias y se

controlaron plagas e insectos.

Durante toda la experiencia los testigos se regaron con solucidn de riego (tabla 3.6), y al
cabo de 45 dias aproximadamente se realizd el andlisis de ausencia o presencia de
nodulos y el conteo de los mismos. Para ello se lavaron las raices para remover la

vermiculita que dificultaba la vision de los mismos.

Solucion de riego

Componentes Concentracion g/l
CaCl, 0,1

MgS0,.7H,0 0,12

KH,PO, 0,1

Na,HPO,.2H, 0,15

FeCls 0,0017

Solucion stock de micronutrientes™® 1 ml

Tabla 3.6: Composicion de solucion de riego Faharaeus libre de nitrégeno. (Somasegaran and

Hoben, 1994).
Mezclar todos los constituyentes, ajustar el pH a 6.8-7 y autoclavar a 121°C por 20 minutos.

*Solucion stock de micronutrientes:H;BO; (2,86 g/1), MnSO,.7H,O (2,03 g/1), ZnSO,.7H,0O
(0,22 g/1), CuS0O,4.5H,0 (0,08 g/1), NaMo00,.2H,0 (0,14 g/1).
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3.7.4 Diseiio experimental en plantas

Para el ensayo en plantas se efectuaron 6 tratamientos utilizando 8 repeticiones por

cada uno. Los mismos se detallan a continuacion:

Inoculacion con 1 mL de suspension de B.japonicumen fase estacionaria de
crecimiento. Se regd con solucién de riego sin nitrogeno durante todo el

ensayo.(B)

Inoculacion con 1 mL de suspension de A.brasilenseen fase estacionaria de
crecimiento. Se regd con solucion de riego sin nitrégeno durante todo el

ensayo.(A)

Inoculaciéon con 1 mL de suspension de A.brasilense 'y B.japonicum co-
producidas en fase estacionaria de crecimiento. Se regd con solucion de riego sin

nitrogeno durante todo el ensayo.(A+B)

Inoculaciéon con 0.5 mL de suspension de A.brasilense y 0.5 mL  B.japonicum
cultivados en procesos independientes en fase estacionaria de crecimiento. Se

regd con solucion de riego sin nitrogeno durante todo el ensayo.(MIXTOS)

Control sin inocular ni fertilizar. Se regd con solucidon de riego sin nitrogeno
durante todo el ensayo.(CONTROL)
Testigo fertilizado. Se regd con solucidn de riego con nitrégeno durante todo el

ensayo.(NITRATO)

En la fotografia 3.2 se muestra el ensayo en plantas en macetas, en el invernaculo.
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Figura 3.2: Ensayo de plantas en macetas, en el invernaculo.

3.8 Evaluacion de parametros indicadores del crecimiento de plantas:

Para la determinacion de los parametros de crecimiento se cuantificaron los siguientes

parametros fisioldgicos:

3.8.1 Numero de nodulos totales por planta.

Con la masa radicular separada de la parte aérea se procedio a contar, por cada raiz el
numero de nddulos presentes. Utilizando un bisturi se cortaron algunos de los noédulos
para ver si presentan color rojizo. La coloracion rojiza se debe a la presencia de

leghemoglobina, una de las proteinas encargadas de la fijacidon biologica del nitrégeno.

3.8.2 Volumen radical por desplazamiento de agua
Una vez separada la raiz del tallo, se la sumergid en una probeta con agua destilada y se
determind que el volumen radicular es igual a la diferencia en el volumen de la columna

de agua contenida en la probeta comparada con el volumen original.
3.8.3 Peso seco de la parte aérea

La parte aérea de la planta, una vez separada de la raiz, se guard6 en un sobre de papel

madera y se colocd en una estufa a 60°C, hasta que alcanzd peso constante.
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3.8.4 Determinacion de porcentaje de nitrégeno y de proteina en la parte aérea de
la planta por el método Kjeldahl.

Fundamento:

El método de Kjeldahl se basa en la hidrolisis acida de la materia orgénica de la muestra
por calentamiento con acido sulfurico concentrado en presencia de un catalizador sulfato
de cobre. El nitrogeno se reduce en la sal sulfato de amonio, de la cual se libera con
hidroxido de amonio en la forma de amoniaco y se destila. El destilado se valora con una
solucion patron de acido clorhidrico (Alaiz et al., 1992).

Para la determinacidn se peso 0.1 g de muestra de parte aérea molida y se agrego 1.25 g
de catalizador, posteriormente se agregd el acido sulfurico y se dejaron digestar las
muestras durante una hora. Luego se realiz6 la destilacién y titulaciéon en equipo
automatico Tecator Kjeltec Auto 1030 Analizer, utilizando acido bérico y HCI 0.0996
N. La determinacion del porcentaje de nitrogeno y el porcentaje de proteina se realizd a

través de las siguientes ecuaciones:

M x N=meq de N

meq de Nx 0.014=G

Donde:

M: ml de HCI gastados en la valoracion.

N: normalidad del HCL

meq de N: miliequivalente de nitrogeno.

G: grs. de nitrégeno contenidos en 0.1 g de muestra.

Al referir esa cantidad a 100 g de muestra obtendremos el porcentaje de nitrogeno total.
3.8.5 Porcentaje de proteina

El porcentaje de proteina se obtuvo de multiplicar el valor de %N por un valor asignado
en tablas, el cual proviene de que la proteina en promedio representa el 16 % del

Nitrogeno total, de tal manera que se obtiene el valor 100 / 16 =6.25 como un factor.
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3.9Analisis estadistico

Para comparar la diferencia entre las medias en los diferentes ensayos, se realizé Anova
de un factor. El test utilizado fue el de DMS, con un nivel de significancia del 5%

(p<0,05).
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4. Resultados vy Discusion

4.1 Estudios cinéticos de los microorganismos en estudio:

4.1.1 Cinética de crecimiento de Bradyrhizobium japonicum E 109 y Azospirillum

brasilense AZ 39.

