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Resumen

La agricultura mundial ha tendido a buscar la suabglidad de los cultivos a través de
alternativas de origen biolégico que sean mas enmas, que mejoren la rentabilidad
de los cultivos y que eviten el deterioro del meatabiente. El desarrollo y uso de los
biofertilizantes se contempla como una importatitreativa para la sustitucion parcial

o total de los fertilizantes minerales. En la alotia@ se busca el desarrollo de
biofertilizantes basados en bacterias promotorasreéeimiento vegetal, por ejemplo
con la bacterigzospirillumspp., fijadora de nitrégeno y productora de fitohonas y

el simbionte de soj@8radyrhizobium El estudio de las interacciones entre diversos
microorganismos de distinta naturaleza es baseafoadtal para el desarrollo de
biofertilizantes mixtos, debiendo valorar la pestinia de las mezclas para optimizar
este tipo de biofertilizantes. En base a estoadéntes el objetivo de este trabajo fue
evaluar si la produccion de metabolitos promotodet crecimiento vegetal en
Azospirillum brasilensg(A. brasilensg se ve influenciada por la interaccion con
Bradyrhizobiumaponicum B. japonicun). Se demostro que las moléculas sefial que se
acumulan en el sobrenadante de un cultivo Ble japonicum influyen en el
comportamiento dé\. brasilensg debido a que provoca un aumento en la biomasa,
potenciando la produccion de metabolitos secunslaomo acido indol acético,
considerado beneficioso para el desarrollo deliaggs.
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1 Introduccion

1.1 Problematica mundial

Uno de los principales problemas a los que se mtiafile agricultura, en un contexto de
un deterioro ambiental progresivo, es el de cubridemanda creciente de alimentos
provocada por el incremento continuo de la pobtabidmana. La salinizacion del agua
y de los suelos asi como la escasez de agua, s@mnihaipales estreses abidticos a los
gue la produccién agricola podria enfrentarse efutumo proximo, agravados por los
cambios climaticos globales. Es ya manifiesto queimulo de acciones tendientes a
incrementar la produccion extensiva ha produciéotes antropogénicos evidenciables
en diversos agroecosistemas, incluyendo la degdadate suelos y acuiferos, y la
alteracion de los ciclos biogeoquimicos (Drinkwa&esnapp 2007).

El suelo necesita utilizarse de forma responsatsdasyentable a través de tecnologias
que favorezcan la productividad y la calidad decla$ivos, utilizando de forma optima
los insumos requeridos, reduciendo costos. Todos aspectos pueden ser respaldos a
través del uso de los biofertilizantes.

Todas las definiciones de biofertilizante coinciden los siguientes elementos: es una
mezcla de sustancias que contiene microorganisios,os cuales, cuando se aplican
a semillas, superficies de plantas o suelos, codonia rizosfera o el interior de la
planta, y promueven el crecimiento al incrementaueninistro o la disponibilidad de
nutrientes primarios a la planta huésped.

La accion de introducir hongos y/o bacterias stdsesemillas, al suelo o a los sistemas
de riego en cultivos de leguminosas, gramineasaligas y frutales, principalmente, se
define como inoculacion. Generalmente los benefisie traducen en un aumento del
desarrollo de la raiz y rendimiento en el grancs tesultados a través del tiempo son
suelos mas ricos en contenidos de materia organicatriente (nitrégeno, fosforo,
potasio, azufre, calcio, entre otros).

El éxito en el proceso de inoculacion depende deofes como la cantidad de luz,
temperatura, tipo de suelo, regiones climéaticaszctaecon otros biofertilizantes y
agroquimicos, caducidad de los productos, entias offstos aspectos requieren de un

proceso de capacitacion y acompafiamiento por lo yaeas dependencias



gubernamentales y empresas particulares dedical@apraduccion de biofertilizantes
ayudan a entender cémo usar la tecnologia pararloggjores beneficios.

Las rizobacterias que componen los biofertilizanbesmocidas en la literatura con el
acronimo PGPR (del inglés “Plant Growth Promotirigz@bacteria”), que colonizan la
raiz y su zona de influencia (suelo rizosférica@sampenan funciones claves para la
planta tales como: (i¢ontrol biol6gico de patégenasediante efectos antagonistas o
induccién de resistencia sistémica (Schuheggenl.2006), (ii) incremento de la
biodisponibilidad de elementos mineralesmo por ejemplo la solubilizacion de
fosfatos, fijacion de nitrégeno, o (il fitoestimulacional propiciar la emergencia o el
enraizamiento. La fitoestimulacién provocada pomiaculacion de PGPR ocurre por
varios mecanismos. Uno de ellos se basa en lassirde sustancias reguladoras de
crecimiento, giberelinas, citoquininas y auxinass tuales estimulan la densidad y
longitud de los pelos radicales, lo que incremenga vez la capacidad de absorcion de
agua y nutrientes y permite que las plantas searvigérosas, productivas y tolerantes
a condiciones climaticas adversas, como la segluearfoet al.,2008).

Las PGPR estan asociadas a muchos tipos de pkardasencuentran comunmente
presentes en diversos ambientes. Algunas rizolesiarlonizan la superficie de la raiz
y la interfase del suelo subsiguiente; otras puddear caracteristicas endofiticas en
raiz, vastago, hojas, tubérculos y otros 6rganomfantet al, 2005). Las PGPR deben
cumplir con tres caracteristicas intrinsecas: €§) Gapaces de colonizar la raiz y/o su
zona de influencia; (ii) sobrevivir y multiplicargn los micro-habitat asociados a la
superficie de la raiz donde compiten con la miatbinatural, al menos el tiempo
suficiente para ejercer de forma efectiva su atdyipromotora de crecimiento vy (iii)
estimular el crecimiento vegetal (Kloepper, 1994).

En el proceso de colonizacion de la raiz o rizaesfeibacteria es atraida por quimiotaxis
basada en compuestos presentes en los exudadmdasdpara posteriormente unirse a
la superficie radical. Algunas bacterias coAmmspirillumspp, pueden incluso llegar a
penetrar en la raiz y colonizar los espacios istatares, aunque no forman estructuras
especializadas como ocurre en el caso de la agotiBcadyrhizobiuraLeguminosa.
Dentro de este grupo se encuentran especies peeel®s a los géneros
Agrobacterium, Alcaligenes, ArthrobacteEnterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Hafnia, Klebsiella, Serratia, Xanthomonas, AzotdbgcAzospirillum, Clostridium,
Pseudomonas, Acetobacter, Burkholdgridacillus (Bareaet al, 2004).



En resumen, se acepta que las PGPR pueden afectacianiento de plantas, bien de
forma directa mediante el suministro de determisadompuestos a las plantas, o
facilitando la captacion de nutrientes solubles daeklo, como en el caso de
Azospirillum spp., 0 bien pueden actuar de forma indirecta mddtalos efectos
deletéreos de uno o mas fitopatdégenos, fundamestddr®seudomonaspp., de ahi
gue actualmente se tienda a clasificar o dividasaPGPR en dos grupos “PGPB” ( del
inglés “Plant Growth Promoting Bacteria”) y “Biodool-PGPB” (Cattelanet al,
1999). El término “PGPB” por “PGPR” se debe a quéchas bacterias que ejercen
efectos beneficiosos sobre las plantas no son bumtanizadoras. Cassanal. (2008)
amparan la actuacion conjunta de diversos mecasjssiendo los mecanismos
individuales menos importantes que si operan deeraagonjunta.

En lo referente a los efectos indirectos son déadaslos basados en la produccion de
antibioticos y cianuro de hidrégeno (HCN) que geneun decrecimiento en la
poblacion de fitopatdogenos (Zaler al, 2004). La produccién de sideréforos es la base
de otra actividad de las PGPR ya que estos metabolctian mediante dos
mecanismos: la captacion de hierro que puede lo@efilirectamente a la planta
aumentando la disponibilidad del elemento o indi®ente como agente patdégeno para
otros microorganismos o plagas por cumplir estamaigbor.

La conjuncién de todos los mecanismos de accid@aba como resultado la promocion
evidente de crecimiento en plantas, un incrementla @mergencia, el vigor y el peso
de plantulas, un mayor desarrollo en sistemas uklgss y un incremento de hasta el
30% en la produccion de cultivos de interés comakrtales como papa, rabano, tomate,

trigo y soja (Jiméneet al, 2001).

1.2 Mecanismos directos implicados en la actividad PGP

1.2.1 Produccion de reguladores de crecimiento vegetal
La formacion de 6rganos en la planta y su conséewasarrollo, estan mediados por

factores internos de vital importancia. Los regatad de crecimiento en las plantas son
conocidos como hormonas vegetales; pequefias magequke afectan el desarrollo y
crecimiento vegetal a muy bajas concentracionesabe que los niveles enddgenos
hormonales generan cambios en los procesos figolg que repercuten en la
floracion, fructificacion y rebrote de hojas pripaimente. Las hormonas vegetales

pertenecen a cinco grupos conocidos de compuesesayrren en forma natural, cada



uno de los cuales exhibe propiedades fuertes dda@@n en el crecimiento de las
plantas. En estos grupos se incluyen auxinas, a@ibas, etileno, citoquininas y acido
abscisico. (Cassdt al, 2008).

La auxina tipica es el acido indol acético (AlAprimona de la cual ain se conoce poco
sobre los mecanismos de expresion, metabolismospoate y distribucion final. Su
efecto en las células vegetales es controlar lopisinos que se manifiestan,
inclinaciones, giros o curvaturas del tallo y deslr del sistema radical. Se ha
descripto que esta hormona vegetal otorga bengfecia planta puesto que incrementa
su division a nivel celular, lo cual se represamtain aumento de tamafio de los frutos y
namero de hojas (Crees al, 2008).

La promocion del desarrollo del sistema radicalactaristico de este tipo de
reguladores de crecimiento vegetal, es uno dedoametros utilizados para determinar
la efectividad de determinadas bacterias rizoférieorres-Rubioet al, 2000). El
rapido establecimiento de raices, ya sea por etidigade la raiz primaria o por
surgimiento de raices laterales secundarias, pearias plantulas jovenes tener pronto
un acceso a nutrientes y agua provenientes de dio menbiente (Patten & Glick,
2002).

El AIA es similar en estructura al aminoacido tipino, y probablemente es este el
precursor del AIA formado en la planta viva; aunge conocen cuatro vias de
formacion de dicha auxina cada una de ellas cantarmediario distinto (Cassdt al.,
2008). Diferentes grupos de plantas emplean digsexdgas para producir AlA a partir
del triptéfano. En bacterias, la produccion de Aléurre a partir del triptéfano por
medio de la indol-acetamida que se encuentra iaqgidi@n la generacion de tumores en
la planta; existe una ruta alternativa tomada pasobacterias que involucra la
utilizacion del acido 3 indol piravico como interdiario (Figura 1) (Patten & Glick,
2002).
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Figura 1: rutas metabdlicas de sintesis de AIA. Tierutas dependientes de triptéfano y una no
dependiente. (Patten & Glick, 2002)

1.2.2 Fijacion simbidtica de Nitrogeno
El nitrégeno es un constituyente esencial de mtdédundamentales de todos los seres

vivos: aminoacidos, proteinas, acidos nucleicdaminas, etcétera.