Para determinar la cinética de crecimiento de los microorganismos estudiados se
utilizaron diferentes medios de cultivo, segin el microorganismo, en ensayos
independientes con tres repeticiones. Los medios usados fueron: medio Balatti (tabla

3.1) para B. japonicum E 109 y medio Nfb (tabla 3.2) para 4. brasilense AZ 39.

Se sembraron indculos a partir de tubos preservados en heladera, en pico de flauta.
Luego de transcurrido los tiempos de desarrollo, se selecciond un indculo para cada
cepa y, previa observacion microscopica, se transfirio un 10 % desde este medio inoculo
a los respectivos medios de procesos. La concentracion de los indculos al momento de

la transferencia fue:

Microorganismo Tiempo de desarrollo del Concentracion celular
inoculo (h) (ufc/ml)

Bradyrhizobium japonicum 48 4x10°

Azospirillum brasilense 24 3,55 x10°

Tabla 4.1: Concentracion de los inoculos al momento de la transferencia a proceso.

Los cultivos fueron desarrollados en camara de cultivo a 28 °C, en agitador rotatorio a

200 rpm y 2,5 cm de excentricidad.

La concentracidon celular para evaluar la cinética de crecimiento de los diferentes
microorganismos, se determind con la técnica de recuento en placa (ufc/ml), como se

indicé en materiales y métodos.

Las curvas de crecimiento obtenidas para Bradyrhizobium japonicum E 109 'y

Azospirillum brasilense AZ 39 se muestran en las Figuras 4.1 y 4.2 respectivamente.
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Figura4.1: Curva de crecimiento de B.japonicum E 109 desarrollado en medio Balatti(tabla 3.1)

en frascos agitados a 28°C.
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Figura 4.2: Curva de crecimiento de Azospirillum brasilense AZ 39 desarrollado en medio Nfb
(tabla 3.2), en frascos agitados a 28°C.

La cinética de crecimiento es diferente entre dichos microorganismos, como se ve en las
figuras mencionadas,4. brasilense tiene un crecimiento mas rapido que B. japonicum.
Estos ensayos permitieron realizar los calculos de diferentesparametros cinéticos, que se
indican mas adelante.

Al mismo tiempo, se fueron registrando los valores de pH correspondientes a cada
muestra analizada durante el desarrollo de los cultivos. Las curvas de evoluciéon del pH
a través del tiempo para Bradyrhizobium japonicum E109 'y Azospirillum brasilense
AZ 39 se muestran en la figura 4.3 y 4.4 respectivamente.

34

80



pH
BN W R O N WO

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (h) |

Figura 4.3: Curva de evolucién del pH a través del tiempo de B.japonicumE 109 desarrollado
en medio Balatti (tabla 3.1), en frascos agitados a 28°C.
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Figura 4.4 Curva de evolucion del pH a través del tiempo de A. brasilense AZ 39 desarrollado
en el medio Nfb (tabla 3.2), en frascos agitados a 28°C.

La evolucion de los valores de pH de los cultivos deB. japonicum no tuvo grandes
variaciones a lo largo de su crecimiento, observandose una leve tendencia hacia valores
alcalinos, cercanos a 8. En cambio, los cultivos de A. brasilense, mostraron un marcado
ascenso del pH, llegando a valores de 9, dado el progresivo consumo del adcido malico,

utilizado como fuente de carbono en este medio de cultivo.

4.1.2 Parametros cinéticos de crecimiento para B.japonicum y A.brasiliense:

Con el objetivo de determinar parametros que permitieran estudiar la cinética de
crecimiento de los microrganismos segun el medio de cultivo y las condiciones de

operacion en que se los cultivo, se calculd la velocidad especifica de crecimiento (p) y

35



el tiempo de generacion (Tg) para cada uno de los microorganismos, como se indica en

Materiales y Métodos.

Los datos obtenidos se muestran en la tabla 4.2:

Microorganismos 1 max (™ u total (h™h Tg (h)
B. japonicum 0,105 0,080 8,664
A. brasilense 0,300 0,125 5,545

Tabla 4.2: Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de generacion para los
microorganismos mencionados.

Se establecen dos valores diferentes de p, considerando un valor maximo que se
corresponde con el punto de inflexion de la curva de crecimiento, y un valor para p
total, que equivale a toda la fase de crecimiento exponencial. Los resultados muestran
diferencias en cuanto a la cinética de crecimiento entre un género y el otro, y de esta
forma, podemos clasificar a B. japonicum como una cepa de crecimiento lento, con
tiempos de generacion grandes respecto de 4. brasilense, que corresponderia a una cepa

de crecimiento rapido, con tiempos de generacion cortos.
4.1.3Cinética de crecimiento de A. brasilense en medioBalatti.

Por otra parte, dado que se planted realizar ensayos de produccion conjunta de los
microorganismos, se llevaron a cabo experimentos de crecimiento de A.brasilense en el
medio de cultivo Balatti (tabla 3.1), con el objetivo de examinar un medio de cultivo
que pueda ser usado en comun y, que al mismo tiempo, sea favorable para el desarrollo
de ambos microorganismos. La curva de crecimientoobtenida se muestra en la figura

4.5, para estas condiciones de trabajo.
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Figura 4.5: Curva de crecimiento de A.brasilense AZ39 en medio Balatti (tabla 3.1)en frascos

agitados a 28°C.

A partir de €stos resultados obtenidos, se determind que la velocidad especifica maxima
de crecimiento, que fue de 0,265 h™', y la velocidad especifica total de crecimiento, del
orden de 0,114 h™', que se corresponde con un tiempo de generacion de 6,1 h. La curva
y los datos de la cinética de crecimiento obtenidas en esta serie de ensayos, permitieron
evaluar el comportamiento de Azospirillum brasilense en este medio de cultivo, donde
su desarrollo fue muy similar, y por ello, aceptable, al que exhibié cuando habia sido

cultivado en el medio de cultivo Ntb especifico para 4. brasilense.
4.2 Evaluacion de las colonias de A.brasilenseAZ 39 en diferentes medios solidos.

Por otra parte se evalud el desarrollo de las colonias para esta cepa en ambos medios de
cultivo solidos. En las fotografia 4.1 se puede observar el desarrollo de las colonias de

las células de Azospirillum brasilense en ambos medios de cultivo.

a)

Fotografia 4.1: Morfologia de las colonias de A.brasilense en distintos medios de cultivo

solidos a): medio Balatti ; b): medio RC.
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Las colonias presentan morfologia diferente  dependiendo directamente de la
composicion del medio de cultivo en el que se las cultivd. Se puede observarque en el

medio Balattilas colonias presentan un notorio mayor tamafio que en el medio RC.

La motilidad bacteriana es una caracteristica clave que afecta la aptitud, la
supervivencia asi como también la colonizacién en ambientes naturales. Para ello, casi
todas las especies bacterianas han desarrollado diferentes dispositivos para la
locomocion, tal como los flagelos. Covelli ef al. (2013) indican que la motilidad de B.
Jjaponicum en medios sélidos, esta influenciada por la composicion del medio de
cultivo, puntualmente, por la fuente de carbono utilizada, determinando la sintesis

diferencial de proteinas estructurales de los flagelos.

“Swarming” es un tipo de movimiento flagelar impulsado que, contrario al movimiento
en un medio liquido, se puede observar en la superficie de un medio sélido (1-2 % de
agar), originando la expansién de la colonia en la superficie, desde el centro hacia los
bordes. (Butler et al., 2010). En este sentido, la mayor motilidad mostrada por
A.brasilense en el medio Balatti, se podria considerar como un resultado destacado,
considerando que el “swarming” podria ser necesario y beneficioso para la motilidad
bacteriana en suelos o en la rizosfera, en relacidn con la competitividad de infeccion de

las raices de las plantas.

Por otra parte, se comprobd, que en los dos medios agarizados se obtenia el mismo
nimero de colonias por placa, esto permitié utilizar el medio RC para obtener el
numero de colonias de A.brasilense y restando al nimero de colonias totales obtenidas

en medio de cultivo solido Balatti.

4.3Viabilidad v compatibilidad entre los géneros estudiados.

Con la finalidad de determinar la viabilidad y compatibilidad para la coexistencia en un
mismo sustrato de los diferentes géneros bacterianos, se evalud el crecimiento de
ambas cepas en medios agarizados mencionados en materiales y métodos.Para ello se
siguid la técnica de estriado en cruz, en una misma placa de Petri, en base a los reportes
recientes de Anandaraj y Leema Rose Delapierre (2010),que muestran de esta manera,

la compatibilidad entre Rhizobiumsp., Bacillusmegaterium y Pseudomonasfluorescens,
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indicando que eran compatibles y capaces de crecer al mismo tiempo, en medio sélido

de agar nutritivo.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.3 y en la fotografia 4.2.

Medio de cultivo sélido B. japonicum A.brasilense
Medio Balatti + +
RC - +

Tabla 4.3: Determinacion del crecimiento de cada microorganismo en los distintos medios
solidos
+ se observo crecimiento en la placa, —no se observo crecimiento en la placa.

Fotografia 4.2: Ensayo de compatibilidad y viabilidad de las cepas A.brasilense AZ 39 y
B.japonicum E 109 en a) medio Balatti(tabla 3.1) b) medio RC (tabla 3.3).

Como se observa en la fotografia 4.2, estos resultados obtenidos permitieron establecer
quelas cepasA. brasilense AZ 39 y B.japonicum E 109 en el medio Balatti, son
compatibles y capaces de crecer al mismo tiempo, sin ninguin tipo de inhibicién en su
crecimiento. En cambio, en el medio RC solo se observa crecimiento de 4. brasilense.
Este resultado muestra que B.japonicum no es capaz de utilizar el 4cido malico como

fuente de carbono y energia, suministrada por este medio de cultivo.

4.4 Cinética de crecimiento de B.japonicum E 109 v A. brasilense AZ 39 en ensavos
de produccion conjunta.

A fin de evaluar la posibilidad de desarrollar en forma conjunta, esto es, en un mismo

proceso fermentativo, las dos cepas consideradas, se llevaron a cabo esta serie de
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ensayos. Para ello se desarrollaron previamente in6culos de cada cepa y se trasfirié un 5

% de cada uno a un mismo proceso, utilizando el medio Balatti.

La concentracién y tiempos de desarrollo de los indculos al momento de la transferencia

fueron:
Tiempo de Concentracion celular
Microorganismo
desarrollo(h) (ufc/ml)
Bradyrhizobium japonicum E
Y e 48 4x10’°
109
Azospirillum brasilense AZ 39 24 3,55 x10°

Tabla 4.4: Concentracion de los indculos al momento de la siembra de procesos co-producidos.

Los cultivos fueron desarrollados en ensayos independientes con tres repeticiones, a 28
°C, en agitador rotatorio a 200 rpm y 2,5 cm de excentricidad

En diferentes tiempos de desarrollo de los cultivos, se extrajo muestra y se determin la
concentracion celular, a fin de evaluar el crecimiento y la cinética del mismo, para los
diferentes microorganismos. Para eso se realizd recuento celular en placa (ufc/ml),

como se indicd en Materiales y Métodos (figura 3.1).

Las curvas de crecimiento, medidas como ufc / ml en funcién del tiempo de proceso,
obtenidas para B japonicum E 109 y A brasilense AZ 39 co-cultivados se muestran en la

Figura4.6.
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Figura 4.6.Curva de crecimiento parad.brasilense AZ 39 y B. japonicum E 109 en el medio

Balatti(tabla 3.1) en frascos agitados a 28°C.

Los resultados obtenidos muestran que la concentracion celular alcanzada por
B.japonicum fue de 6 x 10° ufc/ml y por A.brasilense de 5 x10*ufc/ml, valores que
practicamente no difierenrespecto de las concentraciones finales alcanzadas por cada
una de las cepas cuando fueron cultivadas independientemente, y cada una en un medio

de cultivo especifico (figuras 4.1 y 4.2 mostradas anteriormente).