El nitrdgeno molecular () es la Unica reserva de nitrégeno accesible dmnokfera.
Practicamente ilimitada, esta reserva no es diremtge utilizada por los vegetales y
animales. Para que el nitrdgeno pueda ser asimiksl;mecesario que sea reducido
(Baccaet al, 2000). Los unicos seres vivos capaces de readigtxr reaccion son
microorganismos portadores de la enzima nitrogempga convierten el nitrdgeno
gaseoso en nitrdgeno combinado en un proceso deadmiFijacion Bioldgica del
Nitrégeno (FBN).

El proceso de FBN es de gran importancia econdnyicaquilibra el ciclo
biogeoquimico del nitrégeno al recuperar para [@sfiera el nitrégeno perdido por
desnitrificacion. Las transformaciones en dichdocim son exclusivamente biologicas:
las radiaciones ultravioleta representan el 10%ageirte global; la industria de los
fertilizantes aporta un 25%, por lo que la FBN esponde al 65% aproximadamente
(Baccaet al, 2000).
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El grupo de bacterias al que se conoce colectimeneomo rizobios, mediante
simbiosis, inducen en las raices (o en el tallo)ladeleguminosas la formacién de
estructuras especializadas, los nddulos, dentrtogleuales el nitrégeno gaseoso es

reducido a amonio.

1.2.3 Solubilizacion de fosfatos insolubles
El fésforo después del nitrogeno, es el nutrienéeganico mas requerido por plantas y

microorganismos, y en el suelo es el factor liméatel desarrollo vegetal a pesar de ser
abundante tanto en formas inorganicas como organida es posible capturarlo
bioldgicamente como ocurre con el nitrégeno (Migef Nicornpun, 2000). Informes
recientes han documentado que aproximadamente3%5del fosforo en el suelo esta
presente en la forma de fosfatos insolubles (Vassiét al., 1998), pero existe solo
0,1% del fésforo total en forma accesible para lEnta (llimeret al., 1995). Este
problema puede ser aliviado por la liberacién déePuna forma inmovilizada a una
forma soluble a través de las actividades de losramiganismos del suelo de
solubilizacion y mineralizacion (Rodriguez & Fra@899).

El principal mecanismo para la solubilizacion dsféto mineral por estas bacterias es
la produccion de acidos organicos de bajo pesoauiale que tienen alta afinidad por
los cationes unidos al fosfato, dando como resoltadconversion en fosfatos solubles
(Rodriguez & Fraga, 1999).

1.3 Mecanismos indirectos implicados en la actividad GPR

Las bacterias promotoras de crecimiento en plat¢asontrol biolégico (PGPB de
control biolégico) son capaces de producir una @mpariedad de sustancias que
pueden ser utilizadas para disminuir los fitopat@gecausantes de enfermedades en las
plantas. Estas sustancias incluyen sideréforofhiatitos, otras pequefias moléculas y
una variedad de enzimas. Aunque los mecanismososigaal las PGPB de control
bioldgico estan empezando a ser comprendidos atiejetl empleo deliberado de estos
organismos para controlar los dafios causados foafdégenos esta todavia en un
estado temprano de desarrollo. Mientras esta apemxdn parece tener un gran

potencial, la mayoria de los estudios reportadosasedesarrollado bajo condiciones
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controladas de laboratorio, camaras de crecimiemtandiciones de invernadero. (Johri
et al.,2003).

1.3.1 Produccion de sideréforos
Las bacterias del suelo sintetizan y secretan mi@géade bajo peso molecular (aprox.

400 a 1000 Da), conocidas como sideréforos que kgierro, y de esta forma obtiene
del suelo una cantidad de hierro soluble suficigmter sostener su crecimiento. Estas
moléculas ligan F& con una alta afinidad (Ka=10-20 a 10-50), transpoel complejo
hierro-sideréforo de vuelta a la célula bacteriminde es absorbida por medio de un
receptor celular y puesta a disposicion para aimiento bacterial (Chaiharet al,
2009).

Se ha sugerido que las PGPB de control biolégiaeun prevenir la proliferacion de
fitopatdégenos y asi facilitar el crecimiento denpdss, sintetizando sideréforos que ligan
la mayoria del F& presente en la rizosfera de la planta hospedarttait{@net al,
2009). Estas bacterias de control biolégico evigdectivamente que los patégenos
fungicos, los cuales producen sideréforos que mtiemea menor afinidad por el hierro
gue los sider6foros sintetizados por las bactepiadiferen en la rizosfera de la planta
hospedante debido a la carencia de hierro (O'&uillig&. O’'Gara, 1992). Aunque la
estructura quimica de los sideroforos varia, ssifadan en dos grupos principales:
catecol e hidroxamato, de acuerdo con el grupo iqoimmplicado en la quelacion de
Fe’*.En este modelo, las PGPB de control bioldgico dempexitosamente frente a los

fitopatdgenos fungicos por el hierro disponibleortdraet al.,2011).

1.3.2 Produccion de antibidticos
El control biolégico de patdégenos se ha asociamo la capacidad de las PGPB de

control biolégico para sintetizar uno 0 mas antibas.

Los antibidticos sintetizados por las PGPB de obitioldgico incluyen, pero no estan
limitados, a Agrocin 84, Agrocin 434, 2,4-diacétitbglucinol, herbicolina, fenacina,
pioluteorina y pirrolnitrina. Se ha demostrado dmectividad de control bioldgico de
algunas cepas esta directamente relacionada campacidad de la bacteria para
producir uno 0 mas de estos antibioticos. Sin egtham antibiotico que es efectivo en

el laboratorio contra una cepa de un agente patbgemecesariamente actla contra
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otras cepas del mismo patdégeno, y puede compodarsenera diferente a lo esperado
en condiciones de campo. (de-Bashkaal.,2007).

Al limitar la proliferacion de otros microorganissien el suelo, las PGPB de control
biologico que secretan antibidticos deberian facilsu propia proliferacion, ya que

ellas tendrian menos competencia por los limitag@sirsos nutricionales. De esta
manera, estas bacterias pueden crear un nichospanésmas en donde funcionen y
estimulen el crecimiento vegetal tanto de maneecti como indirecta. Por otra parte,
algunas PGPB de control biolégico que actian direente, y cuyo uso lleva a un

impresionante incremento en el crecimiento vegetyd condiciones controladas de

laboratorio o invernadero, pueden parecer pocdiedscen situaciones de invernadero
o campo donde no son competitivas frente a otragomiganismos del suelo que

pueden estar presentes (de-Basttaal. 2007).

1.3.3 Resistencia sistémica inducida
En muchas plantas de larga duracion y amplio espsittémico, se puede inducir la

resistencia a una variedad de agentes causantesfelenedades incluyendo hongos
patogenos, tratando la planta o la semilla corofastambientales, microorganismos o
ambos (Schuheggest al., 2006). La resistencia sistémica puede ser indupita
patdgenos, no patdgenos, tratamiento de semilla®GB y metabolitos microbianos.
La mayoria de los estudios sobre resistencia sistése han desarrollado en contra de
hongos fitopatdogenos; sin embargo, estas aproxamesi también pueden tener

potencial validez en el control de enfermedadetebacas.

1.4  Microorganismos con capacidad PGPR

1.4.1 Género Azospirillum
Se han descrito 16 especies en este género elaselelbrasilense, A. lipoferum, A.
amazonense, A. halopraeferans, A. largimobil, Aedeinerae, A. orizae, A. melinis, A.
canadense, A. irakense y A. zd&ekeret al., 2001). El rasgo que distingue a esta
especie de los otros es su capacidad de utilizap daente de carbono varios azlcares
y acidos di- y tricarboxilicos. El crecimiento dpt se produce a 30°C, y en valores de
pH entre 6,0 y 7,0 (Hartmann & Zimmer, 1994).
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Las bacterias del géneAxospirillumhan sido aisladas de la rizosfera o del intereor d
la planta (endofiticas), de diferentes monocotite@® o dicotiledéneas, de regiones
templadas y tropicales del mundo. Clasificada com& PGPB; principalmente por su
capacidad de producir diversas fitohormonas quenaejel crecimiento de la raiz, la
absorcion de agua y minerales, promueve un mayadimgento de semillas y de

biomasa (Dobbelaert al, 2003), en una amplia variedad de plantas: naaiaz, cafa

de azlcar, sorgo, algunas forrajeras y otras @atganterés agrondémico. La capacidad
de Azospirillum spp. para estimular el crecimiento de las plantate yaumentar el

rendimiento de los cereales, estimulé numerosaesliest sobre la ecologia, fisiologia y
genética de esta bacteria. En la actualidad swcais@rcial comienza a extenderse en

diferentes paises. (Bashan & de-Bashan, 2010).

1.4.2 Caracteristicas de Azospirillum brasilense
A. brasilense es una bacteria Gram negativa heterotrofica,tiedecarias etapas del

ciclo del nitrogeno, fija nitrdgeno a amonio bajondiciones microaerdbicas y en
ausencia de nitrdgeno combinado; puede utilizar anmglia gama de azlcares,
alcoholes y acidos organicos como fuentes de carliRertenece a la subclase dedlas
proteobacterias. Para la identificacion de estemgélas caracteristicas mas importantes
son la forma vibroide, el pleomorfismo y su moaliden espiral (Dobereiner, 1992).
Sus células contienen cantidades elevadas de {padir@xibutirato (PHB) (Figura 2),
hasta 50% del peso seco celular, observandosecebsoopio las células jévenes con
abundantes granulos, pero en cultivos realizadesezhios de cultivo semigelificados y
gelificados con mas de 24 horas de incubacion sseptan frecuentemente células
refringentes con forma ovoide y de paredes grussagares a “quistes” (conocidos
como formas C), conduciendo a la agregacion ceyudala formacién granulos visibles
de PHB de gran tamafio, estas formas mejoran ladugecia de este género. Se ha
sugerido que el poli-B-hidroxibutirato (PHB), degeiia sufuncion al servir como
almacén de carbono y energia ademas de confen@léumcion fisiologica para resistir

a la desecacion, la luz ultravioleta y el choquadtco (Kadouriet al,, 2003).
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Figura 2: micrografia electronica deA. brasilense.(Fuente: Just science

Una forma de identificar las bacterias del géner@recerlas en un medio adicionado
con rojo Congo, cuyas colonias adquieren una cdlamarojo escarlata caracteristica,
no obstante, en este medio pueden observarse @slonitantes deAzospirillumspp.

de color blanco debido a la incapacidad de prodekopolisacaridos. Otra de las
caracteristicas relevantes d&. brasilense es la capacidad de produccion de

bacteriocinas y sideréforos (Tapia-Hernaneteal, 1991).