Ademas,se fueron registrando los valores de pH correspondientes a cada muestra
analizada durante el desarrollo conjunto del cultivo. La curva de evolucion del pH a
través del tiempo para B. japonicum 'y A. brasilense co-cultivadas se muestra en la

figura 4.7, donde se observa un mantenimiento del pH cercano a la neutralidad.

pH
NoWA N

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Figura 4.7. Curva de evolucion de pH a través del tiempo de las bacterias co-producidas, en

medio Balatti(tabla 3.1) en frascos agitados a 28°C.
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Para estas condiciones de crecimiento, también se calcularon los parametros cinéticos,

obteniéndose los siguientes resultados:

Microorganismo pmax (h?) ptotal (h?) | Tg(h)
B. japonicum 0.100 0,077 8,956
A. brasilense 0.214 0,100 6,931

Tabla 4.5: Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de generacion para los
microorganismos indicados, co-cultivados en un mismo medio fermentativo.

Estos resultados muestran que el desarrollo conjunto, en un mismo proceso
fermentativo, de estos géneros bacterianos, permite la obtencion de suspensiones
celulares de alta concentracidon celular y Optimo estado fisioldgico, que podria ser

destinado a la preparacion de diferentes bioformulados.

Ademas, estos demuestran la factibilidad de la utilizacion de éste método de
bioprocesamiento para la formulacion y el uso de consorcios microbianos sintéticos, el
que a su vez, se transforma en un importante reto para llegar a convertirse en un

procedimiento comun en bioprocesos industriales.

Es poco lo que se conoce hasta el momento sobre los efectos producidos entre géneros
rizobianos como consecuencia de las diferentes interacciones entre ellos. Existen
diversas caracteristicas y/o propiedades de los microorganismos individuales que
podrian verse modificadas o potenciadas, como por ejemplo, segin reportes de
Chebotar et al. (2001), la produccion desustancias promotoras del crecimiento por parte
de bacterias del género Pseudomonas, podrian a su vez estimular el crecimiento

deB.japonicum.

En este punto, a fin de validar esta estrategia de produccidon de cultivos PGPR, se
plantea como imprescindible, por un lado, determinar la sobrevida de los mismos en el
tiempo; y por el otro, evaluar el mantenimiento de la capacidad promotora de
crecimiento de plantas, propiedad ampliamente demostrada para €stos microorganismos,
considerando que las interacciones entre las diferentes células durante el tiempo de

desarrollo, podria incidir sobre estas caracteristicas.
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4.5 Sobrevivencia de las suspensiones microbianas obtenidas

Se realizaron una serie de ensayos con el objetivo de estudiar la sobrevivencia de las
suspensiones celulares obtenidas mediante los procesos de desarrollo conjunto. Para
favorecer la viabilidad de las células en el tiempo, se le adiciono en una relacion 1:1 ,
una solucion estabilizadora, tendiente a preservar la integridad celular mediante el
agregado de diferentes sustancias que actuarian como protectoras de la membrana

plasmatica, reguladores de pH y de la presion osmotica.

Los biopreparadosobtenidos se almacenaron a temperatura ambiente y se evalud la
viabilidad celular y pH en el tiempo. Estas determinaciones se realizaron en forma
periddica durante 180 dias. Se utilizaron como tratamiento control formulados
preparados a partir del desarrollo de cultivos individuales de cada una de las cepas.Los

resultados se muestran en la figura 4.8 y 4.9.
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Figura 4.8: Sobrevida de las diferentes suspensiones bacterianas tomando como parametro la
concentracion celular ( ufc/ml) a traves del tiempo de: A.brasilense control (A), B. japonicum
control(B) , A. brasilense co-producidos(A+B/A) , B. japonicum co-producidos (A+B/B), A.
brasilense (Mixtos /A ) y de B. japonicum (Mixtos/B).
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Figura 4.9: Valores de pH de las diferentes suspensiones celulares en funcion del
tiempode:A4.brasilense control (A), B. japonicum control(B) , A. brasilense y B. japonicum
(A+B), A. brasilense y de B. japonicum (B) desarrolladosindividualmente y juntandolos en el
momento del envasado (Mixtos).

Se observa en la figura 4.8 que la sobrevida de las distintas suspensiones bacterianas
disminuye marcadamente en los primeros 30 dias de alamacenamiento si bien sigue
decreciendo hasta los 60 dias aproximadamente. Luego se mantiene practicamente
constante alcanzando una concentracion de 1.10° ufc/ml. Estos datos muestran una
tendencia a estabiliazarse en esos niveles celulares en la sobrevivencia en el tiempo,
condicidén que es muy conveniente para este tipo de preparados, y que los presenta como
muy promisorios. Luego de haber iniciado esta serie de ensayos, se halld en bibliografia
reportes de Maurice et al. (2001) que, en estudios sobre diferentes inoculantes
comerciales, mostraban que las suspensiones celulares envasadas en recipientes de
polietileno con mayor espesor presentaban una menor sobrevida en comparacion con los
recipientes de menor espesor. Los autores atribuian esta diferencia a la limitacion de
transferencia del oxigeno, también indicada como un factor critico para la supervivencia
celular segin estudios realizados por Griffith et al. (1992). En nuestros experimentos,
las suspensiones bacterianas obtenidas se envasaron en recipientes de vidrio, lo que, en
base a lo referido por estos autores, podria ser perjudicial para el mentenimiento de la
viabilidad celular. En base a estas referencias, podria inferirse que los niveles de
sobrevida en el tiempo podrian ser atin mayores si se utilizaran recipientes alternativos,
como por ejemplo de polietileno de bajo espesor, intentando favorecer la transferencia

de oxigeno, segun indica la bibliografia.

Respecto de los valores de pH alcanzados por las diferentes suspensiones microbianas,

segun se puede observar en la Figura 4.9, se mantuvo practicamente constante durante
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el periodo de almacenamiento, en valores cercanos a la neutralidad. Esta es una
situacion deseable, considerando que estos niveles de pH favorecen la viabilidad de las

células almacenadas.