1.4.3 Género Bradyrhizobium
Bradyrhizobia es un grupo muy heterogéneo de basteitrificantes. La motilidad de
este grupo se produce por un flagelo polar o salbpé&istas bacterias son bacilos de
0.5-0.9 x 1.2-3.0um. Las colonias son circulares, rara vez transigidlancas y
convexas con un diametro menor a 1 mm después/diids de incubacion.
El metabolismo es aerobio. La temperatura maximardeimiento varia entre 30 y
42°C, pero la mayoria de las cepas no crecen pomande 39°C. Las cepas son

generalmente tolerantes a la acidez, aunque nas#xamente, y crecen a un pH mayor
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de 4,5. El crecimiento no se produce normalmenteepoima de pH 9,0. Las bacterias
del grupoRhizobiumde crecimiento lento son muy diferentes de laseb@as del grupo
de rapido crecimiento, por lo que se colocaronregénero separadBradyrhizobium
Estas bacterias fijadoras de N atmosféricg) (bbnvierten este nutriente en amonio
mediante la accion de la enzima nitrogenasa. La @&ljycine max(L.)) fija el N, en
simbiosis mutualista coBradyrhizobium japonicumia expresion de esta asociacion es
la presencia de 6rganos en las raices, llamadadasddentro de los cuales se lleva a
cabo la reduccion del NEI cultivo se nutre del nitrogeno aportado porFigcion
Bioldgica del Nitrogeno (FBN) y del disponible existe en el suelo. La combinacion
de factores tales como las caracteristicas del ppdéstemperatura y humedad
ambiental, las propiedades fisico-quimicas delcsyela naturaleza de la poblacion
rizobiana naturalizada determinan la adecuada f@dnale nodulos, la eficiencia en la
fijacion del nitrogeno y la productividad del cutii(Gonzalezt al, 1997).

La FBN puede aportar entre el 25 al 90% del nitnégeecesario para el desarrollo del
cultivo, pero esto s6lo puede concretarse cuandddotores ambientales no actian
como limitantes (Gonzalezt al, 1997; Perticaret al, 2003; Perticari, 2005). El uso de
especies capaces de nodular vigorosamente y deefijaitrogeno eficientemente,
combinado con estrategias agronémicas simples,ifi@mobtener altos rendimientos
y contribuir a las reservas nitrogenadas del s@Btockwell, 1995; Perticaret al,
2003).

En cultivo de leguminosas, la aplicacion dual debrios y azospirilos ha sido sefialada
como un area de investigacion de interés, ya qisteextrabajos en los que se han
observado efectos positivos en produccion de naasexta, en rendimiento en grano y
contenido de N en leguminosas en comparacion gwtulaciones con rizobios
solamente (Burdmamt al, 1998; Gonzalez, 2006). Los resultados positigesla
inoculacién dual en leguminosas han sido atribualées ocurrencia de una nodulacion
mas temprana, incremento en el niamero de nddut@s/ores tasas de fijacion de
N2 e incrementos en el desarrollo radical en gengralilar a lo observado en pastos y
cereales, se encontré que la inoculacion Aohrasilensen poroto y alfalfa promovia
la formacion de pelos radicaldghizobiumsp forma cordones infectivos en los pelos
radicales, y la estimulacibn de un mayor namerocdkrilas epidérmicas que se
diferencien en pelos radicales susceptibles dedida porRhizobiunsp. incrementa el
potencial de formacion de nédulos (Yahaletal, 1987). Casséaet al (2009) también
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encontraron que la coinoculacion produjo un cresma positivo en distintos cultivos,

particularmente en los estadios tempranos de adisadlel vegetal.

1.5 Quorum sensing
El quorum sensings un fenbmeno ampliamente extendido en una\gaedad de

especies bacterianas Gram-positivas y Gram-negatiy@ra coordinar su
comportamiento en comunidad. Ello implica usualmetd regulacion de genes
especificos en respuesta a la densidad de pobldesda expresion coordinada de los
genes es alcanzada por la produccion, liberacidetgccion de pequefias moléculas
sefal llamadas autoinductores.

En bacterias Gram-negativas el mayor grupo de raduotores son las acil homoserina
lactonas (AHL), cuya estructura se muestra en turki 3. Ellas tienen un anillo
homoserina lactona (HSL) conservado, con una cddésral acilo variable. (Lokt al,
2001).

O

O
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H

O

Figura 3: Estructura general de las acil homoserindactonas (AHL)

Las AHLs pueden clasificarse en moléculas de cadena o moléculas de cadena
larga, basandose en el largo de los grupos adillargo y el nivel de saturacion de las
cadenas acilo unido a la presencia o ausencia stedugentes oxo o hidroxilo en la
posiciéon C-3 de dicha cadena, provee variacionpgafcidad para la comunicacién
por quorum sensingn una poblacién bacteriana mixta. (GonzaleKe&havan, 2006).
Con bajas densidades de poblacion, el gen queicgiaira la enzima Luxl para la
sintesis del autoinductor, posee un nivel basalxgeesion, que resulta en la produccion
de pequefas cantidades de moléculas sefal queelifduera de la célula y se diluyen
inmediatamente en el medio circundante. Un incréonée la poblacion bacteriana
resulta en una acumulacién gradual de autoindadttededor de las células, que activa
especificamente una proteina reguladora transenpti(LUxR) por unién a ella. Los

reguladores activados interactiian entonces coresei@s blanco de ADN y aumentan
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0 bloquean la transcripcion de genes reguladosgyporum sensingque resulta en la
activacion sincronizada de ciertos fenotipos en pmialacion bacteriana (Gonzéalez &
Keshavan, 2006). El fendmeno se ilustra en larkigu

Searetory Bacteria Receiving Bacteria
Lacl actve patriiay R adive natha

Saava
1 ;"_:?ﬁ p-E-in@
o il

A TIETIEN $

Fugrum Sensn Enzypne Syrthetisn Huorum Sensn # (15 1 Pecpotor o
Micleoue {75! ! t E‘Sﬂ:r“ > H @h&zlﬁrr : i bamplex @ obretion

Figura 4: Esquematizacion de fendmenajuorum sensing. (Fuente: Da tu opinign

Diferentes especies bacterianas pueden producirmissnas AHLs o bien con
estructuras y propiedades similares, lo que sugjeeela comunicacion cruzada entre
poblaciones ocurre y es evidente queguerum sensingia AHLs es mas comun entre
bacterias que se asocian a plantas que epdaksciones generales de bacterias del
suelo (Sanchez-Contrerasal.,2007).

Trabajos recientes revelaron que algunos organisewsriotas son capaces de
interferir con la comunicacion bacteriana por laduccion de moléculas sefal, que
interactian con el sistema bacteriano gqierum sensing Tales compuestos que
interfieren elqguorum sensingQS) han sido extensamente investigados por snpial
uso como agentes de control microbiano (Gonzal&zghavan, 2006).
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2 HIPOTESIS:

El efecto promotor de crecimiento vegetal Aeospirillum brasilenseAz-39 esta
influenciado por la presencia dBradyrhizobium japonicumE-109, a través de

moléculas sefal difusibles intercambiables.

2.1 OBJETIVO GENERAL:
Evaluar si la produccion de metabolitos promotoded crecimiento vegetal en
Azospirillum brasilenséz-39 se ve influenciada por la interaccion &vadyrhizobium

japonicumg-1009.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1.- Estudiar la fisiologia del crecimiento AebrasilenseAz-39 en un medio de cultivo

especifico.

2.- Evaluar la produccién de metabolitos promotadet crecimiento vegetal, tales
como AlA, solubilizacion de fosforo y produccion dieleroforos e incidencia de la
adicion de diferentes metabolitos inductores desilatesis de AIA, tales como

triptéfano, tripteina, etc.

3.- Determinar si la elevada densidad celular aada en un cultivo d&zospirillum
spp., promueve la sintesis de moléculas sgfi@um,gue intervienen en el dialogo

molecular.

4.- Evaluar si la sintesis de metabolitos promatodel crecimiento de plantas
producidos porAzospirillum spp. esta influenciada por la presencia molécsédil
presentes en el sobrenadante de un culti@radyrhizobiumspp.
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3 Materiales y métodos

3.1 Estudio cinético de crecimiento

3.1.1 Microorganismos
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaro;m d@muientes microorganismos:

Azospirillum brasilenseAz-39 y Bradyrhizobium japonicunmE-109, recomendadas
actualmente en Argentina para la formulaciébn decufemtes para gramineas y
leguminosas respectivamente (cedidas gentilmemtelpgng. Agr. Alejandro Perticari -

IMIZA- INTA Castelar).

3.1.2Medios de cultivo y produccion de inéculos
Para cultivar Azospirillum brasilenseAz-39 se utilizé el medio de cultivo Nfb

(Dobereiner & Day, 1976), descripto en la tablaEl.proceso se llevdé a cabo en
erlenmeyer con agitacion rotatoria a 250 rpm yc2&bde excentricidad por un tiempo
de 70 horas a 29°C.

Tabla 1: Composicién del medio de cultivo Nfb.

Composicion Concentracion
K2HPO, 0,5g/L
MgSQO, 0,2 g/L
NaCl 0,1g/L
CaCbh2H,0 0,02 g/L
FeCk(10%, p/v) 0,15 mL
KOH 4 g/L
Extracto de levadura 0,5¢g/L
Solucion de micronutrientes (tabla 2 2mL
Acido malico 5g/L
pH 6,8
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Tabla 2: Composicidon de solucién de micronutrientes

Composicion Concentracion
CuSQ.5H,0 0,008 g/L
ZnSQ,. 7TH,O 0,024 g/L
H3BO3 0,28 g/L
NagM00O,.2H,0 0,2 g/L
MnSQO,.2H,0 0,235 g/L

Para estudiar la cinética de crecimientoAdespirillum brasilenséz-39 mediante el
recuento de células viables; se utiliz6 el mediocdiivo Rojo Congo (Rodriguez

Caceres, 1982) descripto en la tabla 3, utilizdadécnica de siembra en superficie.

Tabla 3: Composicion del medio Rojo Congo.

Composicion Concentracion
KoHPOy 0,59g/L
MgSOy 0,2 g/L
NaCl 0,1 9g/L
CaCbh2H,0 0,02 g/L
FeCk(10%, p/v) 0,15 mL/L
KOH 4 g/L
Extracto de levadura 0,5¢g/L
Solucién de micronutrientes 2 mL/L
Acido malico 5g/L
Rojo congo 10 mL/L
Agar 15 g/L

pH 6,8

Para cultivaB. japonicumE-109 se utilizé el medio de cultivo Balatti (Biila1992)
descripto en la tabla 4. Se realiz6 el ensayo lenmeyer con una relacion de volumen
de medio/volumen de erlenmeyer de 1/5; durante @@sha 37°C y con agitacion

rotatoria a 250 rpm.
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Tabla 4: Composicién del medio de cultivo Balatti.

Composicion Concentracion
KoHPOy 0,5g/L
KH,PO, 0,5¢g/L

NaCl 0,1g/L
MgSQO,.7H,O 0,2
MnSO,.4H,0 (sol. 10%) 2 gotas
FeCk6H,0 (sol. 10%) 2 gotas

KNO3 0,8 g/L
(NHa4),HPO, 0,3 g/L
Extracto de levadura 2 g/lL
Glicerol 10 g/L

H.O Cant. necesaria
pH 6,8

3.2 Conservacion y mantenimiento de cepas

3.2.1 Conservacion de Azospirillum brasilense Az-39
Para conservar esta cepa se utilizo el método dgetacion con el agregado de un

crioprotector, en este caso glicerol y se colocare20°C y se realizaron tubos picos de
flauta con medio de cultivo Rojo Congo (tabla 3jugron conservados a temperatura

ambiente.

3.2.2 Conservacion de Bradyrhizobium japonicum E-109
Para el mantenimiento y conservacionBlgaponicumE-109 se utilizé el método de

congelacion con el agregado de glicerol y se cotoca -20°C y se realizaron tubos
picos de flauta con medio YEM (tabla 7) Consergaald°C.

3.3 Andlisis de caracteristicas PGPR.

3.3.1 Solubilizacién de fésforo
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Cuando se analizo la propiedad de solubilizarof@sénA. brasilenseAz-39 se utilizo
el medio de cultivo sélido NBRIP (National Botari¢@esearch Institute’s phosphate
growth medium) (Nautiyal 1999) descripto en la Babl

Tabla 5: Composicidon del medio de cultivo NBRIP.

Composicion Concentracion

Glucosa 10 g/L

Ca(PQy): 5g/L

MgSO..7H,O | 0,25 g/L

KCI 0,2 g/L
(NH4)2SO 0,1g/L
Agar 15¢g/L
pH 6,8

Todos los medios descriptos anteriormente se avaan durante 20 min a 120°C.
Para realizar este ensayo de solubilizacion deoifds$e volcaron dichos medios en
placa de Petri y se sembraron 10 puL de caldo prentn del microorganismo en

estudio. Se cultivaron en estufa a 28°C durantdids.

3.3.2 Produccion de sideroforos
En la evaluacion de produccién de siderdforos AobrasilenseAz-39 se utilizé el

ensayo universal cromo azurol-S (CAS), el cual dencia un cambio de color del
complejo CAS-hierro (de azul a amarrillo) cuando hétrro es quelado por un
sideroforo. Dicho medio se prepard de la siguiemtnera: 60,5 mg de CAS se
disolvieron en 50 mL de agua miliQ y se mezclo &0nmL de solucidon de hierro (1
mM FeCk6H,O en HCI 10 mM) agitdndolo. Esta solucion se merettamente con
72,9 mg de hexadeciltrimetil bromuro de amonio (WDN) disuelto en 40 mL. La
solucion azul oscuro resultante se autoclavé (20,miR1°C), se enfrio y fue mezclado
con medio Nfb solido estéril, al que se le habiriadado 30,24 g de acido 1,4-
piperazina dietanosulfonico (PIPES) previamentevall® a pH 6,8; valor
correspondiente a su pKa, con NaOH 50% (p/v). BEstdio fue colocado en placas de
Petri estériles, inoculadas con Q0 de muestra y se incubaron 7 dias a 30°C. La

muestra dé\. brasilenseAz-39 que se utilizé se cultivé en medio Nfb Rdrhs en las
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condiciones establecidas; la cual fue centrifugad@000 rpm por 15 min., se descartd
el sobrenadante y el pellet obtenido fue lavadovéoss con 1 mL de agua miliQ estéril
para eliminar impurezas. Se realizaron las diluesotorrespondientes para inocular con

una concentracion de 40fc/mL.

3.3.3 Incidencia de la adicion de metabolitos inductade la sintesis
de AIA, como triptéfano y tripteina.

En este ensayo se realizaron seis procesos en ghediultivo Nfb, en las condiciones
de crecimiento descriptas en el aparté&ib.2., de los cuales cuatro tratamientos
contenian diferentes concentraciones de triptainatratamiento con 0,05 g/L de
triptéfano como metabolito inductor y un testigo smducir. Todos los tratamientos
fueron inoculados con una concentracién dé df@/mL y la toma de muestra fue
llevada a cabo por triplicado. Se recolectdé muestes 20, 48, 56 y 65 hs; ya que antes
de las 20 horas no se midieron concentracionegiaptes de AIA en ensayos previos.
Se tomaron 5 mL de cultivo, se centrifugaron ponm2d. a 3000 rpm. Se tomo6 1 mL de
sobrenadante que fue colocado en un tubo de ensapmservado a 4° C hasta su

utilizacion.

3.3.4 Cuantificacion de acido indol acético (AlA)
Se utilizé la técnica espectrofotométrica dggarpor Glickmann & Dessaux (1995).

Se determind la absorbancia a 530 nm de los pargnele los sobrenadantes
procedentes de la centrifugacion de las muedtrago de hacerlos reaccionar con el
reactivo de Salkowsky. El reactivo de SalkowskyS8, 7,9M- FeC{ 40 mM) se

adiciond en proporcion muestra/reactivo (1:2), poedla oxidacion de los grupos indol,
generando una coloracion que va de la gama deo$aslos al fucsia, evidenciando la

presencia de moléculas con grupos indol presumdoles compuestos auxinicos.

3.4 Extraccién de moléculas autoinductoras

Se cultivaron los microorganismos estudiados halstnzar alta densidad celular {10

ufc/mL aproximadamente).
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Se obtuvo el sobrenadante de centrifugaciéon08 8dm durante 15 min. en centrifuga
refrigerada. Luego se le realizd una extraccioretidp con acetato de etilo (solvente
con el cual éstas moléculas son afines), se agsaliato de sodio anhidro (para

eliminar los restos de agua). Después se filtré yosoevaporo a 40°C hasta reducir su

volumen 200 veces. Los extractos logrados se caarser en freezer a -20°C.

3.4.1 Deteccidn de autoinductores

3.4.2 Bioensayo con Chromobacterium violaceum CV026
C. violaceumCV026 es una cepa mutada en el gah(Mc Leanet al, 1997) mediante

insercién del Tn5, incapaz de producir la sintetagé que interviene en la produccion
de 3-hexanoil homoserina lactona{€SL). Este compuesto induce la produccion del
pigmento violaceina, cuya produccion se restaumdiante incubacion con homoserina
lactona exdgena.

Se cultivé C. violaceumCV026 en 5 mL denedio de cultivo Luria-Bertani (LB)
(Miller 1972) (Tabla 6) durante 18 hs. Luego soplacas con medio LB agarizado
(1.4% plv de agar), se adicionaron 5 mL de medioseBiisoélido (0.8% p/v de agar)
suplementado con 5 pg/mL de kanamicina, e inocutaol50 pL de una suspension
del cultivo deC. violaceumCV026. Luego de solidificado el medio, se reabpna
pocillos en el agar, donde se sembro la muestraxiiglcto organico de autoinductores,
los controles respectivos y los sobrenadantes ltigasude diferentes tratamientos. Las
placas se incubaron a 28°C durante 24-48 hs.

Tabla 6: Composicién del medio de cultivo LB

Componentes Concentracion
NacCl 5 g/L
Triptona 10 g/L
extracto de levadura 5 g/L
Glucosa 1g/L
agua destilada Cant. Necesaria
pH 6.8-7
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3.4.3 Bioensayo con Agrobacterium tumefaciens NT1-pZLR4
A. tumefaciendNT1-pZLR4 es una cepa que carece del plasmido €orntiene el

plasmido pZLR4 en el que se ha clonado eltgeR y una fusiértraG::lacZ (Chaet al,
1998). Esta cepa es incapaz de producir su peag@mnductor, y la fusiétraG::lacZ,
gue da un pigmento azulado, sélo se expresa eanmiasde moléculas autoinductoras
exdgenas.

Se cultivo A. tumefacien®NT1-pZLR4 en 5 mL de YEM liquido (Tabla 7) duradi@
hs. Se prepararon placas con medio YEM agarizad®op/v de agar) suplementadas
con 30 pg/mL de gentamicina y sobre éste mediadasgonaron 5 mL de medio YEM
semisolido (0.7% p/v de agar) suplementado congithu de Xgal(5-bromo-4-cloro-
3-indolil-R-D-galactopiranésido; 20 mg/mL en dinffetimamida), e inoculado con 500
pL de una suspension del cultivo Aletumefacien®NT1-pZLR4. Luego de solidificado
el medio, se realizaron pocillos en el agar, dosglesembrd la muestra del extracto
organico de autoinductores, los controles respextiv los sobrenadantes de cultivo
correspondientes a diferentes tratamientos. Lasaplae incubaron a 28°C durante 24-
48 hs.

Tabla 7: medio de cultivo YEM

Composicion Concentracion
Manitol 5¢g/L

K2HPO, 0,59g/L
MgSO,.7H,0 0,2 g/L

NacCl 0,1g/L

FeCk (10%, p/v) 0,1 mL

MnSO, (10%, p/v) 0,1 mL

Ext. Levadura 0,5¢g/L

pH 7

3.5 Extraccion de Proteinas Celulares Totales.

La extraccion y determinacion se realizd de acuaildprotocolo de Skorupsla al
(1985). Se centrifugaron 5 mL de cada cultivo @lal 20000 rpm por 10 min a 20°C,
se resuspendio en 1 mL de agua destilEgacuales se centrifugaron a 10000 rpm, y

los pellets se resuspendieron en 1 mL de NaCl .8§8v). Las muestras se
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centrifugaron 10 min., y los pellets se resuspendien buffer de extraccion. Se realizo
una nueva centrifugacién por 10 min., y los pelfatron resuspendidos en buffer de
sonicacién. Se realizé la sonicacién (3 pulsos@sel. en cada muestra) utilizando el
sonicador KONTES Microsonic Cell Disrupter, y lueg® centrifugaron las muestras

por 10 min.

Buffer de Extraccion

0,1M Tris

MgCl -6H 0 0,101 g

Glicerol 15 g
B-mercaptoetanol 100L
Volumen final 100 mL
pH 7,2

Buffer de Sonicacion

0,1M Tris
Glicerol 15 g

Volumen final 100 mL

Para cuantificar las proteinas celulares totaletagmuestras se siguié el protocolo
descripto por Bradford (1976), utilizando seroalimarcomo patrén proteico.

Reactivo de Bradford

Se disolvieron 100 mg de Coomasie Blue G-250 emb@e etanol al 95% (v/v), se
adicionaron 100 mL de &cido fosférico (85% p/v)eyllevo a volumen final de 1 litro
con agua miliQ. La solucion fue filtrada hasta ésaparicion del color azul.

Una vez agregado el reactivo de Bradford, tantontagstras como los patrones, se
agitaron en vortex y se dejaron reposar 10 minltiesgo, se midié absorbancia a una
longitud de onda de 595 nm en espectrofotometradiédt 1700 UV-Visible de simple

haz, contra blanco de reactivos.
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3.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida con dibdrdfato de
sodio (SDS-PAGE) para proteinas celulares totales

Para obtener el perfil de proteinas celularesdstatediante SDS-PAGE se siguio el

protocolo descripto por Laemmli (1970).
A las muestras sonicadas se le agregé un 10 %otlehen total en buffer muestra.

Se prepararon dos geles: el concentrado (o denapil¢o) y el separador (o de corrida).

El gel separador se prepard segun se muestraaidal 1.

Tabla 11: Composiciéon del gel separador para prasei

Solucion Gel separador
Stock acril/bis(30%) 12 mL

Agua Mili Q 10 mL

1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8) 7,5 mL

SDS 10% 0,3 mL

APS 10% 150 pL
TEMED 100% 15 puL
Volumen Total 30 mL

Tabla 12: Composiciéon del gel concentrador partefmas

Solucién Gel concentrador
Stock acril/bis (30%) 1,3mL

Agua miliQ 6,1 mL

0,5 M Tris-HCI (pH: 6,8) 2,5mL

SDS 10% 100 pL

APS 10% 50 pL

TEMED 100% 10 pL

Volumen Total 10 mL

Las condiciones de corrida fueron 200 volt has& gjufrente de corrida llego al final

del gel.