Hoy en dia, la generacién de consorcios microbianos representaun desafio importante
para el disefio de los mismos. La diversidad de las especiesen un consorciono garantiza
la supervivencia, pero al estar presentes diversas vias metabolicasentre sus miembros,
mejoraria la adaptacion y la estabilidad frente a entornoscambiantes(Brenner et al.,

2008).

4.6 Evaluacion de la capacidad de promocion del crecimiento vegetal en plantas de
Glycine max.

A fin de evaluar el mantenimiento de la capacidad promotora de crecimiento de las
plantas por medios de las cepas que habian sido desarrolladas en forma conjunta, se
realizaron inoculaciones a plantas de soja con suspensiones bacterianas asi obtenidas,
generando al mismo tiempo cultivos individuales de cada cepa que pudieran ser usadas
como controles, tal como se indico en materiales y métodos; por un lapso de 45 dias.
Durante este tiempo las plantas crecieron de manera satisfactoria en su desarrollo tanto

en la parte adrea como radicular.

Fotografia 4.3: Desarrollo de Glycinemax con los diferentes tratamiento utilizados para

el ensayo.
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En una comparacion cualitativa de los distintos tratamientos, como se puede observar en
la fotografia 4.3, hay una diferencia entre los mismos, A+B co-producidas presentan
un mayor desarrollo de la parte aérea y por lo contrario, en el control se observa menor
desarrollo. Esto se debe a que en el primero hay una mayor disponibilidad de
nitrogeno.La inoculacion mixta de leguminosas con diferentes especies PGPRha sido
reportada como responsable del incremento en la tasa de nodulacidon, materia seca y
rendimientos, en diferentes leguminosas (Cassan et al., 2009; Hayat etal., 2010). En el
caso particular de asociaciones entre diferentes especies de RhizobiumyAzospirillum con
leguminosas, como por ejemplo la soja, se indica en general la promocion de
germinacionde semillas, el crecimiento de la planta, la ramificacionde la raiz yla

nodulacion(Khan etal., 2010).

4.6.1 Evaluacion del crecimiento de las plantas:

En la tabla 4.6 se indica la concentracion celular de las diferentes suspensiones
microbianas utilizadas para la inoculacion de las plantas de soja segin los diferentes
tratamientos indicados anteriormente.

Suspension microbiana Concentracion celular
(ufc/ml)

B. japonicum(B) 1,7x10"

A.brasilense(A) 2,1 x10°

B.japonicum + A.brasilense B.japonicum: 9,8x10’

co-producidos (A+B) A.brasilense: 2x10°

B.japonicum + | B.japonicum : 1,37 x10"
A.brasilenseproducidos  en

A.brasilense:1,55x1 0®
forma individual (Mixtos)

Tabla 4.6: Concentraciones celulares de las suspensiones bacterianas utilizadas para inocular
las plantas deGlycinemax
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4.6.1.1 Numero de nodulos totales

Con la finalidad de evaluar si habia alguna incidencia sobre la capacidad de nodulacién
de la cepa simbionte, al haberla crecido en forma conjunta con las células de A4
brasilense, se realizd el conteo del nuimero de nddulos totales por planta, y se los
compar6 entre los diferentes tratamientos realizados, segun se indica en materiales y
métodos. De esta manera es posible analizar el efecto de dos variables:

- La condicion de crecimiento conjunto.

- La incidencia de A4.brasilense sobre la nodulacidon de B. japonicum

Los resultados se muestran en la figura 4.10. Se puede observar que el nimero de
nédulos totales obtenidos de la raiz principal y secundaria, de los tratamientos
utilizados no presentan diferencias significativas entre ellos. Estos resultados indicarian
que A. brasilense no tiene incidencia sobre la capacidad de nodulacién de B.japonicum.
En este sentido, los reportes bibliograficos son bastante contradictorios. Por ejemplo,
enestudios realizados por Cassan et al. (2009) encontraron que la co-inoculacidn con 4.
brasilense y B.japonicum en el cultivo de soja incrementaba el numero de nddulos por
planta y el porcentaje de plantas noduladas, comparadas con la inoculacion simple con
B.japonicum. Otros estudios realizados por Ruiz Sainz et al. (2002) observaron en
ensayos de invernaderos tanto de frijol como Glycine max (soja) un incremento del
numero de nodulos y en el desarrollo de raices en plantas co-inoculadas con
Azospirillum y rizobio en comparacion con las inoculadas unicamente con el
rizobio.Investigaciones realizadas por Plaszinski and Rolfe (1985) y Yahalom et
al.(1991) afirman que la co-inoculacion de Azospirillum con rizobio puede estimular o
inhibir la formacién y el crecimiento del nddulo en algunos sistemas simbidticos,
dependiendo de la concentracion, la cepa utilizada y el tiempo de la
inoculacion.Recientemente, Juge et al.(2012), indicaron que la presencia de
Azospirillum, produjo una reduccion de la nodulacion, en respuesta a la co-inoculacion

con Azospirillum en comparacion con Bradyrhizobium solo.
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Figura 4.10: Numero de nodulos totalespor planta, de los distintos tratamientos, en plantas de
soja.Los datos se expresan como la media + ES, n=8. Diferentes letras en cada columna, indican
diferencia significativas (p<0,05), segun el test de DSM.

En resumen, respecto a las condiciones estudiadas, los resultados obtenidos en estos
ensayos, mostraron por un lado, que la presencia de esta cepa de A.brasilense, no incide
sobre la capacidad de nodulacién de B. japonicum, considerando que no se ven
diferencias significativas en el numero de nddulos totales por planta entre los diferentes
tratamientos; y por el otro, que este comportamiento es independiente de la forma de
cultivo de los microorganismos. Estas evaluaciones resultan de gran importancia, dado
que reafirman la posibilidad del cultivo conjunto como una propuesta valida para el

desarrollo de estas suspensiones de bacterias promotoras de crecimiento de plantas.

En la fotografia 4.4 se puede visualizar los nddulos encontrados en las plantas de soja
después de 45 dias como se indicd en materiales y métodos. También es interesante
observar en la fotografia del corte trasversal que se le realizd a los nddulos, que
mostraron coloracion rojiza debido a la presencia de leghemoglobina, lo que estaria

indicando la funcionalidad del mismo.
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) B b)
Fotografia 4.4: Fotografia de los nddulos formados en la raiz de Glycine max a) Nodulos b)
Corte transversal de un nddulo donde se observa la coloracion roja debida a la leghemoglobina.

4.6.1.1.1 Infectividad de Bradyrhizobium

Conjuntamente con estas determinaciones del nimero de nddulos totales establecidos
por planta, se evalud la infectividad de la bacteria simbionte crecida en las condiciones
indicadas. La infectividad rizobiana, se define como la capacidad de una cepa de rizobio
de nodular la raiz de la leguminosa especifica. Esta, a su vez, depende de su capacidad
de colonizacidn, sobrevivencia y competitividad cuando se encuentre formando parte de
la comunidad microbiana de la rizésfera. Por ello se considera que los nédulos ubicados
en la raiz principal son inducidos por rizobios mas infectivos que los que se ubican en
las raices secundarias. En base a estas consideraciones, y con la finalidad de determinar
la infectividad de la cepa cultivada bajo diferentes condiciones, se determin6 el nimero
de nodulos en raiz principal y en raiz secundaria, para los diferentes tratamientos, tal

como se indica en las Figuras 4.11 y 4.12.

25

—_—
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N° de nddulos de la raiz
principal/plantas

10 -

B.japonicum A+B Mixtos

Figura 4.11: Numero de nédulos en la raiz principal, de los tratamientos en plantas de soja.
Los datos se expresan como la media + ES, n=8. Diferentes letras en cada columna, indican

diferencia significativas (p<0,05), segtn el test de DSM.
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Figura 4.12: Numero de nodulos de la raiz segundaria, de los tratamientos, en plantas de
soja.Los datos se expresan como la media + ES, n=8.Diferentes letras en cada columna, indican

diferencia significativas (p<0,05), segun el test de DSM.

Si se compara la distribucion de nddulos en la raiz principal, en base al analisis
estadistico de los datos obtenidos, se observa que el tratamiento que se inoculd con
cultivos que habian sido co-producidos es el que tiene mayor nimero de nodulos en la
raiz principal y, ademds difiere significativamente de los demds. Esto muestra que la
infectividad en estas condiciones se ve positivamente afectada. De modo que la
inoculacidn con suspensiones bacterianas de B.japonicum obtenidas en co-cultivo con
A.brasilense, produciria un aumento de la infectividad, indicada por la mayor
concentracion de nodulos en raiz principal que en los inoculados con células de B
Jjaponicum cultivadas en forma individual. Estos resultados permiten inferir respecto de
interacciones entre las células en cultivo, mediadas por moléculas producidas por las
cepas bacterianas analizadas, que al ser cultivas en forma conjunta, inducirian

comportamientos diferenciados respecto de células cultivadas en forma individual.

Asimismo, Hamaoul et al.(2001) ha reportado que con la co-inoculacién de
A.brasilense, los nddulos se formaron en su mayoria en las raices principales, mientras
que en los controles sin Azospirillum, fueron méds comunes los nddulos pequefios en la

raices laterales.
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4.6.1.2 Peso seco de la parte aérea de la planta

Luego, se determino el peso seco de la parte aérea de las plantas de soja, los resultados
se muestran en la figura 4.13.
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Figura 4.13: Peso seco de la parte aérea de plantas de soja, para los distintos tratamientos y
testigos. Los datos se expresan como la media + ES, n=8.Diferentes letras en cada columna,

indican diferencia significativas (p<0,05), segtn el test de DSM.

Como se observa en la figura 4.13, los menores valores se registraron en los
tratamientos de control y el inoculado solo con células de A4.brasilense (A), como seria
esperable, dado que las plantas no tuvieron aporte de nitrégeno desde ninguna fuente. Si
bien se alcanzaron mayores valores de peso seco en los demas tratamientos inoculados,
no se encontraron diferencia significativa entre los tratamientos inoculados solo con
B.japonicum (B), y las inoculaciones mixtas, ya sea desde cultivos individuales
(Mixtos) o co-producidos (A+B).Este resultado no estd de acuerdo con lo observado
generalmente, respecto de la estimulacion del crecimiento de leguminosas co-inoculadas
con Azospirillum y Rhizobium (Volpin and kapulnik, 1994; Burdman, 1998), en los que
se sefialan diversos efectos positivos, tales como, aumento la produccion de materia
seca, rendimiento en grano y contenido de nitrégeno, en comparacion con inoculaciones

con rizobios solamente.

Al mismo tiempo, es importante destacar que los mayores niveles de peso seco de la
parte aérea de la planta alcanzados se observaron en respuesta al tratamiento testigo
seguido con solucidn de riego con nitrato, el que no presenta diferencias significativas

con las plantas inoculadas con A+B co-producidos.
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Dado que solo en el tratamiento proveniente de la co-produccion de cultivos iguald el
peso seco de plantas fertilizadas con nitrégeno inorganico, que seria la condicion de
maxima, es posible sugerir que este resultado se vincularia con la forma de cultivo de
los microorganismos, a través de interacciones que se producen entre las células
implicadas. Este resultado es de gran relevancia, ya que son resultados que respaldan la
estrategia de coproduccion de células. Por ende, se plantea la necesidad de realizar
estudios particularmente sobre los mecanismos moleculares y posibles sefiales del
género Azospirillum, que favorecen a la planta y a los rizobios; asi como, también
estudios ecoldgicos para determinar la dindmica de la relacidn que existe entre diversas
poblaciones de rizobios y Azospirillum en la rizosfera (Albareda et al., 2006;

Rodriguez-Navarro et al., 2007).

4.6.1.3 Volumen radicular

En la figura 4.14 se muestra el volumen radicular de las plantas para los diferentes
tratamientos estudiados
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Figura 4.14: Volumen radicular de plantas de soja para los distintos tratamientos y testigos.L.os
datos se expresan como la media + ES, n=8.Diferentes letras en cada columna, indican
diferencia significativas (p<0,05), segun el test de DSM.