Soluciones:

Stock acril/bis 30% (p/v)
Acrilamida 2929

Bis-acrilamida 89
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Llevar a 1000 mL con Agua miliQ

1,5 M Tris-HCI
Tris 181.5¢

Disolver en 500 mL de agua miliQ. llevas a pH &8 &ICIl. Completar con agua hasta

volumen final (1000mL)

0,5 M Tris-HCI (pH: 6,8)
Tris 1219
Disolver en 500mL de agua miliQ. llevar a pH 6.8 ¢4Cl. Completar con agua hasta

volumen final (1000 mL)

SDS 10%
SDS 100g
Anadir agua destilada hasta completar el volumeb0@® mL.

APS (Persulfato de Amonio)
APS 150 mg
Agua Mili Q 1.5mL

Buffer muestra

Agua miliQ 3 mL

0.5 M Tris-HCI (pH: 6,8) 1mL
Glycerol 50% 1.6 mL
2-B-Mercaptoetanol 0.4 mL

Azul de bromofenol 1% 0.4 mL

Buffer de corrida (5x)

Tris 15 g/L
Glicina 72 g/L
SDS 5g/L
pH 8.3
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3.5.2Revelado del gel de proteinas mediante tincion Coomasie
Blue R-250

Procedimiento:

Se sumergio en solucion fijadora y se dejé 16Seslavo tres veces durante 15 min.
con agua miliQ. Se colored con solucién fijadoraadte 30 min. Se agregd soluciéon
decolorante hasta que el fondo del gel aparecigidim

Soluciones:

Solucién fijadora:

Metanol 446.6 mL
Acido acético glacial 93.3mL
Agua miliQ 446.6 mL

Solucién colorante:
Coomasie Blue R-250 19
Agua miliQ 1000 mL

Solucién decolorante:

Acido acético 70 mL
Metanol 250 mL
Agua miliQ 680 mL

4 Resultados y discusion

4.1 Fisiologia del crecimiento déA. brasilense Az-39 en un medio Nfb

El estudio de la cinética de crecimientoAlebrasilenseAz-39 se llevo a cabo en el
medio de cultivo Nfb (descripto en materiales y adés). En base a informacion
bibliografica respecto de sus caracteristicas ragnafilicas, se plantearon ensayos en
dos condiciones de aireacion, en los que se utdizélacion 1/5 y 3/5 de volumen de
medio/volumen de frasco, con una agitacion de 260 y 2,5 cm de excentricidad,

obteniéndose los resultados que se observan egueam.
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Figura 5: Cinética de crecimiento deA. brasilense Az-39 en medio Nfb desarrollado en diferentes

condiciones de aireacion.l) 1/5y ®) 3/5 relacion volumen de medio/ volumen de frasco.

Al mismo tiempo se realizé un registro de los vedole pH en ambos procesos.
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Figura 6: Evolucion de pH de los cultivos liquidosie A. brasilense Az-39 en medio Nfb crecido en
diferentes condiciones de aireacion. ) 1/5y @) 3/5 relacion volumen de medio/ volumen de

frasco.
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En la Figura 5 se observa una fase exponenciatedntento bien definida en ambos
procesos hasta las 20 horas, luego se evidencidasraestacionaria estable para el
proceso con relaciéon de 3/5 y variable para elggocon relacién de 1/5. Este ensayo
se extendié durante 52 horas, superado este timpdificultdé tomar una muestra
representativa del cultivo debido a la floculacidel mismo. Este fenOmeno esta
descripto en A. brasilensey es atribuido a diferentes factores. Segun Sealast
Neyra (1987) la floculacidn suele estar inducidalpcedad y condiciones del cultivo,
tanto como estrés por falta de agua. En este uaagje las causas seria que se produce
un estrés inducido por el aumento de pH ya AubrasilenseAz-39 en este medio de
cultivo alcaliniza debido al consumo de la fuentecdrbono (acido malico), el cual se
muestra en la Figura 6. Si bien este mecanisnhigaatd por la cepa se pudo observar
en ambos procesos, pasadas las 24 horas de crgoirfue acentuado en aquel cuya
relacion era 1/5, motivo por el cual se seleccilanéelacion 3/5, como condicion de
operacion para los ensayos previstos en el planatiajo. Una vez determinadas las
condiciones de trabajo, se procedio a calculapéyémetros cinéticos de crecimiento.
Para evitar que el proceso de floculacion nos wena a errores en la curva de
crecimiento, se realizO peso seco de la biomaseoteipas celulares totales. En la
Figura 7 se observa la curva de crecimiento obteaidbase a la concentracion proteica
vs. tiempo, por medio del método de Bradford (19@&n la Figura 8 se observa la

curva de crecimiento obtenida para peso secoerspb.
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Figura 7: Concentracion de proteinas en el desarrtal del crecimiento deA. brasilense en medio
Nfb.
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Figura 8: Estimacion de biomasa en el cultivo dA. brasilense Az-39 crecido en medio Nfb.

En las graficas obtenidas de las Figuras 7 y 8usel@ observar que tanto para peso
seco como proteinas luego de las 24 horas de destorse generd un descenso en el
namero de células, que arrojo valores menores deeotracion proteica y peso seco;
debido posiblemente al comienzo del proceso deaulthotdn, momento en el cual se
puede observar la aparicion de los primeros fl&culbos parametros cinéticos
calculados en base a dichos datos se muestrarsgui@nte tabla:

Velocidad especifica Tiempo de
de crecimiento () duplicacién (h)
Peso seco 0,14 4,77
Concentracion 0,15 4,40
proteica

Los valores hallados en el presente trabajo sorticl@ntes con los reportes presentados
por Onaet al. (2005) en los que obtuvieron una velocidad esjgacife crecimiento de
0,19 K. Los mismos autores también reporglnfenémeno de floculacién, lo que

confirma nuevamente estaracteristica del género en cuestion.
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4.2 Evaluacion de la produccion de metabolitos promotes del crecimiento
vegetal

4.2.1 Produccién e induccién de la sintesis de acido indacético
(AIA)

Segun Cassamet al. 2008, A. brasilense posee tres vias biosintéticas de AIA
dependientes de triptéfano. En el presente trabajestudié su produccién en medio
liquido Nfb y se evaluod la induccion de su sinteseliante el agregado de triptofano y
tripteina. Esta ultima tiene un alto contenidorgrtdfano y es una fuente alternativa del

mismo.

Segun lo expuesto por Salkowsky (1889) y Bratkal. (1991), la concentracion del
grupo organico indol que posee la auxina es dineetde proporcional a la intensidad
del color rojo producido. En este método colorimétrel cambio de color es debido al
resultado de una reaccion oxidativa a partir diglcdsulfarico, donde por medio de una
transaminacion es sustituido un grupo amino potrelproveniente de Fe{5e realiz6

una curva patron con concentraciones de AlIA contgidas entre 0 y 60 pg/ml. Los

datos obtenidos a partir de los patrones se inginda Figura 9.

04

035+ y = 0,0062x - 0,0157
03+ R? = 0,9983
0,254
02+
0,15 £
01+
0,05 £

Abs

Concentracion de AlA (ug/mL)

Figura 9: Curva de calibracion de AlA.
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Figura 10: Graduacion de color de las diferentes cmentraciones de AlA en las soluciones patron.

En la Figura 10 se muestran los valores de AIA pecatbs porA. brasilensese
cuantificaron en el sobrenadante obtenido de Itivos en diferentes tiempos.
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Figura 10: Valores de AIA obtenidos deA. brasilense inducido con: 0,1 g/L de tripteina; 1g/L de
tripteina; 5 g/L de tripteina; 10 g/L de tripteina; 0,05 g/L de triptéfano y un control (Nfb) sin
induccion.

Se observo en el periodo evaluado, que todos &iamientos producen reaccion
positiva frente al reactivo de Salkowsky, indicandi® esta manera que aun en el

tratamiento control (sin inducir}. brasilensdiene la capacidad de sintetizar AlA. Este
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resultado indicaria que la ruta utilizada parssiletesis, no dependiente de Trp es
utiizada o bien que el extracto de levadura aado en el medio Nfb contiene la
cantidad suficiente para facilitar esta via singtEsto se condice con los resultados de
Ahmadet al (2005), donde establecieron que la concentrag@ma de triptéfano en el
medio debe ser de 2000 a 5000 pg/ml para obtermecamcentracion de AIA de2.4
png/ml. Con respecto a los valores hallados erestb de los tratamientos, no hay
diferencia significativas entre 0.1 y 1g. de tripte adicionado, respecto del control,
pero si es marcado el aumento en la producciénifleeA S5 y 10 g de tripteina 'y Trp.
Por otra parte, segun se puede observar en laaFiurla produccién de AIA es

dependiente del medio de cultivo y de la fase deigrento de los mismos.

Los valores obtenidos respecto de concentracidteipa y concentracion de AlA, para

el punto de mayor productividad establecido a &bkaras de proceso son mostrados en

la Figura 11.
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Figura 11: Concentracion proteica y de AIA en el pato de mayor productividad (48 horas) por

parte de A. brasilense Az-39 cultivados en medio liquido.

Del analisis estadistico con el test DSM (p<0,3%)Ip que se puede inferir que no hay
diferencias significativas entre la concentraci@ AIA para los tratamientos Nfb

(control), 0,1 Tr y 1 Tr. Tampoco se observaroremdificias significativas para los
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tratamientos 5 Tr y 10 Tr. Si hubo diferencias Sigativas entre los dos grupos
mencionados anteriormente, entre ellos y con ¢bhrm@nto Tpf. En cuanto a la
concentracién proteica las diferencias signifiaifueron observadas entre 5 Tr, 10 Tr
y el control. Y los tratamientos 0,1 Tr, 1 Tr y Tmstraron diferencias significativas
con el control y los tratamientos 5 Tr y 10 Tr. Gose indicara anteriormente, se pudo
comprobar que las vias utilizadas phar brasilensepara la produccion de AlA son
dependientes de triptéfano y por otro lado, lateiipa es utilizada en mayor medida
para la produccion de biomasa, lo que permitioralaaaltas concentraciones celulares.
Ambos resultados serian prometedores al momentatilitear dicha cepa para la
preparacion de biofertilizantes aplicables al valtie soja. En tal sentido, Casséral
(2009) demuestran el efecto positivo de esta fitmloma sobre la promocion de la
germinacion de semillas en soja. Varios estudiagieeellos el llevado a cabo por
Mathesiuset al. (1995), sugieren que este tipo de auxinas jueganlumportante en el

desarrollo del nédulo.

4.2.2 Solubilizacion de fosforo

El fésforo después del nitrdgeno, es el nutriemteganico mas requerido por plantas y
microorganismos y ademas, en el suelo es el féiontante del desarrollo vegetal a
pesar de ser abundante tanto en formas inorgarocas organicas (Alexander 1980).
Por este motivo se estudié #i. brasilenseAz-39 cultivada en medio de cultivo Nfb,
tenia la capacidad de solubilizar fosfato inorgar@n el medio NBRIP. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 12. Se obsamedeg ninguna de las cuatro
repeticiones se puede apreciar solubilizacion défo respecto del control positivo

utilizado, P. fluorescen®3.
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Figura 12: Ensayo de solubilizacién de fosfato ing@anico en NBRIP.

Segun diferentes reportes bibliograficos, otrase@sg deAzospirillum tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos. Seshatlal (2000), indican qué. halopraeferens
una bacteria que no metaboliza la glucosa, y poarito no produce acidos organicos,
solubilizé fosfato inorganico insolubi@ vitro por mecanismos desconocidos. Segun
reportes de Puentt al. (2004) y Rodrigueet al (2004), dos cepas de brasilensey
una cepa d@. lipoferumfueron capaces de producir acido glucénico, lo gpredujo a

la solubilizacion de fosfato insoluble en las rodaer otro parte, la inoculacion de
cardon (un cactus gigante) cAnbrasilenseCd evidencié una mayor solubilizacién de

fosfato y un aumento en el crecimiento de las p&(Carrilloet al, 2002).

4.2.3 Produccion de sideroforos

Considerando la habilidad de algunas cepa8zespirillumpara producir compuestos
quelantes del ion P& se realizé un estudio cualitativo de la producaé sideréforos
por A. brasilense Az-39 mediante el ensayo universal CAS (Chrome rélzu
Sulphonate), el cual detecta cambios de coloralalptejo CAS-Fe (del azul al naranja)
después de la quelacion del hierro por siderof@aho medio fue adaptado para el
crecimiento deAzospirillum con el agregado de medio Nfb, segin se detallel en
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trabajo de Tortoret al. (2011), ya que utilizando el ensayo CAS (SchwyN&ilands,
1987) y utilizando como control positi fluorescen®3 no se encontraban resultados
positivos (Fig. 13).

Figura 13: Ensayo de produccion de sideréforos enedio universal CAS.
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Figura 14: Ensayo de produccién de sider6foros polA. brasilense Az-39. Medio Nfb+CAS,
incubado por 48 horas a 28°C.

De esta maneraA. brasilenséAz-39 se muestra con otro mecanismo para la pramoci
del crecimiento vegetal como las cepadrasilenseendofiticas reportadas por Tértora
et al. (2011).

4.3 Determinacion de la produccion de moléculas sefigliorum
Se desarrollaron cultivos d&.brasilenseen medio Nfb hasta fase estacionaria de

crecimiento con la finalidad de estudiar si utilizamo medio de comunicacion
intercelular el sistema dguorum sensingmediado por moléculas del tipo acil
homoserina lactona (AHL) dependientes de la dedsicelular. Con el extracto
provenientes de dichos cultivos, se realizaronblognsayos con las cepas reporteras
Chromobacterium violaceun€V026 (Mc Cleanet al, 1997) y Agrobacterium
tumefaciendNT1-pZLR4 (Chaet al, 1998) que detectan moléculas del tipo AHL’s de

cadena corta y larga respectivamente (Figura 1®.y 1
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Figura 15: Placa con el microorganismo biosensoA. tumefaciens sembrada con extractos de
autoinductores de:A. brasilense Az-39 en medio Nfb; A. brasilenseAz-39 en medio Balati; medio

Nfb ésteril como control negativo; Sinorhizobium meliloti B-399 como control positivo.

Como se puede observar, se detecto una difusaaca@orformando un halo en la placa
de produccion de AHL's de cadena larga porbrasilenseAz-39 en medio Nfb.
Cuando se desarrollaron los ensayos para la dei@cidn de la cinética dé.
brasilenseAz-39 en medio Nfb, se comprobd que el pH del mexdi fase estacionaria
alcanza valores cercanos a 9. Streitwiezterl. (1985), considerando la estructura
guimica de los anillos lactonados, sugirieron cqagerholéculas de AHL's pueden ser
hidrolizadas bajo condiciones alcalinas. A contaidia se realizé el mismo ensayo pero
utilizando el medio de cultivo Balatti (Balatti, 9®). En dicho medio, los valores de pH
se mantienen cercanos a la neutralidad (Bonind3)201

Los resultados se pueden apreciar en la Figura démostrando efectivamente la
presencia de moléculas autoinductoras de cadega ¢ar el extracto dA. brasilense
crecido en medio Balatti.

En cuanto a la produccién de moléculas AHL's deepnadcorta producidas peé.
brasilensdos resultados obtenidos fueron negativos utilipagthbos medios de cultivo

(Balati y Nfb), se muestran en la Figura 16.
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Figura 16: Placa con el microorganismo biosensdt. violaceum sembrada con extractos de cultivos
de: B. japonicum E-109 en medio Balatti; Sinorhizobium meliloti B-399 (control positivo); A.
brasilense Az-39 en medio Nfb;A. brasilense Az-39 en medio Balatti y medio estéril (control
negativo).

La presencia de AHL's en el extracto Ae brasilensecrecido en medio Balatti fue
confirmado a través de una corrida cromatograficacapa delgada (RP-TLC):£
(Figura 17).
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Figura 17: Corrida cromatogréfica en capa delgad de RP-TLC Cgg.

En esta oportunidad se puede observar al menosolégula de AHL.

Solo se han reportado que de 40 aislamientoszdspirillumsolo cuatro cepas fueron
productoras de AHL’s y todas pertenecientés Bpoferum(Vial et al, 2006).

Aun cuando el ensayo utilizado permite solo unaraaion cualitativa, es interesante
destacar el hallazgo de AHL’s producidas porbrasilensg de los cuales no hay
reportes previos en la literatura.

En la Figura 18 se corroboré la produccion de AHléscadena larga por parte Be
japonicumE-109, ya que en la figura 4.3 se evidencia qoelyme AHL's de cadena

corta.
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Figura 18: Placa con el microorganismo biosensoA. tumefaciens sembrada con extractos de
autoinductores de: B. japonicum E-109 en medio Balatti; Sinorhizobium meliloti B-399 como

control positivo y medio estéril como control negato.

Observamos quB. japonicumE-109 produce moléculas AHL's tanto de cadenaalarg
como de cadena corta.

4.4 Incidencia de las moléculas sefial d& japonicum sobreA. brasilense

4.4.1 Cinética de crecimiento
Al detectar mediante los ensayos antes descrilst@spacidad dB. japonicumpara la

produccion de AHL's, tanto de cadena corta comocagena larga, se procedié a
concentrarlas y agregarlas al cultivoAlébrasilenseAz-39 en medio Nfb para observar
si se producian cambios en la produccion de metabglromotores de crecimiento.
Para ello, se cultiv\. brasilenseAz-39 en medio Nfb el cual fue adicionado de la
cantidad equivalente de moléculas sefialBdgaponicumE-109 correspondiente al
volumen de cultivo utilizado. Se realizaron lasvasrde crecimiento para realizar una

comparacién en el comportamiento cinético (Figd&y 20).
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Figura 19: Cinética de crecimiento deA. brasilense Az-39 en medio Nfb con el agregado de

moléculas sefial dd. japonicum E-109.
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Figura 20: Estimacion de biomasa en el cultivo dé. brasilense Az-39 crecido en Nfb con el

agregado de moléculas sefal d& japonicum E-109.

En la Figura 19 se observa la misma disminucioelemimero de células viables a las
24 hs atribuido al comienzo del proceso de flogatacEn cuanto a los valores de peso
seco obtenidos (Figura 20) la disminucion a lash@4debida aparentemente a este
proceso no fue tan marcada.

Haciendo un analisis comparativo de la cinéticam@eimiento de ambos procesos se

obtuvo el grafico presentado en la figura 21.
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Figura 21: Curvas de crecimiento celular deA. brasilense en medio Nfb y medio Nfb con el

agregado de autoinductores d&. japonicum. (4) Nfb control, (e) Nfb + ext. B.japonicum.

En base a los resultados obtenidos en esta priamparacion podemos observar un
comportamiento diferente de la bacteria en presem® autoinductores d8.
japonicum EIl proceso de floculacién se produce de manerdasial que se observé en
los ensayos de crecimiento #e brasilenserealizados anteriormente. El niamero de
células viables alcanzado fue mayor que en elniat##to control. También podemos
observar que el crecimiento Aebrasilensesn presencia de los autoinductores luego de
las 40 horas sigue aumentando y en el tratamiemtivat comienza la fase de muerte.

A continuacion en la Figura 22, se presenta lausid@h de la biomasa en el tiempo de

crecimiento empleado para los dos tratamientos.
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Figura 22: Comparacion de las curvas de peso sece A. brasilense en medio Nfb y medio Nfb con

el agregado de autoinductores dB. japonicum. () Nfb control, (¢) Nfb + ext. B.japonicum.

Se puede observar que las diferencias entre anmmbossps son marcadas. El cultivo de
A. brasilenseen presencia de autoinductoresBdgaponicumarrojoé valores de hasta un
71% mayores de peso seco que el cultivé\dbrasilensgcontrol). También se puede
observar en la Figura 22 que a las 24 hs de tratamse presenta el descenso normal
en los valores, producto del comienzo del procesttodulacion.

En la Figura 23 se presentan los resultados cameligntes a las determinaciones de

concentracién proteica en los procesos ya menoisnad
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Figura 23: Incidencia del agregado de moléculas aminductoras de B. japonicum sobre la

concentracion proteica deA. brasilense. () Nfb control, (¢) Nfb + ext. B.japonicum.
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Estos resultados también muestran incrementosciaples en la concentracion
proteica obtenida para el tratamiento Ae brasilensecon autoinductores d8.
japonicum como era de esperarse ya que todas las medigicélegas viables, peso
seco y concentracion proteica) fueron llevadasa ea el mismo ensayo.

Se puede inferir que el agregado de autoinductor@genientes dé. japonicumal
cultivo deA. brasilenseafecta positivamente la cinética de crecimiento p@ inhibe el
proceso de floculacion. Chebotral. (2001) informaron resultados similares paBa
japonicumcrecido con el agregado de sobrenadante esté?il fieorescenf®VCS365, y
confirman que el aumento de biomasa se debe addugeiéon de compuestos
extracelulares por parte &e fluorescen¥VCS365.

4.4.2 Produccion de sideréforos en presencia de autoindtores de
B. japonicum

Para la realizacion de este estudio, se llevd @ d¢abutilizacion del medio CAS
modificado, utilizando el cultivo da. brasilensecon el agregado de autoinductores de
B. japonicumEn la Figura 24 se muestra el resultado.

Figura 24: Ensayo de produccién de sideroforos poA. brasilense Az-39 con el agregado de
autoinductores deB. japonicum. Medio Nfb+CAS, incubado por 7 dias a 28°C.
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Bajo estas condiciones, el resultado obtenido fegativo, ya que no se observd
cambio de coloracién alrededor de la colonia. Seclaye que el agregado de
autoinductores d@&. japonicumtiene un efecto negativo sobre la producciéon de es
metabolito secundario promotor del crecimiento. URados similares fueron
alcanzados coA. lipoferumpor Boyeret al., (2008). Si bien estos datos no han sido
reportados pard. brasilenseen otros trabajos, este hallazgo genera la nexksld

realizar estudios posteriores para dilucidar losanssmos moleculares que subyacen.