Se observa en la figura 4.14, que los menores valores sobre el volumen radicular que
se obtienen corresponden, como era de esperar, y en concordancia con los demads
parametros evaluados en las plantas, en los tratamiento control y en las inoculaciones
con A.brasilense solo, entre los que no se encuentran diferencias significativas. El
mayor rendimiento de raices, se obtuvo en el testigo fertilizado con nitrégeno, mientras
que no se observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
inoculados, si bien esta documentado el efecto de Azospirillum en las legumbres

(Volpin y Kapulnik, 1994) y en la soja en particular, (Molla et al., 2001), donde se han
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reportado estimulos de la longitud de la raiz, del crecimiento de las raices laterales y

pelos radicales.

En la fotografia4.5 se muestra la diferencia del volumen radicular en los diferentes

tratamientos, en cual se destaca el tratamiento con nitrato por tener un mayor volumen

de pelos radiculares.

Fotofrafia 4.5: Volumen radicular de los tratamientos: a) Control b) A+B co-producidas ¢)
nitrato d) A.brasilense ¢) mixtos f) B.japonicum.

En diferentes reportes bibliograficos (Bashan et al., 1990; Schnak et al., 1981; Smith et
al., 1984 y Ruiz —Sainz et al., 2002) se ha conseguido frecuentemente un mayor
desarrollo del sistema radical con la inoculacion de Azospirillum, el cual se traduce en
mayor superficie de absorcidon de nutrientes, esto difiere de los resultados obtenidos en
la figura 4.14 donde Azospirillum no se diferencia significativamente del tratamiento
control.Aunque trabajos realizados por Hernandez et al. (1997) han reportado que una
sobredosis de bacteria podria provocar un efecto inhibitorio en la planta, ya que en suelo
estéril no se encuentran otros microorganismos que interactuen con Azospirillum lo que
permite que la produccion de hormonas se acumule, provocando un efecto depresivo en

la plantula.

4.6.1.4 Contenido de nitrogenoy proteina en la parte aérea de la planta

La determinacion del contenido de nitrégeno en la parte aérea de las plantas de soja,
permitio estimar la efectividad de la simbiosis, uno de los pardmetros de gran
importancia en la promocion del crecimiento de plantas a partir de bacterias simbiontes.

Al mismo tiempo, la comparacidn de los resultados obtenidos entre los diferentes

53



tratamientos, permitié evaluar la eficiencia de las cepas cuando habian sido obtenidas en

cultivos co-producidos.

Los resultados obtenidos de la determinacion del porcentaje nitrégeno y porcentaje de

proteina se muestran en la figura 4.15 y 4.16 correspondientemente.
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Figura 4.15:Porcentaje de nitrogeno de la parte aérea de la planta de soja para los distintos
tratamientos. Los datos se expresan como la media + ES, n=8.Diferentes letras en cada columna

indican diferencia significativa, segun el testDSM.
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Figura 4.16: Porcentaje de proteinas de la parte aérea de la planta de soja para los distintos
tratamientos. Los se expresan como la media =+ ES n=8 Diferentes letras en cada columna

indican diferencia significativa, segtn el test DSM.
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Los menores valores obtenidos respecto del porcentaje de nitrdgeno, al igual que el de
proteina, como se puede ver en las figuras 4.15 y 4.16, corresponden a los tratamientos
control e inoculado solo con A.brasilense. Los mayores niveles, tanto en porcentaje de
nitrogeno como de proteina, se alcanzan cuando se inoculo con B, A+B y mixtos, entre

los que a su vez, no presentan diferencias significativas.

Estos datos muestran, que no hay diferencias respecto de la estrategia de cultivo de las
cepas bacterianas. Asimismo, estos resultados respaldan la coproduccion de cepas como

método valido para la produccion de biofertilizantes.
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5. Conclusiones

v El medio de cultivo Balatti resulta adecuado y favorable para el desarrollo de
A.brasilense en medio liquido, de modo que puede ser usado para el desarrollo de

ambos microorganismos, en un cultivo conjunto.

v' Las colonias de A.brasilense desarrolladas en medio sélido Bradyrhizobium
presentaron morfologia diferente, respecto de su medio especifico RC. Por otra
parte, el nimero de colonias obtenidas fue igual en los dos medios, esto permitio
utilizar el medio RC para obtener el dato del nimero de células de A.brasilense y el
medio Bradyrhizobium sélido para el nimero de células total, de modo que por

diferencia se pudo cuantificar B.japonicum.

v’ Las cepas A. brasilense AZ 39 y B.japonicum E 109, son compatibles y capaces de
crecer al mismo tiempo en el medioBalatti, sin ningun tipo de inhibicién en su
crecimiento, alcanzando los mismos niveles celulares, velocidades de crecimiento y
tiempos de generacidon que cuando se cultivan en forma individual. Los valores de
pH alcanzados resultan mds favorables en estoscultivos conjuntos, dado que se

mantiene en valores cercanos a la neutralidad.

v' Las formulaciones realizadas con las suspensiones celulares obtenidas mediante los
procesos de desarrollo conjunto, mostraron una buena sobrevivencia en el tiempo, y
una tendencia a estabilizarse en niveles celulares aceptables, con valores de pH

cercanos a la neutralidad.

v Las suspensiones celulares obtenidas mediante cultivo conjunto de las cepas,
mostraron el mantenimiento de las capacidades promotoras del crecimiento de las
plantas, respecto de inoculaciones a partir de los cultivos individuales de los
microorganismos. Ademas la co-produccién de las células, mejord el
comportamiento simbidtico de B.japonicum, aumentando la infectividad y los
valores de peso seco. Puede inferirse que la produccion de moléculas
autoinductoras que se producirian durante el cultivo conjunto de los
microorganismos, afectan positivamente el proceso de fijacion simbiotica de

nitrogeno, por parte de la bacteria simbionte cultivada.
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v' La efectividad de la simbiosis, no se vio afectada con la inoculaciéon de cultivos
conjuntos, ya que el porcentaje de nitrégeno de la parte 4rea de las plantas, no se
diferencio del alcanzado en el tratamiento con la cepa simbidtica. Esto revalida la
estrategia de la utilizacion de consorcios bacterianos para la produccién de

biofertilizantes.

v La mayor capacidad infectiva observada en cultivos co-producidos podria traducirse
en una competitividad diferencial en la rizésfera cuando se los inocule a campo. Los
inoculantes comerciales provienen de cultivos individuales, lo que podria determinar
una menor competitividad frente a cepas naturalizadas preexistentes en la rizosfera,

respecto de células preadaptadas a la coexistencia con otros géneros bacterianos.