4.4.3 Produccion de acido indol acético (AIA) en presenai de
autoinductores deB. japonicum

En este ensayo se realiz6 la medida de la produdc®d6AIA deA. brasilensecon el
agregado de autoinductores He japonicumcomo se explico anteriormente. No se
realizaron los ensayos de induccion con triptéfiamdgpteina. Los resultados obtenidos

se muestran en la Figura 25.
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Figura 25: Incidencia del agregado de moléculas amihductoras de B. japonicum sobre la

concentracion de AIA generada porA. brasilense. (4) Nfb control, () Nfb + ext. B.japonicum.

En la Figura 25 se observa que la concentracidil@epara el tratamiento dé.
brasilensecon el agregado de autoinductoresBdgaponicumfue mayor en hasta un
62% en comparacion con el tratamiento control,ual comienza con 5,83 mg/mL y
decrece a medida que transcurre el tiempo. Inferiemoconsecuencia que el agregado
de autoinductores dB. japonicumfavorece de manera positiva la produccion de AIA
por parte déA. brasilenselLos resultados alcanzados en este punto son n@m&dgs

que en la actualidad no se encuentran reportelasasial respecto.
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4.4.4 Comparacion de perfiles proteicos
Segun informes de Di Cagret al., (2011), el dialogo molecular establecido entre
bacterias se difunde a toda la comunidad. Paralagificado como una comunicacion
verdadera, el compuesto sefial debe ser creadotrnpasanitir la informacion, debe
poder ser percibido por otro de los actores demaunidad y generar una respuesta en
el receptor durante la comunicacion intra e intgreeies. Asi, el mensaje transmitido
se traslada a nivel de expresién de proteinas,atlo mue estudios de protedmica de
estas comunidades, permitiria un entendimientolatgjuaje bacteriano, como por

ejemplo mediado por AHL's

Se realiz6é una electroforesis en gel de poliacidanaon dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) para proteinas celulares totales con el iebjete observar si ocurren cambios

en la expresion proteica de brasilense Los resultados obtenidos se muestran en la

figura 5.3.
1 2 3 4 PM 5 67 8

Figura 5.3: Perfil proteico deA. brasilense en diferentes tratamientos. 1: control (20 hs); 2control
(48 hs); 3: control (56 hs); 4: control (67 hs); PMmarcador de PM (7,1-209 kD); 5: Nfbo+AHL B.
japonicum (20 hs); 6: Nfo+ AHL B. japonicum (48 hs); 7: Nfb+ AHL B. japonicum (56 hs); 8:Nfb+
AHL B. japonicum (67 hs).

A partir de la observacion cualitativa del gel olide, se demostré que los perfiles de
bandas presentan leves diferencias en aquellasniexitos dé\. brasilensecrecidos en
presencia de AHL's d8. japonicumrespecto de los tratamientos control. Si podemos
decir por la intensidad de las bandas obtenidaglematamiento deA. brasilense
crecidos en presencia de AHL's d& japonicumque hubo un aumento de la

concentracion proteica.
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5 Conclusiones

+ A. brasilenseAZ-39 fue capaz de producir sideréforos y sintetiadA en

diferentes condiciones.

+ El medio de cultivo Balatti resulté adecuado yoiable para el desarrollo de

A. brasilenseen medio liquido.

+ La cepaA. brasilenseAZ-39 posee la capacidad de producir moléculagipel

AHL de cadena larga cuando se cultiva en mediotBala

+ La cepaB. japonicumE-109 posee la capacidad de producir moléculasipte!
AHL de cadena larga y corta.

+ EIl crecimiento celular dé. brasilenseen medio liquido, se vio influenciado
beneficiosamente por la presencia de autoinductt@Bgaponicum.

+ Las suspensiones celularesAdérasilenseAZ-39 obtenidas mediante la adicion
de autoinductores ddB.japonicum E-109, mostraron un aumento en la

produccion de AIA y ausencia en la produccion dersiforos.
CONSIDERACIONES GENERALES

En el suelo los microorganismos adicionados en dadm biofertilizantes, podrian estar
en bajas densidades celulares respecto a poblaciatévas o naturalizadas. Los
resultados obtenidos en este estudio, mostrariarertaja de queizospirillum en
presencia de AHL'’s secretadas f@yadhyrizobium aumentaria su biomasa, condicién
que le conferiria mayor competitividad frente a @&dros miembros de la comunidad
rizosférica. La infectividad o asociacion Aeospirillumdepende de su capacidad de
colonizacion, sobrevivencia y competitividad cuasdaencuentre formando parte de la
comunidad microbiana de la rizésfera. De este mddocepa deAzospirillum
estimulada con el agregado de AHL’s Bieadhyrizobiumincluida en el suelo con el
inoculante seria capaz de sobrevivir y asociartas aaices de la planta con mayor

facilidad, ya que potencia casi todas sus capaegdad
Un profundo conocimiento de las relaciones rizofsague se establecen en la rizosfera
podria contribuir al adecuado desarrollo de egjrasede produccion e inoculacion, que

posibiliten el establecimiento de relaciones stibas exitosas en términos agricolas.
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Este estudio sugiere que la cepadddrasilenseAz-39 posee la capacidad de producir
AHL's y que mediante el proceso denominag@drum sensingse regulan varios
mecanismos PGPR de la cepa, ya que los mismosnfaeodificados por el agregado

de AHL'’s exdgenas.

52



6

Bibliografia

Ahmad F.; Ahmad I.; Khan M.S. (2005). Indole acetmd production by the
indigenous isolated gkzotobacteand fluorescenPseudomonam the presence
and absence of tryptopharurk Journal Biology29: 29-34.

Alexander M. (1980). Transformaciones microbianasl désforo. En:
Introduccidn a la microbiologia del suel&GT editor, México, 355-371.

Bacca B.; Soto L.; Pardo M. (2000). Fijacion biotagde nitrogenoRevista
Elementos/ numero 38

Balatti P.A. (1992). Produccion de inoculantes pagaminosas. Tecnologia de
las fermentaciones aplicada a los gén&ioigobiumy Bradyrhizobium

Barea J.M.; Azcén R.; Azcon-Aguilar C. (2004). Mydozal fungi and plant
growth promoting rhizobacteria. ERiant Surface MicrobiologyA. Varma, L.
Abbott, D. Werner, R. Hampp Ed$Springer-Verlag, Heidelberg, Alemania.
351-371.

Bashan Y. & de-Bashan L. E. (2010). How the Plambv@h-Promoting
Bacterium Azospirillum Promotes Plant Growth-A Critical Assessment.
Advances in Agronomy08: 77-136.

Boyer M.; Bally R.; Perrotto S.; Chaintreuil C.; $diewski-Dyé F. (2008). A
guorum-quenching approach to identify quorum-seapisagulated functions in
Azospirillum lipoferum. Research in Microbiolodyg9: 699-708.

Bradford M. (1976). A rapid and sensitive method foe quantification of
microgram quantities of protein utilizing the priple of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry72: 248-254.

Brick J.M.; Bostock R.M.; Silverstone S.E. (199Rpapid in situ assay for indole
acetic acid production by bacteria immobilized atrocellulose membrane.
Applied and Environmental Microbiology7: 535-538.

Brockwell J.; Bottomley P.; Thies J.E. (1995). Manation of rhizobia
microflora for improving legume productivity andilstertility. Plant and Soil,
174: 143-180.

Burdman S.; Vedder D.; German M.; ltzigshon R.; &ig.; Jurkevitch E. ;
Okon Y. (1998). Legume crop yield promotion by dntation with

Azospirillum En:Biological Nitrogen Fixation for the 21stCentury, EImerich,

53



C, Kondorosi, A. & Newton W, Eds. Kluwer Acadeniablishers. Dordecht,
The Netherlands, 609-612.

Carrillo A. E.; Li C. Y.; Bashan Y. (2002). Incremb acidification in the
rhizosphere of cactus seedlings induced Byospirilum brasilense
Naturwissenschafte®9: 428-432.

Cassan F.; Perrig D.; Sgroy V.; Masciarelli O.; ®erC.; Luna V. (2009).
Azospirillum brasilense Az-39 and Bradyrhizobium japonicum E-109,
inoculated singly or in combination, promote seegfngnation and early
seedling growth in corrZea mayd4..) and soybeanGlycine max..). European
Journal of soil Biology4: 28-35.

Cassan F.; Sgroy V.; Perrig D.; Masciarelli O.; awi. (2008). Produccion de
fitohormonas porAzospirillum sp.Aspectos fisioldgicos y tecnologicos de la
promocién del crecimiento vegetal. Elzospirillum sp: cell physiology, plant
interaction, and agronomy research in Argentin@sociacion Argentina de
Microbiologia, Eds. Cap. 4: 61-78.

Cattelan A.J.; Artel P.G.; Fuhrmann J.J. (1999)e8&aing for Plant Growth
Promoting Rhizobacteria to Promote Early Soybeawowdr. Soil Science
Society63: 1670-1680.

Cha C.; Gao P.; Chen Y.C.; Shaw P.D.; Farrand @998). Production of acyl-
homoserine lactone quorum-sensing signals by gregative plant-associated
bacteriaMolecular Plant Microbe Interactior,1:1119-1129.

Chaiharn M.; Chunhaleuchanon S.; Lumyong S. (2088)eening siderophore
producing bacteria as potential biological conagént for fungal rice pathogens
in Thailand.World Journal Microbioly Biotechnolog®5(11):1919-1928.

Chebotar V. K.; Asis Jr C.A.; Akao S. (200Pxoduction of growth-promoting
substances and high colonizatiahility of rhizobacteria enhance the nitrogen
fixation of soybean when coinoculated wBadyrhizobium japonicunBiology
Fertil Soils 34:427-432.

Compant S.; Duffy B.; Nowak J.; Clement C.; Ait BarE. (2005). Use of plant
growth-promoting bacteria for biocontrol of plantisehses: principles,
mechanisms of action, and future prospedpplied and Environmental
Microbiology,71; 9: 4951-4959.

54



Creus C.M.; Pereyra M.A.; Molina-Favero C.; Ram@lld.; Cassanovas E.M.;
Pereyra C.M.; Arruebarrena-Di Palma A.; Lamattina &ueldo R.J.; Barassi
C.A. (2008). La pared celular como target en largcidén del crecimiento de
las plantas porAzospirillum. En: Azospirillum sp: cell physiology, plant
interaction, and agronomy research in Argentin&sociacion Argentina de
Microbiologia, Eds. Cap. 6: 97-106.

de-Bashan L. E.; Holguin G.; Glick B. R.; Bashan (2007). Bacterias
promotoras de crecimiento en plantas para promsifppicolas y ambientales.
En: Microbiologia agricola: hongos, bacterias, micromgacrofauna, control
biologico, planta-microorganismoEds. Ferrera-Cerrato, R., & Alarcon, A.
Publicado por: Editorial Trillas, Mexico City, Meoa. C. , 8: 170-224.

Di Cagno R.; De Angelis M.; Calasso M.; Gobbetti([@011). Proteomics of the
bacterial cross-talk by quorum sensidgurnal of proteomics{4: 19 - 34.
Dobbelaere S.; Vanderleyden J.; Okon, Y. (2003anfIgrowth-promoting
effects of diazotrophs in the rhizospheteitical Reviews in Plant Science22:
107-149.

Dobereiner J. (1992). The genefaospirilum and Herbaspirillum En: A.
Balows, H. G. Truper, M. Dworkin, W. Harder and H.Schleifer, Ed.The
prokaryotes. A handbook on the biology of bacteBEaophysiology, isolation,
identification, applicationsSpringer-Verlag. New York, 2236-2253.
Doébereiner J.; Day J. M. (1976).Associative symisias tropical grasses:
characterization of microorganisms and dinitrogem§ sites. EnProceedings
of the First International Symposium on Nitrogenxdtion. Editado por: W.E.
Newton and C.J. Nyman. Washington State UniveBityss, Pullman, Wash,
518-538.

Drinkwater L.E. & Snapp S.S. (2007). Nutrients gr@ecosystems: Rethinking
the Management paradigidvances in Agronom92: 163-186.

Ecker B.; Weber O. B.; Kirchhof G.; Halbritter AStoffels M.; Hartmann A.
(2001). Azospirillum doedereinerae spnov., a nitrogen-fixing bacterium
associated with the C4- grass MiscantHogernational Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology51:17-26.

Glickmann M.; Dessaux J1995). A critical examination of the specificity o
the Salkowski reagent for indolic compounds produby phytopathogenic

bacteriaApplied and Environmental Microbiology93-796.

55



Gonzalez J.E. & Keshavan N.D. (2006). Messing wBacterial Quorum
SensingMicrobiology Molecular Biology73: 3587-3594.

Gonzélez N. (2006). Fijacion de nitrdgeno en soj&ituacion actual vy
perspectivas en la Argentina. ER° Congreso de Soja del Mercosur
Conferencia Plenaria, Rosario, Argentina, 376.

Gonzaléz, N.; Perticari A.; Stegman B.; Rodrigu@sées E. (1997). Nutricion
nitrogenada. En: Giorda L.M.y Baigorri, H.E.J. E&3.cultivo de la soja en
Argentina. INTA, Centro Regional Cérdoba. EEA Marcos JuareeA, 188-
198.

Hartmann A. & Zimmer W. (1994). Physiology ofAzospirillum En:
Azospirillum-plant association®©kon, Y., Ed. CRC Press, Boca Raton, 15-39.
Hernandez-Mendoza J.L.; Moreno-Medina V.R.; Quivetasquez J.D.;
Garcia-Olivares J. G.; Mayek-Pérez N. (2010). HEfeade diferentes
concentraciones de acido antranilico en el crecitoiedel maiz.Revista

Colombiana de Biotecnologikdificio Manuel Ancizar Ed, 224.

http://mhrussel.wordpress.com/2013/02/06/myth-w2ddacteria-focus-

organism-azospirillum-brasilense/

http://www.datuopinion.com/quorum-sensing

Huergo L.F.; Monteiro R.A.; Bonatto A.C.; Rigo L;Usteffens M.B.R.; Cruz
L.M.; Chubatzu L.S.; Souza E.M.; Pedrosa F.O. (20B&gulation of nitrogen
fixation in Azospirillum brasilenseEn: Azospirillum sp: cell physiology, plant
interaction, and agronomy research in Argentin@sociacion Argentina de
Microbiologia, Eds. Cap.1: 17-28.

llimer P.A.; Barbato A.; Schinner F. (1995). Solidation of hardly-soluble
AIPO4 with P-solubilizing microorganismSoil Biology Biochemistry27: 260-
270.

Jimenéz R.; Virgen G.; Tabares S.; Olalde V. (20&HRcterias Promotoras del
Crecimiento de Plantas: Agro-Biotecnologfazance y Perspectiv&®0: 395-
400.

Johri B.N.; Sharma, A.; Sharma A.K.; Glick B.R. (&). Plant growth-
promoting bacteriuniPseudomonas sgtrain GRP3 influences iron acquisition
in mung bean\{igna radiataL. Wilzeck). Soil Biology & Biochemistry35:887-
894.

56



Kadouri D.; Jurkevitch E.; Okon Y. (2003). Involvent of the reserve material
poly-beta-hydroxybutyrate iAzospirillum brasilensestress endurance and root
colonization Applied and Environmental Microbiolog§9: 3244-3250.
Kloepper J.W. (1994). Plant Growth Promoting Rheadria (other system).
En: Azospirillum/Plant AssociationY. Okon, Eds CRC Press, Boca Raton,
Florida, USA, 135-166.

Laemmli U.K. (1970). Cleavage of structural proteduring the assembly of the
head of bacteriophage TMature 227:680-685.

Loh J.T. & Stacey G. (2001) Feedback regulationtled Bradyrhizobium
japonicumnodulation genedolecular Microbiology 41: 1357-1364.
Mathesius U.; Schlaman H.; Spaink H.; Sautter QutfeRB.; Djordjevic M.
(1998). Auxin transport inhibition precedes rootdal® formation in white
clover roots and is regulated by flavonoids andivdérves of chitin
oligosaccharides?lant Journa) 14:23-34.

Mc Clean K.H.; Winson M.K.; Fish L.; Taylor A.; Chbra S.R.; Camara M.;
Daykin M.; Lamb J.H.; Swift S.; Bycroft B.W.; Stewa5.S.A.B.; Williams P.
(1997). Quorum sensing andChromobacterium violaceunexploitation of
violacein production and inhibition for the detecti of N -acylhomoserine
lactones.Microbiology,143: 3703-3711.

Milerue N. & Nikornpun M. (2000). Studies on het&g of chili Capsicum
annuumL.).KasetsartJournalNatural Science34: 190-196.

Miller J. H. (1972). Experiments in molecular gecetCold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York.

Nautiyal C. S. (1999). An efficient microbiologicagrowth medium for
screening phosphate solubilizing microorganismaviEBMicrobiology Letters,
170: 265-270.

O’Sullivan D.J. & O’Gara F. (1992). Traits of fllmscentPseudomonas spp.
involved in suppression of plant root pathogdavigcrobiology Reviews56(4):
662-676.

Ona O.; Impe J. V.; Prinsen E.; Vanderleyden JO%20Growth and indole-3-
acetic acid biosintesis oAzospirillum brasilenseéSp245 is environmentally
controlled. FEMSMicrobiology Letters246: 125-132.

57



Patten C.L. & Glick B.R. (2002). Role d¥seudomonas putidindoleacetic
Acid in development of the host plant root systépplied and Environmental
Microbiology, 68, 8: 2795-9801.

Perticari A. (2005). Inoculacién de calidad paraméximo aprovechamiento de
la FBN.Congreso Mundo Soj&uenos Aires, 121-126.

Perticari A.; Arias N.; Baigorri H.; De BattistalJ. Montecchia M.; Pacheco
Basurco J.C.; Simonella A.; Toresani S.; Ventinaigli.; Vicente R. (2003).
Inoculacion vy fijacién biolégica de nitrégeno enceltivo de soja. EnEl libro
de la sojaBuenos Aires. Servicios y Marketing Agropecua@®,76.

Puente M. E.; Bashan Y.; Li C.Y.; Lebsky V. K. (200Microbial populations
and activities in the rhizoplane of rock-weatheridgsert plants I. Root
colonization and weathering of igneous rodkisint Biology 6: 629-642.

Ravn L.; Christensen A.B.; Molin S.; Givskov M.;&bn L. (2000). Methods for
detecting acylated homoserine lactones producegrday-negative bacteria and
their application in studies of AHL-production ktres. Journal Microbiology
Methodology44: 239-251.

Rodriguez Caceres E.A. (1982). Improved Mediumdofation ofAzospirillum
spp Applied and Environmental Microbiologg4: 990-991.

Rodriguez H. & Fraga R. (1999). Phosphate soluhijizacteria and their role
in plant growth promotiorBiotechnology Advance$7: 319-339.

Rodriguez H.; Gonzalez T.; Goire I.; Bashan, Y.0#®0 Gluconic acid
production and phosphate solubilization by the tplamowth-promoting
bacteriumAzospirillum sppNaturwissenschafte®1: 552-555.

Sadasivan L. & Neyra C.A. (1987). Cyst productiond abrown pigment
formation in aging cultures oAzospirillum brasilenseATCC 29145.Journal
Bacteriology 169: 1670-1677.

Salkowski E. (1989). Ueber die Bildung von FluckhgFettsduren bei der
ammoniakalischen HarngAhrun@eitschrift fur Physiologische Chemid3:
264-274.

Sanchez-Contreras M.; Bauer W.D.; Gao M.; Robindd; Downie J. A.
(2007). Quorum-sensing regulation in rhizobia amsl role in symbiotic
interactions with legumes. Phil. Trans. R. Soc3&: 1149-1163.

58



Schuhegger R.thring A.; Gantner S.; Bahnweg G.; Knappe C.; Vogg G.;
Hutzler P.; Schmid M.; Breusegem F.B.; Eberl L.;rteann A.; Langebartels
C. (2006). Induction of systemic resistance in twray N-acyl-L-homoserine
lactone-producing rhizosphere bactefdant, Cell and Environmeng9: 909-
918.

Schwyn B.; Neilands J.B. (1987) Universal chemassay for the detection and
determination of siderophore&nalytical Biochemistryl60(1): 47-56.

Seshadri S.; Muthukumuramasamy R.; Lakshiminarasamilgnacimuthu S.
(2000). Solubilization of inorganic phosphatesAmospirillum halopraeferans
Current Science’9: 565-567.

Skorupska A.; Derylo M.; Lorkiewicz Z. (1985).Rolef noncarbohydrate
substitutions on Rhizobium exopolysaccharyde inutetitbn processArchives
of Microbiology,143: 307-310.

Streitwiezer J.; Heathcock C(1985). Introduction to organic chemistry.
MacMillan PublishersNew York, N.Y, 859-861.

Tapia-Hernandez A.; Mascarua-Esparza M.A.; CalaMellado J. (1991).
Production of bacteriocins and siderophore-likeivagt by Azospirillum
brasilenseMicrobios, 60: 73-83.

Torres-Rubio M.G.; Valencia S.A.; Bernal J.; MaenP. (2000). Isolation of
enterobacteriaAzotobactersp. and Pseudomonasp., producers of indole-3-
acetic acid and siderophores, from Colombian ribézosphere. Revista
Lationamericana de Microbiologi&?2: 171-176.

Tortora M.L.; Diaz-Ricci J.C.; Pedraza R.O. (201A}ospirillum brasilense
siderophores with antifungal activity agai@lletotrichum acutatumArchives
of Microbiology 193: 275-286.

Vassileva M.; Vassilev N.; Azcon R. (1998). Roclopphate solubilization by
Aspergillus nigeronolive cake-based medium and its further applicaiio a
soil-plant systemyorld Journal Microbiology Biotechnologg4: 281-282.

Vial L.; Cuny C.; Gluchoff-Fiasson K.; Comte G.; €@gP. M.; Faure D.;
Dessaux Y.; Bally R.; Wisniewski-Dyé F.(2006). Ncykhomoserine lactone-
mediated quorum-sensing iAzospirillum an exception rather than a rule.
FEMS Microbiology Ecology58:155-168.

59



Yahalom E.; Okon Y.; Dovrat A. (1987Azospirillumeffects on susceptibility
to Rhizobiumnodulation and on nitrogen fixation of several fggaegumes.
Canadian Journal of Microbiologyd3: 510-514.

Zahir A.Z.; Arshad M.; Frankenberg W.T. (2004). mla&Growth Promoting
Rhizobacteria: Applications and Perspectives in i@&dtura. Advances in
Agronomy81: 97-101.

60