El estudio de nuevos métodos, herramientas y potencialidades de los microorganismos
en consorcios, abre un camino hacia un nuevo paradigma de bioprocesamiento para la
formulacion y el uso de consorcios microbianos sintéticos. El potencial de la biosintesis
de consorcios microbianos sintéticos representa a la vez oportunidades y retos
interesantes donde los mismos pueden permitir complejos comportamientos a través de

las caracteristicas o propiedades combinadas de cada organismo individual.
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6.Consideraciones generales

Hasta no hace muchos afios, las fabricas de inoculantes ofrecian al mercado un producto
formulado en base a un microorganismo fijador de nitrégeno especifico para cada
leguminosa en particular, mientras que en la actualidad estos bioformulados, estdn
constituidos por dos o tres géneros de microorganismos diferentes, cada uno de ellos
con alguna caracteristica especial que lo expone como promotor del crecimiento de
plantas. Esto implica un cambio en las estrategias de produccion de estas empresas,
debido a la necesidad de destinar diferentes reactores para la produccion individual y
simultdnea de los diferentes géneros de microorganismos que formaran parte del

consorcio bacteriano del inoculante comercial.

Son muchos y muy variados los reportes que existen sobre co-inoculaciones, que
implican la utilizaciéon de diversos géneros bacterianos sobre diferentes especies
vegetales, o bien orientados a la dilucidacion de posibles mecanismos bacterianos
individuales para la promocion del crecimiento de la plantas. Este tipo de experimentos
se plantean a partir de la mezcla de los diferentes cultivos microbianos, para generar el
consorcio o la co-inoculacion que se desea estudiar. Sin embargo, es poco lo que se
conoce hasta el momento sobre los efectos producidos entre diferentes géneros
rizobianos como consecuencia de las diferentes interacciones entre ellos. Existen
diversas caracteristicas y/o propiedades de los microorganismos individuales que

podrian verse modificadas o potenciadas.

El desarrollo de estos estudios, mostraron la posibilidad de desarrollar en forma
conjunta, esto es, en un mismo proceso fermentativo, dos géneros bacterianos
implicados en la formulacion de biofertilizantes para el mejoramiento de plantas, como
una forma de potenciar sus caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal,
asegurando la obtencion de suspensiones celulares con un dptimo estado fisioldgico,
destinados a la preparacion de estos consorcios microbianos. Son escasos los reportes
referidos especificamente al proceso biotecnoldgico para la produccion de las bacterias
PGPR, la incidencia de los diferentes factores que pueden afectar la produccion, los
rendimientos y la productividad, asi como el mantenimiento de las propiedades PGPR.
Por ello, estos estudios se consideran una propuesta biotecnoldgica innovadora para la

optimizacién del proceso de produccion del bioformulado. Asimismo, esta forma de

58



cultivarlos, representa mas acabadamente al ambiente natural, donde los
microorganismos no se encuentran aislados, sino que permanentemente deben crecer
y/0 mantenerse en competencia con otros microorganismos, en el nicho bioldgico en el
que habitan. Asi, este sistema de produccion se considera una forma de preadaptacion
de los microorganismos antes de ser aplicados a campo, lo que representa una clara

ventaja en la competencia, en principio, para la supervivencia
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7. Perspectivas futuras

En base a los diferentes resultados y conclusiones obtenidas luego del desarrollo de este

plan de trabajo, se plantean varias inquietudes para desarrollos futuros, tendientes a

complementar y/o profundizar sobre el entendimiento de diferentes sucesos observados

hasta aqui, como por ejemplo:

*
X4

X/

X/
L X4

Desarrollar en forma conjunta, en un mismo proceso fermentativo, tres géneros
diferentes de bacterias PGPRs, por ejemplo Bradyrhizobium, Pseudomonas y
Azospirillum, como una forma de potenciar sus caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal, considerando que la generacién de consorcios microbianos

representa un desafio importante para el disefio de los mismos.

Estudiar las interacciones celulares mediadas por moléculas autoinductoras del
tipo AHL, entre microorganismos obtenidos en cultivos individuales y de
desarrollo conjunto, a fin de evaluar la incidencia sobre diferentes parametros
tales como la concentracién celular y la produccion de metabolitos de
importancia para el establecimiento de la simbiosis, tales como

exopolisacaridos, lipopolisacaridos, entre otros.

Reformular los ensayos para el estudio de la sobrevida de las suspensiones
celulares obtenidas respecto de la utilizacién de recipientes de polietileno de
baja densidad,, atendiendo a datos bibliograficos, que reportan este hecho como
condicion favorable respecto de la transferencia del oxigeno, indicada como uno

de los factores criticos para la supervivencia celular.

Analizar las formulaciones asi obtenidas frente a inoculantes comerciales, a fin
de establecer si existen diferencias en cuanto a competitividad frente a cepas
naturalizadas preexistentes en la rizdsfera, partiendo de la consideracion deque

las células co- producidas ya habrian pasado por un proceso de preadaptacion.

Explorar diferencias en la motilidad de los microorganismos asi cultivados,
considerando que en estudios reportados por Hoang y col. (2008), indicaronque
la misma estaria influenciada por la presencia de moléculas autoinductoras

producidas por diferentes células.
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°

También se plantea como deseable, realizar estudios particularmente sobre los
mecanismos moleculares y posibles sefiales del género Azospirillum, que
favorecen a la planta y a los rizobios; asi como también estudios ecoldgicos para
determinar la dinamica de la relacion que existe entre las poblaciones de rizobios

y Azospirillum en la rizosfera.
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